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OZET

ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYINI ICIN MIKROPLAKA ESASLI OPTIK
SENSOR GELISTIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZI

Irem Zehra Kublay

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Dog. Dr. Mustafa BENER

Biyolojik hiicreler, oksijeni metabolize ederek potansiyel olarak zararl olan reaktif oksijen/azot
tirleri (ROS/RNS) olusturmaktadir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin
saglandig1 durumlarda, oksidan olusumunun hizi ve siddeti, bu tirlerin uzaklastiriima hizi
tarafindan dengelenmektedir. Ancak, pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki denge kaybi,
oksidatif stresin olusmasina neden olmaktadir. Oksidatif stres, hiicrelerin islevlerinde biiyiik
etkiye sahiptir ve bunun sonucunda da yetersiz hiicre isleyisine, diyabete, yiiksek kan basincina,
cesitli kalp hastaliklarina, Alzheimer ve Parkinson gibi bir¢ok hastaligin gelismesinde aktif rol
oynamaktadir. Buna karsilik antioksidanlar, serbest radikalleri inhibe ederek veya onlari
kontrol altinda tutarak hicrelere ve dokulara ciddi sekilde zarar veren oksidatif stresi
azaltabilmektedir. Bu sebeplerden 6tiirti antioksidan kapasite tayini, 6zellikle hem saglik hem
de gida endstrisi agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Gidalardaki antioksidan seviyelerinin tayini,
bu friinlerin besin degerlerini ve saglik acisindan faydalarmi belirlemede kritik rol
oynamaktadir. Ayrica, antioksidan igeriginin izlenmesi, gidalarin raf omriinii uzatmak ve
kalitesini korumak agisindan da biylk 6neme sahiptir. Antioksidanlarin kimyasal gesitliligi,
antioksidanlar1 tek tek numune matriksinden ayirmayr ve miktarin1 belirlemeyi
zorlagtirmaktadir. Bu dogrultuda, toplam antioksidan kapasiteyi yiiksek dogruluk ve kesinlik
gibi birgok avantaja sahip CUPRAC metodu esas almarak dogrudan 6lgiim yapilabilen optik
bir sensoriin gelistirilmesi gereklilik haline gelmistir.
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Tez calismasinda gerceklestirilen toplam antioksidan kapasite Slglimii i¢in diigiik reaktif
gerektiren, uygun maliyetli, kolay, yiksek verimli ve yenilik¢i olan mikroplaka esasli optik
sensOr gelistirilmistir. Cu(Il)-Nc kromojenik reaktifi bir mikroplaka icerisinde liyofilize
edilerek optik sensor i¢in kullanima hazir hale getirilmistir. Liyofilizasyon islemi sonrasinda
CUPRAC reaktifi birgok kuyucukta hazir sekilde bulunarak hizli ve ¢oklu analizlere olanak
saglamaktadir. Bununla birlikte antioksidan kapasitesini/aktivitesini belirlemek isteyen
kullanicilarin reaktifleri tek tek hazirlama gereksinimi ortadan kalkmistir. Onerilen optik sensor
ile laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan mikroplaka okuyucularla kisa siireli, yiksek
secicilikte ve yiiksek ornek sayilarina sahip analizlerin yapilmasina olanak saglanmaktadir.

Ocak 2026, 87 sayfa.
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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
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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(l1)-Nc chromogenic reagent was lyophilized
within a microplate and prepared in a ready-to-use form for the optical sensor. Following
Iyophilization, 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. GIRIS

Yasam dongilisiinde 6nemli bir yeri olan oksijen elementinin insan metabolizmasi lizerine
negatif etkilere sebep oldugu durumlar mevcuttur. Siiperoksit anyon radikali (Oze), singlet
oksijen (O2), ve hidroksil radikali (¢OH) gibi reaktif oksijen turleri (ROS) insan viicudunda
oksijen ile olugsmaktadir. Bunlara ek olarak, azot dioksit radikali (NO2e) ve nitrik oksit radikali
(NOe) gibi bazi1 reaktif azot tiirleri (RNS) de viicut igin zararh etkilere sahiptir [1]. Serbest
radikaller, viicudumuzda metabolik siirecler sonucunda olusabilecegi gibi hava kirliligi,
ultraviyole 1s1nlar, alkol tiiketimi, sigara dumanina maruz kalma ve bazi ilaglarin kullanimi gibi
cevresel faktorlere bagli olarak da meydana gelmektedir [2]. Bu reaktif tiirlerin olusumu ile
organizmanin antioksidatif savunmalar1 arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres
(gerilim) olarak adlandirilan durum meydana gelmektedir [3]. Hiicrelerin islevlerinde biiytiik
etkiye sahip olan oksidatif stres, canlilar i¢in kilit rol oynayan DNA, protein, lipit ve hiicre
zarlar1 gibi biyolojik yapilara zarar vererek bircok hastaligin gelismesinde aktif rol
oynamaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, bagisiklik sistemi hastaliklari, norodejeneratif

hastaliklar (Parkinson ve Alzheimer), kanser ve diyabet bunlarin arasinda sayilmaktadir [1].

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek oksidatif stresin hicresel ve doku
diizeyindeki zararlarini azaltan bilesiklerdir. Oksidatif siiregleri kontrol etme mekanizmalarina
gore toplayict etki, bastirict etki, zincir kirict etki ve onarici etki olarak dort kategoride
incelenmektedir [2]. Toplayict etki, serbest radikal olusumunu veya serbest radikallerin dahil
oldugu reaksiyonlar1 etkileyerek daha az reaktif molekiile doniistiirmektedirler. Enzimatik
antioksidanlar (SOD, GSH-Px, katalaz) bu kategoride bulunmaktadir [4]. Bastirici etki, radikal
tiirlerin olusumunu bloke ederek diger radikallerin {iretimine neden olabilecek veya serbest
radikale doniisme potansiyeli tasiyan herhangi bir kimyasal tiirii notralize ederek oksidatif
stirecleri 6nleyen antioksidanlardan olusmaktadir. Askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E
vitamini), flavonoidler (kuersetin, katesin vb.) bu kategoriye dahildir [5]. Zincir kirict etki,
radikal siiplriicii antioksidanlar, yeni olusan radikallere elektron vererek notralize
etmektedirler. Bu kategoriye hidrofobik antioksidanlar (askorbik asit, glutatyon, Urik asit) ve

lipofilik antioksidanlar (a-tokoferol ve ubiquinol) dahildir [6]. Son olarak onaric1 etki, serbest



radikal hasarinin meydana gelmesinden sonra harekete gegen turlerdir. Bu grup
oksitlenmis/hasar gdrmiis proteinleri, lipidleri ve DNA’y1 parcalayarak hiicresel birikimlerini
Onleyen ya da onaran enzimlerden olusmaktadir. Bu tiiriin en yaygin 6rnekleri arasinda DNA
onaran enzimler (polimeraz, glikozilazlar ve nukleazlar), proteolitik enzimler (peptidazlar,
proteazlar ve proteinazlar) bulunmaktadir [7]. Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan

antioksidanlar, reaktif tiirlerin zarar verici etkilerini karsilamaktadir.

Oksidatif stresin canli organizmalara verebilecegi zararlar ve hastalik riskleri géz oniinde
bulunduruldugunda antioksidanlarin tayinine yonelik 6nem ve ilgi artmaktadir. Literatiirde
buna yonelik bir¢ok calisma ve yontem bulunmaktadir. Antioksidan kapasite/aktivite tayinine
yonelik metotlar iki temel grupta incelenmektedir. Hidrojen Atom Transferi (HAT) yontemleri,
bir antioksidanin serbest radikalleri hidrojen atomu transferi yoluyla soniimleme kapasitesini
Olcmektedir. Antioksidan kapasitesini 6lgmek i¢cin HAT mekanizmas1 genellikle radikal
baslaticilarla (peroksitler veya azo boyar maddeler) birlikte kullanilmaktadir. Antioksidanin
etkisi incelenirken, olusan serbest radikaller i¢in antioksidan ve substratin rekabetine dayanan
yarigsmali kinetik reaksiyonlar1 kullanilmaktadir [12]. HAT yoOntemlerinin en yaygin
kullanilanlar1 ORAC [8] (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) ve TRAP [9] (Toplam
Radikal Tutma Parametresi) tayin yontemleridir. Elektron transferine (ET) dayali toplam
antioksidan kapasitesi (TAC) yontemleri ise, ¢esitli radikal ve radikal katyonlarin indirgenmesi
yoluyla antioksidanlarin elektron verme kapasitesi ile degerlendirilmektedir. ET temelli TAC
analizleri iyi bir hassasiyete sahiptir, ¢linkii indirgenmis ve orijinal problarin absorpsiyon veya
floresans yogunluklari1 arasindaki fark dogrudan 6l¢ulmektedir [10]. Kullanilan baslica tayin
yontemleri; ABTS/TEAC [11] (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat/Troloks Esdegeri
Antioksidan Kapasite), DPPH [12] (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), FRAP [12] (Demir(l1I)
Indirgeme Antioksidan Giicll), CUPRAC [13] (Bakir(Il) Iyonu Indirgeyici Antioksidan
Kapasite), Folin-Ciocalteu [14] toplam fenolik icerik tayini yontemleridir. Tim bu yéntemlerin
avantajlar1 oldugu kadar birtakim sinirlamalar1 da vardir. Bu sebeple literatiire yeni antioksidan
tayin yontemlerinin kazandirilmas: kadar mevcut yontemlerin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi

tizerine yapilan modifikasyon, kit ya da sensor ¢alismalar1 son yillarda 6nem kazanmistir [15].

Bu tezin amaci, toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesinde diisiik reaktif ve solvent
gerektiren, hizli, maliyet agisindan avantajli, yesil kimya ilkelerini 6nceleyen, yiiksek verimli

ve coklu analize imkan taniyan mikroplaka tabanli bir optik sensor gelistirilmesidir. Bu



kapsamda mevcut antioksidan tayin yontemlerine birgok iistiinliigii olan ulusal ve 6zgiin bir
yontem olan CUPRAC yontemi segilmistir. YOntemin antioksidanlara yanit verme se¢imliligi
ve yiiksek duyarliligi, genis calisma araligi hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara
uygulanabilirligi, diger analitik tekniklerle uyumlu bir sekilde calisilabilmesi ve modifiye
edilebilir olmas1 gibi bircok avantaji mevcuttur. Bu kapsamda, denemelerin ilk agamasinda
Cu(Il)-Nc kromojenik reaktifinin liyofilize edilerek optik sensor uygulamalarinda kullanilmasi
icin hazir forma doniistiiriilmesi hedeflenmistir. Ilk optimizasyonda reaktifin, Ornek
cozeltilerdeki antioksidanlarin verimli ve hassas tayini i¢in uygun konsantrasyon ve hacimde
kuyucuklara sabitlenmesi ¢alisilmistir. Sonraki asamalarda hazir hale getiren CUPRAC reaktifi
immobilize mikroplakalar antioksidan c¢ozeltileri ile muamele edilmistir ve ¢dzeltinin
mikroplaka okuyucu ile verdigi absorbans degerleri incelenmistir. Gelistirilen yontem icin
mikroplaka okuyucu iginde karistirma siiresi ve inkiibasyon siiresi optimize edilmistir.
Y ontemin analitik performansinin degerlendirilebilmesi adina standart antioksidan bilesiklerin
(gidalarda ve biyolojik drneklerde yaygin olarak bulunan) kalibrasyon dogrular1 olusturulup
sentetik bir antioksidan olan troloks esdegeri antioksidan kapasiteleri (TEAC) belirlenmistir.
Analizi yapilan her bir antioksidan bilesigi i¢in kalibrasyon egrisi kullanilarak dogru
denklemleri, lineer ¢aligma araliklar1 ve molar absorplama katsayilar1 hesaplanmistir. Elde
edilen TEAC degerleri ile geleneksel CUPRAC yontemi ile elde edilmis degerler
karsilagtirilmistir. Bir diger asamada gelistirilen sensoriin tekrarlanabilirlik ve dogruluk
parametrelerinin incelenmesi amaciyla ¢ay preparatlar1 hazirlanmistir. Preparatlarin igerisinde
bulunan antioksidan bilesenlerden bazilarinin katkisi yapilarak mikroplaka esasli CUPRAC
yonteminin dogrulugu ve kesinliginin arastirilmasi i¢in yiizde geri kazanim, standart sapma ve
bagil standart sapma degerleri hesaplanmustir. Ayrica, gelistirilen yontem ile yapilacak
antioksidan tayinlerinde gercek Orneklerde yaygmn olarak bulunan ama antioksidan
kategorisinde bulunmayan cesitli kimyasal bilesiklerin (oksalat, tartarat, sitrat, indirgen sekerler
vb.) girisim etkileri incelenmistir. Tez g¢aligmasmin son asamasinda ise, gercek ornek

calismalar1 kapsaminda gay ornekleri ve sentetik serum drnekleri kullanilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. REAKTIF OKSIJEN TURLERI VE OKSIDATIF STRES

Redoks reaksiyonlari, canli organizmada oksidasyon i¢in havadan oksijen kullanan ve ATP
formunda enerji saglayan bir kimyasal reaksiyon zincirinin gergeklestigi sistemlerdeki ana
reaksiyonlardir. Oksijen, diger elementlerle ve bilesiklerle kolaylikla etkilesime girerek oksitler
olusturabilen oldukc¢a reaktif bir ametaldir. Yasam dongiisiinde 6nemli bir yeri olan oksijen
elementinin insan metabolizmasi iizerine negatif etkilere sebep oldugu durumlar mevcuttur.
Temel haldeki molekiiler oksijenin iki ayri antibag orbitalinde paralel spinlere sahip iki
eslesmemis elektronu spin kisitlamasina neden olur. Bu sebeple bir elektron vericisinden bir
elektron ¢ifti kabul edebilir. Ayrica, elektronlar1 bir atomdan digerine aktarabilir ve ATP
formunda enerji saglayan elektron akis sistemindeki nihai elektron alicis1 oldugundan aerobik
yasamin ve metabolizmamizin temel bir pargasmi temsil etmektedir. Ancak bu elektron
akisi/transferi bozuldugunda serbest radikaller meydana gelir ve oksijen, azot ve kiikiirt
kaynakli olabilirler. Degerlik kabuklarinda bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip
serbest radikaller, diger molekdllerle kimyasal reaksiyona girmeye oldukca istekli ve aktif
molekiillerdir/iyonlardir [16-18]. Baslica serbest radikaller; hidroksil radikali (*OH),
stiperoksit anyon radikali (Oze), peroksil radikali (ROQe), hidrojen peroksit (H202). Bunlara
ek olarak, azot dioksit radikali (NO2e) ve nitrik oksit radikali (NOe) gibi bazi reaktif azot tiirleri
(RNS) de viicutta zararli etkilere sahiptir. Serbest radikaller, viicudumuzda metabolik siiregler
sonucu olusabilecegi gibi hava kirliligi, ultraviyole 1sinlar, alkol tiiketimi, sigara dumanina
maruz kalma ve bazi ilaglarm kullanim1 gibi cevresel faktorlere bagli olarak meydana
gelmektedir [19]. Bu reaktif tiirlerin olusumu ile organizmanin karsi koyan antioksidatif
savunmalar1 arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres olarak adlandirilan durum meydana
gelir. Hiicrelerin islevlerinde biiylik etkiye sahip olan oksidatif stres, canlilar i¢in kilit rol
oynayan DNA, protein, lipit ve hiicre zarlar1 gibi biyolojik yapilara zarar vererek bir¢ok
hastaligin gelisiminde aktif rol oynamaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklar [20], bagisiklik
sistemi hastaliklar1 [21,22], norodejeneratif hastaliklar (Parkinson ve Alzheimer) [23,24],
kanser [25] ve diyabet [26] bunlarin arasinda sayilmaktadir.



Sekil 2.1 Serbest radikaller olusumuna sebep olan ¢evresel faktorler ve sebep olduklari
hastaliklar.

Baz1 serbest radikal tiirlerinin 6nemli fizyolojik rolleri oldugundan antioksidan savunma
sistemleri bunlar1 tamamen ortadan kaldiramaz ve bu nedenle biyomolekillerde belirli bir
dizeyde oksidatif hasar sirekli meydana gelir. Bu noktada antioksidanlarin farkli etki
mekanizmalari ve savunma diizeyleri etkin rol oynamaktadir [27]. Antioksidan savunma diizeyi
kisiden kisiye, dokudan dokuya, hiicre tipinden hiicre tipine, hatta dokudaki hiicreler arasinda
(6rnegin O konsantrasyonundaki farkliliklara bagh olarak) degisiklik gosterebilmektedir.
Hatta mitokondri gibi farkli hiicre alt1 organeller i¢inde bile farkliliklar bulunur, buna bagh
olarak bazi arastirmalar kadinlarin erkeklerden daha uzun 6miirlii olmasinin artmis antioksidan
enzim dlzeyleri ve daha diisiik viicut demir depolariyla (adet dongiisii sonucu) iliskili
olabilecegini 6ne siirmektedir [28]. Biyolojik ortamlarda ROS kimyasmin son derece
karmagik/kompleks mekanizmasmi ve ¢esitli etkilerini incelemek ve anlamlandirmak
disiplinler arasi yaklagimlar gerektirmektedir. Kisa omiirleri (kararsizliklar1) sebebiyle ROS
miktarmin dogrudan 6l¢iimleri zor oldugu icin literatiirdeki calismalarin ¢ogunda oksidatif stres
seviyesinin degerlendirilmesi DNA hasari, membran peroksidasyonu ve protein modifikasyonu
seviyelerinin dolayli Ol¢iimlerine dayanmaktadir. Gelistirilen analitik yontemler, kanser,
ndrolojik ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bircok kronik ve ciddi hastaliklarin kdkeni ve

tedavisine yonelik yapilan ¢aligmalara onciiliik etmistir [29,30].



2.2. ANTIOKSIiDANLAR

Antioksidanlar, serbest radikalleri inhibe ederek veya onlar1 kontrol altinda tutarak hiicrelere
ve dokulara verilen zarar1 énleyen molekiillerdir. Insan viicudu tarafindan iiretilebilir, diyet

yoluyla alinabilir veya hastaliklarin tedavisi igin tasarlanmis/gelistirilmis sentetik bilesikler

seklinde bulunmaktadirlar [31].

Sekil 2.2 Serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki iligki.

Islevsel mekanizmalarma gére birincil ve ikincil olarak iki ana gruba ayrilan antioksidanlar
organik veya inorganik yapida olabilirler [32]. Birincil antioksidanlar, hidrojen verici ya da
alicilar1 olarak oksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek radikal tiirleri daha kararli hale
veya radikal olmayan tiirlere doniistiirerek etki etmektedirler [33]. ikincil antioksidanlar ise
tekli oksijeni etkisiz hale getirir, peroksitleri parcalayarak radikal olmayan tiirlere doniistiirtir,
pro-oksidatif metal kelatlar1 olusturur, oksidatif enzimleri inhibe eder veya UV radyasyonunu
absorplarlar. Birincil antioksidanlarla birlikte sinerjik etki gosterebilirler. Asidik bir ortam
yaratarak birincil antioksidanlar stabilize etme, hidrojen atomu vererek birincil antioksidanlari

yenileme, molekiiler oksijeni etkisiz hale getirme gibi katkilart mevcuttur [34,35].

Antioksidanlar, oksidatif strese kars1 savunma sistemindeki rolleri temel alinarak toplayici etki,
bastirict etki, zincir kirici etki ve onarict etki olarak dort kategoride incelenmektedir [2].
Toplayici etki, serbest radikal olusumunu veya serbest radikallerin dahil oldugu reaksiyonlar1

etkileyerek daha az reaktif molekiile doniistiirmektedir. Enzimatik antioksidanlar (SOD, GSH-



Px, katalaz) bu kategoride incelenmektedir [4]. Bastiric1 etki, radikal tiirlerin olusumunu
baskilayarak diger radikallerin liretimine neden olabilecek veya serbest radikale doniigsme
potansiyeli tasiyan herhangi bir kimyasal tiirli notralize ederek oksidatif siiregleri dnleyen
antioksidanlardan olusmaktadir. Askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini) ve
flavonoidler (kuersetin, katesin vb.) bu kategoriye dahildir [5]. Zincir kirict etki, radikal
sipiiriicii antioksidanlar, yeni olusan radikallere elektron vererek notralize ederler. Bu
kategoriye hidrofobik antioksidanlar (askorbik asit, glutatyon, drik asit) ve lipofilik
antioksidanlar (a-tokoferol ve ubiquinol) dahildir [6]. Son olarak onaric1 etki, serbest radikal
hasarmin meydana gelmesinden sonra harekete gecen tlirlerdir. Bu grup oksitlenmis/hasar
gérmiis proteinleri, lipidleri ve DNA’y1 parcalayarak hiicresel birikimlerini 6nleyen ya da
onaran enzimlerden olusmaktadir. Bu tiiriin en yaygin 6rnekleri arasinda DNA onaran enzimler
(polimeraz, glikozilazlar ve niikleazlar) ve proteolitik enzimler (peptidazlar, proteazlar ve
proteinazlar) bulunmaktadir [7]. Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidanlar,
reaktif tiirlerin zarar verici etkilerini karsilayabilir. Antioksidanlar, yiikseltgenebilir bilesikler
oldugu icin zincir reaksiyonlarini sonlandirirken kendileri de yiikseltgenerek yapisal
butunluklerini kaybederler. Bu nedenle, antioksidanlar yiikseltgenebilir bilesikleri (6rnegin
biyolojik makromolekiilleri) yalnizca sinirli bir siire koruyabilir ve belirli bir siire sonra ise

ortamda bulunmuyormus gibi oksidatif siiregler devam edebilir [15].

Antioksidanlarin elektron ya da hidrojen dondrii olarak indirgeme potansiyelleri, kimyasal
aktiviteleri, siklikla serbest radikal siipiirme kapasiteleri ile tanimlanmaktadir. Zincir kirict
antioksidanlarin etkinliginin degerlendirilmesi reaksiyon ger¢eklesme hizi ve antioksidanin her
bir molekiil i¢in verebildigi elektron ya da etkisiz hale getirilebilen serbest radikal sayisina
baghdwr. Antioksidan aktivite, belirli bir oksidan ile belirli bir antioksidan arasindaki
reaksiyonun hiz sabitini temsil eder ve bazi temel faktorlere baghdir. Bu faktorler; serbest
radikal siipiirme kapasitesi, elektron ya da hidrojen dondrii olarak gosterdigi reaktivite
(genellikle rediiksiyon potansiyeliyle iligkilidir), metal iyonlarini kelatlama potansiyeli, diger

antioksidan bilesikler ile olan sinerjik etkisi olarak siralanmaktadir [36].



2.3. ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI

Antioksidanlar etki mekanizmalarina, kimyasal yapilarina ve kaynaklarina gore farkli
siniflandirilmalara sahiptir. Temel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olarak ikiye ayrilirlar.

Antioksidanlar
Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Birincil Enzimler | ikincil Enzimler Mineraller Vitaminler
« SOD « Glutatyon rediiktaz * Cinko + C vitamini
« Katalaz * Selenyum * E yitamini
« GSH-Px
Karotenoidler Diisiik Mol Agirlikh
* beta-karoten * Glutatyon
* Lutein * Urik asit
Polifenoller  [Organosiilfiir Bilesikleri
Flavanoidler * Allium
* Alll Siilfit
Polifenolik Asitler
Flavonoller Flavanoller Flavanonlar Flavonlar . e
* Kuersetin « Kategin * Hesperetin « Krisin M
* Kaemferol * EGCG + Ferulik asit
* p-kumarik asit
izoflavanoidler Antosiyanidinler Hidroksibenzoik Asitler
= Genistein « Sivanidin + Gallik asit
* Delfinidin * Ellagik asit

Sekil 2.3 Antioksidanlarin siniflandirilmasi.

Ekzojen antioksidanlar, beslenme yoluyla disaridan alinanlardir ve bu grubun biiyiik bir kismin1
polifenol bilesikler olusturmaktadir. Antioksidanlarin bir kismi enzimler ve enzim ko-faktor
gibi endojen olarak hiicreler tarafindan sentezlenir ve genellikle ekzojen antioksidanlardan ¢ok
daha gugludurler. Sonug olarak endojen antioksidanlar hiicresel metabolizmanin tiriinleridir ve
stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksiredoksin (Prx) gibi enzimatik, ya da
glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidanlar1 igermektedir. Hem enzimatik hem de
enzimatik olmayan endojen antioksidanlar, hiicresel antioksidan savunmayi giiglendirmek ve
ROS diizeylerini azaltarak oksidatif stresi onlemek i¢in birbirleriyle etkilesen karmasik bir

sistem olugturmaktadirlar [37].



2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerini azaltmak igin sinerjik bir bigimde ¢alisan
kompleks bir sistemden olusurlar. Bu antioksidan enzimlerin her biri hiicresel oksidatif dengeyi

korumak adina kendine 6zgii roller tistlenir [18,38].

SOD, O3 varliginda yasayan tiim organizmalarda bulunan ve iki stiperoksit radikal anyonunu
(O2¢") hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiren metalloenzim grubudur. Bu reaksiyon, SOD
enzimlerinin aktif bdlgelerinde bulunan metal iyonlarmin (Cu, Zn veya Mn)
yiikseltgenme/indirgenme dongiileriyle gergeklesmektedir [38]. Bu enzimdeki metal iyonlari,
katalitik aktiviteyi saglayan ko-faktér olarak gorev yaparlar. SOD’lar, (O2¢)’nun
uzaklastirilmasiyla bu zararl tiirlerin olusumunu engeller ve oksidatif stresi azaltirlar. Oksidatif
stresin kanser gelisiminde rol oynamasi nedeniyle, SOD aktivitesindeki azalma kanser

olusumunu tetikleyen temel faktérlerden biridir [39].

202+ + 2H" — O2 + H202

CAT, hidrojen peroksitin indirgenmesinde son derece etkili bir enzimdir, iki H>O2 molekilin
bir O, ve iki H2O molekiiliine ayirir [40]. Bu enzim, peroksizomlar ve mitokondriler gibi
hiicresel bolgelerde bulunur ve ROS seviyelerini azaltir. H20: seviyelerinin diizenlenmesi,
redoks dengesinin ve hiicresel sinyallemenin korunmasi, bu siireglerle iliskili hastaliklarin

onlenmesi agisindan 6nemlidir [41].

H.0, — HO + ¥ O»

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), mitokondri ve sitozolde bulunan hicrelerdeki peroksitin
detoksifikasyonundan sorumlu son derece 6nemli bir enzimdir. Hiicrelerdeki indirgenmis GSH
ylikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniistiirlilerek peroksitlerin indirgenmesi katalizlenir.
GSH-Px olusan hidrojen peroksiti gidermek i¢in glutatyonu hidrojen dondr olarak
kullanmaktadir. Hiicrede gerceklesen bu reaksiyonlar, hiicresel membranlar1 koruyarak

oksidatif stresin canli organizmalara verdigi zarar1 6nlemektedirler [42].
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2GSH + H2,02 — GSSG + 2H20

Glutatyon S-Transferaz (GST), antibiyotikler gibi ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin
metabolizmasiyla iligkili bir enzimdir. GST karacigerde bol miktarda bulunur ve bilirubin
tasinmasi ile iligkilidir. Metabolizmanin ikinci asamasinda yer alir ve toksik elektrofilik
bilesiklerin elimine edilmesi i¢gin GSH ile konjuge bir sekilde ¢alisir. Bu sekilde, hiicresel
biyomolekiilleri hem endojen hem de eksojen reaktif bilesiklerin saldirisindan korumus olur

[43,44].

2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan biyolojik antioksidanlar genellikle serbest radikal zincir reaksiyonlarini
kirarak gorev yaparlar. Bu antioksidanlarin bir kismi sitoplazma ya da hiicre matriksinde

bulunarak suda ¢6ziiniirken bir kismu hiicre zarinda yer alarak yagda ¢oziiniirler [45].

2.3.2.1.Vitaminler
E vitamini, tokoferoller ve tokotrienoller olarak adlandirilan 8 farkli molekiiler formda bulunan
yagda ¢oziinen dogal bir antioksidandir. Tokoferoller, yapilarinda yer alan hidroksil grubundan
lipid peroksil radikaline hidrojen transferi gerceklestirerek lipid peroksidasyon zincirini kirar
ve hiicre membranlarini oksidatif hasara karsi korur. Bu yapilar arasinda a-tokoferol (Sekil 2.4),

en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olan form olup insan viicudunda en yaygin olarak bulunan

tardar [46].

Sekil 2.4 a-tokoferoliin kimyasal yapisi.
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Yagda ¢oziinebilen tokoferollerden farkli olarak sentetik bir antioksidan olan troloks (TR) suda
coziinme 6zelligine sahiptir. Hem hidrofilik hem de lipofilik hiicresel bolgelere gecis yapabilme
yetenegi sayesinde ¢esitli hiicre yapilarinda etkili olabilmektedir. Hiicrelerin H2O2 alimimi
azaltarak antioksidan savunma sisteminin etkinligini arttirmakta ve endojen antioksidan
enzimlerin aktivitesini desteklemektedir [47]. Ayrica TR, plazma ya da serumda bulunan tiim
antioksidan bilesiklerin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde referans madde

olarak yaygin sekilde kullanilmakta olup sonuclar genellikle TR esdegeri cinsinden ifade edilir
[48].

HO

OH

Sekil 2.5 Troloksun kimyasal yapisi.

Askorbik asit, C vitamini, suda iyi ¢dziinebilen dogal bir antioksidandir. Insan viicudunda
o6nemli olan hidroksilasyon reaksiyonunda gorev almaktadir. C vitamininin biyokimyasal
aktivitesi, kimyasal kelatlama (metal iyonlarin1 baglama) ve indirgeme Ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir [49]. Askorbik asit, serbest radikalleri temizleme stirecinde indirgenen E
vitaminini yeniden aktif forma (indirgenmis forma) doniistiiriir. E ve C vitamini radikalleri

arasindaki etkilesim yalnizca homojen ¢ozeltilerde degil ayn1 zamanda liposomal zarlar i¢cinde

de gergeklesebilir [50].

H _o

HO

HO OH

Sekil 2.6 C vitaminin kimyasal yapis.
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2.3.2.2.Karotenoidler

Karotenoidler, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan yaglarda ¢oziinen pigmentlerdir.
Bitkiler tarafindan sentezlenirler ve hayvansal hiicreler i¢in de biiyilk 6neme sahiptirler.
Dogada 600’den fazla farkl tiirii vardir [51]. En bilinen tlrleri B-karoten, lutein, zeaksantin ve
likopen yapilaridir. Konjuge ¢ifte baglar1 sayesinde agik saridan kirmiziya kadar genis bir
spektrumda gozlemlenebilirler. Birgok sebze, meyve ve cigeklerin spesifik renklerde olmasima
olanak saglarlar. B-karotenin sahip oldugu antioksidan aktivitesi sayesinde A-provitamini
olarak bilinir [36].

NN AN AN DI N

Sekil 2.7 B-karotenin yapisi.

2.3.2.3.Polifenoller
Polifenoller, bitkisel kokenli gidalarda yaygin olarak bulunan fitokimyasallarm en genis
kategorisini olusturan bilesiklerdir. Bitkiler bu bilesikleri ikincil metabolit mekanizmasmin bir
urlinu olarak sentezlemektedir. Bunlarmn bir kismi bitkinin fizyolojik islevleri i¢in kullanilirken
bir kismu da stres ve cevresel uyaricilara karst savunma islevinde rol oynamaktadir.
Polifenollerin baslica gruplar1 flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler, lignanlar ve fenolik
alkollerdir [18]. Bu bilesikler antioksidan aktiviteye sahip olduklarindan dogal eksojen
antioksidanlar olarak kabul edilirler. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi yapisal
ozelliklerine (benzen halkasi ve hidroksil gruplarinin sayis1 ve konumu) baglidir. Bu 6zellikleri
onlarin metabolik redoks reaksiyonlarma katilmasini saglamaktadir [52]. Fenoliklerin yapist,
serbest radikal substratlara proton transferi yoluyla elektron veya hidrojen atomu aktararak
cogu oksitleyici tiirii etkisiz hale getirmelerine olanak tanir, boylece radikal olmayan {irtinler
olugmaktadir. Yapilarindaki ¢oklu hidroksil gruplari sayesinde metal iyonlartyla kompleks

olusturarak iyonlar1 baglayabilirler. Ayrica ROS iireten enzimlerin (6rnegin; ksantin oksidaz ve
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NADPH oksidaz) aktivitesini baskilayabilirken antioksidan enzimlerin (6rnegin; SOD ve CAT)
aktivitesini arttirabilirler [53,54].

Flavonoidler, iki fenil halkasinin heterosiklik bir piron halkas1 araciligiyla birbirine baglanmasi
sonucu olugan ve aromatik halkalarinda hidroksil grubu bulunduran diisiik molekiil agirlikl
bilesiklerdir [50]. Yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, hetero halkaysa C ile adlandirilir. C
halkasindaki oksijen ile baglayarak karbon atomlari, B halkasinda bulunan karbon atomlar1 ise
iissti () rakamlarla ifade edilir (Sekil 2.8). Antioksidan ozellikleri yapilarindaki aromatik
halkalara ve bagl hidroksil gruplarina gére degismektedir. Flavonoidler genellikle glikozitler
(O-glikozitler ve C-glikozitler) seklinde bulunur ve giiniimiizde 4000’1 agskin flavonoid tiiri

tanimlanmistir [36,55].

Sekil 2.8 Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi.

Flavonoidlerin smiflandirilmas1 genellikle kimyasal yapilarma gore yapilmaktadir.
Fonksiyonel gruplarmin varlii, heterosiklik halkadaki oksidasyon durumu, hidroksil
gruplarmin sayis1 ve konumu gibi kriterlere bagl olarak c¢esitli alt gruplara ayrilirlar. Baslica

alt gruplar1 sunlardir; flavoneller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler ve

flavanoller (Sekil 2.9) [50,56].
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flavonol antosiyanidin flavanon

Sekil 2.9 Flavonoidlerin kimyasal yapilari.

Polifenoller bakimindan zengin gidalar arasinda ¢esitli meyveler (6zellikle kirmizi meyveler),
kakao, iiziim ve ¢ay bulunur. Bu gidalar ve bunlardan tiiretilen iirlinler de antioksidan
bakimindan zengindir. Bogiirtlen, yaban mersini, ¢ilek ve ahududu gibi meyveler 6zellikle
antosiyaninler bakimindan oldukg¢a zengindirler [57]. Kakaoda bulunan flavanoller ise baslica
epikatesin, katesin ve prosiyanidin formlarindadir [58]. Sarapta temel polifenoller katesinler ve
proantosiyanidinlerdir. Benzer sekilde, kahve ve ¢ay da yiiksek antioksidan igerigine sahiptir
ve sik tiikketilmeleri sebebiyle diyet yoluyla alinan antioksidan kaynaklarini barmdirmaktadirlar
[59]. Antosiyaninler, suda ¢6ziiniir pigmentler olarak tanimlanabilirler. Cigeklerde, meyvelerde
ve sebzelerde yaygimn olarak bulunurlar. Antosiyaninlerin rengi pH degisimine bagl olarak
farklilik gosterir ve dogada kirmizi, turuncu, mavi, pembe ve mor gibi renklerde bulunabilirler
[60]. Antosiyaninlerin kimyasal yapis1 bir aromatik halka, bir oksijen iceren heterosiklik halka
ve bu yapiya tek bir karbon atomu ile baglanmis baska bir aromatik halka seklindedir. Hidroksil
gruplarinin sayisi, bagli gruplarin tiirli ve aromatik karboksilik asitlerin baglanma bdlgelerine
gore ayirt edilen 500’den fazla monomeri tanimlanmustir [61]. Siyanidin, delfinidin, malvidin,
petunidin ve pelargonidin gibi alt gruplar1 vardwr. Antioksidan aktiviteleri, yapisal

farkliliklarina gore degisir. Antosiyaninlerin giiglii antioksidan aktiviteleri, onlarin oksidatif
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stresle iliskili hastaliklarm, gelisimini 6nleme veya geciktirme potansiyeline sahip bilesikler

haline getirir. Bu nedenle gida takviyesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadirlar [62].

HO OH” ] ( "~ h OH™
H H
asidik notral bazik

>
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Sekil 2.10 Antosiyaninlerin pH’a bagl degisimleri.

Fenolik asitler hem suda hem de yagda ¢6ziinebilen yapilariyla etkili dogal antioksidanlardir.
Bir diger adlandirmasi ile fenil propanoidler, hidroksi benzoik ve hidroksi sinnamikleri iceren
iki alt gruptan olusmaktadir. P-kumarik, sinapik, ferulik, klorojenik ve kafeik asit turleri L-
tirosin veya L-fenilden meydana gelir (Sekil 2.11). Yapilarinda -CH=CH-COOH grubunun
olmasi, hidrojen atomu verebilme kapasitesini olumlu etkilemesiyle birlikte benzoik asitlere
kiyasla serbest radikalleri daha kararli bir forma getirebilme yetenegi saglar. Hidroksi benzoik
asitler kimyasal yapilarindaki metoksi ve hidroksi gruplarinin sayilarina ve konumuna goére
cesitlilik gosterirler. Bunlarin bir kismi; vanilik asit, siringik asit, gallik asit ve protokatesuik

asittir [36,63,64].
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Hidroksibenzoik Asitler Hidroksisinnamik Asitler
COOH COOH
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p—hidmtibenmil protokatesikasit — gallkasit e o e seopaycoomgrg:  Sinnamik asi p-kumarik asit Kafeik asit
COOH COOH
. po 0. OH 7 2
H,CO HCO H, OCH;
OH OH OH
Sekil 2.11 Yaygin kullanilan fenolik asitlerin yapilari.
2.4.SENSORLER

Sensorler, tayini yapilacak analitin konsantrasyonunun, aktivitesinin veya varligimin olcildiigii
sistemlerdir. Analitin kimyasal reaksiyonundan ya da incelenen sistemin sahip oldugu fiziksel
ozelliklerden kimyasal bilgi elde edilmesini saglamaktadir [2,65]. Temel olarak bir sensor
sisteminde tanima elemani1 (kimyasal ya da biyolojik reseptdr) hedef analitin taninmasin1 saglar,
doniistiiriicii (transdiiser) bu etkilesimi Olgiilebilir bir sinyale doniistiiriir ve bir okuma/veri

isleme sistemi sinyalin yorumlanmasini saglar.

ANALIT

RIMYASAL ANALITIK
. . SENSOR > SINYAL 5

RESEPTOR
*

Sekil 2.12 Sensorlerin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi.
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Son yillarda analitik kimya ve malzeme bilimi alanindaki gelismeler sayesinde sensor
teknolojileri iizerine yapilan arastirmalar biiyiik bir ivme kazanmaktadir. Ozellikle
biyoteknoloji, nanoteknoloji ve eclektrokimya alanindaki ilerlemeler sensorlerin segiciligini,
duyarliligini ve kararliligini1 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir. Sensorler bu gelismeler sayesinde
sadece laboratuvar ortamlarinda degil, ayn1 zamanda ¢evresel izleme, biyomedikal teshis, gida
guvenligi, endiistriyel siire¢ kontrolii ve ila¢ analizi gibi genis bir uygulama yelpazesinde
kullanilabilir hale gelmektedir. Sensorlerin en dnemli avantajlari analizlerin diisiikk maliyetli,
hizli ve genellikle numune hazirhigi gerektirmeden gergeklestirilebilmesidir. Bunlara ek olarak
taginabilir cihazlara entegre edilebilirler, es zamanli ve yerinde analiz yapilabilmesine olanak
saglamaktadirlar. Giinlimiizde arastrmalar Ozellikle nanosensorler, biyosensorler, optik
sensOrler ve elektrokimyasal sensorler gibi yeni nesil sensor tiplerinin gelistirilmesine
odaklanmaktadir. Bu sistemler 6zgullikleri ve yiiksek hassasiyetleri sayesinde analitik

Olgtimlerde giderek daha fazla tercih edilir bir hal almistir [66—68].

2.4.1. Kimyasal Sensorler

Kimyasal sensorler, bir analite kimyasal reaksiyon araciligiyla se¢imli olarak yanit veren,
kantitatif ve kalitatif olarak belirlenmesini saglayan sistemlerdir [69]. Duyarlilig1 ve segiciligi
hedef analite kars1 arttiran kimyasal sensorler, iki temel fonksiyonel birimden olugsmaktadir. Bu
birimler alic1 ve doniistiiriicii olarak adlandirilmaktadir. Sensoriin seciciligi, hassasiyeti, 6mrii
ve tepki siiresi agisindan etkili bir 61¢iim elde etmek i¢in kullanilan kimyasal se¢ici membranin,
filmin veya tabakanin formu ve bilesimi hayati 6nem tasimaktadir. Yizey Uzerinde bulunan
ligand veya fonksiyonel gruplar gibi bilesenlerin olusturdugu sinyaller araciligiyla analitin bu
yiizey tarafindan kimyasal olarak tanimlanmasi saglanmaktadir. Doniistiirlicii kisimlar1 ise
olusan bu sinyallere yanit verir ve tespit edilen analit miktarin1 sinyal biiyiikliigiine

cevirmektedir [2,70].

Kimyasal sensorlerin alict kisimlar1 fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal olmak iizere 3 farkl
prensibe dayanmaktadir. Fiziksel sensorler herhangi bir kimyasal reaksiyonun gergeklesmedigi
sistemlerdir ve 6lguimler de absorbans, iletkenlik, kirilma indisi, kiitle ya da sicaklik degisimini
gibi parametrelere dayanarak yapilmaktadir. Biyokimyasal sensOrlerde analitik sinyalin

kaynag1 biyokimyasal siireclerdir. Mikrobiyal potansiyometrik sensorler ve immuinosensorler
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bu gruba Ornektir. Bu tur sensorler, kimyasal sensorlerin bir alt kategorisi olarak
degerlendirilmekte ve bazilar1 biyosensorler olarak adlandirilmaktadir [36]. Kimyasal sensorler
analitin bir kimyasal reaksiyon sonucunda analitik sinyalde artisa neden olurlar ve sinyal

olusumu dogrudan gerceklesen kimyasal reaksiyona baglhdir.
Kimyasal sensorler doniistiiriiciiniin tiirtine bagli olarak 4 temel grupta incelenebilir;

Elektrokimyasal sensorler, potansiyometrik sistemleri (iyon secici elektrotlar ile iyon segici
alan etkili transistorler, ISFET ve CHEMFET tiirleri) ve kati elektrolit temelli gaz sensorlerini
kapsayan amperometrik/voltammetrik sensorlerden meydana gelmektedir. Ayrica, ¢aligma
prensibi dogrudan elektrokimyasal bir reaksiyona dayanmamakla birlikte elektriksel iletkenlik
degisimlerinin 6l¢limiinii esas alan yari iletken gaz sensorleri de elektrokimyasal sensor sinifi

icerisinde degerlendirilmektedir [36,71].

Optik sensorler, kimyasal siireglere bagl olarak ortaya ¢ikan spektroskopik degisimlerin
Olctlmesine dayanan sistemlerdir. Fiber optik sistemler, klinik analizlere yiksek uyumluluk
gostermeleri nedeniyle 1997°den bu yana bu alandaki arastirmalarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica bazi biyosensoér uygulamalarinda da optiksel 6l¢im tekniklerinden
yararlanilmaktadir. Yansima, absorbans, liminesans temelli Ol¢iimler farkli tiir optik

sensorlerin temel galisma prensiplerini olusturmaktadir [36,72].

Kiitle duyarliliga sahip sensorler, piezoelektrik fenomeni esas alinarak tasarlanmig olup salinim
kristalinin yiizeyindeki kiitle degisimine bagli olarak rezonans frekansinda meydana gelen
kaymalar1 algilamaktadirlar. Elde edilen frekans degisimi, yiizeye adsorplanan maddenin

miktartyla dogru orantilidir [73].

Is1 duyarli sensorler, literatiirde ¢ogunlukla kalorimetrik sensorler olarak tanimlanmaktadir.
Analitin varhiginda gergeklesen kimyasal reaksiyonlarin olusturdugu sicaklik degisimleri
termistor ya da platin bazli termometre gibi uygun transdiiserler araciligiyla izlenmektedir. Bu

tip sensorlerde kullanilan reaksiyon ortamlarinda genellikle yanic1 gazlar kullanilmaktadir [36].

2.4.1.1.0ptik Sensorler
Optik sensorler, giiniimiizde bir¢cok endiistri ve arastirma alaninda vazgecilmez hale gelmistir.

Bu sensorler 15181in absorbans, yansimasi, kirilmasi veya yayilmasi prensiplerine dayanarak
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yuksek hassasiyetle 6lciim yaparlar [74]. Cevresel goriintiileme uygulamalarinda hava kalitesi,
su kirliligi ve iklim degisikligi gibi faktorlerin siirekli ve dogru bir sekilde izlenmesini
saglamaktadirlar [75]. Biyomedikal arastirmalarda hiicrelerin ve biyomolekiillerin
davraniglarmi izlemek, biyokimyasal reaksiyonlar1 analiz etmek ve tibbi teshislerde
kullanilmak amaciyla kullanilmaktadirlar [76]. Ayrica endiistriyel proses kontrollerinde, tiretim
sireclerinin verimliligini arttrmak ve kalite kontrolii saglamak maksadiyla yaygin olarak
kullanilmaktadirlar [77]. Gida endiistrisinde ise, optik sensorler, gida Orneklerinde kalite
kontrol, tazelik 6lcimii ve kontaminasyon tespiti gibi kritik analizlerde rol oynarlar. Ozellikle,
meyve ve sebzelerin olgunluk durumunu belirlemek, sit ve sut Grunlerinde mikrobiyal
aktiviteyi izlemek ve ambalajli gidalarin analizlerinde kullanilmaktadir [78]. Tiim bu gesitli
uygulamalarda enerji verimli, diisiik maliyetli, minyatiirize edilebilirligi gibi avantajlariyla
yiiksek performansli sistemlerin {iretilmesini miimkiin kilarak yenilik¢i ¢éziimler sunmaya

olanak saglarlar.

2.5.MiIKROPLAKA ESASLI YONTEMLER

Son yillarda biyokimya ve analitik kimya alaninda yiiksek verimli, ¢evreci ve yenilik¢i
sistemlerin/analizlerin gereksinimin artmasiyla birlikte mikroplaka esasli yontemler geleneksel
spektrofotometrik yontemlere giiclii bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir [79]. Mikroplakalar,
genellikle 96 kuyucuktan (Sekil 2.13) olusan ¢ok sayida 6rnegin es zamanh 6l¢iilmesine imkan
saglayan, disik hacimli ve otomasyona uygun sistemlerdir [80]. Bu sistemlerde 6lcim
hacimlerinin mikrolitre seviyelerine diismesi hem kimyasal/¢coziicli kullanimi1 énemli dlgiide
azaltmakta hem de analiz maliyetlerini diisiirmektedir. Ayrica ¢cogu mikroplaka okuyucunun
absorbans, floresans ve luminesans dl¢limlerini yapabilmesinin yani sira kesintisiz (continuous)
Olciim yapabilmeleri kinetik analizleri i¢in biiyiikk avantaj saglamaktadir [81,82]. Boylelikle
hizli reaksiyonlar kisa periyotlarla gozlemlenebilmekte ve daha guvenilir veriler elde

edilmektedir.
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Sekil 2.13 96 kuyucuk iceren mikroplaka.

Antioksidan kapasite tayinlerinde kullanilan klasik yontemlerin (DPPH, ABTS, CUPRAC vb.)
mikroplaka formatina uyarlanmasi 6zellikle gidalar [83], dogal ekstraktlar [84], biyolojik
ornekler [85] ve tarimsal iiriinler [86] {izerinde yapilan analizlerde kolaylik saglar. Mikroplaka
esasli yontemler antioksidan analizleri i¢in yalnizca hiz ve maliyet acisindan degil ayni
zamanda Ol¢limlerin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi bakimindan da ©nemli avantajlar
sunmaktadir. Coklu kuyucuk yapisi her bir analiz icerisinde kor ¢ozelti, standart ve 6rnek
cozeltilerin es zamanh olarak yiiriitiilmesine olanak saglayarak yontemin giivenilirligini de
arttirir. Ayrica, otomasyona uyumlu olmasi sebebiyle manuel iglem hatalarini da azaltmakta ve

ornek sayisiin yiiksek oldugu analizlerde standartlagsmaya olanak saglamaktadir.

2.6.TAC YONTEMLERI

Son yillarda literatiirde, antioksidan aktivitesi 6lgmek icin kullanilan yontem ve cihazlarda
onemli ¢caligmalar goriilmektedir. Gelistirilen ilk yontemler antioksidanlarin belirli oksidasyon
driinlerinin  olusumuna kars1 etkinligini Olgmeye dayanmakta ve dolayisiyla lipid
oksidasyonunun belirlenmesi esasina gore gelistirilmektedir [87]. Guiniimiizde kullanilan
yontemler ise farkli serbest radikal veya reaktif oksijen tiirlerine karsi siipiirme aktivitesi,

indirgeme giicii ve metal kelatlama kapasitesi gibi 6zel yaklasimlarla dogrudan oSlg¢lime
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dayanmaktadir. 1lgili kimyasal reaksiyonlara gore bu testler HAT temelli yontemler ve ET
temelli yontemler olarak ikiye ayrilmaktadir. Reaksiyon mekanizmalar1 farkli olsa da her iki
yontem grubunda da antioksidan aktiviteleri, antioksidanlarin belirli radikal tiirlerini notralize

etme kapasiteleri ile iliskilendirilmektedir [88].

2.6.1. Hidrojen Atom Transferi Esash Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

HAT yontemleri, bir antioksidanin serbest radikalleri hidrojen atomu transferi yoluyla
sonimleme kapasitesini 6lgmektedir. Antioksidan kapasitesini 6l¢gmek igin HAT mekanizmasi
genellikle radikal baslaticilarla (peroksitler veya azo boyar maddeler) birlikte kullanilmaktadir.
Antioksidanin etkisi incelenirken, olusan serbest radikaller i¢in antioksidan ve substratin

rekabetine dayanan yarigmali kinetik reaksiyonlar1 kullanilmaktadir [10].

ROO-+ + AH/ArOH 2 ROOH + A+/ArOs

HAT mekanizmasini agiklayan bu reaksiyonda, peroksil radikali (ROQe) ile fenol (ArOH yani
antioksidan) arasindaki etkilesim sonucu olusan ariloksil radikali (ArO¢) rezonans kararlilig
sayesinde stabilize olur. Burada AH, oksidasyondan korunmasi hedeflenen biyomolekiilleri
temsil etmektedir. Etkili bir fenolik antioksidan, biyomolekdllerle serbest radikallerden daha

hizli reaksiyona girmelidir, béylece oksidatif hasara karsi koruyucu etki saglamaktadir [89].

2.6.1.1.0RAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yontemi
ORAC testi, biyolojik sistemlerde ve gidalarda lipid oksidasyonunda baskin serbest radikal tiirii
olan peroksil radikallerine karsi antioksidanlarin siiplirme kapasitesini Olgerek, HAT
mekanizmasina dayali klasik radikal zincir kirict antioksidan kapasiteyi yansitan bir yontemdir
[80]. Bu yontemde peroksil radikali floresans dzellik gésteren bir molekiille (prob) floresans
olmayan bir iriin olusturmak {izere reaksiyona girer. Bu molekiiller genellikle 2,2’-azobis(2-
amidinopropan) dihidrokloriir (AAPH), 3’,6'-dihidroksi-spiro[izobenzofuran-1[3H],9'[9H]-
ksanten]-3-on (fluorescein) ya da 2", 7"-diklorodihidrofluorescein diasetat
(diklorofluorescein)’dir [90]. AAPH’1in bozunmasi siirekli bir radikal (ROO¢) akisi saglar, bu
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sirada fluorescein/diklorofluorescein oksitlenebilir hedef madde olarak davranir ve reaksiyonun
kinetigi floresans sinyali araciligiyla belirlenmektedir. ROO< varliginda floresans sinyalinin
azalma hizt Olgiiliir. Ayn1 zamanda, floresan probun ROO- ile tepkimesi sonucu floresan
ozelligini kaybeden bir iirline doniismesi nedeniyle bu molekiiliin/bilesigin miktar1 da dolayl
olarak belirlenmektedir [91]. Antioksidanin koruyucu etkisinin hesaplanmasi, floresans
bozunma egrisinin altindaki integre edilmis net alandan (AUC) yapilmaktadir. Bdylece peroksil
radikalleri ile oksitlenen bir hedef molekiiliin bir antioksidan tarafindan ne kadar korundugu,

hedef molekiiliin bozunmasi floresans takibi ile izlenerek bulunmaktadir [92].
AAPH + Oz — 2RO0- + N2

ROO¢ + Probsioressn— ROOH + Oksitlenmis Probsioresan olmayan

ROO+ + AH — ROOH + A-

ROO- + A+ - ROOA

=x xx XXXX Il Blank

® " X X Antioksidan

Bagil floresans yogunlugu

"l..--lunl.%%m

v

Zaman (dk)

Sekil 2.14 Bozunma egrisinin altindaki integre edilmis net alan (AUC) grafigi.
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2.6.1.2. TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Yontemi
TRAP yontemi, bir azo bilesiginin (genellikle AAPH) termal bozunmasiyla baglatilan kontrollii
bir lipid peroksidasyon reaksiyonu esnasinda oksijen tiiketimini Olgmeye dayali olarak
geligtirilmistir. Bundan dolay1 plazmanin bu reaksiyonu engelleme kabiliyetinin dolayl olarak
dlciilmesidir. Indiiksiyon periyodu, oksijen emiliminin yavasladig siire, nicel olarak &lgiilerek

orneklerin toplam antioksidan kapasitesi TRAP degeri olarak ifade edilmektedir [93].

TRAP degeri, birim hacimde (6rnegin 1 L plazma) tutulan peroksil radikallerinin (ROO¢)
mikromol cinsinden sayis1 olarak ifade edilir [94]. Ancak yontemin analiz siiresi, diisiik
tekrarlanabilirlik gibi dezavantajlar1 sebebiyle literatiirde daha sonraki calismalarda cesitli

modifikasyonlarla kullanilmaktadir [95].

2.6.1.3.Luminol Yontemi

Luminol yontemi, kemiltiminesans temelli bir TRAP ydntemi olarak ifade edilmektedir. Bu
yontemde, AAPH bilesiginin olusturdugu peroksil radikalleri ylikseltgenebilir bir substrat olan
luminoliin oksidasyonunu tetikleyerek 1sik yayan luminol radikallerinin olusmasma Yol
acmaktadir. Ortaya cikan bu 1sik sinyali luminometre adi verilen cihazlar araciligiyla
kaydedilmektedir. Antioksidan 6zellik tasiyan bilesikler kemiliiminesans sinyalinin belirli bir
stire boyunca olusmasini engelleyerek gecikme zamani adi verilen bir periyot olusturur. Bu
gecikme siiresi incelenen Ornegin toplam antioksidan kapasitesi ile dogru orantiidir ve

kaydedilen sonuglar troloks esdegeri lizerinden ifade edilmektedir [36,96].

2.6.1.4.Krosin Beyezlatma Ydntemi
Bu yontem, plazmadaki toplam antioksidan kapasitenin Kkinetik parametreler (zerinden
degerlendirilmesine dayanmaktadir. Yontemin temel prensibi, AAPH tarafindan iiretilen
peroksil radikallerinin krosini oksitleyerek rengini gidermesi (zerine kuruludur. Krosinin
peroksil radikalleri ile reaksiyon hizi, antioksidan bulunmayan kosullarda (Vo) ve antioksidan
varliginda (V) olmak iizere 10 dakikalik siire icinde belirlenmektedir. Elde edilen hizlarin orani
(Vo/V) x eksenini, antioksidan konsantrasyonunun [A] krosin konsantrasyonuna [C] orani ise y
eksenini olusturacak sekilde bir grafik ¢izilir. Ortaya ¢ikan bu lineer grafigin egimi ka/Kcoranini
yani analiz edilen bilesigin peroksil radikalleriyle etkilesimindeki dolayli kapasitesini
gostermektedir. Burada ka antioksidan-peroksil radikali reaksiyonunun hiz sabiti, k. ise krosin-

peroksil radikali reaksiyonunun hiz sabitini temsil etmektedir. Hesaplanan bu oran daha 6nce
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troloks icin belirlenen oranin degerine boliinerek sonuglar troloks esdegeri seklinde ifade
edimektedir. Bu yontem, iki farkli antioksidan bilesiginin peroksil radikalleri ile etkilesim

kinetiklerinin karsilastirilmasma imkan saglamaktadir [36].

2.6.2. Elektron Transferi Esash Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

ET temelli TAC yontemleri, cesitli radikal ve radikal katyonlarm indirgenmesi yoluyla
antioksidanlarin elektron verme kapasitesi ile degerlendirilmektedir. Bu antioksidanlarin
indirgeme ve soniimleme yetenegine dayanmaktadir [97]. ET temelli TAC analizleri iyi bir
hassasiyete sahiptir, ¢linkii antioksidan tarafindan indirgenince renk veya floresans degisimi
gosteren problar kullanilmaktadir. Indirgenmis ve orijinal problarin absorpsiyon veya floresans

yogunluklar1 arasindaki fark dogrudan 6lgiilmektedir [10].

Antioksidanlarin ET mekanizmasina gore etki bigimi su reaksiyonlarla 6zetlenebilir:

ROO- + AH/ArOH — ROO™ + AH+" / ArOH-*
AHe*/ ArOH*" + H20 <> A« / ArOe + H;O"
ROO™ + HsO* <> ROOH + H-0O

Bu reaksiyonlar genellikle HAT temelli testlere/yontemlere gore daha yavas gergeklesmektedir.
Ancak metal kompleksleri araciligiyla yapilan bazi problarda solvent tipine bagli olarak
istisnalar meydana gelebilmektedir. ET reaksiyonlar1 hem ¢oziiciiye hem de pH’a karsi
duyarlidir [97].

2.6.2.1.Folin-Ciocalteu Yontemi
Folin-Ciocalteu (FC) yontemi baslangigta proteinlerin analizi igin tasarlanmis ve reaktifin,
proteinlerin fenol grubu igeren tirozin kalintilariyla olan etkilesimini inceleyen bir yontemdir.
FC testi, alkali ortamda fenolik bilesiklerin Folin—Ciocalteu reaktifini (3H20—P20s—13WQO:—
5Mo00s—-10H20) indirgemesi prensibine dayanir, bu etkilesim sonucunda olusan mavi rengin

yogunlugu protein icerigi ile dogru orantilidir [98]. Sonrasinda bu yontem toplam fenollerin
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Ol¢limii i¢cin genisletilmistir. Reaktifin kimyasal yapisi tam olarak tanimlanmamistir ancak

fosfomolibdik ve fosfotungstik asit komplekslerinden olustugu diistiniilmektedir [97].
OH OH 0 0
R R R R
FC reaktifi indirgenmis FC reaktifi

5

2 Plﬁ o.1 antioksidan &
[PM,0, 2[PM,M,0,]

Ty e
Me—

D
UA=750nm !

Sekil 2.15 Folin-Ciocalteu yonteminin sematik gosterimi.

FC yontemi kolay uygulanabilir ve tekrarlanabilirligi yiiksek bir yontem olsa da pH, sicaklik
ve reaksiyon siiresine duyarlilik gibi kisitlamalar1 mevcuttur. Ayrica, lipofilik fenoller icin

dogrudan uygulanabilirligi smirlidir [99].

2.6.2.2.TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) /ABTS Yontem
TR esdegeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen bu yontem, (2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat)) ABTS'in yogun renkteki radikal katyonunu kullanarak
antioksidan bilesikler tarafindan saglanan hidrojen atomlarmi veya elektronlar1 kabul eden
faydal1 bir kolorimetrik prob olarak kullanilmaktadir. Antioksidan yetenegi, bilesigin (6rnegin,
Ph—OH) ABTS*" rengini azaltma yetenegi olarak 6lgiilmekte olup bu baslangi¢ oksidasyonunu
engelleyerek ve ABTSe" iiretimini 6nleyerek veya dogrudan 6nceden olusturulmus radikal

katyon ile reaksiyona girerek gerceklesmektedir. Antioksidan varliginda bu radikal katyonunun
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absorbansinda belirli bir siire i¢indeki azalmadan yararlanilarak toplam antioksidan kapasitesi

troloks cinsinden bulunmaktadir [92].

HO,S S S SO;H
>-—N —_— N—<
N N
\ /
Et Et

Sekil 2.16 ABTS<* katyonunun yapisi.

2.6.2.3.DPPH Radikal Suptrme Yontemi
DPPH yontemi, antioksidanlarin radikal giderme kinetigini 6lgmeye dayali bir yontemdir.
Reaksiyon denklemi HAT mekanizmasina gore formiile edilebilir ancak 6zellikle fenol-iyonize
edici ¢oziiciilerde ve alkali pH’da ET mekanizmasi da goz ardi edilememektedir. DPPHe (1,1-
difenil-2- pikrilhidrazil) radikali hidrojen donorlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Kirmizi
renkli DPPHe radikali 515 nm’de kararhdir. Antioksidanlarla reakiyonu sonucunda
absorbansinda diisme meydana gelerek rengi kirmizidan sariya doner. Bu yontem

antioksidanlarin radikal siipiirme yetenegini inceleyen bir yontem olarak kullanilmaktadir [92].

A=515nmm

Sekil 2.17 DPPH yonteminin sematik gdsterimi.
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2.6.2.4.FRAP Yontemi
Bu yontem, demir(III) iyonlarinin indirgenmesine dayanarak toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesini amaglamaktadir. Asidik kosullar altinda Fe(III) iyonlar1 kisaltmasi1 TPTZ olan
tripiridiltriazin ile etkilesime girerek Fe(III)-TPTZ kompleksini olusturmaktadir. Numunedeki
antioksidan bilesiklerin indirgeme etkisi sonucunda bu kompleks Fe(II)-TPTZ formuna

doniigiir. Olusan bu kompleks koyu mavi renkli olup 593 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gostermektedir [100].

2.6.2.5.CUPRAC (Bakur(Il) Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasite) Yontemi
CUPRAC yontemi, polifenollerin ve plazma antioksidanlarmin Cu(Il) iyonlarmni azaltma
yetenekleri 6l¢iildiigiinden dolayr "bakir iyonu azaltici antioksidan kapasitesi" yontemi olarak
literatiire sunulmustur. Secilen kromojenik reaktif, Cu(l1)-neokuproin, biyolojik olarak énemli
olan antioksidanlara (6rnegin; askorbik asit, o-tokoferol, {irik asit, bilirubin vb.) ve gida
antioksidanlarina (6rnegin; flavonoidler, basit fenolik ve hidroksisinnamik asitler)
uygulanabilen bir yontem olarak gelistirilmistir. Bununla birlikte, hidrofilik ve lipofilik

antioksidanlara da uygulanabilen genis spektrumlu bir uygulama alan1 mevcuttur [101].

2+

ArOH  [ArOHJ'

_—

acik mavi CUPRAC reaktifi sar1 renkli iiriin

antioksidan

(Cu-Ne)™ (Cu-Ne)*

\JR=450nm \/

Sekil 2.18 CUPRAC yo6nteminin sematik gosterimi.
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Genel olarak bu yontemin prosedurd, Cu(ll) klortr ¢ozeltisi, neokuproin (Nc) cozeltisi ve
amonyum asetat (pH=7) tampon c¢o6zeltisinin karistirilmas1 ve ardindan, tayini yapilacak
herhangi bir antioksidan bilesigin iizerine ilave edilmesiyle 30 dakika bekletilip icerisinde
antioksidan bilesiklerin bulunmadigi referans ¢ozeltisine kars1 450 nm’de absorbans degerinin

Olgiilmesi seklindedir [101].

2n Cu(Nc)2 2* + Ar(OH)n — 2n Cu(Nc)2* + Ar(=0)n + 2n H*

Yukarida verilen reaksiyonda antioksidan bilesiklerin yiikseltgenmesi gosterilmektedir. Bu
bilesikler ayni zamanda indirgen Ozellik gosterdiklerinden dolay1 oksidasyon arasi olarak
kullanilan Cu(IT)-Nc reaktifini indirgemektedirler. Bu reaksiyonda, polifenolik antioksidanlarin
Ar(OH) ve reaktif Ar-OH gruplar1 genellikle kinonlara (Ar=0) yiikseltgenmektedir ve Cu(ll)-
Nc reaktifi ise Cu(Nc)." kelatina indirgenmektedir. CUPRAC reaktifi hazirlanirken Cu?*
iyonlarinn neokuproin miktarma gére stokiyometrik olarak fazla tutulmasi, Cu(Nc)z?*
kompleksinin yeterli konsantrasyonda bulunmasini saglamaktadir. Burada yiikseltgeyici tir
yalnizca Cu?" degil, Cu(Nc)22* kompleksidir. Bunun nedeni, Cu(l1/1)-neokuproin kompleksinin
standart redoks potansiyelinin (= +0,60 V) serbest Cu(II/T) (Cu?*/Cu’) potansiyelinden (= +0,17
V) ¢ok daha yiiksek olmasidir ve bu durumda, polifenollerin Cu(Nc)2?" ile hem termodinamik
hem de de kinetik olarak daha hizli ve verimli yiikseltgenmesini saglamaktadir. Olusan redoks
reaksiyonu sonucunda elde edilen renkli tiriin miktar1 (yani Cu(I)-Nc kelat1), reaksiyona giren
Cu(ll)-Nc miktarina esit olmaktadir ve a¢iga ¢ikan protonlar, amonyum asetat tampon

ortaminda notralize edimektedir [101].

CUPRAC yontemi ilk olarak spektrofotometrik bir TAC tayin yontemi olarak gelistirilmis olsa
da literatlirde gergeklestirilen ¢esitli modifikasyonlarla [102—106] metodun kapsaminin 6nemli
Olciide gelistirilebilecegi gosterilmistir. Yontem bu modifikasyonlar sayesinde farkli numune
matrikslerine uygulanabilmekte ve ¢esitli 6l¢tim teknikleriyle entegre edilerek duyarlilik ve
secicilikte belirgin artis saglamaktadir. Sensor esasli sistemlere modifiye edilen CUPRAC
yontemlerinde analiz hizinin artmasi, reaktif tiikketiminin azalmasi ve ¢oklu analizlere imkan

saglanmasiyla genis bir uygulama esnekligi sunmaktadir.
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2.7.LITERATUR ORNEKLERI

Kuswandi vd. yaptiklari calismada, bitkisel ekstraktlarin TAC degerlerinin belirlenebilmesi igin
DPPH temelli bir kagit mikrozon plakasi kullanilarak gelistirilen yeni bir kolorimetrik analiz
yontemi kullanmustir [107]. PuZP ekran baski teknigiyle olusturulmus kuyucuklu bir kagit
uzerine DPPH radikalininin immolize edilmesiyle hazirlanmistir. Mor renkli DPPH radikali,
antioksidanlarla reaksiyona girerek soluk sari hidrazin formuna indirgenmistir. Bu renk
degisimi tarayici ile goriintiilenip ImageJ yazilimiyla analiz edilmistir. Yapilan optimizasyon
ve sistematik deneyler sonucunda gelistirilen PuZP temelli sensor, antioksidan analizinde hizli,

basit, ucuz, diisiikk hacim gerektiren ve taginabilir bir alternatif sunmustur.

Johnson vd. yaptiklari calismada, mikroplaka temelli yontemler gelistirilirken genellikle ihmal
edilen absorbans 6l¢iim 6ncesinde plakanin ¢alkalanmasi/karistirilmasi (shaking) incelemistir
[108]. Bu sebeple ¢alisgmada toplam fenolik igerik ve toplam antioksidan aktivite analizleri i¢in
FC yontemi ve FRAP yontemi kullanilmstir. 6 farkh c¢esitten toplam 36 nohut 6rneginin her
iki yontem i¢in de karistirma Oncesi ve sonrasi absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Karistirma
sonrasi dogrusal bir artis gézlemlenmistir. Sonu¢ olarak, karistirma isleminin reaksiyonun
tamamlanmasi lizerinde olumlu bir etki gosterdigi ve bununla birlikte, ydntemin

tekrarlanabilirligini arttirdigi tespit edilmistir.

Indracanti vd. yaptiklar1 ¢alismada, antioksidan aktivitesinin hizli ve giivenilir sekilde
belirlenmesine yonelik 96 kuyucuklu mikroplaka temelli bir ABTS yontemi gelistirmistir [109].
YOntemin konsantrasyon, inkiibasyon stiresi, reaktif ve Ornek hacimleri, reaktif hazirlama
kosullar1 ve tampon pH’s1 gibi parametreleri optimize edilmistir. Optimize edilen ABTS temelli
mikroplaka yontemi hem intra-assay hem de inter-assay analizlerde yiksek dogruluk ve
hassasiyet gostermistir. Caligmada bazi antioksidan bilesikleri ve sebze ekstraktralari
kullanilmis olup yontemin tekrarlanabilirligi ve dogrulugu incelenmistir. Sonug¢ olarak,
gelistirilen 96 kuyucuklu mikroplaka temelli ABTS yontemi, standart antioksidan ve bitkisel
orneklerin antioksidan kapasitesitelerini hizli, hassas ve tekrarlanabilir bicimde belirlemek i¢in

uygun, giivenilir ve diisiik maliyetli bir analiz imkani1 sunmaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KIMYASALLAR

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan Kimyasallardan troloks, gallik asit, kuersetin dihidrat,
askorbik asit, rutin, a-tokoferol, bilirubin, katesin, neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)
Sigma-Aldrich’ten; bakir(Il) kloriir dihidrat ve amonyum asetat Merck’ten; etanol ise
Isolab’dan temin edilmistir. Gergek Ornek calismalarinda kullanilan serumlar Capricorn
Scientific’dan ve gaylar da yerel marketten temin edilmistir. Tiim kimyasallar analitik saflikta
olup ek bir saflagtirma islemine tabi tutulmamistir. Tiim deneysel asamalarda yer alan sulu

coOzeltiler ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.CiIHAZLAR

Bu calismada kullanilan kimyasal bilesiklerin tartimi i¢cin Shimadzu AP22WD model bir
analitik terazi, hazirlanan ¢ozeltilerin homojen bir sekilde karistirilmasi igin Heidolf marka bir
girdap karistirma cihazi, reaktifleri mikroplakalara sabitleme asamasinda kullanilan Telstar
LyoQuest model bir liyofilizator ve tiim ¢ozeltilerin hazirlanmasi sirasinda Elga marka bir saf
su sistemi kullanilmistir. Mikroplakalarin absorbans 6l¢iimleri BioTek Synergy H1 model
mikroplaka okuyucu ile yapilmistir. Ayrica, karsilastirma asamasinda absorbans Ol¢timleri
Shimadzu UV-1900i model UV-Vis spektrofotometresi ve dl¢ciim yapmak icin QS marka birer

cift kuartz kiivet kullanilmistr.

3.3.COZELTILERIN HAZIRLANMASI
3.3.1. Geleneksel CUPRAC Yontemi i¢in Cozeltilerin Hazirlanmasi

[Ik olarak, 250 mL’lik balon jojeye 0,426 g CuCl,.H,O tartilmistir ve hacmine ultra saf su ile
tamamlanarak 1,0x102 M Cu(ll) kloriir cozeltisi elde edilmistir. Daha sonra, 7,5x10° M
Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) icin 100 mL’lik balon jojeye 0,156 g tartilarak
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hacmine EtOH ile tamamlanmustir. Son olarak, 1,0 M (pH=7) amonyum asetat ise 250 mL’lik

balon jojeye 19,27 g tartilarak hacmine ultra saf su ile tamamlanmustur.

3.3.2. Gelistirilen CUPRAC Yontemi i¢cin Cozeltilerin Hazirlanmasi

3,0x102 M Cu(Il) Klorir gozeltisi 250 mL’lik balon jojeye 1,279 g Cu(ll) kloriir dihidrat
(CuCl,.2H0) tartilarak saf su ile hazirlanmustir. 22,5x10° M neokuproin ¢ézeltisi igin balon
jojeye 0,468 g tartilip etil alkol ortamimda 100 mL’ye tamamlanmistir. Son olarak, 3,0 M
(pH=7) amonyum asetat ¢ozeltisi i¢in ise 250 mL’lik balon jojeye 57,81 g tartilarak hacmine

tamamlanmastir.

3.3.3. Standart Antioksidan Bilesiklerin Hazirlanmasi

Askorbik asit, saf su icerisinde derisimi 1,0x10° M olacak sekilde ¢oziindiiriilerek
hazirlanmustir. 1,0x10° M bilirubin standart ¢ozeltisi ise 0,01 M NaOH cozeltisi ile
¢oziindiiriilip bazin asirist 0,01 M HCI ¢0Ozeltisi ile notrallestirilerek hazirlanmistir. Diger
antioksidan bilesiklerin ¢ozeltileri, derisimleri 1,0x10° M olmak tizere EtOH ile hazirlanmistir.
Deneysel asamalarda kullanilan tiim standart ¢ozeltiler ana stoklarindan EtOH:Su (50:50, v:v)

cozeltisi ile seyreltilmistir.

3.3.4. Cay ve Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Poset ¢ay ornekleri, 250 mL’lik ile bir beher igerisinde kaynatilmig suya 2 dakika boyunca
daldirilip ¢ikartilmistir. Sonrasinda 3 dakika boyunca istli kapali bir sekilde beherde
demlemeye birakilmistir. Islem sonrasinda poset cikartilarak ¢ozelti 45 um sirmnga filtresinden
gecirilerek siliziilmiistiir ve oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Sonrasinda yapilan

deneysel ¢aligmalarda seyreltme amaciyla EtOH:Su (50:50, v/v) ¢Ozeltisi kullanilmustir.

Serum orneklerine ise proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla 1:3 oraninda EtOH ilavesi ardindan

girdap karistirict ile homojenize edildikten sonra 7500 rpm’de 10 dakika santrifujlenmistir.
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Islem sonucunda elde edilen berrak iist faz dikkatlice toplanarak deneysel calismalara devam

edilmistir.

3.3.5. Interferans Calismalan icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

Gelistirilen mikroplaka esasli sensoriin antioksidan varliginda girisim yapmasi thtimaline kars1
C204%, CgHs07%, NO3,, SOs%, SO4*, CO3%, CI, K*, Ca?*, Na* iyonlarmm ve D(+)-glukoz’un

102 M’lik ana stok ¢ozeltileri saf su ile hazirlanmistir.

3.4.YONTEMLERIN UYGULANMASI
3.4.1. Geleneksel CUPRAC Yontemi

10 mL’lik temiz bir deney tiipiine sirasiyla 1,0 mL 10 mM Cu(ll) ¢ozeltisi, 1,0 mL 7,5 mM
neokuproin ¢ozeltisi ve 1,0 mL 1,0 M amonyum asetat tamponu eklenmistir. Daha sonra, ayni
deney tipene x mL hazirlanan 6rnek cozeltisi ve (1,1-x) mL saf su ilave edilerek iyice
calkalanmistir. Toplam hacmi 4,1 mL olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler oda kosullarinda agzi
kapali olacak sekilde 30 dakika bekletilmistir. Belirtilen slire sonunda, 6rnek icermeyen
referans ¢ozeltiye karsi, olusan Cu(I)-Nc kompleksinin absorbans degerleri karakteristik dalga

boyu olan 450 nm’de 6lgiilmiistiir.
1,0 mL Cu(I1) + 1,0 mL Nc + 1,0 mL tampon + x mL antioksidan ¢ozeltisi + (1,1 — x) mL H.O

3.4.2. Gelistirilen Mikroplaka Esash Antioksidan Kapasite Tayini Yontemi

Bir reaktif haznesine esit hacimlerde 30 mM Cu(ll) ¢ozeltisi, 22,5 mM neokuproin ¢ozeltisi ve
3,0 M amonyum asetat tamponu eklenerek reaktif ¢ozeltisi hazirlanmustir. Elde edilen reaktif
cozeltisi, her bir mikroplaka kuyucugunda 40 pL olacak sekilde ilave edilmistir. Hazirlanan
mikroplakalar, -20 °C’de bir gece bekletildikten sonra, 12 saat boyunca liyofilizator yardimiyla
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toz formuna doniistiirilmistiir. Sonrasinda, reaktif sabitlenmis mikroplakalarin her bir
kuyucugu antioksidan standart ¢ozeltiler ile muamele edilmistir. Mikroplaka okuyucu
cihazinda 5 dakika boyunca orbital karigtirma islemine tabi tutulduktan sonra 25 dakika
boyunca CUPRAC reaktifinin ilave edilen antioksidanlarla reaksiyonun verimli bir sekilde
gergeklesebilmesi igin bekletilmistir. Belirtilen siire sonunda olusan Cu(I)-Nc kompleksinin

absorbans degeri karakteristik dalga boyu olan 450 nm’de 6lgtilmiistiir.

Gelistirilen sensOr kapsamimda her bir mikroplakada alinan absorbans degerleri ilgili
mikroplakada alinan kor ¢ozeltinin absorbans degerinden ¢ikarilarak net absorbans degerleri
elde edilmistir. Bu kapsamda, elde edilen tiim veriler net absorbans hesabi iizerinden
yorumlanmistir. Bu yaklagim, absorbans 6l¢iimlerinin dogrulugunu arttirmak amaciyla standart

bir prosediir olarak uygulanmistir.

Cu(I)-Nc Reaktifi - 3 )
> /\ Kullanima hazir mikroplaka

<
\

-
i\

liyofilizasyon

antioksidan

cozeltisi

Sekil 3.1 Gelistirilen mikroplaka esasli optik sensoriin sematik gosterimi.
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4. BULGULAR

4.1. CUPRAC REAKTIFLERININ OPTIMIZASYONU

Mikroplakalara immobilize edilen Cu(ll)-Nc reaktifinin ve tampon ¢0Ozeltisinin
konsantrasyonlari reaksiyon verimini ve renk olusumunu dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle,
yontemde kullanilan reaktiflerin optimum konsantrasyonlarinin belirlenmesi analizin
dogrulugu, kesinligi ve duyarliligi acisindan kritik bir Oneme sahiptir. Reaktif
konsantrasyonunun diisiik olmas1 Cu(I)-Nc ve antioksidan reaksiyonunun kantitatif agidan
tamamlanmasmi  engellemektedir ve reaksiyona girmeyen antioksidan ortamda
kalabileceginden beklenenden diisiik absaorbans degerleri gozlenecektir. Buna karsilik,
reaktiflerin asir1  konsantrasyonlarda kullanilmasi ise reaksiyonun stokiyometrisini
bozabilmekle birlikte mikroplaka tizerinde ¢6ziiniirliikk sorunlarina neden olabilecektir. Ayrica,
reaktif oranlarinin uygun tutulmas1 CUPRAC yonteminin karakteristik 6zelliklerinden biri olan
kontrollii renk olusumu i¢in gereklidir ¢linki Cu(II)-Nc kompleksinin optimum derisimde
olmas1 hem reaksiyon kinetigini hem de stabilitesini belirlemektedir. Sonug olarak, gelistirilen
mikroplaka esasli CUPRAC yonteminin sensore doniistiiriilmesinin ilk asamasinda geleneksel
CUPRAC reaktiflerinin kendi konsantrasyonu ile 3 ve 5 kat1 olacak sekilde hazirlanan reaktifler
ile denemeler yapilmistir. Optimum konsantrasyon 3 kati1 olarak belirlendikten sonra
reaktiflerin hacim denemeleri yapilmistir. Reaktifin hacmi dogrudan reaksiyonu etkiledigi gibi
mikroplakalarin homojen bir sekilde kaplanmasi agisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir. Diisiik
hacimlerde yapilan denemelerde reaktifin yeterli olmadigi, yliksek hacimlerde ise liyofilizator
ile kurutma asamasinda homojen dagilim goriilmedigi tespit edilmistir. Optimum kosullar
belirlenirken referans antioksidan bilesikleri olarak TR ve QR sec¢ilmis olmakla birlikte her bir
CUPRAC konsantrasyonu ve hacminde kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Gelistirilen
sensorun dogrusalligini ve hassasiyetini belirlemek amaciyla kalibrasyon egrilerinden
olusturulan dogru denklemleri ve korelasyon katsayilar1 incelenmistir. Optimum parametreler
olarak geleneksel CUPRAC reaktifinin 3 kati segilerek uygun hacim 40 pL olarak
belirlenmistir. Bu optimum kosullarda elde edilen TR grafigi Sekil 4.5°de verilmistir.
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Tablo 4.1 TR igin 100 pL reaktifin CUPRACx]1 konsantrasyonundaki absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
25 0,185
50 0,314
75 0,518
100 0,698
150 1,015
12 TR
1.0 o
0.8
”
%) .
S 06 o
o .
-
2 0.4
-®
02 o’ A =0,0068¢ + 0,0026
R2=10,9970
0.0
0 5 10 15 20

Konsantrasyon, pM

Sekil 4.1 TR icin 100 pL reaktifin CUPRACX1 konsantrasyonundaki dogru denklemi.

Tablo 4.2 QR igin 100 pL reaktifin CUPRACx]1 konsantrasyonundaki absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
5 0,172
10 0,344
15 0,493
25 0,637

30 0,953
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1.2 QR
1.0
.o

0.8
§ 0.6 .
o)
§ ®
=2 0.4 .
< .

02 .

A =0,0309c + 0,0251
Rz =0,9994
0.0
0 5 10 15 20 25 30 35

Konsantrasyon, pM

Sekil 4.2 QR i¢in 100 uL reaktifin CUPRACx1 konsantrasyonundaki dogru denklemi.

Tablo 4.3 TR igin 20 uL reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
25 0,189
50 0,333
75 0,525
100 0,653
150 0,890
1.0 TR
~®
0.8
e’
0.6
2 9.
g
S 0.4
2 .
< o
0.2 ¢
A =0,0566¢ + 0,0652
R2 = 0,9905
0.0
0 5 10 15 20

Konsantrasyon, uM

Sekil 4.3 TR icin 20 pL reaktifin CUPRACxX3 konsantrasyonundaki dogru denklemi.
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Tablo 4.4 QR igin 20 uL reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
5 0,150
10 0,330
15 0,441
20 0,583
25 0,820
1.0 QR
0.8 -®
0.6
(%) _."‘
g .
g) 0.4 R
< 2
0.2
é
A =0,0258c + 0,0424
2 =
0.0 R2=0,9924
0 5 10 15 20 25 30 35

Konsantrasyon, M

Sekil 4.4 QR icin 20 pL reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki dogru denklemi.

Tablo 4.5 TR igin 40 uL reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
25 0,187
50 0,382
125 0,921
200 1,467

250 1,822
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20 TR

1.6

14

1.2

1.0

0.8

0.6 )
04 .
0.2 c"..

0.0
0 5 10 15 20 25 30

Konsantrasyon, UM

Absorbans

A =0,0725c + 0,013
Rz =0,9999

Sekil 4.5 TR igin 40 pL reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki dogru denklemi.

Tablo 4.6 QR icin 40 uL reaktifin CUPRACx3 konsantrasyonundaki absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
5 0,172
15 0,531
30 0,990
40 1,325
50 1,619
18 QR
16 o
14 -
.‘.-
12 ’
1.0 .
e
= 0.8
<]
8 06 .
< K
0.4 o
02 | ¢ A =0,0321x + 0,0297
2 =
0.0 Rz =0,9992
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon, UM

Sekil 4.6 QR icin 40 pL reaktifin CUPRACX3 konsantrasyonundaki dogru denklemi.



39

Tablo 4.7 TR igin 20 uL reaktifin CUPRACXS konsantrasyonundaki absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
25 0,188
50 0,347
75 0,440
100 0,654
150 0,989
1.0 TR )
0.8
s
0.6 .
e
8 Y
<] 0.4 -
3 o’
<
0.2 o
A =0,0642c + 0,0102
R2=0,9910
0.0
0 5 10 15 20

Konsantrasyon, UM

Sekil 4.7 TR i¢in 20 pL reaktifin CUPRACxS5 konsantrasyonundaki dogru denklemi.

Tablo 4.8 QR i¢in 20 uL reaktifin CUPRACX5 konsantrasyonundaki absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
5 0,243
10 0,368
15 0,495
20 0,620

25 0,775
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1.0 QR

0.8 .

0.6 e
2 o
£ .
s 0.4 .
o]
< .

o
0.2
A =0,0263¢ + 0,1054
R? = 0,9981
0.0
0 5 10 15 20 25 30

Konsantrasyon, uM

Sekil 4.8 QR i¢in 20 uL reaktifin CUPRACx5 konsantrasyonundaki dogru denklemi.

4.2 KARISTIRMA SURESI OPTIMIZASYONU

Mikroplakalara sabitlenen CUPRAC reaktifleri, Gzerine analiz icin ilave edilen c¢ozeltiler ile
cozlndrler. Bu sebeple, ¢ozelti ilave edildikten sonraki asamada reaksiyonun tam ve verimli bir
sekilde gergeklesebilmesi igin karistirma siiresi 6nemli bir parametredir. Bu optimizasyonda,
TR (1,5x10* M) ve QR (3,0x10° M) standartlar1 kuyucuklara ilave edilerek 10 dakika boyunca
dakikada bir 6l¢iim alinmistir. Optimum parametre en diisilk dakikada maksimum absorbans

degerlerine sahip olan 5 dakika olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).

2.0
1.5 —
: @ s's,e o o o o
17, i — a : 1 : : . 4 h 4 4 b4 =
S ® z - _—
S 1.0 b 4
o
wn
o
<
0.5
R eTR
0.0 Q

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Karistirma Siresi, dk

Sekil 4.9 Karistirma siiresi optimizasyonu.
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4.3 KINETIK CALISMALARI

Antioksidan aktivitesi, reaktif tiirleri gidermek i¢in antioksidanlarm etkisine iligkin kinetigi
genellikle reaksiyon hizlar1 veya birim zaman basma diisen serbest radikalleri siipiirme
yuzdeleri olarak ifade edilir. Antioksidan kapasitesi ise reaktif tirlerin antioksidanlar tarafindan
termodinamik donilisiim verimliligini, yani sabit bir zaman periyodunda bir mol antioksidan
tarafindan siipiiriilen serbest radikallerin mol sayisini ifade eder [110]. Antioksidan analizleri,
Olgiilen antioksidan tiiriine gore (6rnegin lipofilik/hidrofilik ya da enzimatik/enzimatik
olmayan) veya analiz ortamina gore (6rnegin sulu ya da organik ¢oziicii) farklilik gosterebilir.
Bu nedenle, gelistirilen yontemin mekanizmasini daha iyi anlamak, analizlerin verimini ve
giivenilirligi arttirmak amaciyla referans antioksidan standart ¢ozeltileri olarak TR (1,5x10* M)
ve QR (3,0x10° M) secilerek kinetik ¢alismalar1 yapilmustir. Mikroplaka okuyucu igerisinde 2
dakikada bir Olglim alinacak sekilde 60 dakika boyunca absorbans Ol¢iimleri
gerceklestirilmistir. Optimum siire maksimum absorbansin sabitlendigi dakika olan 25 dakika

olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).

2.0
1.5
oy
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0
S 1.0 -
o]
S
3
<
0.5
QR —e=TR
0.0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60

Zaman, dk

Sekil 4.10 Kinetik ¢aligmalar1 absorbans degerleri grafigi.
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4.4 KARARLILIK CALISMALARI

CUPRAC reaktifi kaplanmis mikroplakalarin agik ve kapali ortamlarda antioksidan bilesiklere
gosterdikleri aktivite ve fiziksel goOriinimii incelemek amaciyla kararlilik calismalari
yapilmistir. Optimum parametrelerde hazirlanan mikroplakalar, -20°C de 90 gin boyunca
tutulmustur. Referans olarak troloks standart ¢dzeltisi kullanilmustir. Ik 5 giin art arda analiz
yapildiktan sonra 10 giin arayla absorbans 6l¢iimlerine devam edilmistir. Her bir 6l¢iim gilinii
kuyucuklara 1,25x10* M TR ¢ozeltisinden 200 pL ilave edilerek ii¢ tekrarl ¢alisiimstir. Elde
edilen absorbans Ol¢iimleri antioksidan icermeyen kor ¢oOzeltiden ¢ikartilarak
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.12°te gdsterilmistir. Reaktif kaplanmig agik ve
kapali mikroplakalarm 90 giin boyunca stabil kalabildigi ve analitik performansini korudugu

gozlemlenmistir.

90.Giin mikroplaka goriiniimii

Sekil 4.11 Stabilite caligmasinin 1. ve 90. giin gériintimleri.
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2.5
2.0
15

1.0 ./.—‘—N_W—.—.\’/.

0.5

Absorbans

== Acik Kapali

0.0
1 2 3 4 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Zaman, gun

Sekil 4.12 Kararlilik ¢alismalar1 absorbans degerleri grafigi.

4.5.ANTIOKSIDAN BILESIKLERIN KALIBRASYON GRAFIKLERI

Gelistirilen sensorde referans olarak kullanilan TR standart bilesigi 1,0x10° M olarak
hazirlanmigtir.  YOontemin belirlenen optimum kosullarinda (Tablo 4.9), antioksidan
bilesiginden artan konsantrasyonlarda bir seri ¢6zelti hazirlanmistir. Kalibrasyon grafigi 5 farkl
derisim ile 3 tekrarli olacak sekilde absorbans Olgiimleri ile olusturulmustur. Elde edilen

kalibrasyon grafigi Sekil 4.13” de verilmistir.

Tablo 4.9 Gelistirilen mikroplaka esasli sensoriin optimum parametreleri.

Parametreler Degerler
Cu(I1)-Nc Reaktif Konsantrasyonu CUPRACX3
Cu(11)-Nc Reaktif Hacmi 40 uL
Karnstirma Siiresi 5 dk
Inkiibasyon/Bekleme Siiresi 25 dk

Antioksidan/Ornek Hacmi 200 uL
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Sonraki asamada, plazma ve gida Orneklerinde bolca bulunan antioksidan bilesiklerine
(kuersetin, gallik asit, rutin, a-tokoferol, askorbik asit, bilirubin ve katesin) mikroplaka esasl
CUPRAC yontemi uygulanarak her bir antioksidan bilesigi i¢in kalibrasyon grafikleri

olusturulmustur.

Tablo 4.10 Troloksun gelistirilen optik sensér uygulamasi ile elde edilen absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
25 0,197
50 0,368
75 0,583
125 0,958
175 1,330
250 1,833
21 TR
1.8 L
15 _ :
””
2 12 .
8 .
S 09 i
o]
<
0.6 '-Q"
o
03 | & A=0,0073c +0,0214
2 =
00 R2 = 0,9989
0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon, uM

Sekil 4.13 Troloksun gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen kalibrasyon grafigi.

Tablo 4.11 Kuersetinin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
5 0,180
10 0,339
15 0,512
25 0,790

30 0,957
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1.2 QR

H A
08 5
0.6

04

Absorbans

0.2 ¢ A = 0,0307¢ + 0,0337
R? = 0,0988
0.0

0 10 20 30 40

Konsantrasyon, uM

Sekil 4.14 Kuersetinin gelistirilen optik sensér uygulamasi ile elde edilen kalibrasyon grafigi.

Tablo 4.12 Gallik asitin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
10 0,208
20 0,491
30 0,773
40 1,100
60 1,645
16 ..
14
1.2 .
»”
@ 1.0 -
g
5 08 .
< 06 o
X
0.4
0.2 o A =0,0290c - 0,0832
R2=0,9993
0.0
0 20 40 60 80

Konsantrasyon, uM

Sekil 4.15 Gallik asitin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen kalibrasyon grafigi.
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Tablo 4.13 Rutinin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
10 0,244
15 0,373
30 0,817
40 1,049
50 1,296
1.4 RT
o
1.2 :
1.0 e
0.8 [
[%2]
c
o
2 0.6
o
38
< 0.4 ..0"
0.2 ¢ A =0,0265¢ - 0,0137
R?=0,9979
0.0
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon, uM

Sekil 4.16 Rutinin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen kalibrasyon grafigi.

Tablo 4.14 Askorbik asitin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
10 0,096
15 0,141
25 0,216
50 0,416

75 0,601
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0.7 AA

0.6 .-
0.5
0.4

0.3

Absorbans

0.1 ¢ A =0,0078¢c + 0,0217
R2 = 0,9996
0.0
0 20 40 60 80

Konsantrasyon, pM

Sekil 4.17 Askorbik asitin gelistirilen optik sensér uygulamast ile elde edilen kalibrasyon grafigi.

Tablo 4.15 a-tokoferoliin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
25 0,202
50 0,447
75 0,675
100 0,970
150 1,474
18 TOC
15 »
12
2 09 R
2
g 0.6 . ¢
< i —
0.3 o A =0,0102c - 0,0653
R2=0,9989
0.0
0 50 100 150 200

Konsantrasyon, pM

Sekil 4.18 a-tokoferoliin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen kalibrasyon grafigi.
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Tablo 4.16 Bilirubinin gelistirilen optik sensor uygulamasi ile elde edilen absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
7,5 0,241
15 0,496
20 0,681
25 0,834
50 1,586
18 BIL
1.6 )
1.4 ’
1.2
2 10
o]
S 08 ®
o] ..-'
< 06
2
0.4 :
0.2 ¢ A =0,0314c +0,0293
' R? =0,9983
0.0
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon, pM

Sekil 4.19 Bilirubinin optik sensér uygulamasi ile elde edilen kalibrasyon grafigi.

Tablo 4.17 Katesinin gelistirilen optik sensor uygulamast ile elde edilen absorbans degerleri.

Konsantrasyon (uM) Absorbans
10 0,296
15 0,441
30 0,799
40 1,046

50 1,287
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CT
1.4
.‘.

1.2

1.0 ot
[%2) ...-‘°
& 0.8 .
2
3 0.6
<

04 .

.
0.2 A =0,0246¢ + 0,0608
R2 =10,9996
0.0
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon, UM

Sekil 4.20 Katesinin optik sensor uygulamasi ile elde edilen kalibrasyon grafigi.

Calisilan antioksidan bilesiklerinin mikroplaka esasli CUPRAC y6ntemi uygulanarak olusturan
kalibrasyon grafiklerinin dogru denklemleri, korelasyon katsayilar1 ve dogrusal lineer araliklar
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar ile bilesiklerin TEAC degerleri hesaplanmistir (Tablo
4.18).

Tablo 4.18 Antioksidan bilesiklerin gelistirilen mikroplaka esasli optik sensér ile elde edilen dogru
denklemleri, korelasyon katsayilari, molar absorplama katsayilar1 ve TEAC degerleri.

TEAC TEAC
(gelistirilen (geleneksel

Antioksidanlar Dogru Denklemleri ve  Lineer Arahklar

Korelasyon Katsayilari (M) sensor) CUPRACQC)
T TR R T
OR A=g’203&%;%g34 0,52 — 37,61 4,43 4,38
o IR o
- R
AA A:g,zogg,%g%gzz 3,50 — 147,25 1,14 0,96
cT Azg,zozzg,%;%,gm 0,36 — 45,56 3,57 3,09

A: Absorbans, c¢: konsantrasyon (uM)
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4.6.GERI KAZANIM CALISMALARI

Gelistirilen mikroplaka esasli CUPRAC yonteminin tekrarlanabilirli§i ve geri kazanim
calismalarinin arastirilmasi amaciyla siyah c¢ay ile antioksidan katki ¢alismalar1 yapilmistir.
Denemelerde toplanan veriler ile kullanilan antioksidan bilesiklerin yiizde geri kazanimlar1 ve

bagil standart sapmalari (%RSD) hesaplanmistir ve Tablo 4.19’te 6zetlenmistir.

Tablo 4.19 Siyah ¢ay inflizyonunda antioksidan bilesiklerin katkisi ile elde edilen sonuglar (N=3)

Katki Yapilan  ilave Edilen Bulunan Standart o oo %Geri

Antioksidanlar  Derisim (uM)  Derisim (uUM) Sapma 0 Kazamm
CT 11,75 10,59 0,01 0,39 90,13
QR 8,26 7,41 0,04 511 89,71
AA 18,74 16,57 0,01 1,18 88,44

4.7INTERFERANS CALISMALARI

Gelistirilen mikroplaka esasli optik sensoriin segiciligini ve gercek ornek matrikslerinde
bulunan girisim yapabilecek ¢esitli iyonlarla etkilesime girme durumunu incelemek amaciyla
interferans ¢alismalar1 yapilmistir. Bu kapsamda, 1,5x10% M TR standart ¢ozeltisine hedef
analitin 1000 kat1 derisimde hazirlanan interferan ¢ozeltiler ilave edilerek bir seri 6l¢iim
yapilmistir. Analit derisiminin ¢ok iizerinde olmalarina ragmen etkinin kabul edilebilir sinirlar
icerisinde kalmasi, gelistirilen sensOriin karmasik gida ve biyolojik matrikslerde yiiksek

secicilikle analiz yapabilme kapasitesini ortaya koymustur.
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Sekil 4.21 Gelistirilen mikroplaka esasli sensoriin troloks tayini sirasinda girisim yapict
maddelerin absorbans tizerine etkisi.

4.8.GERCEK ORNEK UYGULAMALARI

Gergek oOrnekler, gelistirilen mikroplaka esasli optik sensér yontemine BoOlim 3.3.4 ‘de
belirtilen sekliyle hazirlanmistir. Mikroplaka kuyucuklarina sabitlenmis Cu(IT)-Nc reaktifi ile
muamele edilen her bir 6rnek i¢in 3 tekrarli absorbans degerleri elde edilmistir. Deneysel islem
sonrasinda elde edilen absorbans degerleri kullanilarak TR esdegeri cinsinden derisim hesaplari
yapilmistir. Gelistirilen mikroplaka esasli optik sensoriiniin hassasiyetini ve dogrulugunu
incelemek amaciyla geleneksel CUPRAC yontemi ile karsilastirma yapilmistir. Hazirlanan her
bir gergek drnege geleneksel CUPRAC yontemi de uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo
4.20 ve Tablo 4.21°de gosterilmistir.

Tablo 4.20 Cay 6rneklerinin mikroplaka esasl optik sensor ve geleneksel CUPRAC ydntemlerine
gore belirlenen toplam antioksidan kapasite degerleri.

Cay Ornekleri Gelistirilen Sensor Geleneksel CUPRAC

y (mmol TR/g-6rnek) (mmol TR/g-6rnek)
Siyah Cay 0,580 + 0,013 0,469 + 0,025

Papatya Cay1 0,244 + 0,003 0,390 + 0,006

Kusburnu Cay1 0,425 + 0,002 0,316 + 0,009
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Tablo 4.21 Serum 6rneklerinin mikroplaka esaslt optik sensor ve geleneksel CUPRAC yontemlerine
gore belirlenen toplam antioksidan kapasite degerleri.

Serum Ornekleri Gelistirilen Sensor Geleneksel CUPRAC
(mM TR) (MM TR)
Fare 0,272 + 0,013 0,597 £ 0,011
At 0,183 + 0,001 0,281 + 0,009

Insan 0,205 +£ 0,012 0,329 £0,013
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5. TARTISMA VE SONUC

Oksidatif stres, canli organizmalarda {iretilen reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan savunma
sistemi arasindaki hassas dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan ve hiicrelerde protein, lipid
ve DNA hasarma yol agan bir durumdur. Bu hasarlar kanser, diyabet, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar ve norodejeneratif bozukluklar basta olmak iizere bir¢ok hastaligin olusmasina
sebep olurlar. Serbest radikalleri notralize ederek bu yikici etkileri minimize eden
antioksidanlarin varligi, s6z konusu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kritik rol oynar. Bu
sebeple, gida ve biyolojik 6rnekler basta olmak {izere kompleks matrikslerde antioksidan
kapasite yontemlerinin kullanilmasi biiyiik 6nem tasir. Bu nedenle, literatlirde mevcut bulunan
tayin yontemlerine kiyasla bircok avantajlar1 bulunan ulusal ve 6zgiin bir yontem olan ‘bak1r(II)
iyonu indirgeyici antioksidan kapasite’ (CUPRAC) yontemi esas alinmistir. Yéntemin hem
hidrofilik hem de Ilipofilik antioksidanlara uygulanabilirligi genis calisma imkanlari
sunmaktadir. Buna ek olarak, yontemin diger analitik tekniklere uyumlu bir sekilde

caligabilmesi ve modifiye edilebilir olmas1 gibi bir¢ok olumlu yénleri mevcuttur.

Bu tez calismasinda, antioksidan kapasite tayini i¢in Cu(Il)-Nc reaktifi kullanilarak pratik
uygulamaya sahip, secici ve yenilik¢i mikroplaka esasli bir optik sensor gelistirilmistir. Ik
olarak, reaksiyon verimini ve renk olusumunu dogrudan etkiledigi i¢in mikroplakalara
immobilize edilen Cu(ll)-Nc reaktifinin ve tampon ¢6zeltisinin konsantrasyonlar1 ve hacimleri
optimize edilmistir. Optimum parametreleri belirlemek amaciyla referans antioksidan bilesigi
olarak troloks ve kuersetin kullanilarak kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Elde edilen
grafiklerin dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari karsilastirma yapildiginda optimum
kosullar olarak geleneksel CUPRAC reaktifinin 3 kat1 segilmekle birlikte uygun hacim 40 pL
olarak belirlenmistir. Ikinci asamada, mikroplaka iizerine immobilize edilmis Cu(ll)-Nc
reaktifinin homojen bir sekilde ¢6zilindiigii karistirma siiresinden emin olmak amaciyla
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmis ve optimum karistirma siiresi 5 dakika olarak belirlenmistir.
Bir sonraki asamada, reaksiyon hizlarm1 ve buna bagli olarak gelistirilen yOntemin
mekanizmasini daha iyi anlamak amaciyla kinetik ¢aligmalar1 yapilmustir. Cu(Il)-Nc reaktifinin
immobilize edildigi mikroplakalarla troloks ve kuersetin antioksidan bilesikleri her 2 dakikada
bir absorbans Olclimleri alinarak 60 dakika boyunca muamele edilmistir. Optimum siire
maksimum absorbansin sabitlendigi 25 dakika olarak belirlenmistir. Son asamada ise

gelistirilen mikroplaka esasli optik sensoriin kararlilik caligmalari yapilmistir. Biri orijinal
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mikroplaka kapagi ile digeri hava almayan bir ambalaj icerisinde -20°C’de muhafaza edilerek
90 giin boyunca giinler aras1 referans troloks (1,25x10* M) ¢ozeltisi ile muamele edilerek
degerlendirilmistir. Bu siire sonunda elde edilen absorbans Ol¢iimleri degerlendirildiginde
belirgin bir degisme olmadig1 ve sensoriin 90 giin boyunca her iki kosulda da kararliligini

korudugu gozlemlenmistir.

Tim optimum kosullar belirlendikten sonra gelistirilen mikroplaka esasli optik sensor
kullanilarak troloksun da i¢inde bulundugu toplam 8 antioksidan bilesigin molar derigim-
absorbans kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Tablo 4.18’de standart antioksidan bilesiklerin
lineer dogru denklemleri, korelasyon katsayilari, dogrusal caligma araliklar1 ve TEAC degerleri
listelenmistir. Elde edilen sonuglar geleneksel CUPRAC yontemi ile karsilastirildiginda TEAC
degerlerinin gelistirilen yontem ile uyumlu oldugu bazi antioksidanlar igin nispeten daha
yuksek degerler bulunmustur. Gelistirilen yontemin CUPRAC yodntemine kiyasla sira
korelasyon katsayis1 (Spearman'in Rho degeri) 0,9550 (P =0,00081) olup, P < 0,01 seviyesinde

iki degisken arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli kabul bulunmustur.

Siyah cay inflizyonuna ilave edilen standart antioksidan bilesiklerinin (katesin, askorbik asit,
kuersetin) ¢ozeltilerine uygulanan mikroplaka esasli optik sensor sonucunda 6nerilen yontemin
tekrarlanabilirligi ve dogrulugunu temsil eden geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amacla
yuriitillen ¢alismada, belirlenen derisimlerde elde edilen absorbans dlclimlerinin hesaplanan
bagil standart sapma (%RSD) degerleri yontemin tekrarlanabilirligini temsil etmektedir. Her
bir antioksidan bilesiginin geri kazanim degerleri mikroplaka esasli optik sensor ile olusturulan
bireysel kalibrasyon grafiklerinden yararlanilarak hesaplanmistir. Geri kazanim sonuglari

%88,44 ile %90,13 arasinda oldugu gozlemlenmektedir.

Cay ve serum orneklerinde gerceklestirilerek elde edilen TAC degerleri, geleneksel CUPRAC
ve gelistirilen mikroplaka esasli optik sensor kullanilarak TEAC degerleri sivi 6rnekler i¢in
(mM TR) denklem (5.1) ve kat1 6rnekler icin (mmol TR/g-6rnek) denklem (5.2) kullanilarak
yapilmigtir. Asagidaki denklemlerde; 6lgiilen absorbans degeri A, troloks bilesiginin molar
absorplama katsayis1 etr, CUPRAC dl¢uim ¢Ozeltisinin toplam hacmi Vy, analiz sirasinda alinan
ornek hacmi Vs, seyreltme faktori r, hazirlanan ekstrenin hacmi Ve ve ekstraksiyon isleminde
alinan 6rnek miktart m ile gosterilmektedir. Cay ve serum Ornekleri igin hesaplanan TAC
degerleri Tablo 4.20 ve Tablo 4.21°de 6zetlenmistir. Gelistirilen mikroplaka esasli optik sensor

kullanilarak ¢ay drneklerinden elde edilen TAC degerleri biiyiikten kiiciige gore sirasiyla siyah
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cay, kusburnu ve papatya seklindedir. Karsilastirma metodu olarak kullanilan geleneksel
CUPRAC yontemi ile elde edilen sonuglarda ise papatya ¢aymnin antioksidan kapasite degerinin
daha yiiksek ¢iktig1 gdzlemlenmistir. Onerilen yontemin uygulandigi serum &rneklerinde ise
TAC degerleri biiyiikten kiigiige dogru sirastyla fare, insan ve at olarak belirlenmistir. Biitiin
bulgular birlikte toplandiginda geleneksel CUPRAC ve 6nerilen metottaki degerlerin siralamasi
birbirleri ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Tablo 4.20'deki gelistirilen sensore gore cay
orneklerinin TAC degerlerinin hiyerarsisi geleneksel CUPRAC yontemi ile genel olarak tutarl
bulunmustur. Tablo 4.20'de sunulan kapasite verilerinin optik sensor ve geleneksel CUPRAC
yontemleri ile elde edilen dogrusal regresyon analizi, gelistirilen sensorin geleneksel yontem
ile iyi korelasyon gosterdigini ortaya koymustur (P = 0,05 igin Fdeneysel = 0,08, Fuiritik(tablo) =
18,51, Fdeneysel < Fkritik(tablo)). Ayrica, sentetik serum ornekleri ile yapilan denemeler neticesinde
optik sensor ile elde edilen veriler genel olarak geleneksel yontem ile uyumlu bulunmus olup
elde edilen dogrusal regresyon analizi, gelistirilen sensorin geleneksel yontem ile iyi
korelasyon gosterdigini ortaya koymustur (P = 0,05 i¢in Fdeneysel = 6,46, Fritik(tanio) = 18,51,

Fdeneysel < Furitik(tablo)).

Antioksidan Kapasite (mM TR) = (A /eTr).(V+#/ Vs). r.1000 (5.1)

Antioksidan Kapasite (mmol TR / g-6rnek) = (A/ err).( Vi / Vs).r.(Ve/m) (5.2)

Bu tez kapsaminda, ¢ay ve serum drneklerinde TAC degerlerinin belirlenmesi icin CUPRAC
yOntemi esas alinarak yeni mikroplaka esasli optik sensor gelistirilmistir. Giliniimiizde
antioksidan tayini i¢in gelistirilen sensorler, hizli ve diisiik maliyete sahip olmalar1 nedeniyle
oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir. Optik sensdrler minyatiir hale donistiiriilebilmeleri ve
otomasyon sistemlere entegre edilebilmeleri gibi birgok avantajlar: sayesinde yerinde tayin igin

elverisli ve pratik yontemler olarak kullanilmaktadir.

Tez galigmasinda gelistirilen mikroplaka esasli optik sensor ile elde edilen sonuglar referans

yontem olarak secilen orijinal/geleneksel CUPRAC yontemi sonuglari ile karsilastiriimigtir.
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Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, geleneksel CUPRAC reaktifi, Cu(II)-Nc, belirlenen optimum
konsantrasyon ve hacimde liyofilizasyon islemi uygulanarak mikroplakanin kuyucuklarina
sabitlenmis ve reaktifin ¢esitli antioksidan bilesiklerine kars1 aktivitesini kaybetmedigi ortaya
konularak bir optik sensor gelistirilmistir. Onerilen mikroplaka esasli optik sensér, gesitli
antioksidanlarin genis derisim araliklarinda geleneksel CUPRAC ydntemi referans alinarak
incelenmistir. Bununla birlikte, karmasik matriks 6rneklerinde gergeklestirilen basarili geri
kazanim sonuglar1 ile belirlenmis toplam antioksidan kapasitesinin, ge¢mis yillardan beri
kullanilarak popiilerligini arttrmis olan CUPRAC yontemi ile karsilastirilarak uyumlulugu
tespit edilerek, gelistirilen yontemin yliksek dogrulukta ve gergek orneklerde kullanilabilir
oldugunu ortaya koymustur. Bu tez kapsaminda sonug olarak, antioksidanlarin ylksek secicilik
ve hassasiyete sahip tayini amaciyla diisiik maliyetli, kolay kullanilabilir, hizli ve yenilik¢i bir

yontem olarak mikroplaka esasli optik sensor tasarlanmakla birlikte literatiire sunulmustur.
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