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OZET

ELEKTROKIMYASAL YONTEMLERLE ANTIiOKSIDAN
KAPASITE TAYINi VE KLASIK YONTEMLERLE
KARSILASTIRILMASI

Fatma Merve NACAK

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danisman: Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER
2014, 101 Sayfa

Oksidatif strese karst koruyucu gorevi olan antioksidanlarin pek c¢ogu
elektrokimyasal aktiviteye sahip bilesiklerdir. Bunlardan en biiyiikk grubu
polifenoller olusturmaktadir.

Bu c¢alismada polifenoller grubuna ait 5 adet fenolik asit ile 3 adet sentetik
antioksidanin ¢evrimli voltametri ile elektrokimyasal davraniglari incelenmis,
belirlenen optimal kosullarda diferansiyel puls voltamogramlari alinmistir. Birinci
oksidatif taramada ortaya ¢ikan pike veya piklere ait potansiyel, siddet ve yiik
parametreleri dikkate alinarak o antioksidanlarin kapasiteleri hesaplanmis, en
yiiksek kapasite 100 kabul edilerek digerlerine bagil degerler atanmistir. Ayni
antioksidanlarin kapasiteleri klasik-spektrofotometrik yontemlerden indirgeme
giicli, TEAC ve DPPH yontemleri ile hesaplanarak biiytikliikleri kendi iglerinde
bagil olarak tanimlanmistir. Parametre veya parametre kombinasyonlart ile
hesaplanan elektrokimyasal indis sonuglar ile klasik spektrofotometrik yontem
sonuclar1 karsilastirilmig, aralarinda bir korelasyon olup olmadigi ¢oklu regrasyon

ve Spearman siralama korelasyon katsayis1 yontemleri ile arastirilmustir.

Elektrokimyasal yontem ile en yiiksek korelasyonu veren klasik-spektrofotometrik
yontemin DPPH oldugu goriilmiistiir. Ote yandan, spektrofotometrik yontemler
kendi aralarinda karsilastirildiklarinda indirgeme giicii ile TEAC ve DPPH
arasindaki korelasyonlarmin dikkate deger oldugu, ancak, DPPH ve TEAC
arasindaki korelasyonun diisiik oldugu gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Antioksidan kapasite, voltametri, DPPH, TEAC, indirgeme
giicii, korelasyon.






ABSTRACT

ELECTROCHEMICAL METHODS FOR DETECTION OF
ANTIOXIDANT CAPACITY AND COMPARISON WITH
CLASSICAL METHODS

Fatma Merve NACAK

M.Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. A. Ersin KARAGOZLER
2014, 101 Pages

The most of the antioxidants that act against oxidative stress are electrochemically
active components. The polyphenols group is the largest group among them.

In this study, electrochemical behavior of 5 phenolic acids and 3 synthetic
antioxidant are examined by cyclic voltammetry, and the differential pulse
voltammetry is executed at the optimal conditions determined. Antioxidant
capacities are calculated with the use of potential, intensity and charge parameters
of a peak (or peaks) observed in the first scan; a value of 100 is assigned to the
highest capacity and the other capacities are valued relatively.

Capacities are also determined by reducing power, TEAC and DPPH of classical-
spectrophotometric methods and for each method capacities are relatively valued
assigning a value of 100 to the highest capacity. Measured/calculated capacities
obtained with electrochemical and classical-spectrophotometrics methods are
compared to see if a correlation exists between and among the methods. Existence
or degree of correlation is sought with multiple regression and Spearman rank
correlation coefficient methods.

Among classical-spectrophotometric methods DPPH showed highest correlation
with the electrochemical method. On the other hand, when spectrophotometric
methods are compared among themselves correlation between reducing power
with TEAC and DPPH were remarkable while the correlation between DPPH and
TEAC is very low.

Keywords: Antioxidant capacity, voltammetry, DPPH, TEAC, reducing power,
correlation.
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1. GIRiS

Yiiksek aktiviteye sahip bilesikler olan serbest radikaller, atomik ya da molekiiler
yapilarda eslesmemis bir veya daha fazla tek elektron tasiyan molekiillere verilen
isimdir. Bagka molekiiller ile kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere
oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri denilmektedir (Kiling ve Kiling,
2002).

Serbest radikaller, yasamsal faaliyetler sirasinda veya solunum, enzim
reaksiyonlari, otooksidasyon reaksiyonlart gibi endojen kaynaklar ile sigara
dumani, hava kirliligi, UV 1sinlar1 ve radyasyon gibi ¢esitli ¢evresel kaynaklarin
etkisiyle meydana gelebilmektedirler (Young ve Woodside, 2000). Olusan bu
serbest radikallerin lipidler, proteinler ve DNA ile etkilesmesi sonucunda bu
molekiiller zarara ugrar ve normal fonksiyonlar1 bozulur. Kalp rahatsizligi,
diyabet, kanser ve yaslanma gibi birgok rahatsizligin temelinde serbest radikallerin
meydana getirdigi hasarlarin oldugu 6ne siiriilmistiir (Akkus, 2000).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut
radikalleri siiplirerek hiicrenin zarar gormesini engeller. Bunlarin yapisinda
genellikle fenolik gruplar bulunur (Kahkénen vd., 1999). Viicutta kalkan gorevi
yapan bu kimyasal bilesikler, elektronlarini vererek serbest radikalleri nétralize
ederken kendileri serbest radikal haline doniismezler (Prior ve Cao, 2000).

Insan viicudunu serbest oksijen radikallerine karsi korumada dogal ve fenolik
bilesiklerce zengin meyve ve sebzelerin yararli oldugu bilinmektedir. Giinlik
beslenmede antioksidan bilesiklerce zengin bu bitkisel besinler yeterince
alinamadig: takdirde reaktif oksijen tiirleri ile bu antioksidan savunma sistemi
arasindaki denge bozulabilir, bu durumda oksidatif stres kaginilmaz olur (Arbos,
vd., 2008).

Yapilan caligmalarda reaktif oksijen tiirlerine kars1i bitkisel kaynaklardaki
fitonutrientlerin yararli oldugu; meyve ve sebzelerin koruyucu etkilerinin
igerdikleri C vitamini, E vitamini, karotenoidler, glutatyon, flavonoidler ve fenolik
asitler, lipoik asit, riboflavin, selenyum ve ¢inko gibi dogal bilesiklerden dolayi
oldugu bildirilmistir (Halvorsen vd., 2002). Diizenli ve dengeli bir diyetle alinacak
antioksidan bilesikler tarafindan viicudun endojen savunma sisteminin
desteklenmesi  gerekliligi  anlasilmistir.  Son  yillarda  antioksidanlarla



zenginlestirilmis gidalar giderek onem kazanmistir. Bu nedenle de antioksidan
aktiviteyi 0lcmek iizere kullanilan cesitli tayin yOntemlerinin gelistirilmesi ve

karsilastirilmasi son zamanlarda en 6nemli arastirma konularindan biridir.

Bu tez kapsaminda, sentetik ve dogal antioksidan temsilcileri olan antioksidanlar
kullanilarak hem bazi klasik yontemler hem de elektrokimyasal yontemler ile
ol¢ciilen toplam antioksidan kapasite degerleri karsilastirilarak:

*Elektrokimyasal yoOntemlerin varsa avantaj ve dezavantajlar1 ortaya
konabilecek,

*Elektrokimyasal ve klasik yontemlerin sonuglar1 arasinda korelasyonun
varlig1 aragtirilacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER / KAYNAK OZETLERI
2.1. Serbest Radikal Nedir?

Radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igceren
kimyasal maddelerdir. Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks yapili
bir organik molekiil olabilir. Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima
atomlarm  dig  yoriingelerindeki elektronlar seviyesinde gergeklesir. Dis
yoriingelerde eslesmemis elektron bulunmasi, s6z konusu kimyasal tiiriin
reaktivitesini artirdig igin radikaller reaktivitesi yiiksek olan kimyasal tiirlerdir
(Kiling ve Kiling, 2002).

2.2. Serbest Radikaller Nasil Olusur?

Dis ¢evrede ve hiicre iginde ¢esitli fiziksel faktorler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devamli bir radikal yapimi vardir. Radikaller basglica 3 temel mekanizma ile
olusurlar (Kiling ve Kiling, 2002).

a) Kovalent bagli bir molekiiliin, ortak elektronlarn her birinin ayr
atomlarda kalacak sekilde homolitik kirimasi ile.

X1y — X'+ Y°

veya kovalent bagi olusturan iki atomun bagdaki elektronlarinin ikisinin
birden ayn1 atomda kalarak heterolitik boliinme ile zit yiiklii iyon ciftleri
olusur ve bu tiirler de reaktiftir.

XY —— Xy + Y7

b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Radikal 6zelligi tasimayan
bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile en distaki yoriingede eslesmemis
elektron olugmasiyla.

X —£5 x



c) Normal bir molekiile elektron transferi: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile bir elektron transferi sonucu dis orbitalinde eslesmemis elektron

olusmasiyla.

X = e —3 X7

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak
notral olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu, Fe,
Mn ve Mo gibi gecis metalleri eslesmemis elektronlara sahip oldugu halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalizlediklerinden
dolay1 serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (Akkus, 2000).

En oOnemli serbest radikaller, oksijen ve azottan olusan radikallerdir. Bu
radikallerin bir listesi Cizelge 2.1’de gosterilmistir (Halliwell ve Auroma, 1998).



Cizelge 2.1. Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Reaktif Oksijen Tirleri (ROS)

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksit, 0, Hidrojen peroksit, H.,0,
Hidroksil, OH Hipoklordz Asit, HOCI
Peroksil, RO, Hipobromoz Asit, HOBr
Alkoksil, RO Ozon, of
Hidroperoksil, HO, Singlet Oksijen, Ag O,

Reaktif Azot Tiirleri (RNS)

Radikaller Radikal olmayanlar

Nitrik oksit, ~ NO’ Nitroz asit, HNO,

Azot dioksit, NO, Nitrozil katyonu, NO*
Nitroksil anyonu, NO
Diazot tetroksit, N,O,
Diazot trioksit, N,O;
Peroksi nitrit, ONOO

Peroksi nitr6z asit, ONOOH
Nitronyum katyonu, NO,"
Alkil peroksinitritler, ROONO
Nitril kloriir, NO,CI




2.3. Oksidatif Stres Nedir?

Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasi durumudur (Sekil 2.1) (Halliwel ve Aruoma, 1991).

OKSIDATIF STRES

Sekil 2.1. Oksidatif stres

2.4. Antioksidan Nedir?

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiikk derigimlerde,
substratin prooksidanlarla baslatilan oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen ya
da geciktiren maddelerdir. Prooksidanlar ise lipidler, proteinler ve niikleik
asitlerde oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda gesitli patolojik olaylara
ve/veya hastaliklara yol acan toksik maddelerdir. Antioksidanlar, hiicrelere zarar
veren bu prooksidanlari (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) etkin bir
sekilde indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan tiriinlere doniistiirtirler.
Bu tehlikeli bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidanlart 6nemli
kilmaktadir (Cao ve Prior, 1999).

Antioksidanlarin insan saglhigindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilan, ¢oziiniirliikleri, yapi/aktivite iligkileri ve dogal kaynaklardan
elde edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).



Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan iiretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
almabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest
radikallerden koruyan baslica dogal antioksidanlar, vitaminler (C, E ve A
vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu arastirmada
meyve Ve sebze tiiketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda
ters orantili bir iliski oldugu saptanmistir (Rice-Evans, 1997). Antioksidanlarin en
onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Bu bilesikler oksidatif sistemde
farkli sekillerde davranabilirler. Ornegin; singlet oksijeni sdniime ugratarak
oksijen derigimini diisiirebilirler. Hidroksil radikalleri gibi birincil radikalleri
tutma 6zelligini kullanarak zincir reaksiyonlariin baglamasini 6nlerler, metal iyon
katalizorlerini baglarlar (Shahidi, 1996).

Bir antioksidanin aktivitesi su faktorler ile belirlenir (Rice-Evans vd., 1997):

1. Hidrojen veya elektron dondr araci olarak gosterebildigi reaktivite
(Genelde indirgeme potansiyeline baglidir).

2. Antioksidandan tiireyen radikalin akibeti.
3. Diger antioksidanlarla etkilesim yetenegi.

4. Gegis metali selatlama potansiyeli.



2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri ve Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler: (Temiir, 2006)
1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

e Bagslatici reaktif tiirevlerini uzaklagtirma etkisi.

e Oksijeni uzaklastirict veya derisimini azaltic etki.

o Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.
I1. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

e Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha az reaktif
olan yeni bir molekiile ¢cevirme “toplayic1” etkidir. Antioksidan enzimler
(SOD, katalaz, GSH-Px vb.) bu sekilde etkilidir.

o Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistirme “bastiric1” etkidir.
Askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), flavonoidler
(kuersetin, katesin vb.) bu tarz bir etkiye sahiptirler.

e Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincir reaksiyonlarini kirip
fonksiyonlarim1 engelleyici etki “zincir kiric1” etkidir. Hemoglobin,
seruloplazmin, albumin gibi bilesikler bu sekilde etki ederler.

e Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi “onaric1” etkidir.



ANTIOKSIDANLAR

/ \

Dogal Antiokidanlar

v

Enzimatik olmayan antioksidanlar

h 4

Enzimatik antioksidanlar

' ™y ' 5
Mineraller < L Antioksidan
ginko. selenyum kofaktirler
™y ' ™
Organosiilfiir Driisiikk moleldil
hilesikleri < = agirhkh antioksidanlar
indoller, allil stlfit glutatvon, ik asit
A R
' ™y
Vitaminler —> Karotenoidler
C.E A B-karoten, likopen, hutein
A ey
oy
-
Polifenoller <

>

Birincil enzimler
20D, Katalaz, GSH-Px

o

L

ikincil enzimler
Glutatvon rediikiaz

-

Sentetik Antioksidanlar

Sekil 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Ratnam vd., 2006)
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BHT. BHA, Troloks ve
cesith selat olusturucu
sentetik maddeler
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2.5.1. Dogal Antioksidanlar

2.5.1.1. Enzimatik antioksidanlar

Gidalarda ve bu gidalar tiiketen insanlarda bazi enzimler, oksidatif hasara yol
acan oksijeni, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon radikalleri gibi aktif oksijen
tirlerini uzaklastirarak veya lipid hidroperoksitlerini azaltarak antioksidatif
aktivite gostermektedir (Halliwell, 2001).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
ceviren reaksiyonu katalizleyen bir metalloenzimdir.

._ .., SOD
20i+2HY —— H:0: + O:

Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da isimlendirilir. Ciinkii,
stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarmin giiglii bir baglaticisidir. Bu sistem
sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O,* diizeyleri kontrol altinda tutulur.

Katalaz (CAT): Katalaz esas olarak peroksizomlarda lokalize olmustur ve
yapisinda 4 “hem” grubu bulunan bir hemoproteindir (Tudhope, 1967). Karaciger
ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD araciligiyla olusmus olan
hidrojen peroksit bir radikal olmamasina karsin en reaktif oksijen tiirii olan OH*®
radikalinin 6nciistidiir. Bu nedenle birgok ROS’in den daha fazla oksidatif hasara
neden olur. Katalaz hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene pargalar.

CAT
2H:0: —— Z2HO0+0:
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Glutatyon Peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiik
molekiillii  lipid hidroperoksitlerinin  indirgenmesinden  sorumludur. Bu
reaksiyonda hidrojen peroksit suya ve organik hidroperoksitler alkole
indirgenirken, glutatyon (GSH) ise oksitlenmis glutatyona (GSSG) yiikseltgenir
(Chaudiere ve lliou, 1999).

GPx
HaO:+2G8H ——= GSSH +2H:0

Glutatyon Rediiktaz (GR): GPx tarafindan H,0O, ve diger lipid peroksitlerin
indirgenmesi esnasinda glutatyon okside glutatyona doniismektedir. Bu okside
halin tekrar redilkkte GSH’a donistiirilmesi gereklidir. Cilinkii organizmanin
glutatyon deposu sinirlidir. GR, NADPH varliginda glutatyon disiilfiti (GSSG)
tekrar rediikte glutatyona (GSH) ¢evirir (Rice-Evans vd., 1991).

GR
GSSH+NADPH+H' — 2GSH+NADP'

Glutatyon-S-Transferaz  (GST): Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri olmak iizere lipid hidroperoksitlere (ROOH) karst GST’lar Se-
bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler (Akkus, 1995).

GST
ROOH+2GSH —— GSSH+ROH +H:0
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2.5.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan dogal antioksidanlardir. Bitki veya hayvan dokularinda
bulunan ya da bitkisel veya hayvansal kaynakli bilesiklerin pisirilmesi veya islem
gormesi sonucu olusan maddelerdir., Hemen hemen tiim bitkilerde,
mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda bulunurlar (Goriinmezoglu,
2008). En oOnemlileri arasinda askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve
polifenoller bulunmaktadir.

Askorbik Asit: Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu C-vitamini, diger
adiyla askorbik asit, meyve ve sebzelerde bulunup, suda ¢oziinebilen ve serbest
radikalleri dogrudan sondiirebilen giiclii bir antioksidan kaynagidir (Hudson,
1990). indirgeyici bir ajan olan vitamin C siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile
kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. Yine vitamin C, a-tokoferol radikalinin
a-tokoferole indirgenmesini saglar (Yanbeyi, 1999).

CH:0H
|
HCOH
0
-0
HO OH

Sekil 2.3. Vitamin C (askorbik asit) molekiiliiniin kimyasal yapisi
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Tokoferol: E vitamini, tokoferol yapisinda olup a, B, y ve 6 olmak iizere dort tipin
karigimidir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin
kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan
kaynaklanir. Antioksidan &zellik a-tokoferolde en fazladir (Horwitt, 1986).
Tokoferollerin gosterdigi aktivitenin esasi, hidroksil grubunun hidrojenini lipid
peroksil radikaline aktarma yolu ile serbest radikalleri ve lipid peroksil
radikallerini temizleyerek onlarin viicutta yaptiklart hasar1 onarmaktir (Durmaz,
2002).

Sekil 2.4. a-tokoferoliin kimyasal yapisi

Karotenoidler: Bitkilerde sentezlenirler, fakat hayvanlar i¢in 6nemlidirler. Birgok
sebze, meyve ve ¢igceklerin karakteristik renkleri bunlardan ileri gelir. Havug,
misir, domates, tereyagi, siit, yumurta sarisi ve bircok meyvede bolca bulunurlar.
Cesitli savunma stratejileri arasinda karotenoitler, singlet oksijen ve peroksit
radikalleri olan reaktif oksijen tiirlerini siiplirmede olduk¢a gereklidirler. Ayrica
singlet oksijen ve radikallerin olusumunu igeren uyarici molekiillerin olusmasinda
kuvvetli elektronik deaktivite edicilerdir (Young ve Lowe, 2001).

Polifenoller: Fenoller hidroksil gruplart igerdikleri i¢in radikal giderme
yetenegine sahiptirler. Bu sebepten 6nemli bitki bilesenleridir (Hatano vd., 1989).
Fenolik maddelerin insan saglig iizerindeki etkileri 6nemli arastirma konularindan
biri olmustur. Meyve ve sebzelerde zengince bulunan polifenolik bilesiklerin
giinliik bir gramin {izerinde alindiginda gen mutasyonu ve kanser hiicrelerinin

olusumu {izerine inhibitdr etki gosterdigi rapor edilmistir (Tanaka vd., 1998).

Birgok polifenolik bilesik birbirleriyle karsilastirildiginda, hem konfigiirasyonun
hem de toplam hidroksil gruplarinin antioksidan aktivitesini biiyilk oranda
etkiledigi goriilmiistiir (Cao vd., 1997; Pannala vd., 2001; Burda ve Oleszek,
2001).
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Bir polifenoliin antioksidan olarak nitelendirilmesi igin iki temel sarti saglamasi

gerekir:

Okside olabilen substratlara oranla diisiik konsantrasyonlarda
bulunduklarinda, otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli
oksidasyonu erteleyebilmeli, geciktirebilmeli veya Onleyebilmelidir
(Halliwel, 1990).

Stipiirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu
durdurmada kararli olmalidir (Shahidi ve Wanasundura, 1992).

Polifenoller

I ! !

Flavonoid . .
olmavanlar Fenolik Asitler Flavonoidler
I —> Hidruks:lsi.lmamik Flarcmu-l!er P N izuﬂargnuidler
Taninler asitler kuersetin getistein
p-kumarnk asit
3 Hidroksibenzoik Flavanoller | » . | Antosiyvanidinler
asitler katesin | | sivanidin
gallik asit
Flavanonlar | » Flavonlar
hesperin - frisin

Sekil 2.5. Polifenolik bilesiklerin siniflandirilmas: (Ratnam vd., 2006)

Fenolik Asitler: Bitkilerde ¢ok miktarda bulunan fenolik asitler, diger ismiyle
fenil propanoidler, hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asitleri igeren iki gruptan

olusur. Fenolik asitlerin ¢ogunu hidroksi sinnamik asitler (p-kumarik asit)
olusturur (Cadenas ve Packer, 2002). Yapilarindaki CH=CH-COOH gruplarinin
varligi, hidrojen verebilme yeteneklerini artirirlar. Ayrica, benzoik asitlere gore

radikalleri daha kararli hale getirirler.
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Hidroksibenzoik asitler yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarinin yerlesimi ve
sayilarma gore c¢esitlenirler (gallik asit, sirincik asit). Monohidroksi benzoatlar
etkili hidroksil radikal siipiiriiciilerdir; ¢iinkii hidroksillenmeye ve hidroksil
radikallere yiiksek reaktivite gostermeye egilimlidirler. Dihidroksibenzoik asit
tirevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil gruplarinin pozisyonlarina baglh
olup, o-p pozisyonlarinda aktivite yiiksek olurken, m-p pozisyonlarina sahip
olanlarda aktivite diiser (Rice-Evans vd., 1996).

Fenolik polimerler: Yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir (yogunlasmus taninler)
Katesin ve epikatesinin polimerleri besinlerde bulunan taninlerdir. Kirmiz1 ve
beyaz sarapta, elma ve nar suyunda bulunurlar (Cadenas ve Packer, 2002).

Flavonoidler: Onemli antioksidan ve kelatlama 6zelligine sahip ve diisiik molekiil
agirlikli bilesiklerdir. Bitki fenoliklerinin en genig simifidir.

Sekil 2.6. Flavonoidlerin genel kimyasal yapist (Heim vd., 2002)

Flavonoidler C¢-C3-Cq karbon iskeleti ile karakterize edilirler (Peterson ve Dwyer,
1998). A ve B aromatik halkalar, C ise hetero halka olarak ifade edilir. Karbon
atomlart C halkasindaki oksijenden baslayarak, B halkasindaki karbon atomlari ise
iissii (*) rakamlarla numaralandirilir (Sekil 2.4).

Flavonoidler meyve, sebze, sarap, kakao ve ¢ayda bol miktarda bulunurlar.
Antioksidan aktivitelerini belirleyen ve aromatik halkalara bagli olan birgok
fenolik hidroksil gruplari igerirler. Bu bilesikler; A, B ve C halkalarinda cesitli
hidroksil, metoksi ve glikozid yan gruplar igerirler. Halkalar arasindaki yapisal
degisiklikler flavonoidleri antoksantinler ve antosiyaninler olmak {izere iki sinifa
ayrir (Rice-Evans vd., 1997).
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1. Antoksantinler

Flavonol

fzoflavon

Sekil 2.7. Antoksantin gruplarinin kimyasal yapilari

2. Antosiyanin ve antosiyanidinler

0 — Glukoz

Antosivanin

Amntosivanidin

Sekil 2.8. Antosiyanin ve Antosiyanidinin kimyasal yapis1
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Flavonoidlerin yapilarina bagli olarak antioksidan aktivitelerinin yiiksek olmasini
belirleyen birkag 6zellik vardir (Cos vd., 1998; Yildiz, 2007). Bunlar:

e Radikal formun daha yiiksek kararliligimi saglayan ve elektron
delokalizasyonuna katilan, B halkasindaki o-dihidroksi yapis1 (Aym
zamanda bu yapidan kararli 3',4'-dikinonlar olusur.).

e 2. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki c¢ift bag, C halkasimin 4. karbon
atomunda keto grubunun olugmasimi saglar ve bu da B halkasinda
radikalin elektron delokalizasyonunu artirir. Antioksidan gii¢, aromatik
cekirdegin elektron delokalizasyonuna baglidir. Bu bilesikler serbest
radikallerle reaksiyona girdiginde {iiretilen fenoksil radikalleri aromatik
¢ekirdegin rezonans etkisiyle kararli hale getirilir. 2,3-¢ifte bagi, tim
molekiildeki rezonans: arttirir.

o C halkasimin 4. karbon atomunda keto grubu ile beraber C ve A
halkalarindaki 3. ve 5. pozisyondaki hidroksil gruplari maksimum radikal
stipirme potansiyeli i¢in gereklidir. Ayn1 zamanda 5-hidroksi-4-keto
grubu giiglii bir metal selatlayic1 olarak da antioksidan etkinlige katkida
bulunur.

2.5.2. Sentetik Antioksidanlar

Besinlerde veya besinler alindiktan sonra canli i¢inde serbest lipid radikallerinin
olusmasi antioksidanlarin insan beslenmesinin en Onemli konularindan biri
olmasina sebep olmustur. Besinlerin tat, renk ve vitamin degerlerinin korunmasi
icin antioksidan ilavesi gerekir. Bu amagla gidalara eklenen sentetik
antioksidanlara biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA) ve tersiyer biitil hidroksikinon (TBHQ) 6rnek verilebilir.
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2.6. Cahsmada Kullanilan Dogal Antioksidan Bilesikler
2.6.1. Arbutin

Arbutin ((2R,3S,4S,5R,6S)-2-Hidroksimetil-6-(4-hidroksifenoksi)oxane-3,4,5-
triol; CyoHi607) bir glikozittir. Tirosinazi 6nledigi i¢in melaninin olugmasini
engeller. Bu sebepten arbutin deri rengini acan ajan olarak kullanilir. Bugdayda
bol miktarda bulunur.

OH
OH
HO ©

HO o
OH

Sekil 2.9. Arbutin molekiiliiniin kimyasal yapisi

2.6.2. Gallik Asit

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit; C;HeOs), hidroksibenzoik asitler
siifindandir. Gallik asit bitkilerden ekstrakte edilebilen dogal bir antioksidandir.
Gidalarda, ilaglarda ve kozmetikte lipid peroksidasyonu ve ciiriimenin neden
oldugu bozulmalari engellemek i¢in kullanilmaktadir (Curcio vd., 2009).

COOH

|
.
HDKJ;%;:LMDH

OH

Sekil 2.10. Gallik asit molekiiliiniin kimyasal yapis1
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2.6.3. p-Kumarik Asit

Kumarik asit  [(E)-3-(4-hidroksifenil)-2-propenoik  asit); CyHgOs],  bir
hidroksisinnamik asittir. Kumarik asidin, hidroksil grubunun o-, m- ve p-
pozisyonlarina baglanmasi ile ii¢ farkli izomeri yapiya sahiptir. p- kumarik asit
dogada en ¢ok bulunan izormerdir. Kristal yapida, suda kismen ¢6ziiniirken etanol
ve dietileterde iyi ¢ozlinen bir maddedir. Domates, havug ve sarimsakta bulunan

bir antioksidandir.

OH

HO
Sekil 2.11. p-kumarik asit molekiiliiniin kimyasal yapisi
2.6.4. Sirincik Asit

Sirincik asit (4-Hidroksi-3,5-dimetoksibenzoik asit; CoH1005 ), dogal olarak olusan
bir o-metillenmis trihidroksibenzoik asidin bir tiirtidiir.

O.. _OH

H:CO OCH:
OH

Sekil 2.12. Sirincik asit molekiiliiniin kimyasal yapisi
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2.6.5. Vitamin C (Askorbik asit)

Vitamin C (askorbik asit; C¢HgOg) bir monosakkarit tiirevi olup yapica glikoza ve
diger alti karbonlu monosakkaritlere benzer, 6zellikle yesil sebze, meyve ve
turunggillerde bol miktarda bulunur. Vitamin C elektron dondriidiir. Bir
antioksidan veya indirgeyici ajan olarak C3-C4 bagindan iki elektron verir ve
serbest askorbat radikalini olusturur. Bu radikal kararli degildir ve diger
bilesiklerle reaksiyona girmez. Bu ozellikler Vitamin C’yi ideal bir elektron
donorii kilar.

CH:20H
|
HCOH
0
-0
HO OH

Sekil 2.13. Vitamin C molekiiliiniin kimyasal yapisi
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2.7. Calismada Kullanilan Sentetik Antioksidan Bilesikler

2.7.1. Biitillenmis Hidroksianisol (BHA)

Sentetik bir antioksidan olan BHA, (2- tersiyer-biitil-4-hidroksianisol ve 3-
tersiyer-biitil-4-hidroksianisol karigimi; Cy;H160,), beyaz, mumsu kati bir yapiya
sahiptir. Hem hayvansal hem de bitkisel yaglarda ¢oziinebilen ancak suda
¢oziinemeyen bir antioksidandir.

Bu antioksidanin gidalarda kullanimina ilk olarak 1948 yilinda ABD’de izin
verilmig olup giiniimiizde pek cok {iilkede gida olarak tiiketilen kati ve sivi
yaglarda kullanilmaktadir. Yapisindaki hidroksil gruba karsi orto veya meta
pozisyonunda yer alan tersiyer butil grubu nedeni ile BHA'ya "engelleyici fenol"
ad1 verilmektedir. Bu sterik engellemenin, tersiyer butil grubun fenolik yapinin
antioksidatif aktivitesi ile girisim meydana getirmesi ve bu neden ile BHA'nm
bitkisel yaglarda etkisinin az olmasina neden oldugu one siiriilmektedir (Eken,
2007).

OH
CHs
/
¢—CHs
\
CHs
H:CO’

Sekil 2.14. BHA molekiiliiniin kimyasal yapisi
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2.7.2. Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen, (2,6-ditersiyer butil-4-metil fenol; C;sH»,0), yaglarda
iyl ¢oOziinebilen ancak suda c¢oziinmeyen, beyaz renkli ve kristal yapida bir
maddedir.

BHT ilk defa soya yaginin otoksidasyonunda bozunma tiriinleri tayin edilerek fark
edilmistir. BHT yaglar ve yag asitlerinin oksidasyonunda okside olmus lipidlerle
verdigi reaksiyon sonucu peroksit radikallerinin etkisini yok eder (Collii, 2007).

CH: OH CH:
HiC.. CH:

. | J | -
b N -C
HC “'“” “\J/ e
HHT,J;

CHs

Hs

Sekil 2.15. BHT molekiiliiniin kimyasal yapis1

2.7.3. Troloks

Troloks [(%)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit; Ci4H:304], E
vitamininin suda ¢oziiniir esdegeridir (Ree et al., 1999). Troloks canli sistemlerde
dogal olarak bulunan bir bilesik olmamakla birlikte pek ¢ok antioksidan aktivite

tayin yonteminde standart olarak kullanilir.

Sekil 2.16. Troloks molekiiliiniin kimyasal yapisi



23

2.8. Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

Antioksidanlarla ilgili bilimsel makaleler incelendiginde farkli arastirmacilar
tarafindan antioksidan kapasiteyi tanimlamak i¢in farkli terimlerin kullanildig
goriiliir. Karsilasilabilecek terimler total antioksidan “kapasite”, “etkinlik”, “gii¢”,
“parametre”, “potansiyel”, “potens” ve “aktivite” dir. Bir kimyasalin “aktivitesi”
basing, sicaklik, reaksiyon ortami ve diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon
kosullar1 belirtilmedik¢e anlamsizdir. Tek bir analiz yontemi ile Olgiilen
“antioksidan aktivite” o yontemde uygulanan spesifik kosullardaki kimyasal
reaktiviteyi yansittigindan verileri “toplam antioksidan aktivitenin” gostergesi
olarak genellemek uygun olmayabilir ve yanilticidir. Bu nedenle “aktivite” terimi
yerine farkli deneylerde elde edilen sonuglar1 “kapasite” olarak sunmak
onerilmektedir. Ya da “peroksil radikal siipiiriicli kapasite”, “sliperoksit stipiiriicii
kapasite”, “demir iyonu indirgeme kapasitesi” gibi 6l¢iim yontemini daha spesifik
olarak belirten terimlerin kullanilmasi da dnerilmektedir (Koleva vd., 2002).

Reaksiyon mekanizmalarina gore antioksidan aktivite tayin yontemleri baslica iki
gruba ayrilabilir;

i) Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)

Bu reaksiyonlar:
a) Oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC)
b) Toplam radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP)
¢) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu
d) Krosin beyazlatma olarak siralanabilir.

HAT’a dayanan metotlar genellikle sentetik bir bir radikal olusturucudan,
yiikseltgenebilir bir probdan ve bir antioksidandan olusur.

ORAC, TRAP gibi HAT-temelli metotlarda peroksil radikali (ROO®) iiretmek
iizere bir radikal baglatici kullanilir. Eklenen antioksidan, radikaller igin ortamdaki
substrat ile yarigir. ROO® tercihen antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonugta

ROO® ve hedef molekiil arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir (Ou
vd., 2002, Huang vd., 2005, Prior vd., 2005).

ROO®* + AH — ROOH + A*®
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i) Tek elektron transferine dayanan reaksiyonlar (ET)
Bu reaksiyonlar:
a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik bilesik tayini
b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite tayini (ABTS/TEAC)
¢) Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan kapasite yontemi (FRAP)
d) DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini
e) Kuprik iyon (Cu®") indirgeme antioksidan kapasite yéntemi (CUPRAC)
f) Ferrik tiyosiyanat (FTC) yontemi ile total antioksidan aktivite tayin
yontemi

g) Indirgeme giicii yontemi olarak siralanabilir.

ET’ye dayanan metotlar, bir reaksiyon karigiminda iki bilesen igerir. Antioksidan
ve oksidan. Antioksidanin, Fe*, ABTS® gibi bir oksidan tarafindan
yiikseltgenmesi sonucunda bir elektron antioksidandan oksidana transfer edilir, bu
da oksidanin renk degisimine neden olur. UV/VIS spektrofotometre ile absorbans
degisimi Olgiiliir. Bu absorbans degisiminin derecesi antioksidan derisimi ile
orantili oldugundan, antioksidanin indirgeyici kapasitesi tayininde kullanilir
(Huang vd., 2005).

Antioksidan aktivite tayininde kullanilan metotlar substrat, prob, reaksiyon sartlari
ve antioksidan etkinin hesaplanma sekline gore birbirinden farklidir. Bu yiizden
farkli metotlardan alinan sonuglar1 karsilagtirmak son derece zordur (Frankel ve
Meyer, 2000).

HAT- ve ET-temelli metotlar numunenin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine
radikal veya oksidan giderici kapasitesini 6lgmeyi amagclar.

ET yontemleri HAT yontemlerine gore daha yavas gergeklesir ve ¢oziici-pH
faktorlerinden etkilenir. Spektrofotometrik ET yontemleri indirgendigi zaman renk
degistiren oksidanin antioksidan tarafindan ne kadar gii¢lii indirgenebildigini
Olcer. Renk degisimi, ¢alisilan dalga boyunda absorbansin artmasi ya da azalmasi
ile ifade edilebilir (Apak vd., 2007).

ROO® + AH — ROO* + AH™
AH+. + H20 — A. + H;;O+
ROO. + H30+ «— ROOH + Hgo
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Antioksidan aktivite tayin yontemlerinin prensipleri asagida agiklanmistir.

2.8.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayin Yontemi

Bu yontem, DPPH® (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) radikalinin antioksidanlar
tarafindan bir redoks reaksiyonuna bagli olarak siipiiriilmesi temeline dayanir.
DPPH* (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali birkag kararli organik azot
radikalinden biridir. Etanol ve metanoldeki ¢6zeltisi mor renklidir ve 517 nm’de
maksimum absorbans verir (Blois, 1958).

N N G‘g

N
A Oz
2.2-difenl- 1-pikrilhidrazil 2,2-difenil-1-pikrithidrazin

Sekil 2.17. DPPH radikalinin antioksidanlarla etkilesim mekanizmasi

DPPH c¢ozeltisi ile hidrojen atomu verebilen molekiiliin (antioksidan) ¢6zeltisinin
karigtirllmas1 DPPH radikalinin indirgenmesine ve ¢ozeltinin baslangigta mor olan
renginin sartya donmesine sebep olur. Mor renkli ¢dzeltinin 517 nm civarindaki

absorbansinin azalmasi 6lgiilerek reaksiyon takip edilir.

Antioksidanin farkli derisimleri ile karigtirilan DPPH™’1n absorbansindaki degisim
Olgiilerek derisime karsilik gelen absorbans degerleri ile grafik cizilerek y=ax+b
denkleminde DPPH?® derisimini yariya diisiiren (%50 azalmaya sebep olan) érnek
miktart mM cinsinden belirlenmekte ve ICsy (etkin derisim) degeri olarak ifade
edilmektedir (Brand-Williams vd., 1995).
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Avantajlari:

e DPPH yontemi basit ve hizlidir. Dogru ve tekrarlanabilir sonuglar verir
(Preez-Jimenez vd., 2008).

Dezanavtajlari:

e DPPH yalnizca organik ortamda ¢oziilebilir (6zellikle alkol ortaminda),
sulu ortamda ¢oziinmez. Bu durum hidrofilik antioksidanlarin roliiniin

yorumlanmasinda 6nemli bir sinirlamadir (Arnao, 2000).

e Fenolik bilesiklerin ve gidalarin antioksidan aktivitesini 6lgmek ve
karsilastirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak, olgiimlerde
151810 etkisi goz ardi edilmemelidir. Metanol ve aseton i¢indeki DPPH’in
517 nm’deki absorbansi 1s1k altinda, 120 dakikalik siire boyunca %20 ve
%35 azalmaktadir. Karanlikta ise 150 dakika siire boyunca 6nemli bir
degisme olmadig1 bulunmustur (Ozgelik vd., 2003).

e Bazi ornek bilesenleri, 6rnegin karotenoitler, DPPH’1n 517 nm civarindaki

absorbans spektrumuyla cakisabilirler (Nomura vd., 1997).

e DPPH, canli organizmalarda bulunan radikallerin tersine, kararli, uzun
omiirlii bir azot radikalidir ve yiiksek reaktiflikte, kisa omiirlii, lipid
peroksidasyonunda rol alan peroksil radikallerine benzemez. Peroksil
radikalleriyle hizli reaksiyon veren ¢ogu antioksidan DPPH ile yavas
reaksiyona girebilir, hatta hi¢ reaksiyona girmeyebilir (Huang vd., 2005;
Prior vd., 2005; Magalhaes vd., 2008)
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2.8.2. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (ABTS/TEAC)

Troloks [(+)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E vitamininin
suda ¢oziiniir esdegeridir (Re vd., 1999).

TEAC yontemi ilk defa Miller vd. (1993) tarafindan bulunmus daha sonra Re vd.
(1999) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem, ABTS [2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat)] bilesiginden renkli radikal katyonu olusturularak, bu
katyonun antioksidanlar tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir.

Miller vd. (1993) tarafindan gelistirilen orijinal yontemde metilmiyoglobinin H,0,
ile reaksiyonu sonucu olusan ferrilmiyoglobin radikalinin ABTS ile etkilesimi
sonucu olusan ABTS™ radikal katyonunun 660 nm, 734 nm, 820 nm dalga
boylarinda verdigi maksimum absorbans degerleri dlciilmektedir. Antioksidanlar
varliginda ABTS'® radikal katyonunun absorbansinda belirli bir siire igindeki
azalmadan yararlanarak toplam antioksidan kapasitesi troloks esdegeri cinsinden
bulunur.

Re vd. (1999) tarafindan gelistirilen yontemde ise ABTS™ radikal katyonu,
ABTS’nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu olusmaktadir. Olusan
radikal katyonu oda sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayanikhidir.
Geligtirilen metodun orijinal metottan farki hem lipofilik hem hidrofilik
antioksidanlara uygulanabilmesi ve bir dekolorizasyon (renk giderimi) yontemi
olmasidir. Yani sisteme antioksidan ilave edilmeden Once radikal katyonu
olusmaktadir. Orijinal metotta ise antioksidan varliginda radikal meydana
gelmektedir.

S03H
HOsz S\F, \I_,_EI H—{ ""-r-"-""'-\-r"SDH K25820z HOs S\x___. I\|'FE'>_ NH_{ ""-r.-"-":'\.‘_-
I‘\ N__.-Il N" _—‘EH '-«.'\\ V____l —Nl..
CaEs C‘H' Lo CaEs
ABTS ABTS

Sekil 2.18. ABTS nin potasyum persiilfatla oksidasyonu
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TEAC metodunun diger bir modifikasyonu Van den Berg vd. (1999) tarafindan
gelistirilmistir. Bu  ¢alismada bir azo bilesigi olan 2,2’-azobis-(2-
amidinopropan)HCI (ABAP) kullanilarak ABTS™® radikal anyonu olugturulmustur.
Yontemde antioksidanlar radikalin olugmasindan once eklenmektedir. Boylece
radikal olusumuna etki edecek olan bilesiklerin enterferansini 6nlemektedir. Bu
yontemde de hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidan kapasitesi
Olciilebilmektedir.

Avantajlar::

e ABTS radikali hem sulu hem de organik ¢oziiciilerde ¢Oziinebilir ve
dolayisiyla lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini
Olgmek i¢in kullanilabilir (Osman vd., 2006).

Dezavantajlar:

e TEAC reaksiyonunun bitis noktasina ulagmasi uzun bir zaman alabilir.
Boylece, kisa siireli bir bitis noktasinin kullanilmasi reaksiyon
tamamlanmadan 6nce okuma yapilmasina ve daha diisiik TEAC degerleri
bulunmasiyla sonuglanabilir (Prior vd., 2005).

2.8.3. Indirgeme Giicii Tayini

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan bu metoda gore indirgeme giicii, incelenen
bilesigin dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermektedir.

Fe** — Fe” indirgenmesi ile meydana gelen renk degisimi 700 nm’de takip
edilerek belirlenir. Sonuglar, indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni zamanda
standart bir antioksidan madde olan askorbik asit (vitamin C) ile karsilastirilarak

yorumlanir.
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2.8.4. Demir (III) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite Yontemi (FRAP)

Benzie ve Strain (1996) tarafindan plazmanin demir (III)’id indirgeme
yeteneginden yararlanilarak antioksidan giiclinii O6lgmek i¢in gelistirilen bir
yontemdir. Demir(IIDtripridiltriazin ~ (Fe(IlI)-TPTZ) kompleksi antioksidan
(indirgen) vasitasiyla diisiik pH ortaminda demir(Il)tripridiltriazin (Fe(I)-TPTZ)
kompleksine indirgenir. Meydana gelen Fe(ll)-TPTZ kompleksinin rengi siddetli
mavidir ve 593 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Benzie ve Strain, 1996).

2.8.5. Bakir(II) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite Yontemi (CUPRAC)

Bu yontem, bir numunedeki antioksidanlar tarafindan Cu(Il)’nin Cu(l)’e
indirgenmesi temeline dayanir. Apak ve arkadaslarinin (2004) gelistirdigi bu
yontemde, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin veya Nc)’in Cu(Il) ile
olusturdugu  bakir(IT)-neokuproin  kompleksinin ~ (Cu(ll)-Nc), 450 nm’de
maksimum absorbans veren bakir(I) neokuproin [Cu(I)-Nc] kelatina indirgenme
yeteneginden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir.

2.8.6. Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Singleton ve arkadaslari (1999) tarafindan Gnerilen bu metot daha sonra farkli
uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Folin-ciocalteu reaktifi, fosfomolibdat ve
fosfotungstat karigimi bir reaktif olup fenolik ve polifenolik antioksidanlarin
kolorimetrik tayininde kullanilir (Singleton vd., 1999). Yontemde  fenolik
bilesikler ya da diger indirgeyici bilesiklerden molibdenyum’a elektron transfer
edilir mavi renkli kompleks olusumu 750-765 nm’de spektroskopik olarak
belirlenir. Bu reaktif sadece fenolik bilesikler tarafindan degil fenolik olmayan bir
cok bilesik (aromatik aminler, stilfiir dioksit, askorbik asit, Cu (I) ve Fe (II) gibi)
tarafindan da indirgenebilir. Bu nedenle “toplam fenolik madde” belirlenmesi i¢in
uygun degildir. Son zamanlarda FC yontemi toplam indirgeyici kapasitenin
Olciilmesinde kullanilmaktadir (Magakhaes vd., 2008).
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2.8.7. Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total Antioksidan Kapasite Tayin
Yontemi (FTC)

Bu metot doymamis bir yag asidi olan linoleik asidin fosfat tamponu ile
olusturulan emiilsiyon ortaminda 40°C’de oksijen ile inkiibasyonunda olusan lipid
peroksidin miktarinin 6l¢iimiine dayanmaktadir. Yiiksek absorbans diisiik
antioksidan aktiviteyi, diisiik absorbans ise yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterir.
Olusan kirmizi-pembe renkli FeSCN®* kompleksinin 500 nm’de absorbansinin
Olciilmesi ile antioksidan bilesigin lipid peroksidasyonunu ne derecede etkiledigi
belirlenebilir (Saha vd., 2004)

2.8.8. Oksijen Radikal Absorbans Kapasite Yontemi (ORAC)

Cao ve arkadaglar1 (1993) tarafindan gelistirilmistir, peroksil radikalinin sebep
oldugu oksidasyonun antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesini temel almaktadir.
Bu yontem, peroksil radikalinin floresans Ozellik goésteren bir molekil ile
reaksiyonu ve bunun sonucunda floresans 06zelligi olmayan bir iirlin meydana
gelmesine dayanir. Okside olabilir protein molekiilii olarak floresans 0Ozellik
gosteren B-fikoeritrin (B-PE) ve peroksil radikallerini tiretmek igin 2,2’-azobis(2-
amidinopropan) dihidroklorid (AAPH) kullanilir (Cao vd., 1993). Antioksidan

kapasitesi, olusan {iriin miktar1 ve floresanstaki azalma hizi ile tayin edilir.

2.8.9. Toplam Radikal Tutma Parametresi Yontemi (TRAP)

TRAP yontemi Wayner ve arkadaslar1 (1985) tarafindan gelistirilmistir. Bu
yontem bir azo bilesiginin sicaklikla bozulmasi ile olugturulan kontrollii bir lipid
peroksidasyon reaksiyonu esnasinda oksijen tiiketiminin Ol¢iilmesi temeline
dayanir. Yontemde serbest radikal olusumunu baglatici olarak ABAP tarafindan
iiretilen peroksil radikalleri kullanilir (Wayner vd., 1985).
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2.8.10. Krosin Beyazlatma Y 6ntemi

Lussignoli ve arkadaslar1 (1999) tarafindan gelistirilen kolorimetrik bir yontemdir.
Bu yontemde azo baslaticinin sicaklikla bozzulmasi sonucu olusan peroksil
radikalleri tarafindan bir karotenoid olan krosinin beyazlama derecesi
Olclilmektedir. Yontem AAPH’in sicaklikla bozulmasi ile olusan peroksil
radikallerinin krosini oksidasyona ugratmasma (beyazlatma) dayanmaktadir,
krosin beyazlamasi 443 nm dalga boyunda spektrofotometre ile izlenmektedir
(Prior ve Cao, 1999; Somogyi vd., 2007; Huang vd., 2005).

2.9. Voltametri (Tural vd., 2006)

Maddelerin elektrokimyasal ozelliklerinden yararlanarak, kalitatif ve kantitatif
analizlerinin yapildig1 yontemlere elektroanalitik yontemler denir. Elektroanalitik
yontemler, farkli yiikseltgenme basamagina sahip tiirlerin kolayca saptanabilmesi,
bu yoOntemlerin uygulanmasimi saglayan cihazlarin kromatograflara ve
spektrofotometrelere gore ¢ok daha ucuz olmast ve genellikle kimyasal tiirlerin
derisimini belirtmesi gibi lstiinliiklere sahiptir (Henden vd., 2001).

Voltametri, iki ve ii¢ elektrot iceren bir elektroliz hiicresindeki elektrotlardan
birine uygulanan potansiyelin fonksiyonu olarak gegen akimin olgildiga
elektrokimyasal bir yontemdir. Elektroda uygulanan potansiyel kimyasal tiirlerin
elektron vererek yiikseltgenmesine ya da elektron alarak indirgenmesine neden
olur. Elektrot ylizeyinde bu tiir bir indirgenme ya da yiikseltgenme gergeklesirken
elektron hareketinden dolayr da bir akim olusur. Olusan bu akimin siddeti
elektrolize ugrayan maddenin derisimi ile orantilidir.
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2.10. Voltametrik Yontemler
2.10.1. Cevrimli Voltametri (CV) (Nisli vd., 2012)

Cevrimli voltametri tekniginde, potansiyel tarama islemi dongiiseldir. Potansiyel
E; degerinden E, degerine belli bir hizla tarandiktan sonra, taramanin yoni
cevrilerek ¢ogunlukla ayni hizla E; degerine ulasilir (Sekil 2.19). Boylece
elektrokimyasal tepkimeyle olusan {iriiniin, ters dongiyle elektrokimyasal
davranmigini incelenir. Tarama tek bir dongiiyle sonlanabilecegi gibi, ardigik
dongiilerle defalarca yapilabilir.

EV),
E;

E;

Sekil 2.19. Cevrimli voltametride potansiyelin zamana bagli ardisik tarama

dongiisii

Bu teknikte, baslangi¢ potansiyeli E; elektrot tepkimesinin daha baslamadigi bir
potansiyel olabilecegi gibi, herhangi bir potansiyel de olabilir. Benzer sekilde
bitirme potansiyeli de E; degerinden farkli bir E3 potansiyeli olabilir (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20. Cevrimli voltametride potansiyelin zamana bagl tarama dongiisii

Tersinir bir elektrot olay1 i¢in elde edilen akim-potansiyel egrisi Sekil 2.21°de

verilmistir.

Es Katodik pik konumu

_ Katodik pik
T viiksekligi
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viikseldii

Ex  Anodik pik konumu

Sekil 2.21. Tersinir bir elektrot tepkimesi i¢in elde edilen akim-potansiyel egrileri
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Cevrimli voltamogramlarin ayrintili incelenmesi ile:

e Dbir sistemin hangi potansiyellerde ve ka¢ adimda indirgenip
yiikseltgendigini, elektrokimyasal agidan tersinir olup olmadigini,

e indirgenme ya da ylikseltgenme iiriinlerinin kararli olup olmadigini,

o elektrot tepkimesinde rol alan maddelerin yiizeye tutunup tutunmadiklarini
kolayca anlamak miimkiindiir.

2.10.2. Puls Voltametrisi (Nisli vd., 2012)

1960’larda normal polarografi, bir¢ok laboratuvarda analitik bir ara¢ olarak
Onemini kaybetti. Bunun en onemli sebebi, spektroskopik tekniklerin ortaya
cikmasiyla bu yontemin yavas, kullamimi zor ve tayin simrinin oldukca diisiik
kalmasiydi. Normal polarografi ile yapilan analizlerde tayin sinirinin diisiik
olmasinin nedeni; diisiik konsantrasyonlarda elektrottaki elektriksel ¢ift tabakanin
yiikklenmesinden olusan kapasitif akimin, faradayik akima gore oldukca biiyiik
olmasidir. Eger kapasitif akimin Slgiilen toplam akim icindeki katkisi azaltilirsa,
daha kiiciik degerdeki faradayik akimlar Olgiilebilir hale gelebilir ve bdylece
yontemin duyarligr artar. Bu yiizden normal puls ve diferansiyel puls teknikleri

gelistirilmistir.
2.10.2.1. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Normal puls voltametrisinde pulsun sonunda saptanan akim az da olsa kapasitif
bilesen igerir. Bu bilesenin dl¢iilen akimdaki paymi daha da azaltmak ve boylece
seciciligi arttirmak igin pulsun basinda ve sonundaki akimlari Slglip, farklarimi
alma yoluna gidilmistir. Bu teknikle ¢alisan yonteme diferansiyel puls voltametrisi
denir. Giderek artan bir dogru akim potansiyeline sabit genlikli pulslarin
uygulanmasi ve diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen akim-potansiyel
egrisi Sekil 2.22°de verilmistir.

Damlayan civanin ¢alisma elektrotu olarak kullanildigi polarografide elektrota
potansiyel pulsu ilk uygulandiginda, damla tizerindeki yiik arttigr i¢in faradayik
olmayan akimda bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla {iistel olarak azalir ve
ylizey alaninin ¢ok az degistigi damla Omriiniin sonuna dogru sifira yaklasir.
Dolayisiyla akimi bu anda 6lgmek sureti ile faradayik olmayan artik akim biiyiik

oranda azaltilir ve sinyal/giiriiltii oran1 artar. Bunun sonucunda duyarlik artar.
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Bu teknik kullanilarak, tersinir elektrot reaksiyonlarinda 1x107 M, tersinmez
elektrot reaksiyonlarinda ise 5x10® M madde tayini yapilabilmektedir.

(a) (b)

Sekil 2.22. (a) Giderek artan bir dogru akim potansiyeline sabit genlikli pulslarin
uygulanmasi. Akim 1 ve 2 noktalarinda 6l¢iilmektedir. (b) Diferansiyel
puls voltametrisinde elde edilen I-E egrisi

2.11. Voltametride Kullanilan Elektrotlar (Tural vd., 2006)
2.11.1. Calisma (indikator) Elektrotlar

Bu elektrot, yiizeyinde analitin yiikseltgendigi veya indirgendigi elektrottur.

Voltametride kullanilan elektrotlarin hem kimyasal hem de elektrokimyasal
Ozellikleri onemlidir. Bu nedenle voltametride sinirli sayida elektrot kullanilir.
Bunlar, Sekil 2.23’de gosterilmistir. Sabit ya da dondiiriilerek kullanilabilen bu
elektrotlarin her birinin potansiyel calisma araligi farklidir. Bu aralik elektrot
tiriine bagh oldugu gibi, ¢oziicliye, kullamlan elektrolit tlirline ve pH’ya da
baglhidir. Calisma aralifinin katodik sinirim1 hidrojenin olusumu ya da destek
elektrolitinin indirgenmesi, anodik smirimi1 ise elektrot materyalinin ya da
¢oziiclinlin yilikseltgenmesi belirler.
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Voltametrik gabgma
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Sekil 2.23. Voltametrik ¢alisma elektrotlarinin genel siiflandirilmasi
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2.11.2. Referans Elektrot

Potansiyeli calisilan ¢ozeltinin bilesiminden bagimsiz ve deney siiresince sabit
kalan elektrottur. Referans elektrot olarak en ¢ok Ag /AgCl veya doygun kalomel
elektrot (DKE) kullanilmaktadir.

Bu elektrotlar kiigiik akim siddetlerinde polarlanmazlar. Akim siddeti artinca ideal
konumlarindan saparlar. Bu elektrotlardan anodik akim gectiginde metaller
yiikseltgenir ve ortamdaki asir1 kloriirle ¢okeldiklerinden, elektrot yiizeyindeki
derisimleri degismez ve boylece potansiyelleri akimdan bagimsiz olur. Bu
elektrotlardan katodik akim gegtiginde ise, ¢ozlinlirliikkten gelen metal iyonlari
indirgenir, elektrot yiizeyinde ¢okelek ayrisarak tekrar ayni denge diizeyinde metal
iyonu olusturur, bdylece potansiyel yine degismeden kalir.

Sudan baska ¢oziiciilerde ¢alisildiginda ise, uygun bagka karsilastirma elektrotlart
kullanilir. Ornegin asetonitrilde galisilirken Ag/Ag” (Ag/AgNO3) elektrotu
kullanilir.

2.11.3. Yardimci (Karsit) Elektrotlar

Iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrot, iizerinden akim gectigi icin,
yliksek akimlarda polarlanir. Ayrica ¢ozelti direnci yiiksek ise bu direnci yenmek
icin gerekli olan potansiyel (IR) 6énemli bir diizeye ¢ikar. Bu iki nedenden dolay1
calisma elektrotunun polarizasyon potansiyeli hatali okunabilir. Bunun sonucu
olarak i = f (E) egrileri yatiklasirlar ve belirli bir noktadan sonra pikler kaybolur.
Bu sorun, sistemde iiciincii bir elektrot kullanilarak ¢oéziimlenir. Akim, ¢alisma
elektrotu ile yardimci elektrot ikilisinden gegirilir ve ¢alisma elektrotunun
potansiyeli karsilagtirma elektrotuna karsi sifir akim altinda saptanir. Akim
yardime elektrot {izerinden gegtigi i¢in bu elektrotlarin soy metal olmalar1 gerekir.
Bu nedenle daha ¢ok platin, grafit, tantal ya da tungsten tel gubuklar kullanilir. Bu
elektrotlarin yiizey alani caligma elektrotu alaninin en az 50 kat1 olmalidir. Ayrica
cok kiiciik hacimlerle ¢alisildiginda yardimer elektrotta olusan lriinlerin, ¢alisma
elektrotunda girisim yapmayacagi elektrot tiirli segilmelidir.
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2.12. Kaynak Ozetleri

Antioksidanlarin kullaniminin giin gegtikce artmasi bu bilesikler iizerinde yapilan
caligma sayisinin da artmasina neden olmustur. Bu caligmalarda antioksidan
bilesiklerin aktivitelerinin Olgililebilmesi igin gelistirilmis metotlardan ve bu
metotlar sayesinde antioksidan aktivite terimine daha iyi bir agiklama
getirilmektedir.

Miller ve digerleri antioksidan kapasitenin Olgiilebilmesi i¢in yeni bir metot
gelistirmisler ve bu metodu prematiire bebeklerde antioksidan statiiniin
belirlenmesinde kullanmuslardir. ABTS " radikal katyonunun absorbansini temel
alan bu yontem ile viicut sivilarinin ve ilag ¢ozeltilerinin antioksidan kapasitesini
O0lemek miimkiindiir. Bu nedenle metot farmakolojik ve gida uygulamalar
acisindan biiyilk Onem tasimaktadir. Fizyolojik antioksidan bilesiklerin
antioksidan kapasiteleri ve ilaclarn ABTS'® radikal katyonunu  siipiirme
yetenekleri 1 mmol Troloks’a esdeger olarak verildiginden TEAC (Troloks
Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini) yontemi olarak adlandirilmaktadir (Miller
vd., 1993).

Re ve arkadaslar1 flavonoidler, hidroksisinnamatlar, karotenoidler ve plazma
antioksidanlarim1 iceren hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidanlara
uygulanabilen yeni bir renk giderimi yontemi ortaya koymuslardir. Bu yontemde
ABTS potasyum persiilfat ile oksitlenip hidrojen dondrii olan bir antioksidan
varliginda indirgenmektedir (Re vd., 1999).

Kahkonen ve arkadaslarinin yaptigi bu c¢alismada fenolik bilesikler iceren ¢ok
sayida (92 adet) bitki ekstraktinin antioksidan aktivitesi metil linoleat
otooksidasyonu yontemi ile belirlenmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik igeriginin
FC ile belirlendigi bu ¢alismada yenilebilir bitkilerin ¢ogunda total fenolik igerik
ile antioksidan aktivitenin ¢ok yiiksek oldugu gosterilmistir. Yenilebilir bitkilerden
cilek gibi kiiciik taneli bitkilerin, yenilemeyenlerden ise sogiit ve kizilgam
kabuklar1 gibi bitkilerde antioksidan aktivitenin ¢ok yiiksek oldugu gosterilmistir
(Kahkonen vd., 1999).
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Aruoa’nin antioksidan aktivite indislerinin Olglilmesinde kullanilan in vitro
analitik metotlarin mekanizmalarinin agikladigi bu calismasinda metotlarin
cogunlukla farkli degerler verdigi ve bu nedenle in vitro antioksidan aktivite
degerlendirmeleri i¢in birden fazla metot sonuglarinin kullanilmasi gerektigi
Onerilmistir. Ayrica, bitkisel besin maddelerinde ve canli hiicrelerde biyoaktif
bilesenlerin antioksidan aktivite mekanizmalarina 6rnekler verilerek bahsedilmig
ve giivenilir in vivo metotlarin gelistirilmesi dnerilmistir (Aruoa, 2003).

Huang ve arkadaslari bu ¢alismada antioksidan kapasite tayin yontemlerinin
kimyasal temellerini aragtirmiglardir. Bu yontemler gergeklesen reaksiyonlara gore
HAT temelli ve ET temelli olmak tizere iki gruba ayrilmistir. HAT temelli
yontemde antioksidan ve oksidan bilesik azo bilesiklerinin dekompozisyonu
sonucu olusan peroksil radikalleri i¢in birbirleriyle yarismaktadir. ET temelli
yontemlerde ise oksidan madde, antioksidan bilesik tarafindan indirgenmekte ve
meydana gelen renk degisiminin Olglilmesi ile antioksidan kapasite
belirlenmektedir. Antioksidan bilesiklerin aktivitelerinin belirlenmesinde en az iki
yontemin uygulanmasi gerektigi belirlenmistir (Huang vd., 2005).

Thaipong ve arkadaslar1 bu ¢alismada guava meyvesinin metanol ve diklorometan
da hazirlanan ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini ABTS, DPPH, FRAP ve
ORAC yontemleri kullanilarak belirlemisler ve FRAP yonteminin basitlik, hiz ve
tekrarlanabilirlik agisindan en iyi oldugu gostermislerdir. Ayrica, FRAP ile elde
edilen sonuglarin ayni ekstraktlarda tayin edilen askorbik asit ve toplam fenolik
diizeyleri ile en iyi korelasyona sahip oldugu belirtilmistir (Thaipong vd., 2006).

Stratil ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada yaygin olarak kullanilan bitkilerden
elde edilmis ekstraktlardaki fenolik bilesikler Folin-Ciocalteu metodu ile
antioksidan aktiviteler ise TEAC, DPPH ve FRAP metotlar ile tayin edilmistir.
Katesin, gallik asit, kafeik asit, felik asit, troloks, askorbik asit ve demir II siilfat
standartlar1 dikkate alinarak yapilan metotlar arasindaki korelasyonun ¢ok iyi
oldugu gosterilmistir. Koyu renkli bitkilerin antioksidan aktivitelerinin ¢ok yiiksek
patates, kabak ve salatalik gibi sulu bitkilerin aktivitelerinin ise ¢ok diisiik oldugu
belirlenmistir (Stratil vd., 2006).



40

Farkli molekiil yapilarina sahip antioksidan bilesiklerin aktiviteleri arasinda farkli
antioksidan aktivite tayin metotlar1 kullanilarak yapilan karsilagtirmalar yapi-
fonksiyon iligkisinin aydinlatilmasinda yararli olmaktadir. Bu amagla yapilan baz1
caligmalar asagida 6zetlenmistir.

Hongyu tarafindan flavonoid antioksidanlarin yapi-aktivite iliskilerinin incelendigi
bu c¢aligmada orto- konumunda hidroksil grubu bulunan flavonoidlerin serbest
oksijen radikallerini siipiirme etkilerinin meta- konumunda hidroksil bulunduran
flavonoidlere oranla daha fazla oldugu belirtilmistir. Bunun nedeni olarak orto-
hidroksi yapilarinin molekiil igi hidrojen baglart ile kararli hale gelmesi one
striilmiigtiir. Ayrica C halkasinin B halkasim1 ¢ok az etkiledigi ve ¢ogu
flavonoidde B halkasindaki hidroksil gruplar1 orto- konumunda bulundugu igin bu
gruplarin serbest oksijen radikallerini siipiirme aktivitelerinin daha fazla oldugu
savunulmaktadir (Hongyu, 1999).

Pannala ve arkadaglar1 flavonoidlerin kimyasal ve antioksidatif 6zelliklerini
incelemislerdir. Bu ¢aligmada B halkasindaki orto-hidroksi yapi ve C halkasindaki
4-okso fonksiyonu ile konjuge olmus 2,3 ¢ift bagin serbest radikal siipiiriicii
aktivitede rol oynadigini belirtmisler ve bu ozellikten yararlanarak flavonoidlerin
ABTS " siipiirme aktivitelerini arastirmislardir (Pannala vd., 2001).

Peyrat-Maillard ve arkadaslar1 fenolik antioksidanlar arasindaki sinerjik ve
antagonistik etkileri incelemiglerdir. Bunun igin antioksidanlarin esit molar oran
iceren ikili karigimlarinin antioksidan gii¢leri AAPH metodu ile test edilmis ve
karigimin  antioksidan giicii antioksidanlarmm bireysel gii¢ toplamlari ile
karsilagtirilmustir. Sinerjik etki gosteren karigimlar: rosmarinik asit/ kuersetin,
rosmarinik asit/ kafeik asit. Antagonistik etki gosteren karisimlar: alfa tokoferol/
kafeik asit, alfa tokoferol/ rosmarinik asit, (+)-katesin/ kafeik asit ve kafeik
asit/quarcetin. Karisimlarda gozenen sinerjik/antalgonistik etkiler antioksidanlar
arasindaki, molekiillerin kimyasal yapisi ve kararli molekiiller arasi kompleks
olusumlart dikkate alinarak, mekanizma ile aciklanmaya calisilmistir (Peyrat-
Maillard vd., 2003).

Villano ve arkadaslar1 polifenolik bilesiklerin DPPH radikalini siiplirme
etkinliklerini incelemislerdir. Yapilan bu ¢alismada yapilarindaki hidroksil grubu
sayisina baglh olarak en yiiksek degerlere flavan-3-ollerde rastlanmigtir. Gallik
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aside benzer bilesiklerin DPPH radikalini biiyiik dl¢iide siipiirdiikleri belirtilmistir
(Villano vd., 2007).

Tabart ve digerlerinin ¢esitli yontemlerle (TEAC, DPPH, ORAC, kirmizi kan
hiicresi hemolizi ve ESR) fenolik bilesikler, askorbik asit ve glutatyonun
antioksidan aktivitelerini Olgtiikleri bu ¢alismada TEAC yonteminde askorbik
asidin Troloks’dan daha az, kaempferoliin ve rutinin Troloks ile benzer,
mirisetinin daha yiiksek aktivite gosterdigi, antosiyaninler ve bir fenolik asit olan
gallik asidin ise iki kat fazla antioksidan etki gosterdigini belirlemislerdir. DPPH
yonteminde ise flavonollerin Troloksa yakin radikal siipiiriicii etkilerinin oldugu
goriilmistiir (Tabart vd., 2009).

Krishnaiah ve arkadaglari tibbi amagla kullanilan bazi bitkilerin ¢ok yiiksek
antioksidan potansiyeline sahip oldugu fikrinden yola ¢ikarak bu bitkilerin gévde,
kok, kabuk, yaprak, meyve ve tohumlar ile ¢aligmiglar ve bir¢ok bitkisel tiiriin
BHT ve BHA gibi sentetik antioksidanlara benzer antioksidan aktivite
gosterdiklerini belirlemislerdir. Ayrica, DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayininde
askorbik asidin BHT den daha etkili oldugu goriilmiistiir (Krishnaiah vd., 2010).

Spektroskopik antioksidan kapasite tayininde kullanilan yontemlerin yani sira
antioksidanlarin kapasitesinin belirlenmesinde voltametrik yontemlerle ilgili pek
cok ¢aligma mevcuttur. Bu amagla yapilan bazi ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Diego ve arkadaslar1 bu ¢alismada bitki besin maddelerine eklenen ve farmasotik
endiistrisinde kullanilan TBHQ, BHA, BHT, 1-1076, 1-1010, propil gallat ve
askorbik asitin iki farkli elektrot iizerindeki elektrokimyasal davranislar
voltametrik ve amperometrik tekniklerle incelenmistir. Elektrotlar: parafinin
baglayici olarak kullanildig: ticari karbon pasta ve baglayict olarak kiitlece %40
PTFE’ nin kullanildig1 grafit elektrotlardir. Hidrofobik antioksidanlarin ( BHT, I-
1076, 1-1010) grafit PTFE {izerinde yanit vermedigi, ancak, diger elektrot {izerinde
analitik olarak ise yarayabilen bir yamt verdigi goriilmiistiir. Ote yandan, PTFE
grafit elektrotun hidrofobitisesi diisiik antioksidanlar (propil gallat ve TBHQ) igin
avantali oldugu ifade edilmistir. Bahsedilen antioksidanlarin elektrokimyasal
davraniglariin elektrot yiizey kimyasi ile antioksidanin lipofilisitesi arasindaki
etkilesme ile baglantili olabilecegi 6ne sitriilmiistiir (Diego vd., 1999).
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Chevion ve arkadaslarinin antioksidan kapasitenin ¢evrimli voltametri kullanilarak
degerlendirilebilecegini 6ne siirdiigii bu c¢alismada ¢evrimli voltametri, kan
plazma, doku homojenat ve bitki ekstraktlarina uygulanmigtir. Diisiik molekiil
kiitleli antioksidanlarin yiikseltgenmesi ile ¢evrimli voltamogramlarda ortaya
cikan piklerin konum itibari ile biyolojik oksidasyon potansiyelini, pik alanlarinin
ise okside olan tiirlerin derisimlerini gosterdigi ifade edilmistir. Ayrica, oksidatif
stresin HPLC elektrokimyasal dedeksiyon ile belirlenen toplam askorbat ve
oksitlenmis askorbat miktarlar1 vasitasiyla ifade edilmesi Onerilmis ve tiim bu
parametreler saglikli, seker hastasi ve kemik iligi tranpartasyonundan once yiiksek
radyasyona maruz birakilmis insanlarda 6l¢iilmiis, elektroanalitik metodun saglam
ve hasta 6rneklerin hizli bir sekilde saptamasi i¢in yaygin olarak kullanilabilecegi
onerilmistir (Chevion vd., 2000).

Korotkova ve arkadaslarinin antioksidan aktivitenin voltametrik olarak ilging,
uygun ve oOzellikle duyarli bir sekilde tayin edilebileceginin one siirtildigii bu
caligmada askorbik asit, sitrik asit ve glukoz ile yesil cay ekstrakti ve elma sirkesi
gibi bitkisel ekstraktlar ile baz1 farmasotik maddelerin antioksidan aktiviteleri,
bunlarin oksijen ile doyurulmus ¢ozeltilerindeki antioksidan aktivite nedeni ile
azalan oksijenin miktarinin civa film elektrot ile Ol¢iilebilecegi gosterilmistir
(Korotkova vd., 2002). Yine ayni grup, bir sonraki ¢aligmalarinda ise 12 bitkinin
su-alkol ekstraktlar1 ile bazi standart antioksidanlarin antioksidan aktivite
katsayilar1 oksijen ile doyurulmus ekstrakt ¢ozeltilerindeki antioksidan etki nedeni
ile azalan oksijen miktarmin civa film elektrot ile ol¢iildiigii bu caligmanin
biyolojik olarak aktif tiirlerin oksijen ile etkilesim mekanizmalarmin
aydinlatilabilecegi 6ne stiriilmiistiir (Korotkova vd., 2003).

Sinnamik asitler, flavan-3-oller ve flavonoller gibi bazi 6rneklerdeki dogal fenolik
antioksidanlarin cams1 karbon elektrot kullanilarak elde edilen iki farkli pH
ortamindan alinan diferansiyel puls voltamogramlarinin flavonoidler ve toplam
fenolik asitlerin se¢imli tayinine imkan verdigi gosterilen bu calismada yontem
elma ve armut sular1 ile taze elma ve armut numunelerine uygulanmistir. Fenolik
asitler ve flavan-3-ollerin birlikte bulundugu numunelerin antioksidan giiciiniin
yiiksek, buna karsilik flavan-3-ollerin ve parmak izi fenoliklerin (filorizdin ve
arbutin) bulunmas: halinde antioksidan giiciin diisiik oldugu gibi bir saptama
yapilmigtir. Yontemin pik yiiksekligi ve potansiyel tekrarlanabilirliginin ¢ok iyi
oldugu ifade edilmistir (Blasco vd., 2004).
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Sousa ve arkadaglari tarafindan yapilan bu ¢aligsmada bazi fenolik asitlerin (kafeik,
klorojenik, sinapik, ferulik ve p-kumarik asit) camsi1 karbon elektrotlar {izerindeki
cevimli voltamogram pik konumlar1 dikkate alinarak bunlarin antioksidan
aktiviteleri siralanmigtir. Bu siralamanm gegerliligi DPPH yontemi ile de
kanitlanmigtir.  Askorbik asitin elektrokimyasal olarak elektrot yiizeyine
coktiiriilerek modifiye edilmis camsi1 karbon elektrotlarda yukarida sayilan
asitlerde sadece kafeik ve klorojenik asidin elektrot yiizeyi ile spesifik etkilesme
nedeni ile voltametrik yanit verdikleri, digerlerinin vermedigi bdylece bu iki asidin
portakal suyu gibi karmasik matrislerde secimli olarak tayin edilebilecegi
belirtilmistir (Sousa vd., 2004).

Piljac-Zegarac ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu ¢alismada 10 adet meyve
cayinin demleme ekstraktlarinin asetat tamponunda (pH:3) camsi karbon elektrot
ile alman ¢evrimli voltamogramlarinda 600 mV’taki yiik degerleri Olgiilerek
antioksidan kompozit indisleri hesaplanmistir (Piljac-Zegarac vd., 2010). Ay
grubun baska bir calismasinda ise, ayni ¢ay ekstraktlari icin FRAP, DPPH ve
ABTS yontemleri ile elde edilen kapasiteleri ile elektrokimyasal olarak elde edilen
kapasiteler arasinda ¢ok iyi bir korelasyon oldugu gosterilmistir (Belscak vd.,
2011).

Aguirre ve arkadaslarinin yaptig1 bu ¢aligmada liziim, ahududu, kirmiz1 saraptaki
antosiyaninler olduk¢a karmasik bir ekstrasksiyon yontemi ile ekstraksiyon
edildikten sonra toplam miktarlar1 diferansiyel pH ile ekstraktlarin antosiyanin
bileseni HPLC/MS ile ve bu ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri ise TEAC
yontemi ile belirlenmistir. Ayn1 ekstraktlarin camsi1 karbon elektrot ile alinan
cevrimli ve diferansiyel puls voltamogramlarinin ikiser pik gosterdigi goriilmiistiir.
Birinci pikin B halkasindaki OH grubundan ikinci pikin ise A halkasindaki 5,7-
dihidroksil gruplarindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Sonu¢ olarak
diferansiyel puls voltametrinin kirmizi saraplarin antioksidan 6zelligini karakterize

etmede iyi bir yontem olabilecegi dne siirilmiistiir (Aguirre vd., 2010).

Arteaga ve arkadaglarinin yaptigt bu calismada baharatlar ve bazi ilaglarda
bulunan diisiik molekiil kiitleli baz1 antioksidanlarin aktiviteleri elektrokimyasal ve
DPPH yontemleri ile ayri ayri calisilmistir. Fenolik halkadaki R gruplarinin
molekiiliin serbest radikal siipiiriicii 6zelligi ve ayn1 zamanda elektrokimyasal
davranisini da belirledigi ifade edilmistir (Arteaga vd., 2012).
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Rebelo ve arkadaslarinin yaptig1 bu calismada Ispanya’da saraplari ile taninmus bir
bolgeden elde edilen saraplarin polifenol igerikleri kimyasal (FC ve ABTS) ve
elektrokimyasal (CV ve DPV) teknikler ile 6l¢iilmiistiir. Tiim sarap tipleri birlikte
ele alindiginda CV sonuglari ile FC veya ABTS sonuglar1 arasinda liner olmayan
bir iliski gézlenmisken DPV sonugclar1 ile ABTS sonuglari arasinda oldukga iyi bir
lineer korelasyon oldugu ifade edilmistir. Ayrica, saraplarin gallik asit esdegeri
olarak ifade edilen antioksidan kapasitelerinin elektrokimyasal tayininde Slgiilen
kapasitenin elektroliz zemin ¢6zeltisine, elektrokimyasal yontemin kendisine ve
kapasitenin hesaplanmasinda pik siddeti veya yiikiiniin dikkate alinip alinmadigina
bagli olabilecegi One siiriilmiistiir (Rebelo vd., 2013).

Lino ve c¢alisma arkadaslar1 antioksidan kapasitenin elektrokimyasal bir indis
yardimiyla belirlenebilecegini One siirmiistiir. Caligmada segilen saraplarin
elektrokimyasal indis ile hesaplanan antioksidan kapasitelerinin diger klasik
yontemlerle (DPPH, TEAC, FCR) belirlenen kapasitelerle arasinda iyi bir
korelasyon oldugu gézlenmistir (Lino vd., 2014).

Glod ve c¢aligma arkadaglarmin bitki ekstraktlarinin toplam antioksidan
kapasitesinin  ¢evrimli  voltamogramlarinda ortaya ¢ikan piklerin hem
potansiyelleri hem de alanlar1 dikkate alinarak hesaplanmasinin uygun ve
iniversal bir yontem olacagini dikkate alan c¢alismada toplam antioksidan
aktivitesinin hesaplanmasina iliskin bir formiil verildikten sonra 14 adet bitki
ekstraktinin DPV, HPLC (0,2 ve 1 volt) DPPH ve FCR metotlar ile hesaplanan
antioksidan kapasiteleri karsilastirilmustir.  Sonuglar arasindaki farklar bazi
metotlarin  zayif antioksidanlarin bazilarmin ise kuvvetli antioksidanlarin
aktivitelerini 6lgmeye yonelik olmaya tasarlanmis olmasindan kaynaklandig ifade
edilmistir. Onerilen hesaplama y&nteminin ise hem zayif hem de kuvvetli
antioksidanlar1 birlikte degerlendiren bir yontem oldugu vurgulanmistir (Glod vd.,
2014).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasallar

Marka
ABTS [2,2'-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) Fluka
diazonyum tuzu]
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Aldrich
Demir (IIT) kloriir hekzahirat (FeCls;.6H,0) Merck
Etil alkol (C,HsOH) Sigma-Aldrich
Glisin HCI Sigma-Aldrich
Metil alkol (CH;OH) Sigma-Aldrich
Potasyum hekzasiyanoferrat(l11) (KsFe(CN)g Sigma-Aldrich
Potasyum persiilfat (K,0sS,) Fluka
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich
Sodyum fosfat dibasic anhidrat (NA,HPO,) Sigma
Sodyum fosfat monobasic (NaH,PO,) Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma
Trikloro asetik asit (TCA) Carlo Erba
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Kullanilan Antioksidanlar

Marka
Arbutin Sigma
Askorbik Asit (Vitamin C) Sigma-Aldrich
BHA (Biitillenmis Hidroksi anisol) Sigma-Aldrich
BHT (Biitillenmis Hidroksi toluen) Aldrich
Galik asit Sigma-Aldrich
p-kumarik asit Sigma-Aldrich
Sirincik Asit Sigma
Troloks [(+)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2- Aldrich

karboksilik asit]




3.2. Deneylerde Kullamilan Cihazlar
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Kullanilan cihaz

Uretici Firma

Ivium Compact Stat (Elektrokimyasal

analizor)

Ivium Technologies B.V.

(UV-1601) Spektrofotometre Shimadzu

Cell stand BASI

pH metre Orion Star, Thermo Scientific

Terazi XB Serisi, Precisa

Vorteks Classic, Velp Scientifica

Manyetik karigtirict MS 3000 serisi, Misung Scientific Co.
Sonikator

Bandelin Sonorex

Ultra saf su cihazi

LABCONCO WaterPro PS

Ag/AgCl referans elektrot BASI

Pt karsit elektrot BASI
Mikropipetler Axygen

Su banyosu Memmert (WB14)
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3.3. Deneylerde Kullanilan Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri
3.3.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini Brand-Williams vd. (1995)’a gore yapildi.
DPPH’ in metanoldeki ¢ozeltisinden (1.0x10* M) 1 mL almarak iizerine 3 mL 0-
0.5 mM derigim araliginda etanolde ¢oziilerek hazirlanmis 6rnek (antioksidan)
¢oOzeltisi eklendi ve vorteks ile siddetle calkalandi. Otuz dakika karanlikta
bekletildikten sonra 517 nm’ de absorbans okundu. Islemler 5 tekrarli (n=5)
yapild1.

Yiizde inhibisyon (DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite) asagidaki formiilden
hesaplandi:

% Inhibisyon = [ Akontrol = Atmmek ! Akontrol] X 100

A: Absorbans

Kontrol numunesi olarak DPPH ¢6zeltisi ve 6rnegin ¢oziildiigii ¢oziicti kullanildi.
Bulunan yiizde inhibisyona karsilik gelen derisimler grafige gecirildi. y= ax+b
denkleminde DPPH derigimini yariya diisiiren 6rnek miktari mM cinsinden
bulunarak 1Csq degerleri hesaplandi.

Her bir antioksidan icin ¢izilen grafikler antioksidan alfabetik sira izlenerek
BULGULAR béliimiinde gosterilmistir.

3.3.2. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (ABTS/TEAC)

Troloks esdegeri antioksidan kapasite tayini, Miller vd. (1993) ve Dubeau vd.
(2010)’ a gore baz1 degisiklikler uygulanarak yapildi. ABTS’ nin sudaki ¢ozeltisi
(14 mM) ile potasyum persiilfat ¢ozeltisi (5 mM) kangtirildi. Cozelti oda
sicakliginda, aliiminyum folyo ile sarilmis koyu renkli bir sisede 2 giin mekanik
karigtiricida karistirilarak karanlikta bekletildi. Kullanima hazir hale gelen mavi-
yesil renkli ABTS radikal ¢6zeltisi, buradan alinan kiigiik kisimlarin 730 nm’deki
absorpsiyon 0.700 + 0.010 olacak sekilde ultra saf su ile 1:80 oraninda seyreltildi.
Her defasinda kuvartz kiivete 1 mL seyreltilmis ABTS radikal ¢ozeltisinden ilave
edilip 6nce 730 nm’de absorbans okundu (Ag), daha sonra kiivetteki ¢ozelti
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tizerine 0-0.5 mM derisim araliginda etanolde ¢oziilen antioksidan ¢dzeltilerinden
50 pL eklenerek altinci dakikanin sonunda 730 nm’de tekrar absorbans degerleri
okundu (A¢). Her bir antioksidan derisimi ig¢in 5 6l¢lim (n=5) yapildi. Altinc
dakikadaki absorbans degerlerinden (Ag) kontroliin absorbans degerleri (Ax)
cikarilarak her bir antioksidan i¢cin AA degerleri elde edildi.

% Inhibisyon = [ Ax— As / Ak ] x 100
=[AA/Ax]x100

Hesaplanan % inhibisyon degerleri antioksidan derisimine kars1 grafige gegirildi.
Grafiklerden elde edilen egimler Troloks ile cizilen standart ¢alisma grafiginden
elde edilen egime oranlanarak incelenen her antioksidan bilesik icin TEAC/ABTS
degerleri hesaplandi.

Her bir antioksidan icin ¢izilen grafikler antioksidan alfabetik sira izlenerek
BULGULAR boéliimiinde gosterilmistir.

3.3.3. indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii tayini Oyaizu (1986)’ya gére yapildi. Indirgeme giicii dl¢iilecek
olan antioksidanlarin 0.1-0.5 mM derisim araliginda stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
stok ¢dzeltilerden 500’er uL alnarak 15 mL’lik cam tiiplere kondu. Uzerlerine
toplam hacim 1,0 mL olacak sekilde ultra saf su eklendi. Bu ¢6zeltilerin {izerine
2.5’er mL fosfat tamponu (0.2 M pH 6.6) ve 2.5’er mL potasyum ferrisiyaniir
(%1°lik) ilave edilerek 50 °C’de 20 dakika su banyosunda bekletildi. Daha sonra
2.5 mL % 10’luk trikloroasetik asit (TCA) ilave edildi ve vortekslendi. Buradan
alinan 2.5 mL’lik 6rneklere 2.5 mL ultra saf su ve 0.5 mL demir (IIT) kloriir (%
0.1°1ik) ilavesi ile 700 nm’de absorbans okundu. 0.5 mM derisimdeki 6rneklerin
indirgeme giicii degerleri ayn1 derisimdeki askorbik asidin indirgeme giicii yiizdesi
(%Askorbik asit) olarak hesaplandi. Islemler 5 tekrarli olarak yapildi.

Her bir antioksidan icin ¢izilen grafikler antioksidan alfabetik sira izlenerek
BULGULAR béliimiinde gosterilmistir.



50

3.3.4. Voltametrik Ol¢iimler

Tim elektrokimyasal Slglimlerde iiclii elektrot sistemi kullanilmistir. Caligma
elektrotu olarak kalem grafit elektrot (tombo ug), referans elektrot olarak Ag/AgCl
elektrot, yardimci elektrot olarak ise platin tel kullanilmistir. Tiim voltametrik
Olciimler glisin HCI (0.1 M pH 1.93) tampon ¢ozeltisi i¢inde Faraday kafesinde
gergeklestirilmistir.

Cevrimli Voltametri (CV) Kosullari:

Ebaslangu; :-0.800V
Egevrim 1500 V
Eson :-0.800 V
Eadlm 4 mV

Tarama hiz 150 mV/s

Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) Kosullar1:

Ebagiangic :-0.300 V
Eson 21,200V
Puls siiresi :50 ms
Puls genligi  :50 mV
Eaqim 4dmvV

Tarama hiz 120 mV/s

3.3. Voltametrik Ol¢iimlerde Kullanilan istatistik Yontemleri

Analitik kimyada regresyon analit derisim (c) ile analitin kullanilan
cihaz/yontemde neden oldugu sinyal (S) arasindaki iliskinin ortaya ¢ikarildigi bir
istatistik yontemdir. Kimyaci genellikle bu iliskinin dogrusal oldugu derisim
aralig1 ile ilgilenir. Regresyon islemi bazi hesap makinalar1 ile veya excel ve

minitab gibi istatistik programlari ile yapilir.
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Islem sonunda S = ac + b gibi bir dogru denklemi elde edilir. Burada a dogrunu
egimi, b ise sinyal eksenindeki kesim noktasidir. Elde dilen dogruya kalibrasyon
dogrusu denir. Bu dogru denklemi kullanilarak bir test ¢ozeltisindeki analit
derisimi hesaplanir. Istatistik paketler kullanildiginda dogru denkleminden baska
dogrunun egimi ve kesim noktasinin standart sapmalar1 da hesaplanmaktadir. Test
cozeltisindeki analit derisimin giiven aralifit bu iki parametredeki standart
sapmalar dikkate alinarak hesaplanir.

Regresyon hesabinda hesaplanan ¢ok 6nemli bir biiytikliik korelasyon katsayisidir
(r veya R ile gosterilir). Bu biiyiiklik kalibrasyon grafigindeki deneysel veri
noktalarinin hesaplanan dogru denklemi arasindaki uyumlulugu gosteren bir
biiytikliiktiir. Pozitif veya negatif degerler alabilir; ancak, say1 1’e ne kadar yakin
ise uyumluluk o 6l¢tide iyidir. R < 0,95 olmasi halinde ¢ ve S arasindaki iliskinin
lineer olmadigi kabul edilerek ¢ ve S arasindaki iliski bir baska model ile
(kuadratik, iistel, logaritmik vb.) agiklanabilir.

Regresyon iki farkli metodun sonuglarmin karsilastirilarak aralarinda bir
korelasyon olup olmadiginin gosterilmesi i¢in de kullanilir. iki farkli metot veya
cihazla elde edilmis veri seti arasindaki korelasyon bu kez R? ile degil ¢oklu R ile
ifade edilmelidir (Miller ve Miller, 2000). Coklu R ne kadar biiyiikse korelasyonun
o kadar iyi oldugu sdylenebilir.

Farkli yontemlerle elde edilen sonuglar arasindaki korelasyonu test etmenin bir
bagka yolu Spearman siralama korelasyon katsayr metodudur. Bu metotta sonuglar
kiigiikten biliylige (veya biiylikten kiigige) siralanir. Metot, sonuglarin mutlak
sayisal biiyiikliiklerini degil verilen sira numaralari arasindaki korelasyonu
aragtirir. Null hipotezi, sonuglar arasinda bir korelasyon olmadigi seklindedir.
Hesaplanan katsayi, numune sayisi ve belli olasilik degerleri ig¢in hazirlanan
tablodaki kritik degerden biiyiikse hipotez reddedilir, yani incelenen sonuglar
arasinda korelasyon vardir (Miller ve Miller, 2000).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

DPPH, TEAC ve indirgeme giicii spektrofotometrik yontemler ile her bir
antioksidan i¢in ¢izilen kalibrasyon grafikleri, antioksidanlarin alfabetik sirasi

izlenerek gosterilmistir.

4.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini Sonuclari

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) dogal olmayan kararli bir radikal olup
antioksidan aktivite tayinlerinde standart olarak kullanilmaktadir. Kararli bir
diyamanyetik molekiil olusturmak i¢in bir elektron veya hidrojen radikalini
biinyesine kabul eder. Deney, belli derisimde hazirlanan antioksidan ¢ozeltisinin,
icinde belirli miktarda DPPH bulunan ¢o6zelti ile karistirilmasi ile meydana gelen
reaksiyon sonucunda 517 nm’de absorbans degerlerinin okunmasi ile gergeklesir.

e Antioksidan ile DPPH”in olusturdugu reaksiyon karigiminin gosterdigi
absorbans ne kadar diisiik ise antioksidanin serbest radikal siiplirme
aktivitesi o kadar yiliksek demektir.

e Antioksidan derisimi arttik¢a absorbans degeri diismektedir. Absorbansin
diismesinin sebebi radikal ile antioksidan molekiillerin reaksiyonu sonucu
hidrojen baglanmasi ile radikalin siipiiriilmesidir.

o Hesaplanan ICsy degerleri ne kadar diisiikse radikal stipiiriicii aktivite o
kadar yiiksektir.

Farkli derisimlerdeki standart antioksidan ornekler i¢in elde edilen DPPH radikali
siipiirme aktivitelerinin % inhibisyon cinsinden hesaplanmasina imkan veren

antioksidan aktivite kalibrasyon grafikleri asagidaki sekillerde gosterilmistir.



53

100

% Inhibisyon

I I
] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Arbutin (mM)

Sekil 4.1. Farkli derisimlerdeki arbutin molekiiliiniin DPPH radikal siipiiriicii

aktivitesi

100

% Inhibisyon

0 I T I
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

BHA (mM)

Sekil 4.2. Farkli derisimlerdeki BHA molekiiliiniin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi
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Sekil 4.3. Farkli derisimlerdeki BHT molekiilinin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi

% Inhibisyon
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Sekil 4.4. Farkli derisimlerdeki gallik asit molekiiliiniin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi
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Sekil 4.5. Farkli derisimlerdeki kumarik asit molekiiliiniin DPPH radikal siipiiriicii

aktivitesi
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Sekil 4.6. Farkl1 derisimlerdeki sirincik asit molekiiliiniin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi
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Sekil 4.7. Farkli derigsimlerdeki troloks molekiiliniin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi
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I [
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5
Vitamin C (mM)

Sekil 4.8. Farkli derisimlerdeki vitamin C molekiiliiniin DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi
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Grafiklerden lineer regresyon analizi ile hesaplanan 1Csy degerleri gizelge 4.1.°de
verilmistir.

Cizelge 4.1. DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri incelenen antioksidan bilesiklerin
ICso degerleri

Antioksidan ICso + Std. Sapma (mM)
Arbutin 0.1353 +£0.0052
BHA 0.0563 + 0.0006
BHT 0.0789 + 0.0031
Gallik asit 0.0537 £ 0.0001
Kumarik asit 1.4225 + 0.0609
Sirincik asit 0.0541 £+ 0.0002
Troloks 0.0525 £+ 0.0000
Vitamin C 0.0527 £+ 0.0001

Incelenen antioksidanlardan BHA, BHT ve Troloks sentetik antioksidanlardir;
digerleri ise dogaldir. Sentetik ve dogal antioksidanlardan yukarda hesaplanan ICs

itibariyle antioksidan giicleri asagidaki sekilde siralanabilir:
Sentetik antioksidanlar: Troloks > BHA> BHT

Dogal antioksidanlar: Vitamin C> Gallik asit> Sirincik asit> Arbutin> Kumarik

asit
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4.2. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC) Sonuglar1

ABTS radikal katyonunun siiplirme etkisinin Ol¢iilmesi i¢in kullanilacak dalga
boyuna karar vermek i¢in, boliim 3.3.2.’de derigimleri belirtilen ABTS/potasyum
persiilfat karigimi ile 6nce ABTS radikal absorbsiyon spektrumu alind1 (Sekil 4.9).

Absorbans (A)

2,500
2,000
3
A
| S
4 f
A /
s {
oo
1,000} \J
) 1
! 2 t
\ . v
i Ny \ _—
‘ ,.//-’
0,000l . — .
200,0 400,0 600,0

Dalga Boyu (nm)

800.0

Sekil 4.9. ABTS radikal katyonunun UV-gdriiniir bolgede absorbsiyon spektrumu

Spektrumda 4 ayr1 absorbans maksimumlar1 goriilmektedir. Bunlarin dalga boylar

ve absorbans degerleri asagidaki ¢izelgede verilmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. ABTS radikalinin katyonunun dalga boyu ve absorbans degerleri

No.

A W DN P

730.50
646.50
414.50
345.00

Dalga Boyu (nm)

Absorbans

0.663
0.576
1.616
1.308
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Uygulanan yontemde belirtildigi gibi dalga boyu se¢iminde absorbanslari 1’den
biiyiik olan 3 ve 4 no’lu bantlar dalga boyu seciminde dikkate alinmamustir.1 ve 2
no’lu bantlardan absorbansi daha yiiksek olan 1 no’lu bandin maksimum dalga
boyu 730 nm oldugu icin c¢aligilacak dalga boyu olarak 730 nm’ye Karar

verilmistir.

Bu yontemde troloks standart antioksidandir. Troloks ve diger antioksidan
bilesiklerin, boliim 3.3.2.°de anlatildig1 gibi hesaplanan %inhibisyon degerleri ile
antioksidan derisimi arasinda ¢izilen grafikler asagida gosterilmistir. %inhibisyon
radikalin siipiirme giiciinii, yani, antioksidan aktivitesini gostermektedir.

1009 y=168.75x
R2= 0986
80
=
= 60
=
E w0-
*EE
20
0 I | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Troloks (mM)

Sekil 4.10. Troloks molekiilii igin TEAC standart ¢alisma grafigi



60

100 v=106.1Tx
R?=0.7729
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0 | | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Arbutin (mM)

Sekil 4.11. Farkl1 derisimlerdeki arbutin molekiilii igin TEAC aktivitesi

1009 y=20772x
R2= 09541

% inhibisyon

0 | | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

BHA (mM)

Sekil 4.12. Farkl1 derisimlerdeki BHA molekiilii i¢in TEAC aktivitesi
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1009 y=1362x
R2=0.9368
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Sekil 4.13. Farkli derisimlerdeki BHT molekiilii igin TEAC aktivitesi

100 -
30 —
= 100
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0 | | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Gallik Asit (mM)

Sekil 4.14. Farkli derisimlerdeki gallik asit molekiilii igin TEAC aktivitesi Kabul
edilebilir bi korelasyon katsayisi ile ilk 4 deneysel nokta dikkate alarak
cizilen kalibrasyon grafigi icteki grafikte gosterilmistir(A).
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100 y=11745x

R*=0.7269
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Sekil 4.15. Farkl1 derisimlerdeki kumarik asit molekiilii igcin TEAC aktivitesi

100

80

60 —

40 -

% Inhibisyon

v=14881x
F*=10.76599
| I [ [
0.1 0.2 0.3 0.4

Sirincik Asit (mM)

Sekil 4.16. Farkl1 derisimlerdeki sirincik asit molekiilii igin TEAC aktivitesi
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Sekil 4.17. Farkli derisimlerdeki vitamin C molekiilii icin TEAC aktivitesi
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Her bir antioksidan i¢in ¢izilen kalibrasyon dogru denklemindeki egimlerin
Troloks i¢in hesaplanan egime oranlanarak elde edilen TEACagrs degerleri
asagidaki ¢izelgede gosterilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Calisilan antioksidan bilesiklerin TEAC yontemi ile hesaplanan
TEACagTs degerleri

Antioksidan TEACagTs £ Std. sapma

Arbutin 0.6292 + 0.0022
BHA 1.2309 + 0.0021
BHT 0.8071 + 0.0052

Gallik asit 2.1545 + 0.0057
Kumarik asit 0.6960 + 0.0025
Sirincik asit 0.8819 +0.0033

Troloks 1.0000

Vitamin C 0.9198 +£0.0014

Yukaridaki ¢izelge gore antioksidan gii¢ siralamasi:
Sentetik antioksidanlar: BHA> Troloks> BHT

Dogal antioksidanlar: Gallik asit> Vitamin C> Sirincik asit>Kumarik asit>
Arbutin
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4.3. Iindirgeme Giicii Tayini Sonuglar

Bir bilesigin indirgeme giicii onun antioksidan aktivitesinin dl¢iisiidiir. indirgeme
giiciinde belirlenen ortamda baslangicta bulunan Fe®* iyonlarimin Fe®* iyonlarina
ne Olgiide indirgendigidir. Fe*”’nin 700 nm’deki absorbansimin &lgiilerek
antioksidanlarin indirgeme giicii hesaplanir. Yiiksek indirgeme giicii yiiksek
antioksidan kapasitesini karsilik gelir.

Caligmada kullanilan antioksidan bilesiklerinin farkli derigsimlerine karsi 6lgiilen
absorbans degerleri ile cizilen kalibrasyon grafikleri asagida gosterilmistir (Sekil
4.18-25). Bu yontemde standart antioksidan vitamin C’dir. Diger antioksidanlarin
indirgeme giicii, bunlarin 0.5 mM derisimdeki ¢dzeltisinin absorbansinin 0.5 mM
vitamin C ¢ozeltisinin absorbansina oranlanmasi ile hesaplanir. Vitamin C i¢in
indirgeme giicii keyfi olarak 100 kabul edilmistir.

17 y=02353x +0.0083
R?= 09774

T 08
g 06
g 04+
-

=]

Z 024
-

0 | | | I |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Arbutin (m\)

Sekil 4.18. Arbutin molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derigime bagli degisimi
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. v =0.8085x + 0.0104
R2= 0.9963
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Sekil 4.19. BHA molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derigsime bagli degisimi

L9 y=06731x + 00167
R®=0.9887
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Sekil 4.20. BHT molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagl degisimi
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Sekil 4.21. Gallik asit molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derigsime baglh degisimi
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Sekil 4.22. Kumarik asit molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derigime bagl degisimi
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Sekil 4.23. Sirincik asit molekiiliiniin indirgeme giicliniin derisime bagl

degisimi
L9 y=04187x + 0.0074
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Sekil 4.24. Troloks molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derigsime bagli degisimi
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Sekil 4.25. Vitamin C molekiiliiniin indirgeme giiciiniin derisime bagli degisimi

Cizelge 4.4. Calisma kapsamindaki antioksidan bilesiklerin indirgeme giicii

degerleri
Antioksidan Indirgeme Giicii + Std.Sapma (%Vitamin C)
Arbutin 20.74 £ 0.2363
BHA 68.88 = 0.9585
BHT 58.45 +0.6464
Gallik asit 108.7 = 0.3768
Kumarik asit 9.94 + 0.5668
Sirincik asit 41.48 +£0.3575
Troloks 36.90 + 0.3154
Vitamin C 100.0

Yukaridaki ¢izelge gore antioksidan gii¢ siralamasi:
Sentetik antioksidanlar: BHA> BHT> Troloks

Dogal antioksidanlar: Gallik asit> Vitamin C> Sirincik asit> Arbutin> Kumarik
aist
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4.4. Antioksidan Kapasitenin Elektrokimyasal Yontemlerle Tayin
Sonuclari

Materyal ve metot boliimiinde deginildigi gibi Glisin HCI (pH:1.93) ¢ozeltisinde
derigimi 0.5 mM olacak sekilde hazirlanan antioksidan ¢ozeltilerinin kalem grafit
elektrotlar kullanilarak genis sayilabilecek bir potansiyel araliginda cevrimli
voltamogramlar1 kaydedildi. Ornek olarak asagida (sekil 4.25.) gallik aside ait ii¢
ardisik ¢cevrimli voltamogram goriilmektedir.

— 1. ¢evrim
2. gevrim
3. gevrim

400 -

L B e S B s e e |

—_— — -

0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Potansiyel (V)

Sekil 4.26. Gallik asit molekiiliiniin 0.1 M pH:1.93 Glisin HCI tamponunda alinan

ti¢ ardisik ¢evrimli voltamogrami

Cevrimli voltametri ile elektrokimyasal davranisi incelenen 8 antioksidandan
sadece gallik asitte pozitif yondeki ilk taramada birden fazla (iki adet) pik ortaya
cikmaktadir; digerlerinin tiimiinde pozitif yondeki taramada bir pik vardir. Ancak
antioksidanlardan arbutin, BHA ve sirincik asidin ikinci ¢evrimlerinden itibaren
ilk ¢evrimdeki pikten daha negatif potansiyelde ve siddetleri genellikle birinci
pikten daha diisiik olan ikinci ve ii¢iincii piklere rastlanmistir. Ornek olmak iizere
sirincik aside ait ¢evrimli voltamogram asagida gosterilmektedir (Sekil 4.27.)
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Alam (pA)

0.0 0.5 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 4.27. Sirincik asit molekiiliiniin 0.1 M pH:1.93 Glisin HCI tamponunda
alman {i¢ ardisik ¢evrimli voltamogrami

Antioksidan kapasitenin hesaplanmasinda dikkate alinacak pik (veya piklerin)
ortaya c¢iktig1 potansiyel araligi dikkate alinarak her antioksidanin, cevrimli
voltamogrami almirken kullanilan potansiyel araligindan daha dar olan bir
potansiyel araliginda ve yiikseltgenme yoniinde diferansiyel puls voltamogramlari
almmustir. Her bir antioksidana ait diferansiyel puls voltamogramlar1 asagidaki

sekillerde gosterilmistir (Sekil 4.28-35).

Biitiin DP voltamogramlarinda: Kirmizi: Birinci DP taramasi
Yesil: ikinci DP taramasi
Siyah: Ugiincii DP taramasi



72

20

Alam (uA)

10

Y T T T L T T T

|
0.0 0.5 1.0
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Sekil 4.28. 0.5 mM arbutin molekiiliiniin 0.1 M Glisin HCI (pH:1.93) tamponunda
anodik tarama ile elde edilen diferansiyel puls voltamogramlar
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0.0 0.5 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 4.29. 0.5 mM BHA molekiiliiniin 0.1 M Glisin HCI (pH:1.93) tamponunda
anodik tarama ile elde edilen diferansiyel puls voltamogramlari
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0.0 0.5 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 4.30. 0.5 mM BHT molekiiliniin 0.1 M Glisin HCI (pH:1.93) tamponunda
anodik tarama ile elde edilen diferansiyel puls voltamogramlar

100 -

504

Alkim (pA)

0.0 0.5 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 4.31. 0.5 mM gallik asit molekiiliiniin 0.1 M Glisin HCl (pH:1.93)
tamponunda anodik tarama ile elde edilen diferansiyel puls

voltamogramlari



74

T T T T T T T T T T T

0.0 05 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 4.32. 0.5 mM kumarik asit molekiliinin 0.1 M Glisin HCI (pH:1.93)
tamponunda anodik tarama ile elde edilen diferansiyel puls

voltamogramlar1

100+

T T T T T T T T T T T

0.0 03 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 4.33. 0.5 mM sirincik asit molekiiliniin 0.1 M Glisin HCl (pH:1.93)
tamponunda anodik tarama ile elde edilen diferansiyel puls

voltamogramlar1
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Sekil 4.34. 0.5 mM Troloks molekiiliiniin 0.1 M Glisin HCI (pH:1.93) tamponunda
anodik tarama ile elde edilen diferansiyel puls voltamogramlar

—
0.0 0.5 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 4.35. 0.5 mM vitamin C molekiiliniin 0.1 M Glisin HCI (pH:1.93)
tamponunda anodik tarama ile elde edilen diferansiyel puls
voltamogramlari
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Yukaridaki voltamogramlar analizor olarak kullanilan Ivium Compact Stat’in veri
isleme yaziliminda bulunan zemin diizeltme (baseline correction) modiilii
vasitasiyla ¢izdirilen voltamogramlardir. Voltamogramlardaki birinci, varsa ikinci
piklerin pik potansiyelleri, pik siddetleri (akimlar1) ve pik altindaki alana karsilik
gelen yiikleri asagidaki cizelgede gosterilmektedir. Cizelgedeki pik alani ve
yiiksekligi birinci taramada ortaya c¢ikan pike (gallik asit i¢in piklere) ait
degerlerdir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5. Birinci taramada ortaya ¢ikan birinci ve ikinci piklerin pik potansiyelleri, pik siddetleri (akimlari) ve yiikleri

1.pik 2.pik
Antioksidan
Potansiyel Akim (A) Yiik (Q) Potansiyel Akim (A) Yiik (Q)

Arbutin 0.752 2.7421E-05 1.4975E-04
BHA 0.524 8.9966E-05 3.3602E-04

0.648 2.9381E-06
BHT 5.9552E-05*

0.868 9.7688E-06
Gallik asit 0.456 1.2008E-04 4.0553E-04 0.776 8.9396E-06 4.9514E-05
Kumarik asit 0.760 2.5307E-05 2.1713E-04
Sirincik asit 0.664 1.0043E-04 3.9420E-04
Troloks 0.316 1.6980E-04 5.7854E-04
Vitamin C 0.236 2.5303E-05 1.3755E-04

*: pikler arasindaki reziilusyon iyi olmadigi i¢in toplam yiik degeri verilmistir.

Ll
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Kaynak 6zetlerinde deginildigi gibi antioksidanlarin indirgeme giiciiniin, bir bagka
deyisle antioksidan kapasitesinin/giiciiniin, pek ¢ok aragtirmaci tarafindan bunlarin
oksidasyon pik konumlarinin potansiyeli ile orantili oldugu ifade edilmistir. Buna
gore bir tiirlin (antioksidanin) indirgenme potansiyeli ne kadar diisiik ise (elektron
verme egilimi ne kadar yiiksek ise) indirgeme giicii, yani antioksidan kapasitesi o
kadar yiiksektir. Ote yandan, kapasitenin pik potansiyeli konumundan ziyade pik
alani altindaki yiik ile ifade edilmesinin daha dogru oldugunu 6ne siiren ¢aligmalar
da mevcuttur (Chevion vd., 2000; Glod vd., 2014).

Pik potansiyellerinin antioksidanlarin kapasitelerinin ifadesi olarak dikkate
alinmasi, antioksidanlarin giiglerinin sadece siralanmasma imkan verecektir.
Kapasitelerin siralanmasi1  bir 6l¢li  olmakla birlikte daha gergekei bir
karsilagtirmaya imkan vermesi agisindan pik alan biiyiikliiklerinin (yani yiiklerin)
hesaplanmasinin daha dogru olacagi diigiiniilmiis ve her bir antioksidanin
kapasitesi bu sekilde hesaplanmistir. Bu hesaplamada birinci taramada ortaya
¢ikan pikler dikkate alinmustir. Ik hesaplamada, birden fazla pik iceren tiirler icin
(gallik asit i¢in) piklerin tiimii degil, en belirgin pik dikkate alinmistir. Pik yiikleri,
piki meydana getiren antioksidan kiitlesine boliinerek birim kiitle basina
antioksidan kapasiteler hesaplanmis ve hesaplanan kapasiteler gallik asit igin
hesaplanan yiike oranlanarak her bir antioksidanin kapasitesi gallik asit esdegeri
(GAE) olarak hesaplanmigtir. Asagidaki ¢izelge 4.6’da incelenen 8 antioksidana
ait kiitle, mol sayisi, yiik, yiik/kiitle GAE olarak ve yiik/mol sayisi GAE olarak

verilmisgtir.



hesaplanan degerleri

Cizelge 4.6. Calismada kullanilan 8 antioksidana ait kiitle, mol sayisi, yiik, yiik/kiitle-GAE ve yiik/mol sayisi-GAE olarak

Mol sayis1

Yiik / mol sayisi -

Antioksidan Kiitle (g) (mol) Yiik (Q) Yiik / kiitle - GAE GAE

Gallik Asit 4.71E-04 2.50E-06 4.0553E-04 | 0.862 162

Arbutin 6.81E-04 2.50E-06 1.4975E-04 | 0.220 | 0.255GA 59.9 0.369GA
BHA 4.51E-04 2.50E-06 3.3602E-04 | 0.746 | 0.865GA 134 0.829GA
BHT 5.51E-04 2.50E-06 5.9552E-05 | 0.108 0.125GA 23.8 0.147GA
Kumarik Asit 4.10E-04 2.50E-06 2.1713E-04 | 0.529 0.614GA 86.9 0.536GA
Sirincik Asit 4.95E-04 2.50E-06 3.9420E-04 | 0.796 0.923GA 158 0.972GA
Troloks 6.26E-04 2.50E-06 5.7854E-04 | 0.926 1.07GA 231 1.43GA
Vitamin C 4.40E-04 2.50E-06 1.3755E-04 | 0.312 | 0.362GA 55.0 0.339GA

6.
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Cizelde 4.6.dan goriildiigii gibi bu sekilde yapilan hesaplamada kapasitesi en
yiiksek olan antioksidan trolokstur.

Elektrokimyasal olarak hesaplanan antioksidan kapasitelerin diger yontemlerle,
ozellikle de klasik spektrofotometrik yontemlerle hesaplananlarla karsilastiriimasi
ve bunlar arasindaki korelasyon pek ¢ok caligmanin konusu olmustur (Sousa vd.,
2004; Piljac-Zegarac vd., 2010; Aguirre vd., 2010; Arteaga vd., 2012Rebelo vd.,
2013; Lino vd., 2014; Glod vd., 2014). Farkli yontemler arasindaki korelasyonu
grafiksel veya sayisal olarak ifade etmek miimkiindiir.

Bu tez ¢aligmasinda kapasite tayin yontemleri olarak kullanilan spektrofotometrik
yontemler ve elektrokimyasal yontem ile elde edilen kapasiteler, her yontemde en
yiiksek kapasite 100 kabul edilerek, digerleri buna bagil olarak hesaplanmis ve
hesaplanan degerler asagida ¢izelge 4.7.’da gosterilmistir. Bu ¢izelgede bagil
kapasitelerin yaninda kapasitelerin siralamasi da gosterilmistir.

Ayrica, bagil kapasiteler asagidaki sekil 4.36.te grafiksel olarak da
gosterilmektedir.



Cizelge 4.7. Spektrofotometrik yontemler ve elektrokimyasal yontem ile elde edilen bagil kapasiteler ve kapasitelerin siralamasi

Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
Antioksidan Elektrokimya Indirgeme Giicii TEAC DPPH
kfpaagslilte Siralama k?paagslilte Siralama k:paagslilte Siralama k?paagslilte Siralama
Troloks 100 1 34.0 6 46.4** 3 100 1
Gallik asit 93.3 2 100 1 100 1 97.8 3
Sirincik asit 86.1 3 38.2 5 40.9 5 97.0 4
BHA 80.7 4 63.4 3 57.1 2 93,3 5
Kumarik asit 57.3 5 9.14 8 32.3 7 3.69 8
Vitamin C 33.8 6 92.0* 2 42.7 4 99.6 2
Arbutin 23.8 7 19.1 7 29.2 8 38.8 7
BHT 11.7 8 53.8 4 37.5 6 66.5 6

* :Standart olarak

** -Standart olarak

18
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Sekil 4.36. Spektrofotometrik yontemler ve elektrokimyasal yontem ile elde edilen bagil kapasitelerin grafiksel gosterimi

8
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Sekil 4.36.’¢ bakildiginda, elektrokimyasal yontem ile ede edilen sonuglar ile diger
yontemler arasinda bir korelasyon yapilamayacagi gibi bir sonuca varilmaktadir.
Ancak, spektrofotometrik yontemler kendi aralarinda karsilagtirildiklarinda
indirgeme giicii ve TEAC arasinda, vitamin C ve kumarik asit hari¢, bir
korelasyonun oldugu sezilebilir.

Yukarida, farkli antioksidanlarin kapasitenin siralamasinda yiikseltgenme pik
potansiyellerinin de dikkate alinabilecegi belirtilmisti. Kaynak Ozetlerinde
deginilen bazi ¢aligmalarda (Glod vd., 2014) pik potansiyelleri ile pik yiiklerinin
birlikte ele alindigt ve bdylece elde edilen degerlerin antioksidanlarin
kapasitelerinin  hesaplanmasinda ¢ok daha uygun oldugu belirtilerek
“elektrokimyasal indis” tanimmui gelistirilmistir. Pik yiikleri ile hesaplanan
elektrokimyasal kapasite ile diger klasik yontemler ile hesaplanan kapasiteler
arasindaki korelasyonun ¢ok disiik oldugu gorildiiginden (Sekil 4.36.) pik
potansiyelleri, siddetleri ve yiiklerini birlikte dikkate alan elektrokimyasal
indislerin hesaplanarak farkli yontemler arasindaki karsilastirma ve korelasyon
arayisinin bu hesaplama ile yapilmasinin daha uygun olabilecegi diigiiniilmiistiir.

Bir antioksidan i¢in elektrokimyasal indisler o antioksidanin diferansiyel puls
voltamogramdaki bir pikin siddetinin (amper) o pikin potansiyeline (volt) veya
pik ylikiiniin (coulomb) o pikin potansiyeline (volt) bdliinerek hesaplanir. Bu
hesaplamada bir diferansiyel puls voltamogramindaki en belirgin pikler veya tiim

pikler dikkate alinabilir. Boylece, 4 farkli indis tanimlanmistir. Bunlar:
(El);: En belirgin pik dikkate alinarak hesaplanan siddet / potansiyel orani
(EI,: En belirgin pik dikkate alinarak hesaplanan yiik / potansiyel orani
(Els: Tiim pikler dikkate alinarak hesaplanan siddet / potansiyel orani

(ED4: Tum pikler dikkate alinarak hesaplanan yiik / potansiyel orani
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Incelenen 8 antioksidana ait sadece yiikiin dikkate alindigi yontem, yukarida
aciklanan gekilde hesaplanan elektrokimyasal indisler ve diger {i¢
spektrofotometrik yontemle hesaplanan kapasiteler asagidaki c¢izelge 4.8.’de
gosterilmistir. Bu ¢izelgede her bir yontemdeki en yiiksek kapasite 100 kabul
edilmis, digerleri buna bagil olarak hesaplanmistir. Tim elektrokimyasal
kapasiteler birim kiitle basma hesaplanan degerlerdir. Materyal ve metot
boliimiiniin 3.3. alt baghginda belirtilen farkli yontemlerle elde edilen sonuglarin
aralarinda bir korelasyon olup olmadigini arastirmak i¢in kullanilan ve bir tiir
coklu regrasyon sayilabilecek yontemle elde edilen korelasyon katsayilari gizelge

4.8’in en alt satirinda verilmistir,



Cizelge 4.8. Spektrofotometrik yontemler ve elektrokimyasal yontem ile hesaplanmis bagil antioksidan kapasiteleri®

(EDs (ED). (EDs (EDq
Antioksidan E&?ﬁ;g En En tiim tiim ingggc?ime TEAC | DPPH

belirgin | belirgin pikler pikler

pik (1/V) | pik (Q/V) (V) (Q/IV)

Troloks 100 100 100 100 100 33.95 46.41 100

Gallik asit 93.3 65.3 64.7 68.2 69.5 100 100 97.76
Sirincik asit 86.1 35.5 41.0 35.5 41.0 38.16 40.93 97.04
BHA 80.7 44.4 48.6 44.4 48.6 63.37 57.13 93.25
Kumarik asit 57.3 9.45 23.9 9.45 23.9 9.144 32.30 3.691
Vitamin C 3338 28.3 45.5 28.3 45.5 92.00 42.69 99.62
Arbutin 238 6.24 10.0 6.24 10.0 19.08 29.20 38.80
BHT 11.7 3.34 4.76 3.34 4.76 53.77 37.46 66.54
Coklu R 0.8338 0.8272 0.8363 0.8338 0.1194 0.5634 0.4642

*Tlim kapasiteler birim kiitle basina hesaplanan kapasitelerdir.

G8
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Yukaridaki c¢izelgede verilen c¢oklu R degerleri, elektrokimya (Q) yontemi
disindaki yontemlerle hesaplanan bagil kapasitelerin elektrokimya (Q) yontem
degerleri ile arasindaki korelasyonu gostermektedir. Elektrokimya (Q) yontem
degerleri ile elektrokimyasal indis tamimlart uyarinca hesaplanan degerler
arasindaki korelasyonun yiiksek olmasi sasirtici olmamalidir. Ote yandan,
elektrokimya (Q) kapasite degerleri ile spektrofotometrik yontemlerle hesaplanan
kapasite degerleri arasindaki korelasyonun ¢ok iyi olmadigi goriilmektedir. Ancak,
korelasyon dereceleri karsilastirildiginda TEAC ile elektrokimya (Q) arasindaki
korelasyonun en iyi oldugu goériilmektedir (Coklu R= 0.5634). Spektrofotometrik
yontemlerle hesaplanan kapasiteler kendi aralarinda karsilastirildiginda indirgeme
giicli ile TEAC ve DPPH arasindaki korelasyonun oldukg¢a yiiksek (0.7329 ve
0.7011), DPPH ve TEAC arasindaki korelasyonun ise diisiik (0.5511) oldugu
goriilmektedir.

Bu sonuglar sasirtict olmamalidir. Literatiirde bazen az veya ¢ok sayida
numunenin antioksidan kapasitelerinin farkli yontemlerle hesaplandigi onlarca
caligmada, farkli yontemlerle hesaplanan bagil antioksidan kapasitelerin
siralamasinin farkli oldugu goriilmektedir. Ayrica, farkli yontemlerle hesaplanan
kapasitelerin mutlak veya bagil degerlerinin bazen yakin, bazen de oldukg¢a farkli
olmasindan Gtiirli yontemler arasindaki korelasyonun kimi durumlarda iyi kimi
durumlarda disiik oldugu goriilmektedir. Ancak, korelasyonun yiiksek oldugu
ifade edilen calismalarda sayisal bir Ol¢li hemen hemen hicbir zaman

verilmemistir,

Yukaridaki cizelge (¢izelge 4.8) elektrokimya (Q) disindaki yontemler ile dlgtilen
veya elektrokimyasal indisler olarak hesaplanan sonuglar ile elektrokimya (Q)
sonuglarimi kargilagtirmakta ve her birinin ayr1 ayri elektrokimya (Q) ile olan
korelasyonunu ortaya koymaktadir. Materyal ve metot boliimiinin 3.3. alt
bagliginda belirtilen Spearman siralama korelasyon katsayist yontemi c¢izelge
4.8’deki tiim sonuclar1 sadece elektrokimya (Q) yontemine gore degil, kendi
aralarinda da karsilagtirarak korelasyonun var olup olmadigim ortaya ¢ikaran non-
parametrik bir korelasyon yontemidir. Bu istatistik yontem ile elde edilen
korelasyon katsayilar1 asagidaki cizelge 4.9°da gosterilmistir. n=8 ve P=0.05 i¢in
tabloda iki yonlii test igin verilen kritik deger 0.738’dir. Asagidaki tabloda
0.738’den biiyilk olan korelasyon katsayilari, karsilastirilan iki sira arasinda
onemli sayilabilecek bir korelasyonun var oldugunu gostermektedir.



Cizelge 4.9. Elektrokimyasal ve spektrofotometrik yontemler arasindaki korelasyonun Spearman siralama korelasyon katsayisi

yontemi ile hesaplanan korelasyon degerleri

Ell?rit;;) ED), El), ENs EN), incg;gc;me TEAC | DPPH
Elektrokimya 1.000 0.834 0.827 0.836 0.833 0.119 0.563 0.464
ED:(IIV) 0.834 1.000 0.981 1.000 0.984 0.277 0.544 0.654
(EN(QIV) 0.827 0.981 1.000 0.980 0.999 0.288 0.494 0.633
EDs(IV) 0.836 1.000 0.980 1.000 0.983 0.203 0.566 0.655
(ED:(QIV) 0.833 0.984 0.999 0.983 1.000 0.316 0.536 0.636
indirgeme Giicii |  0.119 0.277 0.268 0.203 0.316 1.000 0.733 0.701
TEAC 0.563 0.544 0.494 0.566 0.536 0.733 1.000 0.514
DPPH 0.464 0.654 0.633 0.655 0.636 0.701 0.514 1.000

JAS
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Spearman siralama korelasyon katsayisi istatistik yontemi ile yontemler arasinda
elde edilen katsayilarin gosterdigi korelasyonlar, ¢oklu regresyonun gosterdigi
korelasyonlara ¢ok benzemektedir. Beklendigi gibi elektrokimyasal yontemle
ortaya ¢ikan pikin potansiyeli, pik siddeti ve pik yiikii dikkate alinarak cesitli
sekillerde ifade edilen bagil kapasiteler arasindaki korelasyonun c¢ok yiiksek
oldugu goriilmektedir (Bakiniz birinci satirin 2-5 siitunlarindaki degerler).

Spektrofotometrik yontemler kendi aralarinda karsilastirildiginda, her ne kadar
kritik deger olan 0.738 asilamamakla birlikte, dzellikle indirgeme giicii-TEAC
(0.733) ve indirgeme giicii-DPPH (0.701) arasindaki korelasyonun oldukga iyi
oldugu goriilmektedir.

Spektrofotometrik yontemle ile elektrokimyasal yontem veya indislerle bulunan
sonuclar arasindaki korelasyonlar karsilagtirildiginda DPPH yontem sonuglarinin
diger iki yontem (indirgeme giicii ve TEAC) daha yiiksek bir korelasyon
gosterdigi  goriilmektedir. Elektrokimyasal yontem ve DPPH yontemlerini
kargilagtirmada elektrokimyasal yontemle elde edilen tim piklere ait toplam
yiik/potansiyel veya toplam siddet/potansiyel degerleri ile ifade edilen indislerin

dikkate alinmasinin daha uygun oldugu goriilmektedir.
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5. SONUCLAR

Giris boliimiinde soylendigi gibi: insan viicudunu serbest oksijen radikallerine
kars1 korumada fenolik bilesiklerce zengin meyve ve sebzelerin yararli oldugu ¢ok
sayida calismada ifade edilmektedir. Sadece polifenolik bilesikler degil vitamin C,
E ve A ile baz1 karotenoidlerin de antioksidan &zellik gdsterdigi bilinmektedir.
Antioksidan kapasiteyi giliclendirmek iizere bazi besinlere sentetik antioksidanlar
ilave edilmektedir.

Bir antioksidanin kapasitesini veya bir numunedeki antioksidanlarin toplam
kapasitesini Olgmek Ttizere kullanilan yontemleri avantaj ve dezavantajlar
herzaman tartisma konusu olmaktadir. Elektrokimyasal yontemler gerek Slgtim
icin gerekli cihazlarin fiyati ve elde edilebilirligi gerekse 6l¢iim yonteminin hizi ve
kolaylig1 itibariyle dikkate alinmasi gereken yontemlerdir. Eleketrokimyasal
yontemler arasinda Ozellikle diferansiyel puls voltametrisi, duyarliligi, hiz1 ve
kolay uygulanmasi bakimindan tercih edilen bir yontem olmaktadir.

Bu c¢alisgmada 5’i dogal, 3’ii yapay 8 adet antioksidanin elektrokimyasal
davranislart ¢evrimli voltametri ile incelenerek antioksidanin kapasitesini
belirlemede daha sonra kullanilacak olan diferansiyel puls voltametriSinin ¢aligma
kosullar1 belirlenmistir. Antioksidanlarin diferansiyel puls voltamogramlarindaki
pik veya piklerin potansiyelleri, pik siddetleri ve pik yiikleri kaydedilmistir.
Antioksidanin kapasitesini hesaplamada kullanilmak iizere, voltamogramin birinci
taramasindaki en belirgin veya varsa tiim piklerin yukaridaki parametrelerinin
(potansiyel, siddet ve yiik) kullanildig1 elektrokimyasal indisler tanimlanmaistir.

Ayn1 antioksidanlarin klasik antioksidan kapasite Ol¢lim ydntemi olarak bilinen
indirgeme giicii, TEAC ve DPPH yontemleri kapasiteleri ol¢tilmiistiir. Her tig
yontem spektrofotometrik l¢iim esasina dayanan yontemlerdir.

Bir numunenin, Ornegin bitki ekstraktinin, farkli yontemlerle o6lgiilen
kapasitelerinin farkli oldugunu gosteren ¢ok sayida calisma mevcuttur. Farklh
yontemler ile dl¢iilen toplam kapasiteler mutlak veya bagil biiyiikliik olarak farkl
olabilmekte veya numunelerin kapasitelerinin bagil siralamasi yontemden yonteme
farklilik gosterebilmektedir.
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Bu ¢aligmada elektrokimyasal yontemle yapilan kapasite 6l¢limiiniin basit, hizli ve
kolay uygulanabildigi gosterilmistir. Ayrica, elektrokimyasal yontem sonugclari ile
spektrofotometrik olgiimlere dayanan {i¢ yontemin sonuglar1 karsilagtirilarak
aralarinda bir korelasyon olup olmadig1 aragtirilmistir. Elektrokimyasal yontem ve
spektrofotometrik yontemleri karsilastirmada en yiiksek korelasyon DPPH
sonuclari ile elde dilmistir. Ayrica, bu karsilastirmada elektrokimyasal yontemle
elde edilen tiim piklere ait toplam yiik/potansiyel veya toplam siddet/potansiyel
degerleri ile ifade edilen indislerin dikkate alinmasinin daha uygun oldugu

gOrilmistir.

Aym ortamda bulunan iki veya daha fazla antioksidanmn, bunlarin toplam
kapasitesi {izerindeki sinerjik etkileri maalesef incelenememistir. Boyle bir
incelemenin bu tezi daha da zengislestirecegine kusku yoktur.

Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinde ve farkli birimlerinde &zellikle bitki
besin maddelerinin antioksidan kapasitelerinin  belirlendigi  ¢alismalarin
yapilmakta oldugu bilinmektedir. Antioksidan kapasitenin elektrokimyasal yontem
ile belirlenmesi, yontemin hizi ve duyarlilig: ile ve ayrica iglemlerin basitligi ve
reaktif gerektirmemesi bakimlarindan tercih edilebilir bir yaklasim oldugu ortaya
konmustur. Elektrokimyasal yontemin bitki besin maddelerinin ve antioksidan
kapasitesinin yiiksek oldugu bilinen meyve sulari ve kirmizi saraplar gibi
numunelere uygulanmasi literatiire katki yapan sonuglarin ortaya ¢ikmasina imkan
verecektir.
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