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ÖZET 
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Kimya Anabilim Dalı 

 

Danışman : Doç. Dr. Mustafa BENER 

 

Biyolojik hücreler, oksijeni metabolize ederek potansiyel olarak zararlı olan reaktif oksijen/azot 

türleri (ROS/RNS) oluşturmaktadır. Oksidanlar ve antioksidanlar arasındaki dengenin 

sağlandığı durumlarda, oksidan oluşumunun hızı ve şiddeti, bu türlerin uzaklaştırılma hızı 

tarafından dengelenmektedir. Ancak, pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki denge kaybı, 

oksidatif stresin oluşmasına neden olmaktadır. Oksidatif stres, hücrelerin işlevlerinde büyük 

etkiye sahiptir ve bunun sonucunda da yetersiz hücre işleyişine, diyabete, yüksek kan basıncına, 

çeşitli kalp hastalıklarına, Alzheimer ve Parkinson gibi birçok hastalığın gelişmesinde aktif rol 

oynamaktadır. Buna karşılık antioksidanlar, serbest radikalleri inhibe ederek veya onları 

kontrol altında tutarak hücrelere ve dokulara ciddi şekilde zarar veren oksidatif stresi 

azaltabilmektedir. Bu sebeplerden ötürü antioksidan kapasite tayini, özellikle hem sağlık hem 

de gıda endüstrisi açısından büyük öneme sahiptir. Gıdalardaki antioksidan seviyelerinin tayini, 

bu ürünlerin besin değerlerini ve sağlık açısından faydalarını belirlemede kritik rol 

oynamaktadır. Ayrıca, antioksidan içeriğinin izlenmesi, gıdaların raf ömrünü uzatmak ve 

kalitesini korumak açısından da büyük öneme sahiptir. Antioksidanların kimyasal çeşitliliği, 

antioksidanları tek tek numune matriksinden ayırmayı ve miktarını belirlemeyi 

zorlaştırmaktadır. Bu doğrultuda, toplam antioksidan kapasiteyi yüksek doğruluk ve kesinlik 

gibi birçok avantaja sahip CUPRAC metodu esas alınarak doğrudan ölçüm yapılabilen optik 

bir sensörün geliştirilmesi gereklilik haline gelmiştir.  

ANTİOKSİDAN KAPASİTE TAYİNİ İÇİN MİKROPLAKA ESASLI OPTİK 

SENSÖR GELİŞTİRİLMESİ 



xiv 

 

Tez çalışmasında gerçekleştirilen toplam antioksidan kapasite ölçümü için düşük reaktif 

gerektiren, uygun maliyetli, kolay, yüksek verimli ve yenilikçi olan mikroplaka esaslı optik 

sensör geliştirilmiştir. Cu(II)-Nc kromojenik reaktifi bir mikroplaka içerisinde liyofilize 

edilerek optik sensör için kullanıma hazır hale getirilmiştir. Liyofilizasyon işlemi sonrasında 

CUPRAC reaktifi birçok kuyucukta hazır şekilde bulunarak hızlı ve çoklu analizlere olanak 

sağlamaktadır. Bununla birlikte antioksidan kapasitesini/aktivitesini belirlemek isteyen 

kullanıcıların reaktifleri tek tek hazırlama gereksinimi ortadan kalkmıştır. Önerilen optik sensör 

ile laboratuvarlarda yaygın olarak kullanılan mikroplaka okuyucularla kısa süreli, yüksek 

seçicilikte ve yüksek örnek sayılarına sahip analizlerin yapılmasına olanak sağlanmaktadır. 

Ocak 2026, 87 sayfa. 

Anahtar kelimeler: Antioksidan Kapasite, Optik Sensör, Mikroplaka, Pratik Ölçüm, CUPRAC  
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Biological cells metabolize oxygen and, as a result, produce potentially harmful reactive oxygen 

and nitrogen species (ROS and RNS). Under physiological conditions, the rate and extent of 

oxidant formation are balanced by their removal. However, disruption of the equilibrium 

between pro-oxidants and antioxidants leads to oxidative stress. Oxidative stress has a profound 

effect on cellular functions and is implicated in impaired cell functioning, as well as in the 

pathogenesis of diseases such as diabetes, hypertension, cardiovascular diseases, Alzheimer’s 

disease, and Parkinson’s disease. Antioxidants can reduce oxidative stress, which damages cells 

and tissues, by inhibiting free radicals or keeping them under control. The determination of 

antioxidant capacity is of great importance for both human health and food quality. Measuring 

antioxidant levels in foods is critical for evaluating their nutritional value and potential health 

benefits. Furthermore, monitoring antioxidant content is essential for extending the shelf life 

and preserving product quality. For these reasons, antioxidant capacity determination methods 

are highly important, particularly in health-related research and in the food industry. Moreover, 

the chemical diversity of antioxidants makes it difficult to isolate and quantify each antioxidant 

individually from a sample matrix. Therefore, the development of methods capable of directly 

measuring total antioxidant capacity is of significant importance. Antioxidant capacity/activity 

DEVELOPMENT OF A MICROPLATE BASED OPTICAL SENSOR FOR 

ANTIOXIDANT CAPACITY DETERMINATION 
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values obtained using the CUPRAC method, which offers major advantages over existing 

techniques, provide high precision and accuracy. 

Within this framework, an optical sensor based on a microplate platform was developed in this 

thesis for the measurement of total antioxidant capacity. The proposed method requires only 

minimal amounts of reagents, is cost-effective, rapid, high-throughput, and allows the 

simultaneous analysis of multiple samples. The Cu(II)-Nc chromogenic reagent was lyophilized 

within a microplate and prepared in a ready-to-use form for the optical sensor. Following 

lyophilization, the CUPRAC reagent remained preloaded in multiple wells, enabling fast and 

parallel analyses. With the developed method, users no longer need to individually prepare 

reagents for antioxidant capacity/activity determination. The optical sensor allows analyses to 

be performed using microplate readers, which are widely used in laboratories, offering short 

analysis times, low costs, and the ability to process large numbers of samples. 

January 2026, 87 pages. 

Keywords: Antioxidant Capacity, Optical Sensor, Microplate, Practical Measurement, 

CUPRAC      
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1. GİRİŞ 

Yaşam döngüsünde önemli bir yeri olan oksijen elementinin insan metabolizması üzerine 

negatif etkilere sebep olduğu durumlar mevcuttur. Süperoksit anyon radikali (O2
-), singlet 

oksijen (O2), ve hidroksil radikali (OH) gibi reaktif oksijen türleri (ROS) insan vücudunda 

oksijen ile oluşmaktadır. Bunlara ek olarak, azot dioksit radikali (NO2) ve nitrik oksit radikali 

(NO) gibi bazı reaktif azot türleri (RNS) de vücut için zararlı etkilere sahiptir [1]. Serbest 

radikaller, vücudumuzda metabolik süreçler sonucunda oluşabileceği gibi hava kirliliği, 

ultraviyole ışınlar, alkol tüketimi, sigara dumanına maruz kalma ve bazı ilaçların kullanımı gibi 

çevresel faktörlere bağlı olarak da meydana gelmektedir [2]. Bu reaktif türlerin oluşumu ile 

organizmanın antioksidatif savunmaları arasındaki denge bozulduğunda oksidatif stres 

(gerilim) olarak adlandırılan durum meydana gelmektedir [3]. Hücrelerin işlevlerinde büyük 

etkiye sahip olan oksidatif stres, canlılar için kilit rol oynayan DNA, protein, lipit ve hücre 

zarları gibi biyolojik yapılara zarar vererek birçok hastalığın gelişmesinde aktif rol 

oynamaktadır. Kardiyovasküler hastalıklar, bağışıklık sistemi hastalıkları, nörodejeneratif 

hastalıklar (Parkinson ve Alzheimer), kanser ve diyabet bunların arasında sayılmaktadır [1].  

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek oksidatif stresin hücresel ve doku 

düzeyindeki zararlarını azaltan bileşiklerdir. Oksidatif süreçleri kontrol etme mekanizmalarına 

göre toplayıcı etki, bastırıcı etki, zincir kırıcı etki ve onarıcı etki olarak dört kategoride 

incelenmektedir [2]. Toplayıcı etki, serbest radikal oluşumunu veya serbest radikallerin dahil 

olduğu reaksiyonları etkileyerek daha az reaktif moleküle dönüştürmektedirler. Enzimatik 

antioksidanlar (SOD, GSH-Px, katalaz) bu kategoride bulunmaktadır [4]. Bastırıcı etki, radikal 

türlerin oluşumunu bloke ederek diğer radikallerin üretimine neden olabilecek veya serbest 

radikale dönüşme potansiyeli taşıyan herhangi bir kimyasal türü nötralize ederek oksidatif 

süreçleri önleyen antioksidanlardan oluşmaktadır. Askorbik asit (C vitamini), α-tokoferol (E 

vitamini), flavonoidler (kuersetin, kateşin vb.) bu kategoriye dahildir [5]. Zincir kırıcı etki, 

radikal süpürücü antioksidanlar, yeni oluşan radikallere elektron vererek nötralize 

etmektedirler. Bu kategoriye hidrofobik antioksidanlar (askorbik asit, glutatyon, ürik asit) ve 

lipofilik antioksidanlar (α-tokoferol ve ubiquinol) dahildir [6]. Son olarak onarıcı etki, serbest 
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radikal hasarının meydana gelmesinden sonra harekete geçen türlerdir. Bu grup 

oksitlenmiş/hasar görmüş proteinleri, lipidleri ve DNA’yı parçalayarak hücresel birikimlerini 

önleyen ya da onaran enzimlerden oluşmaktadır. Bu türün en yaygın örnekleri arasında DNA 

onaran enzimler (polimeraz, glikozilazlar ve nükleazlar), proteolitik enzimler (peptidazlar, 

proteazlar ve proteinazlar) bulunmaktadır [7]. Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan 

antioksidanlar, reaktif türlerin zarar verici etkilerini karşılamaktadır.  

Oksidatif stresin canlı organizmalara verebileceği zararlar ve hastalık riskleri göz önünde 

bulundurulduğunda antioksidanların tayinine yönelik önem ve ilgi artmaktadır. Literatürde 

buna yönelik birçok çalışma ve yöntem bulunmaktadır. Antioksidan kapasite/aktivite tayinine 

yönelik metotlar iki temel grupta incelenmektedir. Hidrojen Atom Transferi (HAT) yöntemleri, 

bir antioksidanın serbest radikalleri hidrojen atomu transferi yoluyla sönümleme kapasitesini 

ölçmektedir. Antioksidan kapasitesini ölçmek için HAT mekanizması genellikle radikal 

başlatıcılarla (peroksitler veya azo boyar maddeler) birlikte kullanılmaktadır. Antioksidanın 

etkisi incelenirken, oluşan serbest radikaller için antioksidan ve substratın rekabetine dayanan 

yarışmalı kinetik reaksiyonları kullanılmaktadır [12]. HAT yöntemlerinin en yaygın 

kullanılanları ORAC [8] (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) ve TRAP [9] (Toplam 

Radikal Tutma Parametresi) tayin yöntemleridir. Elektron transferine (ET) dayalı toplam 

antioksidan kapasitesi (TAC) yöntemleri ise, çeşitli radikal ve radikal katyonların indirgenmesi 

yoluyla antioksidanların elektron verme kapasitesi ile değerlendirilmektedir. ET temelli TAC 

analizleri iyi bir hassasiyete sahiptir, çünkü indirgenmiş ve orijinal probların absorpsiyon veya 

floresans yoğunlukları arasındaki fark doğrudan ölçülmektedir [10]. Kullanılan başlıca tayin 

yöntemleri; ABTS/TEAC [11] (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sülfonat/Troloks Eşdeğeri 

Antioksidan Kapasite), DPPH [12] (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), FRAP  [12] (Demir(III) 

İndirgeme Antioksidan Gücü), CUPRAC [13] (Bakır(II) İyonu İndirgeyici Antioksidan 

Kapasite), Folin-Ciocalteu [14] toplam fenolik içerik tayini yöntemleridir. Tüm bu yöntemlerin 

avantajları olduğu kadar birtakım sınırlamaları da vardır. Bu sebeple literatüre yeni antioksidan 

tayin yöntemlerinin kazandırılması kadar mevcut yöntemlerin iyileştirilmesi ve geliştirilmesi 

üzerine yapılan modifikasyon, kit ya da sensör çalışmaları son yıllarda önem kazanmıştır [15]. 

Bu tezin amacı, toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesinde düşük reaktif ve solvent 

gerektiren, hızlı, maliyet açısından avantajlı, yeşil kimya ilkelerini önceleyen, yüksek verimli 

ve çoklu analize imkân tanıyan mikroplaka tabanlı bir optik sensör geliştirilmesidir. Bu 
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kapsamda mevcut antioksidan tayin yöntemlerine birçok üstünlüğü olan ulusal ve özgün bir 

yöntem olan CUPRAC yöntemi seçilmiştir. Yöntemin antioksidanlara yanıt verme seçimliliği 

ve yüksek duyarlılığı, geniş çalışma aralığı hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara 

uygulanabilirliği, diğer analitik tekniklerle uyumlu bir şekilde çalışılabilmesi ve modifiye 

edilebilir olması gibi birçok avantajı mevcuttur. Bu kapsamda, denemelerin ilk aşamasında 

Cu(II)-Nc kromojenik reaktifinin liyofilize edilerek optik sensör uygulamalarında kullanılması 

için hazır forma dönüştürülmesi hedeflenmiştir. İlk optimizasyonda reaktifin, örnek 

çözeltilerdeki antioksidanların verimli ve hassas tayini için uygun konsantrasyon ve hacimde 

kuyucuklara sabitlenmesi çalışılmıştır. Sonraki aşamalarda hazır hale getiren CUPRAC reaktifi 

immobilize mikroplakalar antioksidan çözeltileri ile muamele edilmiştir ve çözeltinin 

mikroplaka okuyucu ile verdiği absorbans değerleri incelenmiştir. Geliştirilen yöntem için 

mikroplaka okuyucu içinde karıştırma süresi ve inkübasyon süresi optimize edilmiştir. 

Yöntemin analitik performansının değerlendirilebilmesi adına standart antioksidan bileşiklerin 

(gıdalarda ve biyolojik örneklerde yaygın olarak bulunan) kalibrasyon doğruları oluşturulup 

sentetik bir antioksidan olan troloks eşdeğeri antioksidan kapasiteleri (TEAC) belirlenmiştir. 

Analizi yapılan her bir antioksidan bileşiği için kalibrasyon eğrisi kullanılarak doğru 

denklemleri, lineer çalışma aralıkları ve molar absorplama katsayıları hesaplanmıştır. Elde 

edilen TEAC değerleri ile geleneksel CUPRAC yöntemi ile elde edilmiş değerler 

karşılaştırılmıştır. Bir diğer aşamada geliştirilen sensörün tekrarlanabilirlik ve doğruluk 

parametrelerinin incelenmesi amacıyla çay preparatları hazırlanmıştır. Preparatların içerisinde 

bulunan antioksidan bileşenlerden bazılarının katkısı yapılarak mikroplaka esaslı CUPRAC 

yönteminin doğruluğu ve kesinliğinin araştırılması için yüzde geri kazanım, standart sapma ve 

bağıl standart sapma değerleri hesaplanmıştır. Ayrıca, geliştirilen yöntem ile yapılacak 

antioksidan tayinlerinde gerçek örneklerde yaygın olarak bulunan ama antioksidan 

kategorisinde bulunmayan çeşitli kimyasal bileşiklerin (oksalat, tartarat, sitrat, indirgen şekerler 

vb.) girişim etkileri incelenmiştir. Tez çalışmasının son aşamasında ise, gerçek örnek 

çalışmaları kapsamında çay örnekleri ve sentetik serum örnekleri kullanılmıştır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1.REAKTİF OKSİJEN TÜRLERİ VE OKSİDATİF STRES 

Redoks reaksiyonları, canlı organizmada oksidasyon için havadan oksijen kullanan ve ATP 

formunda enerji sağlayan bir kimyasal reaksiyon zincirinin gerçekleştiği sistemlerdeki ana 

reaksiyonlardır. Oksijen, diğer elementlerle ve bileşiklerle kolaylıkla etkileşime girerek oksitler 

oluşturabilen oldukça reaktif bir ametaldir. Yaşam döngüsünde önemli bir yeri olan oksijen 

elementinin insan metabolizması üzerine negatif etkilere sebep olduğu durumlar mevcuttur. 

Temel haldeki moleküler oksijenin iki ayrı antibağ orbitalinde paralel spinlere sahip iki 

eşleşmemiş elektronu spin kısıtlamasına neden olur. Bu sebeple bir elektron vericisinden bir 

elektron çifti kabul edebilir. Ayrıca, elektronları bir atomdan diğerine aktarabilir ve ATP 

formunda enerji sağlayan elektron akış sistemindeki nihai elektron alıcısı olduğundan aerobik 

yaşamın ve metabolizmamızın temel bir parçasını temsil etmektedir. Ancak bu elektron 

akışı/transferi bozulduğunda serbest radikaller meydana gelir ve oksijen, azot ve kükürt 

kaynaklı olabilirler. Değerlik kabuklarında bir ya da daha fazla eşleşmemiş elektrona sahip 

serbest radikaller, diğer moleküllerle kimyasal reaksiyona girmeye oldukça istekli ve aktif 

moleküllerdir/iyonlardır [16–18]. Başlıca serbest radikaller; hidroksil radikali (•OH), 

süperoksit anyon radikali (O2
-), peroksil radikali (ROO), hidrojen peroksit (H2O2). Bunlara 

ek olarak, azot dioksit radikali (NO2) ve nitrik oksit radikali (NO) gibi bazı reaktif azot türleri 

(RNS) de vücutta zararlı etkilere sahiptir. Serbest radikaller, vücudumuzda metabolik süreçler 

sonucu oluşabileceği gibi hava kirliliği, ultraviyole ışınlar, alkol tüketimi, sigara dumanına 

maruz kalma ve bazı ilaçların kullanımı gibi çevresel faktörlere bağlı olarak meydana 

gelmektedir [19]. Bu reaktif türlerin oluşumu ile organizmanın karşı koyan antioksidatif 

savunmaları arasındaki denge bozulduğunda oksidatif stres olarak adlandırılan durum meydana 

gelir. Hücrelerin işlevlerinde büyük etkiye sahip olan oksidatif stres, canlılar için kilit rol 

oynayan DNA, protein, lipit ve hücre zarları gibi biyolojik yapılara zarar vererek birçok 

hastalığın gelişiminde aktif rol oynamaktadır. Kardiyovasküler hastalıklar [20], bağışıklık 

sistemi hastalıkları [21,22], nörodejeneratif hastalıklar (Parkinson ve Alzheimer) [23,24], 

kanser [25] ve diyabet [26] bunların arasında sayılmaktadır.  
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Bazı serbest radikal türlerinin önemli fizyolojik rolleri olduğundan antioksidan savunma 

sistemleri bunları tamamen ortadan kaldıramaz ve bu nedenle biyomoleküllerde belirli bir 

düzeyde oksidatif hasar sürekli meydana gelir. Bu noktada antioksidanların farklı etki 

mekanizmaları ve savunma düzeyleri etkin rol oynamaktadır [27]. Antioksidan savunma düzeyi 

kişiden kişiye, dokudan dokuya, hücre tipinden hücre tipine, hatta dokudaki hücreler arasında 

(örneğin O₂ konsantrasyonundaki farklılıklara bağlı olarak) değişiklik gösterebilmektedir. 

Hatta mitokondri gibi farklı hücre altı organeller içinde bile farklılıklar bulunur, buna bağlı 

olarak bazı araştırmalar kadınların erkeklerden daha uzun ömürlü olmasının artmış antioksidan 

enzim düzeyleri ve daha düşük vücut demir depolarıyla (adet döngüsü sonucu) ilişkili 

olabileceğini öne sürmektedir [28]. Biyolojik ortamlarda ROS kimyasının son derece 

karmaşık/kompleks mekanizmasını ve çeşitli etkilerini incelemek ve anlamlandırmak 

disiplinler arası yaklaşımlar gerektirmektedir. Kısa ömürleri (kararsızlıkları) sebebiyle ROS 

miktarının doğrudan ölçümleri zor olduğu için literatürdeki çalışmaların çoğunda oksidatif stres 

seviyesinin değerlendirilmesi DNA hasarı, membran peroksidasyonu ve protein modifikasyonu 

seviyelerinin dolaylı ölçümlerine dayanmaktadır. Geliştirilen analitik yöntemler, kanser, 

nörolojik ve kardiyovasküler hastalıklar gibi birçok kronik ve ciddi hastalıkların kökeni ve 

tedavisine yönelik yapılan çalışmalara öncülük etmiştir [29,30].  

 

 

Şekil 2.1 Serbest radikaller oluşumuna sebep olan çevresel faktörler ve sebep oldukları 

hastalıklar. 
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2.2.ANTİOKSİDANLAR 

Antioksidanlar, serbest radikalleri inhibe ederek veya onları kontrol altında tutarak hücrelere 

ve dokulara verilen zararı önleyen moleküllerdir. İnsan vücudu tarafından üretilebilir, diyet 

yoluyla alınabilir veya hastalıkların tedavisi için tasarlanmış/geliştirilmiş sentetik bileşikler 

şeklinde bulunmaktadırlar [31].  

 

 

 

 

 

 

 

 

İşlevsel mekanizmalarına göre birincil ve ikincil olarak iki ana gruba ayrılan antioksidanlar 

organik veya inorganik yapıda olabilirler [32]. Birincil antioksidanlar, hidrojen verici ya da 

alıcıları olarak oksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek radikal türleri daha kararlı hale 

veya radikal olmayan türlere dönüştürerek etki etmektedirler [33]. İkincil antioksidanlar ise 

tekli oksijeni etkisiz hale getirir, peroksitleri parçalayarak radikal olmayan türlere dönüştürür, 

pro-oksidatif metal kelatları oluşturur, oksidatif enzimleri inhibe eder veya UV radyasyonunu 

absorplarlar. Birincil antioksidanlarla birlikte sinerjik etki gösterebilirler. Asidik bir ortam 

yaratarak birincil antioksidanları stabilize etme, hidrojen atomu vererek birincil antioksidanları 

yenileme, moleküler oksijeni etkisiz hale getirme gibi katkıları mevcuttur [34,35].  

Antioksidanlar, oksidatif strese karşı savunma sistemindeki rolleri temel alınarak toplayıcı etki, 

bastırıcı etki, zincir kırıcı etki ve onarıcı etki olarak dört kategoride incelenmektedir [2]. 

Toplayıcı etki, serbest radikal oluşumunu veya serbest radikallerin dahil olduğu reaksiyonları 

etkileyerek daha az reaktif moleküle dönüştürmektedir. Enzimatik antioksidanlar (SOD, GSH-

Şekil 2.2 Serbest radikaller ile antioksidanlar arasındaki ilişki. 
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Px, katalaz) bu kategoride incelenmektedir [4]. Bastırıcı etki, radikal türlerin oluşumunu 

baskılayarak diğer radikallerin üretimine neden olabilecek veya serbest radikale dönüşme 

potansiyeli taşıyan herhangi bir kimyasal türü nötralize ederek oksidatif süreçleri önleyen 

antioksidanlardan oluşmaktadır. Askorbik asit (C vitamini), α-tokoferol (E vitamini) ve 

flavonoidler (kuersetin, kateşin vb.) bu kategoriye dahildir [5]. Zincir kırıcı etki, radikal 

süpürücü antioksidanlar, yeni oluşan radikallere elektron vererek nötralize ederler. Bu 

kategoriye hidrofobik antioksidanlar (askorbik asit, glutatyon, ürik asit) ve lipofilik 

antioksidanlar (α-tokoferol ve ubiquinol) dahildir [6]. Son olarak onarıcı etki, serbest radikal 

hasarının meydana gelmesinden sonra harekete geçen türlerdir. Bu grup oksitlenmiş/hasar 

görmüş proteinleri, lipidleri ve DNA’yı parçalayarak hücresel birikimlerini önleyen ya da 

onaran enzimlerden oluşmaktadır. Bu türün en yaygın örnekleri arasında DNA onaran enzimler 

(polimeraz, glikozilazlar ve nükleazlar) ve proteolitik enzimler (peptidazlar, proteazlar ve 

proteinazlar) bulunmaktadır [7]. Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidanlar, 

reaktif türlerin zarar verici etkilerini karşılayabilir. Antioksidanlar, yükseltgenebilir bileşikler 

olduğu için zincir reaksiyonlarını sonlandırırken kendileri de yükseltgenerek yapısal 

bütünlüklerini kaybederler. Bu nedenle, antioksidanlar yükseltgenebilir bileşikleri (örneğin 

biyolojik makromolekülleri) yalnızca sınırlı bir süre koruyabilir ve belirli bir süre sonra ise 

ortamda bulunmuyormuş gibi oksidatif süreçler devam edebilir [15]. 

Antioksidanların elektron ya da hidrojen donörü olarak indirgeme potansiyelleri, kimyasal 

aktiviteleri, sıklıkla serbest radikal süpürme kapasiteleri ile tanımlanmaktadır. Zincir kırıcı 

antioksidanların etkinliğinin değerlendirilmesi reaksiyon gerçekleşme hızı ve antioksidanın her 

bir molekül için verebildiği elektron ya da etkisiz hale getirilebilen serbest radikal sayısına 

bağlıdır. Antioksidan aktivite, belirli bir oksidan ile belirli bir antioksidan arasındaki 

reaksiyonun hız sabitini temsil eder ve bazı temel faktörlere bağlıdır. Bu faktörler; serbest 

radikal süpürme kapasitesi, elektron ya da hidrojen donörü olarak gösterdiği reaktivite 

(genellikle redüksiyon potansiyeliyle ilişkilidir), metal iyonlarını kelatlama potansiyeli, diğer 

antioksidan bileşikler ile olan sinerjik etkisi olarak sıralanmaktadır [36]. 

 

 

 



8 

 

 

 

2.3.ANTİOKSİDANLARIN SINIFLANDIRILMASI 

Antioksidanlar etki mekanizmalarına, kimyasal yapılarına ve kaynaklarına göre farklı 

sınıflandırılmalara sahiptir. Temel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar 

olarak ikiye ayrılırlar. 

 

 

Ekzojen antioksidanlar, beslenme yoluyla dışarıdan alınanlardır ve bu grubun büyük bir kısmını 

polifenol bileşikler oluşturmaktadır. Antioksidanların bir kısmı enzimler ve enzim ko-faktör 

gibi endojen olarak hücreler tarafından sentezlenir ve genellikle ekzojen antioksidanlardan çok 

daha güçlüdürler. Sonuç olarak endojen antioksidanlar hücresel metabolizmanın ürünleridir ve 

süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksiredoksin (Prx) gibi enzimatik, ya da 

glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidanları içermektedir. Hem enzimatik hem de 

enzimatik olmayan endojen antioksidanlar, hücresel antioksidan savunmayı güçlendirmek ve 

ROS düzeylerini azaltarak oksidatif stresi önlemek için birbirleriyle etkileşen karmaşık bir 

sistem oluşturmaktadırlar [37]. 

 

 

Şekil 2.3 Antioksidanların sınıflandırılması. 
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2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar 

Enzimatik antioksidanlar, reaktif oksijen türlerini azaltmak için sinerjik bir biçimde çalışan 

kompleks bir sistemden oluşurlar. Bu antioksidan enzimlerin her biri hücresel oksidatif dengeyi 

korumak adına kendine özgü roller üstlenir [18,38].  

SOD, O2 varlığında yaşayan tüm organizmalarda bulunan ve iki süperoksit radikal anyonunu 

(O2
-) hidrojen peroksit ve oksijene dönüştüren metalloenzim grubudur. Bu reaksiyon, SOD 

enzimlerinin aktif bölgelerinde bulunan metal iyonlarının (Cu, Zn veya Mn) 

yükseltgenme/indirgenme döngüleriyle gerçekleşmektedir [38]. Bu enzimdeki metal iyonları, 

katalitik aktiviteyi sağlayan ko-faktör olarak görev yaparlar. SOD’lar, (O2•⁻)’nun 

uzaklaştırılmasıyla bu zararlı türlerin oluşumunu engeller ve oksidatif stresi azaltırlar. Oksidatif 

stresin kanser gelişiminde rol oynaması nedeniyle, SOD aktivitesindeki azalma kanser 

oluşumunu tetikleyen temel faktörlerden biridir [39].  

2O2•⁻ + 2H⁺ → O2 + H2O2 

 

CAT, hidrojen peroksitin indirgenmesinde son derece etkili bir enzimdir, iki H2O2 molekülünü 

bir O2 ve iki H2O molekülüne ayırır [40]. Bu enzim, peroksizomlar ve mitokondriler gibi 

hücresel bölgelerde bulunur ve ROS seviyelerini azaltır. H₂O₂ seviyelerinin düzenlenmesi, 

redoks dengesinin ve hücresel sinyallemenin korunması, bu süreçlerle ilişkili hastalıkların 

önlenmesi açısından önemlidir [41]. 

H2O2 → H2O + ½ O2 

 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), mitokondri ve sitozolde bulunan hücrelerdeki peroksitin 

detoksifikasyonundan sorumlu son derece önemli bir enzimdir. Hücrelerdeki indirgenmiş GSH 

yükseltgenmiş glutatyona (GSSG) dönüştürülerek peroksitlerin indirgenmesi katalizlenir. 

GSH-Px oluşan hidrojen peroksiti gidermek için glutatyonu hidrojen donör olarak 

kullanmaktadır. Hücrede gerçekleşen bu reaksiyonlar, hücresel membranları koruyarak 

oksidatif stresin canlı organizmalara verdiği zararı önlemektedirler [42]. 
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2GSH + H2O2 → GSSG + 2H2O 

 

Glutatyon S-Transferaz (GST), antibiyotikler gibi ksenobiyotiklerin ve endojen bileşiklerin 

metabolizmasıyla ilişkili bir enzimdir. GST karaciğerde bol miktarda bulunur ve bilirubin 

taşınması ile ilişkilidir. Metabolizmanın ikinci aşamasında yer alır ve toksik elektrofilik 

bileşiklerin elimine edilmesi için GSH ile konjuge bir şekilde çalışır. Bu şekilde, hücresel 

biyomolekülleri hem endojen hem de eksojen reaktif bileşiklerin saldırısından korumuş olur 

[43,44].  

 

2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar  

Enzimatik olmayan biyolojik antioksidanlar genellikle serbest radikal zincir reaksiyonlarını 

kırarak görev yaparlar. Bu antioksidanların bir kısmı sitoplazma ya da hücre matriksinde 

bulunarak suda çözünürken bir kısmı hücre zarında yer alarak yağda çözünürler [45]. 

 

2.3.2.1.Vitaminler 

E vitamini, tokoferoller ve tokotrienoller olarak adlandırılan 8 farklı moleküler formda bulunan 

yağda çözünen doğal bir antioksidandır. Tokoferoller, yapılarında yer alan hidroksil grubundan 

lipid peroksil radikaline hidrojen transferi gerçekleştirerek lipid peroksidasyon zincirini kırar 

ve hücre membranlarını oksidatif hasara karşı korur. Bu yapılar arasında α-tokoferol (Şekil 2.4), 

en yüksek biyolojik aktiviteye sahip olan form olup insan vücudunda en yaygın olarak bulunan 

türdür [46].  

 

 

 

 

Şekil 2.4 α-tokoferolün kimyasal yapısı. 
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Yağda çözünebilen tokoferollerden farklı olarak sentetik bir antioksidan olan troloks (TR) suda 

çözünme özelliğine sahiptir. Hem hidrofilik hem de lipofilik hücresel bölgelere geçiş yapabilme 

yeteneği sayesinde çeşitli hücre yapılarında etkili olabilmektedir. Hücrelerin H2O2 alımını 

azaltarak antioksidan savunma sisteminin etkinliğini arttırmakta ve endojen antioksidan 

enzimlerin aktivitesini desteklemektedir [47]. Ayrıca TR, plazma ya da serumda bulunan tüm 

antioksidan bileşiklerin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde referans madde 

olarak yaygın şekilde kullanılmakta olup sonuçlar genellikle TR eşdeğeri cinsinden ifade edilir 

[48].  

 

 

 

 

 

 

Askorbik asit, C vitamini, suda iyi çözünebilen doğal bir antioksidandır. İnsan vücudunda 

önemli olan hidroksilasyon reaksiyonunda görev almaktadır. C vitamininin biyokimyasal 

aktivitesi, kimyasal kelatlama (metal iyonlarını bağlama) ve indirgeme özelliklerinden 

kaynaklanmaktadır [49]. Askorbik asit, serbest radikalleri temizleme sürecinde indirgenen E 

vitaminini yeniden aktif forma (indirgenmiş forma) dönüştürür. E ve C vitamini radikalleri 

arasındaki etkileşim yalnızca homojen çözeltilerde değil aynı zamanda liposomal zarlar içinde 

de gerçekleşebilir [50].  

 

 

 

 

 

Şekil 2.5 Troloksun kimyasal yapısı. 

Şekil 2.6 C vitaminin kimyasal yapısı. 
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2.3.2.2.Karotenoidler 

Karotenoidler, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan yağlarda çözünen pigmentlerdir. 

Bitkiler tarafından sentezlenirler ve hayvansal hücreler için de büyük öneme sahiptirler. 

Doğada 600’den fazla farklı türü vardır [51]. En bilinen türleri -karoten, lutein, zeaksantin ve 

likopen yapılarıdır. Konjuge çifte bağları sayesinde açık sarıdan kırmızıya kadar geniş bir 

spektrumda gözlemlenebilirler. Birçok sebze, meyve ve çiçeklerin spesifik renklerde olmasına 

olanak sağlarlar. -karotenin sahip olduğu antioksidan aktivitesi sayesinde A-provitamini 

olarak bilinir [36]. 

 

 

 

 

 

 

2.3.2.3.Polifenoller 

Polifenoller, bitkisel kökenli gıdalarda yaygın olarak bulunan fitokimyasalların en geniş 

kategorisini oluşturan bileşiklerdir. Bitkiler bu bileşikleri ikincil metabolit mekanizmasının bir 

ürünü olarak sentezlemektedir. Bunların bir kısmı bitkinin fizyolojik işlevleri için kullanılırken 

bir kısmı da stres ve çevresel uyarıcılara karşı savunma işlevinde rol oynamaktadır. 

Polifenollerin başlıca grupları flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler, lignanlar ve fenolik 

alkollerdir [18]. Bu bileşikler antioksidan aktiviteye sahip olduklarından doğal eksojen 

antioksidanlar olarak kabul edilirler. Fenolik bileşiklerin antioksidan aktivitesi yapısal 

özelliklerine (benzen halkası ve hidroksil gruplarının sayısı ve konumu) bağlıdır. Bu özellikleri 

onların metabolik redoks reaksiyonlarına katılmasını sağlamaktadır [52]. Fenoliklerin yapısı, 

serbest radikal substratlara proton transferi yoluyla elektron veya hidrojen atomu aktararak 

çoğu oksitleyici türü etkisiz hale getirmelerine olanak tanır, böylece radikal olmayan ürünler 

oluşmaktadır. Yapılarındaki çoklu hidroksil grupları sayesinde metal iyonlarıyla kompleks 

oluşturarak iyonları bağlayabilirler. Ayrıca ROS üreten enzimlerin (örneğin; ksantin oksidaz ve 

Şekil 2.7 -karotenin yapısı. 
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NADPH oksidaz) aktivitesini baskılayabilirken antioksidan enzimlerin (örneğin; SOD ve CAT) 

aktivitesini arttırabilirler [53,54].  

Flavonoidler, iki fenil halkasının heterosiklik bir piron halkası aracılığıyla birbirine bağlanması 

sonucu oluşan ve aromatik halkalarında hidroksil grubu bulunduran düşük molekül ağırlıklı 

bileşiklerdir [50]. Yapılarındaki aromatik halkalar A ve B, hetero halkaysa C ile adlandırılır. C 

halkasındaki oksijen ile başlayarak karbon atomları, B halkasında bulunan karbon atomları ise 

üssü (‘) rakamlarla ifade edilir (Şekil 2.8). Antioksidan özellikleri yapılarındaki aromatik 

halkalara ve bağlı hidroksil gruplarına göre değişmektedir. Flavonoidler genellikle glikozitler 

(O-glikozitler ve C-glikozitler) şeklinde bulunur ve günümüzde 4000’i aşkın flavonoid türü 

tanımlanmıştır [36,55].  

 

 

 

 

 

 

Flavonoidlerin sınıflandırılması genellikle kimyasal yapılarına göre yapılmaktadır. 

Fonksiyonel gruplarının varlığı, heterosiklik halkadaki oksidasyon durumu, hidroksil 

gruplarının sayısı ve konumu gibi kriterlere bağlı olarak çeşitli alt gruplara ayrılırlar. Başlıca 

alt grupları şunlardır; flavoneller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler ve 

flavanoller (Şekil 2.9) [50,56].  

Şekil 2.8 Flavonoidlerin genel kimyasal yapısı. 
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Polifenoller bakımından zengin gıdalar arasında çeşitli meyveler (özellikle kırmızı meyveler), 

kakao, üzüm ve çay bulunur. Bu gıdalar ve bunlardan türetilen ürünler de antioksidan 

bakımından zengindir. Böğürtlen, yaban mersini, çilek ve ahududu gibi meyveler özellikle 

antosiyaninler bakımından oldukça zengindirler [57]. Kakaoda bulunan flavanoller ise başlıca 

epikateşin, kateşin ve prosiyanidin formlarındadır [58]. Şarapta temel polifenoller kateşinler ve 

proantosiyanidinlerdir. Benzer şekilde, kahve ve çay da yüksek antioksidan içeriğine sahiptir 

ve sık tüketilmeleri sebebiyle diyet yoluyla alınan antioksidan kaynaklarını barındırmaktadırlar 

[59]. Antosiyaninler, suda çözünür pigmentler olarak tanımlanabilirler. Çiçeklerde, meyvelerde 

ve sebzelerde yaygın olarak bulunurlar. Antosiyaninlerin rengi pH değişimine bağlı olarak 

farklılık gösterir ve doğada kırmızı, turuncu, mavi, pembe ve mor gibi renklerde bulunabilirler 

[60]. Antosiyaninlerin kimyasal yapısı bir aromatik halka, bir oksijen içeren heterosiklik halka 

ve bu yapıya tek bir karbon atomu ile bağlanmış başka bir aromatik halka şeklindedir. Hidroksil 

gruplarının sayısı, bağlı grupların türü ve aromatik karboksilik asitlerin bağlanma bölgelerine 

göre ayırt edilen 500’den fazla monomeri tanımlanmıştır [61]. Siyanidin, delfinidin, malvidin, 

petunidin ve pelargonidin gibi alt grupları vardır. Antioksidan aktiviteleri, yapısal 

farklılıklarına göre değişir. Antosiyaninlerin güçlü antioksidan aktiviteleri, onların oksidatif 

Şekil 2.9 Flavonoidlerin kimyasal yapıları. 
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stresle ilişkili hastalıkların, gelişimini önleme veya geciktirme potansiyeline sahip bileşikler 

haline getirir. Bu nedenle gıda takviyesi olarak yaygın olarak kullanılmaktadırlar [62]. 

 

 

Fenolik asitler hem suda hem de yağda çözünebilen yapılarıyla etkili doğal antioksidanlardır. 

Bir diğer adlandırması ile fenil propanoidler, hidroksi benzoik ve hidroksi sinnamikleri içeren 

iki alt gruptan oluşmaktadır. P-kumarik, sinapik, ferulik, klorojenik ve kafeik asit türleri L-

tirosin veya L-fenilden meydana gelir (Şekil 2.11). Yapılarında -CH=CH-COOH grubunun 

olması, hidrojen atomu verebilme kapasitesini olumlu etkilemesiyle birlikte benzoik asitlere 

kıyasla serbest radikalleri daha kararlı bir forma getirebilme yeteneği sağlar. Hidroksi benzoik 

asitler kimyasal yapılarındaki metoksi ve hidroksi gruplarının sayılarına ve konumuna göre 

çeşitlilik gösterirler. Bunların bir kısmı; vanilik asit, şiringik asit, gallik asit ve protokateşuik 

asittir [36,63,64]. 

 

 

Şekil 2.10 Antosiyaninlerin pH’a bağlı değişimleri. 
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2.4.SENSÖRLER 

Sensörler, tayini yapılacak analitin konsantrasyonunun, aktivitesinin veya varlığının ölçüldüğü 

sistemlerdir. Analitin kimyasal reaksiyonundan ya da incelenen sistemin sahip olduğu fiziksel 

özelliklerden kimyasal bilgi elde edilmesini sağlamaktadır [2,65]. Temel olarak bir sensör 

sisteminde tanıma elemanı (kimyasal ya da biyolojik reseptör) hedef analitin tanınmasını sağlar, 

dönüştürücü (transdüser) bu etkileşimi ölçülebilir bir sinyale dönüştürür ve bir okuma/veri 

işleme sistemi sinyalin yorumlanmasını sağlar. 

 

 

Şekil 2.11 Yaygın kullanılan fenolik asitlerin yapıları. 

Şekil 2.12 Sensörlerin çalışma prensibinin şematik gösterimi. 
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Son yıllarda analitik kimya ve malzeme bilimi alanındaki gelişmeler sayesinde sensör 

teknolojileri üzerine yapılan araştırmalar büyük bir ivme kazanmaktadır. Özellikle 

biyoteknoloji, nanoteknoloji ve elektrokimya alanındaki ilerlemeler sensörlerin seçiciliğini, 

duyarlılığını ve kararlılığını önemli ölçüde arttırmaktadır. Sensörler bu gelişmeler sayesinde 

sadece laboratuvar ortamlarında değil, aynı zamanda çevresel izleme, biyomedikal teşhis, gıda 

güvenliği, endüstriyel süreç kontrolü ve ilaç analizi gibi geniş bir uygulama yelpazesinde 

kullanılabilir hale gelmektedir. Sensörlerin en önemli avantajları analizlerin düşük maliyetli, 

hızlı ve genellikle numune hazırlığı gerektirmeden gerçekleştirilebilmesidir. Bunlara ek olarak 

taşınabilir cihazlara entegre edilebilirler, eş zamanlı ve yerinde analiz yapılabilmesine olanak 

sağlamaktadırlar. Günümüzde araştırmalar özellikle nanosensörler, biyosensörler, optik 

sensörler ve elektrokimyasal sensörler gibi yeni nesil sensör tiplerinin geliştirilmesine 

odaklanmaktadır. Bu sistemler özgüllükleri ve yüksek hassasiyetleri sayesinde analitik 

ölçümlerde giderek daha fazla tercih edilir bir hal almıştır [66–68]. 

 

2.4.1. Kimyasal Sensörler 

Kimyasal sensörler, bir analite kimyasal reaksiyon aracılığıyla seçimli olarak yanıt veren, 

kantitatif ve kalitatif olarak belirlenmesini sağlayan sistemlerdir [69]. Duyarlılığı ve seçiciliği 

hedef analite karşı arttıran kimyasal sensörler, iki temel fonksiyonel birimden oluşmaktadır. Bu 

birimler alıcı ve dönüştürücü olarak adlandırılmaktadır. Sensörün seçiciliği, hassasiyeti, ömrü 

ve tepki süresi açısından etkili bir ölçüm elde etmek için kullanılan kimyasal seçici membranın, 

filmin veya tabakanın formu ve bileşimi hayati önem taşımaktadır. Yüzey üzerinde bulunan 

ligand veya fonksiyonel gruplar gibi bileşenlerin oluşturduğu sinyaller aracılığıyla analitin bu 

yüzey tarafından kimyasal olarak tanımlanması sağlanmaktadır. Dönüştürücü kısımları ise 

oluşan bu sinyallere yanıt verir ve tespit edilen analit miktarını sinyal büyüklüğüne 

çevirmektedir [2,70]. 

Kimyasal sensörlerin alıcı kısımları fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal olmak üzere 3 farklı 

prensibe dayanmaktadır. Fiziksel sensörler herhangi bir kimyasal reaksiyonun gerçekleşmediği 

sistemlerdir ve ölçümler de absorbans, iletkenlik, kırılma indisi, kütle ya da sıcaklık değişimini 

gibi parametrelere dayanarak yapılmaktadır. Biyokimyasal sensörlerde analitik sinyalin 

kaynağı biyokimyasal süreçlerdir. Mikrobiyal potansiyometrik sensörler ve immünosensörler 
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bu gruba örnektir. Bu tür sensörler, kimyasal sensörlerin bir alt kategorisi olarak 

değerlendirilmekte ve bazıları biyosensörler olarak adlandırılmaktadır [36]. Kimyasal sensörler 

analitin bir kimyasal reaksiyon sonucunda analitik sinyalde artışa neden olurlar ve sinyal 

oluşumu doğrudan gerçekleşen kimyasal reaksiyona bağlıdır. 

Kimyasal sensörler dönüştürücünün türüne bağlı olarak 4 temel grupta incelenebilir; 

Elektrokimyasal sensörler, potansiyometrik sistemleri (iyon seçici elektrotlar ile iyon seçici 

alan etkili transistörler, ISFET ve CHEMFET türleri) ve katı elektrolit temelli gaz sensörlerini 

kapsayan amperometrik/voltammetrik sensörlerden meydana gelmektedir. Ayrıca, çalışma 

prensibi doğrudan elektrokimyasal bir reaksiyona dayanmamakla birlikte elektriksel iletkenlik 

değişimlerinin ölçümünü esas alan yarı iletken gaz sensörleri de elektrokimyasal sensör sınıfı 

içerisinde değerlendirilmektedir [36,71].  

Optik sensörler, kimyasal süreçlere bağlı olarak ortaya çıkan spektroskopik değişimlerin 

ölçülmesine dayanan sistemlerdir. Fiber optik sistemler, klinik analizlere yüksek uyumluluk 

göstermeleri nedeniyle 1997’den bu yana bu alandaki araştırmalarda yaygın bir şekilde 

kullanılmaktadır. Ayrıca bazı biyosensör uygulamalarında da optiksel ölçüm tekniklerinden 

yararlanılmaktadır. Yansıma, absorbans, lüminesans temelli ölçümler farklı tür optik 

sensörlerin temel çalışma prensiplerini oluşturmaktadır [36,72].  

Kütle duyarlılığa sahip sensörler, piezoelektrik fenomeni esas alınarak tasarlanmış olup salınım 

kristalinin yüzeyindeki kütle değişimine bağlı olarak rezonans frekansında meydana gelen 

kaymaları algılamaktadırlar. Elde edilen frekans değişimi, yüzeye adsorplanan maddenin 

miktarıyla doğru orantılıdır [73].  

Isı duyarlı sensörler, literatürde çoğunlukla kalorimetrik sensörler olarak tanımlanmaktadır. 

Analitin varlığında gerçekleşen kimyasal reaksiyonların oluşturduğu sıcaklık değişimleri 

termistör ya da platin bazlı termometre gibi uygun transdüserler aracılığıyla izlenmektedir. Bu 

tip sensörlerde kullanılan reaksiyon ortamlarında genellikle yanıcı gazlar kullanılmaktadır [36]. 

 

2.4.1.1.Optik Sensörler 

Optik sensörler, günümüzde birçok endüstri ve araştırma alanında vazgeçilmez hale gelmiştir. 

Bu sensörler ışığın absorbans, yansıması, kırılması veya yayılması prensiplerine dayanarak 
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yüksek hassasiyetle ölçüm yaparlar [74]. Çevresel görüntüleme uygulamalarında hava kalitesi, 

su kirliliği ve iklim değişikliği gibi faktörlerin sürekli ve doğru bir şekilde izlenmesini 

sağlamaktadırlar [75]. Biyomedikal araştırmalarda hücrelerin ve biyomoleküllerin 

davranışlarını izlemek, biyokimyasal reaksiyonları analiz etmek ve tıbbi teşhislerde 

kullanılmak amacıyla kullanılmaktadırlar [76]. Ayrıca endüstriyel proses kontrollerinde, üretim 

süreçlerinin verimliliğini arttırmak ve kalite kontrolü sağlamak maksadıyla yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar [77]. Gıda endüstrisinde ise, optik sensörler, gıda örneklerinde kalite 

kontrol, tazelik ölçümü ve kontaminasyon tespiti gibi kritik analizlerde rol oynarlar. Özellikle, 

meyve ve sebzelerin olgunluk durumunu belirlemek, süt ve süt ürünlerinde mikrobiyal 

aktiviteyi izlemek ve ambalajlı gıdaların analizlerinde kullanılmaktadır [78]. Tüm bu çeşitli 

uygulamalarda enerji verimli, düşük maliyetli, minyatürize edilebilirliği gibi avantajlarıyla 

yüksek performanslı sistemlerin üretilmesini mümkün kılarak yenilikçi çözümler sunmaya 

olanak sağlarlar. 

 

2.5.MİKROPLAKA ESASLI YÖNTEMLER 

Son yıllarda biyokimya ve analitik kimya alanında yüksek verimli, çevreci ve yenilikçi 

sistemlerin/analizlerin gereksinimin artmasıyla birlikte mikroplaka esaslı yöntemler geleneksel 

spektrofotometrik yöntemlere güçlü bir alternatif olarak öne çıkmaktadır [79]. Mikroplakalar, 

genellikle 96 kuyucuktan (Şekil 2.13) oluşan çok sayıda örneğin eş zamanlı ölçülmesine imkân 

sağlayan, düşük hacimli ve otomasyona uygun sistemlerdir [80]. Bu sistemlerde ölçüm 

hacimlerinin mikrolitre seviyelerine düşmesi hem kimyasal/çözücü kullanımı önemli ölçüde 

azaltmakta hem de analiz maliyetlerini düşürmektedir. Ayrıca çoğu mikroplaka okuyucunun 

absorbans, floresans ve luminesans ölçümlerini yapabilmesinin yanı sıra kesintisiz (continuous) 

ölçüm yapabilmeleri kinetik analizleri için büyük avantaj sağlamaktadır [81,82]. Böylelikle 

hızlı reaksiyonlar kısa periyotlarla gözlemlenebilmekte ve daha güvenilir veriler elde 

edilmektedir. 
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Antioksidan kapasite tayinlerinde kullanılan klasik yöntemlerin (DPPH, ABTS, CUPRAC vb.) 

mikroplaka formatına uyarlanması özellikle gıdalar [83], doğal ekstraktlar [84], biyolojik 

örnekler [85] ve tarımsal ürünler [86] üzerinde yapılan analizlerde kolaylık sağlar. Mikroplaka 

esaslı yöntemler antioksidan analizleri için yalnızca hız ve maliyet açısından değil aynı 

zamanda ölçümlerin doğruluğu ve tekrarlanabilirliği bakımından da önemli avantajlar 

sunmaktadır. Çoklu kuyucuk yapısı her bir analiz içerisinde kör çözelti, standart ve örnek 

çözeltilerin eş zamanlı olarak yürütülmesine olanak sağlayarak yöntemin güvenilirliğini de 

arttırır. Ayrıca, otomasyona uyumlu olması sebebiyle manuel işlem hatalarını da azaltmakta ve 

örnek sayısının yüksek olduğu analizlerde standartlaşmaya olanak sağlamaktadır.  

 

2.6.TAC YÖNTEMLERİ 

Son yıllarda literatürde, antioksidan aktivitesi ölçmek için kullanılan yöntem ve cihazlarda 

önemli çalışmalar görülmektedir. Geliştirilen ilk yöntemler antioksidanların belirli oksidasyon 

ürünlerinin oluşumuna karşı etkinliğini ölçmeye dayanmakta ve dolayısıyla lipid 

oksidasyonunun belirlenmesi esasına göre geliştirilmektedir [87]. Günümüzde kullanılan 

yöntemler ise farklı serbest radikal veya reaktif oksijen türlerine karşı süpürme aktivitesi, 

indirgeme gücü ve metal kelatlama kapasitesi gibi özel yaklaşımlarla doğrudan ölçüme 

Şekil 2.13 96 kuyucuk içeren mikroplaka. 
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dayanmaktadır. İlgili kimyasal reaksiyonlara göre bu testler HAT temelli yöntemler ve ET 

temelli yöntemler olarak ikiye ayrılmaktadır. Reaksiyon mekanizmaları farklı olsa da her iki 

yöntem grubunda da antioksidan aktiviteleri, antioksidanların belirli radikal türlerini nötralize 

etme kapasiteleri ile ilişkilendirilmektedir [88].  

 

2.6.1. Hidrojen Atom Transferi Esaslı Antioksidan Kapasite Tayin Yöntemleri 

HAT yöntemleri, bir antioksidanın serbest radikalleri hidrojen atomu transferi yoluyla 

sönümleme kapasitesini ölçmektedir. Antioksidan kapasitesini ölçmek için HAT mekanizması 

genellikle radikal başlatıcılarla (peroksitler veya azo boyar maddeler) birlikte kullanılmaktadır. 

Antioksidanın etkisi incelenirken, oluşan serbest radikaller için antioksidan ve substratın 

rekabetine dayanan yarışmalı kinetik reaksiyonları kullanılmaktadır [10]. 

ROO• + AH/ArOH ⇄ ROOH + A•/ArO• 

 

HAT mekanizmasını açıklayan bu reaksiyonda, peroksil radikali (ROO•) ile fenol (ArOH yani 

antioksidan) arasındaki etkileşim sonucu oluşan ariloksil radikali (ArO•) rezonans kararlılığı 

sayesinde stabilize olur. Burada AH, oksidasyondan korunması hedeflenen biyomolekülleri 

temsil etmektedir. Etkili bir fenolik antioksidan, biyomoleküllerle serbest radikallerden daha 

hızlı reaksiyona girmelidir, böylece oksidatif hasara karşı koruyucu etki sağlamaktadır [89].  

 

2.6.1.1.ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yöntemi 

ORAC testi, biyolojik sistemlerde ve gıdalarda lipid oksidasyonunda baskın serbest radikal türü 

olan peroksil radikallerine karşı antioksidanların süpürme kapasitesini ölçerek, HAT 

mekanizmasına dayalı klasik radikal zincir kırıcı antioksidan kapasiteyi yansıtan bir yöntemdir 

[80]. Bu yöntemde peroksil radikali floresans özellik gösteren bir molekülle (prob) floresans 

olmayan bir ürün oluşturmak üzere reaksiyona girer. Bu moleküller genellikle 2,2′-azobis(2-

amidinopropan) dihidroklorür (AAPH), 3′,6′-dihidroksi-spiro[izobenzofuran-1[3H],9′[9H]-

ksanten]-3-on (fluorescein) ya da 2′,7′-diklorodihidrofluorescein diasetat 

(diklorofluorescein)’dir [90]. AAPH’ın bozunması sürekli bir radikal (ROO•) akışı sağlar, bu 
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sırada fluorescein/diklorofluorescein oksitlenebilir hedef madde olarak davranır ve reaksiyonun 

kinetiği floresans sinyali aracılığıyla belirlenmektedir. ROO• varlığında floresans sinyalinin 

azalma hızı ölçülür. Aynı zamanda, floresan probun ROO• ile tepkimesi sonucu floresan 

özelliğini kaybeden bir ürüne dönüşmesi nedeniyle bu molekülün/bileşiğin miktarı da dolaylı 

olarak belirlenmektedir [91]. Antioksidanın koruyucu etkisinin hesaplanması, floresans 

bozunma eğrisinin altındaki integre edilmiş net alandan (AUC) yapılmaktadır. Böylece peroksil 

radikalleri ile oksitlenen bir hedef molekülün bir antioksidan tarafından ne kadar korunduğu, 

hedef molekülün bozunması floresans takibi ile izlenerek bulunmaktadır [92]. 

AAPH + O2 → 2ROO• + N2 

ROO• + Probfloresan → ROOH + Oksitlenmiş Probfloresan olmayan 

ROO• + AH → ROOH + A• 

ROO• + A• → ROOA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.14 Bozunma eğrisinin altındaki integre edilmiş net alan (AUC) grafiği. 
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2.6.1.2.TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Yöntemi 

TRAP yöntemi, bir azo bileşiğinin (genellikle AAPH) termal bozunmasıyla başlatılan kontrollü 

bir lipid peroksidasyon reaksiyonu esnasında oksijen tüketimini ölçmeye dayalı olarak 

geliştirilmiştir. Bundan dolayı plazmanın bu reaksiyonu engelleme kabiliyetinin dolaylı olarak 

ölçülmesidir. İndüksiyon periyodu, oksijen emiliminin yavaşladığı süre, nicel olarak ölçülerek 

örneklerin toplam antioksidan kapasitesi TRAP değeri olarak ifade edilmektedir [93].  

TRAP değeri, birim hacimde (örneğin 1 L plazma) tutulan peroksil radikallerinin (ROO•) 

mikromol cinsinden sayısı olarak ifade edilir [94]. Ancak yöntemin analiz süresi, düşük 

tekrarlanabilirlik gibi dezavantajları sebebiyle literatürde daha sonraki çalışmalarda çeşitli 

modifikasyonlarla kullanılmaktadır [95]. 

2.6.1.3.Luminol Yöntemi 

Luminol yöntemi, kemilüminesans temelli bir TRAP yöntemi olarak ifade edilmektedir. Bu 

yöntemde, AAPH bileşiğinin oluşturduğu peroksil radikalleri yükseltgenebilir bir substrat olan 

luminolün oksidasyonunu tetikleyerek ışık yayan luminol radikallerinin oluşmasına yol 

açmaktadır. Ortaya çıkan bu ışık sinyali luminometre adı verilen cihazlar aracılığıyla 

kaydedilmektedir. Antioksidan özellik taşıyan bileşikler kemilüminesans sinyalinin belirli bir 

süre boyunca oluşmasını engelleyerek gecikme zamanı adı verilen bir periyot oluşturur. Bu 

gecikme süresi incelenen örneğin toplam antioksidan kapasitesi ile doğru orantılıdır ve 

kaydedilen sonuçlar troloks eşdeğeri üzerinden ifade edilmektedir [36,96]. 

2.6.1.4.Krosin Beyezlatma Yöntemi 

Bu yöntem, plazmadaki toplam antioksidan kapasitenin kinetik parametreler üzerinden 

değerlendirilmesine dayanmaktadır. Yöntemin temel prensibi, AAPH tarafından üretilen 

peroksil radikallerinin krosini oksitleyerek rengini gidermesi üzerine kuruludur. Krosinin 

peroksil radikalleri ile reaksiyon hızı, antioksidan bulunmayan koşullarda (V0) ve antioksidan 

varlığında (V) olmak üzere 10 dakikalık süre içinde belirlenmektedir. Elde edilen hızların oranı 

(V0/V) x eksenini, antioksidan konsantrasyonunun [A] krosin konsantrasyonuna [C] oranı ise y 

eksenini oluşturacak şekilde bir grafik çizilir. Ortaya çıkan bu lineer grafiğin eğimi ka/kc oranını 

yani analiz edilen bileşiğin peroksil radikalleriyle etkileşimindeki dolaylı kapasitesini 

göstermektedir. Burada ka antioksidan-peroksil radikali reaksiyonunun hız sabiti, kc ise krosin-

peroksil radikali reaksiyonunun hız sabitini temsil etmektedir. Hesaplanan bu oran daha önce 
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troloks için belirlenen oranın değerine bölünerek sonuçlar troloks eşdeğeri şeklinde ifade 

edimektedir. Bu yöntem, iki farklı antioksidan bileşiğinin peroksil radikalleri ile etkileşim 

kinetiklerinin karşılaştırılmasına imkân sağlamaktadır [36]. 

 

2.6.2. Elektron Transferi Esaslı Antioksidan Kapasite Tayin Yöntemleri 

ET temelli TAC yöntemleri, çeşitli radikal ve radikal katyonların indirgenmesi yoluyla 

antioksidanların elektron verme kapasitesi ile değerlendirilmektedir. Bu antioksidanların 

indirgeme ve sönümleme yeteneğine dayanmaktadır [97]. ET temelli TAC analizleri iyi bir 

hassasiyete sahiptir, çünkü antioksidan tarafından indirgenince renk veya floresans değişimi 

gösteren problar kullanılmaktadır. İndirgenmiş ve orijinal probların absorpsiyon veya floresans 

yoğunlukları arasındaki fark doğrudan ölçülmektedir [10].  

Antioksidanların ET mekanizmasına göre etki biçimi şu reaksiyonlarla özetlenebilir: 

ROO• + AH/ArOH → ROO⁻ + AH•⁺ / ArOH•⁺  

AH•⁺ / ArOH•⁺ + H₂O ↔ A• / ArO• + H₃O⁺ 

ROO⁻ + H₃O⁺ ↔ ROOH + H₂O 

Bu reaksiyonlar genellikle HAT temelli testlere/yöntemlere göre daha yavaş gerçekleşmektedir. 

Ancak metal kompleksleri aracılığıyla yapılan bazı problarda solvent tipine bağlı olarak 

istisnalar meydana gelebilmektedir. ET reaksiyonları hem çözücüye hem de pH’a karşı 

duyarlıdır [97]. 

 

2.6.2.1.Folin-Ciocalteu Yöntemi 

Folin-Ciocalteu (FC) yöntemi başlangıçta proteinlerin analizi için tasarlanmış ve reaktifin, 

proteinlerin fenol grubu içeren tirozin kalıntılarıyla olan etkileşimini inceleyen bir yöntemdir. 

FC testi, alkali ortamda fenolik bileşiklerin Folin–Ciocalteu reaktifini (3H₂O–P₂O₅–13WO₃–

5MoO₃–10H₂O) indirgemesi prensibine dayanır, bu etkileşim sonucunda oluşan mavi rengin 

yoğunluğu protein içeriği ile doğru orantılıdır [98]. Sonrasında bu yöntem toplam fenollerin 
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ölçümü için genişletilmiştir. Reaktifin kimyasal yapısı tam olarak tanımlanmamıştır ancak 

fosfomolibdik ve fosfotungstik asit komplekslerinden oluştuğu düşünülmektedir [97].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FC yöntemi kolay uygulanabilir ve tekrarlanabilirliği yüksek bir yöntem olsa da pH, sıcaklık 

ve reaksiyon süresine duyarlılık gibi kısıtlamaları mevcuttur. Ayrıca, lipofilik fenoller için 

doğrudan uygulanabilirliği sınırlıdır [99]. 

2.6.2.2.TEAC (Troloks Eşdeğeri Antioksidan Kapasitesi) /ABTS Yöntem 

TR eşdeğeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen bu yöntem, (2,2’-azinobis(3-

etilbenzotiazolin-6-sülfonat)) ABTS'nin yoğun renkteki radikal katyonunu kullanarak 

antioksidan bileşikler tarafından sağlanan hidrojen atomlarını veya elektronları kabul eden 

faydalı bir kolorimetrik prob olarak kullanılmaktadır. Antioksidan yeteneği, bileşiğin (örneğin, 

Ph–OH) ABTS•+ rengini azaltma yeteneği olarak ölçülmekte olup bu başlangıç oksidasyonunu 

engelleyerek ve ABTS•+ üretimini önleyerek veya doğrudan önceden oluşturulmuş radikal 

katyon ile reaksiyona girerek gerçekleşmektedir. Antioksidan varlığında bu radikal katyonunun 

Şekil 2.15 Folin-Ciocalteu yönteminin şematik gösterimi. 
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absorbansında belirli bir süre içindeki azalmadan yararlanılarak toplam antioksidan kapasitesi 

troloks cinsinden bulunmaktadır [92]. 

 

 

 

 

 

 

2.6.2.3.DPPH Radikal Süpürme Yöntemi 

DPPH yöntemi, antioksidanların radikal giderme kinetiğini ölçmeye dayalı bir yöntemdir. 

Reaksiyon denklemi HAT mekanizmasına göre formüle edilebilir ancak özellikle fenol-iyonize 

edici çözücülerde ve alkali pH’da ET mekanizması da göz ardı edilememektedir. DPPH• (1,1-

difenil-2- pikrilhidrazil) radikali hidrojen donörlerle etkileştiğinde hidrazine indirgenir. Kırmızı 

renkli DPPH• radikali 515 nm’de kararlıdır. Antioksidanlarla reakiyonu sonucunda 

absorbansında düşme meydana gelerek rengi kırmızıdan sarıya döner. Bu yöntem 

antioksidanların radikal süpürme yeteneğini inceleyen bir yöntem olarak kullanılmaktadır [92].  

 

 

 

Şekil 2.16 ABTS•⁺ katyonunun yapısı. 

Şekil 2.17 DPPH yönteminin şematik gösterimi. 
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2.6.2.4.FRAP Yöntemi 

Bu yöntem, demir(III) iyonlarının indirgenmesine dayanarak toplam antioksidan kapasitesinin 

belirlenmesini amaçlamaktadır. Asidik koşullar altında Fe(III) iyonları kısaltması TPTZ olan 

tripiridiltriazin ile etkileşime girerek Fe(III)-TPTZ kompleksini oluşturmaktadır. Numunedeki 

antioksidan bileşiklerin indirgeme etkisi sonucunda bu kompleks Fe(II)-TPTZ formuna 

dönüşür. Oluşan bu kompleks koyu mavi renkli olup 593 nm dalga boyunda maksimum 

absorbans göstermektedir [100]. 

2.6.2.5.CUPRAC (Bakır(II) İyonu İndirgeme Antioksidan Kapasite) Yöntemi 

CUPRAC yöntemi, polifenollerin ve plazma antioksidanlarının Cu(II) iyonlarını azaltma 

yetenekleri ölçüldüğünden dolayı "bakır iyonu azaltıcı antioksidan kapasitesi" yöntemi olarak 

literatüre sunulmuştur. Seçilen kromojenik reaktif, Cu(II)-neokuproin, biyolojik olarak önemli 

olan antioksidanlara (örneğin; askorbik asit, -tokoferol, ürik asit, bilirubin vb.) ve gıda 

antioksidanlarına (örneğin; flavonoidler, basit fenolik ve hidroksisinnamik asitler) 

uygulanabilen bir yöntem olarak geliştirilmiştir. Bununla birlikte, hidrofilik ve lipofilik 

antioksidanlara da uygulanabilen geniş spektrumlu bir uygulama alanı mevcuttur [101]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 2.18 CUPRAC yönteminin şematik gösterimi. 
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Genel olarak bu yöntemin prosedürü, Cu(II) klorür çözeltisi, neokuproin (Nc) çözeltisi ve 

amonyum asetat (pH=7) tampon çözeltisinin karıştırılması ve ardından, tayini yapılacak 

herhangi bir antioksidan bileşiğin üzerine ilave edilmesiyle 30 dakika bekletilip içerisinde 

antioksidan bileşiklerin bulunmadığı referans çözeltisine karşı 450 nm’de absorbans değerinin 

ölçülmesi şeklindedir [101].  

2n Cu(Nc)2 
2+ + Ar(OH)n  →  2n Cu(Nc)2

+ + Ar(=O)n + 2n H+ 

 

Yukarıda verilen reaksiyonda antioksidan bileşiklerin yükseltgenmesi gösterilmektedir. Bu 

bileşikler aynı zamanda indirgen özellik gösterdiklerinden dolayı oksidasyon arası olarak 

kullanılan Cu(II)-Nc reaktifini indirgemektedirler. Bu reaksiyonda, polifenolik antioksidanların 

Ar(OH) ve reaktif Ar-OH grupları genellikle kinonlara (Ar=O) yükseltgenmektedir ve Cu(II)-

Nc reaktifi ise Cu(Nc)2
+ kelatına indirgenmektedir. CUPRAC reaktifi hazırlanırken Cu2+ 

iyonlarının neokuproin miktarına göre stokiyometrik olarak fazla tutulması, Cu(Nc)2
2+ 

kompleksinin yeterli konsantrasyonda bulunmasını sağlamaktadır. Burada yükseltgeyici tür 

yalnızca Cu²⁺ değil, Cu(Nc)₂²⁺ kompleksidir. Bunun nedeni, Cu(II/I)-neokuproin kompleksinin 

standart redoks potansiyelinin (≈ +0,60 V) serbest Cu(II/I) (Cu²⁺/Cu⁺) potansiyelinden (≈ +0,17 

V) çok daha yüksek olmasıdır ve bu durumda, polifenollerin Cu(Nc)₂²⁺ ile hem termodinamik 

hem de de kinetik olarak daha hızlı ve verimli yükseltgenmesini sağlamaktadır. Oluşan redoks 

reaksiyonu sonucunda elde edilen renkli ürün miktarı (yani Cu(I)-Nc kelatı), reaksiyona giren 

Cu(II)-Nc miktarına eşit olmaktadır ve açığa çıkan protonlar, amonyum asetat tampon 

ortamında nötralize edimektedir [101]. 

CUPRAC yöntemi ilk olarak spektrofotometrik bir TAC tayin yöntemi olarak geliştirilmiş olsa 

da literatürde gerçekleştirilen çeşitli modifikasyonlarla [102–106]  metodun kapsamının önemli 

ölçüde geliştirilebileceği gösterilmiştir. Yöntem bu modifikasyonlar sayesinde farklı numune 

matrikslerine uygulanabilmekte ve çeşitli ölçüm teknikleriyle entegre edilerek duyarlılık ve 

seçicilikte belirgin artış sağlamaktadır. Sensör esaslı sistemlere modifiye edilen CUPRAC 

yöntemlerinde analiz hızının artması, reaktif tüketiminin azalması ve çoklu analizlere imkân 

sağlanmasıyla geniş bir uygulama esnekliği sunmaktadır.  
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2.7.LİTERATÜR ÖRNEKLERİ 

Kuswandi vd. yaptıkları çalışmada, bitkisel ekstraktların TAC değerlerinin belirlenebilmesi için 

DPPH temelli bir kâğıt mikrozon plakası kullanılarak geliştirilen yeni bir kolorimetrik analiz 

yöntemi kullanmıştır [107]. PµZP ekran baskı tekniğiyle oluşturulmuş kuyucuklu bir kâğıt 

üzerine DPPH radikalininin immolize edilmesiyle hazırlanmıştır. Mor renkli DPPH radikali, 

antioksidanlarla reaksiyona girerek soluk sarı hidrazin formuna indirgenmiştir. Bu renk 

değişimi tarayıcı ile görüntülenip ImageJ yazılımıyla analiz edilmiştir. Yapılan optimizasyon 

ve sistematik deneyler sonucunda geliştirilen PµZP temelli sensör, antioksidan analizinde hızlı, 

basit, ucuz, düşük hacim gerektiren ve taşınabilir bir alternatif sunmuştur. 

Johnson vd. yaptıkları çalışmada, mikroplaka temelli yöntemler geliştirilirken genellikle ihmal 

edilen absorbans ölçüm öncesinde plakanın çalkalanması/karıştırılması (shaking) incelemiştir 

[108]. Bu sebeple çalışmada toplam fenolik içerik ve toplam antioksidan aktivite analizleri için 

FC yöntemi ve FRAP yöntemi kullanılmıştır. 6 farklı çeşitten toplam 36 nohut örneğinin her 

iki yöntem için de karıştırma öncesi ve sonrası absorbans değerleri ölçülmüştür. Karıştırma 

sonrası doğrusal bir artış gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, karıştırma işleminin reaksiyonun 

tamamlanması üzerinde olumlu bir etki gösterdiği ve bununla birlikte, yöntemin 

tekrarlanabilirliğini arttırdığı tespit edilmiştir. 

Indracanti vd. yaptıkları çalışmada, antioksidan aktivitesinin hızlı ve güvenilir şekilde 

belirlenmesine yönelik 96 kuyucuklu mikroplaka temelli bir ABTS yöntemi geliştirmiştir [109]. 

Yöntemin konsantrasyon, inkübasyon süresi, reaktif ve örnek hacimleri, reaktif hazırlama 

koşulları ve tampon pH’sı gibi parametreleri optimize edilmiştir. Optimize edilen ABTS temelli 

mikroplaka yöntemi hem intra-assay hem de inter-assay analizlerde yüksek doğruluk ve 

hassasiyet göstermiştir. Çalışmada bazı antioksidan bileşikleri ve sebze ekstraktraları 

kullanılmış olup yöntemin tekrarlanabilirliği ve doğruluğu incelenmiştir. Sonuç olarak, 

geliştirilen 96 kuyucuklu mikroplaka temelli ABTS yöntemi, standart antioksidan ve bitkisel 

örneklerin antioksidan kapasitesitelerini hızlı, hassas ve tekrarlanabilir biçimde belirlemek için 

uygun, güvenilir ve düşük maliyetli bir analiz imkânı sunmaktadır. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1.KİMYASALLAR 

Tez çalışması sırasında kullanılan kimyasallardan troloks, gallik asit, kuersetin dihidrat, 

askorbik asit, rutin, -tokoferol, bilirubin, kateşin, neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) 

Sigma-Aldrich’ten; bakır(II) klorür dihidrat ve amonyum asetat Merck’ten; etanol ise 

Isolab’dan temin edilmiştir. Gerçek örnek çalışmalarında kullanılan serumlar Capricorn 

Scientific’dan ve çaylar da yerel marketten temin edilmiştir. Tüm kimyasallar analitik saflıkta 

olup ek bir saflaştırma işlemine tabi tutulmamıştır. Tüm deneysel aşamalarda yer alan sulu 

çözeltiler ultra saf su kullanılarak hazırlanmıştır.  

 

3.2.CİHAZLAR 

Bu çalışmada kullanılan kimyasal bileşiklerin tartımı için Shimadzu AP22WD model bir 

analitik terazi, hazırlanan çözeltilerin homojen bir şekilde karıştırılması için Heidolf marka bir 

girdap karıştırma cihazı, reaktifleri mikroplakalara sabitleme aşamasında kullanılan Telstar 

LyoQuest model bir liyofilizatör ve tüm çözeltilerin hazırlanması sırasında Elga marka bir saf 

su sistemi kullanılmıştır. Mikroplakaların absorbans ölçümleri BioTek Synergy H1 model 

mikroplaka okuyucu ile yapılmıştır. Ayrıca, karşılaştırma aşamasında absorbans ölçümleri 

Shimadzu UV-1900i model UV-Vis spektrofotometresi ve ölçüm yapmak için QS marka birer 

çift kuartz küvet kullanılmıştır.  

 

3.3.ÇÖZELTİLERİN HAZIRLANMASI 

3.3.1. Geleneksel CUPRAC Yöntemi için Çözeltilerin Hazırlanması 

İlk olarak, 250 mL’lik balon jojeye 0,426 g CuCl2.H2O tartılmıştır ve hacmine ultra saf su ile 

tamamlanarak 1,0x10-2 M Cu(II) klorür çözeltisi elde edilmiştir. Daha sonra, 7,5x10-3 M 

Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) için 100 mL’lik balon jojeye 0,156 g tartılarak 
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hacmine EtOH ile tamamlanmıştır. Son olarak, 1,0 M (pH=7) amonyum asetat ise 250 mL’lik 

balon jojeye 19,27 g tartılarak hacmine ultra saf su ile tamamlanmıştır.   

 

3.3.2. Geliştirilen CUPRAC Yöntemi için Çözeltilerin Hazırlanması 

3,0x10-2 M Cu(II) klorür çözeltisi 250 mL’lik balon jojeye 1,279 g Cu(II) klorür dihidrat 

(CuCl2.2H2O) tartılarak saf su ile hazırlanmıştır. 22,5x10-3 M neokuproin çözeltisi için balon 

jojeye 0,468 g tartılıp etil alkol ortamında 100 mL’ye tamamlanmıştır. Son olarak, 3,0 M 

(pH=7) amonyum asetat çözeltisi için ise 250 mL’lik balon jojeye 57,81 g tartılarak hacmine 

tamamlanmıştır. 

 

3.3.3. Standart Antioksidan Bileşiklerin Hazırlanması 

Askorbik asit, saf su içerisinde derişimi 1,0x10-3 M olacak şekilde çözündürülerek 

hazırlanmıştır. 1,0x10-3 M bilirubin standart çözeltisi ise 0,01 M NaOH çözeltisi ile 

çözündürülüp bazın aşırısı 0,01 M HCl çözeltisi ile nötralleştirilerek hazırlanmıştır. Diğer 

antioksidan bileşiklerin çözeltileri, derişimleri 1,0x10-3 M olmak üzere EtOH ile hazırlanmıştır. 

Deneysel aşamalarda kullanılan tüm standart çözeltiler ana stoklarından EtOH:Su (50:50, v:v) 

çözeltisi ile seyreltilmiştir. 

 

3.3.4. Çay ve Serum Örneklerinin Hazırlanması 

Poşet çay örnekleri, 250 mL’lik ile bir beher içerisinde kaynatılmış suya 2 dakika boyunca 

daldırılıp çıkartılmıştır. Sonrasında 3 dakika boyunca üstü kapalı bir şekilde beherde 

demlemeye bırakılmıştır. İşlem sonrasında poşet çıkartılarak çözelti 45 m şırınga filtresinden 

geçirilerek süzülmüştür ve oda sıcaklığında soğumaya bırakılmıştır. Sonrasında yapılan 

deneysel çalışmalarda seyreltme amacıyla EtOH:Su (50:50, v/v) çözeltisi kullanılmıştır. 

Serum örneklerine ise proteinlerin çöktürülmesi amacıyla 1:3 oranında EtOH ilavesi ardından 

girdap karıştırıcı ile homojenize edildikten sonra 7500 rpm’de 10 dakika santrifüjlenmiştir. 
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İşlem sonucunda elde edilen berrak üst faz dikkatlice toplanarak deneysel çalışmalara devam 

edilmiştir.  

 

3.3.5. İnterferans Çalışmaları için Çözeltilerin Hazırlanması 

Geliştirilen mikroplaka esaslı sensörün antioksidan varlığında girişim yapması ihtimaline karşı 

C2O4
2-, C6H5O7

3-, NO3
-, SO3

2-, SO4
2-, CO3

2-, Cl-, K+, Ca2+, Na+  iyonlarının ve D(+)-glukoz’un 

10-2 M’lık ana stok çözeltileri saf su ile hazırlanmıştır.  

 

3.4.YÖNTEMLERİN UYGULANMASI  

3.4.1. Geleneksel CUPRAC Yöntemi 

10 mL’lik temiz bir deney tüpüne sırasıyla 1,0 mL 10 mM Cu(II) çözeltisi, 1,0 mL 7,5 mM 

neokuproin çözeltisi ve 1,0 mL 1,0 M amonyum asetat tamponu eklenmiştir. Daha sonra, aynı 

deney tüpene x mL hazırlanan örnek çözeltisi ve (1,1-x) mL saf su ilave edilerek iyice 

çalkalanmıştır. Toplam hacmi 4,1 mL olacak şekilde hazırlanan çözeltiler oda koşullarında ağzı 

kapalı olacak şekilde 30 dakika bekletilmiştir. Belirtilen süre sonunda, örnek içermeyen 

referans çözeltiye karşı, oluşan Cu(I)-Nc kompleksinin absorbans değerleri karakteristik dalga 

boyu olan 450 nm’de ölçülmüştür.  

1,0 mL Cu(II) + 1,0 mL Nc + 1,0 mL tampon + x mL antioksidan çözeltisi + (1,1 – x) mL H₂O 

Toplam hacim (Vₜₒₚₗₐₘ) = 4,1 mL 

 

3.4.2. Geliştirilen Mikroplaka Esaslı Antioksidan Kapasite Tayini Yöntemi 

Bir reaktif haznesine eşit hacimlerde 30 mM Cu(II) çözeltisi, 22,5 mM neokuproin çözeltisi ve 

3,0 M amonyum asetat tamponu eklenerek reaktif çözeltisi hazırlanmıştır. Elde edilen reaktif 

çözeltisi, her bir mikroplaka kuyucuğunda 40 µL olacak şekilde ilave edilmiştir. Hazırlanan 

mikroplakalar, -20 °C’de bir gece bekletildikten sonra, 12 saat boyunca liyofilizatör yardımıyla 
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toz formuna dönüştürülmüştür. Sonrasında, reaktif sabitlenmiş mikroplakaların her bir 

kuyucuğu antioksidan standart çözeltiler ile muamele edilmiştir. Mikroplaka okuyucu 

cihazında 5 dakika boyunca orbital karıştırma işlemine tabi tutulduktan sonra 25 dakika 

boyunca CUPRAC reaktifinin ilave edilen antioksidanlarla reaksiyonun verimli bir şekilde 

gerçekleşebilmesi için bekletilmiştir. Belirtilen süre sonunda oluşan Cu(I)-Nc kompleksinin 

absorbans değeri karakteristik dalga boyu olan 450 nm’de ölçülmüştür.  

Geliştirilen sensör kapsamında her bir mikroplakada alınan absorbans değerleri ilgili 

mikroplakada alınan kör çözeltinin absorbans değerinden çıkarılarak net absorbans değerleri 

elde edilmiştir. Bu kapsamda, elde edilen tüm veriler net absorbans hesabı üzerinden 

yorumlanmıştır. Bu yaklaşım, absorbans ölçümlerinin doğruluğunu arttırmak amacıyla standart 

bir prosedür olarak uygulanmıştır.  

 

 

 

Şekil 3.1 Geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensörün şematik gösterimi. 
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4. BULGULAR 

4.1. CUPRAC REAKTİFLERİNİN OPTİMİZASYONU 

Mikroplakalara immobilize edilen Cu(II)-Nc reaktifinin ve tampon çözeltisinin 

konsantrasyonları reaksiyon verimini ve renk oluşumunu doğrudan etkilemektedir. Bu nedenle, 

yöntemde kullanılan reaktiflerin optimum konsantrasyonlarının belirlenmesi analizin 

doğruluğu, kesinliği ve duyarlılığı açısından kritik bir öneme sahiptir. Reaktif 

konsantrasyonunun düşük olması Cu(II)-Nc ve antioksidan reaksiyonunun kantitatif açıdan 

tamamlanmasını engellemektedir ve reaksiyona girmeyen antioksidan ortamda 

kalabileceğinden beklenenden düşük absaorbans değerleri gözlenecektir. Buna karşılık, 

reaktiflerin aşırı konsantrasyonlarda kullanılması ise reaksiyonun stokiyometrisini 

bozabilmekle birlikte mikroplaka üzerinde çözünürlük sorunlarına neden olabilecektir. Ayrıca, 

reaktif oranlarının uygun tutulması CUPRAC yönteminin karakteristik özelliklerinden biri olan 

kontrollü renk oluşumu için gereklidir çünkü Cu(II)-Nc kompleksinin optimum derişimde 

olması hem reaksiyon kinetiğini hem de stabilitesini belirlemektedir. Sonuç olarak, geliştirilen 

mikroplaka esaslı CUPRAC yönteminin sensöre dönüştürülmesinin ilk aşamasında geleneksel 

CUPRAC reaktiflerinin kendi konsantrasyonu ile 3 ve 5 katı olacak şekilde hazırlanan reaktifler 

ile denemeler yapılmıştır. Optimum konsantrasyon 3 katı olarak belirlendikten sonra 

reaktiflerin hacim denemeleri yapılmıştır. Reaktifin hacmi doğrudan reaksiyonu etkilediği gibi 

mikroplakaların homojen bir şekilde kaplanması açısından da büyük önem taşımaktadır. Düşük 

hacimlerde yapılan denemelerde reaktifin yeterli olmadığı, yüksek hacimlerde ise liyofilizatör 

ile kurutma aşamasında homojen dağılım görülmediği tespit edilmiştir. Optimum koşullar 

belirlenirken referans antioksidan bileşikleri olarak TR ve QR seçilmiş olmakla birlikte her bir 

CUPRAC konsantrasyonu ve hacminde kalibrasyon eğrileri oluşturulmuştur. Geliştirilen 

sensörün doğrusallığını ve hassasiyetini belirlemek amacıyla kalibrasyon eğrilerinden 

oluşturulan doğru denklemleri ve korelasyon katsayıları incelenmiştir. Optimum parametreler 

olarak geleneksel CUPRAC reaktifinin 3 katı seçilerek uygun hacim 40 L olarak 

belirlenmiştir. Bu optimum koşullarda elde edilen TR grafiği Şekil 4.5’de verilmiştir.  
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Tablo 4.1 TR için 100 L reaktifin CUPRACx1 konsantrasyonundaki absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

25 0,185 

50 0,314 

75 0,518 

100 0,698 

150 1,015 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.2 QR için 100 L reaktifin CUPRACx1 konsantrasyonundaki absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

5 0,172 

10 0,344 

15 0,493 

25 0,637 

30 0,953 

 

 

 

 

Şekil 4.1 TR için 100 L reaktifin CUPRACx1 konsantrasyonundaki doğru denklemi. 

A = 0,0068c + 0,0026
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Tablo 4.3  TR için 20 L reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

25 0,189 

50 0,333 

75 0,525 

100 0,653 

150 0,890 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2 QR için 100 L reaktifin CUPRACx1 konsantrasyonundaki doğru denklemi. 

Şekil 4.3 TR için 20 L reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki doğru denklemi. 

A = 0,0309c + 0,0251

R² = 0,9994
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Tablo 4.4 QR için 20 L reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

5 0,150 

10 0,330 

15 0,441 

20 0,583 

25 0,820 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.5 TR için 40 L reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

25 0,187 

50 0,382 

125 0,921 

200 1,467 

250 1,822 

 

 

 

Şekil 4.4 QR için 20 L reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki doğru denklemi. 

A = 0,0258c + 0,0424

R² = 0,9924
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Tablo 4.6 QR için 40 L reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

5 0,172 

15 0,531 

30 0,990 

40 1,325 

50 1,619 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5 TR için 40 L reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki doğru denklemi. 

Şekil 4.6 QR için 40 L reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki doğru denklemi. 

A = 0,0725c + 0,013
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Tablo 4.7 TR için 20 L reaktifin CUPRACx5 konsantrasyonundaki absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

25 0,188 

50 0,347 

75 0,440 

100 0,654 

150 0,989 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.8 QR için 20 L reaktifin CUPRACx5 konsantrasyonundaki absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

5 0,243 

10 0,368 

15 0,495 

20 0,620 

25 0,775 

 

 

 

 

Şekil 4.7 TR için 20 L reaktifin CUPRACx5 konsantrasyonundaki doğru denklemi. 

A = 0,0642c + 0,0102
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4.2.KARIŞTIRMA SÜRESİ OPTİMİZASYONU 

Mikroplakalara sabitlenen CUPRAC reaktifleri, üzerine analiz için ilave edilen çözeltiler ile 

çözünürler. Bu sebeple, çözelti ilave edildikten sonraki aşamada reaksiyonun tam ve verimli bir 

şekilde gerçekleşebilmesi için karıştırma süresi önemli bir parametredir. Bu optimizasyonda, 

TR (1,5x10-4 M) ve QR (3,0x10-5 M) standartları kuyucuklara ilave edilerek 10 dakika boyunca 

dakikada bir ölçüm alınmıştır. Optimum parametre en düşük dakikada maksimum absorbans 

değerlerine sahip olan 5 dakika olarak belirlenmiştir (Şekil 4.9). 

  

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8 QR için 20 L reaktifin CUPRACx5 konsantrasyonundaki doğru denklemi. 

Şekil 4.9 Karıştırma süresi optimizasyonu. 

A = 0,0263c + 0,1054
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4.3.KİNETİK ÇALIŞMALARI 

Antioksidan aktivitesi, reaktif türleri gidermek için antioksidanların etkisine ilişkin kinetiği 

genellikle reaksiyon hızları veya birim zaman başına düşen serbest radikalleri süpürme 

yüzdeleri olarak ifade edilir. Antioksidan kapasitesi ise reaktif türlerin antioksidanlar tarafından 

termodinamik dönüşüm verimliliğini, yani sabit bir zaman periyodunda bir mol antioksidan 

tarafından süpürülen serbest radikallerin mol sayısını ifade eder [110]. Antioksidan analizleri, 

ölçülen antioksidan türüne göre (örneğin lipofilik/hidrofilik ya da enzimatik/enzimatik 

olmayan) veya analiz ortamına göre (örneğin sulu ya da organik çözücü) farklılık gösterebilir. 

Bu nedenle, geliştirilen yöntemin mekanizmasını daha iyi anlamak, analizlerin verimini ve 

güvenilirliği arttırmak amacıyla referans antioksidan standart çözeltileri olarak TR (1,5x10-4 M) 

ve QR (3,0x10-5 M) seçilerek kinetik çalışmaları yapılmıştır. Mikroplaka okuyucu içerisinde 2 

dakikada bir ölçüm alınacak şekilde 60 dakika boyunca absorbans ölçümleri 

gerçekleştirilmiştir. Optimum süre maksimum absorbansın sabitlendiği dakika olan 25 dakika 

olarak belirlenmiştir (Şekil 4.10). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.10 Kinetik çalışmaları absorbans değerleri grafiği. 
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4.4.KARARLILIK ÇALIŞMALARI 

CUPRAC reaktifi kaplanmış mikroplakaların açık ve kapalı ortamlarda antioksidan bileşiklere 

gösterdikleri aktivite ve fiziksel görünümü incelemek amacıyla kararlılık çalışmaları 

yapılmıştır. Optimum parametrelerde hazırlanan mikroplakalar, -20C de 90 gün boyunca 

tutulmuştur. Referans olarak troloks standart çözeltisi kullanılmıştır. İlk 5 gün art arda analiz 

yapıldıktan sonra 10 gün arayla absorbans ölçümlerine devam edilmiştir. Her bir ölçüm günü 

kuyucuklara 1,25x10-4 M TR çözeltisinden 200 L ilave edilerek üç tekrarlı çalışılmıştır. Elde 

edilen absorbans ölçümleri antioksidan içermeyen kör çözeltiden çıkartılarak 

değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.12’te gösterilmiştir. Reaktif kaplanmış açık ve 

kapalı mikroplakaların 90 gün boyunca stabil kalabildiği ve analitik performansını koruduğu 

gözlemlenmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.11 Stabilite çalışmasının 1. ve 90. gün görünümleri. 
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4.5.ANTİOKSİDAN BİLEŞİKLERİN KALİBRASYON GRAFİKLERİ 

Geliştirilen sensörde referans olarak kullanılan TR standart bileşiği 1,0x10-3 M olarak 

hazırlanmıştır. Yöntemin belirlenen optimum koşullarında (Tablo 4.9), antioksidan 

bileşiğinden artan konsantrasyonlarda bir seri çözelti hazırlanmıştır. Kalibrasyon grafiği 5 farklı 

derişim ile 3 tekrarlı olacak şekilde absorbans ölçümleri ile oluşturulmuştur. Elde edilen 

kalibrasyon grafiği Şekil 4.13’ de verilmiştir.  

 

Tablo 4.9 Geliştirilen mikroplaka esaslı sensörün optimum parametreleri. 

Parametreler Değerler 

Cu(II)-Nc Reaktif Konsantrasyonu CUPRACx3 

Cu(II)-Nc Reaktif Hacmi 40 L 

Karıştırma Süresi 5 dk 

İnkübasyon/Bekleme Süresi 25 dk 

Antioksidan/Örnek Hacmi 200 L 

 

Şekil 4.12 Kararlılık çalışmaları absorbans değerleri grafiği. 
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Sonraki aşamada, plazma ve gıda örneklerinde bolca bulunan antioksidan bileşiklerine 

(kuersetin, gallik asit, rutin, -tokoferol, askorbik asit, bilirubin ve kateşin) mikroplaka esaslı 

CUPRAC yöntemi uygulanarak her bir antioksidan bileşiği için kalibrasyon grafikleri 

oluşturulmuştur.  

 

Tablo 4.10 Troloksun geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

25 0,197 

50 0,368 

75 0,583 

125 0,958 

175 1,330 

250 1,833 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.11 Kuersetinin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

5 0,180 

10 0,339 

15 0,512 

25 0,790 

30 0,957 

 

Şekil 4.13 Troloksun geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen kalibrasyon grafiği. 
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Tablo 4.12 Gallik asitin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

10 0,208 

20 0,491 

30 0,773 

40 1,100 

60 1,645 

  

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.14 Kuersetinin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen kalibrasyon grafiği. 

Şekil 4.15 Gallik asitin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen kalibrasyon grafiği. 
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Tablo 4.13 Rutinin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

10 0,244 

15 0,373 

30 0,817 

40 1,049 

50 1,296 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.14 Askorbik asitin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

10 0,096 

15 0,141 

25 0,216 

50 0,416 

75 0,601 

 

 

 

 

Şekil 4.16 Rutinin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen kalibrasyon grafiği. 
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Tablo 4.15 -tokoferolün geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

25 0,202 

50 0,447 

75 0,675 

100 0,970 

150 1,474 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.17 Askorbik asitin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen kalibrasyon grafiği. 

Şekil 4.18 -tokoferolün geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen kalibrasyon grafiği. 
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Tablo 4.16 Bilirubinin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

7,5 0,241 

15 0,496 

20 0,681 

25 0,834 

50 1,586 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.17 Kateşinin geliştirilen optik sensör uygulaması ile elde edilen absorbans değerleri. 

Konsantrasyon (M) Absorbans 

10 0,296 

15 0,441 

30 0,799 

40 1,046 

50 1,287 

 

 

 

 

 

Şekil 4.19 Bilirubinin optik sensör uygulaması ile elde edilen kalibrasyon grafiği. 
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Çalışılan antioksidan bileşiklerinin mikroplaka esaslı CUPRAC yöntemi uygulanarak oluşturan 

kalibrasyon grafiklerinin doğru denklemleri, korelasyon katsayıları ve doğrusal lineer aralıkları 

belirlenmiştir. Elde edilen bu sonuçlar ile bileşiklerin TEAC değerleri hesaplanmıştır (Tablo 

4.18).  

Tablo 4.18 Antioksidan bileşiklerin geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensör ile elde edilen doğru 

denklemleri, korelasyon katsayıları, molar absorplama katsayıları ve TEAC değerleri. 

Antioksidanlar 
Doğru Denklemleri ve 

Korelasyon Katsayıları 

Lineer Aralıklar 

(M) 

TEAC 

(geliştirilen 

sensör) 

TEAC 

(geleneksel 

CUPRAC) 

TR 
A=0,007c-0,021 

R² =0,9989 
4,14 – 168,43 1,00 1,00 

QR 
A=0,031c+0,034 

R² =0,9988 
0,52 – 37,61 4,43 4,38 

GA 
A=0,029c-0,083 

R² =0,9993 
4,59 – 44,24 4,14 2,62 

RT 
A=0,027c-0,014 

R² =0,9979 
2,37 – 44,96 3,86 2,56 

AA 
A=0,008c+0,022 

R² =0,9996 
3,50 – 147,25 1,14 0,96 

TOC 
A=0,010c-0,065 

R² =0,9989 
11,50 – 126,50 1,43 1,10 

BIL 
A=0,031c-0,046 

R² =0,9983 
2,55 – 39,70 4,43 3,18 

CT 
A=0,025c+0,061 

R² =0,9996 
0,36 – 45,56 3,57 3,09 

A: Absorbans, c: konsantrasyon (M) 

Şekil 4.20 Kateşinin optik sensör uygulaması ile elde edilen kalibrasyon grafiği. 
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4.6.GERİ KAZANIM ÇALIŞMALARI 

Geliştirilen mikroplaka esaslı CUPRAC yönteminin tekrarlanabilirliği ve geri kazanım 

çalışmalarının araştırılması amacıyla siyah çay ile antioksidan katkı çalışmaları yapılmıştır. 

Denemelerde toplanan veriler ile kullanılan antioksidan bileşiklerin yüzde geri kazanımları ve 

bağıl standart sapmaları (%RSD) hesaplanmıştır ve Tablo 4.19’te özetlenmiştir.  

 

Tablo 4.19 Siyah çay infüzyonunda antioksidan bileşiklerin katkısı ile elde edilen sonuçlar (N=3) 

Katkı Yapılan 

Antioksidanlar 

İlave Edilen 

Derişim (M) 

Bulunan 

Derişim (M) 

Standart 

Sapma 
%RSD 

%Geri 

Kazanım 

CT 11,75 10,59 0,01 0,39 90,13 

QR 8,26 7,41 0,04 5,11 89,71 

AA 18,74 16,57 0,01 1,18 88,44 

 

4.7.İNTERFERANS ÇALIŞMALARI 

Geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensörün seçiciliğini ve gerçek örnek matrikslerinde 

bulunan girişim yapabilecek çeşitli iyonlarla etkileşime girme durumunu incelemek amacıyla 

interferans çalışmaları yapılmıştır. Bu kapsamda, 1,5x10-4 M TR standart çözeltisine hedef 

analitin 1000 katı derişimde hazırlanan interferan çözeltiler ilave edilerek bir seri ölçüm 

yapılmıştır. Analit derişiminin çok üzerinde olmalarına rağmen etkinin kabul edilebilir sınırlar 

içerisinde kalması, geliştirilen sensörün karmaşık gıda ve biyolojik matrikslerde yüksek 

seçicilikle analiz yapabilme kapasitesini ortaya koymuştur.  
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4.8.GERÇEK ÖRNEK UYGULAMALARI 

Gerçek örnekler, geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensör yöntemine Bölüm 3.3.4 ‘de 

belirtilen şekliyle hazırlanmıştır. Mikroplaka kuyucuklarına sabitlenmiş Cu(II)-Nc reaktifi ile 

muamele edilen her bir örnek için 3 tekrarlı absorbans değerleri elde edilmiştir. Deneysel işlem 

sonrasında elde edilen absorbans değerleri kullanılarak TR eşdeğeri cinsinden derişim hesapları 

yapılmıştır. Geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensörünün hassasiyetini ve doğruluğunu 

incelemek amacıyla geleneksel CUPRAC yöntemi ile karşılaştırma yapılmıştır. Hazırlanan her 

bir gerçek örneğe geleneksel CUPRAC yöntemi de uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlar Tablo 

4.20 ve Tablo 4.21’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.20 Çay örneklerinin mikroplaka esaslı optik sensör ve geleneksel CUPRAC yöntemlerine 

göre belirlenen toplam antioksidan kapasite değerleri. 

Çay Örnekleri 
Geliştirilen Sensör 

(mmol TR/g-örnek) 

Geleneksel CUPRAC 

(mmol TR/g-örnek) 

Siyah Çay 0,580  0,013 0,469  0,025 

Papatya Çayı 0,244  0,003 0,390  0,006 

Kuşburnu Çayı 0,425  0,002 0,316  0,009 

 

Şekil 4.21 Geliştirilen mikroplaka esaslı sensörün troloks tayini sırasında girişim yapıcı 

maddelerin absorbans üzerine etkisi. 
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Tablo 4.21 Serum örneklerinin mikroplaka esaslı optik sensör ve geleneksel CUPRAC yöntemlerine 

göre belirlenen toplam antioksidan kapasite değerleri. 

Serum Örnekleri 
Geliştirilen Sensör  

(mM TR) 

Geleneksel CUPRAC 

(mM TR) 

Fare 0,272  0,013 0,597  0,011 

At 0,183  0,001 0,281  0,009 

İnsan 0,205  0,012 0,329  0,013 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Oksidatif stres, canlı organizmalarda üretilen reaktif oksijen türleri ile antioksidan savunma 

sistemi arasındaki hassas dengenin bozulması sonucu ortaya çıkan ve hücrelerde protein, lipid 

ve DNA hasarına yol açan bir durumdur. Bu hasarlar kanser, diyabet, kardiyovasküler 

rahatsızlıklar ve nörodejeneratif bozukluklar başta olmak üzere birçok hastalığın oluşmasına 

sebep olurlar. Serbest radikalleri nötralize ederek bu yıkıcı etkileri minimize eden 

antioksidanların varlığı, söz konusu hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde kritik rol oynar. Bu 

sebeple, gıda ve biyolojik örnekler başta olmak üzere kompleks matrikslerde antioksidan 

kapasite yöntemlerinin kullanılması büyük önem taşır. Bu nedenle, literatürde mevcut bulunan 

tayin yöntemlerine kıyasla birçok avantajları bulunan ulusal ve özgün bir yöntem olan ‘bakır(II) 

iyonu indirgeyici antioksidan kapasite’ (CUPRAC) yöntemi esas alınmıştır. Yöntemin hem 

hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara uygulanabilirliği geniş çalışma imkanları 

sunmaktadır. Buna ek olarak, yöntemin diğer analitik tekniklere uyumlu bir şekilde 

çalışabilmesi ve modifiye edilebilir olması gibi birçok olumlu yönleri mevcuttur.  

Bu tez çalışmasında, antioksidan kapasite tayini için Cu(II)-Nc reaktifi kullanılarak pratik 

uygulamaya sahip, seçici ve yenilikçi mikroplaka esaslı bir optik sensör geliştirilmiştir. İlk 

olarak, reaksiyon verimini ve renk oluşumunu doğrudan etkilediği için mikroplakalara 

immobilize edilen Cu(II)-Nc reaktifinin ve tampon çözeltisinin konsantrasyonları ve hacimleri 

optimize edilmiştir. Optimum parametreleri belirlemek amacıyla referans antioksidan bileşiği 

olarak troloks ve kuersetin kullanılarak kalibrasyon grafikleri oluşturulmuştur. Elde edilen 

grafiklerin doğru denklemleri ve korelasyon katsayıları karşılaştırma yapıldığında optimum 

koşullar olarak geleneksel CUPRAC reaktifinin 3 katı seçilmekle birlikte uygun hacim 40 L 

olarak belirlenmiştir. İkinci aşamada, mikroplaka üzerine immobilize edilmiş Cu(II)-Nc 

reaktifinin homojen bir şekilde çözündüğü karıştırma süresinden emin olmak amacıyla 

optimizasyon çalışmaları yapılmış ve optimum karıştırma süresi 5 dakika olarak belirlenmiştir. 

Bir sonraki aşamada, reaksiyon hızlarını ve buna bağlı olarak geliştirilen yöntemin 

mekanizmasını daha iyi anlamak amacıyla kinetik çalışmaları yapılmıştır. Cu(II)-Nc reaktifinin 

immobilize edildiği mikroplakalarla troloks ve kuersetin antioksidan bileşikleri her 2 dakikada 

bir absorbans ölçümleri alınarak 60 dakika boyunca muamele edilmiştir. Optimum süre 

maksimum absorbansın sabitlendiği 25 dakika olarak belirlenmiştir. Son aşamada ise 

geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensörün kararlılık çalışmaları yapılmıştır. Biri orijinal 
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mikroplaka kapağı ile diğeri hava almayan bir ambalaj içerisinde -20°C’de muhafaza edilerek 

90 gün boyunca günler arası referans troloks (1,25x10-4 M) çözeltisi ile muamele edilerek 

değerlendirilmiştir. Bu süre sonunda elde edilen absorbans ölçümleri değerlendirildiğinde 

belirgin bir değişme olmadığı ve sensörün 90 gün boyunca her iki koşulda da kararlılığını 

koruduğu gözlemlenmiştir.  

Tüm optimum koşullar belirlendikten sonra geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensör 

kullanılarak troloksun da içinde bulunduğu toplam 8 antioksidan bileşiğin molar derişim-

absorbans kalibrasyon grafikleri elde edilmiştir. Tablo 4.18’de standart antioksidan bileşiklerin 

lineer doğru denklemleri, korelasyon katsayıları, doğrusal çalışma aralıkları ve TEAC değerleri 

listelenmiştir. Elde edilen sonuçlar geleneksel CUPRAC yöntemi ile karşılaştırıldığında TEAC 

değerlerinin geliştirilen yöntem ile uyumlu olduğu bazı antioksidanlar için nispeten daha 

yüksek değerler bulunmuştur. Geliştirilen yöntemin CUPRAC yöntemine kıyasla sıra 

korelasyon katsayısı (Spearman'ın Rho değeri) 0,9550 (P = 0,00081) olup, P < 0,01 seviyesinde 

iki değişken arasındaki ilişki istatistiksel olarak anlamlı kabul bulunmuştur. 

Siyah çay infüzyonuna ilave edilen standart antioksidan bileşiklerinin (kateşin, askorbik asit, 

kuersetin) çözeltilerine uygulanan mikroplaka esaslı optik sensör sonucunda önerilen yöntemin 

tekrarlanabilirliği ve doğruluğunu temsil eden geri kazanım çalışmaları yapılmıştır. Bu amaçla 

yürütülen çalışmada, belirlenen derişimlerde elde edilen absorbans ölçümlerinin hesaplanan 

bağıl standart sapma (%RSD) değerleri yöntemin tekrarlanabilirliğini temsil etmektedir. Her 

bir antioksidan bileşiğinin geri kazanım değerleri mikroplaka esaslı optik sensör ile oluşturulan 

bireysel kalibrasyon grafiklerinden yararlanılarak hesaplanmıştır. Geri kazanım sonuçları 

%88,44 ile %90,13 arasında olduğu gözlemlenmektedir.  

Çay ve serum örneklerinde gerçekleştirilerek elde edilen TAC değerleri, geleneksel CUPRAC 

ve geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensör kullanılarak TEAC değerleri sıvı örnekler için 

(mM TR) denklem (5.1) ve katı örnekler için (mmol TR/g-örnek) denklem (5.2) kullanılarak 

yapılmıştır. Aşağıdaki denklemlerde; ölçülen absorbans değeri A, troloks bileşiğinin molar 

absorplama katsayısı TR, CUPRAC ölçüm çözeltisinin toplam hacmi Vf, analiz sırasında alınan 

örnek hacmi Vs, seyreltme faktörü r, hazırlanan ekstrenin hacmi Ve ve ekstraksiyon işleminde 

alınan örnek miktarı m ile gösterilmektedir. Çay ve serum örnekleri için hesaplanan TAC 

değerleri Tablo 4.20 ve Tablo 4.21’de özetlenmiştir. Geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensör 

kullanılarak çay örneklerinden elde edilen TAC değerleri büyükten küçüğe göre sırasıyla siyah 
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çay, kuşburnu ve papatya şeklindedir. Karşılaştırma metodu olarak kullanılan geleneksel 

CUPRAC yöntemi ile elde edilen sonuçlarda ise papatya çayının antioksidan kapasite değerinin 

daha yüksek çıktığı gözlemlenmiştir. Önerilen yöntemin uygulandığı serum örneklerinde ise 

TAC değerleri büyükten küçüğe doğru sırasıyla fare, insan ve at olarak belirlenmiştir. Bütün 

bulgular birlikte toplandığında geleneksel CUPRAC ve önerilen metottaki değerlerin sıralaması 

birbirleri ile uyumlu olduğu tespit edilmiştir. Tablo 4.20'deki geliştirilen sensöre göre çay 

örneklerinin TAC değerlerinin hiyerarşisi geleneksel CUPRAC yöntemi ile genel olarak tutarlı 

bulunmuştur. Tablo 4.20'de sunulan kapasite verilerinin optik sensör ve geleneksel CUPRAC 

yöntemleri ile elde edilen doğrusal regresyon analizi, geliştirilen sensörün geleneksel yöntem 

ile iyi korelasyon gösterdiğini ortaya koymuştur (P = 0,05 için Fdeneysel = 0,08, Fkritik(tablo) = 

18,51, Fdeneysel < Fkritik(tablo)). Ayrıca, sentetik serum örnekleri ile yapılan denemeler neticesinde 

optik sensör ile elde edilen veriler genel olarak geleneksel yöntem ile uyumlu bulunmuş olup 

elde edilen doğrusal regresyon analizi, geliştirilen sensörün geleneksel yöntem ile iyi 

korelasyon gösterdiğini ortaya koymuştur (P = 0,05 için Fdeneysel = 6,46, Fkritik(tablo) = 18,51, 

Fdeneysel < Fkritik(tablo)). 

 

Antioksidan Kapasite (mM TR) = (A /εTR).(Vf / Vs). r .1000                                                                (5.1) 

Antioksidan Kapasite (mmol TR / g-örnek) = (A/ εTR).( Vf / Vs).r.(Ve/m)                           (5.2) 

 

Bu tez kapsamında, çay ve serum örneklerinde TAC değerlerinin belirlenmesi için CUPRAC 

yöntemi esas alınarak yeni mikroplaka esaslı optik sensör geliştirilmiştir. Günümüzde 

antioksidan tayini için geliştirilen sensörler, hızlı ve düşük maliyete sahip olmaları nedeniyle 

oldukça büyük önem taşımaktadır. Optik sensörler minyatür hale dönüştürülebilmeleri ve 

otomasyon sistemlere entegre edilebilmeleri gibi birçok avantajları sayesinde yerinde tayin için 

elverişli ve pratik yöntemler olarak kullanılmaktadır.  

Tez çalışmasında geliştirilen mikroplaka esaslı optik sensör ile elde edilen sonuçlar referans 

yöntem olarak seçilen orijinal/geleneksel CUPRAC yöntemi sonuçları ile karşılaştırılmıştır.  
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Sonuç olarak bu tez çalışmasında, geleneksel CUPRAC reaktifi, Cu(II)-Nc, belirlenen optimum 

konsantrasyon ve hacimde liyofilizasyon işlemi uygulanarak mikroplakanın kuyucuklarına 

sabitlenmiş ve reaktifin çeşitli antioksidan bileşiklerine karşı aktivitesini kaybetmediği ortaya 

konularak bir optik sensör geliştirilmiştir. Önerilen mikroplaka esaslı optik sensör, çeşitli 

antioksidanların geniş derişim aralıklarında geleneksel CUPRAC yöntemi referans alınarak 

incelenmiştir. Bununla birlikte, karmaşık matriks örneklerinde gerçekleştirilen başarılı geri 

kazanım sonuçları ile belirlenmiş toplam antioksidan kapasitesinin, geçmiş yıllardan beri 

kullanılarak popülerliğini arttırmış olan CUPRAC yöntemi ile karşılaştırılarak uyumluluğu 

tespit edilerek, geliştirilen yöntemin yüksek doğrulukta ve gerçek örneklerde kullanılabilir 

olduğunu ortaya koymuştur. Bu tez kapsamında sonuç olarak, antioksidanların yüksek seçicilik 

ve hassasiyete sahip tayini amacıyla düşük maliyetli, kolay kullanılabilir, hızlı ve yenilikçi bir 

yöntem olarak mikroplaka esaslı optik sensör tasarlanmakla birlikte literatüre sunulmuştur.  
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