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BAZI ODUNSU BITKILERIN YESIL YAPRAKLARINDA ANTIOKSIDAN
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Yesil teknolojiler igerisinde bitkisel reaktiflerin kullanim alanlarinin arastirilmasi ve bu
amagcla karakterizasyonu 6zel bir 6neme sahiptir. Bu ¢aligmada odunsu gévdeye sahip
yedi farkli meyve agacinin ckonomik degeri olmayan yesil yapraklarinin sulu
Oziitlerinin antioksidan kapasiteleri incelenmistir. Ceviz, Ayva, kestane, incir, nar ile
beyaz ve karadut yapraklarinin Oziitlerinin CUPRAC yontemi ile antioksidan
kapasiteleri belirlenirken, bu 0ziitlerin indirgeme giigleri i¢in glimiis nanopartikil
olusum hizi, ORP &l¢giimleri ve oziitlerin voltametrik davraniglar1 arasinda paralellikler
gosterilmeye calisilmistir.

CUPRAC yontemine gore en yiuksek antioksidan kapasite 753,1 mg TE/ kuru bitki
ortalama degeri ile nar yaprag: 6ziitiinde elde edilmis, en diisiik deger ise 35,8 mg TE/
kuru bitki ile beyaz dut yapragi 6ziitiinde ortaya ¢ikmistir. Calisilan bitkilerin siralamasi
nar, ayva, kestane, incir, ceviz, karadut ve beyaz dut seklinde gerceklesmistir.

Bitki oziitlerinin AgNP olusturma hizlar1 incelenirken, siirece 15181n etkisine karsi dnlem
alinmis, bilinen CUPRAC yontemiyle oldukca paralel ve umut verici sonuglar elde
edildigi gosterilmigtir. 120 dakikalik AgNP olusum siirecinde olusan yiizey plazmon
piki yerine, belli dalga boylar1 arasinda spektrum egrilerinin altinda kalan alanlarin
degerlendirilmesinin daha anlamli olabilecegi, antioksidan kapasite parametresinin
belirlenmesinde kullanilabilecegi onerilmistir.

Bitki oziitlerinin voltametrik davranisi, 6zellikle anodik potansiyellerdeki ylikseltgenme
bolgeleri farkli voltametrik tekniklerle karakterize edilmeye ¢alisilmistir. GCE tizerinde
SWYV ile yapilan caligmalar nicel olarak degerlendirilmistir. SWV egrilerinde pik
akimlar1 yerine anodik bolgede gecen toplam yiikiin incelenmesine c¢alisilmistir.

Kombine ORP elektrotu ile yaprak ozitlerinin farkli pH’larda Olgiilen redoks
potansiyelleri ile antioksidan davramslar arasindaki iliski incelenmistir. Incelenen tiim
yaklagimlarin karsilastirmali degerlendirilmesi tizerinde durulmustur.

Anahtar Kelimeler: Yesil yaprak Ozutlerinin karakterizasyonu, antioksidan kapasite
belirleme yontemleri, AgNP olusum hizi, Kare Dalga Voltametrisi, ORP 6l¢timii
2014, ix + 86 sayfa
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DETERMINING OF ANTIOXIDANT CAPACITY IN GREEN LEAVES OF SOME
WOODY PLANTS, COMPARASION OF DETERMINING METHODS AND
PROPOSE NEW METHODS
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Investigation of applications of plant materials and their characterization has a great
value in green technology. In this study, aqueous extracts obtain from green leaves of
seven fruit trees with woody stems, which has non-economic value, were investigated in
terms of antioxidant capacity. Antioxidant capacity of walnut, quince, chestnut, figs and
pomegranate leaves extracts determined by CUPRAC have linear correlation with
formation rate of silver nanoparticles for reducing power, ORP values and voltammetric
behaviors of the extracts.

The highest antioxidant capacity with 753.1 mg TE/ dry plant was obtained by
CUPRAC method in pomegranate leaf extract and the lowest value with 35.8 mg TE/
dry plant was measured in white mulberry leaf extract. The antioxidant capacity value
order of the studied plants was pomegranates, quince, chestnuts, figs, walnut, black
mulberry and white mulberry.

The effect of light was controlled during the investigation of formation rate of AgNP
and correlated results were obtained with CUPRAC method. It is proposed that the
peak area between specific wavelengths can be more meaningful instead of surface
Plasmon peak of AgNP during 120 min period for the evaluation of antioxidant
capacity.

Voltammetric behavior of plant extracts, especially in the regions of anodic oxidation
potential, was characterized by different voltammetric techniques. Quantitative results
were evaluated with the studies on GCE. The total anodic charge of the voltammograms
were evaluated instead of peak currents on studied SWV curves.

The relationship between the antioxidant behavior and redox potential measured with
combined ORP electrode at different pH values were investigated. Comparative results
were obtained for all methods studied in this research.

Key Words: Characterization of green leaf extracts, antioxidant capacity determination
methods, the rate of AgNP formation, square wave voltammetry, ORP measurements.
2014, ix + 86 pages
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1.GIRIS

Yesil yapraklarin antioksidan kapasite tayinleri, yaprak Ozutlerinin indirgen
Ozelliklerinin incelenmesi alaninda konuyla ilgili ¢ok sayida literatiir Ozeti
bulunmaktadir. Farkli bitkilerin yesil yapraklariyla hazirlanan 6ziitlerde antioksidan
kapasite 6lcumu icin TEAC, FRAP, CUPRAC yodntemleri, antioksidan radikal tarama
aktivitesi Olcumleri icin ORAC, DPPH, superoksit radikalini stpirme, peroksi
radikalini tarama yontemleri, toplam fenol iceriginin belirlenmesi igin Folin — Ciocalteu
yontemi (FCR) gibi spektroskopik yontemler, voltametrik ve potansiyometrik gibi
elektrokimyasal yontemlerin yan1 sira HPLC gibi ayirma yontemleri dekullanilmistir.
Genel olarak oOzdtlerin Olculen antioksidan kapasitelerinin, 6zlt faza gegen fenolik
bilesikler, polifenoller, flovanoidler ile ilgili oldugu, bu tiir bilesiklerin 6ziit faza gegen

miktarlar1 ve bu fazda kararliliklari ile ilgili oldugu gosterilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi, kurutma ve blenderdan gegirerek ogiitme, kullanim anina
kadar sogukta bekletme seklindedir. Yapilan ¢alismalarda antioksidan kapasitelerinin
belirlendigi yesil yapraklarin ve bitkisel kokenli materyallerin bekletilme ve kurutulma
sartlarinin etkisi de incelenmistir. Morus alba L tirii dut agacinin yapraklarinin
kurutulmast igin 40 — 110 °C’lar arasinda ve farkli kurutma siireleri kullamlarak yapilan
islemlerin antioksidan kapasite iizerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada; 60 °C’a
kadar kurutma sicakliginin antioksidan kapasite acgisindan 6nemli olmadigi, ancak 70
C’nin iizerindeki kurutma sicakliklarimin antioksidan kapasite diizeyinde Onemli
azalmalara yol acabilecegi gosterilmistir. Bunun yaninda -30°C’da bile, 3 aylik
bekletme durumunda %25°‘e varan Odlgiilerde kayiplar olabildigi goriilmiistiir. Ancak
kararlilik saglayict Onlemler alinarak, Ornek bilesimlerinin ve Ozelliklerinin

korunabildigi de ifade edilmistir (Katsube ve ark.2009).

Toz edilmis yapraklarin 6ziitlerinin hazirlanmasinda tek basamakli ve ¢ok basamakli
ardarda Ozitleme islemleri denenmistir. Kullanilan ¢oziictiler su, etanol-su, etanol,
metanol, dietil eter veya karisimlari seklindedir. Antioksidan Ozellik kazandiran
bilesiklerin ¢ozelti igine dziitlenmelerinin ¢oziicliniin cinsine bagliligi da incelenmistir
(Oliveira ve ark. 2009). Cogunlukla su ve alkol 6ziitlerinin diger 6ziitleme islemlerinden

daha basarili oldugu gosterilmistir.



Findigin ¢ekirdek kismi ile yesil yaprakli dis kabugunun, antioksidan ozelligi ve
antiradikal etkinligi agisindan karsilastirildigi bir ¢alismada, %80 alkol-su yerine %80
aseton-su ¢oziicli sisteminin daha iyi oziitleme sagladig1r gosterilmistir. Bu calismada
elde edilen oziitler; fenolik ve kondanse tannin igeriklerinin yani sira fenolik asit
dagilimi acisindan (serbest ve esterlesmis tiirler) karsilagtirlmigtir. Findigin yesil
yaprakli dis kabugunun asetonlu ortama Oziitlenmesiyle elde edilen ¢ozeltinin toplam
fenol icerigi ve kondense tannin igerigi (katesin esdegerler), toplam antioksidan
kapasitesi (troloks esdegeri) agisindan daha etkili olugu gosterilmistir (Alasalvar ve ark.
2006).

Farkli 6ziitleme islemlerinin denendigi diger bir calismada; Hindistan, Nikeragua ve
Nijer tilkelerinin farkli tarimsal iklim bolgelerinden elde edilen Moringa oleifera turu
yaprak Ornekleri dondurularak kurutulmus ve su, metanol ve etanol Ozutlerinin
antioksidan kapasiteleri ve radikal tarama aktiviteleri incelenmistir. Biitiin yaprak
oOziitleri peroksil ve siiperoksit radikal tarama aktivitesi gostermis ve farkli Moringa
oleifera tiirii yaprak orneklerinin arasindan metanol ve etanol 6zutlerinin en ylksek

antioksidan aktivite sergiledikleri goriilmiistiir (Siddhuraju ve Becker 2003).

Oziitleme islemi genellikle oda sicakliginda denenmis olsa da, farkli sicakliklarda ve
pH’de yapilan denemeler de vardir. Dut yapragi ile yapilan baska bir ¢alismada
yapragin metanol, aseton ve su ile yapilan oOziitlerinin toplam fenol igerigi ve
antioksidan aktivitesi incelenmistir. Metanol 0Oziitlinde toplam fenol igerigi ve
antioksidan aktivitesinin en yiliksek diizeyde oldugu ifade edilmistir. Bunun yaninda
metanol 6ziitiiyle yapilan iglemlerde 50 C ve 100 °C’de sicakligin etkisi, pH’nin 3, 5, 7,
9 ve 11 oldugu ve metanol ozitinin 5 °C’de muhafaza edilmesi durumlarinda
antioksidan aktivite iizerindeki etkileri incelenmistir. Bir saatlik siirede 50 °C’deki
metanol 6zltlniin antioksidan aktivitesinin ayni kaldigir 100 0Cde ise azaldigi, notral
pH’de antioksidan aktivitenin en yiiksek oldugu ve 5 °C’de karanlikta muhafaza edilen
metanol 6ziitiiniin 30 giin i¢inde antioksidan aktivitesinin stabil oldugu 30 giinden sonra

yavas yavas azalmaya basladig1 gézlemlenmistir (Delouee ve Urooj 2007).

Oziitleme isleminin antioksidan aktivite iizerinde etkili oldugu diger bir galismada;

Tiirkiye’de Karadeniz Bolgesinde yaygin bir sekilde kullanilan Smilax excelsa L. tlr(



yaprak Orneklerinin etil asetat, etanol ve sulu Ozitlerinin antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmistir. Biitiin 6ziitlerin iyi derecede fenol ve flavanoid igerigine sahip
oldugu, lipit peroksidasyonunu inhibe ettikleri, radikal tarama ve demir selatlama
aktivitesi gosterdikleri goriilmistiir. Etil asetatla yapilan Oziitleme verimliliginin en
diisiik oldugu ve toplam fenol bilesenlerinin en yiiksek degeri, DPPH, siiperoksit ve
hidrojen peroksit radikallerine karst en yiiksek tarama aktivitesinin yapraklarin sulu

oziitleriyle elde edildigi ifade edilmistir (Ozsoy ve ark. 2008).

Farkli kosullara maruz birakilan yaprak tiirlerinin antioksidan kapasitelerindeki
degisimlerin incelendigi denemeler de vardir. Soguk stres sartlarina ve kuraklifa maruz
birakilan ali¢ tiirii yapraklarin flavonoid igeriginin ve antioksidan kapasitenin artigi
goriilmiistiir. Ali¢ agaci yapraklarindan elde edilen oziitler, stressiz sartlardaki kontrol
grubuyla kiyaslanarak, kuraklik ve soguk kaynakli stresin polifenolik madde verimine
ve antioksidan kapasite yukselmesine neden oldugu gosterilmistir (Kirakosyan ve ark.
2003).

Farkli kosullar altinda yapilan diger bir ¢alismada iki 1spanak tiirii yapraginin ¢ig ve
pisirilme sonras1t ORAC yontemiyle antioksidan kapasite ve HPLC ile fenolik igerikleri
incelenmis, birbiri ile orantili bulunan bu degerlerin kaempferol glikozit ve kuersetin
glikozit bilesikleri 1ile iligkili oldugu,pisirmeislemiyle bu degerlerin azaldig
gosterilmistir (Kuti ve Konuru 2004).

Farkli ¢esitlerde bogiirtlen, ¢ilek, kirmizi ve siyah ahududu meyveleri ve yapraklar ile
yapilan bir c¢aligmada toplam fenol igerigi ve toplam antioksidan kapasiteleri
incelenmistir. ORAC yontemiyle yapilan ¢calismada en yiiksek deger biliyiime esnasinda
cilek ve bogiirtlen meyvelerinde elde edilmistir. Oysa olgunlasmis kirmizi ahududu
meyvesinin en yliksek ORAC aktivitesine sahip oldugu goriilmustiir. Meyvelerle
karsilagtirildiginda yapraklarla yapilan ¢alismalarda daha yliksek ORAC degerleri elde
edilmistir. Kuru agirliklarla yapilan c¢alismalarda daha yiiksek ORAC degerleri ve
toplam fenol igerigi elde edilmistir. Yapraklar biiyiidiikce ORAC ve toplam fenol icerigi
degerleri azaldig1 goriilmiistiir (Wang ve Lin 2000).



Nara benzeyen meyveleri olan ve Latin Amerika agaci1 olanGuava yapraklarindan ve
kurutulmus meyvelerinden elde edilen 6ziitlerin serbest radikal tarama etkinliginin ve
antioksidan kapasitesinin incelendigi diger bir c¢alismada; kurutulmus meyve
Oziitlerinin, yaprak oziitlerinden daha zayif antioksidan etkinlik sergiledigi goriilmiistiir

(Chen ve Yen 2007).

Bu ¢alismada yapraklar ticari deger tasimayan odunsu gévdeye sahip yedi meyve agaci
yapraklarinin sulu Oziitleri hazirlanarak, bu 0ziitlerin antioksidan kapasiteleri, AgNP
olusturma hizlari, ORP degerleri ve voltametrik davraniglar1 arasinda paralellikler
arastirtlmaya calisilmig, yapilan inceleme ve degerlendirmelerle antioksidan kapasite

Olclimii i¢in alternatif yaklagimlarin ortaya konmasi hedeflenmistir.
2.KURAMSAL TEMELLER
2.1. Bitki Yapraklarinn Yapisi ve Islevi

Govde ve yan dal tzerinde bulunan, biyiime noktalarinin yan tarafindaki ¢ikintilarin
gelismesiyle meydana gelen, genis ve yassi sekilde farklilasan, klorofilce zengin organa
yaprak denir. Yaprak govdenin yanal organlarindan biri olup genis bir dis ylizeye
sahiptir. Havalandirma sistemi iyi gelismis ve kloroplastca zengin ve gdzenekli yapida
oldugundan temel islevleri; fotosentez, terleme ve gaz aligverisidir. Bu fonksiyonlari
yerine getirebilmek icin ylizeyini genigletmis, 1siktan yeterince yararlanabilmek igin
govdeden disart dogru uzamis ve yassilagmistir. Yaprak yapist bitki tiirlerine gore
farklilik gosterir. Yapraktan enine bir kesit alindiginda alt ve iist yiizeylerinde kloroplast
bulunmayan tek sirali epidermis hiicreleri bulunur. Epidermis yiizeyi kiitikula
tabakasiyla ortiilidiir. Epidermis katmanlar arasinda yaprak damarlari ve parankima
dokusunun bulundugu mezofil tabakas1 yer alir. Mezofil tabakasinda fotosentezden

sorumlu kloroplastli palizat ve slinger parankimalar1 bulunur.
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Sekil 2.1. Yapragin Enine Kesiti

2.2. Bitki Yapraklarinin Kimyasal Bilesimi ve Mevsimsel Olarak Degisimi

Yapragin yapisinda bulunan bilesikler; yapragin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmesi
icin gerekli olan karbonhidrat ve protein gibi birincil metabolitlerin yaninda;
fenilpropanoid, fenolik ve flavonoid bilesikler ve tiirevlerinden olusan ikincil
metabolitlerdir. Bu bilesenler, farkli ¢cevresel uyarilarin etkisi altinda, biiylime esnasinda
farkl bitki dokularinda ve hiicrelerde birikirler. Fenilpropanoid ve flavanoid bilesikler
genellikle yapraklarin epidermal hiicrelerinde ve vokullarda birikir. Bunun yaninda bazi
bilesikler hiicre duvarlarina bagli olarak bulunur. Bu bilesiklerin birikimi dokuya
Ozgidiir ve yaprak organinin gelisme asamalarina baghdir (Hutzler ve ark. 1998).
Flavonoidler UV bdolgedeki 15181 giiclii bir sekilde sogurarak hiicreleri asirnt UV
radyasyonundan koruma iglevi goriirler. Ayrica daha fazla UV radyasyonuna maruz

kalan bitkilerde flavon ve flavonol sentezlerinde artis goriiliir.

Yapraklarin mevsimsel olarak degisimi ve toplanma zamanmin bu bilesiklerin
yogunlagmast acgisindan biiyiikk Onemi bulunmaktadir. Bu konuda yapilanbir
calismadanar yapraklarindaki toplam fenol, flavonoid, alkaloid ve antioksidan
aktivitelerindeki degisimler Nisan - Eyliil aylar1 arasinda incelenmis, toplam fenol ve
flavonoid seviyesinin yaprak biiylimesinin erken donemlerinde azaldigi Eyliil ayinin
sonlarina kadar artis gozlendigi belirtilmistir, ancak toplam alkaloid derisiminin
yapragin biiylimesi ve gelismesi sirasinda arttig1 gézlemlenmistir. Ayni ¢calismada; nar

yapraklarindaki antioksidan aktivitenin toplam fenol ve flavonoid miktartyla uyumlu bir



degisim gosterdigi goriilmiistiir. Flavanoidlerin ve fenoliklerin ekstrakte edilmesi igin
ham materyaller olarak nar yapraklarinin en uygun toplanma zamani, nar agaglarinin
blylmesi Uzerinde toplama zamanimi etkisi, yapraklardaki aktif bilesenlerin
birikimi/igerigi ve biyolojik verimlilik dikkate alindiginda Agustostan sonraki ay oldugu
ifade edilmistir. Bunun yaninda iklim degisimi, cografik bolgelerdeki varyasyonlar,
ornek boyutunun smirlart gibi faktorlerin nar yapragindaki ikincil metabolitlerin

olusumunu etkileyebilecegi ifade edilmistir (Zhang ve ark. 2010).

Mayis ayindan Eyliil ayina kadar ayni cografya ve iklim sartlarinda alt1 ¢esit farkli ceviz
yaprag iizerinde fenolik bilesenlerin nitel ve nicel incelemesinin gergeklestirildigi
caligmada fenolik asitler, flavonoidler ve toplam fenol iceriginin ortalama degerlerinin
Mayis ayindan Haziran’a kadar azaldigi, Temmuz’da artis ve Eyliill ayina kadar yeniden
azalma seklinde bir degisim profili gosterdigi belirtilmektedir. Ik azalma Haziran’da
meyvelerin hizli olgunlagmasi sirasinda niitrient ve fotosentez iiriinlerinin biiylik oranda

bu siirece harcanmasi ile iliskilendirilmistir (Amaral ve ark. 2004).

Hus agaci yapraklarinin Haziran ayimmin baglarindan Eyliil’iin sonuna kadar bazi
kimyasal ve fiziksel davranislari izlenerek yapraklarin biliylimesi ve savunma amacli
olarak paylasilan bilesiklerin mevsimsel degisimi iizerinde ¢alismalar yapilmistir.
Serbest aminoasit ve proteinlerin derisimi biliylime donemi boyunca azalmis, aksine
karbonhidrat miktar1 donem boyunca c¢esitlilik gostermistir. Fenolik bilesenlerin
mevsimsel dagilimi farklilik gostermistir. Coziilebilir proantosiyanidinlerin derisimi
Agustos’un erken donemlerine kadar artmis, hiicre duvarina bagli proantosiyanidinlerin
derisimi Temmuz’un ortalarinda en yiiksek seviyeye ulastiktan sonra azalmaya
baslamistir. Gallotanninlerin derisimi baslangigtaki artistan sonra yazin erken
donemlerinde hizli bir sekilde azalmis ve diisiik seviyelerde kalmistir. Katesinlerin
derisimi tiim mevsim boyunca diisiik seviyede kalmistir. Flavonoid glikozitlerin toplam
derisimi Temmuz’da artmig sonra mevsimin biiylik bir boliimiinde azalmis ve yapragin
sararma doneminde tekrar artmistir. Flavonoid glikozitlerin farkli gruplari da benzer

mevsimsel degisim gostermistir (Riipi ve ark. 2002).



2.3. Antioksidan Maddeler

Antioksidanlar, okside olabilen karbohidrat, protein, DNA ve lipit gibi substratlarla
karsilastirildiginda diisiik derisimlerde bulunan ve substratlarin yiikseltgenmesini
Onleyen veya geciktiren maddelerdir. Biyolojik antioksidanlar, asir1 oksidasyona neden
olan tepkime veya siireglerin zararli etkilerine karsi biyolojik sistemleri koruyan
bilesikler olarak tanimlanir (Awaad ve Al-Jaber 2010). Antioksidanlar, reaktif oksijen
ve azot tiirleri tarafindan olusan serbest radikalleri etkisizlestiren sistemlerdir. Bu
surecte karsilikli etkilesim halinde olan endergonik ve egzergonik kaynakli

antioksidanlar ¢ok c¢esitli bilesiklerdir.

2.3.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar davranis mekanizmalarina gore primer veya zincir kirici antioksidanlar
ve sekonder veya koruyucu antioksidanlar olarak siniflandirilabilir. Bu siniflandirmaya
gore bazi antioksidanlar birden fazla etki mekanizmasina sahip olduklar1 i¢in ¢oklu
fonksiyonel  antioksidanlar  olarak  degerlendirilir. ~ Primer  antioksidanlar,
otooksidasyonun baglangi¢c ve yayilma basamagini inhibe eden veya geciktiren serbest
radikal tarayicilardir. Sekonder antioksidanlar ise oksidasyon tepkimelerinin hizini
yavaglatan ¢esitli mekanizmalar boyunca antioksidan aktiviteye katki saglayan, primer
antioksidanlardan farkli olarak kararli serbest radikallere doniismeyen enzimatik ve
selatlayic1 antioksidanlar sinifin1 olsturur (Wanasundaral ve Shahidi 2005). Gidalarda

bulunan dogal ve sentetik bazi primer antioksidanlar tabloda gosterildigi gibidir.

Cizelge 2.1. Gidalarda bulunan dogal ve sentetik bazi1 primer antioksidanlar

Dogal Sentetik

Karetenoidler Biitillendirilmis hidroksi toluen (BHT)
Flavanoidler Biitillendirilmis hidroksianisol (BHA)
Fenolik asitler Propil gallatlar (PG)

Tokoferoller Tert-bitil hidroksikinon (TBHQ)




Sekonder antioksidanlar olarak sitrik, malik, suksinik ve tartarik asitler,
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) gibi metal selatlayic1 antioksidanlar ve askorbik asit
ornek verilebilir (Wanasundaral ve Shahidi 2005).

Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olarak siniflandirilabilecegi gibi enzim ve
enzim olmayan antioksidanlar seklinde iki grupta da ele alinabilir. Vicudumuzdaki
antioksidan savunma sisteminde yer alan baslica bilesikler ise; enzimler, metal

Iyonlarini baglayan proteinler, suda ve yagda ¢6ziinen radikal tutucularidir.

Cizelge 2.2. Viicudumuzda antioksidan savunma sisteminde yer alan baslica bilesikler
(Isbilir 2008)

Enzimler Radikal Tutucular Metal  lyonlarmi

Yagda ¢oziinenler  Suda ¢oziinenler | Baglayan Proteinler

Suiperoksit dismutaz E vitamini C vitamini Ferritin (Fe)

Katalaz B - karoten Glutatyon Transferin (Fe)

Glutatyon peroksidaz Bilirubin Urik asit Laktoferrin (Fe)

Glutatyon rediktaz Ubikinon Sistein Albumin (Cu)

Glutatyon S transferaz Flavonoidler Mannitol Seruloplazmin (Cu)

(?;ﬁ;%;i;;zﬁat Melatonin Miyoglobin (Fe)
Lipoik asit

2.3.2. Bitkilerde bulunan antioksidan maddeler
2.3.2.1. C vitamini (askorbik asit) ve tlrevleri

C vitamini viicuda almman vitaminler ve antioksidanlar arasinda suda en fazla
cozlnenlerden birisidir. Organizmada bir¢ok bilesik i¢in indirgeyici bilesen olarak
gorev yapar. Oncelikli olarak hiicresel sivilarda islev goriir (Niki 1987). Serbest formda
bulunabilen askorbik asit, sodyum ve kalsiyum tuzlar1 veya palmitik ve stearik esterleri
seklinde gidalarda bulunabilir. Askorbik asit in vivo kosullarda etkin bir sekilde
oksidatif hiicre zararinin Onlenmesi i¢in hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek
ortamdan temizler (Foyer ve ark 1993). Askorbik asit bir veya iki elektron transfer
ederek dehidro askorbik asite yukseltgenir. Bu redoks dongiisti dehidro askorbik asitin

askorbik asite enzimatik indirgenmesiyle canli dokularin i¢inde tamamlanir.
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Sekil 2.2. Askorbik asitin dehidro askorbik asite yukseltgenmesi

C vitamini, membranlarda olusan a-tokoferol radikali ile reaksiyona girerek o-
tokoferollinrejenerasyonunu  saglar. Askorbik asit Yyuksek konsantrasyonlarda
antioksidan aktivitesinin yaninda, diisiik konsantrasyonlarda prooksidan aktivite gosterir
ve gecis metalleri varliginda demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonu ile hidroksit

radikali olusumuna katki saglar (Wanasundaral ve Shahidi 2005).
2.3.2.2. Tokoferoller

E vitamini ailesinin ana bilesenidir. Bitkilerde sentezlenen alfa(a), beta(p), gama(y) ve
delta(d) gibi gesitleri olan yan zincirleri doymus bilesiklerdir. Antioksidan aktivitesi o >
B >y > 0 swrasiyla azalir. En biiylik biyolojik aktiviteyi gosteren a — tokoferoldr.
Vucutta yagh dokuda en fazla ¢oziinen antioksidan bilesiktir ve zincir tepkimelerini
Onleyen etkili antioksidanlardan biridir. Antioksidan aktivitesi yapisindaki fenolik
hidroksil grubuna sahip aromatik halkadan kaynaklanir. Lipofilik 6zelliginden dolay1
lipid peroksidasyonuna karsi hiicre membranlarinin ve plazma lipoproteinlerinin en

onemli zincir kiric1 antioksidanidir.
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Sekil 2.3. o — tokoferol



a-tokoferol radikali nispeten stabil ve reaktivitesi az olan bir radikaldir. Okside olduktan
sonra veya atilmadan once askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilir.

Boylece rejenere edilmis olur. a-tokoferol lipid peroksidasyonunu yayilma basamaginda

engeller (Wanasundaral ve Shahidi 2005).
2.3.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler yesil bitkilerde, meyve ve sebzelerde bulunan yagda ¢ozilinebilen dogal
renk pigmentleridir. Fotooksidatif siireclere karsi bitkileri korur. Karotenler ve
ksantofiller seklinde iki sinifta bulunurlar. Cesitli kimyasal 6zellikleri ile 40 karbonlu
izoprenoid veya tetraterpenlerden olusurlar. Ksantofiller, hidroksilasyon ve
epoksidasyonla karotenlerden turetilir (Wanasundaral ve Shahidi 2005). Bazi
karotenoidler A vitamininin biyolojik olarak aktif kismini olstururlar ve bu yilizden

provitamin A Onctlisii seklinde kategorize edilirler. - karoten A vitamini énciis olarak

bilinir ve bitki kaynaklarinin ¢ogu p- karoten icerir.

Sekil 2.4. 3 — karoten

Karotenoidler 6zellikle singlet oksijeni ve peroksil radikallerini gideren etkili
antioksidanlardir. Karotenoidler arasinda en etkin singlet oksijen tutucu; B-karotenin

acik zincirli analogu olan likopendir.

Sekil 2.5. Likopen
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Yiiksek oksijen derisimlerinde [3- karotenin antioksidan aktivitesi azalmaya baglar.
Artan oksijen derisimi karatenoidlerin konjuge c¢ift baglarindan dolayr peroksi
radikalleri tarafindan saldiriya elverisli durumdadir ve bu durum karotenoid peroksi

radikallerinin olusumuna yol agar (Burton ve Ingold 1984).
2.3.2.4. Fenolik asitler

Fenolik bilesikler sekonder metabolitler olarak bitkilerde bulunur. Fenolik asitler ve
polifenolik tirevleri, dogal olarak bulunan hidrofilik ve hidrofobik antioksidatif
bilesiklerin en 6nemli serisini olusturur. Bu fenolik bilesikler radikal tarayicisi veya
metal selatorleri olarak aktivite gosterirler. Bitkilerde bulunan fenolik asitler, substitue
benzoik asit veya siibstitlie sinamik asit tiirevleri yapisindadirlar. Molekiil yapisindaki
fenolik halkanin ve buna bagl yan zincirlerin varlig1 radikal baglama giiclinii arttirir.
Sinamik asitteki CH = CH — COOH grubu, benzoik asitin — COOH grubuna oranla
antioksidan aktiviteye daha fazla katki saglar. Ciinkii, C=C c¢ift bag1 rezonans yoluyla
antioksidan radikalinin stabil halde kalmasini destekler (Pokorny ve Chan 1988).

Ry R2 Rs3
COOH H H H Benzoik asit
H OH H p-Hidroksibenzoik asit
OH OH OH Gallik asit
R, R, OCHjs OH OCH3; | Siringik asit
R, OCHg OH H Vanilik asit

Sekil 2.6. Benzoik asit ve tlrevleri

11



COOH Ry R, Rs
Z OH OH H Kafeik asit
H H H Sinamik asit
H OH H p- Kumarik asit
R3 R OCHjs OH H Ferulik asit
R, OCH; | OH OCH; | Sinapik asit

Sekil 2.7. Sinamik asit ve tlrevleri

Orto ve para pozisyonunda ikinci bir hidroksil grubunun bulunmasi fenolik asitin
antioksidan aktivitesini arttirir. Ug hidroksil gruplu gallik asit protokatesik asitten daha
aktiftir. Metoksillenmis bazi hidroksil gruplar1 antioksidan aktiviteyi arttirir. Sinapik
asit, orto pozisyonundaki metoksi gruplari sayesinde ferulik asitten daha aktiftir
(Wanasundaral ve Shahidi 2005).

2.3.2.5. Flavonoidler

Flavonoidler, molekiil yapilar1 iginde bir benzo- y- piron halka yapisi iceren fenolik
bilesiklerdir. Flavonoidlerin yaklasik olarak % 90'1 glikozit flavonoidleri seklinde
bitkilerde meydana gelir (Wiseman ve ark. 1997). Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi
lipit oksidasyonuna kars1 ¢ok etkilidir. Diisiik redoks potansiyelleri sayesinde (230 mV
< E% 750 mV ) alkoksi, hidroksil, peroksi ve stiperoksit gibi yiiksek redoks
potansiyeline sahip ( 2310 mV — 1000 mV) serbest radikalleri indirgeyebilme giiciine
sahiptirler(Jovanovi¢ ve ark. 1994). Halka yapilarina gore flavonoller, flavonlar,

flavanonlar, antosiyaninler ve izoflavonoidler olarak siniflandirilir.

Sekil 2.8. Temel flavonoid yapis1
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Flavonoidler ayn1 zamanda metal katalizli oksidasyon baslangicini inhibe etmek i¢in
kullanilabilen iyi bir metal selatorleridir. Flavonoidlerin metal selatlama giicii A ve B
halkalarindaki orto — difenol yapis1 ve C halkasindaki ketol yapisindan kaynaklanir.
Flavonoidlerin antioksidan aktivitesinin incelenmesinde birinci dereceden 6nemli olan
ozellikle A ve B halkalarindaki hidroksil gruplarinin sayis1 ve konumudur. B halkasinin
orto pozisyonundaki dihidroksilasyon, antioksidan aktiviteye katki saglar (Pratt ve ark.
1990).

3 5 7 3 4 5
Flavon
H OH OH H H H Krisin
H OH OH H OH H Apigenin
H OH OH OH OH H Luteolin
Flavonol

OH OH OH OH OH H Kuersetin
OH OH OH OH OH OH Mirisetin
OH OH OH H OH H Kaempferol
O- rutinose OH OH  OH OH H Rutin

Sekil 2.9. Flavon ve flavonol tiirevleri
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) 3 5 |7 |3 |4 |5

y OH OH OH H  OH H Pelargonidin
OH OH OH OH OH H Siyanidin
OH OH OH OCH; OH H  Peonidin

OH OH OH OH OH OH Delfinidin
OH OH OH OCH; OH OH Petunidin
OH OH OH OCHz; OH OCH; Malvidin

Sekil 2.10. Antosiyanidin turevleri

Flavan-3-ols
3 5 7 3 4 5" | konfiglrasyon
OH OH OH OH OH H 2R:2S (+) - Katesin
OH OH OH OH OH H 2R:3R  (-)- Epikatesin

OH OH OH OH OH OH 2R:3S (+) - Gallokatesin
OH OH OH OH OH OH 2R:3R (-)- Epigallokatesin
Galik OH OH OH OH H 2R:3R (-)- Epikatesin

asit gallat
Gallik OH OH OH OH OH 2R:3R (-)-Epigallokatesin
asit gallat

Sekil 2.11. Flavan 3 — ol tlrevleri
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Flavonone (Flavanonol)

3 5 7 3 4 5

Flavonon
H OH OH H OCH; H Hesperidin
H OH OH H OH H Naringenin
Flavononol
OH OH OH OH OH H Taksifolin

Sekil 2.12. Flavonon tlrevleri
2.3.3. Antioksidan kapasite 6lcim yontemleri

Tepkime mekanizmalarina gore antioksidan kapasite tayinleri baslica iki gruba
ayrilabilir:

1) Hidrojen atomu transferine dayali metotlar (HAT)

2) Tek elektron transferine dayali metotlar (ET)

HAT mekanizmasina dayanan metotlarin ¢ogunda yarigmali tepkime kinetigi izlenir.
HAT" a dayali metotlar genellikle sentetik bir radikal Ureticiden, radikal Greticinin etki
ettigi yiikseltgenebilir molekiiler bir bilesik(substrat) ve bir antioksidan bilesikten
olusur. HAT-temelli metodlarda peroksil radikali (ROQe) lretmek (zere bir radikal
baslatict kullanilir. Eklenen antioksidan radikaller ortamdakisubstrat ile yarigir. ROO«

tercihen antioksidandan bir hidrojen atomu alir (Huang ve ark. 2005).

ET’ e dayanan metotlar; bir karisimda antioksidan ve oksidan olmak {iizere iki bilesen
igerir. Oksidan antioksidandan bir elektron alir ve bu oksidanda renk degisimine neden
olur. Renk degisiminin derecesi, antioksidan derisimiyle orantilidir. Absorbanstaki
degisim antioksidan derisimine kars1 grafige gecirilir ve elde edilen dogrunun egimi

antioksidan indirgeme guctini yansitir (Huang ve ark. 2005).
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Qizelge 2.3. In vitro kosullarda uygulanan bazi antioksidan aktivite tayin yontemleri
(Isbilir 2008)

HAT- temelli metotlar Oksijen Radikalini Absorplama
Kapasitesi (ORAC)

ROOe + AH(antioksidan) — ROOH + Ae
Toplam radikal tuzaklayici antioksidan

parametre yontemi (TRAP)

ROOs + LH — LOOH + Le- Karotenoid(Krosin) agartma yontemi
ET- temelli metotlar Troloks esdegeri antioksidan
kapasite(TEAC)

Fe(I11) iyonu indirgeme glict (FRAP)
M" + e(AH'den) — AHe + M®™P
DPPH radikal giderme aktivitesi

Folin — Ciocalteu yontemi (FCR)

Cu(ll) iyonu indirgeme giici (CUPRAC)

2.3.3.1. Oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yontemi (ORAC)

ORAC yontemi baslangigta Ghiselli ve ark.(1995) tarafindan ¢alisilmistir. Daha sonra
Cao ve ark.(1993) tarafindan gelistirilmistir. ORAC peroksil radikalinin antioksidan
inhibisyonunu 0Olcer. Bu yontemde peroksil radikali floresans 0Ozellik gosteren bir

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

R-N=N-R — N; + 2ROOe

ROOe + prob ( Floresan madde ) — ROOH + okside olmus prob (floresansta azalma)
ROO+ + AH— ROOH + Ae

ROO-* + A« — ROOA
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Antioksidanin koruyucu etkisinin hesaplanmasi, floresans bozunma egrisinin altindaki

integre edilmis net alandan yapilir.

Metodun ilk halinde prob olarak fluoresan bir protein olan B-fikoeritrin (B-PE) ile ve
peroksil radikal baslaticist olarak AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihidroklorit)
bilesigi ilecalisilmistir. Ancak B-PE’nin fotostabil olmamasi, polifenolik maddelerle
etkilesimi  ve radikal baslatici eklenmediginde bile fluoresansinin azalmasi
dezavantajlartylakarsilasilmis ve sonralart ORAC metodu, yukseltgenebilir bir bilesik
olarak B-PE yerine protein olmayan sentetik bir bilesik olan floressein kullanilarak

gelistirilmistir.

2.3.3.2. Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)

Orijinal TRAP yontemi Wayner ve ark. (1985) tarafindan gelistirilmistir ve ¢ogunlukla
plazmanin antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Bu yontem,
bir azo bilesiginin termal bozunmasiyla indiiklenen kontrollii bir lipid peroksidasyon
reaksiyonu esnasinda oksijen tiiketiminin Olc¢lilmesi temeline dayanir. Wayner
metodunda, ¢oziinmiisoksijen tliketimi, lipid peroksidasyon hizinin bir gostergesidir ve
bundan dolayr plazmanin bu reaksiyonu engelleme kabiliyetinin dolayli olarak
Olgiilmesidir. Plazmanin oksijen tiikketimi zerine geciktirme etkisi, bilinen miktarda

troloksun geciktirme etkisiyle karsilagtirilir.

Yontemin avantaji: Serum veya plasma gibi biyolojik materyallerde antioksidan
kapasite Ol¢timleri i¢in kullanilir. Glutatyon, bilirubin, iirik asit ve askorbik asit gibi
enzimatik olmayan antioksidanlarin siipiiriici aktivitesini 6l¢er (Huang ve ark. 2005).

Bunun yaninda karisik ve zaman alic1 bir yontemdir.

2.3.3.3. Karotenoid(Krosin) agartma yontemi

Bu ¢alismada, AAPH gibi serbest bir radikal {ireticinin varliginda karotenoidlerin dogal
bir tlrevi olarak bulunan Kkrosinin agartmasinin énlenmesi antioksidanlarin inhibisyon

kapasitelerinin dl¢tilmesiyle gerceklesir.
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RN =NR — 2Re + N3

Re + O; <> ROO°

krosin - H + R00* — krosin*(rengi agilmis) + ROOH
krosin - H + R00+ + AH — krosin® + ROOH + Ae

Ursini ve ark.(1998) bu metodu plazma antioksidan kapasitesinin tayininde
uygulamislardir. Renk acilmasi krosinin maksimum absorpsiyon yaptigr 443 nm
dalgaboyunda 10 dakika boyunca spektrofotometrik olarak izlenmistir. Antioksidanlar
agarmaya engel olur. Baslangic krosin agarma hizlar1 antioksidan varliginda ve

yoklugundaki kinetik egrilerden elde edilir.

Yontemin olumsuz yonleri: Krosin agartma tekniginin, gida drneklerinde uygulamalari
sinirlidir. ROOe« ve fitokimyasallar arasindaki reaksiyon hiz sabitleri biiyiik ol¢iide
degisebilir. Baz1 fitokimyasallarin reaksiyon hizlar1 krosine benzerdir. Bu durumda,
inhibe edilmis agartma hizlar1 ¢ok kiigiiktiir ve metot antioksidanlardaki konsantrasyon
degisimine duyarli degildir. Krosin 450 nm’de absorbans yapar ve karotenoid gibi pek
cok meyve pigmenti 15181 aym dalga boyunda absorplar. Her bir 6rnege girisimi
onlemek i¢in, yalmzca gida o6rnegi ve AAPH igeren bir karisim aym1 zamanda

denenmelidir (Huang ve ark. 2005).
2.3.3.4. Troloks esdegeri antioksidan kapasite(TEAC)

TEAC yontemi ilk olarak Miller ve ark. (1993) tarafindan yilinda rapor edilmistir. Bu
yontemde,2,2’azinobis(3etilbenzotiyazolin-6-sulfonik  asit) (ABTS)’in  persulfatla
oksidasyonuyla, ABTSe" radikali olusturulur. Bu radikal, toplam radikal siipiirme
kapasitesini 6lgmek i¢in kullanilir. Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan ABTS nin
rengini kaybetmesi temeline dayanir. Antioksidan kapasite, suda ¢oziinen E vitamini
analogu olan troloks konsantrasyonun (mM) esdegeri olarak ifade edilir. Ornegin
toplam radikal stpirme kapasitesi, troloksun absorbansi azaltmasiyla iliskili olarak

hesaplanir.

Yontemin avantajlari: Uygulamasinin kolay olmasi nedeniyle, TEAC yontemi, pek cok
arastirma laboratuvarinda antioksidan kapasite calismast ic¢in kullanilmistir. ABTS

radikali genis bir pH araliginda kararlidir. Bu yiizden antioksidan mekanizma iizerine
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pH etkisini ¢alismak igin kullanilabilir (Lemanska ve ark 2001). ABTS radikali hem
sulu hem de organik c¢oziiciilerde ¢oziinebilir ve dolayisiyla lipofilik ve hidrofilik
bilesiklerin antioksidan kapasitesini 6lgmek i¢in kullanilabilir. Radikal diisiik redoks
potansiyeline sahiptir (0,68 V) ve nispeten daha diisiik redoks potansiyelleri nedeniyle
fenoliklerin antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi i¢in uygundur. Cogu fenolik
bilesik bu termodinamik 06zelligi nedeniyle, ABTS radikaliyle reaksiyona girebilir
(Osman ve ark 2006).

2.3.3.5. Fe(l11) iyonu indirgeme giict (FRAP)

FRAP yonteminin avantaji elektron-transfer reaksiyonu olmasidir. Burada Fe(lll) tuzu,
Fe(II)(TPTZ),Cl; (TPTZ=2,4,6-tripiridil s-triazin), oksidan olarak kullanilir. Fe(III)
tuzu redoks potansiyeli (0,70 V) ABTSe’nin redoks potansiyeli (0,68V) ile benzerdir.
Bu yiizden, TEAC ve FRAP yontemleri arasinda pek fark yoktur. TEAC y6ntemi, notral
pH’da, FRAP yontemi ise demirin ¢oziiniirliiglinii saglamak i¢in asidik kosullarda(pH
3,6) gerceklestirilir. Diisitk pH degerinde, Fe(Ill)-TPTZ kompleksi, Fe(ll) formuna

indirgenir. Bu kompleks koyu mavi renklidir ve absorpsiyon maksimumu 593 nm’dir.

Yontemin avantajlari: Bu yontem hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin tayini igin
uygundur. FRAP yoOnteminin en Onemli avantaji, basitligi, hizi, ucuzlugu ve
saglamligidir. Ozel bir ekipman gerektirmez. Otomatik, yari-otomatik ve manuel

metotlarla gergeklestirilebilir (Prior ve ark. 2005).

Yontemin dezavantajlari: Bu reaksiyon spesifik degildir ve 0,70 V’dan daha diisiik
redoks potansiyeline sahip, in vivo olarak antioksidan ¢zellik gostermeyen herhangi bir
bilesik bile demiri indirgeyebilir (Nilsson ve ark. 2005). Glutatyon gibi tiyol
antioksidanlar FRAP yontemiyle oOlctlemezler. Bunun nedeni Fe(l11)’n, kimyasal
olarak inert olmasina neden olan yiiksek spinli yar1 dolu d orbitalleri olabilir (Apak ve
ark. 2004). Ayrica diger bir neden FRAP yontemi ile fizyolik olmayan pH’da
calisilmasidir (Jimenez ve ark. 2008). Yontem orijinal olarak plazmanin antioksidan
kapasitesini 6lgmek i¢in gelistirilmistir, fakat daha sonra cay ve sarabin antioksidan
kapasite tayininde kullanilmistir. Karisim gida ekstraktindaki selatlarla baglanabilen
diger Fe(lll) tarlerini iceriyorsa, potansiyel problemler meydana gelir. Bu kompleksler

antioksidanlarla reaksiyona girebilir (MacDonald ve ark. 2006).
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2.3.3.6. DPPH radikal giderme aktivitesi

Ticari olarak bulunan DPPHe radikali, birka¢ kararli organik azot radikalinden biridir.
UV absorbsiyon maksimumu 515 nm“dir. Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar
tarafindan siipiiriilmesi temeline dayanir. Antioksidan tarafindan indirgenince rengi
soldugu igin reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometre ile izlenir. DPPH’in renginin
solmas1 antioksidan derisimi ile orantihidir. Kalan DPPH yiizdesi, asagidaki sekilde

hesaplanmaistir:
%DPPHSe ya1an =100X [DPPHe ya1an]/[DPPHe]i=0

%DPPHyaan antioksidan derigimiyle dogru orantilidir. Baslangic DPPHe derisiminde
%350 azalmaya neden olan derisim ECsp olarak tanimlanir. ECsy denge derisimine
ulagmas1 i¢in gerekli olan zaman, kinetik egrilerden hesaplanir ve TECsy olarak

tanimlanir.

Yontemin avantajlart: DPPH yontemi basit ve hizlidir. Dogru ve tekrarlanabilir
sonuglarverir. Yalnizca UV-GB spektrofotometresine ihtiyacduyar. Cok sayida 6rnek

analizi mikroplaka kullanilarak yapilabilir (Jimenez ve ark. 2008).

Yontemin dezavantajlari: DPPH yalnizca organik ortamda c¢ozulebilir, sulu ortamda
coziinmez. Bu hidrofilik antioksidanlarin roliinlin yorumlanmasinda o6nemli bir
sinirlamadir. Olgiimlerde 15131 etkisi gdz ardi edilmemelidir. Metanol ve aseton
icindeki DPPH’1n 517 nm’deki absorbansi 151k altinda, 120 dakikalik siire boyunca %20
ve %35 azalmaktadir. Baz1 ornek bilesenleri, 6rnegin karotenoitler, DPPH’in 515
nm’deki absorbans spektrumuyla g¢akisabilirler. DPPH, canli organizmalarda bulunan
radikallerin tersine, kararli, uzun 6miirlii bir azot radikalidir ve yiiksek reaktiflikte, kisa
omdarld, lipid peroksidasyonunda rol alan peroksil radikallerine benzemez. Peroksil
radikalleriyle hizli reaksiyon veren cogu antioksidan DPPH ile yavas reaksiyona
girebilir veya sterik engel nedeniyle DPPH’a kars1 inert olabilir (Arneo 2000, Huang ve
ark. 2005).
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2.3.3.7. Folin — Ciocalteu yontemi (FCR)

Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) molibdofosfotungstik heteropoliasittir(3
H,0.P205.13W03.5M003.10 H,0). Varsayilan aktif merkezi Mo(VI) dir. Metod
baslangicta proteinlerde fenol grubu igeren tirozin kalintisi ile Folin-Ciocalteu
ayiracinin (FCR) etkilesiminden dolay1 protein analizi i¢in diisiiniilmiistiir. Singleton ve
arkadaglar1 (1999) bu ¢alismay1 saraptaki toplam fenollerin analizi i¢in gelistirmislerdir.
FCR ayiraci ile yapilan caligmalar toplam fenol analizi olarak yansitilmasina ragmen
gercekte ornegin toplam indirgen kapasitesi Ol¢iiliir. Fenolik bilesikler FCR ile yalniz
bazik kosullar altinda reaksiyona girerler. Sodyum karbonat ¢ozeltisiyle pH 10’a
ayarlanir. Elektron transfer tepkimesi ortamda bulunan indirgen bilesenler ile Mo(VI)

arasinda meydana gelir.
Mo(VI)(sar1) + e-(antioksidan) — Mo(V)(mavi)

Mavi renkli kompleks olusumu 765 nm’de spektrofotometrik olarak Olgiiliir. Standart
olarak genellikle gallik asit kullanilir ve sonuglar gallik asit esdegeri olarak (mg/L) ifade

edilir.

Yontemin avantajlari: FCR yontemi ile diger elektron transferine dayanan metotlar
arasinda mitkemmel dogrusal korelasyon oldugu belirlenmistir (Magalhaes ve ark.
2008). FCR metodu ve ORAC metoduyla elde edilen antioksidan kapasite 6lgtimleri
arasindaki iliski genellikle iyidir (Prior ve ark. 2005). FCR’nin tanimlanmamis kimyasal
yapisina ragmen, FCR yontemi ile toplam fenol tayini giivenilir, basit ve

tekrarlanabilirdir (Huang ve ark. 2005).

Yontemin dezavantajlari: Metotlarin standardizasyon eksikligi tayin edilen fenollerde
farkli degerler elde edilmesine neden olmaktadir. Son absorbans degerleri genellikle
reaksiyona giren fenolik hidroksil gruplarimin sayistyla orantilidir ve molekiiliin
yapisina baghdir. Yontemin zaman almasi, rutin analizler i¢in uygulanmasini
zorlastirmaktadir. Ayica siire¢ sulu fazda gergeklestirildiginden, lipofilik bilesikler igin
uygulanamamaktadir (Magalhaes ve ark. 2008).
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2.3.3.8. Cu(ll) iyonu indirgeme gict (CUPRAC)

Bu yOntem, bir numunedeki antioksidanlar tarafindan Cu(Il)’nin Cu(I)’e indirgenmesi
temeline dayanir. Apak ve arkadaslarinin gelistirdigi bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-

fenantrolin (Neokuproin veya Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(II)-neokuproin
kompleksinin (Cu(I)-Nc), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I) neokuproin
[Cu(l)-Nc] kompleksine indirgenme yeteneginden yararlanarak antioksidan kapasite

hesaplanmaktadir.

Yontemin avantajlari: Reaktif secici oldugundan, fenantrolin veya tripiridiltriazin tiirQ
ligandlarla bagli demire gore daha diisiik redoks potansiyeline sahiptir. FRAP
yonteminde girisime neden olan basit sekerler ve sitrik asit, CUPRAC reaktifiyle okside
olmaz. CUPRAC reaktifi, tiyol tipi antioksidanlar1 okside etmek i¢in yeterince hizlidir.
Cu(Il)’nin elektronik yapisi, hizli kinetige imkan verir. CUPRAC reaktifi, ABTS ve
DPPH gibi, kromojenik radikal reaktiflerden daha kararlidir ve daha kolay temin
edilebilir. Renkli Cu(l)-Nc selat1 veren redoks reaksiyonu, hava, giines 15181, nem ve pH
gibi parametrelerden etkilenmez (Apak ve ark 2004).

Yontemin dezavantajlari: CUPRAC yontemi askorbik asit, tirik asit, gallik asit ve
kesretin i¢in birkag¢ dakika i¢inde tamamlanir, fakat daha kompleks molekdller i¢in 30 -
60 dakika gereklidir. CUPRAC yonteminde kompleks antioksidan karisiminda uygun

reaksiyon zamanini segme agisindan problemlidir (Prior ve ark. 2005).

Son zamanlarda cesitli redoks ciftlerinden yararlanarak antioksidan kapasite tayin
yontemleri gelistirilmektedir,. CHROMAC yontemi olarak adlandirilan, sadece
antioksidanlarin yiikseltgenebilecigi ve diger krom iyonu tiirlerinin fenolik bilesiklerle
tepkimeye girmedigi, kompleks bir reaktif olusturmadigi pH’de, Cr(VI) iyonunun
indirgenmesine dayali yeni bir yontem Onerilmistir. Calisma asidik ortamda 1,5 — difenil
karbazit ve Cr(VI) iyonunun tepkimesiyle olusan difenil karbazon ve Cr(III) iyonunun

renkli selatlagsmis kompleksinin spektrofotometrik olarak dl¢iimii lizerine odaklidir.

CHROMAC yonteminde, fenolik bilesikler asitli ortamda Cr(VI) iyonunun asiri
miktariyla fenoksi radikallerine yiikseltgenirler ve bu durum Cr(VI) iyonunun Cr(III)

iyonuna indirgenmesine neden olur. Kalan Cr(VI) iyonlar, pH 2,8’de 1,5 — difenil
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karbazit ile 540 nm’de difenil karbazon ve Cr(Ill) iyonunun selatlayict kompleksini
olusturmak i¢in tepkimeye girer. Calismada kullanilan kromojenik reaktif, kolay elde
edilebilir, stabil, se¢ici ve gidalardaki antioksidanlarin bir¢ok ¢esidine yanit vermesi

bakimindan yontemin avantajli yoniinii olusturdugu belirtilmistir (Isik ve ark. 2013).
2.3.4. Antioksidan kapasite 6l¢iim yontemlerinin zorluklar ve celiskileri

Gida bilesiminin karmasikligindan dolayr her bir antioksidan bilesenin ayr1 ayri
incelenmesi, antioksidan bilesiklerin multifonksiyonel olmasi1 ve bilesenler arasindaki
sinerjistik etkilesimlerde g6z Oniine alindiginda pahali ve etkisiz bir yoldur.
Multifonksiyonel gida ve biyolojik sistemlerdeki antioksidanlar1 degerlendirmek igin
tek boyutlu bir metot kullanimi ve antioksidan kapasiteyi giivenilir bir sekilde
olgiilebilir gegerli bir ¢alismanin eksikligi en biiyiik problemdir (Huang ve ark. 2005).
Bu yiizden aragtirmacilar antioksidan etkinligin hizli, giivenilir bi¢imde ve bir kimyasal
reaksiyon ile olgiilmesini saglayabilecek metot gelistirme arzusundadirlar. In vitro
kosullarda antioksidan etkinligi 6l¢meyi amaglayan birgok metot mevcuttur. Kimyasal
bir terim olarak aktiviteyi sicaklik, basing, tepkime ortami gibi spesifik tepkime
kosullarin1 dikkate almadan ifade etmek anlamsiz olur. Antioksidan aktivitenin 6l¢timii
spesifik kosullar altindaki kimyasal reaksiyona girme yatkinligini yansitir. Spesifik
tepkimelerin fazla bagimsiz olmasi ve benzer kimyasal anlamlara sahip olmasindan
dolay1r tek bir calismayla elde edilen verileri toplam antioksidan aktivitenin bir
gostergesi olarak kullanmak yanilticidir ve uygun degildir (Huang ve ark. 2005). Ancak
her bir degerlendirme farkli oksidasyon sartlar1 altinda ve farkli oksidasyon triinlerini

6l¢mek icin birka¢ metot kullanilarak yapilmalidir.
2.4. Yesil Kimya

Yesil kimya, kimyasal iriinlerin ve proseslerdeki cevre ve insan sagligina zararl
maddelerin kullanimini1 veya f{retimini ortadan kaldirmak ve olusumunu o&nleyici
yontemlerin bulunmasi, planlanmast ve gelistirilmesi amagli bir yaklasim olarak
tanimlanmaktadir (Anastas ve Wiliamson 1996, Hjeresen ve ark. 2002). Disiplinlerarasi
bir alana sahip olan yesilkimya, siirdiirebilir kimya olarak da bilinir ve diinyada

strddrebilirlik konusunda enerji Uretimi ve kullanimi, besin tiretimi, kiresel iklim
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degisikligi, cevredeki toksik maddelerin azaltilmasi-yok edilmesi ve geri doniisiimsiiz

kaynak kullanimi hakkinda se¢enekler saglar (Karpudewan ve ark. 2011).

2.5. Metalik Nanopartikuller

Metalik nanopartikiiller sahip olduklar: {istiin optik, manyetik ve elektronik 6zelikleri
nedeniyle son yillarda optoelektronik, kataliz, tip, kimyasal/biyokimyasal sensorler gibi
alanlarda kullanimlar1 yogun olarak arastirilmaktadir. Farkli tekniklerle basartyla
sentezlenmelerine ragmen tekniklerin pahali olmasi ve kullanilan zararli kimyasallarin
cevresel ve biyolojik riskleri nedeniyle, son yillarda ¢evre dostu, ucuz, biyomedikal ve
ila¢ uygulamalarina uyumlu teknikler iizerinde ilgi giderek artmaktadir(Filippo ve ark.
2010).

Metalik nanopartikiiller belli boyut araliginda hacimsel yapilardan farkli olarak
olagandis1 oOzellilkler ve islevsellikler sergilerler. Nanopartikiil 6zelliklerinin
cekiciliginin nedeni; kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut bagimliligi,
ylzey atomlarinin benzersiz karakterleri ve yliksek yiizey/ hacim orani olarak kendini

gosterir.

Nanopartikiiller genis bir kimyasal aralikta ve morfolojide farkli teknikler kullanarak
tiretilebilirler. Ancak sentez yonteminin karmasik ve ¢cok pahali olmasi, toksik madde
kullanim1 gerektirmesi, farmakolojik ve biyomedikal uygulamalara uygun olmamasi
gibi dezavantajlar icermektedir. Nanopartikullerin biyosentez yoluyla elde edilmesi;
basit ve ekonomik olusu, toksik madde kullanimi gerektirmemesi farmakolojik ve
biyomedikal uygulamalara uygun olmasi gibi avantajlarindan dolay1 biyosentez yoluyla

nanopartikdl liretimi cazip hale gelmistir (Filippo ve ark. 2010).

Bitki Oziitlerinde bulunan biyomolekiiller, yesil sentezleme siireci igerisinde metal
iyonlarinin nanopartikiillere indirgenmesi i¢in kullanilabilir. Bitki 6ziitii kullanilarak
nanopartikiillerin tiretiminde 6ziit, metal tuzunun bir ¢6zeltisiyle karigtirilir ve tepkime
dakikalar i¢erisinde tamamlanir. Glimiis, altin ve diger metalik nanopartikiiller bu yolla
uretilmektedir (Li ve ark. 2011). AgNP’lerin biyosentez yoluyla Gretiminde sulu ve

organik &ziitlerin kullanimina iligkin bir¢ok literatiir ¢alismasi mevcuttur.
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Bes bitki (Cam agaci, Trabzon hurmasi, Mabet agaci, Manolya ve Cinar agaci)
yapragimnin sulu oziitlerinden AgNP’lerin sentezi gergeklestirilerek UV — gorinur bolge
spektroskopisi ile nanopartikiil olusumu izlenmis, manolya yapragi Oziitiinlin AgNP

olusumu konusunda daha etkin oldugu gosterilmistir (Song ve Kim 2009).

Bir dogal tatlandirici olan kurutulmus Stevia rebaudiana yapraklarinin sulu Oziitleri
kullanilarak elde edilen AgNP’ler cesitli spektroskopik tekniklerle karakterize edilmistir
(Yilmaz ve ark. 2011). Ocimum sanctum tiirii yaprak oziitii kullanilarak sentezlenen
giimiis nanopartikiiller c¢esitli spektroskopik yontemlerle karakterize edilmis ve
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir (Singhal ve ark. 2011). Bagka bir caligmada da
Acalypha indica tiiri yaprak 6ziitii kullanilarak AgNP’lerin 30 dakika ig¢inde hizli bir
sekilde sentezlendigi gozlemlenmis ve antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir

(Krishnaraj ve ark. 2010).

Baska bir calismada da indirgen reaktif olarak Ulkemizde kisnis olarak bilinen ve
maydanozgillerden bir tir olan Coriandrum sativum yaprak oziitii kullanilarak AgNP
‘lerin biyosentezi gerceklestirilmis ve optik 6zellikleri {izerinde ¢alismalar yapilmistir
(Sathyavathi ve ark. 2010). Bir ¢esit mango meyve agaci olanMangifera indica yaprak
orneginin sulu 6ziitli kullanilarak AgNP olusumunun pH ve sicaklikla degisimi {izerine
sinirli bir c¢alisma yapilmistir (Philip 2011). Tropikal bir aga¢ cinsi olan Neem
(Azadirachta indica) yapraklarinin sulu 6ziitleri kullanilarak yiiksek derisimde giimiis,
altin ve bimetalik Au/Ag cekirdek — kabuk olusumlu nanopartikiillerin sentezi
gerceklestirilmistir. Metal iyonlarinin indirgenmesiyle saf metalik ve bimetalik
nanopartikiillerin olusumunda yaprak Oziitinde bulunan indirgen sekerlerin ve
terpenoidlerin siireci kolaylastirdigi ifade edilmistir (Shankar ve ark. 2004). Buna
benzer bir ¢alismada kaju olarak bilinen Anacardium occidentale yapraginin sulu 6ziitii
kullanilarak giimiis, altin ve Au ¢ekirdek — Ag kabuk olusumlu nanopartikiillerin sentezi
gerceklestirilerek, nanopartikiil olusumu iizerine pH, sicaklik ve 6ziit miktarinin etkisi

incelenmistir (Sheny ve ark. 2011).

Bir gliney Amerika bitkisi olan patlicangillerden Capsicum annuum L. yaprak 6zdtu ile

AgNP’lerin sentezi ve olusumu Tlizerine proteinlerin etkisi g¢esitli spektroskopik
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tekniklerle incelenmistir. Sonuglar proteinlerin amin gruplarinin, AgNP’lerin olusumu

esnasinda kontrol edici ve indirgeyici bir rol oynadigini géstermistir (Li ve ark. 2007).

Kudret helvasi bitkisi ve sabun — kdkii(Acanthe phylum bracteatum) bitkisi kullanilarak
elde edilen sulu 6ziitlerden biyoindirgenmeyle AgNP’lerin sentezi incelenmistir. Cesitli
spektroskopik yontemlerle karakterize edilen nanopartikillerin 29 — 68 nm boyut

araliginda dagilim gosterdikleri goriilmiistiir (Forough ve Farhadi 2010).

Meyve oziitlerinden yararlanilarak AgNP ve AuNP sentezlendigi, sicakligin ve siirenin
partikiil yapisina etkisinin incelendigi ¢alismalar da literatiirde yer almaktadir.
Uzum(Vitis vinifera) meyve oziitii ile sentezlenen AgNP’ler cesitli spektroskopik
yontemlerle karakterize edilmis ve bakterilere karst antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir (Roy ve ark.2013). Finlandiya’da yaygin olarak bulunan solucan otu
meyvesi (Tanacetum vulgare) oziiti kullanilarak altin ve giimiis nanopartikiiller

sentezlenmistir(Dubey ve ark.2010).

Ag nanopartikul biyosentez yoluyla olusumunun yami sira antioksidan kapasiteyle
iligkilendirildigi baz1 ¢alismalar da literatiirde yer almaktadir. Iresine herbstii tlrl
ciceksi bir bitkinin yapraklarinin sulu 6ziitlerinden sentezlenen AgNP’lerin antioksidan,
antibakteriyel ve sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir. Sulu yaprak o6ziitlerinden
sentezlenen AgNP’lerin toplam fenol igeriginin, yapragin etanolle yapilan 6ziitleme
islemi sonucundaki toplam fenol igeriginden daha diisiik oldugu goriilmistiir. DPPH

radikal tarama aktivitesinde de benzer durum gozlemlenmistir (Dipenkar ve Murugan

2012).

Morinda Pubescens tiirii yaprak orneklerinin sulu oziitlerinden sentezlenen glimiis
nanopartikiillerin giiclii dogal antioksidanlar olduklar1 gosterilmis ve antikanser

aktiviteleri incelenmistir (Inbathamizh ve ark. 2013).

Polifenollerin spektroskopik incelenmesi igin, polifenoller tarafindan indirgenen ve
trisodyum sitratla kararlilik kazandirilan AgNP’lerin 423 nm de c¢ok kuvvetli ylizey
plazmon rezonans sogurumu gosterdikleri belirlenmistir. Gelistirilen kolorimetrik

yontemde pargacik biiyiikliigiiniin kontrol edilmesi igin 6nce zayif indirgen sitrat

etkisiyle homojen dagilimli partikiiller hazirlanmis ve stabilize edilmistir. Ortama
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eklenen polifenolik antiksidan maddeler mevcut Ag-nano cekirdekler tzerinde birikimi

13

saglayarak 423 nm deki sogurumu gerceklestiriler. Gelistirilen yontem * Gilimiis
Nanopartikil Antioksidan Kapasite (SNPAC)” seklinde kisaltilarak isimlendirilmistir.
Yontem bazi ticari meyve sular1 ve gaylar lizerinde denenmis ve elde edilen sonuglar

CUPRAC yéntemiyle karsilastirilmistir (Ozyiirek ve ark. 2012).
2.5.1. YUzey plazmon 6zellikleri

Yiizey plazmon rezonansi, iletim bandindaki yiizey elektronlari ile gelen 151k arasindaki
etkilesimin bir sonucudur. Bu etkilesim nanopartikiiliin boyutuna, geometrisine,
bulundugu ortamin dielektrik sabitine ve bilesimine kuvvetli bir sekilde bagli olan

rezonans frekansi ile uyumlu lokalize plazmon salinimlart meydana getirir.

Metalik bir nanopartikiil, Sekil 2.13’te goriildiigii gibi nanopartikiil i¢inde serbestce
hareket eden iletim elektronlartyla iyonik bir c¢ekirdek kafesi olarak tanimlanabilir.
Partikiil 1sikla etkilestigi zaman 15181in elektromanyetik alan1 nanopartikiiliin yiizeyi
boyunca iletim elektronlarmin hareketi zerine bir kuvvet uygular. Bu elektronlar
nanopartikiil i¢inde hapsedilmis oldugundan, negatif ve pozitif yiikler kars: taraflarda
toplanacak ve bir elektrik dipolii meydana gelecektir. Bu dipol 1s18a kars1 nanopartikiil
icinde bir elektriksel alan dretir. Bu elektriksel alan denge pozisyonuna geri donmek

icin elektrona kuvvet uygulayacaktir (Garcia 2011).

ERES

Sekil 2.13. Metalik bir nanopartikiil ile 15181n etkilesimi sonucu iletim elektronlarinin
nanopartikiiliin yiizeyine dogru hareket etmesi

Elektronlar denge pozisyonundan uzaklasirsa ve elektromanyetik alan daha sonra

uzaklastirilirsa elektronlar, rezonans frekansi olarak isimlendirilen belirli bir frekansla
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salimim yapacaklardir. Metalik nanopartikiildeki bu titresimler i¢in rezonans frekansi
spektrumun UV veya goriiniir bolgelerine karsilik gelir. Sonug olarak yiizey plazmonda
spektrumun UV veya gorlniir bolgelerinde absorpsiyon bantlari ortaya ¢ikar.Bu
durumda yiizey plazmon; elektronlarin temel halden uyarilmis hale ge¢mesi i¢in 15181n
absorplanmasi1 gereken baska bir elektronik proses olarak degerlendirilebilir (Garcia

2011).

2.5.2. Yiizey plazmon rezonansim etkileyen faktorler

Boyut dagilimi: Absorbsiyon pikinin keskinligi sentezlenen nanopartikiiliin boyutuna
baghdir. Metalik nanopartikiillerin boyut dagilimi absorbsiyon bandinin yayvanligina

neden olur. Biiyilik boyutlarda dagilim daha genis absorbsiyon bantlarina neden olur.

Partikiil sekli: Yiizey plazmon rezonansi partikiiliin seklinden de kuvvetli bir sekilde
etkilenir. Yizey plazmon igin geri kuvvet partikiil yiizeyindeki yiik birikimiyle iligkili

oldugu i¢in yiizey plazmonu partikiiliin geometrisi tarafindan etkilenecektir.

Ortamin dielektrik sabiti: Yiizey plazmonun uyarimi partikiilii ¢evreleyen ortam
tarafindan 6nemli derecede modifiye edilir. Yiizey plazmonun uyarilmas1 sirasinda yiik
birikimi nanopartikiiliin ¢evresinde bir elektriksel alan olusturur. Bu alan dielektrik
ortamin polarizasyonunu etkiler. Daha biiyiik dielektrik sabiti, daha biiyiik polarizasyon

yiikiine ve bu durum da yiizey rezonansi iizerinde daha biiyiik bir etkiye neden olacaktir.

pH ve sicakhik: Metalik nanopartikiillerin sentezlenmesi, pH ve sicakliga bagli olarak
degiskenlik gosterir. Bazi arastirmacilar tarafindan yiiksek pH degeri ile
karsilagtirildiginda diistik pH (2 — 4)  degerlerinde daha biyuk nanopartikillerin
olustugu gozlemlenmistir (Akhtar ve ark. 2013). Glimiis nanopartikiillerin
sentezlenmesi esnasinda pH ‘ nin etkinligi Satishkumar ve arkadaslar1 (2009) tarafindan
genis bir pH araliginda (I- 11) incelenmis ve glimiis nanopartikiillerin
sentezlenmesinden sonra ¢ozeltinin pH sinin diistiigli goriilmiistiir. Biiyiik boyutta
elipsoidal nanopartikiillerin olusumu daha diisiik pH degerlerinde gozlemlenmistir.
Yiiksek alkali pH degerlerinde biiyiik miktarda disperse olmus kiigiik boyutlu kiiresel

nanopartikillerin olusma meylinde oldugu goriilmiistiir. Sicaklik, nanopartikiiliin sekli
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ve boyutu iizerine 6nemli bir faktor olarak islev gosterir. Sicakligin artmasiyla tepkime

hiz1 da artar ve bu durum nanopartikiillerin sentezlenmesini arttirir.
2.6. indirgen Karakterdeki Bilesenlerin Elektrokimyasal Yontemlerle Incelenmesi

Gida ve biyoloik 6rneklerin bilesimindeki karmasikliktan ve antioksidan bilesenler
arasindaki miimkiin olabilecek sinerjistik etkilesimlerden dolayr her bir antioksidan
bilesenin ayr1 ayri incelenmesi pahali ve etkisiz bir yoldur. Bu durum, direkt olarak
Olctimlerde kullanilabilecek elektrokimyasal tekniklerin analitik olanaklarini agik hale
getirir. Elektrokimyasal tekniklerle elde edilen sinyaller, 6ziitte bulunan biitiin karmasik
yapilarin  katkisin1 igerdiginden elektrokimya ¢ok kullanish bir ara¢ olabilir.
Elektrokimyasal yaklagimlarla elde edilen yanitlarin, spektroskopik olarak
gergeklestirilen yontemlerdeki optik yol uzunluguna, 6rnegin bulanikligina ve birgok
durumda on deristirme islemlerine bagli olmamasi elektrokimyasal yoOntemlerin

cekiciligini arttirir.

Elektrokimyasal yaklagimlar, reaktif tiirler kullanmaksizin gida ve biyolojik orneklerde
bulunan antioksidan bilesenlerin indirgen giiclinii degerlendirir ve Ozellikle tim
prosesleri kolaylastirarak antioksidan bilesenlerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri
tizerine odaklandig1 i¢in toplam antioksidan kapasitenin direkt test edilmesi olarak

diisiintilebilir (Blasco ve ark. 2007).

Elektrokimya, bazi antioksidan kapasite caligmalarinin kavramsal temelini olusturur.
Elektron transferine dayali spektroskopik olarak gergeklestirilen antioksidan kapasite
Olclim calismalar1 dogal oziitteki redoks tepkimelerinin gergeklesmesi {izerine
odaklanmistir. Buradan yola ¢ikilarak, uygun bir elektrot materyali ile antioksidan
aktivite degerlendirilmesinde elektrokimyasal teknikler ongdriilebilir(Blasco ve ark.
2007).

Yiikseltgenme potansiyeli, antioksidan kapasitenin Ol¢iimii i¢in en uygun sartlarin
bulunmasint ve kontrolli bir seciciligi miimkiin kilar. Bu ¢ok yonliiliik,
spektrofotometrik olarak gerceklestirilen yaklasimlara karsi elektrokimyanin benzersiz

bir 6zelligidir.
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Antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde farkli voltametrik teknikler kullanilarak
calismalar gergeklestirilmistir. Cevrimsel voltametri teknigi ile, bitki 6ziitlerinde, doku
homojenatlarinda ve kan plazmasindaki diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin
kapasiteleri incelenmistir. Antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde; indirgen giicii
yansitan yiikseltgenme potansiyeli Epa, anodik akim degerinin yarisina karsilik gelen
noktada oOlgiilen yar1 dalga potansiyeli Ej, ortamda bulunan indirgen bilesenlerin
derisimiyle orantili degisim gosteren anodik akim I degerleri dikkate alinmistir. Bunun
yaninda anodik bdlgenin altindaki alan kullanilarak Ornegin toplam antioksidan
kapasitesini yansitan daha iyi bir parametrenin kullanilabilecegi dnerilmistir (Chevion
ve ark. 2000). Bu durum, anodik akim bdlgesi tek bir bilesenden daha fazlasini

igeriyorsa daha avantajli bir durum saglar.

Iki farkli kirmizi ve beyaz sarap Orneklerinde fenolik antioksidanlarin indirgeyici
gicleri CV teknigi ile incelenmistir. Camsi1 karbon elektrotla Ag/AgCl referans
elektrotuna kars1 yapilan 6l¢timlerde 0,4 V ve 0,6 V civarinda yiikseltgenme pikleri elde
edilmistir (Kilmartin ve ark. 2001).

Sarap oOrnekleriyle yapilan diger bir calismada Hirvatistan’in ii¢ farkli bolgesinde
tiretilen kirmiz1 sarap Orneklerinin toplam fenol igerigi DPV, Folin — Ciocalteu ve
HPLC metotlariyla incelenmistir. Sarap 6rneklerinin toplam fenol igerigi incelendiginde
DPV tekniginin ¢ok duyarli ve segici bir metot oldugu goriilmiis ve DPV teknigi ile
HPLC ve FC metotlartyla yapilan calismalar arasinda yiliksek bir korelasyon elde
edilmistir (Seruga ve ark. 2011).

Baska bir ¢alismada Portekiz’in Douru bolgesindeki saraplarin polifenol igerikleri ve
antioksidan kapasiteleri kimyasal olarak ABTS radikal tarama aktivitesi ve FC
metotlari, elektrokimyasal olarak CV ve DPV teknikleriyle incelenmis ve yontemler
karsilastirilmistir. CV ile yapilan calismalarla FC ve ABTS yoOntemleri arasinda
dogrusal olmayan bir korelasyon elde edilirken, DPV teknigi ile ABTS radikal tarama

aktivitesi arasinda ¢ok iyi bir korelasyon elde edilmistir (Rebelo ve ark. 2013).

Polifenolik bilesenlerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in kromojenik bir
yiikseltgen reaktif olan Cu(Nc),**(Cu(1l) Neokuproin) kompleksi kullamlarak yeni bir

diferansiyel puls voltametri metodu gelistirilmistir. Bu elektroanalitik metot
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antioksidanlar tarafindan Cu(Nc),**kompleksinin Cu(Nc)," kompleksine indirgenmesi
ve tepkimeye girmeden kalan Cu(Nc),** kompleksinin elekrokimyasal olarak detekte
edilmesi Uzerine odaklidir. Gelistirilmis voltametrik metotla bazi bitkisel ¢ay
orneklerinin toplam antioksidan kapasite degerleri ile spektrofotometrik olarak
gerceklestirilen CUPRAC yontemiyle elde edilen sonuglarin iyi bir uyum igerisinde
oldugu gozlemlenmistir (Tufan ve ark. 2014).

2.7. ORP ol¢tim ilkesi ve yontemi

Cozelti ortaminda bulunan bir kimyasal tiiriin elektrot materyali ile veya ¢0ziinmiis
haldeki iki kimyasal tiir arasinda inert bir elektrot yiizeyinde elektron alis verigine baglh
olarak kurulan dengenin ortaya g¢ikaracagi gerilimin, bir referans elektrot yardimiyla

Olciilen biiytikliigline redoks potansiyeli denir.

Redoks ¢iftine ait potansiyel Ol¢iiliirken elektrot yiizeyinde net akimin sifir oldugu, net
bir tepkime veya degisimin gozlenmedigi Ol¢iim durumu s6z konusudur. Redoks
potansiyeli, ¢ozelti igerisindeki redoks ¢iftinin, oranlar1 ve derisimleriyle orantili oldugu
Olglim elektrotu ile bir referans elektrot arasindaki potansiyel farkin incelendigi bir

elektrokimyasal hticreyle olculir.
2.7.1. ORP tanimi ve kullanim alani

Acilimi yUkseltgenme indirgenme potansiyeli olan ORP, referans elektrot olarak
standart hidrojen elektrotun (SHE) kullanilarak ¢6zeltinin inert bir elektrot ylizeyinde
Olctlen dengelenme potansiyelidir. ORP, redoks tepkimelerinde yer alan kimyasal
tlrlere, bunlarin ¢ozeltideki derigsimlerine, sicakliga ve ortamin toplam iyonik siddetine

(iyonik iletkenligine) baglidir.

ORP 6l¢iimii, endiistriyel siire¢lerin kontroliinde kullanilabilecek pH kadar 6nemli ve
kolay olgiilebilir bir parametre olmasma karsin, ¢ok iyi bilinmemekte ve yeterince
yararlanilmamaktadir. EndUstriyel sireclerde;

- Kimyasal proseslerde tepkime ortaminda eksilen kimyasal maddelerin izlenmesi ve
verim/iiretim kaybina yol agmadan eklenmesinin saglanmasi,

- Uretim kalitesinin siirekliliginin izlenmesi,
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- Isletme donaniminda korozyon ve tabakalasma gibi sorunlarin erken farkina varilmast,
buna bagli olarak {iriin kirlenmesi veya is kazalarinin 6nlenmesi,

- Atik su niteliklerinin belirlenmesi ve bosaltma (desarj) sinirlarina uygunlugunun
denetlenmesi gibiamaglarla ¢ok yararli uygulamalar1 olabilmektedir.

2.7.2. ORP elektrotunun yapisi ve ozellikleri

ORP i¢in; Pt gibi inert bir elektrot ile, elektrot yiizeyinde olusan arayiiziin potansiyeli
olculiir. Olgiim elektrotu tizerinde, yiikseltgen ve indirgen tiirler arasinda meydana gelen
elektron gecisine bagli olarak elektrot ylizeyinde bir gerilim farkliligi olusacaktir.
Redoks potansiyeli 6lcimi, pH 6lcimuniin yapildigr gibi 6l¢tim elektrotu ve referans

elektrottan olusan bir hiicre yardimiyla gerceklestirilir.
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Sekil 2.14. Redoks poatansiyelinin 6l¢iildiigii elektrokimyasal hiicre(a) Kombine ORP
elektrotu(b)

ORP olcumunde; pH metre olarak da kullanilabilen bir potansiyometrik mV olcer ve
cogunlukla dl¢iim elektrotu ile referans elektrotun ayn1 govdede birlestirilmis hali olan
kombine redoks elektrotundan yararlanilir. Bir ORP 0Ol¢im elektrotunun hem ¢ozelti
bilesenleriyle tepkime vermemesi, hem de ¢ozeltide denge lizerinde katalitik bir etkiye
sahip olmamas1 gerekir. Bu 0zelliklere uygun olarak ORP elektrotlar1 ¢ogunlukla altin

ve platin elementlerinden hazirlanir.
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2.7.3. ORP elektrotunun kalibrasyonu

ORP ol¢iim elektrotunun kalibrasyonuda elektrot, katalog numarasi bilinen standart
ORP ¢ozeltilerine daldirilir ve dl¢limiin yapildig: sicaklik dikkate alinarak mutlak deger
veya standart hidrojen elektrotuna (En) karsilik gelen deger ayarlanarak kalibrasyon
islemi gerceklestirilir. ORP elektrotunun kalibrasyonu icin birka¢ redoks tamponu
kullanilabilmektedir. Referans elektrotun doldurma c¢ozeltisinin bilesimine gore de,
Olgiilen biyiikliikler degisebilmektedir. Bu kalibrasyon c¢ozeltileri icindeki redoks
elektrotunun denge akim yogunlugu yiiksektir ve redoks potansiyel yanitt hizli ve

tekrarlanabilirdir.

Cizelge 2.4. Farkli sicakliklardaki standart ORP degerleri

Stcaklik | EwDegeri | o001 0 Geldurma | 900001 olan doldurma
‘o) (mV) cozeltisiyle mutlak cozeltisiyle mutlak
deger (mV) deger (mV)
0 438 218 176
5 435 218 176
10 431 219 175
15 428 219 175
20 424 219 174
25 420 220 173
30 415 220 172
35 411 220 171
40 406 220 170
45 401 220 169
50 396 220 167

SHE, kullanim1 ¢ok zahmetli bir elektrot oldugu i¢in, ORP dl¢iimiinde ¢ogunlukla
Ag/AgCl gibi kolay kullanimli referans elektrotlar kullanilmaktadir. Ancak Olgulen
degerler diizeltilerek veya dogrudan Ol¢iim sisteminin kalibrasyonu, sanki SHE ile

6l¢tim yapiliyormusggasina potansiyel degerleri kaydirilarak yapilir.
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2.8. Voltametrik Yontemler

Elektroanalitik kimya, elektrokimyasal yontemlerin ve dizeneklerin, analiz amaciyla
kullanilmast konularim1 ve tekniklerini kapsar. Bu teknikler ¢ogunlukla nicel analiz
amagl olup nitel analiz amagli kullanimlar1 ¢ok nadirdir. Ciinkii 6l¢tim sistemlerinden

alinan sinyaller elektriksel biiytikliikler olup, gogunlukla kimyasal tiire 6zgu degildir.

Elektroanalitik yontemler, pH Ol¢limii kadar basit ve siradan olabildigi gibi, 6zel
uzmanlik bilgisi isteyen karmagik yontemlere kadar ¢ok degisik ve spektroelektrokimya
gibi Dbirlestirilmis tekniklere kadar genis bir yelpazeye sahiptir. Bu tekniklerden
dogrudan analiz amaciyla yararlanilabilecegi gibi, diger analiz cihazlarinda 6l¢iim
basamagi (dedeksiyon) amacli olarak da kullanilabilmektedir. Ozellikle sivi
kromatografi cihazinin en duyarli dedektorlerinden birisi amperometrik/voltametrik

temelde ¢calismaktadir.

Voltametri, potansiyeli programli ve diizenli bir sekilde degistirilen, calisma
elektrotundan gegen akimin potansiyele karsi grafige gecirildigi bir tekniktir. Ug
elektrotlu elektrokimyasal hiicrelerde uygulanir. Elde edilen egrilere voltamogram

denir.

Voltametride;

- Calisma elektrotunun potansiyelini kontrol etmek iizere bir potansiyostat,

- Potansiyelin programli bir sekilde degistirilmesini saglayan bir elektriksel gerilim
ve/veya sinyal {iretici (giiniimiizde ¢ogu elektrokimyasal sistemde bu Unite bilgisayar
yazilim1 ve/veya potansiyostat ile kombine edilmis ve tek bir linite haline getirilmistir),

- Ug elektrotlu elektrokimyasal hiicre, WE, RE ve YE

- Kisa siirede gegen akimlarin neden oldugu polarizasyonu 6nlemek ve ¢6zelti direncini

diisiirmek amaciyla destek elektroliti kullanilir.
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2.8.1. Voltametride gerekli elektrotlar
2.8.1.1. Calisma elektrotu

n-tipi veya p-n tipi iletkenlik gosteren elektrotlardir. Calisma elektrotlar1 tizerinde
uygun potansiyel degisim programi uygulanarak On gorilen tepkime icin yeterli
potansiyel biiyiikliigiine erisildiginde tepkimeye giren maddenin miktarina iliskin akim
biyiikliigiiniin  olciildiigli elektrottur. Calisilan potansiyel aralifinda ylizeyinin
oksitlenmemesi, akim karakteristiklerinin degismemesi istenir. Degisen her potansiyel
degerinde akim okumasi1 yapilirken, calisma elektrotu ylizeyinin temiz olmasinin
saglayacagi Ustlinliik gbz Oniine alinarak bir kapiler ucundan diizenli araliklarla strekli
damlayan bir civa elektrot gelistirilmistir. Damlayan civa elektrot (DME) kullanilarak
uygulanan voltametrik teknige polarografi adi verilir. Civa damlalarinin saf ve temiz
olmasi, damlamanin ayni hizda ve ayni biiytikliige ulastiktan sonra kopmasi1 énemlidir.
Voltametride DME disinda; Pt, Au, Ag, Pd ve civa gibi metalik, grafit, GCE gibi karbon

temelli veya modifiye ylizeyli calisma elektrotlari kullanilabilir.

Sekil 2.15. Voltametri ¢alisma elektrotu.
2.8.1.2. Yardima elektrot

Referans elektrot iizerinden gecen akimin yol actig1 sorunlardan kurtulmak amaciyla ii¢
elektrotlu hiicrede ¢aligsma elektrotunun zit yoniinde akim gegirilmesi icin yararlanilan,
tamamlayict tepkimenin yiiridiigii elektrottur. Yardimci elekrot ortamin bozucu
kimyasal bilesenlerinin herhangi bir etkisi olmayacak sekilde Pt gibi inert bir
malzemeden, ¢alisma elektroduna gore cok daha biiyiik ylizey gosterecek sekilde

yapilmistir. Genel olarak ¢alisma elektrotu ile arasinda diizgiin bir elektriksel alan
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olugmasi istendiginden diiz ylizeyli olmasi, Onemli olan durumlarda ¢alisma

elektrotunun yiizeyine paralel olarak yerlesmesi istenir.
2.8.1.3. Referans elektrot

Referans elektrotlar, potansiyeli daldirildig1 ortamin bilesiminden bagimsiz olarak sabit
olan, temas potansiyeli kiigiik ve sizdirma 6zelligi az olan, ideal polarize olmayan, yani
tizerinden akim gegse bile potansiyeli degismeyen karsilagtirma elektrotudur. Caligma
sicakligindaki potansiyeli biliniyor olmalidir. En ¢ok kullanilan referans elektrotlar
standart hidrojen elektrotu (SHE), giimiis/giimiis kloriir elekrotu (Ag/AgCl) ve doygun
kalomel elektrottur (DKE).

2.8.2. Potansiyostat ¢alisma ilkesi

Potansiyostat, ¢alisma elektrotu ile yardimc elektrot arasinda akim gegisini saglayarak,
kontrollii bir sekilde referans elektrot ile ¢alisma elektrotu arasindaki potansiyel farkini
Olcen elektronik aygittir. Sekil 2.16°da goriildigi gibi islem yiikselteciler {i¢ elektrotlu
potansiyostat yapiminda kullanilir. Akim — 6lgme devresi, hiicrenin ¢alisma elektrotuna
baglanmistir. Calisma elektrotunun potansiyeli referans elektrota karsi kontrol edilirken,
bu potansiyeli saglamak iizere calisma elektrotu ile yardimci elektrot arasindan gegirilen
akim biiyiikliigii ol¢iilir. Islem vyiikselticide, c¢alisma elektrotunun potansiyelinde
istenen deger ile 6l¢iilen deger arasindaki fark biiyiitiilerek, gerekli akim degisikligi bir
PC kontrol sistemi sayesinde saglanir. Referans elektrottan akim ge¢gmemesi igin giris
kisminda seri bagl biiyiik bir empedans bulunur. Modern potansiyostatlarda otomatik

IR kompanzasyon segenegi de bulunmaktadir.
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Sekil 2.16. Bir potansiyostatin sematik gésterimi
2.8.3. Destek elektroliti

Destek elektroliti, elektroaktif maddeye oranla daha derisik olan ve elektrotla tepkimeye
girmeyen, yeterli ¢Oziiniirliige sahip tuzlar olabildigi gibi istenen pH kosullarini da
saglamak iizere asitler, bazlar ve tampon c¢ozeltiler de bu amagla kullanilabilirler.
Destek elektrolitinin iki temel islevinden birisi caligma ¢ozeltisinin iletkenligini
arttirarak direncini diisiirmek, diger ise derisim polarizasyonunu 6nleyerek, elektrotlarda
yiirliyecek tepkimelerin olugmasina veya potansiyel kaymalarina neden olusturmasini
engel olmaktir. Yiiksek akim gekilen veya susuz ortam gibi direnci yiksek ¢ozeltilerde,

hizl1 potansiyel tarama hizlarinda 6nemi artar.
2.8.4. Voltametride akim dl¢iimii

Uygulanan potansiyelde calisma elektrotundan gecen toplam akim biiyiikliigliniin iki

farkl bileseni vardir:

Faradayik akim: Elektrot — ¢ozelti ara yilizeyinde elektron aktarimi sonucu olusan
akimdir.ilk anda elektrot yiizeyinde tepkime verecek iyon fazla oldugunda akim hizla

artar. Sonra diflizyonla yiiklii tanecikler gelecegi i¢in akim degeri kiigiiliir. Elektrot
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yakinindaki bolgede iyonlar azaldigi i¢in faradayik akim kiicliliir. Sistemle ilgili
termodinamik veya kinetik bilgilerin elde edildigi akimdir.

Kapasitif akim: Uygulanan potansiyel sonucunda elektrot — ¢ozelti ara yizeyinde yuk
birikmesi sonucunda ortaya ¢ikan yiiklenme akimdir. Hizlidir ama siirekli degildir.
Uygulanan gerilim faradayik akimin ge¢mesi igin yetersiz biiyiikliikte bile olsa kapasitif
akim olusur. Elektrot yiizey alaninin biiyiikliigii, ¢ozelti direncinin artmasi, potansiyel
degistirme hiz1 veya puls yiiksekliginin artmasi kapasitif akimi biiyiiltiir. Olgiilen akim

icerisinde kapasitif akimin ihmal edilebilir diizeyde olmasi istenir.

Tez kapsaminda yararlanilan, voltametride yaygin olarak kullanilan uyarma
sinyallerinden ve bu uyarma sinyallerinin sonucunda sisteme 0zgli akim cevabinin

olustugu cesitli elektrokimyasal yontemlerden asagida kisaca deginilmistir.
2.8.5. Cevrimsel voltametri ( CV)

Calisma elektrotunun potansiyeli bir referans elektrota karsi, belirlenen iki potansiyel
siirt arasinda anodik ve katodik yonlerde ardi ardina ayni potansiyel tarama hiziyla
degistirilirken, potansiyele kars1 iizerinden gecen akimin incelendigi teknige ¢evrimsel
voltametri denir. Potansiyel taramasina smir degerlerden veya dengeleme
potansiyelinden baslanabilir. Ejx genel olarak akim ge¢meyen bir potansiyel olarak
secilmelidir. Katodik veya anodik yonde potansiyel taramasi yapilmasi deneycinin

yaklagimina ve beklentisine gore degisir.

L 3

t t 12 t3 t
Zaman —

Sekil 2.17. Cevrimsel voltametride uygulanan potansiyel programi
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Tersinirlige karar verebilmek icin genis bir potansiyel hizi degistirme araliinda
calisilmalidir. Cevrimsel voltametride tersinirlik tanisal testlerinde AEp = | Epy — Ep¢ | =
59 /n mV, anodik ve katodik pik akimlarinin biiyiiklikleri esittir. Akim biyiikligi

tarama hizinin karekoki ile dogru orantili olarak artar. E, degeri tarama hizindan

bagimsizdir.
Akim 3 Akim
. Ee b
\
AN
/ 'li; \..,_____ - .i
- d A
-
B T
.
\‘r: /
Y
P
F * -

Potansiyel Paotansiyel

Sekil 2.18. Tersinir(a) Tersinmez(b) bir sistemin CV voltamogrami

Tersinmez sistemlerde elektron aktarim tepkimesi yiizeyde yeterince hizli olmadigi igin
tepkimeye girme hiz1 yavaglar. Derisim profili daha az diktir ya da tepkime ters yonde
yurimuyordur. Potansiyel taramasinin ters yoniinde pik olma zorunlulugu yoktur. Eger
varsa da AEp = | Epa — Epc | > 59/n mV olur. Tersinmez sistemlerde elektron aktarim
tepkimesine eslik eden hizli bir kimyasal tepkime varsa bu tepkimeye iliskin kinetik

veriler elde edilebilir.

Cevrimsel voltametri teknigi ile elektrokimyasal tepkimelerin tersinirligi gibi
Ozelliklerin incelenmesinin yani sira elde edilen voltamogramlarla karasiz tiirlerin
termodinamik ve kinetik 6zellikleri belirlenebilir. Cevrimsel voltametri tekniginin nicel
amaclarla kullanimi seyrek olmasina ragmen elektrokimyasal tepkimeler hakkinda nitel
bilgiler elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Elektrot
mekanizmalarinin incelenmesinde, adsorpsiyon olaylarunin arastirilmasinda ve kinetik

calismalarda CV teknigi ¢cok kullanighdir (Bard ve Faulkner 2001).
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2.8.6. Puls voltametrisi

Dogrusal taramali potansiyel tekniklerindeki en 6nemli siirlama kapasitif akimlarin
stirekliligi ve Olgililen akimla igerisindeki paylarinin ihmal edilebilir Seviyeye
diismemesidir. Bu nedenle duyarlik genellikle 10°M ile smirhdir. Kapasitif akimlar
tarama hizinin birinci kuvvetiyle arttigi i¢in ¢ok yliksek potansiyel tarama hizlariyla
calismamiz1 da kisitlar. Kapasitif akimlarin neden oldugu siirlamalar ve belirsizligi
azaltmak icin; daha diisiik tarama hizlar1 ile calisilir, destek elektroliti kullanilir,
dogrusal taramali potansiyel yerine puls teknikleri kullanilarak kapasitif akimlarin
toplam Olgiilen akim igindeki payr kiigiiltilir. Dogrusal taramali voltametrinin
uygulanmasindaki pek c¢ok sinirlama, puls yontemlerinin gelismesiyle ortadan
kalkmistir. Pulslu voltametrik yontemlerin hepsinin temelinde uygulanan potansiyelin
sonrasinda kapasitif akimlarin hizla diisecegi periyot sonrasi akim okunarak Olgiilen
akim icerisinde kapasitif akim paymin ¢ok kiigiik olmasin1 saglamak yatar (Bard ve
Faulkner 2001). Boylece voltamogram iizerinden okunan toplam akim biiyiik 6l¢iide
faradayik akimdan olusacak, dolayisiyla elektroaktif tiiriin derisimi ile dogru orantili

olacaktir. Puls teknikleri ii¢ temel geside ayrilir.
2.8.6.1. Normal puls voltametri ( NPV)

NPV tekniginde calisma elektrotuna giderek artan puls basamaklar1 uygulanir. NPV’de
potansiyel basamaklar1 sistemin dengede kalmasim1 zorlagtiracak sekilde giderek
blyumekte ve artan puls basamaklar1 uygulanirken; tarama hizini, puls periyodu ve puls
basamagi belirler. Bu teknik elektrot iizerinde kalici hasarlar birakabilir. Yiiksek
potansiyel uygulanmasi tekrarlanabilirligi engeller. Bu sorunlardan kaginmak igin

diferansiyel puls teknigi gelistirilmistir.
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Sekil 2.19. NPV’ de uygulanan potansiyel programi
2.8.6.2. Diferansiyel puls voltametri ( DPV )

Sinyal, dogrusal bir potansiyel artis1 ilizerine sabit biiyiikliikteki periyodik pulslar
eklenerek olusturulur. Uyarma sinyali periyodunun son 50 ms’si i¢inde kugcik bir puls
uygulanir. Doniistimlii olarak iki akim 6l¢timii yapilir. Bunlardan birincisi, pulsun
uygulanmasindan 16,7 ms once (S3); digeri pulsun bitiminden 16,7 ms 6nce (S,) yapilir.
Kapasitif akimin en diisikk degerde oldugu bu siire boyunca akimlar arasindaki fark
alinir. Bu iki akim arasindaki fark, Alyys olarak verilir. Sonunda uygulanan potansiyele
kars1 bu akim farklariin grafige gecirilmesiyle diferansiyel puls voltamogramlar1 elde
edilir. Elde edilen diferansiyel egri, pik seklinde olup pikin yiiksekligi derisimle dogru
orantilidir. NPV teknigine gore her bir analitin piki bir birinden kolayca ayrilabildigi
icin tek bir voltamogramla pek c¢ok analit belirlenebilir. Diger bir {istiin tarafi
gozlenebilme sinir1, klasik voltametrinin sinirlarindan 100 — 1000 kat daha diistik olup

107 - 10°® M arahgindadir (Bard ve Faulkner 2001).
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Sekil 2.20. DPV’de uygulanan potansiyel program(a) Pulsun yiikleme aninda meydana
gelen akimlarin zamana bagli olarak degisimi(b)

2.8.6.3. Kare dalga voltametri ( SWV)

Calisma elektrotuna uygulanan potansiyel, basamak tipi sinyal programiyla sabit
biiyiikliikteki periyodik pulslarin toplanmasiyla elde edilir ve simetrik kare dalgalari
seklindedir. Diferansiyel puls teknigidir ve kiiciik basamaklar seklinde potansiyel artisi
s0z konusudur. Her bir kare dalga dongusi boyunca, ileri yondeki pulsun sonunda ve
geri yondeki pulsun sonunda olmak iizere akim iki kez oOlgiiliir. Voltamogramlar elde
etmek icin derisimle dogru orantili olan bu akimlarin farki ( Ai ) grafige gecirilir. Pik

potansiyeli voltametrik yar1 — dalga potansiyeline karsilik gelir.

SWV, diger puls tekniklerine oranla 100 kata kadar hizli ve daha kisa siirede sonug
veren bir tekniktir. Uygulanan potansiyel programiyla toplam akim i¢indeki kapasitif
akim degeri minumuma indirilerek 1 V/s veya daha hizli potansiyel tarama hizlar
kullanilabilir. Tarama hizini kare puls frekansi(f) ve basamak yiiksekligi( AEsw) belirler.
Kullanilan kare puls frekanst 1 — 120 Hz kadardir. Frekansin artmasi periyodun
kisalmasi ve tarama hizinin artmasi demektir. Ancak frekansin arttirilmasi tepkime hizi

ile simirlhidir (Bard ve Faulkner 2001).
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Sekil 2.21. SWV’de uygulanan potansiyel programi

2.8.7. Siyirma voltametrisi

Tayin smir1 ve duyarlik acisindan elektroanalitik tekniklerin en duyarli olamidir. Bu
teknigin uygulanmasi sirasinda ilk asama olan elektrot yiizeyinde; fiziksel, kimyasal
veya elektrokimyasal yontemle biriktirme basamagi, bir 6n deristirme basamagi olarak
islev kazanir, ¢cok eser bilesenlerin analizinde bu basamak daha uzun tutulabilir.
Biriktirme silirecinden oOnce elektrotun kosullandirilmasi siireci sonrasinda ise
dengelenme siireci vardir. Daha sonra uygun bir elektriksel alan veya kimyasal etki ile
biriken bilesenin yiizeyden uzaklastirilmasi sirasinda gegen akim veya siire Olgiiliir.
Toplama (biriktirme) potansiyelinden baslanarak anodik yonde potansiyel degistirilerek
elektrot yiizeyindeki birikimin yiikseltgenmesine iliskin akim degerleri 6lgiilecek olurda
anodik styirma voltametrisi (ASV), katodik yonde potansiyel degisimi ile indirgenme
akim degerleri ol¢iilecek olursa katodik styirma voltametrisi (CSV) adini alir. Siyirma

potansiyel programi pulslu veya dogrusal olabilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Analitik saflikta kimyasal maddeler ¢alismada kullanilmistir. Kullanilan ekipmanlar;
potansiyostat(Epsilon model BAS marka) , hicre standi (BAS C3 marka), 2 mm ¢apli
platin elektrot (CHI 102 kodlu Inc marka ), 3,5 mm c¢apli camsi karbon elektrot (CHI
104 kodlu Inc marka ), 3 M NaCl iceren Ag/AgCl referans elektrot( BAS MF 2052
model) , platin tel yardimcr elektrot, jel elektroliti ile doldurulmus platin redoks
elektrodu (Orion 9179BNMD marka), pH — mv 6lcer ( Thermo Scientific Orion 4 Star
marka pH — ISE metre ), spektrofotometre ( HITACHI |- 3900 H model), kuartz UV
kivetleri ( Hellma Qs model) , hassas terazi ( SHIMADZU A4W220 model) , dijital
kronometre ( TOPPA marka), ultra saf su Gretme cihazi ( Human copration marka,
Zeneer Power 1 model) , 1sitic1 ve manyetik karistirict (Wise Stir MSH-20D) ve mikro

pipetler(Eppendorf) kullanilan baglica ekipmanlardir.
3.2. Ornek Temini

Deneylerde kullanilan bitkisel materyaller; karadut(Morus nigra L.), beyaz dut(Morus
alba L.), incir(Ficus carica L.), ceviz(Juglans regia L.), ayva(Cydonia oblonga Mill.),
kestane(Castanea sativa Mill.) ve nar (Punica granatum L.) yaprak ornekleri, Uludag
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii arastirma serasi ve meyve
bahcesinden, Bahge Bitkileri Boliimiiniin yetkilileri tarafindan gosterilen agaclardan,
farkli agaclarin giines alma acisindan farkli yonlerinden ve dallarindan temiz ve hasarsiz
yapraklar, 6rnegin tamamini temsil edecek sekilde secilerek, elle teker teker toplanarak
paketlendi. Bu sekilde yabani tiirler ile 6rneklemeyi olumsuz kilacak etmenlerden
kaginilmis ve agac tiiriinii en iyi temsil edecek ornekleme yapmaya 6zen gosterilmis

oldu.
3.3.0rneklerin Analize Hazirlanmasi

Temin edilen yapraklar saplarindan ayiklandiktan sonra oda kosullarinda giines 151811
dogrudan gormeyecek sekilde bir haftalik siireyle kurutuldu. Yiizeyleri dikkatle

incelenerek ciriliyen veya kararmig-yarali kisimlar1 6zenle temizlendikten sonra mutfak
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tipi ogiitiicii (blender) kullanilarak orta hizlara kars1 gelecek sekilde 7 ayarinda yaklasik
2,5 dakika boyunca dgiitiilerek ince toz haline getirildi. Daha sonra drnekler 30 dakika
boyunca elek agikliklart 600 pm,355 pm ve 150 pm olan bir dizi elekten gegirilerek ii¢
elekli bir boyutlandirma sisteminde elendi. 150 um'lik elek iizerinde kalan 6giitiilmiis
yaprak Ornekleri tartildi ve kap igerisine alinarak agzi parafilm ile kapatilarak

buzdolabinda +5 °C’de muhafaza edildi.

3.4. Ozitleme

Calisilan bitki tiirlerinin 6ziitlenmesine iligkin iglemlerin ayni sartlar altinda yapilmasi
karsilagtirmalar yapilmasi acisindan biiylikk O6nem tagimaktadir. Bundan dolayr
taneciklerin miktar1 ve tanecik boyutu, dolayisiyla etkin yiizey alanina dikkat

edilmelidir.

Istenen elek araligindan alinmis 0,300 g kurutulmus yaprak drnegi tozu 75 mL ultra saf
su ile 1 saat boyunca magnetik karistirictda 500 rpm’de oda sicakliginda karistirilarak
Ozutlendi. Bitki ozutleri daha sonra Millipore millex AP 20 tipi enjektér uclu mikro

filtreden siiziilerek analize hazir hale getirildi.
3.5. Spektroskopik Incelemeler

UV-VIS Spektroskopisi ile antioksidan kapasite tayininde kullanilan referans bir
yontem olan Cuprac yontemi ve glimiis nanopartikiil (AgNP) olusumunu karakterize
etmek icin yaklasik 430 nm dalga boyunda ortaya ¢ikan ylizey plazmon pikinin zamanla
degisimine iligkin ¢aligmalar yapildu.

3.5.1. CUPRAC yontemi

CUPRAC yontemi bitki oziitleri, insan serumu gibi dogal biyolojik érneklerde toplam
antioksidan kapasite tayini i¢in gelistirilmis, antioksidanlar tarafindan Cu? iyonunun
Cu” iyonuna indirgenmesi ve2,9-dimetil-1,10- fenantrolin (Neokuproin = Nc) ile verdigi
komplekse iliskin sogurum pikinin zamanla degisiminin belirlenmesi ve sonucun
troloks esdegeri (TEAC) olarak verilmesine dayanir (Apak ve ark. .2004). Bu yontem
icin bir deney tiipii icerisine sirastyla 1 mL 1,0x10M Cu(11) kloriir ¢ozeltisi, 1 mL 1 M
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amonyum asetat tamponu (pH 7), 1 mL 7,5x10*M neokuproin cozeltisi ilave edildi.
Yaprak o6ziitliniin iki ayr1 derisimi ile ¢alisilmasi hedeflendigi i¢in 3 mL olan bu
¢Ozeltinin {izerine ayr1 ayr1 0,2 mL 6ziit + 0,9 mL saf su, diger ¢alismada ise 0,3 mL
O0zut + 0,8 mL saf su eklenerek son hacimleri 4,1 mL olacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlandi. Tipler oda sicakliginda agzi kapali olarak 30 dakika bekletildi. Siire
sonunda, ayni sekilde hazirlanmis ama yaprak oziitii yerine dogrudan 1,1 mL saf su

kullanilmis referans ¢ozeltiye karsi 450 nm dalga boyundaki absorbanslar1 6l¢iildii.

Caligmamizda kullanilan iki ayr1 seyreltme orani i¢in bulunan degerlerin sonuglar1 ayri
ayr1 hesaplanarak bulunan antioksidan kapasite degerlerinin ortalamalar1 degerlendirildi.
Absorbans élglimlerinden dnce, her iki 1s1n yoluna saf su konularak zemin diizeltmesi

(baseline) alimina 6zen gosterildi.

3.5.1.1 CUPRAC yodnteminin standardizasyonu ve kalibrasyonu

Kullanilan yontemin uygulamasi sirasinda istenen dogrulugun saglandigini gérmek igin
kalibrasyon grafigi hazirlanarak sonuglar troloks(Ci4H1804) esdegeri olarak belirtildi.
Troloks E vitamininin suda ¢dziilebilir bir analogudur. Oksidatif stresi azaltmak igin
biyolojik uygulamalarda kullanilir ve E vitamini gibi bir antioksidandir. CUPRAC,
ORAC ve FRAP gibi antioksidan kapasite Olcimi yontemlerinde standart olarak

kullanilir ve sonuglar troloks esdegeri olarak ifade edilir.

HO O

OH

Sekil 3.1. Troloks

Yontemin standardizasyonu ve kalibrasyonu igin 1x10°M standart troloks cozeltisi

hazirlanip bir seri seyreltilmesi yardimiyla, 6l¢glimlerin derisimle dogrusal orantili ve
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literatiirle uyumlulugu, dolayisiyla 6l¢iim sartlarinin ve deney prosediirii uygulaniginin
uygunlugu gosterilmistir. Standart troloks ¢ozeltisinden sirasiyla 25 pL, 50 L, 100uL,
200uL ve 300uL alinarak yontem icin belirlenen diger reaktiflerle birlikte son hacim 4,1
mL olacak sekilde karistirilarak 30 dakika sonra referans ¢ozeltiye karst 450 nm" deki
absorbans degerleri 6l¢iildii. Troloks ¢ozeltisinden alinan hacimlere esdeger mg troloks
degerleri hesaplandi ve bu degerlere karsi Olgiilen absorbans degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon grafigi ¢izildi. Yiiksek bir korelasyon katsayisi ile dogrusal bir
calisma grafigi elde edildigi Sekil 3.2 degdsterildi.

1,2
y = 14,756x - 0,0646

—~ 1 P 2
c
8 0,8 /
N
2 016 /
3
2 04 /
3
< 0,2 /

0 T T T T T T T

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

mg Troloks

Sekil 3.2. CUPRAC yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafigi
3.5.1.2 Orneklerin CUPRAC yontemiyle antioksidan kapasitelerinin élgtilmesi

Kalibrasyon grafigi yardimiyla her bir bitki 6ziitii, okunan A% degerine karsilik gelen
mg trolaks / gr kuru yaprak kiitlesi birimiyle troloks esdegeri olarak ifade edildi.
Asagidaki Cizelge 3.1’ de elde edilen ortalama sonuglar toplu halde sunulmaktadir.
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Cizelge 3.1. CUPRAC Yontemiyle Troloks esdegeri olarak 0,2 mL ve 0,3 mL yaprak
Ozutleri icin elde edilen sonuclar ve ortalama CUPRAC+eac degerleri

0,2 mL 6zut —1,1 0,3mL 6zut —1,1 | Ortalama CUPRACeac

mL i¢cin mg TE/gr mL icinmg TE/gr | degerleri mg TE/gr kuru
kuru bitki kuru bitki bitki
Nar 770,0 736,3 753,1
Ayva 183,7 185,8 184,8
Kestane 148,5 148,3 148,4
Incir 78,7 74,2 76,4
Ceviz 66,2 65,0 65,6
Karadut 37,0 39,2 38,1
Beyaz dut 36,5 35,0 35,8

3.5.2. Nanopartikullerin spektroskopik incelenmesi ve karakterizasyonu

3.5.2.1. Ag — nano partikillerin olusturulmasi

Indirgen maddelerin sulu ¢ozeltilerinden Ag" iyonlarini indirgeyerek biyosentez yoluyla
Ag nano partikiillerin (AgNP) olusumuna yol actiklar1 ve yaklasik olarak 430 nm de
absorbansayol agtiklar1 bilinmektedir (Filippo ve ark. 2009, Dipenkar ve Murugan
2012). Tepkime ortamiin 1s1k alma derecesinin AgNP olusumu ve hizi iizerine etkili
oldugu 6ndenemelerle belirlenmis oldugu i¢in, nano partikiillerin olusturuldugu tepkime
kabinin standart 11k alan kosullarda bekletilerek gerceklestirilmesi, kontrol edilemeyen
cevre 1siklarinin engellenmesi amaciyla bir 151k odacigi tasarlandi. Bunun i¢in Sekil
3.3°de gosterildigi gibi 12x12x20 cm boyutlarinda kare prizma seklinde tasarlanan ve i¢
yiizeyi yansima gibi belirsizlik etkilerinin olusmamasi i¢in tamamen siyah kaplanan bir
kutunun iist kismma megaman(4U1071) model 7 W giiciinde ve 295 liimenlik 151ma
siddetine sahip ekonomik beyaz fliioresans 15181 olan bir ampul ve agma kapama
anahtar1 yerlestirilmistir. Tasarlanan kutu tabanina kuvartz kiivetin ayni sekilde ve dik
olarak yerlestirilebilmesi i¢in érnek kabi koyma bdlmesi yapilmistir. Ornek kabi iist
yiizeyi ile 151k kaynagi arasindaki mesafe 11 cm olarak Olgiilmiistiir. Yavas AgNP
olusum hizlarinin s6z konusu oldugu calismalarda, drnegin 151k kaynagina daha yakin

olarak yerlestirilerek hizlandirma amaciyla ~ 5 cm yiiksekliginde siyah zeminli bir
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yiikselti basamagi da hazirlandi ve gerekli durumlarda lizerine ornek yerlestirmek

amactyla kullanildi.

| !

Sekil 3.3. AgNP olusumu {izerine tasarlanan 1s1k odacigi

3.5.2.2. AgNP olusumunun spektroskopik olarak izlenmesi

Deneyde 0,5 mL 5,0x10°M AgNO; cozeltisinin iizerine hazirlanan yaprak 6ziitiinden
0,5 mL ve saf sudan 1 mL alinarak dogrudan kuvartz spektrofotometre kiiveti i¢inde
hazirlanan karistmin  Ag-nanotanecik olusum kinetigini incelemek amaciyla 15
dakikalik stirelerle 151k odaciginda bekletilip bu siirelerin sonunda 6nceden baseline

alinmis kosullarda 900 ile 200 nm’ ler arasinda spektrumlari alindi.

Fillgy

Sekil 3.4. Ceviz (a) ve Incir (b) yaprag: dziitlerinden AgNP eldesine iliskin spektrumlar
(Spektrumlar 15 dakika araliklarla 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 ve 120. dakika sonunda
alinmistir)
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Sekil 3.5. Ayva (a) Kestane (b) yaprag: oziitlerinden AgNP eldesine iliskin spektrumlar
(Spektrumlar 15 dakika araliklarla 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 ve 120. dakika sonunda
alinmistir)

Sekil 3.6. Karadut (a) Beyaz dut (b) yapragi oOziitlerinden AgNP eldesine ilgkin
spektrumlar (Spektrumlar 15 dakika araliklarla 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 ve 120.
dakika sonunda alinmistir)
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Sekil 3.7. Nar yaprag: oziitiinden (1/10 oraninda seyreltilmis) AgNP eldesine iliskin
spektrum (Spektrum 15 dakika araliklarla 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 ve 120. dakika
sonunda alinmistir)

3.5.2.3. Farkh oziit ornekleriyle yapilan calismalar ve spektrumlarin alan hesabi

Oziit 6rnekleriyle yapilan ¢alismalarda, 120 dakika boyunca olusan nanopartikillerin
yuzey plazmon rezonans enerjileri, olusan optik etkilesimlerinin spektrumlar
yardimiyla, UV-VIS spektrofotometre ile maksimum sogurum (absorbans) degerleri

(yaklasik 430 nm de) dlgiilerek 1sinlama siiresine karsi grafige gegirildi.

05 18

0.45 2 a 16 —t b

04 =
035 W I e e
= t|3 ./ /. w 12 /‘" /
= [IZ;E L ——faradut =
2 75 ——
@02 A —=— beyaz dut ‘-g 0.8 ’/ // a\,-'\ua
ke a 2 06 =nlL]

015 ol a U

01 0.4

005 2 2L
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0 20 40 S %0 W 1B 14 292 B4 120
dakika dakika

Sekil 3.8. a) Karadut ve beyaz dut b) Ayva ve incir yaprag Oziitlerinin 15 dakika
araliklarla 6l¢iilen maksimum absorbans degerlerinin 120. dakika sonundaki degisimi
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Sekil 3.9. a) Ceviz ve incir b) Ceviz ve ayva yaprag: Oziitlerinin 15 dakika araliklarla
6l¢iilen maksimum absorbans degerlerinin 120. dakika sonundaki degisimi

Yaprak oziitleri kullanilarak biyosentez yoluyla Ag nanopartikiillerin olusumunun
incelendigi literatlir calismalarinda taramali elektron mikroskobu kullanilarak elde
edilen sonuc¢larda Ag nanopartikiillerin farkli boyutlarda olustugu ve spektrumlarin,
farkli boyutlarda olusan nanopartikiillerin bir Gaus egrisiyle dagilim gdsterdikleri

goriilmiistiir (Song ve Kim 2009 ).

Yapmis oldugumuz ¢aligmada 120 dakika sonunda elde edilen spektrumlarin
maksimum absorbans degeri, sentezlenen ayni boyuttaki nanopartikiillerin miktariyla
orantili oldugu i¢in karsilagtirmalarda kullanilmistir. Bunun yaninda 750 — 320 nm
dalga boyu araliginda farkli boyutlarda nanopartikiil olusumu gz Oniine alindiginda
spektrumlarin  alanlarimin  hesaplanmasiyla elde edilen sonuglarin antioksidan

kapasiteyle iliskilendirilebilecegi ongoriilmiistiir.
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Sekil 3.10. Kestane yapragi 6ziitii i¢in 120. dakika sonunda elde edilen spektrumun alan
hesaplamasinin gosterimi ve diger yaprak oziitleri i¢in elde edilen sonuglar

Kestane yapragi Oziitii icin yapilan alan hesaplamasi diger yaprak oOziitleri i¢inde

hesaplanarak sonuclar A x nm birimiyle ifade edildi.
3.6. ORP Ol¢uimleri

3.6.1. ORP o6l¢iim sisteminin kurulmasi ve kalibrasyonu

Bitki Ozdtlerinin  redoks potansiyellerinin  6lgimud icin  Orion(Thermo) marka
9179BNMD model jel elektrolitli kombine platin redoks elektrotu kullanildi. Redoks
potansiyelleri dl¢iimii i¢in mevcut pH metre mV skalasina alinarak kullanildi. Olgiimler,
Orion 967901 standart ORP kalibrasyon ¢ozeltisi kullanilarak standardize edildi. Bu
amagla; elektrot standart kalibrasyon ¢ozeltisine daldirilarak, dl¢lim sicakligina karsilik
gelen E4(mV) degeri ayarlandi, ORP Glglimleri Oncesi, her seferinde bu kalibrasyon
tekrarlanarak kontrol edildi. Kalibrasyon isleminden sonra elektrot yuzeyi ultra saf su
ile temizlendikten sonra temiz bir havlu kagit ile kurulanip ayr1 ayn bitki 6ziitlerine

daldirilarak ORP degerleri ol¢iildii.
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3.6.2. Orneklerin asidik nétral ve bazik pH kosullarinda ORP élciimleri

Hazirlanan ¢ozeltilerin istenen pH degerlerinde ORP degerlerinin 6lgiilmesi amaciyla,
onceden pH 4,1 ve 7,00 tamponlari ile kalibrasyonu yapilmis pH metre kullanildi.
Ornek ¢ozeltilerin pH degerlerini yaklasik 4,0 yapmak igin 0,1 M HCI ¢bzeltisi, pH 7,0
yapmak icin 0,4 M H,PO,/HPO,* tamponu, pH degerini yaklasik 9,0 yapmak icin 0,1
M NaOH c¢ozeltilerinden yararlanildi. Yapilan eklemelerin matriks bozucu veya belirgin
seyreltici etkilerinden ka¢inmak diisiincesiyle, istenen pH degerine + 0,05 olmas1 yeterli

sayildi.Her bir yaprak Oziitlinden 2 mL alinarak asidik, notral ve bazik kosullardaki

ORP degerleri mV olarak 6l¢iildii.

Cizelge 3.2. Her bir yaprak Oziitiiniin pH ~4, pH ~7 ve pH ~9 oldugu durumdaki

oOl¢iilen ORP degerleri
ORP(mV) | pH ~4(mV) pH ~7(mV) | pH ~9(mV)
incir 111,2 209,2 129,2 63,3
kestane 133,1 192,5 84,7 66,2
kara dut 142,1 220,8 157,6 100,3
ceviz 154,3 174,6 120,0 53,3
beyaz dut 186,1 2494 188,4 93,2
ayva 209,5 245,9 145,6 64,7
nar 2842 212,0 118,1 18,8
300 /
250 -
200 '\\-//.\\.// % —+—ORP
% 150 o e +E: :‘71'
100 A pH ~9
50
0
incir kestane  kara dut ceviz  beyaz dut  aywva nar

Sekil 3.11. Her bir yaprak 6zuttnin pH ~4, pH ~7 ve pH ~9 oldugu durumdaki 6l¢iilen

ORP degerlerinin degisimi
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3.7. Voltametrik Calismalar

Voltametri ¢alismalarimizda yaklasik 25 mL ¢6zelti alabilen BASi MR-1208 tipi
orijinal pyreks hiicreler kullanilmistir. Kullanilmig olan hiicrelerin temizlenmesine 6zen
gosterilmis, 1:1 oraninda seyreltilmis HNO3'te bir gece bekletildikten sonra saf su ile
calkalanmis ve etlivde kurutulmuslardir. Yardimer elektrot olarak kullanilan Pt tel (BAS
MW-1032) calisma sonlarinda aym ¢ozeltide 10 saniye kadar tutularak temizlenmesi

saglanmistir.

Referans elektrot olarak BAS RE-5B model 3 M NaCl elektroliti icerentek bir Ag/AgCI
elektrot c¢aligma boyunca kullanilmig, zaman zaman elektrot potansiyeli standart

testlerle kontrol edilmistir.

Calisma elektrotu olarak CH Instruments CHI104 camsi karbon elektrot ve CHI102
platin elektrot kullanilmistir. Elektrot yiizeyleri voltametrik ¢aligsmalar 6ncesinde BASi
PK4 ve CH Instrument CHI120 Polishing Kit icindeki parlatma pedi ve CHI Gamma
Alumina tozu (0,05 um Al,O3) ile asindirilarak parlatilmis, ultra saf su ile calkalanarak
hava birakmayan bir kagit yardimiyla kurulanmigtir. Tim voltametrik denemeler
boyunca tek bir GCE ve Pt elektrottan yararlanilmistir. Bu durum o6zellikle GCE

elektrotlarin tekrarlanir ve karsilastirilabilir sonuglar vermesi agisindan nemsenmistir.

Voltametrik calismalarda destek elektroliti ve pH kararlilig1 saglayici olarak 6nce 1

Mamonyum asetat (pH 7) tamponu, daha sonra 0,1 M asetat tamponu (pH 4,5) ve son
olarak 0,4 M fosfat (Ho,PO4 /HPO4?) tamponu (pH 7) kullanilmustir. Ceviz 6zitii ile

yapilan kapsamli incelemelerde, asitlendirilmis 6rnekler yerine fosfat tamponunun daha
uygun kosullar sagladig1 goriildiigii icin diger yaprak oziitleri ile yapilan voltametrik
calismalarda yalmizca 0,4 M fosfat (pH 7) tamponu kullanilarak, sonuglarin

karsilastirilabilir olmasina 6zen gdsterilmistir.
3.7.1. Cevrimsel voltametri calismalar:

Cevrimsel Voltametri i¢in destek elektrolitinin kararli oldugu potansiyel simirlar
icerisinde kalmaya 6zen gosterilerek; 6nce Erest / — 1,8 V araliginda, sonra +1,5/ -1,8 V

araliginda olmak iizere ve katodik yonde baslanarak ¢evrimsel voltamogramlar alindi.
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Anodik yonde baslanarak yapilan ¢evrimsel voltametri ¢aligmalarinda once Erest / + 1,5
V araligi, sonra —-1,8 V / +1,5 aralifi denendi. Boylelikle, ilk tarama yonunin ve
baslangi¢c potansiyelinin voltamogram iizerinde etkisi olup olmadig1 belirlenmeye
calisildi. Ornegin yapisinda bulunan maddelerin indirgen davranislari, yikseltgenme

piklerinin tersinir veya yar1 tersinir olup olmadiklart belirlenmeye ¢aligildi.
3.7.1.1. Platin elektrot ile yapilan cevrimsel voltametri ¢alismalari

Destek elektroliti ve platin elektrotun izin verdigi sinirlar i¢erisinde uygun potansiyel
programiyla her bir yaprak Oziitii i¢in 14 mL ve 1 mL 0,4 M pH 7fosfat (H,PO4
IHPO,*) tamponuyla 100 mV/s tarama hiziyla g¢evrimsel voltamogramlar alindi.
Calisma, iyi tekrarlanabilirligin elde edilebilmesi i¢in en az iki kez tekrarlanmistir. Elde

edilen voltamogramlar Sekil 3.12. ve 3.13” te gosterilmistir.

1.012
ceviz yapragl oziitii
nar vapragi sziitii
ayva yapragi oziitii
0.715
o
‘o
>
o
£ 418
£
2
]
0121
ol ——
//
-0.175 . : :
1.500 0.675 -0.150 -0.975 -1.800

potansiyel (V)

Sekil 3.12. pH 7 fosfat tamponunda platin elektrotta nar ayva ve ceviz yapragi
oOzitlerinin anodik yondeki CV egrileri
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Sekil 3.13. pH 7 fosfat tamponunda platin elektrotta kestane ve incir yapragi 6ziitlerinin
anodik yondeki CV egrileri

3.7.1.2. GCE ile yapilan ¢evrimsel voltametri calismalari

Destek elektroliti ve camsi karbon elektrotun izin verdigi sinirlar igerisinde uygun
potansiyel programiyla her bir yaprak oziitii i¢in 14 mL ve 1 mL 0,4 M pH 7fosfat
(H,PO4~ /HPO4*) tamponuyla 100 mV/s tarama hiziyla cevrimsel voltamogramlar
alindi. Calisma, iyi tekrarlanabilirligin elde edilebilmesi i¢in en az iki kez

tekrarlanmistir. Elde edilen voltamogramlar sekil 3.14. ve 3.15” de gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.14. pH 7 fosfat tamponunda GCE’de nar, ceviz ve incir yapragiozitlerinin
anodik yondeki CV egrileri
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Sekil 3.15. pH 7 fosfat tamponunda GCE’deceviz, kestane ve ayva yapragioziitlerinin
anodik yondeki CV egrileri

3.7.2. Kare dalga voltametri calismalari

Yaprak 6ziitlerinden 14 mL ve 0,4 M pH 7 fosfat (H,PO4 /HPO,*) tamponundan 1 mL

almarak oda sicakliginda oOl¢limler gergeklestirildi. Voltamogramlarin alinmasinda
uygulanan potansiyel programinda; Basamakli adim yiiksekligi Esep 4 mV, kare puls
frekansi 15 Hz, kare dalga genligi Esw 25 mV olacak sekilde ayarlanarak anodik yonde
0OV/15V,-0,5V/1,5Vve-1V/1,5V araliklarinda; katodik yonde 0 V/- 1,8 V, 0,5

V/-1,8 Vve 1l V/-1,8V araliklarinda olmak tizere kare dalga voltamogramlari alindi.
3.7.2.1 Platin elektrot ile yapilan kare dalga voltametri calismalari

Destek elektroliti ve platin elektrotun izin verdigi sinirlar igerisinde uygun potansiyel
programiyla her bir yaprak 6ziitli icin yapilan ¢aligmalarda basamakli adim ytiksekligi
Estep.kare puls frekansi ve dalga genligi ayn1 olacak sekilde voltamogramlar alinmistir.
Calisma, iyi tekrarlanabilirligin elde edilebilmesi i¢in en az iki kez tekrarlanmistir. Elde

edilen voltamogramlar sekil 3.16. 3.17. ve 3.18’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.16. pH 7 fosfat tamponunda platin elektrotla nar, ayva ve ceviz
yapragi0zitlerinin anodik yondeki SWV egrileri
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Sekil 3.17. pH 7 fosfat tamponunda platin elektrotla kestane ve incir yapragi 6ziitlerinin

anodik yondeki SWV egrileri
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Sekil 3.18. pH 7 fosfat tamponunda platin elektrotla karadut ve beyaz dut yaprag

Ozutlerinin anodik yondeki SWV egrileri

3.7.2.2. GCE ile yapilan kare dalga voltametri calismalar

Destek elektroliti ve camsi karbon elektrotun izin verdigi sinirlar igerisinde uygun

potansiyel programiyla her bir yaprak 6ziitii i¢in yapilan ¢alismalarda basamakli adim

yuksekligi Egep kare puls frekansi ve dalga genligi aym olacak sekilde voltamogramlar

alimmistir. Calisma, 1iyi tekrarlanabilirligin elde edilebilmesi i¢in en az iki kez

tekrarlanmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.19 ve 3.20°de gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.19. pH 7 fosfat tamponunda nar, ceviz, kestane ve incir yaprag: Ozltlerinin

GCE’de anodik yondeki SWV egrileri
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Sekil 3.20.pH 7 fosfat tamponunda ayva, karadut ve beyaz dut yapragi Ozltlerinin
GCE’de anodik yondeki SWV egrileri

3.7.3. Diferansiyel puls voltametri cahismalari

Her bir yaprak 6ziitii icin 14 mL ve 0,4 M pH 7 fosfat (H,PO, /HPO4?) tamponundan 1

mL alinarak oda sicakliginda Olclimler gerceklestirildi. Uygulanan potansiyel
programinda tarama hiz1 20 mV/s ve puls genligi 50 mV olacak sekilde ayarlanarak
anodik yonde 0 V/ 1,5V, -0,5 V/ 1,5 Vve - 1 V/ 1,5 V araliklarinda; katodik yonde O
V/-1,8V,05V/-18V vel V/- 1,8V araliklarinda olmak iizere diferansiyel puls

voltamogramlar1 alindi.
3.7.3.1. Platin elektrot ile yapilan diferansiyel puls voltametri ¢calismalari

Destek elektroliti ve platin elektrotun izin verdigi sinirlar igerisinde uygun potansiyel
programiyla her bir yaprak 6ziitli i¢in yapilan caligmalarda tek bir tarama hiz1 ve puls
genligi kullanilmistir. Calisma, iyi tekrarlanabilirligin elde edilebilmesi i¢in en az iki
kez tekrarlanmigtir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.21. ve 3.22’de gosterildigi
gibidir.
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Sekil 3.21.pH 7 fosfat tamponunda platin elektrotla karadut, beyaz dut, incir ve kestane
yapragi Oziitlerinin anodik yondeki DPV egrileri
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Sekil 3.22. pH 7 fosfat tamponunda platin elektrotla nar, ceviz ve ayva yapragi
oOzitlerinin anodik yondeki DPV egrileri

3.7.3.2. GCE ile yapilan diferansiyel puls voltametri calismalar:

Destek elektroliti ve camsi karbon elektrotun izin verdigi sinirlar igerisinde uygun
potansiyel programiyla her bir yaprak 6ziitii i¢cin yapilan ¢calismalarda tek bir tarama hizi
ve puls genligi kullanilmistir. Calisma, iyi tekrarlanabilirligin elde edilebilmesi igin en
az iki kez tekrarlanmistir. Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.23. ve 3.24’de
gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.23.pH 7 fosfat tamponunda nar ceviz, incir ve kestane yapragi Oziitlerinin
GCE’de anodik yondeki DPV egrileri
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Sekil 3.24.pH 7 fosfat tamponunda ayva, karadut ve beyaz dut yaprag: 6ziitlerinin
GCE’ de anodik yondeki DPV egrileri

3.7.4. Kare dalga styirma voltametri cahismalar:
3.7.4.1. GCE ile yapilan kare dalga siyirma voltametri calismalari

Kare dalga siyirma voltametri teknigi kullanilarak GCE yizeyinde madde birikiminin
gerceklesip gergeklesmedigi gozlemlenmeye calisilmistir. Ceviz yapragir Oziitii ile
yapilan ¢alismada elektrot yiizeyinde 0, 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 saniye biriktirme

stiresi uygulandi ve bu siireler sonucunda anodik yonde uygulana potansiyel programi
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ile yiikseltgenme pikinin biiylimedigi ve elektrot yiizeyinde madde birikiminin

gerceklesmedigi gozlemlenmistir.
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Sekil 3.25. Ceviz yaprag 6ziitii ile 0, 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 saniye biriktirme suresi
ile anodik yonde alinan kare dalga siyirma voltamogramlari

Ayni potansiyel araliginda biriktirme siiresine bagli olarak madde birikimi
gerceklesmemesine ragmen artan potansiyel aralif ile yilikseltgenme pikinin biiytidiigi
gozlemlenmistir. Ceviz yapragi oziitii ile yapilan ¢aligmada 60 saniye biriktirme stresi
ile 0, - 250, - 500, - 750, - 1000,- 1250 ve - 1500 mV’ dan 1800 mV’ a dogru ayr1 ayr1
anodik yonde uygulanan potansiyel programi ile yiikseltgenme pikinin biiytdiigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 3.26. Ceviz yaprag: oziitiinde 60 saniye biriktirme siiresi ile 0, - 250, - 500, - 750,
- 1000,- 1250 ve - 1500 mV’ dan 1800 mV’ a dogru ayri ayri anodik yonde
uygulanarak alinan kare dalga siyirma voltamogramlari

3.7.5. Voltamogramlarin alan hesaplamasi

Bir Ornegin antioksidan kapasitesi voltametrik tekniklerle iki parametreyle ifade
edilir.Bunlardan ilki bir bilesenin ya da benzer potansiyele sahip bilesenlerin indirgen
giiclinii yansitan yiikseltgenme potansiyeli, ikincisi bilesenlerin derisimini yansitan

anodik akim yogunlugu.

Bu iki parametrenin yaninda anodik akim dalgasinin altindaki alan kullanilarak 6rnegin
toplam antioksidan kapasitesini yansitan daha iyi bir parametrenin kullanilabilecegi
onerilmistir (Chevion ve ark 2000). Bu durum, anodik akim dalgas1 tek bir bilesenden
daha fazlasimi igeriyorsa daha avantajli bir durum saglar. Yaklasik olarak ayni
yukseltgenme potansiyeline sahip bilesenlerin incelenmesinde, anodik dalganin

altindaki alan, anodik akimdan daha fazla yarar saglar.

Indirgen reaktifler olarak antioksidanlar, camsi karbon elektrot ve platin elektrot
yiizeyinde kolayca yiikseltgenebilme egilimindedirler. Genel olarak antioksidan
kapasitenin degerlendirilmesinde orneklerde bulunan antioksidanlarin yiikseltgenme
siirecine  bagli  olarak  yiiklerinin  Olgiilmesiyle antioksidan  kapasitesinin

degerlendirilmesi miimkiin olabilmektedir.
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Yaprak oziitleri ile yapilan calismalarda GCE ile daha karakteristik ve tekrarlanir
caligmalarin yapilabildigi gortilmistiir. Kare dalga voltametrisinde elde edilen egrilerin
anodik bolgelerine karsilik gelen toplam yiikseltgenme yiikleri, potansiyostat
yazilimindaki segenekler kullanilarak Ol¢lilmistiir. Elde edilen birden fazla
yiikseltgenme piki ayr1 ayr1 antioksidan kapasiteye katki saglayacagindan anodik
yukseltgenme piklerinin toplam ylk{ antioksidan kapasitesinin bir gostergesi olarak

kullanilabilir.

Her bir yaprak 6zitd icin birinci yikseltgenme pikleri yaklasik olarak ayni potansiyelde
elde edilmistir. Karadut ve Incir yaprag: oziitleri igin ikinci bir yiikseltgenme piki ve

Kestane yaprag 0ziitii i¢in {igiincii bir yiikseltgenme piki gézlemlenmistir.
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Sekil 3.27.Ceviz yapragi ozitiiniin anodik SWV egrisi
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Sekil 3.28. Karadut yaprag: 6ziitiiniin anodik SWV egrisi
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Sekil 3.29.Beyazdut yaprag: 6ziitliniin anodik SWV egrisi
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Sekil 3.30.Incir yaprag: dziitiiniin anodik SWV egrisi
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Sekil 3.31.Ayva yapragi oziitiiniin anodik SWV egrisi
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Sekil 3.32. Kestane yapragi 6ziitlinlin anodik SWV egrisi
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Sekil 3.33. Nar yaprag: 6ziitlinlin anodik SWV egrisi

Yaprak orneklerine ait yukseltgenme piklerine karsilik gelen anodik akim ve yiik
degerleri ile birlikte toplam yiik miktar1 Cizelge 3.3’de gosterildigi gibidir.
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Cizelge 3.3. Yaprak ozitlerinin yukseltgenme piklerine karsilik gelen anodik akim ve
yiik degerleri ile birlikte toplam yiik miktari.

las(RA) | la2(MA) | lag(A) | Qu(uC) | Q2(uC) | Qa(nC) | Qr(nC)
Nar 90,9428 - - 57,6285 - - 57,6285
Ayva 1,9989 19,6778 - - 19,6778
Kestane 1,3855 | 0,4730 |1,4130 | 2,7158 1,6530 5,7251 | 10,0939
Incir 0,9155 | 0,1556 - 1,4592 1,1530 - 2,6122
Ceviz 3,7018 - - 6,8841 - - 6,8841
Karadut 0,2441 | 0,1801 - 0,3395 0,7607 - 1,1002
Beyazdut 0,2502 - - 0,3575 - - 0,3575

4. BULGULAR

4.1. Spektroskopi Calismalar

Antioksidan kapasite ile paralelligi gosterilmeye calisilan diger ydntemlerin
degerlendirilmesi i¢in temel karsilastirma yontemi olarak secilen CUPRAC yontemi,
literatiir bilgilerine uygun olarak ele alinan tiim yaprak oOziitlerine uygulandi. Bu
kapsamdaki UV-VIS spektrofotometrik galigmalarla her bir yaprak 6ziitiiniin mg TE / g
kuru yaprak birimi ile ifade edilen troloks esdegerleri 6l¢iildii. Bunun yaninda UV-VIS
Spektroskopik 6l¢iimlerle, AgNP olusum hizlarina yonelik dl¢timler gergeklestirilerek
her iki yontem ile elde edilen sonucglar arasindaki paralellikler ve varsa aykiriliklar
gosterilmeye calisildi. AgNP olusumu iizerine 15181n etkisi, 6zellikle son donemde
yapilan caligmalarda gosterilmis oldugu i¢in (Ulug ve ark. 2014), bu caligmalar sabit

aydinlatmal1 bir odacik icerisinde gerceklestirildi.

CUPRAC yontemi, yaprak oziitlerinin iki ayr1 seyrelme oranmiyla calisilarak hesaplanan
mg TE / g degerlerinin ortalamas1 degerlendirildi. Bu caligmalar 1s1ginda incelenen
materyaller arasinda nar yapragi oOziitlinin 753,1 mg TE/g kuru bitki degeri ile
digerlerinin yaklasik iki kati antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriiliirken, bunu
ayva, kestane, incir, ceviz, karadut ve beyaz dut yaprak oziitlerinin sira ile izledigi, her

iki dut yapragi ¢esidi ile oldukca kiiclik (sirasiyla 38,1 ve 35,8 mg TE/ g) degerler
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belirlendigi igin, bu 06ziitlerin diger materyallere oranla oldukca kiiciik antioksidan

kapasite gosterdikleri belirlendi.

Calisilan yaprak oziitlerinin AgNO3 ¢06zeltisinden sabit bir 151k kaynagi odacigi
icerisinde AgNP indirgeme hizlari, 120 dakikalik periyotlar boyunca 15 dakikalik
araliklarla UV-VIS spektrumlar1 alinarak incelendi. Olusan AgNP nedeniyle 430 nm’ de
Olciilen yiizey plazmon rezonans pikindeki biiylimeler degerlendirildiginde, CUPRAC
yonteminin sonuglarina benzer sekilde nar yaprag 6ziitliinlin diger materyallere oranla
cok daha 6nemli bir indirgen 6zellige sahip oldugu, bunu incir yaprag: 6ziitii ile yapilan
caligmanin takip ettigi, ceviz ve ayva yaprag Oziitleri ile yapilan calismalarda
nanopartikiil olusumunun yaklasik olarak aymi hizda gerceklestigi, kestane yapragi
oziitl ile yapilan ¢aligmada diger yaprak oziitlerinden farkli olarak daha kisa zamanda
nanopartikiil olusum hizinin yavaglayip sabit bir degere dogru yaklastigi, karadut ve
beyaz dut yaprak oziitleri ile yapilan calismalarda nanopartikiil olusumunun yavas ve
sabit bir hizda geceklestigi belirlendi. Dut 6ziitlerinin diger 6rneklerden farkli olarak
AgNP olusturma hizlarinin ¢ok kiigiik kaldigi ve 120 dakikalik periyot siiresinde
tamamlanma siirecine yaklasmadigr gozlendi. AgNP olusum hizlarina karsilik gelmek
tizere 120 dak boyunca 7 Ornekle yapilan spektroskopik oOlctimler Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

35 ——kara dut
3 / —=— beyaz dut
2,5 / ayva
/

incir

absorbans
-
o N

—%—ceviz

1 * —e—Kestane

—— nar

dakika

Sekil 4.1. Her bir yaprak oziitiiniin 15 dakika araliklarla 6l¢iilen maksimum absorbans
degerlerinin 120 dakika sonundaki degisiminin toplu halde gosterimi

71



120 dakika boyunca olusan AgNP’ lerin boyut dagilimina bagli olarak, oOl¢iilen
maksimum yiizey plazmon rezonans pikinin birkag nm kaymasi disinda, bazi 6ziitlerin
sogurum spektrumunda genislemeler (yayilmalar) oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
maksimum dalga boyundaki absorbans degerleri yerine farkli boyutlarda AgNP’ lerin
olusumu ile ortaya c¢iktig1 diisiiniilen bu durumu da g6z Oniine alabilmek ve daha
gercekei karsilagtirmalar yapabilmek amaciyla 320 — 750 nm ler arasinda spektrum
egrisinin altinda kalan toplam alanin karsilagtirmalarda kullanilmasinin daha dogru
olacag1 ongoriilmiustiir. Her bir yaprak 6ziitii 6rneginin 120. dakika sonunda elde edilen
spektrumlarin 320 — 750 nm dalga boyu aralifindaki alanlari, spektrofotometrenin

yazilimi yardimiyla hesaplanarak sonuglar A x nm birimi cinsinden ifade edildi.

Yaprak oOziitlerinin, CUPRAC yontemiyle troloks esdegeri olarak elde edilen
antioksidan kapasite degerleri ile 120 dakika sonunda elde edilen spektrumlarin
maksimum absorbans ve hesaplanan alan degerleri karsilastirildiginda; alan degeri
hesaplanarak yapilan karsilastirmayla dogrusalliktan sapmanin daha az oldugu iyi bir

korelasyon( R?= 0,9626) elde edilmistir.

45 3
) =055 s
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» 3
‘f 25
S.f:agrfk mg TE/g Al Axnm 15. [
Oziiti -1 3 /
Nar 7531 4,15 1041,900 051 *
Ayva 184,8 1442 215,363 0 . : : : :
— 1484 o= 266,000 0 100 20 £l g 'F?Enlg 00 500 a0 800
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Sekil 4.2. CUPRAC yontemi ile Ag nanopartikiil olusum hizinin incelendigi yontemin
karsilastirilmast
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4.2. Voltametrik Calismalar

Oziit 6rneklerde bulunan antioksidan bilesenlerin temelde bir indirgen &zellik
gostererek uygun potansiyellerde yliikseltgenecekleri diisiincesiyle voltametrik
caligmalarda, 6zellikle anodik yonde yapilan potansiyel taramalari ile yiikseltgenme
bolgesinde olusan pik akimlarinin degerlendirilecegi diisiiniildii. Bu yaklagimla farkl
potansiyel tarama teknikleri (CV, DPV ve SWV) ile calisma elektrotu olarak Pt ve GCE

uzerinde elde edilen voltamogramlar incelendi.

Camsi karbon elektrot ile yapilan ¢evrimsel voltametrik caligmalarda; anodik yondeki
potansiyel taramasi sirasinda nar ve ceviz yapragi Oziitlerinin yaklasik olarak ayni
potansiyellerde yiikseltgenme bolgesine sahip olduklari, indirgen bilesenlerin derisimi
ile orantil1 degisim gosteren anodik akim degerinin nar yapragi oziitiinde daha yiiksek
oldugu, ayva yapragi Oziitiiniin ise ylikseltgenme bolgesinin genis bir potansiyel
araligina yayilmis oldugu gozlendi. Kestane yapragi Oziitiiniin belirgin olmayan iki
yiikseltgenme piki olusturdugu, incir, karadut ve beyaz dut yaprak oziitleri ile yapilan
caligmalarda belirgin yiikseltgenme bolgelerinin elde edilemedigi saptandi. Anodik
yondeki potansiyel taramasini izleyen katodik yondeki tarama ile, olugan yiikseltgenme
Uriinlerinin tersinir veya yari tersinir olarak indirgenmedigi, 6ziit materyallerin — 1 V

civarinda karakteristik olmayan indirgenme piki verdigi gézlemlendi.

GCE ile yapilan calismada, 6rnekler arasinda karakteristik farkliliklar ve nispeten biiytlik
akim degerleri belirlenirken, Pt elektrot iizerindeki calismalarda ayni belirginlikte

egriler elde edilemedi.

Her ikisi de diferensiyel (akim farki alma) birer puls teknigi olan DPV ve SWV
teknikleri de hem Pt, hem de GCE elektrotlarla denendi ve beklenilecegi gibi GCE
elektrot tizerindeki Ozellikle SWV tekniginde ¢ok daha belirgin ve karsilastirilabilir
yiikseltgenme bolgelerinin elde edilecegi gosterildi. Bu ¢alismada, anodik yonde
potansiyel taramas1 yaparken, her yaprak 6ziitiiniin yaklasik olarak 260 mV’ da birinci
yukseltgenme bolgesine, incir, kestane ve karadut yaprak ozdtlerinin 960 mV, 640 mV
ve 860 mV ‘da ikinci bir yiikseltgenme bolgesine, kestane yaprag: 6ziitiiniin 1360 mV’

da tglincli bir yiikseltgenme bolgesine sahip olduklar1 gozlemlendi. Ayva yapragi
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0z0tund ile yapilan ¢alismada diger yaprak oziitlerinden farkli olarak yaklasik olarak
500 mV’ da diizgiin olmayan genis bir yiikseltgenme bolgesi olustugu ortaya kondu.
Anodik potansiyel bolgesinde, ¢alisilan 6ziit 6rneklerin dogasi geregi ¢ok sayida bilesen
icermeleri, bunun sonucu olarak saf bir madde gibi belli bir potansiyelde yikseltgenme
(ve/veya indirgenme) piki vermek yerine genis bir ylikseltgenme bolgesi olusturduklar

go6zlendi.

Anodik bolgede olusan pik akim degerleri, pik potansiyelleri gibi genel biiytkliikler,
pek ¢ok benzer etkiye sahip bilesenin bir arada bulundugu, dolayisiyla izole
yiikseltgenme piklerinin olugmasi yerine genel bir yiikseltgenme egrisinin olustugu
voltamogramlarda, anodik bdlgenin olusumuna yol acan yiikseltgenme bdlgesi igin
elektrot Uzerinden gegen toplam elektriksel yiikiin anlamli bir biiyiikliik olabilecegi
degerlendirildi. Ancak kullanilan elektrokimyasal tekniklerde, kronokulometrik

caligmalarda oldugu gibi toplam yiikii belirleme segenegi bulunmamaktadir.

Ozellikle daha karakteristik ve tekrarlanir voltametrik ¢aligmalarin yapilabildigi camsi
karbon calisma elektrotu (GCE) ile kare dalga voltametrisinde elde edilen egrilerin
anodik bolgelerindeki pik yapisina sahip kisimlariin altinda kalan alanlar olgiilerek
belirlenmeye calisilan toplam yiikseltgenme yiikleri ile karsilagtirma yapilmasi
diisiiniildii. Elde edilen birden fazla ylikseltgenme piki ayr1 ayr1 antioksidan kapasiteye
katki saglayacagi i¢in, anodik ylikseltgenme piklerinin toplam yiikii antioksidan
kapasitesinin bir gostergesi olarak kullanilabilecegi, diger yontemlerle bu sekilde
paralellikler kurulabilecegi belirlendi. Bu karsilastirma Boliim 4.4°deki Sekil 4.3°de

gosterilmistir.

4.3. ORP Ol¢umleri

Yaprak Oziitlerinde bulunan indirgen bilesenlerin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesinde, ortamin yiikseltgeme / indirgeme giicliniin Olglisii olabilecegi
ongorilerek Yukseltgenme/indirgenme potansiyeli (ORP) odlcumlerinin de yeterli bir
kriter olabilecegi ongoriildii. Kisaca akimsiz kosullarda bir redoks elektrotu ile bir
karsilastirma (referans) elektrot arasindaki gerilim farkinin 6l¢iilmesi esasina dayanan

potansiyometrik bir teknik olan ORP 6l¢iimleri, asidik, nétral ve bazik pH kosullarinda
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gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar spektroskopik yontemlerle karsilastirilarak

yontemlerin ne derecede uyumlu olduklari goriilmeye ¢aligildi.

Kombine ORP elektrotu ile her bir yaprak 6zitunun kendi pH’lerinde ve pH’ nin kabaca
4, 7 ve 9 olarak ayarlandig1 asidik, notral ve bazik kosullarda, kararli bir deger
gozlenene kadar beklenerek, degerler okundu. Yapilan dlglimlerin diger yontemlerle
belirlenen antioksidan kapasite degerleriyle uyumu, hangi pH’de daha iyi paralellik elde

edilebilecegi incelendi.

ORP olglimlerinin biiytikligii, temelde katot olarak Slgiim sistemine baglanan elektrot
uzerinde kurulan indirgenme tepkimesine iligkin dengelenme potansiyelini gosterecegi
igin, antioksidan kapasitesi biiyiik olan 6rneklerde ORP degerinin “ — “ yonde buyuk
olmasmi1 beklemek gerekecektir. Ciinkii antioksidan kapasite, etkin bilesenlerin

yiikseltgenme tepkimesinin istemliligine bagli olacaktir.

Oziitlerde bulunan bitkisel proteinlerin ve diger etkin olabilecek bilesenlerin elektrot
tizerinde dengelenmeleri, yiiklerine ve dolayisiyla ortam pH’sine baglh olarak
degisebilecektir. Sonuglar degerlendirildiginde pH’nin yaklagik olarak 9 oldugu
kosullarda yapilan olgiimlerde, nar yaprag: 6ziitiinlin ORP degerinin 18,8 mV ile en
diisiik degere sahip oldugu yani en yiiksek antioksidan kapasiteye, karadut ve beyaz dut
yaprag Oziitlerinin ise 100,3 mV ve 93,2 mV ile en yiiksek degerlere yani en diisiik
antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve elde edilen sonuglarin diger yontemlerdeki

siralamaya yakin oldugu goriilmiistir.

Bitki 6ziitlerinin kendi pH degerlerinde, asidik ve nétral pH ¢algmalarinda ise, olasilikla
etkin maddelerin molekdiler (yukstiz) formda olup, Pt redoks ylzeyinde denge tepkimesi

vermemesine bagli olarak anlamli biiyiikliikler veya farkliliklar 6l¢lilememistir.

4.4. Antioksidan Kapasitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Yéntemlerin Karsilastirilmasi

Yaprak Ozutlerinin, CUPRAC yontemiyle troloks esdegeri olarak elde edilen

antioksidan kapasite degerleri ile elektrokimyasal olarak kare dalga voltametrisi
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tekniginde alan hesabi kullanilarak elde edilen antioksidan kapasite degerleri arasinda

iyi bir korelasyon (R?= 0,9852) oldugu gozlemlenmistir.

m
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e Ayva 1848 | 18,0009
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E 8 838 3

0, (1C)
2

2 — incir 764 | 26122
10
Q e Ceviz 656 | 6,8841
0 100 200 300 400 500 00 00 800
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Sekil 4.3. CUPRAC yontemi ve SWV teknigi kullanilarak elde edilen antioksidan
kapasite degerlerinin karsilastirilmasi

Glmiis nanopartikiil olusturma hizi yoéntemi ile nanotaneciklerin yiizey plazmon
ozelliklerine bagl olarak her bir yaprak ozitii i¢in 120 dakika sonunda elde edilen
spektrumlarin maksimum absorbans degerleri ile hesaplanan alan degerleri ve kare
dalga voltametrisi teknigi kullanilarak elde edilen antioksidan kapasite degerleri
karsilagtirtlmistir.  Maksimum absorbans degeri ile yapilan karsilagtirmaya gore

hesaplanan alan degerleri ile daha iyi bir korelasyon (R® = 0,9312) elde edilmistir.
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Sekil 4.4. SWV ve Ag nanopartikiillerin olusum hizinin incelendigi teknikler sonucu
elde edilen antioksidan kapasite degerlerinin karsilastirilmasi

Yararlanilan tekniklerin tiimii bir arada degerlendirildigi zaman, asagidaki diyagram

elde edilmistir. Bu diyagram, referans yontem olarak ele alinan CUPRAC ydntemiyle

tez kapsamnda ele alinan teknikler arasinda biiyiik oranda bir paralellik oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.5. Yararlanilan teknikler sonucunda elde edilen degerlerin toplu halde
karsilastirilmast
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5. SONUC

Bu calismada; insanlarin diyet listesinde yer almayan ve ekonomik degeri olmayan
odunsu bitki yapraklarindan basit ve pratik yollarla elde edilen sulu 6zutlerin bitkisel
reaktif olarak ele alinarak, doga dostu yesil teknolojiler kapsaminda ekonomik deger
kazandirilmasi diisiincesi ile hareket edilmistir. Yesil yapraklardaki antioksidan 6zellik
gosteren indirgen nitelikteki bilesiklerin gii¢ ve kullanim potansiyellerini belirlemek
acisindan antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinin ilging olacagi degerlendirilmistir.
Antioksidan kapasite Olgiimiinde kullanilan c¢ogunlukla spektroskopik yontemlerin,
tekrarlanirlik agisindan sorunlar ve zahmetli deneysel prosediirler igeriyor olmasi goz
Oniine alinarak, bu parametrenin belirlenmesi i¢in daha pratik yontemler gelistirilmesi

hedeflenmistir.

Yesil yaprak oziitlerinin standart olarak belirli bir 151k altinda tutulurken Ag’
iyonlarindan AgNP olusumuna yol ac¢tigi, bu nanopartikiillerin olusum hizinin
antioksidan kapasite Olclsii olarak degerlendirilebilecegi Ongériilmiistiir. AgNP
olusumuna dayali yiizey plazmon gozlenen maksimum dalga boyundaki sogurum
yerine, olusan nanopartikiillerin ¢aplarinin genis bir aralikta olmasi da goz Oniine
alinarak belli dalga boylar1 arasinda spektrum egrisinin altinda kalan alanin, referans
yontem olarak ele alinan CUPRAC yontemine gore daha anlamli sonuglar verdigi,
goriilmiistiir. Incelenen yedi farkli odunsu bitki yapragindan elde edilen sulu oziit
orneklerinin, referans yontemle blyuk 6lglide paralellik gosterdigi gozlenmis, AgNP
olusum hizinin antioksidan kapasite Ol¢limiinde alternatif bir yontem olarak
onerilmeden 6nce, meyve ve diger dogal 6rneklerde de incelenmesinin yerinde olacagi
degerlendirilmistir. Ag" + ¢~ S Agy igin standart indirgenme potansiyeli +0,799 V
oldugundan CUPRAC yéntemindeki Cu(Nc),>* + ¢ S Cu(Nc)," komplekslerinin
standart indirgenme potansiyeli +0,6 V potansiyeli ile karsilastirildiginda, indirgen

0zelligi cok daha zayif olan kimyasal tiirlerin de siirece katilacagin1 6ngérmek gerekir.

Voltametrik olarak yapilan incelemelerde, GCE {izerinde ¢ok daha karakteristik egriler
elde edilmesi organik maddelerin karbon yiizeyinde adsorpsiyon 6zelliginin daha fazla
olmast ve bu elektrotun daha biiyiikk c¢aligma yiizey alanina sahip olmasi ile

iliskilendirilebilir. Cevrimsel voltamogramlar, ortaya ¢ikan yiikseltgenme piklerinin

78



tersinir olmadigini ortaya koymustur. Denenen puls teknikleri igersinde 6zellikle SWV
nin ¢ok daha karakteristik ve belirgin voltamogramlar sagladigin1 ve karsilastirmalarin
daha saglikli yapilabilecegini ortaya koymustur. SWV ile GCE (zerinde bitki
Ozltleriyle elde edilen voltametrik ¢alismalarda, saf madde gibi tek bir potansiyelde
belirgin bir yilikseltgenme potansiyeli vermeyen, genis bir potansiyel araliginda pek cok
bilesene ait etkilerin yan yana gdzlenmesi nedeniyle, pik akimlari yerine anodik
bolgedeki toplam yiikseltgenme yiik degerlerinin daha anlamli olacagi Ongoriilmiis,
hesaplanan yiik miktar1 biyiikliiklerinin referans alinan yontem ile daha uyumlu

sonuglar verdigi belirlenmistir.

Cok pratik bir 6l¢iit olusturabilecegi umuduyla denenen ORP Ol¢limlerinin ancak pH 9
i¢cin nispeten karsilastirilabilir ve CUPRAC yontemiyle elde edilen siralamaya oldukca
uyumlu bir siralama verdigi gosterilmis olsa da, Olctim pH gibi kosullarinin, ortam
iletkenliginin optimize edilmesi gerektigi, ancak sistematik bir inceleme ve

degerlendirme sonrasinda daha anlamli sonuglar elde edilebilecegi diigiiniilmiistiir.
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