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OZET

DPPH, FRAP VE FCR ANTIOKSIDAN KAPASITELERIN TAYINI iCIN
POTANSIYOMETRIK SENSORLERIN GELISTIRILMESI ve
POTANSIYOMETRIK CALISMA SARTLARININ INCELENMESI

Yildiz, ilyas
Doktora, Biyosensorler Bilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Omer ISILDAK
Subat 2022, xvii+ 91 sayfa

Bu tez calismasinda viicudumuzda gergeklesen reaksiyonlar sonucunda yan {iriin
olarak aciga ¢ikan oldukca kararsiz molekiiller olan serbest radikallerin etkilerini yok
eden ve insan saglig1 acgisindan olduk¢a 6nemli olan antioksidanlarin belirlenmesinde
mevcut klasik yontemlere alternatif olarak hizli, ekonomik ve duyarli potansiyometrik
biyosensorler gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda DPPH radikal
giderme testi, toplam fenolik testi (FCR), ve Demir(Ill) indirgeme giicii testleri (FRAP)
icin ayr1 ayr1 potansiyometrik biyonsensorler gelistirilmistir. Gelistirilen her bir
biyosensoriin segiciligi, tekrarlanabilirligi, tayin limiti, dogrusal caligma aralig1r ve
cevap zamani gibi potansiyometrik performanslarini niteleyen 6zellikler belirlenerek
antioksidan aktivitenin Olgiilebilirligi arastirnlmistir. Gelistirilen DPPHe-se¢ici PVC
membran biyosensor i¢in optimum membran bilesimi % 17,5 iyonofor, % 45,0 PVC, %
37,5 dibiitilftalat olarak belirlendi. Biyosensoriin DPPHe radikal ¢6zeltisinin 18,75 —
300 mg L konsantrasyon araliginda R? degeri 0,9984 ve tayin limiti 12,75 mg L? elde
edilmistir. FCR-se¢ici PVC membran biyosensorii i¢in en uygun membran bilesim
orani, % 5,0 Gallik asit, % 30,0 PVC, % 65,0 dibiitilftalat olarak belirlendi.
Biyosensériin FCR ¢ozeltisinin 0,031 — 0,5 mol L™ ’lik konsantrasyon araliginda R?
degeri 0,9996 ve tayin limiti 0,022 mol L™ elde edilmistir. FRAP-segici biyosensorii
igin en uygun membran bilesimi orant % 7,0 demir(Il)kuersetin, % 34,0 PVC, % 59,0
BEHS olarak belirlendi. Biyosensériin Fe(Il) ¢ozeltisinin 1,0x10° — 1,010 mol L*
’lik konsantrasyon araliginda R? degeri 0,9994 ve tayin limiti 8,0 x 10® mol L elde
edilmistir. Gelistirilen biyosenesorler bitki drneklerine basarili bir sekilde uygulandi ve

antiioksidan tayini oldukga yiiksek geri kazanimlarla gerceklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, DPPH radikali, FRAP, FCR, biyosensor, sensor,
potansiyometri, aktivite testi, yeni metot



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POTENTIOMETRIC BIOSENSORS FOR DETERMINATION
OF DPPH, FRAP AND FCR ANTIOXIDANT CAPACITIES AND INVESTIGATION
OF POTENTIOMETRIC WORKING CONDITIONS
Yildiz, ilyas
Doctorate Thesis, Division of Biosensors
PhD Supervizor: Prof. Dr. Omer ISILDAK
February, xvii+ 91 pages

In this thesis study, it is aimed to develop fast, low-cost, and sensitive potentiometric
biosensors as an alternative to existing classical methods in the determination of
antioxidants, which are very important for human health and scavenge the effects of
free radicals, which are highly unstable molecules that are released as a by-product as a
result of reactions in our body. For this purpose, potentiometric biosensors have been
developed separately for DPPH radical scavenging test, total phenolic test (FCR), and
Iron (111) reducing power tests (FRAP). The measurability of antioxidant activity was
investigated by determining the properties that characterize the potentiometric
performance of each developed biosensor, such as selectivity, reproducibility, detection
limit, linear operating range and response time. The optimum membrane composition
for the developed DPPHe-selective PVC membrane biosensor was determined as 17.5%
ionophore, 45.0% PVC, 37.5% dibutylphthalate. The biosensor's R? value and detection
limit were 0.9984 and 12.75 mg L™ respectively, in the concentration range of 18.75 —
300 mg L of DPPH- radical solution. The optimal membrane composition ratio for the
FCR-selective PVC membrane biosensor was determined as 5.0% Gallic acid, 30.0%
PVC, 65.0% dibutylphthalate. The biosensor's R? value and detection limit were 0.9986
and 0.022 mol L respectively, in the concentration range of 0.031 - 0.5 mol L of FCR
solution. The optimal membrane composition ratio for the FRAP-selective biosensor
was determined as 7.0% iron(ll)-quercetin complex, 34.0% PVC, 59.0% BEHS. The
biosensor's R? value and detection limit were 0.9994 and 8.0 x 10® mol L respectively,
in the concentration range of 1.0x10° — 1.0x10 mol L of Fe(lll) solution. The
developed biosensors were successfully applied to plant samples and antioxidant

determination was carried out with very high recoveries.

Keywords: Antioxidant, DPPH radical, FRAP, FCR, biosensor, sensor, potentiometric,
new method, activity
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

aa Ana Iyon Aktivitesi

as Bozucu Tiirlin Aktivitesi

Cs Eklenen Standart Cozeltinin Konsantrasyonu

Cx Analiz Edilen Cozeltinin Bilinmeyen Konsantrasyonu
E Indikatér Elektrot Potansiyeli

Eo Standart Elektrot Potansiyeli

Ea Ana Iyon Cozeltisinin Potansiyeli

Es Bozucu Tiirlin Cozeltisinin Potansiyeli

F Faraday Sabiti

Ky 9T  Secicilik Katsayisi

n Almip Verilen Elektron Sayisi

R Ideal Gaz Sabiti

R?  Belirleme Katsayis

S Elektrotun Dogrusal Potansiyometrik Cevabinin Egimi
T Mutlak Sicaklik

tos Denge Potansiyelinin %95’ine Ulagilmasi igin Gegen Siire
Vs Eklenen Standart Cozeltinin Hacmi

Vx Analiz Edilen Cozeltinin Hacmi

Zan  Analyon Yiikii

Zp Bozucu Tiirlin Yiikii

AE/At Birim Zamanda Elektrot Potansiyelinde Meydana Gelen Degisim



Kisaltmalar

Ag/AgCI Glimiis/glimiis kloriir

DPPH Difenilpikrilhidrazil

FRAP Ferric reducing ability power
FCR Folin Ciocalteu reaktifi

GA Gallik asit

TPTZ Tripiridintriazin

KUE Kuersetin

DPPH-SPMB DPPH- se¢ici PVC membran biyosensor
DPPH-RSA DPPH radikal siipiirme aktivitesi
FCR-SPMB FCR- secici PVC membran biyosensor
FCR-GAE  FCR gallik asit esdeger

FRAP-SPMB FRAP- se¢ici PVC membran biyosensor

FRAP-TE FRAP-troloks esdeger

EMF Elektromotor kuvvet

SCE Doygun Kalomel Elektrot
DBP Dibiitilftalat

BEHS Bis(2—etilhekzil)sebakat
DEHA Bis(2—etilhekzil)adipat

0-NPOE o—nitrofeniloktileter
IUPAC Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
ISE Iyon Segici Elektrot

KTpCIPB Potasyum Tetrakis(4—klorofenil)borat

NaTPB Sodyum Tetrafenilborat
PVC Poli(vinil kloriir)
THF Tetrahidrofuran

13



Sekil

Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.

Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

SEKIL LISTESI

Sayfa
1. Serbest radikalin hiicreye vermis oldugu zarar (Simone, 1992).................... 19
2 E vitamini Kimyasal YapIST .....ccouevviiiiiiiiiiieiieie e 21
3 Troloks KImMyasal YapIST......ccueiiuieiiiiiiiiiie it 22
4 Askorbik asidin yapisi ve radikal reaksiyonu sonucu olusan yapi ................. 23
I S 110 B 7 o) 1 P TSR UP R OPPR 23
6 Fenolik asit tUreVICTT.......ccviieiiiiiiiciice e 24
7 GalliK @SIt....oiiiiiiiiiiic 24
8 Flavonoidlerin genel yapisi (Heim ve dig., 2002). .......cccoooeiiieriieiienieeiene 25
9 F1avonoid tUILETT .....ccuvevieeiiiiesieeiese e 26
10 Kuersetin molekiiliiniin kimyasal yapiSt........ccccevvviiiieiiiiiiienieeiec e 26
11 DPPH radikali ve bir antioksidan ile reaksiyonu............cccoouervrvireenininennn. 29
12 Fenolik- Folin-Ciocalteu kompleksi ve reaksiyonu...........ccccceevveieeieiiiennnn, 30
13. [Fe(IIT)(TPTZ)2] kompleksinin antioksidan ile reaksiyonu......................... 31
14 Potansiyometrenin ¢alisma prensibi ......cecvvviceeiiiiiiic i 32
15 Potansiyometrik sistem (Isildak ve ark., 2021) .....cccoooviiiniiiiiniinieiiiieen 33
16 Sematik biyoSensOr SISTEMI.......cviviiriiiiiiciiiii e 35
17 Bir biyosensor sisteminde biyobilesen ve dontistiiriiciiler (Mello ve
KUDOta, 2002) ...c.viieieiiee e 36
18 VOltametrik SISTEIMI . .c.vviuviiiieiiiiiiieeicse et 39
19 Yaygin olarak kullanilan plastiklestiriciler..........ccccooiiiniiiiiiiiiiiiiieen 42
20 TUPAC’a gore cevap Zamant (£95).......coververuerverierierenieeseeseesiesiessesiesseseeseenes 46
21 TUPAC’a gOTe CEeVAP ZAMANT .....eviiviiiiiiiiie it 46
22 Iyon segici bir elektrotun pH galisma aralifi..........c.cccovvevevererrrercrererennnnn, 47
23 Iyon segici bir elektrotun tayin limiti belirleme yontemi .............cccc.cvveeee. 48
1 (a) Potansiyometrik bir biyosensoriin sematik gosterimi (b) Calisma
sliresince gelistirilen DIYOSENSOTIEr..........ocvviiiiiieiiee e 60
2 Demir(IT)kuersetin KOmpleKsi ........cccooviiiiiiiiiee 61
1 DPPH-SPMB’iin potansiyometrik davranisi.........cccooeviiiiniiniiiiniciiniennn, 69
2 DPPH-SPMB1i ile elde edilen kalibrasyon grafigi.........cccoocvvvveiiiniincninnnnn. 69
3 DPPH-SPMB’iin tayin limiti potansiyometrik davranisi ...........cccocoeviiienene, 70
4 DPPH-SPMB tayin limiti @rafigi......ccccoooiiiiiiiiiiieiee e 70
5 DPPH-SPMB’niin girisim yapan tiirlere verdigi potansiyel cevabi............... 72
6 DPPH-SPMB tekrarlanabilirligl ........cccooooviiiiiiiii e 72
7 DPPH-SPMB Cevap Zamani ...........cccoeviiiiiiiiiiiesii s 74
8 Gallik asitin DPPHe ¢ozeltisi ile titrasyonu (A) ve DPPHe ¢ozeltisinin
Gallik asit ile titrasyonu (B)......ccooveiiieiiiiiece e 75
9 FCR-SPMB’iin potansiyometrik davranisi.........cccccooveriiiiieniinincienieenens 78
10 FCR-SPMB’ii ile elde edilen FCR kalibrasyon €grisi........ccccvvvviveiirinennnns 78
11 FCR-SPMB’{in tayin limiti potansiyometrik davranist...........cccccevevviivennnnnn 79
12 FCR-SPMB’iin tayin limiti ve LOD degeri.........ccovvviviiiininiiiiiiiciceen 80
13 FCR-SPMB’niin girisim yapan tiirlere verdigi potansiyel cevabi................ 81
14 FCR-SPMB’niin tekrarlanabilirligi ..........cccoovvviiiiiiiiiiiecn 82
15 FCR-SPMB’Nilin CeVAP ZAMANT .....vvviivieiieriieeiee e 83

16 FCR’nin Gallik asit ile titrasyonu..........ccoceeiiiiiiiniiniiieniecseeseeesee e 84



Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.
Sekil 4.

17 FCR — gallik asit kalibrasyon grafifi..........ccccveviiiiiniiiininiii e 85
18 FRAP-SPMB’iin potansiyometrik davranisi .........ccoeevvveniniiiieiiciineennnn 89
19 FRAP-SPMBii ile elde edilen kalibrasyon €grisi........ccccovvvviivieiiiviesiinnnnne 89
20 FRAP-SPMB’iin tayin limiti potansiyometrik davranisi.............c.ccccvvvenen. 90
21 FRAP-SPMB’nilin tayin Hmiti .......ccccoveiiiiiiiiniiiciccseseseseeeeee 90
22 FRAP-SPMB’niin segicilik davrani§i........coccevoiriieniiiiic i 92
23 FRAP-SPMB’niin tekrarlanabilirligli..........coccoviieiiiiiiiiiiiiiieee e, 92
24 FRAP-SPMB’niin Cevap Zamanl ........c.coovvvrvieieenrienieisnee e 94
25 Troloksun Fe(III) ¢ozeltisi ile titrasSyonU........cocveeiveeiiieeiiiee e sneee e 95
26 FRAP-TE miktarinin kalibrasyon grafigi.........cccccovveiiriiniinniniinieiincns 96

15



Cizelge

Cizelge 2.
Cizelge 2.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.

Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.
Cizelge 4.

Cizelge 4.

CIZELGE LiSTESI

Sayfa
1 Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar. .............ccccooiniiiininnnn, 20
2 Antioksidan Aktivite Tayin Metotlart ........cccccvvvvveiiiiieiiiinsniie e 27
1 DPPH-SPMB % bilesim oranlar1 ve R? degerlerleri ............cccourvrrerernnens 68
2 DPPH-SPMB secicilik katsay1lart........coccceviiiiiiiiniiinieie e 71
3 DPPH-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ortalama ve standart sapma
14 (5145 4 (<) o PRSP R TP PP 73
4 DPPH radikal giderme testinin potansiyometrik ve spektroskopik
yontemlerin k1yaslanmast .........cccoovviiiiiiieniii e 76
5 FCR-SPMB’niin % bilesim oranlar1 ve R? degerlerleri.............cocovurvrnnnn. 77
6 FCR-SPMB segicilik katsay1lari..........ccoceviiiiiiiiiiiiiccs 81

7 FCR-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ortalama ve standart sapma degerleri.. 82
8 Potansiyometrik ve spektrometrik yontemlerle elde edilen FCR-GAE

EEST SOMUGIATT ...ttt ee e 86
9 Potansiyometrik ve spektrometrik yontemlerin Bagimsiz Orneklem

T St SOMUGIAIT ..ottt 86
10 FRAP-SPMB’niin % bilesim oranlari ve R? degerleri.............c..corvvnnnee. 88
11 FRAP-SPMB’niin segicilik katsay1lart..........c.ccocoeviniiieniniiniciiiees 91
12 FRAP-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ortalama ve standart sapma

dSaCricri JBF......... ... 0. ... .. M 92
13 FRAP Fe(IlI) indirgeme giicii testi potansiyometrik ve spektroskopik

yontemlerin K1yaslanmast .........ccooovoviiiiiienii e 96

14 Potansiyometrik ve spektrometrik yontemlerin Bagimsiz Orneklem
T St SOMUCGIATT ...ttt 97



1 GIRIS

Bitkilerin igerigindeki antioksidan maddelerinin varligini tespit etmek igin aktif
bilesiklerin izolasyonuna yonelik yiizlerce ¢alisma yapilmakta ve yapilmaya devam
etmektedir. Antioksidanca zengin meyve, sebze gibi bitkilerin Alzheimer, kalp
hastaliklari, kanser gibi birgok hastaliklar i¢in koruyucu etkisinin oldugu belirlenmistir.
Bu antioksidan maddelerin analizleri igin birgok klasik analiz yontemleri gelistirilmistir.
Bu klasik analiz yontemleri oksidan/standart madde arasinda ki iliskiyi incelemektedir.
Nitel ve nicel olarak antioksidanlarin tespitinde HPLC ve UV-goriiniir Spektrometre
gibi yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu teknikler pahali ve zaman
alicidir.  Antioksidanlarin  varliginda kullanilan bu yontemlerden UV-goriiniir
spektrometre Olgiimleri bir indirgeme yiikseltgeme potansiyeline bagli olarak renk
degisiminin 6l¢iimii temeline dayanmaktadir. Indirgeme yiikseltgeme sonucu olusan
potansiyel farkin Olgiilebilmesi nedeniyle potansiyometrik temelli sensorlerle de
Olcmesine olanak saglanmaktadir. Biyosensorler, yiiksek secicilikleri, diisiik maliyetli
olmalari, tasmabilir, kolay otomasyon, zaman tasarrufu ve iiretim kolayliklar1 gibi
bircok Ozellikleri nedeniyle cekici alternatif tekniklerdir. Bu nedenle, antioksidan
aktivitelerin tespiti i¢in biyosensorlerin gelistirilmesi ¢aligmalart devam etmekte ve
blyiik bir ilgi gormektedir. Sensorler, kisaca g¢evresinde ki kimyasal veya fiziksel
degisimleri algilayan araglardir. Biyosensorler, uygun bir doniistiiriicii ile yakin
membran hale getirilmis biyolojik materyalden olusan analitik bir ara¢ veya sistem
olarak tanimlanabilir. Biyolojik tanima elemanlari, bir biyosensoér sistemindeki ana
secici unsurdur. Bu unsurlar, organizmalar, antikorlar, dokular, organeller, enzimler ve
niikleik asitler olabilirler. Biyolojik tanima elemaninin tipi, biyosensoriin segicilik
derecesini  belirler. Biyosensorler, doniistiiriicii  tiplerine gére amperometrik,
potansiyometrik, kondiiktimetrik, optik, akustik, piezoelektrik ve termal gibi ¢esitli

tiplerde siniflandirilabilir.

Antioksidanlar son derece spesifik olarak etkilestikleri oksidan maddeleri
sondiirerek notral hale getirirler. Bir antioksidan ile oksidan arasinda gergeklesen

reaksiyon sonucu spesifik bir potansiyel fark olusur. Bitki ekstraktlarinda bolca bulunan
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bu antioksidanlarin olusturduklar1 bu potansiyel farklar biyosensor alanlarinda yogun

calismalarin temelini olusturmaktadir.

Potansiyometrik bir biyosensor, yliksek hassasiyet ve genis bir lineer aralik gibi
umut verici Ozellikleri nedeniyle diger biyosensor sistemleri arasinda daha ilgi ¢ekici
olmaya bagladi. Potansiyometrik biyosensor ile analit konsantrasyonu, farkli analit
konsantrasyonlarinda ¢alisan ve referans elektrot ile arasindaki potansiyel farkin

degisimi Ol¢iilerek belirlenir.

Bu tez ¢alismamizda, bitki ekstraktlarinda antioksidan kapasitesini belirleme
yontemlerinden DPPH radikal giderme testi, toplam fenolik testi (FCR), ve Demir(I11)
indirgeme giicii testleri (FRAP) i¢in ayr1 ayr1i potansiyometrik biyonsensorler
gelistirilmistir. Bu biyosensorler ile bitkilerin antioksidan aktiveleri hizli bir sekilde
belirlenmistir. Klasik yontemlerden birgok agidan avantajli olan bu yeni dl¢iim yontemi
yapilacak yeni ¢alismalara 151k tutacaktir. Bu ¢alisma, bitki ekstraktlarinin antioksidan
aktivelerinin kolay ve ekonomik ve hizli bir sekilde tespit edilecegini gOstermesi

acisindan oldukga 6nemlidir.

Gelistirdigimiz ~ potansiyometrik  biyosensorlerin  ¢alisma  sartlarimi  ve
davraniglarint belirleyen iyonoforlarin yapisi literatiirdeki mevcut caligmalardan
farklidir. Ayrica biyosensorlerin gdvde yapis1 ticari olarak gelistirilmis elektrot
hazirlanma yontemi ve yapisindan tamamen farklhidir. Bizim gelistirdigimiz
biyosensorler prop kullanilmadan mikro dlgekte ve kompozit yapida olacak sekilde
hazirlandi. Minyatiirize edilebildiginden strip seklinde de sensdrlerin hazirlanabilmesine
imkan saglamaktadir. Hazirlanmist olduk¢a pratik, kolay ve kisa siirede
gerceklestirilebilmektedir. Maliyeti ¢ok diistiktiir ve gerektiginde tek sefer kullanilabilir

da olabilecektir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Antioksidanlar

Viicudumuz, hayatta kaldigimiz siirece devamli oksijene ihtiya¢ duyar. Oksijen
molekiilleri yasam i¢in elzem bir ihtiya¢ olmakla birlikte, viicudumuzda gergeklesen
metabolizma reaksiyonlari sirasinda oldukga kararsiz olarak bilinen serbest radikaller ve
son derece reaktif olan ara iiriinler olusur. Bu radikaller hemen her seyle reaksiyona
girer ve oldukca kararsiz bir yapist vardir. Genel bir ifade ile serbest radikaller bu
metabolizma reaksiyonlar1 sonucu dis orbitalinde ¢ift elektron yerine tek elektron
bulundan atomlara veya molekiillere verilen genel isim olarak bilinir. Bu serbest
radikaller Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS), Reaktif Azot Tiirleri (RAT) ve Reaktif Kiikiirt
Tiirleri (RKT) olarak adlandirilir. Bu radikaller biyolojik sistemlerde lipit, protein ve
DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verirler. Serbest radikaller ¢ok hizli ve etkin
molekiillerdir. Bu radikallerin zararli olmalarin sebebi kararsiz yapida olduklari i¢in
viicut i¢inde organizmadaki kararli molekiilerin yapilarini bozmalar1 ve bu molekiilleri

islevsel olarak calismaz yapmalar1 veya yanlis islev yapmasina sebep olmalaridir (sekil

2.1).
sl /,
©), +@7___,é‘

serbest radikal hiicre zarar gormis hiicre

Sekil 2. 1. Serbest radikalin hiicreye vermis oldugu zarar (Simone, 1992)

Insan viicudu ise bu radikalleri séndiirmek ve yok etmek icin bircok mekanizma
ve enzim gelistirmistir. Ayn1 zamanda enzim olmayan ve disardan aldigimiz bir¢ok
destekleyici gidalar da bu radikalleri yok eder ve sondiiriir. Hem viicut tarafindan
tiretilen hem de disardan aldigimiz bu maddeler serbest radikallerin zararli etkilerini
engellemek iizere organizmadaki savunmasina antioksidan savunma sistemleri diyoruz.

Bu tiir maddeleri ise antioksidan olarak adlandirilmaktadir. Gidalarda renk koku, tat,
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bozulmasimi geciktirmek veya engellemek amaciyla gidalara katki maddesi olarak
cogunlukla sentetik antioksidanlar (Butillenmis hidrosiyanisol (BHA), Butillenmis
hidroksitoluen (BHT), tert-butilhidrokinon (TBHQ) ve 6 propil gallat (PG))
eklenmektedir. Ancak bu katki maddelerin yan etkililerinden dolay:r yasaklanmis
durumdalar. (Cizelge 2.1) (Halliwell, 2008). Baz1 durumlarda bu antioksidan maddeler
savunma sisteminde yetersiz kalabilir ve sonucta serbest radikaller olusur ve oksidatif
gerilim olarak adlandirilan durum ortaya g¢ikar. Bu durum organizmadaki antioksidan
dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir ve biyolojik molekiillerde hasara yol
acarak bircok hastaliklara neden olmaktadirlar (Kim ve ark., 2002). Ornegin lipit,
protein ve niikleik asitlerle oksidatif reaksiyonlar sonucunda, viicutta bulunan
bilesiklere zarar vermekte ve bircok biyolojik sorunlara neden olmaktadir. Bu zarar
sonucunda eger onarim olmazsa zamanla biyolojik ve ateroskleroz, diyabet, kanser gibi
birgok hastalik ortaya ¢ikar (Benavente-Garcia ve ark., 2000). Olusan bu hasar
sonucunda yaslanmayla birlikte kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve bagisiklik
sisteminin islevsel bozukluklar1 da olmaktadir (Stutts and Wightman 1983). Viicut bu
radikallerle yasamimiz boyunca savasmaktadir. Bazen de viicudumuzun irettigi bu

antioksidanlar yetersiz kalmaktadir.

Cizelge 2. 1 Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar.

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Dogal Antioksidanlar | Sentetik Antioksidanlar
Butillenmis hidroksianisol
(BHA)

Butillenmis hidroksitoluen
(BHT)

Tersiyer butilhidrokinon

Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD) | C Vitamini

Glutatyon peroksidaz (GPx) | E Vitamini

Glutatyon-S-transferaz Karotenoidler

(GST) (TBHQ)
. o Nordihidroguareyetik asit
Katalaz Polifenolik bilesikler (NDGA)
Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GR) Selenyum Alkil gallat tiirevleri

Urik asit vs.

Glinlimiizde yapilan aragtirmalarda hemen her hastaligin temelinde bir dereceye
kadar oksidatif strese bagli oldugu kanaatine varilmaktadir. Bilim insanlar1 bir yandan
bu hastaliklarin tedavisinde yeni ¢are aragtirirken diger taraftan da saglikli bir yasam
sirdirme ve hastaliklar1 Onleme alaninda ¢ok yogun bir sekilde arastirmalar

yapmaktadir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda serbest radikal olusumunun 6nlenmesi,



antioksidan kapasitesi diizeyinin belirlenmesi, radikal sonucu olusan hastaliklarin
azaltilmasi i¢in birgok diyet ve ilag kullanimimnin oldukg¢a o6nemli yer tuttugu
anlasilmaktadir. Buna ek olarak viicudumuza disardan aldigimiz antioksidanlarin ¢ogu
meyveler ve sebzeler olmakla beraber tahillar, nane tiirleri, kekik tiirleri, baklagiller,

sifal1 bitkiler ve bitki kaynakli iceceklerde bolca bulunmaktadirlar.

Bitki kaynaklarinda bulunan antioksidanlar; insan i¢in son derece Onemli
molekiiller olan vitaminler (A, B9, C ve E) , flavonoidler, flavonlar, fenolik asitler,
tanenler gibi fenolik bilesikler, alkaloid, protein, amin gibi azotlu bilesikler,
polifonksiyonlu polifenol organik asitler ve karotenler icermektedir. Fenolik bilesikler
ile A, C, E vitamini meyve ve sebzelerde bol bulunan dogal antioksidanlardir. Bu
antioksidan 6zellige sahip bilesikler insan saglig1 agisindan destekleyici olmaktadir. Bu

yapilar1 kisaca tantyacak olursak:

2.1.1 E vitamini

E vitaminin kimyasal ad1 tokoferol ve kimyasal yapisi tokol olup 1922'de, Evans
ve Bishop tarafindan bulundu (Sekil 2.2). E vitaminin iki tip ¢calisma fonksiyonu vardir.
Bunlardan birincisi redoksa bagimli olarak proteine bagli bir kofaktér olmasidir. Bu
amagla lipitlerin  oksidasyonunun etkilerinin  azaltilmasit veya yayilmasi
onlenmektedir. E vitamini lipoproteinlerde dnemli antioksidan gorevi goriir. Bu yiizden
onemli bir antioksidandir. E vitaminin (o, S, 6 tokoferol) olarak bir¢ok formu bulunur ve
en cok alfa tokoferol formu incelenir. Yapilan arastirmalar, E vitamininin bir¢ok
hastaligin yansira ek olarak kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve bazi kanserleri azalttig

belirlenmistir (Altiner ve ark., 2017).

Sekil 2. 2 E vitamini kimyasal yapisi
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Tokollerin (tokoferol ve tokotrienol) farkli bilesikleri de E vitamini aktivitesi
gosterir. En aktifi alfa-tokoferoldiir. Geg¢miste asil olarak a-tokoferol {izerinde
yogunlasilmigken, bugiin Oteki tokoferoller ve tokotrienoller daha fazla ilgi
cekmektedir. ilk sonuclara gore bunlar, o-tokoferolden farkli antioksidan ve diger

fonksiyonlara sahiptir.

2.1.2 Troloks

Kimyasal adi 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit olan ve E
vitaminin suda ¢oziinen formudur (Sekil 2.3). E vitamini gibi bir antioksidandir ve
hemen hemen tiim klasik ydntem antioksidan testlerinde kullanilir. Ozellikle demir (111)
indirgeme giicli testi olan FRAP testinde standart olarak kullanilir. Ciinkii tipki E

vitamini gibi oksidatif stresi azaltmada 6nemli derece de etkilidir.

CHj,
HO

Sekil 2. 3 Troloks kimyasal yapisi

2.1.3 Cvitamini

Insanlar igin son derece gerekli bir vitamin olan C-vitamininin kimyasal adi
askorbik asittir. Insan viicudu bu vitamini sentezlemedigi i¢in disaridan almmak
zorundadir. Bu C vitaminini insanlar en ¢ok meyve ve sebzelerden alir ve suda
¢oziinebilen bir molekiildiir. C vitamini ayn1 zamanda serbest radikalleri dogrudan
sondiirebilen son derece gii¢lii bir antioksidandir. Cok iyi bir radikal sondiiriicti oldugu
icin hemen hemen tiim antioksidan testlerinde standart olarak kullanilir. Bunun yansira
cesitli besin maddelerinde C vitamini acilasma ve eksimeyi, meyvelerde renk degisimini
onler. Dogal kaynaklardan elde edilebildigi gibi kimyasal olarak da sentezlenmektedir

(Sekil 2.4) (Hudson, 1990).



HO

HO
o) o ° 0
-2H HO
HO —_——
— 2e o 0
HO OH
dihidroksiaskorbat
Askorbik asit

Sekil 2. 4 Askorbik asidin yapisi ve radikal reaksiyonu sonucu olusan yapi

2.1.4 Polifenolik bilesikler

Fenol, benzen halkasina OH™ molekiiliiniin baglanmasiyla olusan kimyasal bir
bilesiktir (Sekil 2.5). Fenoller, aromatik halkaya bir ya da daha fazla hidroksil grubunun

baglanmasiyla olusan aromatik bilesiklerdir.

OH

Sekil 2. 5 Fenol yapis1

Polifenoller ise her molekiilde birden fazla fenol grubunun bulundugu
bilesiklerdir (Sekil 2.6). Polifenoller bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda bolca bulunan
ve fitokimyasallarin en yaygin bulunan bilesiklerdir. Polifenoller dogal antioksidanlarin
onemli grubunu olusturdugu igin insanlar i¢in en gerekli molekiillerdendirler.
Polifenoller genelde bitkilerden elde edilir ve bitkilerin renklenmelerinden, 6rnegin
sonbahardaki yaprak renklerinden sorumludurlar. Ayn1 zamanda bitkiler tarafindan
sentezlenen sekonder metabolitler olarak tretilip bitkilerin ¢esitli ¢evre sartlarina
adaptasyon saglama ve kendilerini savunmak i¢in kullandigr bilesiklerdir. Bu
bilesiklerin Alzheimer hastaliginin baslangicin1 da geciktirdigi gosterilmistir (Kim ve
ark., 2002). En yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar basta flavonoidler olmak iizere
fenolik asitler ve tanenlerdir. Ayn1 zaman da dogal olarak bulunan fenolik asitler iskelet
yapilaria gore hidroksi benzoik asit ve hidroksi sinammik asit tiirevleri olmak iizere iki

sinifta incelenmektedir.
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HIDROKSISINNAMIK ASITLER HIDROKSIBENZOIK ASITLER

Oy OH Oy OH Oy OH
HO.__O
Oy_OH
A X X
HO OH
OH OCHj OH
OH OH
OH OH OH

gallik asit tokatesuik asit
p-kumarik asit  kafeik asit ferulik asit protokatesuik asi
HO (0]
(0) OH 0. OH
HO,, OH
p 5 S~
. 2 OCH
HO™ >0 OH L 3
OH
MO OCHs Vanilik asit
OH
sinapik asit klorjenik asit

Sekil 2. 6 Fenolik asit tiirevleri

Besinler tipki vitaminler gibi fenolik asit tiirevlerini bol miktarda icermektedir.
Ozellikle gallik asit bitkilerden izole edilip elde edildiginde diger tiirevlerinden daha
aktif bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu yiizden ¢ogu klasik

antioksidan aktivite testinde standart olarak kullanilir.

2.15 Gallik asit

Kimyasal adiyla 3.,4,5-trihidroksibenzoik asit olarak isimlendirilen gallik asit bir
fenolik asit sinifinda yer alir ve 6zellikle cay, mese kabugu gibi bir¢ok bitkide bulunan
gallik asit ¢ok gliclii bir antioksidandir (Sekil 2.7).

HO (0]

HO OH
OH

Sekil 2. 7 Gallik asit

Gallik asit ayn1 zamanda sentezlenebilmektedir ve halkadaki hidroksil grubunun

farkli konumlar1 ile karakterize edilebilir. Bu tip fenolik bilesikler c¢ok giiclii



antioksidanlardir ve bu aktiviteyi hidroksil grubu iizerinden yaparlar. Hidroksil gruplar
bir indirgeme aracidir ve bazilar1 metal iyonu selatlama ve ROS tiirlerini siipiiriicii

olarak davranirlar (Makris ve Rossiter, 2002).

2.1.6 Flavonoidler

Fenolik asit tlirevi olan flavonoidler. A, B ve C benzen halkasina sahip diisiik
molekiil agiliklarina sahiptirler. Bu halkalardan A ve B, 6 karbonlu iki aromatik halka
ve C halkas1 ise 3 karbonlu piran halkasindan olusur ve bu halkalara farkli gruplar

baglanmasiyla flavonoid ¢esitleri ortaya ¢ikmaktadir. (Sekil 2.8)

Sekil 2. 8 Flavonoidlerin genel yapist (Heim ve dig., 2002).

Flavonoidler kendi arasinda antoksantinler (flavonoller, flavanoller, flavonlar,
izoflavonlar ve flavanonlar) ve antosiyaninler olmak tizere iki gruba ayrilirlar (Sekil

2.9).
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FLAVON

oH O R4=H;R;=OH: Apigenin OH O R3=R;=H;R,=OH: Kamferol
R1=R,=OH: Luteolin R,=R,=OH;R3=H: Kuersetin

Rs3

R4=H;R,=O0OH: Narigenin
R4=0OH;R3=0CHj: Hesperitin

Sekil 2. 9 Flavonoid tiirleri

Sekil 2.9°dan goriilecegi gibi flavon tiirleri yapilarina baglanan gruplar ile farkl
yapilar elde edilmektedir. Flavon bilesiginin 3 nolu karbonunun pi baginda olmasi ve
hidroksil grubu igcermemesi ile olusan yapidir. Bu flavonlarin en 6nemli bilesikleri

apigenin ve luteolindir.

Flavonoller ya da 3-hidroksiflavon, flavon bilesiginin 3. karbon atomuna bagli bir
hidroksil grubu tagirlar (Sekil 2.10). Flavonoidlerin bitkilerde en yaygin olarak bulunan
siifidir. Kuersetin flavonoidlerin en 6nemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik

bilesenidir.

Sekil 2. 10 Kuersetin molekiiliiniin kimyasal yapis1

Flavonon ise 3 nolu karbonun hem pi bagi hem de hidroksil grubu igermeyen yapisidir.

En 6nemli molekiilleri hesperitin ve narigenindir.



2.2 Antioksidan Aktivite

Bitkiler, insanlar ve diger canli tiirleri serbest radikallerin olusturmus oldugu yan
etkilerden korunmak igin antioksidanlara sahiptirler. Bu antioksidanlar hem insan
viicudunda bulunmalar1 hem de bitkilerde ¢ok diisiik miktarlarda bile olmasi serbest
radikallerin ve ROS gibi reaktif tiirlerin olusturdugu olumsuz etkilerini biiyiikk 6l¢iide
engelleyen maddelerdir (Altiner ve ark., 2017). Viicudumuz oksidatif stres veya
metabolik reaksiyon sonucu olusan radikaller i¢in viicudun kendi olusturdugu enzimatik
antioksidan savunmalar yeterli degildir. Bu yiizden disardan almamiz gereken
antioksidanlar i¢in bitkisel gidalara ihtiyacimiz vardir. Antioksidanlar, tanim olarak
okside olabilen veya olmus bilesikleri diisiikk hacimlerde bile sondiiren maddelerdir.
Gilinlimiizde bu tanim gelisti, reaktif tiirlerini dogrudan siipiirebilen ve bagisiklik

sitemini gii¢lendiren maddeler olarak adlandirilmistir (Carocho ve Ferreira, 2013).

Antioksidanlar radikallere karsi oksidasyonu onlemede temel olarak hidrojen atom
transferi (HAT) ve tek elektron transferi (SET) tepkimelerinden olugmaktadir. Cizelge

2.2’de HAT ve SET liizerine gelistirilmis antioksidan aktivite tayin metotlari

gorilmektedir.
Cizelge 2. 2 Antioksidan Aktivite Tayin Metotlar
Hidrojen Atomu Transferi HAT
Oksijen Radikalini Absorblama Kapasitesi (ORAC)
Toplam Radikal Yakalayic1 Parametre (TRAP)
Elektron Transferi Temelli Metotlar SET
Cu(II) iyonu indirgeme Testi CUPRAC
Fe(TI1) Tyonu Indirgeme Giicii FRAP
DPPH Radikali Giderme Aktivitesi DPPH
Toplam Fenolik Bilesik Tayini FCR

Her iki antioksidan belirleme reaksiyonlarinda indirgenme ve yiikseltgenme
reaksiyonu da gerceklesmektedir. Birincisi H-atomu transferidir. Bu reaksiyonlarinda

doymamis yag asitlerinin olusturdugu radikallerdir.
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LH — Le (Baslangig)

Le + 02— LO; ¢ (Peroksil radikali olusumu)

LO2+ + LH — LOOH + Le (Zincir tepkimesi)

Doymamis yag asitlerinde lipid peroksidasyonu, alkil radikalinin (Le )
olusumuyla baslayan bir radikal zincir reaksiyonudur. Baglangi¢ reaksiyonundan sonra
alkil radikalinin (Le) oksijenle (O2) reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini (LOO®)
olusturur. Ortamda herhangi bir antioksidanlarin olmadigi durumlarda lipid peroksil
radikali (LOQe) yiikseltgenmemis lipid (LH)’a hidrojen atomu aktararak alkil
radikallerini (Le) olusturur. Bu LOOH radikaller Demir, Bakir gibi vs. gecis metallerin
varliginda kararsiz ikincil oksidasyon iirlinlerini meydana getirir. Bu kararsiz
reaksiyonlart durdurmak i¢in antioksidanlar devreye girer ve fenolik antioksidanlar

(PhOH) peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek bu tepkimeyi durdururlar.

LO2¢ + PhOH — LOOH + PhOe

Bu reaksiyon fenolik bilesiklerin hidroksil grubunun O-H bag1 daha zayif oldugu
icin reaksiyon bu konumdan ve ¢ok hizli ger¢eklesmektedir (Laguerre ve ark., 2007).
Bitkilerdeki antioksidan maddeler gegis metallerinden Fe(III)’ti Fe(Il)’ye, Cu(Il)’yi
Cu(I)’e indirgeyerek serbest radikal olusumunu engelleyebilirler. Yapilan ¢aligmalarda,
bitkilerin icerisindeki fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite gosterdikleri ve gegis
metal iyonu varliginda oksidan etkiye sahip oldugu kanitlanmigtir (Childs ve ark.,
2001). Literatiirde bu bilesiklerin varligini tespit etmek i¢in birgok klasik yontem

gelistirilmistir.



2.3 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.3.1 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderme yontemi

Bu yontem, antioksidan aktivite belirlenmesinde kullanilan en eski metottur. Ik
olarak 1950’lerde dogal materyallerdeki H vericilerini incelemek i¢in kullanilmaistir.
Daha sonralar1 gidalarin ve fenoliklerin antioksidan potansiyellerini belirlemek i¢in
kullanilmaya baglanmistir (Ali ve ark., 2008) DPPH testi; 2,2-difenil-1-pikrikhidrazil
serbest radikaline karsi antioksidanlarin radikal giderme 6zelliginin 6l¢limiinii temel
alir. DPPH radikal giderme testi dogal bitki ekstraktlarmin antioksidan kapasitesini
6lgmede en fazla kullanilan yontemlerden biridir. Bunun birinci sebebi ucuz maliyetli
ve kolay uygulanabilir olmasidir. Ancak 517 nm de girisim yapan maddeleri de 6l¢mesi
nedeniyle dezavantaji bulunmaktadir. Bu yontem, antioksidan bilesiklerin mor renkli bir
bilesik olan DPPH (2,2-difenil-1-pikrikhidrazil) radikalini (517 nm) indirgemesi sonucu

olusan renksiz iiriiniin 6l¢iimiine dayanmaktadir (Sekil 2.11) (Catalin Mot ve ark. 2011).

0. OH O _OH NO,
O,N N—N
+ 2
on e Tl s
H NO
H H 2
NO, 0 0 \_OH./
OH

Sekil 2. 11 DPPH radikali ve bir antioksidan ile reaksiyonu

Bu tez calismamizda klasik yontemde en ¢ok kullanilan DPPHe siipiirme testi
icin hizli ve daha diisiik hacimlerde 6l¢iim yapabilen potansiyometrik temelli PVC
membran elektrot gelistirdik. Klasik yontemlerde olusan dezavantajlardan birisi olan
517 nm de girisim yaparak absorban veren maddelerin bizim gelistirdigimiz metotta

girisim yapmamast biiyiik bir avantaj saglamaktadir.
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2.3.2 Toplam fenolik bilesik tayin yontemi (FCR)

Literatiirdeki toplam fenolik testi, Singleton ve arkadaglari tarafindan bitki
ekstraklarindaki toplam fenolik miktarlarin1 6lgmek i¢in gelistirilmistir (Lussignoli ve
ark., 1999). Bu yontemde bitkideki fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu (fosfotungstik
asit, fosfomolibdik asit) reaktifi (FCR) igerisindeki Tungsten ve Molibdenyum’a
elektron transfer edilmesi temeline dayanmaktadir. Yani fenolik bilesiklerin bazik
ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip kendilerinin oksitlenmis forma donistiigii
redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. FCR reaktifi ticari olarak satilmaktadir. Olusan
fenolik- Folin-Ciocalteu kompleksi mavi renkte olup 760 nm deki absorbans 6l¢iilerek

spektrofotometrik olarak belirlenir (Sekil 2.12).

O~_OH O~_OH
H3PW 1,044 Iy — - W30, +
H3M012040 M08023
HO OH 0 0
M +6 OH M0+5 OH
b Gallik asit WS
W+6

Sekil 2. 12 Fenolik- Folin-Ciocalteu kompleksi ve reaksiyonu

Toplam fenolik test sonuglar standart bilesik olan Gallik asit esiti olarak verilir.
FCR testi basit, glivenilir ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Ancak uzun siire gerektirmesi
ve sadece bazik ortamda reaksiyon vermesi yontemin dezavantajlaridir (Prior ve ark.,
2005; Magalhaes ve ark., 2008)

Bizim c¢alismamizda FCR toplam fenolik testinin temelinde gergeklesen
indirgenme, yiikseltgenme reaksiyonuna bagli olarak yeni bir potansiyometrik elektrot

gelistirdik.

2.3.3 Demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan aktivitesi (FRAP)

Ingilizce Ferric Reduction Assay Power Yoéntemi olan FRAP testi ilk kez Benzei

ve Strain tarafindan gelistirilmistir (Benzie ve Devaki, 2018). Bu yontemin temeli demir



(Ill)’iin, demir (II) ye indirgemesi temeline dayanir. Indirgenme yoluyla
antioksidanlariin toplam miktar tayini yapilmaktadir. Burada kalorimetrik olarak tayin
edebilmesi i¢in demir(IIl) {in tripiridiltriazin (TPTZ) kompleksi kullanilir (Sekil 2.13).
Sart renkteki [Fe(II)-(TPTZ)2] kompleksi indirgeme sonucu, mavi renkte Fe(ll)-
tripiridiltriazin kompleksine doniismektedir. Olusan mavi renkteki [Fe(II)-(TPTZ),]

kompleksinin 593 nm’de maksimum absorbansi dlgtilmektedir (Ou ve ark., 2002).

len 0

[ !
N—/ NN =

Fe+3
O+__OH o |
N“N| N7 N NN
Os_OH N U | |
dND _N—/ _N_N
ES M

Nig N/'|:e+iN/
. 0 o SR
on  [Fe(lin(TPTZ), @*rukw

HO OH

OH
[Fe(ll)(TPTZ),]*2

Sekil 2. 13. [Fe(lI1)(TPTZ)2] kompleksinin antioksidan ile reaksiyonu

FRAP testinde sonuglar troloks esdegeri olarak verilir. Reaksiyonun maksimum
verimde gergeklesmesi igin ortalama 30 dakika beklenir (Okan ve ark., 2013).
Yontemde sadece demir indirgendigi icin birgok antioksidan aktivite testleri igin
uygulanamamaktadir (OKAN ve ark., 2013). Ayrica, yontem sadece demir iyonunu
temel aldig1 icin mekanik ve fizyolojik antioksidan aktiviteleri i¢in uygun degildir.

Ancak, diger yontemlere oranla daha basit, hizli ve ucuzdur (Prior ve ark., 2005).

FRAP testinde de diger iki metot gibi bir redoks reaksiyonu meydana
gelmektedir. Fe(lll) iyonunun Fe(ll) ye indirgemesi sonucu bir potansiyel fark
olusmaktadir. Bu indirgeme-ylikseltgenme reaksiyonunun ozelliginden yararlanarak bu

calismamizda FRAP testi i¢in yeni bir potansiyometrik elektrot gelistirdik.
2.4 Potansiyometri

Potansiyometrik sensorlerin temeli 1900°lii yillara kadar dayanmaktadir. Cremer
tarafindan bulunmus ve gliniimiiz teknolojisi ile gelisen ¢evre, endiistri, tarim, tip, rutin
laboratuar analizleri, tekstil, tibbi ila¢ analizi ve ¢esitli inorganik ve organik iyonlarin

tayininde ve bir¢cok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Potansiyometri en 6nemli
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elektrokimyasal tekniklerden birisidir (Cremer, 1906). Potansiyometrik sensorlerin
calisma prensibi, bir calisma elektrotu ve referans elektrot kullanilarak olusturulan
hiicrede olusan potansiyel farkin dl¢iilmesi temeline dayanmaktadir. Olgiilen elektrot
potansiyeli dogrudan analit derisimi ile orantihidir (Atan, 2013). Potansiyometri en
onemli elektrokimyasal analiz yontemlerinden biridir ve arastirmacilar tarafindan
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bir elektriksel devreden olusan ve
yapisindaki degisken direng ayarlanarak, belirli bir gosterge c¢izelgesi ile standart
potansiyelin bilinen kismi bilinmeyen potansiyele karsi isaretlenir. Burada gosterge
cizelgesi lizerindeki iki potansiyel esit oldugu degerde, galvanometreden herhangi bir
akim degeri gegmez. Bunun sonucunda ise bilinmeyen potansiyel, degisken direncin
pozisyonundan okunur (Topcu ve ark., 2011). Potansiyometre cihazinin g¢alisma

prensibi sekil 2.14°de gosterilmistir.

| |

|
standart potansivel kaynagi

degisken direng

galvonometre

bilinmeyen potansivel

Sekil 2. 14 Potansiyometrenin ¢aligma prensibi

Potansiyometri 6l¢iim sisteminde bulunan iki elektrottan birisi referans elektrot
(herhangi bir potansiyel degisimden etkilenmeyen) digeri ise c¢alisma (indikator)
elektrotu (potansiyeli ¢ozelti bilesim degisimlerine gore degisen) olmak {izere elektrot
sisteminin potansiyelinin zamana karsi dl¢iildiigii bir yontemdir (Isildak ve Ozbek,
2020). Potansiyometrik olgim sistemi Sekil 2.15’de gosterilmistir. Analit ¢ozeltisinde
iyonlarin derisimine bagl olarak bir potansiyel olusur. Olgiilen bu potansiyele bagh

olarak analitin aktivitesi dl¢iiliir (Isildak ve Ozbek, 2020).



potansiyometri —]

bilgisayar

¢ahsma elektrodu

analit ¢ozeltisi aktif membran viizey

Sekil 2. 15 Potansiyometrik sistem (lIsildak ve ark., 2022)

Potansiyometrik yontemler, diger yontemlere gore bir¢ok avantaja sahiptir. Kisa
cevap zamani, genis dogrusal calisma araligi, diisiik enerji tiikketimi, diisiikk maliyeti,
hazirlik kolaylig, bunlardan sadece birkag tanesidir (Isildak ve Ozbek, 2020; Isildak ve
ark., 2022). Potansiyometride elektrostatik potansiyel (EMF), standart referans elektrot
yar1 hiicresiyle membran elektrot yari hiicresi birlestirilerek Ol¢iiliir. Buradaki EMF
degeri basit iyonlar veya test edilen iyonun yiiklii ya da notral kompleksleri, membranin
i¢ kisimlarma dogru i¢ standart ¢ozeltinin kompozisyonuyla orantili olarak tasinirlar.
Boylece bir EMF degeri olusur. Bu EMF genel olarak esitlik 2.1°deki gibi formiile

edilir.
Enhiicre= Eindikator elektrot(iSE) EReferans Elektrot + Esivi Baglanti Potansiyeli (21)

Bu formiilden 6lciilen hiicre potansiyeli ile indikator elektrotun potansiyeli veya

derisim ile elektrot potansiyeli arasindaki iligki;

aA+bB+ne <g——= cC+dD+

Denklemindeki gibidir. Bu denklemden matematiksel olarak elde edilen Nernst Esitligi
2.2’ deki gibi olur.

RT ; [C]°[D]?

_ (VI
E=E = [A]% [B]P

(2.2)
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Bu esitlikte;

E = Indikatdr elektrot potansiyeli

E° = Standart elektrot potansiyeli

R = Gaz sabiti, 8,314 J mol* K

T = Sicaklik, kelvin (0°C igin 273,15 K)

F = Faraday sabiti = (96486 J volt?)

[A], [B], [C] ve [D] = Elektrotta algilanan iyon aktiviteleri

a, b, ¢ ve d = yari1 reaksiyonda yer alan her bir tiiriin mol sayisi

n = elektron sayisi transferi veya membrandaki aktif iyon yiikiidiir.

Eger Ol¢limler standart kosullarinda 25 °C’de yapilirsa, sabit sayilar esitlik
2.3°da yerine yazildiginda Nernst Esitligi asagidaki gibi olur.

0592 log az 2.3)

n aq

E=E°+

Buna gore 25 °C’de E-log (a) iliskisinin her on katlik aktivite farkindaki teorik
potansiyel degisimi, a1 Ve a; ise iyonlarm aktivite derisimi olur. Olgiilen potansiyel n
yikli iyonlar i¢in 59,2 n/mV’tur. Nernst esitligine gore on katlik aktivite teorik
potansiyel degisimi tek yiiklii iyonlar i¢in 59,2, iki yiikli iyonlar 29,6 ve ii¢ yikli
iyonlar i¢in ise 19,8 mV olarak hesaplanmaktadir (Skoog ve Leary, 1996).

Iyon—secici elektrot kullanilarak olusturulan bir 6lciim hiicresi sematik olarak

asagidaki gibi gosterilebilir:
Iletken tel / Kati—hal kontakt / iyon-segici membran / Test ¢ozeltisi // Dis referans elektrot

Potansiyometrideki hesaplamalar yukaridaki formiillere goére yapilirken

kullanilan cihazlar, genelde basit ve ucuz cihazlardir ve genel olarak ii¢ kisma ayrilir.

1) Potansiyel 6lgme cihazi, 2) Referans elektrot, 3) indikatdr elektrot,



2.5 Biyosensorler

Sensor Ingilizce “sense”, yani algilama kelimesinden tiiretilmis algilayict
anlaminda kullanilan bir kelimeden gelmektedir. Bir fiziksel kimyasal degisimi
algilayip ona karsilik veren yani herhangi bir ortamda bir degisme algilayip cevap veren
cihazlardir. International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) gore
biyosensor, bir tansdiiser elemani ile dogrudan bir biyolojik tanima elemani kullanarak
spesifik nicel veya yar1 nicel analitik bilgi saglayabilen bagimsiz entegre bir cihaz
olarak tanimlanir. Ik kez 1962 Clark ve Lyons tarafindan temeli atilan biyosensérler
teknoloji ile birlikte c¢evresel Ornekler, gida endiistrisi, eczacilik, biyoteknoloji
biyomedikal uygulamalar gibi alanlarda arastirmacilar tarafindan yogun bir sekilde
arastirilmis ve ¢ok farkli yapilarda yeni biyosensorler tanimlanmistir. Sekil 2.16’da
sematik olarak bir biyosensor gosterilmistir.

biyobilesik

data kaydedici
transdiiser

analit I:::‘;
ko-substrat O

diger bilesikler O

elektriksel sinyal

—

/_VW‘

H||‘ le

Sekil 2. 16 Sematik biyosensor Sistemi

Bir biyosensor genel olarak ii¢ parcadan olusur analizi edilecek ortam, analiz

yapan biyosensor ve veri kaydediciden olusur. Bu elemanlari kisaca tanimlarsak

Analit: Analiz edilecek bilesenlerdir.

Biyoreseptor (biyobilesik): Analiz edilecek madde yani analit ile segici olarak
etkilesime  giren  biyolojik  bilesiklerdir.  Burada  biyoreseptorler  enzim
mikroorganizmalar gibi biyolojik etmenlerde olabilir.

Doniistiiriicii (Transduser): Fiziksel veya kimyasal sinyali elektriksel sinyale
dontistiiren parcadir ve doniistiiriicii (transduser) olarak adlandirilir.

Goriintiileyici: doniistiiriicliden gelen sinyali bilgisayar ortaminda gosteren

cihazlardir.
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2.5.1 Biyosensorlerin simiflandirilmasi

Biyosensorler, hedef analitler ile etkilesiminden 6l¢iilebilir sinyal elde etmek ve
uygun doniistiiriiclileri saptamak i¢in oldukga spesifik tanima olaylarina dayanmaktadir.
Sekil 2.17°de bir biyosensor sisteminde analiz edilmesi miimkiin olan bazi analitler
goriilmektedir. ilgilenilen her numuneye ve 6lgiilecek fiziksel biiyiikliik tiiriine bagh
olarak biyolojik materyal ve doniistiiriiciiniin ¢esitli kombinasyonlarinin oldugu
anlagilmaktadir. Bu nedenle, biyosensorlerin smiflandirilmast  farkli  sekillerde
yapilabilmektedir. Biyolojik tanima elemanlarina veya doniistiiriiclilerine veya alternatif

olarak bu iki yoniin kombinasyonuna gore siniflandirilabilir.

Analit
(enzimler, antikorlar, antijenler, iyonlar, mikrobiyal hiicreler, metabolitler, mikroorganizmalar,
proteinler,)

Tanima elemani
(hiicreler, reseptorler, antikorlar, antijenler, zarlar, enzimler, organeller, organizmalar, dokular)

Elektron tiinelleme, )
iyon hareketliligi, | | Sicaklik degisimi radEikgziagﬁtlﬁesi kiitle ve/veya

elektro.'flktif veya isi salinimi }:/e ya avilmasi mikroviskozite
veya yikli yayay degisiklikleri

tiirlerin difiizyonu

Dalga yayiliminin

Elektrokimyasal
(potansiyometrik, termal
amperometrik
kondiikmetrik)

optik pizoelektrik

Cift veya coklu kanal orani veya ¢ikarma ile sinyal isleme ve ardindan kalibrasyonla
karsilastirma

Sekil 2. 17 Bir biyosensor sisteminde biyobilesen ve doniistiiriiciiler (Mello ve Kubota,
2002)



Biyolojik elementler, bir biyosensor sistemindeki baslica secici elementleri
olusturur. Biyolojik tanima elemaninin tiirii, biyosensoriin segicilik veya ozglinliik
derecesini belirler. Biyosensor sistemindeki biyolojik taniyicilar, enzimler, dokular,
antikorlar mikroorganizmalar olabilir (Van der Voort ve ark., 2005). Bir biyosensor
sistemindeki bir donistiirlicii, biyolojik sinyali elektrik sinyaline doniistiiriir.
Doniistiiriicli eleman birka¢ gruba ayrilabilir. Baglica gruplar elektrokimyasal, optik,

piezoelektrik, dalga ve termaldir (Gooding, 2006).

Elektrokimyasal biyosensorler

Diger biyosensorlerin iginde en eski ve en c¢ok kullanilan elektrokimyasal
sensorler ilk zamanlarda ozellikle glikoz analizi icin gelistirilen enzim elektrotlar
seklindeydi. ilk elektrokimyasal biyosensoér Clark ve Lyson tarafindan 1962 yilinda
glukoz molekiiliiniin tayinine yonelik gelistirilmistir (Clark Jr ve Lyons, 1962). Bu
teknik analit konstrasyonunu belirlemek i¢in potansiyel akim veya yiik 6l¢liimii temeline
dayanmaktadir. Genel olarak iki temel pargasi bulunur. Bunlardan birincisi bir kimyasal
(molekiiler) tanima sistemi ve digeri ise kimyasal yanitt modern elektrikli aletlerle tespit
edilebilen bir sinyale doniistiiren transdiiserlerdir (Tiiylek, 2021). lkinci elaman
transdiiser elektrokimyasal biyosensoriin daha belirleyici kismini olusturur. Elde edilen
sinyalin elektrik sinyaline cevrilmesine bagli olarak potansiyometri, amperometri,

voltametri veya kondiiktometri gibi yontemler agiga ¢ikmistir.
Referans elektrotlar

Potansiyometrik olgtimlerde potansiyel degisimi sabit olan yani ortam
degisikliklerinden etkilenmeyen bu elektrotlara “referans” elektrotlar denir. Diger bir
deyisle referans elektrotlarin potansiyeli, analit ¢6zeltisinden bagimsizdir. Yani
incelenen ¢ozeltide bulunan analitin veya diger iyonlarin konsantrasyonundan
etkilenmez. ideal bir referans elektrotun potansiyel degeri tam olarak bilinmeli ve analit
¢ozeltisinin bilesiminden etkilenmemelidir. (Skoog ve Leary, 1996). Potansiyometrik
Ol¢iimlerde yaygin olarak kullanilan referans elektrotlar Glimiig/Giimiis Kloriir ve

Kalomel elektrottur.
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Giimiis/giimiis kloriir referans elektrot

Referans elektrotlar igerisindeki en yaygin kullanilan bu elektrot bir giimiis veya
platin tel yiizeyine giimiis kloriir kaplanmasiyla elde edilir. Elektrot derisik KCI
¢ozeltisine yerlestirildiginde standart hidrojen elektroduna karsi 25 °C sicaklikta 198
mV’luk bir potansiyel liretmektedir. Ag/AgCl referans elektrotlarinda elektrolit olarak
genellikle KCI kullanilir. Elektrotun temel reaksiyonu:

AQCl g9+ e Ag  + CI-
E = Efgci/ag — 0,059 log[Cl7] (2.4)

Kalomel referans elektrot

Kalomel elektrot referans olarak Glimiig/Giimiis Kloriir gibi yaygin kullanilan

bir elektrottur. Elektrot reaksiyon su sekildedir;
HgZC|2(k) + 2¢e =2Hg(s) +2CI°

Reaksiyonda potansiyeli, Hg siv1 olarak olustugu icin sadece kloriir derisimine

baghdir.

0,0592

E=E° log[CI™]? (2.5)

Doygun Kalomel Elektrot (SCE), standart hidrojen elektroduna kars1 25 °C
sicaklikta yaklasik 244 mV potansiyel olusturur.

Voltametrik biyvosensorler;

Voltametri, elektroda uygulanan potansiyel degisimin ve bu degisimin akim
olarak oOl¢iilmesine dayanan elektrokimyasal yontemdir. Bu degisen akim degerleri ile
cizilen ve voltagram adi verilen bu grafiklerle potansiyel olarak bir molekiil veya
maddenin potansiyeli hesaplanir. Bu yontemler ¢ok disiik hacimlerde kullanabildigi

icin spesifik patojen tespitinde, endiistriyel mikrobiyal proseslerde uygulanabilmektedir.



Voltametrik yontemde 3 tiir elektrot sistemi kullanilir. Bunlar referans elektrot, ¢calisma
elektrodu ve karsit (yardimci) elektrottan olusmaktadir (Chesney, 1996). Voltametride
yaygin olarak kullanilan uyarma sinyallerinden ve kimyasal sistemlerin incelenmesinde
uygulanan gesitli elektrokimyasal yontemlerden bazilari Dontisiimlii voltametri (CV),
Kare-dalga voltametrisi (KDV), Diferansiyel puls voltametrisi (DPV), gibi birgok farkli
metotu bulunmaktadir. Sekil 2.18’de genel bir voltametri Olglim hiicresi temsil

edilmistir.

Voltametri

Referans
Elektrot

Karsit
Elektrot

Calisma
Elektrodu

Sekil 2. 18 Voltametrik Sistemi

Amperometrik bivosensorler

Amperometri, 1962'de Clark ve Lyons tarafindan tasarlanan Clark oksijen
elektrotunun temeli olmustur. Olgiim teknigi, akimin sabit bir potansiyelde 6lgiilmesini
igerir. En basit ¢alisma metodu, bir biyokatalitik reaksiyona bagli olarak elektroaktif bir
irlinlin salinimi veya reaktant tiiketimi, amperometride dogrudan inert calisma
elektrotunda izlenir (Scott, 1998). Biiyiik dl¢lide basitligi, seri iiretim kolayligi, diisiik
maliyeti ve enstriimantasyonun mevcudiyeti nedeniyle biyoalgilamada en yaygin
kullanilan yontemlerdendir. Amperometrik yontemlerde, biri referans digeri ¢aligma
elektrotu (Pt, Au ve C) olmak iizere iki elektrot kullanilir. Akim siddeti, ¢alisma
elektrodunda yiikseltgenen veya indirgenen -elektrokimyasal olarak aktif tiirlerin

derisiminin bir fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir.
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Onptik biyosensorler

Optik biyosensorler, 15181n iletimindeki degisimin Olgiilmesi veya floresansin
Olciilmesi temeline dayanir. Optik biyosensorlerde ii¢c temel bilesen olan fiber gibi bir
optik iletim elemani, immobilize edilmis biyolojik tanima elemani ve optik ¢evirici
bilesenlerinden olugmaktadir. Optik biyosensorler ile absorbans, fosforesans,
kemiliiminesans, polarizasyon, ylizey plazma rezonans ve toplam i¢ yansima gibi
ozelliklerin Ol¢iimii  gerceklestirir. Sensdriin optimum konfigiirasyonu en Onemli
faktordiir ve hassasligi, dinamik araligi, cevap siiresini, se¢cimliligi ve kullanim 6mriinii

tayin eder (Cokeliler, 2006).

Kondiiktometrik bivosensorler

Kondiiktometrik biyosensorler Diger elektrokimyasal biyosensor tekniklerine
gdre cok yaygin bir kullanim alani yoktur. Olgiim temeli elektrolit ¢ozeltisinin elektrik
akimini iletmesi iyonlarin kendi yiikiinden farkli yilikteki elektrotlara go¢ etmesiyle

temeline dayanir (Shul'ga ve ark., 1994).

Piezoelektrik biyvosensorler

Piezoelektrik biyosensorler, afinite etkilesimi kaydi ilkesi {izerinde c¢alisan bir
grup analitik cithazdir. Bir piezoelektrik sensor, piezoelektrik kristal yiizeyine baglh bir
kiitle nedeniyle salimm degisikligi ilkesi lizerinde calisan bir sensdr pargasidir.
Piezoelektrik biyosensdrler, viriislerin, bakterilerin, proteinlerin, niikleik asitlerin,
ilaclari, hormon ve pestisitlerin tayininde hizli ve basit bir sekilde kullanim imkani

saglarlar (Pohanka, 2018).

Kalorimetrik bivosensorler

Genel olarak enzim tabanli olarak kullanilan kalorimetrik biyosensorler hassas
termistorler kullanilarak 1s1 degisimlerinin belirlenmesi temeline dayanir. Dezavantaj
olarak ortam sicakliginin 6l¢iim boyunca sabit tutulmasi gerekir. Bu nedenle sistem ¢ok

iyl yalitilmalidir (Nguyen ve ark., 2019).



2.6 lIyon Secici Elektrotlar

Iyon Segici Elektrotlar (ISE) ortamda ki farkli iyon matriksin varhiginda bile
sadece tek bir iyona duyarli ve bu iyonu segici olarak cevap veren elektrolardir. Farkl
iyon yiikli tiirlerine kars1 farkli maddelerden iiretilen 6rnegin cam, kati kristal, seramik
veya polimer gibi membranlar gelistirilmistir (Johnson ve Bachas, 2003). Duyarlilig1
aktiflikle dogru orantili oldugundan dolay1 iyon secici elektrotlar iyonlarin aktifligine
baghdir. Iyon secici elektrotlar genel cam iyon segici, kaplama tel, kat1 hal iyon segici
membran, gaz ve enzim, sivi membran (polimer-membran), kompozit elektrotlar olarak

smiflandirilmaktadir.

Iyon secici elektrotlardan yaygin olarak kullanilan sivi membran esasli iyon
secici elektrotlar iyona bagli membran potansiyeli 6l¢iiliir. Bu potansiyelin olusabilmesi
icin membranin her iki ylizeyinde bir iyon degisim dengesinin kurulmasi gerekiyor. Bu
stvi membran elektrotlar iyon degisimini saglayan aktif organik iyon degistiriciler, selat
halkali yapilar ve iyonofor &zelligi gdsteren molekiillerdir (Ozbek ve Isildak, 2021)
Pozitif yiiklii iyon degistiriciler, 0—fenantrolin tuzlar1 kullanilirken negatif yiiklii iyon—
degistiriciler ise, potasyum tetrakis (p-klorofenil) borat (KTpCIPB) tuzu
kullanilmaktadir (Wang, 2006).

Iyonoforlar, molekiil veya enzimler olabilir. Bu yapilar membran yapmin
herhangi bir tiire kars: segiciligini belirleyen anahtar bilesendir. Iyonoforlar genel olarak
analitteki molekiillerle kompleks yapma egilimde olurken diger tiirlerle etkilesime
girmez (Isildak ve ark., 2022). Iyonoforlar miktarin1 membran iginde sabit ve homojen
halde tutmak i¢in, baglanma merkezleri haricinde ¢ok sayida lipofilik gruplar da
bulundurmalidir. Membranlarin elektrot yiizeyinde tutunmasi i¢in polimer maddeler
kullanilir. Bu polimer maddeler kararli yapilar olup en iyi performans sergileyen
polivinil kloriir (PVC) yaygin olarak kullanilir. Bu membrana polimer 6zellik
kazandiran PVC’ye ek olarak plastiklestiriciler kullamilir.  Plastiklestriciler
membranlarin viskoz hale gelmesini saglar. PVC membran yapilara agirlikli oranlarda
ilave edilen plastiklestiricilerin tipi ve miktari, iyon-iyonofor etkilesiminde biiyiik
etkiye sahiptir. Yani iyonofor miktar1 sabit dahi olsa plastiklestirici miktarlarin

degistirilmesi ile daha iyi sonuglar elde edilebilir (ISILDAK, 2000). Membranlarinin
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yapilarinda orto-nitrofenil oktil eter (0—NFOE), bis(2—etilhekzil) sebekat (BEHS),
dibiitil ftalat (DBF) ve bis(2—etilhekzil) adipat (DEHA) en yaygin kullanilan
plastiklestiricilerdir (Ozbek ve ISILDAK, 2021) (Sekil 2.19).

2
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O
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dibiitil ftalat bis(2-etilhekzil) adipat

Sekil 2. 19 Yaygin olarak kullanilan plastiklestiriciler

2.7 Biyosensorlerin Performansina Etki Eden Faktorler

2.7.1 Segicilik

Bir biyosensoriin 6nemli karakteristiklerinden biri olan segicilik bir numune
icinde uygun bir dl¢limiin yapilip yapilamayacaginin 6lgiistidiir. Calisan bir elektrotun
hedef molekiil disindaki herhangi bir tiirden etkilenmemesi veya kismi olarak bir
davranig sergilemesi gerekir. Uygulamada hicbir elektrot sadece tek bir iyona karsi
secicilik gdstermez. Bir elektrotun en iist secicilik sinir1, iyonoforun yalnizca analit tiire
baglandig1 ve bozucu tiirlerle etkilesmedigi zaman elde edilir. Ancak, ¢cogu analit i¢in
boyle ideal iyonoforlar bulunmamaktadir. Genellikle elektrotlarin segicilikleri
iyonoforun segiciligi ile sinirhdir. Secicilik katsayist degerleri (Kij), Nikolskii-Eisenman
esitliginden tiiretilebilir (2.6). Aktivitesi ai ve yiikii z olan bir i tiiriine duyarli elektrot,
aktivitesi a;j ve yiikii y olan bozucu tiirleri igeren bir ¢ozeltiye daldirildigi zaman, hiicre

potansiyeli asagidaki esitlikle verilir:



1

E = E° + RT/z;Fin[ a* + prt(a]) (2.6)

Ortamda birden fazla bozucu iyon varsa, her bir iyonun aktivitesi ve secicilik

katsayilarinin ¢arpimi toplanabilir. Boylece esitlik, asagida verilen genel hali alir:

1

E =E°+RT/zFln[a’ + ¥ prt(a]) 2.7)

Burada kij; secicilik katsayisidir ve sadece 1 tiirline cevap veren bir elektrot icin Kij
degeri c¢ok kiiciiktiir. Bu deger elektrot yiizeyinde gerceklesen iyon-degisim reaksiyonu

ile ilgili bir biiyiikliiktiir. Segicilik, gogunlukla K °

nin logaritmasi olarak ifade edilir.
Deneysel segicilik katsayilar1 aktiviteye ve tayin edildikleri yonteme bagli olarak
degisim gosterirler. Literatiirde, segicilik katsayilarinin tayininde kullanilan degisik
yontemler yer almaktadir. Bu yontemlerden ayr1 ¢ozelti yontemi (SSM) ve sabit bozucu
yontemi (FIM) IUPAC tarafindan Onerilmistir (Anonymous 1994). Sozii edilen bu
yontemlerin hem avantajlar1 hem de sakincalari olabilmektedir ve bu ydntemlerden
hangisinin daha dogru sonuglar verdigi konusunda genel kurallar bulunmamaktadir

(Anonymous 1994).

Avyr1 ¢cOzelti metotlar:

Ayri ¢ozelti metotuyla segicilik sabiti hesaplamasi iki farklr sekilde 6l¢iiliir. Biri
iki farkli ¢ozelti igerisinde birincisinde aa aktivitede A tlrii bulunurken B iyonu
bulunmaz. Bu ¢6zeltinin dl¢iilen potansiyeli Ea’dir. Digeri ise ¢ozeltide ilk ¢ozeltideki
tiirlin aktivitesine esit aktivitede B tiirli (ag) bulunurken A tiirlinden hi¢ bulunmaz. Bu
¢ozeltinin 6l¢iilen potansiyeli Ea’dir. Bu veriler kullanilarak segicilik sabitleri asagidaki
esitlik yardimiyla hesaplanir. Bu yontemde aa= aa = ag durumu dikkate alinir. Esitlikten
faydalanarak ayni potansiyel degisime karsilik gelen aktiviteler hesaplanarak segicilik

sabitleri belirlenir (Umezawa ve ark., 2000).

pot _ (EB—EA).ZA.F _ Za
logK,p = —rrinio (1 ZB) log a, (2.8)
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Ikinci yontem ise, loga ve E arasindaki iliski ana tiir ve girisim yapan tiir icin
elde edilir. Bu iliski yardimiyla aymi potansiyel degerine karsilik gelen aktiviteler
kullanilarak seg¢icilik katsayilar1 hesaplanir. Bu yontemde ise, Ea = Eg dikkate alinir

(Umezawa ve ark., 2000).
log Ky = ay/(ap)*s/%s (2.9)

Karnistirilmis cozelti metotlari

Sabit bozucu metodu

Bu metotun temelinde hiicrenin potansiyeli, sabit tutulurken ana tiir aktivelerinin
degistirilmesi hesaplanan se¢icilik katsayisidir. Burada girisim yapan tiirlin aktivitesi
(aB) yapilan segicilik katsayisi hesaplamalarinda, ana iyon aktivitesinin (aa)dir. Bu
Olctimlerde elde edilen potansiyel degerler, logaa’ya kars1 grafige gecirilir ve buradan

secicilik katsayilar1 hesaplanir (Umezawa ve ark., 2000).
t
Klf,g == aA/(aB)ZA/ZB (210)

Sabit ana tiir metodu

Bu metotta hiicrenin potansiyeli, ana tiiriin aktivitesinin (aa) sabit ancak bozucu
tirlin aktivitesinin (ag) degistirilerek hesaplanan segicilik katsayisidir. (Umezawa ve
ark., 2000). Burada yine ayni Sabit bozucu metodunda oldugu gibi elde edilen

potansiyel degerler, logaa’ya kars1 grafigi ¢izilir.
ot
Kyy = as/(ag)?al?s (2.11)

ITki cozelti metodu

Iki ¢ozelti metodu ana iyon ¢ézeltisinin potansiyeli (Ex) ile ana iyon ve girisim
yapan tiiriin karigimindan olusan ¢6zeltinin potansiyeli (Ea+g) kullanilarak (AE = Ea+g —
Ea) formiilii ile secicilik sabiti potansiyel farki degerinin asagidaki esitlikte yerine

yazilmastyla hesaplanir (Umezawa ve ark., 2000).



F
Kj)gt — aA I:eAE.ZA-ﬁ _ 1] /aBZA/ZB (212)

Karsilastirmali potansiyel metodu

Bu metot digerlerinden farkli olarak Nikolsky—Eisenman esitligine bagh
degildir. Olgiim sekli ilk olarak, ana tiiriin bilinen aktivitedeki (aa) karsilik potansiyel
degisimi (Ag) kaydedilir. Daha sonra, girisim yapan tiiriin ¢dzeltisi (as) ayn1 potansiyel
degisim (Ag) Olciilene kadar referans ¢ozeltisine eklenir. ag’ye karsilik gelen potansiyel
fark Slglimii siiresince c¢ozeltide aa hi¢ degismeden kalmalidir. Bu metot ile yapilan

secicilik katsayilar1 agsagidaki formiilden hesaplanir (Umezawa ve ark., 2000).

Ky = (a) —as)/ap (2.13)

2.7.2 Cevap zamam

Cevap zamani bir elektrotun potansiyometrik performansini gosteren Oonemli
parametrelerden birisidir. [UPAC cevap zamanini, potansiyelinin dengeye ulagsmasi i¢in
gecen siire olarak tanimlamistir. Genel olarak olusturulan membranin fiziksel yapisinin
kal veya ince olmasma bagldir (Ozbek ve ark., 2021). Cevap zamanini belirlemek
icin, [UPAC tarafindan farkli hesaplama yontemleri 6nerilmistir. Bu yontemlerden birisi
denge halinde gdzlenen potansiyel degisiminin % 95’inin gergeklesmesi igin gecen siire
olarak tanimlanir ve tgs seklinde ifade edilir (Buck ve Lindner, 1994). IUPAC’a gore

cevap zamani (tgs) grafiksel olarak Sekil 2.20’de gosterilmistir.
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Potansiyal

Zaman (s)

Sekil 2. 20 TUPAC’a gore cevap zamant (tgs)

IUPAC birim zaman daki potansiye degisimini AE/At < 1 mV olarak ifade eder.
Bu deger birim zamandaki potansiyel degisimi i¢in diger bir kriterdir. Bu kriterin
saglanmasi i¢in gegen siire, cevap zamani olarak degerlendirilir. Sekil 2.21°de ifade

edilebilir, ama farkli deney kosullarina gore degisim gosterebilmektedir.

At

Potansiyel

AFAAL Faman

Sekil 2. 21 [UPAC’a gore cevap zamani

Cevap zamanii daha iyi duruma getirmek ve daha kisa cevap zamani elde
etmek igin bazi etkili 6nlemler almabilir. Ornegin, daha homojen bir membran karsim
elde etmek, membran elektrot yiizeyinin kirli olmamasin1 saglamak, diisiik derigimli
¢ozeltilerden baslayarak daha derisik c¢ozeltilere dogru Ol¢iimleri almak olabilir. Bu
gibi etkiler dikkate alinarak daha kisa zamanda cevap zamani gergeklestirilir. (Coldur,

2010).



2.7.3 pH calisma arahgi

pH calisma aralig1 bir elektrot i¢cin 6nemli potansiyometrik parametrelerdendir.
Elektrotun asidik ve bazik ortamdan etkilenmeden analiti segici olarak olgebildigi pH
aralig1 belirlenir (Isildak ve ark., 2022). Elektrotun analite kars1 belirli pH araliginda
sergiledigi potansiyeller Ol¢iiliir ve potansiyel (mV)-pH grafigi cizilir. Bu grafikte
potansiyel olarak degisikligin olmadig: aralik pH ¢alisma aralig1 olarak belirlenir (Buck
ve Lindner, 1994; Umezawa ve ark., 2000). Sekil 2.22°de Isildak ve ark. (2019) yapmis
oldugu bir caligmada elde ettikleri ornek bir pH c¢alisma araligi goriilmektedir.
Gelistirilen elektrotun pH 2.0-11.0 arasinda bir g¢alisma araligina sahip oldugu
goriilmektedir (Isildak ve ark., 2019)

1150 T T T T T T T T T T T T 1

01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13
pH

Sekil 2. 22 Iyon segici bir elektrotun pH calisma aralig

2.7.4 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, bir elektrotun aslinda en temel gereksinimlerinden birsidir ve
elektrotun  kararli davranmisinin  bir  Olgiisiidir. Tanim  olarak ise farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler arasinda tekrar olgiilen potansiyel degerlerin standart
sapmasi olarak verilebilir (Isildak ve ark., 2022). Tekraralanabilirligin birgok avantaji
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi tekrar 6l¢iim hatayr en aza indirir ve ol¢iimlerin

dogru potansiyel degerlerine ulagsmasini saglar.
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2.7.5 Tayin limiti

Tayin limiti, bir elektrotun analit ortamindaki hedef molekiiliin gozlenebildigi
minimum derisim degerini ifade eder (Isitldak ve Ozbek, 2021). Potansiyometrik
Olctimlerde diger metotlardan {istiinliik sagladigi noktay1 belirlemede yardimcei olur.
Potansiyometrik bir elektrotun kalibrasyon grafigi Sekil 2.23°de goriilmektedir.
Kalibrasyon grafigi iki dogrusal kisimdan olusmaktadir ve elektrotun tayin limitleri bu
iki dogrusal bolgenin ekstrapolasyonlarinin kesistigi noktaya karsilik gelen aktivite

degeri olarak belirlenmektedir (Buck ve Lindner, 1994; Ozbek ve Isildak 2021).
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Sekil 2. 23 Iyon segici bir elektrotun tayin limiti belirleme yéntemi

2.7.6 Kullanim omrii

Kullaniom 6mrii, bir elektrotun kararliligimin bir 6l¢iisiidiir ve ne kadar uzun
zaman kararli Olgiimler sergiledigini ifade etmede kullanilir. Bir elektrotun
potansiyometrik  davraniglarinda zaman igerisinde kararliligin1  gdsteren  bir
parametredir. Elektrotlarin kullanim &miirleri, membran yapisi, membranin saglamligi,
kullanim siklig1 ve saklanma kosullarina gore farkliliklar gosterebilir (Buck ve Lindner,

1994).



2.8 Kaynak Ozetleri

Bitki ekstraktlarin1 ve molekiillerin antioksidan kapasitelerini tespit etmek igin
elektrokimyasal tayin yontemlerinde literatiirde en ¢ok ¢aligsilan yontem Voltametrik ve
Amperometrik temelli kimyasal sensér gelistirilmesi lizerinedir. Bu yontemlerde
elektrot olarak karbon calisma elektrotu yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu elektrot sivi
(karbon pasta elektrotlarina) veya kati (basilmis karbon elektrotuna) matrikse dayali
olabilir. Karbon pasta i¢in de anorganik veya organik maddeler kullanarak secicilik
artirabilmektedir. Literatiirde mevcut antioksidan aktivite tayini i¢in elektrokimyasal
caligmalar incelendiginde genel olarak Voltametrik ve Amperometrik yontemlere dayali

caligsmalar oldugu goriilmektedir.

Gil ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen lakkaz bazli biyosensorii kullanilarak
saraplarin antioksidan aktivitesini degerlendirmek i¢in amperometrik yeni bir metot
gelistirmislerdir. Lakkaz temelli biyosensor ile belirlenen toplam antioksidan aktivite ile
biyoelektrokimyasal polifenol indeksi arasindaki dogrusal iliskiyi kullanarak, bir
sarabin Trolox Esdeger Antioksidan Kapasitesi (TEAC) hesaplanmistir (Gil ve Rebelo,
2010).

de Arau’jo Rodrigues ve arkadaglarin yaptigi calismada sarap numunelerinin
fenolik bilesik igerigi ve in vitro ortamda toplam antioksidan kapasitelerini ti¢ farkli
yontemle (Elektrokimyasal Yontem (Diferansiyel Puls (DP) voltametrisi),
Spektrofotometrik Yontemler ve Elektrokimyasal Algilamali Ters Faz Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC-EC)) belirlemislerdir. Saraplarin toplam
antioksidan kapasitesi, difenilpikrilhidrazil (DPPHe) serbest radikalinin “etkin
konsantrasyonu” (ECso) ve elektrokimyasal kantitatif indeks (EI) kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Elektrokimyasal olgiimlerde referans elektrot olarak Ag/AgCI elektrotu,
mm c¢apinda camsi1 karbon g¢alisma elektrotu (GCE), ve platin tel karsi elektrot

kullanilmistir (de Aratjo Rodrigues ve ark., 2019).

Ignatov ve arkadaslar tarafindan antioksidanlarin elektrokimyasal yontemle
tespiti i¢in, sitokrom-c ile modifiye edilmis elektrot gelistirmisler. Bu elektrot
kullanilarak ksantin oksidaz bazli siiperoksit radikalleri i¢gin Amprometrik Sl¢timiine

dayanan bir yontem gelistirilmistir (Ignatov ve ark., 2002).
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Bourvellec ve arkdaslari, bazi flavonoidlerin antioksidan kapasitesini 6lgmek
icin Dontistimli Voltametrik (CV) bir yontem oOnermislerdir. Ydntem, antioksidan
substratin siiperoksit radikali (O2¢") ile reaksiyonunun kinetigine dayanmaktadir (Le

Bourvellec ve ark., 2008).

Mello ve arkadaslar bitki ekstraktlarinda antioksidan 6zelliklerini belirlemek
icin in vitro Fenton tipi reaksiyon yoluyla OHe radikallerinin DNA hasarini tespit etmek
i¢in elektrokimyasal yontem ile ¢alismislardir. Caligmada giimiis referans elektrot, grafit
elektrot, calisma elektrotu ve grafit bazli film baskili elektrokimyasal hiicre

kullanilmistir (Mello ve ark., 2006).

Oliveira-Neto ve arkadaslar1 ticari kavrulmus kahve iirtinlerinin antioksidan
aktivitesini elektroanaliz yontemi ile degerlendirirken, sinamik asit markdrlerinin
belirlenmesi i¢in yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC) kullanmislar, toplam
fenolik igerik (TPC) igin Folin Ciocalteu deneyi ve geleneksel DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikal giderme aktivitesinin tayini i¢in CV yontemi kullanilmistir

(Oliveira-Neto ve ark., 2016).

Maslov ve arkadaslar1 epigallokatesin gallatin antioksidan aktivitesini belirlemek
i¢in potansiyometrik bir yontem gelistirmislerdir. Olgiimler referans elektrot ve platin
elektrot ile gergeklestirilmistir. Oksitleyici olarak Kz[Fe(CN)s] kullanilmis ve
Ks[Fe(CN)e] / Ka[Fe(CN)es] orani 0,002 / 0,0002 mol/L'ye esittir. Dogrusal ¢alisma
arahg 0,002 — 0,02 mol L konsantrasyon arahiginda ve belirleme katsayis1 R? =
0,9992. Geri kazanim yiizdesinin % 96,01 ila %101,61 araliginda oldugu bulunmustur
(Maslov ve ark., 2021).

Simic ve arkadaglar1 bir takim dogal fenoliklerin (salisilik asit, m-
hidroksibenzoik asit, p- hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, o-,m- asit ve p-kumarik
asit, kafeik asit, kuersetin ve rutin) serbest radikal giderme aktivitesini CV yontemi
kullanarak arastirmiglardir. Calisma elektrotu camsi karbon elektrot, karsit elektrot
olarak platin tel ve referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrotu kullanilmistir. (Simi¢ ve
ark., 2007).

Seruga ve arkadaslari tarafindan Hirvatistan'n {i¢ farkli sarap yetistirme

bolgesinde iretilen kirmizi saraplarin toplam polifenol (TP) icerigi antioksidan aktivite



acisindan analiz edilmistir. TP igerigi, DPV, Folin—Ciocalteu (FC) ve HPLC yontemleri
ile Ol¢llmiistiir. Sonuglar, TP'nin belirlenmesinde DPV'nin daha hassas bir yontem
oldugunu gostermis ve calisma elektrotu olarak 3 mm ¢apinda camsi karbon (GC)
elektrot, referans elektrot olarak doymus kalomel elektrot (SCE) ve kars1 elektrot olarak
platin gazli bez ile standart {i¢ elektrotlu bir elektrokimyasal hiicrede gerceklestirildi.
DPV, FC ve HPLC ile belirlenen TP igerikleri arasinda yiiksek bir korelasyon oldugunu
gostermistir. Kirmizi saraplardaki TP igerigini ifade etmek ic¢in standart olarak (+)-
katesin kullanilmis ve (+)-katesinin voltamogramlarinin daha pozitif potansiyel
degerlere kaydigi goriilmiis. Bu potansiyel farki kullanilarak sarap numunelerindeki TP

icerigi hesaplanmustir (Seruga ve ark., 2011).

Rodriguez-Delgado ve arkadaslart Amperometrik YoOntemi ile fenolik
bilesiklerin belirlenmesinde lakkaz biyosensoriinii kullanarak belirlemislerdir. Bu
calismada endiistriyel uygulamalarda kullanilan lakkaz biyosensorlerine genel bir bakis

sunulmaktadir (Rodriguez-Delgado ve ark., 2015).

Timina ve arkadaslarinin gelistirmis oldugu bir c¢alismada ise Sulu bitki
ekstraktlarmin  antioksidan kapasitesinin in vitro degerlendirilmesi i¢in hizl,
tekrarlanabilir ve uygulamasi basit yeni bir akis enjeksiyon potansiyometrik (FIP)
yontemi Onermislerdir. Bu yéntemde, [Fe(CN)s ]/ [Fe(CN)s ]* ~'nin kompozisyon
degisikligi nedeniyle olusan negatif sinyal olglilmiistiir. Platin elektrot detektor olarak
kullanilmistir (Timina ve ark., 2019).

Buratti ve arkadaslari, sebzelerin antioksidan giiciinii degerlendirmek i¢in sebze
iceriginde bulunan karotenoidler, klorofiller, tokoferoller ve kapsaisin gibi lipofilik
bilesiklerin tayini i¢in yeni bir amperometrik yontem Onermisler. Bu ¢alismada Ag /
AgCl referans elektrot ile bir camsi karbon c¢alisma elektrotu ile donatilmis
elektrokimyasal detektorlii  akis enjeksiyon sistemine dayanmaktadir. Sebze
ekstraktlarindan elde edilen 6l¢iim sonuglari, klasik yontemle belirlenen ABTS radikal

katyon giderme aktivite sonuglariyla karsilastirilmigtir (Buratti ve ark., 2001).

Blasco ve  arkadaglari, dogal fenolik  antioksidanlarin  analitik
karakterizasyonunda, camsi bir karbon elektrot kullanarak DPV yontemi ile tespit

etmisler. pH 7,5'te flavonoidlerin segici elektrokimyasal oksidasyonu ve pH 2,0'da
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toplam  fenolik  asitlerin  ve  flavonoidlerin  elektrokimyasal  oksidasyonu

gerceklestirilmistir (Blasco ve ark., 2004).

Ferreira ve arkadagslar tarafindan gelistirilen serik indirgeme / Antioksidan
Kapasite CRAC yonteminde birgok organik bilesik i¢in direkt elektron transferi
kullanilarak antioksidan kapasite testi yapilmistir. Sekiz farkli antioksidan bilesiginin
Ce*'y1, Ce** indirgeme Kkapasiteleri kronoamperometrik  dl¢iimler  yoluyla
hesaplanmustir. Olgiimler galvanostatin dongiisel voltametri dzelliginden yararlanilarak
gerceklestirilmistir. Elektrot olarak Bor Katkili Elmas (BBD) kullanilmistir (de Queiroz

Ferreira ve Avaca, 2008).

Pisoschi ve arkadaglari ise bir calismada meyve sular1 ve saraptaki askorbik asit
konsantrasyonu Diferansiyel Puls Voltametrisi ile belirlenmesi i¢in bir yontem
gelistirilmistir. Bu yontemde Askorbik asidin oksidasyonu sonucu olusan maksimum
potansiyel degeri, Pt calisma elektrotu tizerinde yaklagik 530 mV'da (SCE'ye kars1) ve
bir karbon pastasi ¢alisma elektrotu {lizerinde yaklasik 470 mV'da meydana gelmistir

(Pisoschi ve ark., 2011).

Artega ve arkadaslar1 Baharatlarda, ¢esnilerde bulunan dogal bilesiklerin
antioksidan aktivitesini elektrokimyasal olarak belirlemisler ve DPPH radikal giderme
aktivitesini 6lgmiislerdir. Voltametrik yontem, oksidasyon potansiyelleri ile anti-radikal
giic (ARP =1/ EC50) arasinda bulunan korelasyon, DPPH radikal giderme antioksidan

Ozelliginin belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Arteaga ve ark., 2012).

Literatiirdeki potansiyometrik temelli ¢aligmalar1 inceleyecek olursak, Elbehery
ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada askorbik asit ve fenolik antioksidanlarin
tayini i¢in iki farkli sensor gelistirmislerdir. Birinde iyonofor olarak Cull-neocuproin /
2,6-diklorofenolindofenolat ([Cu (Neocup).] [DCPIP].), digerinde metilen mavisi / 2,6-
diklorofenolindofenolat (MB / DCPIP) iyon ¢ifti kompleksleri kullanilmis ve 2,6-
diklorofenolindofenolat iyonunun akis enjeksiyon analizi potonsiyometrik olarak
incelenmistir. Ayrica statik Olctimler i¢in, bir Ag/AgCl referans elektrotu ile birlikte

DCPIP membran bazli sensorler kullanilmistir (Elbehery ve ark., 2019).

Shpigun ve arkadaglar1 tarafindan sulu bitki 06ziitlerinin  antioksidan

kapasitesinin degerlendirilmesi i¢in yeni bir potansiyometrik akis enjeksiyon yontemi



gelistirilmistir. Bu yontem, [Fe (CN)s]s / [Fe (CN)e]4 redoks-reaktif ¢ozeltisinin bilesim
degisikligine bagl olarak platin elektrot ile gegici negatif sinyal Olglimlerine
dayanmaktadir. Potansiyometrik Ol¢timlerde, biri su, digeri de [Fe (CN) ¢]s ~ / [Fe
(CN)e]4 bileseninden olusan iki fazli bir akis enjeksiyon kullanilarak elde edilmistir.
Sistemde reaksiyon bobininde (RC) meydana gelen antioksidan tiirler ve [Fe(CN)e]s"
iyonlar1 arasindaki redoks reaksiyonu, reaktif c¢oOzeltisinin redoks potansiyelinin

degisimine sebep olmakta ve bu degisim bir platin elektrot vasitasiyla izlenmistir

(Shpigun ve ark., 2006).

Draghi, ve Fernandes, Musa acuminata'dan ekstrakt edilen ve kat1 kontak bir
dondistiiriicii yilizeyine kovalent bag ile immobilize edilen tirozinaz enzimini kullanarak
etiket igcermeyen bir potansiyometrik biyosensor gelistirmislerdir. Doniistliriicii ki
katmandan olusmakta, birinci katman karboksillenmis poli (vinil) kloriir (PVC-COOH),
grafit ve potasyum permanganatin karigimini igermekte ikinci katmaninda, N-(3-
dimetilaminopropil) -N'-etilkarbodiimid hidrokloriir ile tirozinaz enzimi reaksiyona
sokularak doniistiiriicii yiizeyine immobilize edilmistir. Gelistirilen bu biyosensor
kullanilarak bal ve propoliste toplam fenol ve toplam fenolik testi (FCR) akis

enjeksiyon analizi yontemi ile gergeklestirilmistir (Draghi ve Fernandes, 2017).

Ivanova ve arkadaslar1 farkli maddelerin antioksidan aktivitelerini arastirmak
icin K3 [Fe(CN)s] / K4 [Fe (CN)g] sistemi kullanilarak potansiyometrik yontemle
incelemislerdir. Cozeltideki antioksidan bilesenle etkilesim sonucu araci sistem Kz[Fe
(CN)e] / Ks [Fe (CN)e] bilesenlerinin oksitlenmis ve indirgenmis formlarinin degisen
oranindan kaynaklanan ve Platin elektrotta olusan potansiyelinin degisimi Ol¢iilmiistiir

(lvanova ve ark., 2015).

Cezayir'de toplanan hurmalarin antioksidan potansiyelleri elektrokimyasal ve
spektrofotometrik teknikler kullanilarak in vitro degerlendirilmesi yapilmistir. Bu
caligmada, dort yerli ¢esit hurma agacinin (Phoenix dactylifera. L) meyvelerinin toplam
fenolik icerigin ve metanolik ekstraktinin antioksidan aktivitesi belirlenmistir.
Elektrokimyasal hiicre (V = 25 mi), analit ve fazla miktarda destekleyici elektrolit
igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis ii¢ elektrottan olusur. Calisma elektrotu olarak camsi
karbon elektrot (@ 3.0 mm), yardimci elektrot olarak platin tel ve referans elektrot

olarak doymus kalomel elektrot (SCE) kullanildi. En yiiksek etkili antioksidani
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kargilayan dongiisel voltametri yonteminde (CV) daha diisikk IC50 degeri Cht'nin
metanolik eksraktinda 0,006 mg mL™ oldugu belirlenmistir (Bensaci ve ark., 2021).

Ghibia ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada Ouargla bolgesinde (Cezayir)
yetisen bes farkli hurma ¢esidindeki toplam fenolik igerigini Dongiisel Voltametre (CV)
teknigi ile tespit ederek antioksidan Ozelliklerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. CV
Olctimlerde referans elektrot olarak doymus kalomel elektrot (SCE), yardimci elektrot
olarak platin tel ve ¢alisma elektrotu olarak camsi karbon elektrot kullanilmigtir (Ghiaba

ve ark., 2014).

Sun ve arkadaslar1 sarap numunelerin toplam fenolik icerigini belirlemek
amactyla galvanik bir elektrokimyasal hiicre icerisinde potansiyometrik olarak
incelemiglerdir. Bunun i¢in yaklasik 210 um kalinliktaki iyonofor igermeyen membran,
agirlikga 200 mg %9 TDMAC, %31 PVC ve %60 0-NPOE'in 2,0 mL THF igerisinde
¢Oziinmesi suretiyle hazirlanmis ve bir cam plaka iizerine dokiilmiistiir. Kurutulduktan
sonra 6 mm c¢apinda membran diskler kesilerek THF / PVC bulamacla plastiklestirilmis
bir PVC tiipe yapistirilmistir. Elektrot i¢ dolgu ¢ozeltisi olarak 107 M KMnOq
kullanilmistir. Toplam fenolik igerigi, gallik asit konsantrasyonuna bagli olarak Mn04
ile arasinda olusan potansiyel Olgiiliip kalibrasyon egrisi elde edilerek belirlenmistir

(Sun ve ark., 2019).

El-Kosasy ve arkadaslar1 tarafindan PVC polimerik matrisinde plastiklestirici
olarak dioktil ftalat, iyonofor olarak p-siklodekstrin, ile olusturulan iyon segici
membran  sensorii  kullanilarak ~ 2,2-difenil-1-pikrihidrazil (DPPHe) radikali
potensiyometrik olarak Ol¢iilmiistir. Bu amagla 0,04 g B-siklodekstrin, 0,19 g PVC
karboksilat ve 0,4 mL dioktil ftalat (DOP)’tan olusturulan membran karisim 5,0 mL
THF igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Daha sonra 3,0 cm uzunlugunda, 3,0 mm
capinda bir grafit cubuk kullanilarak ¢ubugun bir ucu baglant1 i¢in kullanilirken, diger
ucu yaklasik 1 cm uzunlugunda elektro-aktif membran karigimina daldirilarak uygun
kalinlikta kaplanmistir. Grafit ¢gubugun kaplanmamis ucu bir poli tetra etilen tiipiine
daldirtlip boru, i¢ine bakir bir telin daldigi metalik civa ile doldurulmustur. Bu sensor
kullanilarak DPPHe radikalinin konsantrasyon degisimine karsi elde edilen sensor
potansiyelleri kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edildi. Bu ¢alismada Onerilen

prosediir, Persantin® tabletlerinde dipiridamoliin ve Hepamol® tabletlerinde



parasetamoliin DPPHe radikali ile etkilesim sonucu ¢ozeltideki radikal degisimi
belirlenerek DPPHe radikali giderme aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in uygulanmistir

(El-Kosasy ve ark., 2013).

Brainina ve arkadaslari Seminal ve Folikiiler sivilarin oksidan / antioksidan
aktivitesinin degerlendirilmesinde Seminal ilavesiyle ferrisiyanid / ferrosiyanid
(K3[Fe(CN)s] / Ka[Fe(CN)s]) mediator sisteminde elektrot potansiyelinin keskin bir
sekilde degismesine dayanan potansiyometrik ydntemi uygulamuslardir. Indikatdr
elektrot olarak platin elektrot kullanilmistir. Potansiyometrik Olgiimler, c¢oklu

potansiyometrik analizor kullanilarak yapilmistir (Brainina ve ark., 2012).

Brainina ve arkadaslarinin diger bir ¢alismasinda da yine benzer yontem
kullanilarak belirlenecek madde ile arabulucu sistemin oksitlenmis formu arasindaki
redoks kimyasal reaksiyonu sonucu elektrot potansiyel kaymasinin belirlenmesine
yonelik yeni bir yontem sunulmaktadir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek icin
antioksidanlarin "redoks potansiyel kaymasina yol agan araci sistem Kz[Fe (CN)s] /

Ka[Fe (CN)g] ile kimyasal etkilesimi kullanilmistir (Brainina ve ark., 2007).

Antioksidan Ozelliklerin tayinine yonelik literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde,
Voltametrik Amperometrik ve Diferansiyel Puls Voltametrisi yontemleri ve klasik
yontemlerin yaygin kullanildigi goriilmektedir. Literatiirdeki potansiyometrik temelli
caligmalar ise daha ¢ok FCR tayinine yonelik yapilmistir. DPPH radikal giderme ve
FRAP antioksidan aktivitelerin tayinine yonelik potansiyometrik temelli biyosensor
calismalarina ise literatiirde rastlanmamistir. Bu nedenle bu tez calismasi tamamen
Ozgiin bir calisma olmustur. Gelistirilen yontemler literatiirdeki mevcut tayin
yontemlerine alternatif birer yontem olacaktir ve antioksidan analizini oldukga pratik
hale getirecektir. Antioksidan 0Ozellige sahip bir numunenin (bitki ekstrakti, gida
ekstrakt1 veya ¢ozeltiden) DPPH radikal giderme, FRAP ve FCR antioksidan aktiviteleri
ayr1 ayr1 dogrudan ¢ozeltiye sensor daldirilarak dl¢iilebilecek olmasi bu tez ¢alismamizi
0zgilin yapmaktadir. Bu ¢alismada gelistirilen sensor ve biyosensorlerin maliyeti ucuz,
hazirlanmas1 kolay ve tayin metotunda uygulanabilir olmasi agisindan Onem arz

etmektedir.
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3

MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kullamlan kimyasal maddeler

© 0 N o o bk WD

N NN NN RB B RBR R R RE R R|m R
A O MM PO © o N o ok~ ow0wpp RBRo

Gallik asit

Troloks

Kuersetin

Folin-Ciocalteu -
2-2-Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH)
2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin
Askorbik asit

Dibutilftalat (%99)
Bis(2-etilhekzil) sebakat (> %97)
o-nitrofeniloktileter (> %99)
Bis(2-etilhekzil) adipat %99
Potasyum tetrakis (klorofenil)borat
Sodyum terafenil borat

Polivinil kloriir (PVC)
Tetrahidrofuran (THF) (> %99)
Nitrik Asit (HNOs)

Sodyum Hidroksit

Sodyum Nitrat

Potasyum Nitrat

Kalsiyum Nitrat

Demir(111) Nitrat

Demir(11) Nitrat

Demir(II) Kloriir

Bizmut(111) Nitrat
Aliiminyum(III) Nitrat

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Acros
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)

(Analitik saflikta)

(Analitik saflikta)

(Kromatografik saflikta)

(Analitik saflikta)



25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.

Metanol Merck

Etanol Merck

Epoksi Macroplast Su 2227
Grafit Sigma Aldrich
Sertlestirici Desmodur RFE
Sodyumkarbonat Merck
Trikloroasetikasit Merck

3.1.2 Kullanilan cihazlar

N o g b~ w

Potansiyometrik biyosensdrler (Laboratuvar Yapimi)

Bilgisayar kontrollii yliksek impedansli ¢cok kanalli potansiyometrik dl¢lim sistemi
(0,1 mV hassasliginda) ve yazilim programi (Medisen Ar-Ge, Tiirkiye)

UV-Visible 6l¢iim cihazi (Hitachi U-2900/U-2910 UV-Vis)

Ag/AgCl referans elektrot (Thermo-Orion)

Terazi [WA304 Model, 300g x 0,0001g] (Avery Berkel)

pH metre (Mettler Toledo, Model S220-K)

Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR) Bruker Avance DPX-400

3.2 Metot

3.2.1 Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

\

Olgiimlerde kullanilan standart tuz ¢ézeltileri anyon ve katyonlarin siilfat, nitrat

kloriir tuzlarindan hazirlandi. Hazirlanan tiim standart ¢ozeltiler deionize su

kullanilarak hazirlandi. Calismalarda kullanilan ve istenilen diisiik konsantrasyondaki

seyreltik ¢ozeltiler ise derisik standart ¢ozeltilerin deionize su ile seyreltilmesiyle

hazirlandi. Potansiyometrik Slgtimlerde kullanilan diger tiim standart ¢ozeltiler her

metot i¢in farkli tip ¢ozeltiler ve oranlar1 deionize su veya alkol ve metanol kullanilarak

hazirlandi.
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3.2.2 Standart DPPHe, FCR ve FeCls ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Standart DPPHe radikal ¢ozeltisi su ortaminda ¢6ziilmedigi igin tim ¢ozeltileri
etanol ortaminda hazirlandi. Radikal ¢o6zeltileri her ol¢iimde taze olarak hazirlandi.
Standart DPPHe radikal ¢ozeltisi 300 mg LYlik konsantrasyonlarda hazirlandi.
Hazirlanan standart ¢ozeltiden yari-yariya seyreltme yontemiyle seri standart ¢ozeltileri

hazirlandi.

Standart Folin-Ciocalteu (FCR) ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda reaktifinin 2,0
mol L'lik standart ¢ozeltisi kullanildi. FCR’nin daha diisiik konsantrasyonlardaki
¢ozeltileri deiyonize su ile seyreltilerek hazirlandi. FCR’nin stok ¢6zeltisinden 0,5 mol
LYlik standart ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozelti kullanilarak yari-yariya seyreltme

yontemiyle seri standart ¢cozeltileri hazirlanda.

Standart FeCls stok ¢ozeltisi 1,0x10 mol L* olarak hazirlandi. Hazirlanan
standart ¢dzeltiden seyreltme ydntemiyle 1,0x101 — 1,0 x 10 mol LV1ik ¢ozeltileri

hazirlanarak potansiyel dl¢timlerinde kullanildi.

3.2.3 Diger iyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Olgiimlerde kullanilan standart katyon ¢ozeltileri analitik safliktaki nitrat tuzlari
kullanilarak hazirlandi. ilk olarak, her bir katyonun 1,0 x 10t mol L derisimdeki
standart ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiler kullanilarak katyonun 1,0 x
101 — 1,0 x 10®° mol L derisimlerdeki standart ¢ozeltileri deionize su ile seyreltilmesi

ile hazirlandi.

3.2.4 Bitki 6rneklerinin hazirlanmasi

Uc farkli Origanum onites, Origanum bilgeri ve Thymus praecox bitki
orneginden 100 gr alinarak 100 mL metanol icerisinde ekstrakte edildi. Elde edilen i¢

farkli stok metanol ekstraktlar1 analiz edilene kadar +4 °C muhafaza edildi.



3.2.5 Biyosensorlerin hazirlanmasi

DPPH-e-secici PVC membran biyosensoriiniin hazirlanisi

Antioksidan aktivite testlerinden DPPH- radikal giderme tayininde kullanilacak
olan PVC membran DPPHe-segici PVC membran biyosensoriiniin (DPPH-SPMB)
hazirlanmasi i¢in 6nce membran ile elektrot arasindaki iletimi artirmay1 saglayacak olan
kat1 kontak elektrotlar1 hazirlandi. Daha sonra kati kontak iizerine se¢ici membran
karisimlar hazirlanarak kaplandi. DPPH-SPMB hazirlandiktan sonra Ag/AgCI referans
elektrotun yer aldigi hiicre sistemi ile potansiyometrik performans ozellikleri tespit
edildi.

Kati kontaklarin hazirlanigi; Kati kontaklar c¢apr (1,0 mm) ve 10-15 cm
uzunluguna sahip olan bakir tellerin u¢ kismina belirli oranda grafit, epoksi ve
sertlestirici kaplanarak elde edildi. Bunun i¢in grafit, epoksi ve sertlestiriciden olusan
karisim sirasiyla %50 (w/w) grafit, % 35 (w/w) epoksi ve % 15 (w/w) sertlestirici
yaklasik 3 mL THF ilave edilerek homojen olacak sekilde iyice karistirildi. Sonra uygun
viskoziteye ulasan kati—kontak karisimina bakir teller 3—4 kez daldirilarak kaplandi.
Bakir tellerin ug yiizeyleri kati1 kontakt ile kaplandiktan sonra kurumasi i¢in 24 saat
sireyle karanlik ortamda bekletildi. Daha sonra kati kontakt yiizeylerine membran
hazirlanip kullanildi. (Isildak ve Ozbek, 2020; Isildak ve ark., 2019). FCR-segici ve
FRAP-se¢ici PVC-Membran Biyosensorlerin hazirlanmasinda da bu kati kontaklar

kullanildi.

DPPHe-segici membranlarin hazirlanisy; toplam agirligt 100 mg ve oranlar
farklt miktarlarda olan membran bilesimi iyonofor, PVC, plastiklestirici ve iletkenlik
artiric1 bilesenlerinden olusmaktadir. Iyonofor olarak klasik yontemde referans olarak
kullanilan Gallik asit kullanildi. Toplamda 12 farkli oranlarda membran karigimi
hazirland: ve her birinin dogrusal ¢alisma aralig1, tayin limiti ve korelasyon degeri (R?)
belirlenerek optimum bilesenine sahip membran yap1 belirlendi. Aktif bilesenin gallic
asit kullanildigi membranlarda plastiklestirici olarak (0-NFOE, BEHS, DBF ve DEHA),
iletkenlik arttiric1 6zellige sahip bilesenler (KTpCIPB veya NaTPB)’in farkli oranlarda
kullanilmasiyla elde edildi. Farkli oranlarda hazirlanan membran bilesenleri iizerine

yaklasitk 3 mL THF eklendi ve homojen bir karisim olana kadar karistirildi. THF
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igindeki membranlar 4-5 saat sartlanmasi saglandi. Uygun viskozite saglandiktan sonra
bir gece 6nceden hazirlanan kati kontak elektrotlarin bu membrana daldirilmasiyla
DPPH-SPMB hazirlandi. Hazirlanan biyosensorler yaklagik 12—15 saat araliginda
karanlik bir ortamda kurutuldu ve 6l¢iimler yapilana kadar karanlik ortamda bekletildi.

Sekil 3.1’de membran tabaka ile kaplanmis bir elektrot sematik olarak gosterilmistir.

Plastik wolasyon

Baksr tel

|

A —=FK ompozt tahaka
A A \
ARAAAAA -l
Imenunoaknf tabaks fip-rmg  Foicd pes F lﬂ?_'_s ’ﬁ
(a) (b)

Sekil 3. 1 (a) Potansiyometrik bir biyosensoriin sematik gosterimi (b) Caligsma siiresince
gelistirilen biyosensorler

FCR-secici PVC membran biyosensoriiniin hazirlanisi

FCR se¢ici PVC membran biyosensorler (FCR-SPMB) de DPPHe-secici
membrandaki gibi toplam agirligi 100 mg ve oranlari farkli miktarlarda olan membran
bilesimi iyonofor, PVC, plastiklestirici ve iletkenlik artiric1 bilesenlerinden
olusmaktadir. Iyonoforun gallik asit oldugu bu sensérlerde toplamda 9 farkli oranlarda
membran karigimi hazirlandi ve her birinin dogrusal calisma aralifi, tayin limiti ve
korelasyon degeri (R?) belirlenerek optimum membran bilesenine sahip membranlar
belirlendi. Hazirlanan sensorler yaklagik 12—15 saat araliginda karanlik bir ortamda

kurutuldu ve dl¢timler yapilana kadar karanlik ortamda bekletildi.



FRAP-secici PVC membran biyosensoriintin hazirlanisi

FRAP se¢ici PVC membran biyosensorlerin (FRAP-SPMB) hazirlanmasinda
diger metotlarda oldugu gibi noétral tasiyict olarak gallik asit, troloks ve kuersetin ayri
ayr1 kullanildi. Hazirlanan biyosensorler ile 6l¢iimler esnasinda 1,0x10t — 1,0x10"° mol
L arasindaki konsantrasyon degisimlerine kars1 Fe(IIl) iyonunun indirgenme sonucu
bir potansiyel fark gézlendi. Ancak membran yapidaki iyonoforun analit ortamdaki
Fe(IIl) iyonlari ile etkilesimi sonucu membran yiizeyinde bir salinma ve kimyasal bir
reaksiyon gerceklesti. Bu etkilesim neticesinde membran yapidaki iyonofor giderek
aktivitesini kaybetti ve cevap sergilemedi. Bu durumu ortadan kaldirmak i¢in Kuersetin-
demir kompleksleri elde edilip membran yapida iyonofor olarak kullanildi. Bunun igin
kuersetin ve demir(ll) reaksiyona sokularak demir(ll)kuersetin kompleksi elde edildi
(Sekil 3.2). 1,0 mmol (0,302 g) kuersetin beherde 25 mL metanol iginde ¢oziildii.
Icerisine 1,0 mmol (0,278 g) FeSO4.7H,0 eklendi ve oda sicakliginda 2 saat boyunca
manyetik karigtiricida karigtirildi. Metanol evaprotor ile uzaklastirildiktan sonra elde
edilen kompleks hacimce 1:1 oraninda biitanol-kloroform karisimi ile yikandi. Yikanma
isleminden sonra etiivde 24 saat kurutuldu ve koyu renkli cam siseye koyularak +4°C’de
buzdolabinda saklandi.

OH
OH
“Cr
4

/O\O
HO/O

HO OH

Sekil 3. 2 Demir(Il)kuersetin kompleksi

FRAP-SPMB membranini hazirlamak i¢in toplam agirlik 100 mg olacak sekilde
demir(ll)kuersetin  kompleksinin  iyonofor olarak kullanildigi ve PVC ve
plastiklestiriciden olusan membran kompozisyonu hazirlandi. Farkli iyonofor ve

plastiklestirici oranlarinda toplam 9 farkli membran hazirlandi. Hazirlanan tiim
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biyosensorlerin korelasyon (R?) degerlendirildi ve optimum membran bilesimi

belirlendi.

3.2.6 Biyosensorlerin EMF ol¢iimleri

Tiim potansiyometrik 6l¢timler oda sicakliginda (25+1,0 °C), laboratuvar yapimi
bilgisayar kontrollii yliksek giris empedansina sahip dort kanalli bir potansiyometrik
Olglim sistemi ile yapildi. Bu olgtimlerde referans elektrot olarak, Ag/AgCl elektrodu
kullanildi. Tim potansiyel Olclimler, asagidaki hiicre diizenegi kullanilarak

gerceklestirildi.

e Ag/AgCl; KCI (doygun) ||DPPH ¢ozeltisi | DPPHe-se¢ici biyosensor
o Ag/AgCI; KCI (doygun) || FCR gézeltisi | FCR-segici biyosensor
e Ag/AgCl; KCI (doygun) ||FeC13 cozeltisi | FRAP-segici biyosensor

DPPH?- radikal giderme aktivite testi

DPPH-SPMB ile ¢ozelti ortaminda DPPHe radikal siiptirme aktivitesi (DPPH-
RSA) ol¢timii basarili bir sekilde yapilmistir. Bu ¢alismamizda antioksidan tiirlerin
etkilesim sonucu ortamda sondiirilmeyen DPPHe aktivitesi oOlgiilerek DPPH-RSA
degerlendirilmistir. Ug farkli bitki eksraktindan 10°ar mL hacimlerde alinmis ve bunlara
10’ar mL 100 pg mL* DPPHe ¢ozeltisi eklenmistir. Bitki igerigindeki antioksidan
tirlerin DPPHe ile etkilesim reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in 30 dakika beklendi ve
DPPH-SPMB ile dogrudan bu numunelere daldirilarak potansiyel degerler 6l¢iildii.
Sonuglar1 karsilastirmak i¢in standart olarak gallik asit 6rnekleri de aynmi prosediirlere
tabi tutuldu. Bu islem her numune icin 3 kez tekrarlanmstir. Olgiilen potansiyel
degerlerin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplandi. Her bitki 6rneginin DPPH-
RSA degerlendirmek igin bizim tiirettigimiz asagidaki esitlik (3.1) kullanilarak
hesaplandi. Bu denklem literatiirde var olan esitlik (3.2)'deki parametreler dikkate

almarak tiiretilmistir (Isildak ve ark., 2022).



[(E1-E0)—(E2—-E0)]
E1-EOQO

%RSA = x100 (3.1)

Burada Eo, bitki 6rneginin potansiyel degeridir. Ei, standart DPPHe ¢6zeltisinin
potansiyel degeridir ve Ep, 30 dakikalik reaksiyondan sonra ortamda kalan DPPHe

aktivitesinin potansiyel degeridir.

Literatiirde yaygin olarak uygulanan DPPH-RSA tayin yontemini bizim elde
ettigimiz sonuglar1 karsilastirmak i¢in kullandik. Bu amacgla DPPHe stok ¢ozeltisi etanol
icerisinde son konsantrasyonu 1000 mg L? olacak sekilde hazirland1 ve kullanilana
kadar oda sicakliginda karanlikta muhafaza edildi. Calisma ¢ozeltileri, bu stok
cozeltisinin seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Her bir bitki ekstrakti etanol kullanilarak
100 mg L™ (0,26 uM) olacak sekilde seyreltilmistir. Sonra analizi edilecek numuneler 5,
10, 20, 40 mg L7olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmistir. Hazirlanan bu bitki
¢ozeltilerin iizerlerine 100,0 mg L™* DPPHs ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra karisimlar
reaksiyonun tamamlanmasi i¢in karanlik bir ortamda 30 dakika bekletilmistir. Bu siire
sonunda olusan renkli driiniin absorbanlari 517 nm dalga boyunda UV-
spektrofotometrede okundu. Her bir deney 3 tekrarli yapildi. Kér olarak 100 mg L*
DPPHe ¢ozeltisinin kendisi kullanilmistir. Hesaplama literatiirde kullanilan esitlik (3.2)
kullanilarak yapilmistir ( (Jiang ve ark., 2017).

O RSA = [A0=(A1-42)]

x100 (3.2)

Burada Ao, standart DPPHe c¢ozeltinin absorbani ve Aj, 30 dakikalik

reaksiyondan sonra 6l¢iilen ¢ézeltinin absorbanidir. Az, 6rnegin kendisinin absorbanidir.

FCR toplam fenolik bilesik tayin testi

FCR-SPMB ile ¢ozelti ortaminda toplam fenolik bilesik miktar1 belirlenmesi
basarili bir sekilde yapilmistir. Bu ¢alismamizda antioksidan tiirlerin toplam fenolik
bilesik miktarlar: 6l¢iilerek antioksidan kapasitesi degerlendirilmistir. C6zelti ortaminda
antioksidan varliginda ortamdaki FCR’yi indirgemesi sonucunda indirgenmeden kalan

FCR miktar 6lgtilerek toplam fenolik bilesik miktar: tayin edilmistir.
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Spektrometre 6l¢iimlerinde toplam fenolik bilesik miktari test sonuglar1 gallik
asit (mg/gr ekstrakt) esdegeri olarak verilmektedir. Bizde ¢alismamizda sonuglarimizi
esdeger gallik asit miktar1 olarak degerlendirdik. Bu amag i¢in ortamda antioksidan tiir
tarafindan indirgenen FCR miktarina karsilik gelen gallik asit esdegerini belirlemek igin
GA-FCR kalibrasyon grafigi elde edildi. Bunun i¢in stok olarak 50 mL 1,0 mg mL* GA
¢ozeltisi ve 0,5 mmol L? 50,0 mL FCR ¢Ozeltisi hazirlandi. Sonra stok GA
¢ozeltisinden 1,0- 0,75 - 0,50 - 0,375 - 0,250 - 0,125 - 0,050 - 0,025 mg mL*
konsantrasyonlarda olacak sekilde GA ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 5’er mL
alinarak tzerlerine 40,0 mL deionize su ve 5,0 mL stok 0,5 mmol/L FCR ¢ozeltisinden
eklenerek toplam hacim 50,0 mL’ye tamamlandi. Bu c¢dozeltilerin potansiyometrik
cevaplart olgiilerek potansiyel degerler elde edildi. Daha sonra GA-FCR kalibrasyon
grafigi ¢izildi (Sekil 4.17). Kalibrasyon grafigi kullanilarak bitki ekstraktlarnin Toplam
Fenolik Bilesik miktarini tayin etmek i¢in 5,0, 0,25, 0,125 mg mL™ olacak sekilde ve
50,0 mL hacimlerde bitkilerin ¢6zeltileri hazirlandi. Hazirlanan bitki ¢6zeltilerden 5’er
mL alind1 ve iizerlerine 40,0 mL deionize su ve 5,0 mL 0,5 mmol L FCR c¢ozeltisi
ilave edilerek vortekslendi. Indirgeme reaksiyonu gergeklestikten sonra bitki
cozeltilerinin potansiyel degerleri 6l¢iildii. GA-FCR kalibrasyon grafiginden elde edilen
dogru denkleminde Olgiilen potansiyel degerler yerine koyularak her bir bitkinin
Toplam Fenolik Bilesik miktar1 GA esdegeri (FCR-GAE) olarak hesaplandi.

Toplam Fenolik Bilesik miktar1 analizi i¢in literatiirde yaygin olarak uygulanan
spektroskopik yontemi ile elde edilen sonuglar bizim elde ettigimiz sonuglar ile
karsilastirmak i¢in kullanildi. Bunun i¢in 10 mL’lik 1000 mg L-1 stok bitki ekstraktlar
hazirland1. Stok ¢ozeltilerden 100 pL alinarak tizerlerine 4,5 mL olacak sekilde deionize
su ilave edildi. Daha sonra 100 uL FC reaktifi eklendi ve 3 dakika sonra 300 ul %2'lik
Na,COz ilave edildi. Her bitki ekstraktinin son hacim 5,0 mL’ye tamamlanarak
vortekslendi. Numuneler karanlik ortamda 2 saat boyunca indirgenme reaksiyonunun
tamamlanmasi i¢in bekletildi. Daha sonra 760 nm dalga boyunda absorban degerleri
okundu. Son olarak GA kalibrasyon grafiginde yerine konularak bitki ekstraktlarinin
toplam fenolik miktarlart es deger FCR-GAE miktar1 olarak hesaplandi (Elmastas ve
ark., 2018).



FRAP demir(l1l) indirgeme aktivite testi

FRAP se¢ici PVC membran biyosensorler (FRAP-SPMB) ile ¢ozelti ortaminda
Fe(lll) iyonunun aktivitesi basarili bir sekilde 6l¢iilmistiir. Calismamizda antioksidan
tirlerin Fe(IIl) iyonunu Fe(II) iyonuna indirgemesi sonucu ortamda indirgenmeden
kalan Fe(Ill) iyon aktivitesi Olgiilerek  demir(Ill) indirgenme aktivitesi

degerlendirilmistir.

Spektrometre olgiimlerinde Fe(lll) indirgeme aktivitesi sonuglart troloks (mg/gr
ekstrakt) esdegeri olarak verilmektedir. Bu nedenle bizde galismamizda sonuglarimizi
toroloks esdegeri olarak verdik. Bunun i¢in Fe(lll) — esdeger troloks kalibrasyon grafigi
olusturuldu. Elde ettigimiz bu kalibrasyon egrisinden bitki ekstraktlarinin Fe(lll)
indirgeme aktivitesi potansiyometrik olarak hesaplandi. Ik énce Fe(Ill) — troloks
kalibrasyon grafigini elde etmek i¢in 50,0 mL 8,0 mg mL* Fe(lIl) ve 8,0 mg mL* 20,0
mL troloks stok ¢ozeltileri hazirlandi. Sonra stok olarak hazirlanan troloks ¢ozeltisinden
80-60-40-20-10-05-0,25mg mL? konsantrasyonlarda troloks standart
¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra her bir ¢ozeltiden 5’er mL alinarak tizerlerine 40,0 mL
deionize su ve 5,0 mL stok 8,0 mg mL* Fe(Ill) ¢ozeltisinden eklenerek toplam hacim
50,0 mL tamamlandi ve vorteks ile karistirildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin potansiyel
degerleri olgiilerek Fe(lll) — esdeger troloks kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 4.20).
Kalibasyon grafigi kullanilarak bitki ekstraktlarinin Fe(lll) indirgeme kapasitesini test
etmek i¢in 1,0 - 5,0 ve 2,5 mg mL? olacak sekilde ve 50,0 mL hacimlerde bitkilerin
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bitki ¢6zeltilerden 5’er mL alind1 ve tizerlerine 40,0
mL deionize su ve 5,0 mL 8,0 mg mL™? Fe(lll) ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslendi.
Indirgeme reaksiyonu gerceklestikten sonra bitki cozeltilerinin potansiyel degerleri
olgildi. Fe(lll) — troloks kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru denkleminde
olgiilen potansiyel degerler yerine koyularak her bir bitkinin Fe(Ill) indirgeme giicii

troloks esdeger aktivitesi hesaplandi.

FRAP analizi i¢in literatiirde yaygin olarak uygulanan spektroskopik yontemi ile
elde edilen sonuglar bizim elde ettigimiz sonuglar ile karsilastirmak i¢in kullanildi.
Bunun igin 1,0 mg mL? stok bitki ekstraktlar1 hazirlandi. Stok ¢ozeltilerden 100 pl

alinarak iizerleri pH=6,6 olan fosfat tampon ¢ozeltisi ile 1,25 mL’ye tamamlandi. Daha
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sonra % 1,0’lik potasyum ferriksiyonit (KsFe(CN)e) 1,25 mL eklendi. 20 dakika 50
°C’de inkiibe edildikten sonra % 10’luk triklorikasit (TCA) ilave edildi ve son olarak %
0,1’1lik FeCls’den 0,25 mL ilave edilerek vortekslendi. Bitki ekstraktlariin 700 nm de
okunan absorban degerleri troloks kalibrasyon grafiginde yerine konularak her bir bitki

icerisindeki esdeger troloks miktar1 hesaplandi (Elmastas ve ark., 2018).



4 BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, antioksidan kapasitelerin degerlendirilmesinde kullanilan
testlerden DPPH radikal siipiirme, demir (III) indirgeme (FRAP) ve toplam fenolik testi
(FCR) igin tiimiiyle kati—hal kontak PVC membran biyosensorler gelistirildi. Hazirlanan
biyosensorlerin dogrusal ¢alisma araligi, segiciligi, cevap zamani, tekrarlanabilirligi,
tayin limiti gibi potansiyometrik performans ozellikleri laboratuvar kosullarinda
incelendi. Ayrica gelistirilen her bir potansiyometrik biyosensorlerin gercek bitki
ekstraktlarinin tizerinde ki dl¢iimleri yapildi. Klasik yontemle elde edilen sonuglarla

karsilastirilarak sonuglar kiyaslandi.

Literatiirde potansiyometrik sensorler kullanilarak antioksidan 6zelliklerin tayinlerinin
yapildig1 caligmalara rastlanmakla birlikte 6zellikle DPPHe radikali giderme aktivite
lizerine bir calismaya pek rastlanmamistir. Bununla beraber bizim ¢alismamiza benzer
bir calisma El-Kosasy ve arkadaglar1 tarafindan sunulmustur. Bu c¢alismada, PVC
polimerik membran yapida plastiklestirici olarak dioktil ftalat, iyonofor olarak p-
siklodekstrin ile olusturulan seg¢ici membran sensorii ve Ag / AgCl referans elektrotu
kullanilarak DPPHe potensiyometrik olarak dl¢iilmiistiir. Bu ¢alismada 6nerilen yontem,
Persantin® tabletlerinde dipiridamoliin ve Hepamol® tabletlerinde parasetamoliin
DPPHe- ile etkilesim sonucu c¢ozeltideki radikal derisimindeki degisim belirlenerek
DPPHe giderme aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in uygulanmigtir (EI-Kosasy ve ark.,
2013).

Biz ¢alismamizda antioksidanlar ile oksidanlar arasindaki indirgenme/yiikseltgenme
etkilesimlerinden faydalanarak tiimiiyle kati—hal kontak PVC membran biyosensorler
gelistirdik. Gelistirilen bu biyosensorler farkli oranlarda iyonofor ve lipofilik tuz
potasyum tetrakis(4—klorofenil) borat (KTpCIPB), o-nitrofeniloktil eter (o-NFOE),
bis(2—etilhekzil) sebakat (BEHS), dibutil ftalat (DBF), bis(2—etilhekzil) adipat ve PVC

maddelerinin degisik oranlarda kullanilmasiyla gerceklestirildi.
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4.1 DPPHe-secici PVC Membran Biyosensoriiniin Potansiyometrik Davramslari

DPPHe« radikal giderme testi igin gelistirilen kati—kontak PVC membran
biyosensorlerin, optimum membran bilesim oranlari belirlendi. Bunun igin her bir
bilesenin membran karisimindaki orani1 degistirilerek biyosensorlerin dogrusal ¢alisma
araligl, tayin limiti, korelasyon degeri (R?) gibi oOzellikleri ol¢iildii. Hazirlanan
biyosensorlerin performans ozellikleri ¢izelge 4.1°de ifade edilmistir. DPPH-SPMB
optimum oranlar1 % 17,5 Gallik asit, % 45,0 PVC, % 37,5 DBF sahip 6 numarali
membran karisimi oldugu belirlendi. Bu membran karigiminin DPPHe ¢ozeltisinin 18,75

— 300 mg L konsantrasyon araliginda en iyi R? (0,9984) degerine sahip oldugu elde

edilmistir.
Cizelge 4. 1 DPPH-SPMB % bilesim oranlar1 ve R? degerlerleri
Gallik Asit PVC DEHA DBF NPOE BEHS R2
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

1 12,5 450 425 - - 0,9778
2 15,0 45,0 40 - - 0,9800
3 17,5 45,0 37,5 - - 0,9894
4 12,5 45,0 42,5 - - 0,9854
5 15,0 45,0 40 - - 0,9817
6 17,5 45,0 37,5 - - 0,9984
7 12,5 45,0 - 42,5 - 0,9179
8 15,0 45,0 - 40 - 0,9282
9 17,5 45,0 - - 37,5 0,9545
10 12,5 45,0 - - 42,5 0,9365
11 15,0 45,0 40 0,9312
12 17,5 45,0 37,5 0,9333

Calismamizin bundan sonraki tiim asamalarinda 6 numarali membran bilesimine
sahip biyosensor kullanilarak potansiyometrik ol¢timler gergeklestirildi. DPPH-SPMB
ile DPPHe ¢ozeltisinin derisimi 18,75 — 300,0 mg L arasinda degisen standart
cozeltileri kullanilarak kalibrasyon calismast yapildi. Elde edilen potansiyometrik
degerler ile potansiyel (mV) — zaman (s) grafigi olusturuldu. Grafikten DPPH-SPMB’{in

dogrusal caligma araligi ve tayin limiti gibi 6nemli potansiyometrik performans



ozellikleri belirlendi. Belirlenen dogru denklemi, E = 107,37 Log[DPPH(mg/L)]+
1085,2 ve R? = 0,9984 olarak elde edildi. Potansiyometrik 6l¢iimler sonucunda DPPH-
SPMB, DPPH- ¢ozeltisinin derisimi 18,75 — 300,0 mg L arasinda her yar1 yariya

seyreltme sonuncunda elde edilmistir (sekil 4.1).
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Sekil 4. 1 DPPH-SPMB’iin potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 2 DPPH-SPMBii ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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4.1.1 DPPHe-secici PYC membran biyosensoriiniin tayin limiti

Tayin limiti grafikteki iki dogrusal egimin kesistigi noktaya karsilik gelen
potansiyel degeri elde edilen dogru denkleminden hesaplandi. 28,0 + 2,0
mV/derisim’lik bir potansiyel degisim sergiledigi ve tayin limitinin 12,75 mg L™ oldugu
hesapland: (lsildak ve ark., 2022). Sekil 4.3’de DPPH-SPMB 4,69 — 300 mg L*
konsantrasyon araligindaki potansiyometrik davranisi verilmistir. Sekil 4.4 de ise, tayin

limiti hesaplanmistir.

1420 -

-1
1400 300 mg L

1380 - 150

’>E"t360 . 75

11340 -

37,5

1320 -

1300 - 9.38

1280

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zaman (s)

Sekil 4. 3 DPPH-SPMB’iin tayin limiti potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 4 DPPH-SPMB tayin limiti grafigi



4.1.2 DPPHe-secici PYC membran biyosensoriiniin seciciligi

Segicilik, bir biyosensoriin istenen 6nemli parametrelerinden birisidir. Bitki
ekstraktlarinda bulunan ve antioksidan 6zellik gostermeyen ve girisim yapma ihtimali
olan baz1 organik ve inorganik tiirlerin varliginda DPPH-SPMB cevabina etkilerini
belirlemek amaciyla segicilik katsayilar1 belirlendi. DPPH-SPMB  segiciliginin
belirlenmesinde ayr1 ¢ézelti metotu kullanildi. Segicilik ¢alismalari i¢in girisim yapan
tirlerin 1,0 x 101 — 1,0 x 10° mol L* derisim araligindaki cozeltileri kullanildi.

Olgiimlerden elde edilen veriler ile her iyonun 1,0 x 102 mol L™ derisiminde elde edilen
potansiyel degeri asagidaki esitlikte (4.1) yerine yazilarak secicilik katsayilar1 (K X‘%t
hesapland1 (Buck ve Lindner, 1994).

(Eg — EA)ZAF

t
logkPS =
98B RTIn10

V4
+(1- Z—A)logaA (4.1)
B
aa = DPPHe radikalinin aktivitesi ag = Girisim yapan tiirlin aktivitesi Za = DPPH
radikal yiikii Zg = Girisim yapan tiiriin yiikii

Hesaplanan segicilik katsayilar1 ¢izelge 4.2°de verilmistir. DPPH-SPMB  bitki
eksraktlarinda girisim yapabilecek diger molekiillere ve farkli inorganik iyonlara gore

DPPH radikaline daha se¢ici davrandigi agikca goriilmektedir.

Cizelge 4. 2 DPPH-SPMB segicilik katsayilart

Girisim Ca*? K* Na* Mg*? | Seker | Klorofil
Yapan Tiir
pot -3,61 -4,00 -3,72 -3,62 -3,68 -3,68
Log Kpppy
Kp"t . 2,45x10* | 1,0x10% | 1,9x10* | 2,4x10™* | 2,09x10*4 | 2,09x10*
DPPH

Cizelge 4.2 incelendiginde girisim yapacak tiirlerin varliginda DPPH-SPMB’ii
DPPH radikaline yaklasik 10000 kat daha secici davrandigi goriilmektedir. Segicilik

katsayist K23 biiyiidiikge biyosensdriin élgiilecek tiire karst duyarlihigr azalir. Ornegin;

DPPH-se¢ici biyosensor i¢in Na* girisimi s6z konusu ise ve biyosensoriin DPPH

radikaline Na* iyonundan 10000 kez daha duyarl oldugu sonucu ¢ikarilir.
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Sekil 4. 5 DPPH-SPMB’niin girisim yapan tiirlere verdigi potansiyel cevabi

4.1.3 DPPHe-secici PVC membran biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik biyosensoriin kararliliginin bir gostergesidir. Tekrar dlgiimler
sonucunda ayni cevabr sergilemesi beklenir. Bunun i¢in DPPH-SPMB’niin
tekrarlanabilirlik calismasi standart DPPHe ¢ozeltilerinin 75 — 150 — 300 mg L*
derisimlerinde sirastyla tekrar Olglimler alinarak yapildi. Bir derisimden diger bir
derisim c¢ozeltisine gegislerde biyosensoriin yiizeyi yikandi ve temizlenerek yapildi.
Elde edilen veriler ile Potansiyel (mV) — zaman grafigi elde edildi. DPPH-SPMB
tekrarlanabilirlik grafigi Sekil 4.6’da goriilmektedir.
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Sekil 4. 6 DPPH-SPMB tekrarlanabilirligi



Cizelge 4. 3 DPPH-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ortalama ve standart sapma degerleri

DPPH Ol¢iimler(mV)

(mg) | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 6 X+ §*

300,0 | 1401 | 1401 | 1401 | 1400 | 1402 | 1400 | 1401 0,82
150,0 | 1379 | 1380 | 1379 | 1378 | 1380 | 1379 | 1379,1 0,90
75,0 | 1352 | 1351 | 1350 | 1352 | 1351 | 1352 | 1351,9 +1,86

*Ortalama ve standart sapma degerleri belirli bir aralikta n = 6 i¢in verilmistir.

DPPH-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda elde edilen verilerle, cizelge
4.3°de ortalama standart sapma degerleri hesaplanarak gosterilmistir. Cizelge 4.3’de
DPPH-SPMB’niin iyi bir tekrarlanabilirlik sergiledigi ve standart sapma degerlerinin az

oldugu goriilmektedir.

4.1.4 DPPHe-secici PVC membran biyosensdriiniin cevap zamani

Calismamizda DPPH-SPMB’niin cevap zamanini belirleyebilmek i¢in 18,75 —
300 mg L konsantrasyon araligindaki standart DPPH c¢ozeltileri kullanildi. Bir
¢ozeltiden digerine gegislerde biyosensoriin dengeye ulagma stireleri 6l¢iildii. Elde
edilen veriler kullanilarak Sekil 4.7’deki potansiyel (mV) — zaman grafigi elde edildi.
DPPH-SPMB’iin hizli bir sekilde dengeye geldigi ve cevap zamanmin 50-55 saniye

arasinda oldugu bulunmustur.
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Sekil 4. 7 DPPH-SPMB cevap zamani

4.1.5 DPPHe-secici PVC membran biyosensdériiniin potansiyometrik titrasyonu

Bu calismada gelistirdigimiz DPPH-SPMB Gallik asit ile DPPHe ¢ozeltilerin
titrasyonunda indikator elektrot olarak kullanildi. DPPH-SPMB sergilemis oldugu
potansiyometrik davranisini incelemek amaciyla iki farkli titrasyon iglemi yapilmustir.
[k olarak 50,0 mL 1,0x102 mol L Gallik asit standart ¢ozeltisine 5,0x102 mol L*
DPPH?e ¢ozeltisi eklenerek titrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 4.8A). Titrant ilavesi ile
azalan Gallik asit konsantrasyonundan dolay1 potansiyelde azalma meydana gelmis ve
Gallik asit tiikenene kadar devam etmistir. Ikinci potansiyometrik titrasyon ise 50,0 mL
5,010 mol L' DPPHe ¢ozeltisine 1,0x102 mol L* Gallik asit standart ¢ozeltisi
eklenerek titrasyon grafigi elde edilmistir (Sekil 4.8B). Gergeklestirilen iki
potansiyometrik tirasyonda ilk doniim noktasina 25,0 mL, ikinci doniim noktasina da
50,0 mL reaktif eklenmesi sonucunda ulasilmistir. Yapilan titrasyonda beklenen

hacimlerde doniim noktalar: elde edilmistir.
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Sekil 4. 8 Gallik asitin DPPHe ¢ozeltisi ile titrasyonu (A) ve DPPHe ¢ozeltisinin Gallik
asit ile titrasyonu (B)

Titrasyon grafiklerinden de gorildiigii tizere, gelistirilen DPPH-SPMB’niin,
yapilan potansiyometrik titrasyonlarda indikator elektrot olarak kullanilabilecegi
sonucuna varilmigstir. Titrasyonun son noktasindan 6nce Slgiilen potansiyel degerleri,
eklenen titrantin miktar1 ile genel olarak logaritmik bir degisim gostermistir. Son
noktadan sonra potansiyel cevabi, ¢ozeltideki titre edilen tiriin - disik
konsantrasyonundan dolayi, hemen hemen sabit kalmaktadir. Bu yiizden, son nokta ve
¢ozeltideki DPPHe miktar titrasyon egrisinin ikKi dogrusal kisminin ekstrapolasyonu ile

dogru bir sekilde tayin edilebilecegi goriilmektedir.

4.1.6 DPPHe-secici PVC membran biyosensoriiniin bitki ekstraktlarina

uygulanmasi

DPPH-SPMB’ii gercek bitki numunelerine uygulanarak DPPH-RSA dlciildii.
Potansiyometrik olarak elde edilen sonuglar ile literatiirde kullanilan spektroskopik
DPPH-RSA test sonuglar1 karsilastirildi. Deneylerde ti¢ farkli kekik tiirii olan Origanum

onites, Origanum bilgeri ve Thymus praecox metanol ekstraktlari kullanildu.
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Potansiyometrik ve spektroskopik DPPH-RSA test sonuglari ¢izelge 4.4'de
karsilagtirmali olarak verilmistir. Sonuglar incelediginde DPPH-SPMB ile elde edilen
degerlerin spektroskopik yontemde elde edilen degerlerle uyum i¢inde oldugu
goriilmektedir. Ayrica DPPH-SPMB’l ile potansiyometrik olarak ¢ok daha diisiik
derisimlerde 6l¢lim alinabildiginden dolay1 spektroskopik yonteme oranla daha hassas
oldugu belirlendi. Standart DPPHe ¢ozeltileri kullanilarak olgiilen absorban sonuglari,
spektroskopi yonteminin tayin limiti (LOD) degerinin potansiyometrik yonteme goére

oldukga yiiksek oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4. 4 DPPH radikal giderme testinin potansiyometrik ve spektroskopik
yontemlerin kiyaslanmasi

Konsantrasyon Potansiyel Potansiyometrik Spekstroskopik

(g mL1)  Deger(mV)  aktivite (%) 2P ortivitee) oK%

5 1343.33 £0.58 8.56 +0.78 0.78 + 0.004 7.73 £0.45 0.38

Origanum 10 1336.33 +0.58 18.47 £0.78 0.71 £ 0.005 16.47 £0.59 2.45
onites I. 20 1332.67 £ 0.58 23.52+1.56 0.69 + 0.003 19.02 £ 0.34 5.30
40 1312.67 £ 0.58 50.45 +0.78 0.42+0.017 50.78 +2.06 -0.33

5 1332.33 £0.58 23.87 +0.78 0.66 +0.012 2243 +1.42 1.44
Thymus 10 1311.00 = 1.00 51.80 +0.78 0.41+0.017 51.96 +2.01 -0.16
praecox 20 1279.67 £0.58 95.05+0.78 0.00 100.00 -4.95
40 1276.33 £0.58 99.55 +0.78 0.00 100.00 -0.45

5 1346.33 +0.58 4.95+0.78 0.81 + 0.002 4.35+0.20 0.60
Origanum 10 1338.00 + 1.00 16221+ 1.35 0.71 +0.008 16.67 +0.90 -0.45
bilgeri I. 20 1332.67 £0.58 2297+1.35 0.68 + 0.002 20.24 +0.20 2.74
40 1310.33 £0.58 52.25+0.78 0.41 +0.006 52.08 +0.76 0.17
5 1336.33 +0.58 18.47 £0.78 0.69 + 0.004 18.63 +0.45 -0.16
10 1312.00 + 0.00 51.35 +0.00 0.41+0.02 51.92+2.39 -0.57
Troloks 20 1276.67 +0.58 97.75 +0.78 0.00 100.00 -2.25
40 1276.67 +0.58 99.10 +0.78 0.00 100.00 -0.90

25 1305.00 + 0.00 60.81 = 0.00 0.34 +0.01 59.65 +1.23 1.16
Gallik asit 5 1278.67 +0.58 96.40 + 0.78 0.00 100.00 -3.60
10 1278.33 £0.58 98.20 + 1.56 0.00 100.00 -1.80

20 1276.33 +0.58 100.00 0.00 100.00 0.0

DPPH-SPMB’niin hassasiyetini elde ettigimiz sonuglar gostermektedir. Thymus
praecox bitkisinin 20,0 ve 40,0 pg mL? ¢ozeltilerinin spektroskopik yontemde aktivite
%100 olarak Ol¢iilmiistiir. Ancak gelistirdigimiz potansiyometrik DPPH-SPMB’i ile

olgtiiglimiiz aktivite degerleri sirasiyla %95,05 ve %99,55 olarak bulunmustur (¢izelge



4.4). Ayni sekilde spektroskopik yontemde Troloks ve Gallik asit i¢in %100 aktivite
bulunurken, potansiyometrik DPPH-SPMB’ii ile DPPH-aktivite degerleri Troloks i¢in
sirasiyla 97,75 ve 99,10 ve Gallik asit igin 96,40 ve 98,20 olarak bulunmustur (Isildak
ve ark., 2022).

4.2 FCR-secici PVC Membran Biyosensoriiniin Potansiyometrik Davramslari

Toplam fenolik bilesik testi igin gelistirilen kati—kontak PVC membran
biyosensorlerin, optimum membran bilesim oranlar1 belirlendi. Bunun i¢in her bir
bilesenin membran karisimindaki orani degistirilerek biyosensorlerin dogrusal ¢alisma
araligl, tayin limiti, korelasyon degeri (R?) gibi oOzellikleri o6lciildii. Hazirlanan
biyosensorlerin performans 6zellikleri ¢izelge 4.5°de ifade edilmistir. FCR—segici PVC
membran biyosensoriin (FCR—SPMB) optimum membran bilesim oranlar1 % 5,0 Gallik
asit, % 30,0 PVC, % 65,0 DBF sahip 3 numarali membran karisimi oldugu belirlendi.
FCR-SPMB’ii ¢ozelti ortaminda Folin-Ciocalteu reaktifine (FCR) karst segici
davranmaktadir. Bu nedenle 6l¢lim mekanizmast su sekildedir. Antioksidan 6zellige
sahip fenolik tiirler FCR’yi indirgemektedir ve bu etkilesim stokiyometrisine dikkate
alinarak ortamdaki toplam fenolik bilesik miktar1 belirlenmektedir. Numune ortamina
eklenen ve miktar1 bilinen FCR’deki azalmaya bagli olarak antioksidan 6zellik olan

toplam fenolik miktar1 6l¢tilmektedir.

Cizelge 4. 5 FCR-SPMB’niin % bilesim oranlar1 ve R? degerlerleri

Gallik Asit PVC DBF DEHA NPOE BEHS R’
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

1 5,00 30,00 65,00 - - 0,956
2 2,50 30,00 - 67,50 0,958
3 5,00 30,00 65,00 - - - 0,9995
4 2,50 30,00 67,50 - - - 0,9246
5 7,50 30,00 62,50 - - - 0,9596
6 10,00 30,00 60,00 - - - 0,9845
7 5,00 30,00 - - - 65,00 0,8996
8 5,00 30,00 - - 65,00 - 0,985
9 7,50 30,00 - - 62,50 - 0,988

77



Calismamizin bundan sonraki tiim agsamalarinda 3 numaralit membran bilesimine
sahip biyosensor kullanilarak potansiyometrik ol¢timler gerceklestirildi. FCR-SPMB’ii
ile FCR ¢ozeltisinin derisimi 0,031 — 0,5 mol L konsantrasyon araliginda degisen
standart ¢oOzeltileri kullanilarak kalibrasyon c¢alismast yapildi. Elde edilen
potansiyometrik degerler ile potansiyel (mV) — zaman (s) grafigi olusturuldu (Sekil 4.9).
Grafikten FCR-SPMB dogrusal c¢alisma araligi ve tayin limiti gibi Onemli

potansiyometrik performans oOzellikleri belirlendi. Belirlenen dogru denklemi, E =

109,29 Log[FCR]+ 1673,1 ve R? = 0,9995 olarak elde edildi (sekil 4.10).
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Sekil 4. 9 FCR-SPMB’{in potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 10 FCR-SPMBii ile elde edilen FCR kalibrasyon egrisi



4.2.1 FCR-secici PVC membran biyosensoriiniin tayin limiti

Tayin limiti grafikteki iki dogrusal egimin kesistigi noktaya karsilik gelen
potansiyel degeri elde edilen dogru denkleminden hesaplandi. Potansiyometrik 6lgiimler
sonucunda FCR-SPMB, FCR ¢ozeltisinin derisimi 0,008 — 1 mol L™ konsantrasyon
araliginda her yar1 yariya seyreltme sonuncunda 50,0 + 3,0 mV/derisim’lik bir dogrusal
potansiyel degisim sergiledigi ve tayin limitinin 0,022 mol L oldugu hesaplandi. Sekil
4.11’de  FCR-SPMB’niin 0,008 - 1,0 mol L' konsantrasyon araligindaki

potansiyometrik davranisi verilmistir. Sekil 4.12°de ise, tayin limiti hesaplanmistir.
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Sekil 4. 11 FCR-SPMB’iin tayin limiti potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 12 FCR-SPMB’{in tayin limiti ve LOD degeri

4.2.2 FCR-se¢ici PVC membran biyosensoriiniin seciciligi

Bitki ekstraktlarinda bulunan ve antioksidan o6zellik gdstermeyen ve girisim
yapma ihtimali olan bazi organik ve inorganik tiirlerin varliginda FCR-SPMB cevabina
etkilerini belirlemek amaciyla segicilik katsayilari belirlendi. FCR-SPMB’niin
seciciliginin belirlenmesinde ayr1 ¢ozelti metodu kullanildi. Segicilik ¢alismalari igin
girisim yapan tiirlerin 1,0 x 10t — 1,0 x 10® mol L? derisim araligindaki ¢ozeltileri
kullanildi (Sekil 4.13). Olgiimlerden elde edilen veriler ile her iyonun 1,0 x 102 mol L*
derisiminde elde edilen potansiyel degeri asagidaki esitlikte (4.1) yerine yazilarak

secicilik katsayilart (K X%t) hesaplandi (Buck ve Lindner, 1994).

(Eg — EA)ZAF

t
logkPS =
98B RTIn10

+(1— Z—A)logaA (4.1)
ZB

aa = FCR’nin aktivitesi ag = Girisim yapan tiiriin aktivitesi Za = FCR’nin yiikii Zg =

Girisim yapan tiiriin yiikii



Hesaplanan segicilik katsayilar1 ¢izelge 4.6’da verilmistir. FCR-SPMB’{iniin bitki
eksraktlarinda girisim yapabilecek diger molekiillere ve farkli inorganik iyonlara gore

FCR’ne daha seg¢ici davrandigi acik¢a goriilmektedir.

Cizelge 4. 6 FCR-SPMB secicilik katsayilari

Girisim Ca* K* Na* Mg*? | Seker | Klorofil
Yapan Tiir
pot
Log Kiop) -8,35 -8,42 7,95 -9,64 9,21 9,02
Kﬁ’,‘éﬁe f 4,47x10° | 3,8x10° | 1,12x10°® | 2,3x107%° | 6,17x1010 | 9,55x10710

Cizelge 4.6 incelendiginde girisim yapacak tiirlerin varliginda FCR-SPMB’
FCR’ye yaklagik 10® - 10 kat daha secici davrandign gériilmektedir. Spektroskopik
Olciimlerde antioksidan aktivite gdstermeyip ancak calisilan dalga boyunda absorpsiyon
yapabilen tiirlerin girisimi s6z konusu olabilir. Bizim Onerdigimiz yontemde ise
biyosensoriin yiiksek seciciliginden dolayr bu tir maddelerin girisim etkilerinin

bulunmamasi bir Ustiinliiktir.
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Sekil 4. 13 FCR-SPMB’niin girisim yapan tiirlere verdigi potansiyel cevabi
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4.2.3 FCR-secici PVC membran biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

FCR-SPMB’niin kararligini belirlemek i¢in tekrar 6l¢iimler alindi. Bunun igin
FCR-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ¢alismas1 standart FCR ¢6zeltilerinin 0,031, 0,062 ve
0,125 mol L derisimlerinde sirasiyla tekrar olgiimler alinarak yapildi. Bir derisimden
diger bir derisim ¢ozeltisine gegislerde biyosensoriin yiizeyi yikandi ve temizlenerek
yapildi. Elde edilen veriler ile Potansiyel (mV) — zaman grafigi elde edildi. FCR-
SPMB’niin tekrarlanabilirlik grafigi Sekil 4.14’de goriilmektedir.
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Sekil 4. 14 FCR-SPMB’niin tekrarlanabilirligi

E,mV

Cizelge 4. 7 FCR-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ortalama ve standart sapma degerleri

FCR (mol L) Olciimler (MV)
1 2 3 4 5 X £ §*
0.125 1555 | 1555 | 1554 | 1555 | 1555 | 1554,6 + 0,55
0.062 1519 | 1520 | 1519 | 1520 | 1521 | 1520,2 + 0,84
0.031 1489 | 1490 | 1488 | 1490 | 1490 | 14892+ 1,10

*QOrtalama ve standart sapma degerleri belirli bir aralikta n = 5 igin verilmistir.

FCR-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ¢alismasinda elde edilen verilerle, c¢izelge

4.7°de ortalama standart sapma degerleri hesaplanarak gosterilmistir. Cizelge 4.7°de



FCR-SPMB’niin iyi bir tekrarlanabilirlik sergiledigi ve standart sapma degerlerinin az

oldugu goriilmektedir.

4.2.4 FCR-secici PVC membran biyosensoriiniin cevap zamam

Calismamizda FCR-SPMB’niin cevap zamanini belirleyebilmek i¢in 0,031 — 0.5
mol L™ konsantrasyon araligindaki standart FCR ¢ozeltileri kullanildi. Bir ¢ozeltiden
digerine gecislerde biyosensoriin dengeye ulasma siireleri dl¢iildii. Elde edilen veriler
kullanilarak Sekil 4.15’deki potansiyel (mV) — zaman grafigi elde edildi. FCR-
SPMB’iin hizli bir sekilde dengeye geldigi ve cevap zamaninin 45-50 saniye arasinda

oldugu bulunmustur.
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Sekil 4. 15 FCR-SPMB’niin cevap zamani

4.2.5 FCR-secici PVC membran biyosensériiniin potansiyometrik titrasyonu

Bu c¢alismada gelistirdigimiz FCR-SPMB’ii FCR ile Gallik asit ¢ozeltilerinin
titrasyonunda indikatdr elektrot olarak kullamldi. 0,5 mol L 50,0 mL FCR ¢ozeltisi
1,0x102 mol L Gallik asit ile titre edildi ve 21 mL Gallik asit eklenmesi sonucu
doniim noktasina ulasildi. Yapilan titrasyonda beklenen hacimde doniim noktasi elde
edilmistir. Titrasyon sonucu elde edilen grafik Sekil 4.16°da goriillmektedir. Titrant

ilavesi ile azalan FCR konsantrasyonundan dolay1 potansiyelde azalma meydana gelmis
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ve FCR tiikenene kadar devam etmistir. Titrasyonun son noktasindan once Olgiilen
potansiyel degerleri, eklenen tirandin miktar1 ile genel olarak logaritmik bir degisim
gOstermistir. Son noktadan sonra potansiyel cevabi, titre edilen FCR’nin disiik
konsantrasyonundan dolayi, hemen hemen sabit kalmaktadir. Bu ylizden, son nokta ve
cozeltideki FCR miktari titrasyon egrisinin iki dogrusal kisminin ekstrapolasyonu ile
dogru bir sekilde tayin edilebilecegini gostermektedir. Titrasyon grafiginden de
goruldiigi gibi, gelistirilen FCR-SPMB’i ile yapilan potansiyometrik titrasyonda

indikatdr elektrot olarak kullanilabilecegi anlagilmaktadir.
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Sekil 4. 16 FCR’nin Gallik asit ile titrasyonu

4.2.6 FCR-secici PVC membran biyosensoriiniin bitki ekstraktlarina

uygulanmasi

FCR-SPMB’ii gercek bitki numunelerinde toplam fenolik bilesik miktarlarinin
tayini i¢in kullanildi. Potansiyometrik olarak elde edilen sonuglar ile literatiirde
kullanilan spektrometrik FCR-GAE test sonuglari ile karsilastirildi. Deneylerde ti¢ farkli
kekik tiirti olan Origanum onites, Origanum bilgeri ve Thymus praecox metanol

ekstralar1 kullanilda.



Spektrometre 6l¢iimlerinde toplam fenolik bilesik miktar1 test sonuglart gallik
asit (mg/gr ekstrakt) esdegeri olarak verilmektedir. Bu nedenle bizde ¢alismamizda 0,5
mol L™? FCR ¢ozeltisine farkli derisimlerde (0,050 — 0,100 — 0,125 — 0,250 — 0,375 —
0,500 — 0,750 — 1,00 mg mL™) gallik asit ¢dzeltisi eklenerek potansiyel degerler elde
edildi. Elde edilen potansiyel degerler kullanilarak Sekil 4.17°deki FCR — gallik asit
kalibrasyon grafigi ¢izildi. Kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru denklemi (E=
0,0513 [GA] + 8,771) R? = 0,9996 kullanarak FCR — gallik asit esdegeri (FCR-GAE)
toplam fenolik bilesik miktar1 hesaplandi. Sonuglar bitki ekstraktinda toplam fenolik
miktar1 spektrometrik analizde oldugu gibi mg/g ekstrakt olacak sekilde hesaplandi.
Potansiyometrik ve spektrometrik yontemlerle elde edilen FCR-GAE test sonuglari

cizelge 4.8'de karsilastirmali olarak verilmistir.
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Sekil 4. 17 FCR — gallik asit kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4. 8 Potansiyometrik ve spektrometrik yontemlerle elde edilen FCR-GAE test

sonuglari

Spektrometrik yontem Potansiyometrik yontem
mg GAE/ Std. mg GAE/ td.
Egkstraktg Ortalama Sapma* Egkstraktg Ortalama szfp(rjna
384,03 394,00

Thymus =505 66 | 390,86 | 613 | 39385 | 39393 | 007

praecox
395,90 393,95

_ 100,32 101,92

Oﬂﬁggﬁm 101,40 | 101,76 | 1,65 | 100,08 | 10152 | 048
103,56 101,65

_ 166,13 179,82

Ogﬂ"iitggm 168,28 | 169,72 | 4,49 | 179,60 | 179,64 | 0,16
17476 179,50

*QOrtalama ve standart sapma degerleri belirli bir aralikta n = 3 igin verilmistir.

Cizelge 4. 9 Potansiyometrik ve spektrometrik yontemlerin Bagimsiz Orneklem T testi

sonuglari
Ortalamanin
%95 Giiven
Arahg
Ortalama
Sdt. En En _
Yéntem | mg GAE/g o | Arabk | | Sig. (p)
Bitki Ekstrakt | S2Pma Kiiciik | Yiiksek

Thymus | Spektrometrik 390,86 6,14 | 11,87 | 375,62 | 406,15

praecox |Potansiyometrik | 393,93 0,07 0,15 | 393,74 | 394,12 0477
Origanum | Spektrometrik 101,76 6,13 3,24 | 97,66 | 105,86 0.818
bilgeri | Potansiyometrik | 101,52 0,48 0,15 |100,31| 102,72 ’
Origanum | Spektrometrik 169,72 1,64 8,63 | 158,56 | 180,88 0.062

onites | Potansiyometrik| 179,64 0,16 0,94 |179,23| 180,05

*QOrtalama ve standart sapma degerleri belirli bir aralikta n = 3 i¢in verilmigtir.

Shapiro-wilk testi ile her bir grup i¢in normallik incelemesi yapildi. Sig. (p)>0,05
oldugundan normallik sarti saglanmuistir. Bu nedenle Bagimsiz Orneklem T testi
kullanilarak iki yontem ekstrakt ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark olup olmadigi
incelenmistir. Incelemeler sonucunda testlerin uygulamasinda anlamli bir fark olmadig
belirlenmistir (Sig. (p)>0.05). Ayrica gelistirdigimiz potansiyometrik yontem ile bitki

ekstraktlarinda diger yonteme gore daha diigiik standart sapma degerleri hesaplanmistir.




Hesaplarimizda elde ettigimiz bir diger onemli sonug: Onerdigimiz ydntemdeki
gozlemlerin araliginin diger yontemden diisiik olmasidir. Bu durum standart sapmanin
Onerdigimiz potansiyometrik yontemde daha diisiik ¢ikmasina sebep olmustur.

Dolayistyla 6nerilen yontem daha kararl bir yap1 izlemektedir.

Sonuglar incelediginde FCR-SPMB’ii ile elde edilen degerlerin spektroskopik
yontemde elde edilen degerlerle uyum iginde oldugu goriilmektedir. Ayrica FCR-
SPMB’ii ile potansiyometrik olarak ¢ok daha diisiik dersimlerde 6lgiim alinabildiginden
dolay1 spektroskopik yonteme oranla daha duyarli oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda
spektroskopik analizde standart sapma degeri ¢ok yiiksek elde edilmisken FCR-
SPMB’ii ile kesinligi daha net dl¢limler alinarak standart sapma degerlerinin ¢ok diisiik

oldugu belirlendi.

4.3 FRAP-secici PVC Membran Biyosensoriiniin Potansiyometrik Davramslar

FRAP testi i¢in gelistirilen kati—kontak PVC membran biyosensdrlerin, optimum
membran bilesim oranlar1 belirlendi. Bunun i¢in her bir bilesenin membran
karisimindaki orami degistirilerek biyosensdrlerin dogrusal ¢alisma araligi, tayin limiti,
korelasyon degeri (R?) gibi ozellikleri 6l¢iildii. Hazirlanan biyosensorlerin performans
ozellikleri cizelge 4.9’de ifade edilmistir. FRAP—secici PVC membran biyosensoriin
(FRAP-SPMB) optimum membran bilesim oranlari % 7,0 demir(Il)kuersetin, % 34,0
PVC, % 59,0 BEHS sahip 6 numarali membran karigimi oldugu belirlendi. FRAP—
SPMB’1li ¢ozelti ortaminda Fe(IIl) iyonuna karsi secici davranmaktadir. Bu nedenle
Ol¢lim mekanizmasi su sekildedir. Antioksidan 6zellige sahip tiirlerin Fe(lll) iyonunu
Fe(Il) iyonuna indirgemektedir ve bu etkilesim stokiyometrisi dikkate alinarak numune
ortamina eklenen ve miktari bilinen Fe(Ill) iyonundaki konsantrasyon azalmasina bagl

olarak demir indirgeme kapasitesi 6l¢iilmektedir.
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Cizelge 4. 10 FRAP-SPMB’niin % bilesim oranlar1 ve R? degerleri

Kue+Fe? PVC DEHA DBF BEHS R?
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

1 3.00 34.0 63 0.9846
2 5.00 34.0 61 - 0.9967
3 7.00 34.0 59 - 0.9933
4 3.00 34.0 - - 63 0.9865
5 5.00 34.0 61 0.9912
6 7.00 34.0 59 0.9993
7 3.00 34.0 63 - 0.9854
8 5.00 34.0 61 - 0.9917
9 7.00 34.0 59 - 0.9982

Calismamizin bundan sonraki tiim asamalarinda 6 numarali membran bilesimine
sahip biyosensor kullanilarak potansiyometrik dlctimler gerceklestirildi. FRAP-SPMB’ii
ile Fe(Il) ¢dzeltisinin derisimi 1,0x10T — 1,0x10° mol L konsantrasyon araliginda
degisen standart FeCls ¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon caligmasi yapildi (Sekil 4.
18). Elde edilen potansiyometrik degerler ile potansiyel (mV) — zaman (s) grafigi
olusturuldu. Belirlenen dogru denklemi, E = -42,6 Log[Fe*"]+ 1648,8 ve R? = 0,9993
olarak elde edildi. Potansiyometrik 6lgiimler sonucunda FRAP-SPMB’niin 1,0x10! —
1,0x10° mol L arasinda her on katlik derisim degisimi sonuncunda 43 + 1,0
mV/derisim’lik bir potansiyel degisim sergiledigi belirlendi. Sekil 4.18’de FRAP-
SPMB’niin potansiyometrik davranigi ve Sekil 4.19°de kalibrasyon egrisi verilmistir.
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Sekil 4. 18 FRAP-SPMB’iin potansiyometrik davranisi

E,mV
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Sekil 4. 19 FRAP-SPMB'ii ile elde edilen kalibrasyon egrisi

4.3.1 FRAP-secici PVC membran biyosensoriiniin tayin limiti

FRAP-SPMB’iin dogrusal c¢alisma araligit ve tayin limiti
potansiyometrik performans 6zellikleri belirlendi (Sekil 4.20). Tayin limiti grafikteki iki
dogrusal egimin kesistigi noktaya karsilik gelen potansiyel degeri elde edilen dogru

gibi

denkleminden hesapland: ve tayin limiti 8,0 x 10 mol L olarak hesaplandh.
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Sekil 4. 20 FRAP-SPMB’iin tayin limiti potansiyometrik davranisi
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Sekil 4. 21 FRAP-SPMB’niin tayin limiti

4.3.2 FRAP-secici PYVC membran biyosensoriiniin seciciligi

Bitki ekstraktlarinda bulunan ve antioksidan 6zellik gdstermeyen ve girisim
yapma ihtimali olan bazi organik ve inorganik tiirlerin varliginda FRAP-SPMB’niin

cevabmna etkilerini belirlemek amaciyla segicilik katsayilart belirlendi. FRAP-



SPMB’niin segiciliginin belirlenmesinde ayr1 ¢ozelti metodu kullanildi. Segicilik
calismalari icin girisim yapan tiirlerin 1,0 x 10— 1,0 x 10° mol L™ derisim araligindaki
cozeltileri kullanildi (Sekil 4.22). Olgiimlerden elde edilen veriler ile her iyonun 1,0 x
102 mol L? derisiminde elde edilen potansiyel degeri asagidaki esitlikte (4.1) yerine
yazilarak secicilik katsayilari (ng%t) hesaplandi (Buck ve Lindner, 1994).

(Eg — Ep)ZAF

pot _ Z
logKyp ==~ + (1 — ﬁ)logaA (4.1)

aa = Fe** iyonunun aktivitesi ag = Girisim yapan tiiriin aktivitesi, Za = Fe3* iyonunun

yiikii, Zg = Girigim yapan tiiriin yiikii

Hesaplanan segicilik katsayilari gizelge 4.10’da verilmistir. FRAP-SPMB’{iniin bitki
eksraktlarinda girisim yapabilecek diger molekiillere ve farkli inorganik iyonlara gore

Fe(III) iyonuna daha secici davrandigi acik¢a goriilmektedir.

Cizelge 4. 11 FRAP-SPMB’niin secicilik katsayilar

apun Tar | 109 Kbtany | Kitar,
Mg*? 6,98 1,05x107
K* -8,88 1,32x107°
Na* -7,45 3,55%x1077
Seker -5,73 1,86x10°
Klorofil -8,59 2,57x107°
Bi*3 -4,19 6,46x10°
Al*3 -4,14 7,24x107°
Cr* -4,19 6,46x107°
Fe+2 -4,44 3,63x107

Cizelge 4.10 incelendiginde girisim yapacak tiirlerin varliginda FRAP-SPMB’ii
Fe(IlI) iyonlarma yaklasik 10° — 10® kat daha secici davrandig1 goriilmektedir.
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Sekil 4. 22 FRAP-SPMB’niin se¢icilik davranisi

4.3.3 FRAP-secici PYC membran biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi

FRAP-SPMB’niin kararligini belirlemek i¢in tekrar dlgiimler alindi. Bunun i¢in

FCR-SPMB’niin tekrarlanabilirlik c¢alismasi standart Fe(Ill) ¢ozeltilerinin 1,0x1072,

1,0x107 ve 1,010 mol L1 derisimlerinde sirasiyla tekrar 6lgimler alinarak yapildi.

Bir derisimden diger bir derisim ¢ozeltisine gegislerde biyosensoriin yiizeyi yikandi ve

temizlenerek 6l¢iim yapildi. Elde edilen veriler ile Potansiyel (mV) — zaman grafigi elde

edildi. FRAP-SPMB’niin tekrarlanabilirlik grafigi Sekil 4.23’de goriilmektedir.
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Sekil 4. 23 FRAP-SPMB’niin tekrarlanabilirligi

Cizelge 4. 12 FRAP-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ortalama ve standart sapma degerleri



FeCls Olciimler (MmV)
(mol L) 1 2 3 4 | 5 X+ 8%
1,0x102 1564 | 1563 | 1564 | 1563 | 1564 1563,2+0,51
1,0x103 1521 | 1519 | 1520 | 1521 | 1520 1520,7+0,75
1,0x10* 1475 | 1474 | 1475 | 1474 | 1474 1474,3+0,82

*Ortalama ve standart sapma degerleri belirli bir aralikta n = 5 i¢in verilmistir.

FRAP-SPMB’niin tekrarlanabilirlik ¢alismasinda elde edilen verilerle, cizelge
4.11°de ortalama standart sapma degerleri hesaplanarak gosterilmistir. Cizelge 4.11°de
FRAP-SPMB’niin iyi bir tekrarlanabilirlik sergiledigi ve standart sapma degerlerinin az
oldugu goriilmektedir. FRAP-SPMB’niin membran yapisinda iyonofor olarak
kullandigimiz kuersetin-Fe(IT) kompleksi bes alti dlgiimden sonra Kkuersetin-Fe(l11)
kompleksine doniismektedir. Bu durumda 6lgiimlerde elde edilen potansiyel degerler
tersine donmektedir. FRAP-SPMB’i bu sefer Fe(Il) iyonuna karst duyarli hale
gelmektedir.

4.3.4 FRAP-secici PVC membran biyosensoriiniin cevap zamam

Calismamizda FRAP-SPMB niin cevap zamanini belirleyebilmek igin 1,0 x 107!
— 1,0 x 10° mol L? derisim araligindaki standart FeCls ¢ozeltileri kullanildi. Bir
cozeltiden digerine gegislerde biyosensoriin dengeye ulasma siireleri Olciildi. Elde
edilen veriler kullanilarak Sekil 4.24°deki potansiyel (mV) — zaman grafigi elde edildi.
FRAP-SPMB’iin hizli bir sekilde dengeye geldigi ve cevap zamanmin 40-45 saniye

arasinda oldugu bulunmustur.
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Sekil 4. 24 FRAP-SPMB’niin cevap zamani

4.3.5 FRAP-secici PYC membran biyosensoriiniin potansiyometrik titrasyonu

Bu c¢alismada gelistirdigimiz FRAP-SPMB’i FeClz ile Troloks ¢ozeltilerinin
titrasyonunda indikator elektrot olarak kullanildi. 1,0x10 mol L? 50,0 mL Troloks
cozeltisi 1,010 mol L FeCls ¢ozeltisi ile titre edildi ve 25,0 mL Fe(Ill) ¢ozeltisi
eklenmesi sonucu doniim noktasina ulasildi. Yapilan titrasyonda beklenen hacimde
doniim noktast elde edilmistir. Titrasyon sonucu g¢izilen grafik Sekil 4.25°de
goriilmektedir.  Yaklastk 8,0 mL titrant ilavesinden sonra artan Fe(lll)
konsantrasyonundan dolay1 potansiyelde artma meydana gelmis ve Troloks tiilkenene
kadar devam etmistir. Titrasyonun son noktasindan dnce 0Olciilen potansiyel degerleri ve
eklenen titrant miktari ile genel olarak beklenen bir degisim meydana gelmistir. Son
noktadan sonra potansiyel cevabi, eklenen titrantin 1,0x102 mol L konsantrasyonuna
ulastigindan dolayi, hemen hemen sabit kalmistir. Bu yilizden, son nokta ve ¢ozeltideki
tiirlerin miktarlar titrasyon egrisinin iki dogrusal kisminin ekstrapolasyonu ile dogru bir
sekilde tayin edilebilecegini gdstermektedir. Titrasyon grafiginde de goriildiigii gibi,
gelistirilen FRAP-SPMB’ii ile yapilan potansiyometrik titrasyonda indikator elektrot

olarak kullanilabilecegi ve FRAP’1n hesaplanabilecegi anlagilmaktadir.
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Sekil 4. 25 Troloksun Fe(I1I) ¢ozeltisi ile titrasyonu

4.3.6 FRAP-secici PVC membran biyosensoriiniin bitki ekstraktlarina

uygulanmasi

FRAP-SPMB’ii gergek bitki numunelerine uygulanarak FRAP-TE miktar 6lciildii.
Potansiyometrik olarak elde edilen sonuglar ile literatiirde kullanilan spektroskopik
FRAP-TE test sonuglar1 karsilastirildi. Deneylerde {i¢ farkli kekik tiirii olan Origanum

onites, Origanum bilgeri ve Thymus praecox metanol ekstraktlari kullanildu.

Spektrometre 6l¢iimlerinde toplam Fe(I1I) indirgeme giicii test sonuglar1 Troloks (mg/gr
ekstrakt) esdegeri olarak verilmektedir. Bizde calismamizda 8,0 mg mL? Fe(lll)
¢ozeltisine farkli derisimlerde (8,0, 6,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,50, 0,25 mg mL™) troloks
cozeltisi eklenerek potansiyel degerler elde edildi. Elde edilen potansiyel degerler
kullanilarak Sekil 4.26”deki Fe(lll) — troloks kalibrasyon grafigi ¢izildi. Kalibrasyon
grafiginden elde edilen dogru denklemi (E= 0,0353(TE) - 8,2832) R? = 0,9994
kullanarak Fe(lll) — troloks esdegeri (FRAP-TE) miktar1 hesaplandi. Sonuglar bitki
ekstraktinda FRAP sonuglari spektrometrik analizde oldugu gibi mg/g ekstrakt olacak
sekilde hesaplandi.
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Sekil 4. 26 FRAP-TE miktarinin kalibrasyon grafigi

Potansiyometrik ve spektroskopik FRAP-TE test sonuglari ¢izelge 4.12'de
karsilagtirmali olarak verilmistir. Sonuglar incelediginde FRAP-SPMB’ii ile elde edilen
degerlerin spektroskopik yontemde elde edilen degerlerle uyum icinde oldugu
gorilmektedir. Ayrica FRAP-SPMB’i ile potansiyometrik olarak c¢ok daha disiik
dersimlerde ol¢iim alinabildiginden dolay1 spektroskopik yonteme oranla daha hassas
oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda spektroskopik analizde standart sapma ¢ok degeri ¢ok
yiiksekken bizim calismamizda kesinligi daha net Ol¢limler alarak standart sapma c¢ok

diisiik oldugu belirlendi.

Cizelge 4. 13 FRAP Fe(III) indirgeme giicii testi potansiyometrik ve spektroskopik
yontemlerin kiyaslanmasi

Spektroskopi analizi Potansiyometri analizi
pmol TE/mg Ortalama std pmol TE/mg Ortalama std
eksrakt sapma* eksrakt sapma
h 7,14 6,92
Thymus 7,04 704 | 0,10 6,81 688 | 0,07
praecox
6,94 6,92
) 1,77 1,60
Origanum 1,72 173 | 004 1,48 159 | 011
bilgeri
1,70 1,71
] 3,39 3,18
Origanum 3,50 349 | 010 3,07 314 | 007
onites
3,60 3,18

*Ortalama ve standart sapma degerleri belirli bir aralikta n = 3 i¢in verilmistir.



Cizelge 4. 14 Potansiyometrik ve spektrometrik yontemlerin Bagimsiz Orneklem T testi

sonugclari
Ortalamanin
%95 Giiven
Araligi
mol TE/m
Bitki Yontem 3 Oeksrakt ) SaSp?:\'a* Aralik Kilizg?iik Yﬁir;ek Sig. (p)
rtalama
Thymus | Spektrometrik 7,04 0,10 | 0,20 | 6,79 | 7,28 0.077
praecox |Potansiyometrik 6,88 0,06 | 0,11 | 6,72 | 7,03 ’
Origanum | Spektrometrik 1,73 0,04 | 007 | 164 | 182 0.123
bilgeri | Potansiyometrik 1,59 0,11 | 0,23 | 1,33 1,88 '
Origanum Spektrometrik 3,49 010 | 0,21 | 3,23 | 3,75 0.008
onites | Potansiyometrik 3,14 0,07 | 0,12 | 298 | 331 ’

*QOrtalama ve standart sapma degerleri belirli bir aralikta n = 3 i¢in verilmistir.

Shapiro-wilk testi ile her bir grup i¢in normallik incelemesi yapildi. Sig. (p)>0,05
oldugundan normallik sart1 saglanmistir. Bu nedenle Bagimsiz Orneklem T testi
kullanilarak iki yontem ekstrakt ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark olup olmadigi
incelenmistir. incelemeler sonucunda Thymus praecox ve Origanum bilgeri bitkileri
icin yontem sonuglarinin ortalamalari arasinda anlamli bir fark olmadig belirlenmistir
(Sig. (p)>0.05). Ancak Origanum onites bitkisi i¢in yontem sonuglarinin ortalamalari
arasinda anlamli bir fark vardir (Sig. (p)<0.008). Bu sonuca gore potansiyometrik
yontemin Ol¢lim ortalamasi Spektronometrik yontemin Ol¢lim ortalamasindan daha
disik oldugundan daha kararli sonuglarin verildigi bir yontemdir. Ayrica
gelistirdigimiz potansiyometrik yontem tiim bitki ekstraktlarinda diger yonteme gore
daha diigiik standart sapma degerleri hesaplanmistir. Hesaplarimizda elde ettigimiz bir
diger onemli sonug: Onerdigimiz yontemdeki gdzlemlerin araligmnin diger yontemden
diisiik olmasidir. Bu durum satandart sapmanin Onerilen yontemde daha diisiik
cikmasina sebep olmustur. Dolayisiyla Onerilen yontem daha kararli bir yapi

izlemektedir.
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5 TARTISMA VE SONUC

Antioksidan molekiillerin, hiicre metabolizmasi sirasinda iiretilen serbest radikalleri,
Ozellikle reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklar1 onleyebilecegi iyi bilinmektedir. Insanlar antioksidanlarin bu etkilerinden
dolay1 oksidasyonu azaltan veya engelleyen polifenolik bilesikler, vitaminler ve
karotenoidler gibi antioksidan etkili yiyecek ve igecekleri tiiketmektedirler (Bartosz,
2013; Morales-Gonzalez, 2013; Bansal ve Kaushal, 2014; Shahidi, 2015; Das ve Eun,
2016). Bu amagla dogal iiriinlerden antioksidan kapasitesi yiiksek olanlarin tespit
edilebilmesi i¢in antioksidan aktivite testlerinin yapilmasi Onem arz etmektedir.
Literatiirde antioksidan aktivite tayini i¢in UV-Vis ve florometri gibi spektrofotometrik
yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Prior ve Cao, 1999; Davalos ve ark., 2004;
Huang ve ark., 2005; Magalhaes ve ark., 2008; Magalhaes ve ark., 2009; Craft ve ark.,
2012; Apak ve ark., 2013; Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013). Ancak bu yontemlerin
zaman alic1 6n iglemlerin olmasi ve yiiksek maliyetli pahali cihazlar1 gerektirmesi gibi
dezavantajlart bulunmaktadir. Ayrica bu yontemler, ¢esitli girisimlere yatkin olan ve
bulanik ¢ozeltilere de uygulanamamaktadir. Aksine, potansiyometrik dl¢im yontemler
pahali aletler gerektirmez ve potansiyometrik sensorlerin basit tasarimli, kimyasal inert
olmasi, saglamlik, yenilenebilirlik, uygun secicilik, hizl1 yanit siiresi, renkli ve bulanik
¢ozeltilerde uygulanabilirlik ve bilgisayarli otomasyon sistemlere adapte edilebilmesi
gibi pek ¢ok avantajlari bulunmaktadir (Ibrahim ve ark., 2004; Issa ve ark., 2005;
Santini ve ark., 2008; Abu-Shawish ve ark., 2011). Bitkilerin karmasik yapilar icermesi
ve antioksidan bilesiklerin birbiriyle etkilesimlerinden dolayi, maddelerin igerigindeki
antioksidan bilesiklerin 6zel olarak izolasyonu, tanimlanmasi uzun bir siire¢, pahali1 ve
zordur. Bu ylizden arastirmacilar antioksidan etkinligin hizli, giivenilir bicimde ve
dogrudan  Olgiilmesini  saglayabilecek  yontemler gelistirme arzusundadirlar.
Potansiyometrik temelli ISE’ler ile ¢6zelti ortaminda dogrudan oOlclimler

yapilabildiginden dolayr 6nem kazanmaktadir.

Onerdigimiz bu tez ¢alismasinda klasik analiz yontemlerindeki smirlamalar1 elimine
edecek daha ucuz, iyi calisma aralig1 olan, diisiik hacimlere uygulanabilen, hizli ve daha
kararli dl¢timler alinabilen mikro boyutlarda yeni tip potansiyometrik temelli tiimiiyle

kati-hal-kontak PVC membran biyosensorler gelistirildi. Bitki ekstraktlarinda



antioksidan maddelerin varligini tespit etmek amaciyla DPPH, FRAP ve FCR testlerinin
her biri i¢in ayr1 ve segici biyosensorler tasarlandi. Gelistirilen antioksidan—segici

biyosensor ile elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

DPPH- radikal giderme aktivite testi i¢in; timiiyle kati kontak PVC membran
potansiyometrik biyosensor gelistirildi. PVC membran yapida iyonofor olarak Gallik
asit kullanildi. Hazirlanan biyosensdrlerin potansiyometrik performans o6zellikleri
incelendi. Performans Ozellikleri belirlenen DPPH-SPMB’1i ile bitki ekstraktlarinda
DPPHe- giderme aktivite testlerinde kullanilip kullanilamayacagi da arastirilmis ve elde
edilen sonuglara gore c¢alismada Onerilen DPPH-SPMB’iiniin basarili bir sekilde
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. DPPH-SPMB’ii ile potansiyometrik olarak elde
edilen sonuglar ile literatiirde kullanilan spektroskopik DPPH-RSA test sonuglar
karsilastirildi. Potansiyometrik 6l¢iimle elde edilen degerlerin spektroskopik yontemde
elde edilen degerlerle uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir. Ayrica DPPH-SPMB’ii ile
potansiyometrik olarak cok daha diisiik dersimlerde Slglim alinabildiginden dolayi
spektroskopik yonteme oranla daha hassas oldugu bulundu. Standart DPPHe ¢ozeltileri
kullanilarak Olgiilen absorban sonuglari, spektroskopi yonteminin tayin limiti (LOD)
degerinin potansiyometrik yonteme gore oldukca yiiksek oldugu bulunmustur.
Gelistirilen DPPH-SPMB’ii 18,75 — 300 mg L konsantrasyon araliginda dogrusal bir
potansiyel degisim sergilemis ve R? degeri 0,9984 elde edilmistir. Tayin limitinin 15,75
mg L ve potansiyel farklarin da yaklasik 28,0 + 2,0 mV/derisim oldugu bulunmustur.

Gelistirilen DPPH-SPMB’i ii¢ farkli bitki ekstraktina basarili bir sekilde
uygulanmis ve DPPHe giderme aktivitelerin hesaplanmasi i¢in potansiyometrik
yonteme uyarlanmis yeni bir esitlik (3.1) tiiretilmistir. Bu esitlik kullanilarak bitki
ekstraktlarinin DPPHe giderme aktiviteleri basarili bir sekilde hesaplanmistir. Sonug
olarak DPPHe giderme aktivite tayini i¢in kolay uygulanabilir, basit, diisiik maliyetli ve
hassas Ol¢lim yapilabilen alternatif olabilecek bir metot gelistirildi. DPPH-SPMB’ii ile
potansiyometrik olarak elde edilen sonuglar ile literatiirde kullanilan spektroskopik
DPPH-RSA test sonuglari karsilastirildi. Potansiyometrik 6l¢iimle elde edilen degerlerin

spektroskopik yontem ile elde edilen degerlerle uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir.
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FCR toplam fenolik bilesik testi i¢in; tiimiiyle kati kontak PVC membran
potansiyometrik biyosensor gelistirildi. Spektroskopik yontemde FCR toplam fenolik
bilesik testinin temeli FCR igerigindeki tungsten ve molibdenin indirgemesi temeline
dayanmaktadir. Bizim gelistirdigimiz potansiyometrik yontemde de ¢ozelti ortaminda
antioksidan tiirlerin  varliginda ortamdaki FCR’yi indirgemesi ve ortamda
indirgenmeden kalan FCR miktar1 Olgiilerek toplam fenolik bilesik miktar1 tayin
edilmistir. FCR toplam fenolik bilesik testi i¢in gelistirilen biyosensoriin PVC membran
yapisinda iyonofor olarak yine Gallik asit kullanilmistir. Hazirlanan biyosensorlerin
potansiyometrik performans 6zellikleri incelenmis ve bitki ekstraktlarinda FCR toplam
fenolik bilesik testlerinde kullanilip kullanilamayacagi da arastirilmis ve elde edilen
sonuglara gore Onerilen FCR-SPMB’iliniin basarili bir sekilde kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir. FCR-SPMB’ii ile elde edilen degerlerin spektroskopik yontemde
elde edilen degerlerle uyum icinde oldugu goriilmektedir. Literatiirde kullanilan
spektroskopik yonteme kiyasla daha az kimyasal sarfiyati, kisa reaksiyon siiresi ve daha
pratik uygulanabilirligi yoniinden avantajlart bulunmaktadir. Ayrica FCR-SPMB’1i ile
potansiyometrik olarak cok daha diisiik dersimlerde 6lglim alinabildiginden dolayi
spektroskopik yonteme oranla daha duyarli oldugu belirlendi. Ayni zamanda
spektroskopik analizde standart sapma degeri c¢ok yiiksek elde edilmisken FCR-
SPMB’ii ile kesinligi daha net 6lgiimler alinarak standart sapma degerlerinin ¢ok diisiik
oldugu belirlendi. Gelistirilen FCR-SPMB’ii ile FCR ¢ozeltisinin derigimi 0,031 — 0,5
mol L konsantrasyon araliginda dogrusal ve yaklasik 50,0 + 2,0 mV/derisim’lik bir
potansiyel fark sergilemis, tayin limiti 0,022 mol L™ ve R? degeri 0,9996 elde edilmistir.

Gelistirilen FCR-SPMB’ii ii¢ farkli bitki ektsraktina basarili bir sekilde
uygulanmis ve FCR toplam fenolik bilesik miktarlar1 potansiyometrik yontemle gallik
asit esdegeri olarak sonuglar hesaplanmistir. Sonug olarak FCR toplam fenolik bilesik
tayini i¢in kolay uygulanabilir, basit, diisiik maliyetli ve hassas Ol¢lim yapilabilen
alternatif olabilecek bir metot gelistirildi. FCR-SPMB’1i ile potansiyometrik olarak elde
edilen sonuclar ile literatiirde kullanilan spektroskopik FCR toplam fenolik bilesik
sonuclar1 karsilagtirildi. Potansiyometrik dl¢iimle elde edilen degerlerin spektroskopik

yontemde elde edilen degerlerle uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir.



FRAP demir(lll) indirgeme aktivite testi i¢in, timiyle kati kontak PVC
membran potansiyometrik biyosensor gelistirildi. Spektroskopik yontemde FRAP
demir(I1l) indirgeme aktivite testinin temeli Fe(lll) iyonununun Fe(ll) iyonuna
indirgemesine dayanmaktadir. Bizim gelistirdigimiz potansiyometrik yontemde de
cozelti ortaminda antioksidan tiirlerin varliginda ortamdaki Fe(IIl) iyonunu Fe(II)
iyonuna indirgemesi sonucu ortamda indirgenmeden kalan Fe(lll) iyon aktivitesi
Olclilerek demir(Il) indirgenme aktivitesi degerlendirilmistir.  FRAP demir(III)
indirgeme aktivite testi i¢in gelistirilen biyosensoriin PVC membran yapisinda iyonofor
olarak kuersetin-demir(I) kompleksi kullanilmistir. Hazirlanan biyosensorlerin
potansiyometrik performans oOzellikleri incelenmis ve bitki ekstraktlarinda FRAP
demir(111) indirgeme aktivite tayininde kullanilip kullanilamayacag: da arastirilmis ve
elde edilen sonuglara goére Onerilen FRAP-SPMB’iiniin basarili  bir sekilde
kullanilabilecegi sonucuna varimistir. FRAP-SPMB’i ile elde edilen degerlerin
spektroskopik yontemde elde edilen degerlerle uyum i¢inde oldugu goriilmektedir.
Literatiirde kullanilan spektroskopik yonteme kiyasla daha az kimyasal sarfiyati, kisa
reaksiyon siiresi ve daha pratik uygulanabilirligi yoniinden avantajlari bulunmaktadir.
Ayrica FRAP-SPMB’ii ile potansiyometrik olarak ¢ok daha diisiik dersimlerde 6l¢iim
aliabildiginden dolay1 spektroskopik yonteme oranla daha duyarli oldugu belirlendi.
Ayn1 zamanda spektroskopik analizde standart sapma degeri ¢ok yiiksek elde
edilmisken FRAP-SPMB’ii ile kesinligi daha net olgiimler alinarak standart sapma
degerlerinin ¢ok diisiik oldugu belirlendi. Gelistirilen FRAP-SPMB’i ile Fe(lll)
¢ozeltisinin derisimi 1,0x10* — 1,0x10° mol L konsantrasyon araliginda dogrusal ve
yaklasik 43 + 1 mV/derisim’lik bir potansiyel fark sergilemis, tayin limiti 8,0 x 105 mol
L ve R? degeri 0,9993 elde edilmistir.

Gelistirilen FRAP-SPMB’i ¢ farkli bitki eksraktina basarili bir sekilde
uygulanmis ve FRAP demir(Ill) indirgeme aktivite testi potansiyometrik yontemle
troloks esdegeri olarak sonucglar hesaplanmistir. Sonu¢ olarak FRAP demir(III)
indirgeme aktivite testi i¢in kolay uygulanabilir, basit, diisiik maliyetli ve hassas 6l¢lim
yapilabilen alternatif olabilecek bir metot gelistirildi. FRAP-SPMB’i ile
potansiyometrik olarak elde edilen sonuglar ile literatiirde kullanilan spektroskopik

FRAP demir(Ill) indirgeme aktivite testi sonuglart karsilastirildi. Potansiyometrik
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Olciimle elde edilen degerlerin spektroskopik yontemde elde edilen degerlerle uyum

i¢inde oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak bu tez ¢alismamizda DPPHe giderme aktivite, FCR toplam fenolik
bilesik ve FRAP demir(Ill) indirgeme aktivite testleri i¢in potansiyometrik temelli
biyosensorler gelistirildi ve literatiire yeni alternatif antioksidan aktivite tayin
yontemleri kazandirilmig oldu. Gelistirilen antioksidan-segici biyosensorler kolay
tasarim edilmesinin yani sira, ekonomik, hizli cevap zamani, segici, tayin limitleri diisiik
ve tekrarlanabilir sonuglar sergilemektedir. Ayrica pahali, daha fazla zaman, deneyimli
personel, pahali 6l¢iim sistemleri ve laboratuvar kosullar1 gerektiren karmasik 6l¢iim
tekniklerine gore Onerilen yontemlerin daha kolay uygulanabilir avantajlara ve alternatif
olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir. Caligmada Onerilen

yontemlerin literatiire nemli bir katki saglayacagi aciktir.
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