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: 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonat)
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: Balik ekstrakt1
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. Katesin
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OZET

YUKSEK LiSANS

POLIFENOLLERIN TiYOLLER ve PROTEINLERLE ETKILESIMININ BAZI
ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYIN YONTEMLERINE ETKISi

Ash Neslihan AVAN

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Do¢. Dr. Sema DEMIRCI CEKIC

Polifenollerin toplam antioksidan kapasitelerini (TAC) veya aktivitelerini belirlemeye
yonelik laboratuvar ¢alismalar1 bu bilesiklerin biyoyararliliklar1 konusunda fikir verse
de gidalarin kompleks bilesimleri, birlikte tiiketildigi diger besinlerin yapilari, viicuttaki
bir takim metabolik faaliyetler nedeniyle viicuda alinan polifenoller aslinda baska
bilesikler ile etkilesim halindedir. Ozellikle proteinler ile polifenoller arasindaki
etkilesim bu acidan degerlendirilmelidir. Gidalarda bulunan polifenoller, tiikiiriik
proteinleri, bagirsaklarda bulunan proteinler, sindirim enzimleri ile etkilesime
girmelerinin yaninda viicut igerisinde plazma proteinlerine baglanarak tasinirlar. Protein
yapist igerisinde yer alan ve antioksidan ozellik gdsterdigi bilinen tiyoller de yine
polifenoller ile etkilesimleri agisindan dikkatle degerlendirilmesi gereken bilesiklerdir.

Bu caligmada siklikla kullanilan antioksidan kapasite/aktivite tayin yontemleri olan
CUPRAC yo6ntemi protein tayini i¢in modifiye edilmis haliyle, ABTS/Persiilfat radikal
stipirme yontemi FRAP ve DPPH yontemi kullanilarak proteinlerle polifenoller
arasindaki etkilesimler incelenmistir. Antioksidan aktivite/kapasite tayin yontemlerine
ilave olarak tiyol tayin yontemi olan Ellman ve daha 6nce katesin tayininde kullanilan
nano boyutta titanyum dioksit tizerinde indofenol boyasi olusumuna dayanan yontem
kullanilmistir. Segilen ¢esitli polifenoller ve proteinlere ayr1 ayr1 ve karisim halinde
yontemler uygulanarak toplamsalliklar incelenmistir. Bunun sonucunda yiizde hata
degerlerinin CUPRAC yonteminde -0,40 ila -29,27, ABTS yonteminde -21,06 ila 0,20
arasinda degistigi goriilmiistiir. Kat1 faz iizerinde indofenol olusumuna dayanan tiyol
tayininde ve DPPH yonteminde %?20’nin iizerinde hatalar gozlenmistir. FRAP
yonteminde ise tiyol iceren karisimlarda sonuglarda c¢ok biiyiikk pozitif hatalar

X



belirlenmistir. Bu da herhangi bir ara bilesik olusumu ya da kovalent baglanma
olasiliginin diisiik oldugunu gosterirken sonuglardaki farkliliklarin deneysel kosullar ve
kullanilan yontemlerin uygunluguna bagli oldugu ifade edilebilir.

Aralik 2014, 68 sayfa.

Anahtar kelimeler: Tiyol, Polifenol, Antioksidan, CUPRAC, ABTS, Ellman
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SUMMARY

M. Sc. THESIS

THE EFFECTS of INTERACTIONS of POLYPHENOLS with THIOLS and
PROTEINS on CERTAIN METHODS of ANTIOXIDANT ACTIVITY
DETERMINATIONS

Ash Neslihan AVAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Chemistry

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Sema DEMIRCI CEKIC

Laboratory studies which aim to determine total antioxidant capacity (TAC) or activity
give an idea on the bioavailability of polyphenols, due to complex composition of food,
structure, other nutrients consumed together, metabolic activities in the body the reality
of ingested polyphenols actually interact with other compounds should be noted.
Especially the interaction between proteins and polyphenols must be considered in this
respect. Polyphenols found in food not only interact with salivary or alvine proteins and
digestive enzymes but also they are transported via binding to plasma proteins in the
body. Thiol compounds, contained in the protein structure and known with their
antioxidant properties, need to be carefully evaluated in terms of their interaction with
polyphenols.

In this study the protein-polyphenol interactions were investigated by common methods
used for determination of antioxidant activity/capacity namely modified CUPRAC
method, ABTS/Persulfate radical scavencing assay, FRAP assay and DPPH. In addition
to antioxidant activity/capacity methods, to determine thiol compounds Ellman and a
method based on indophenol dye formation on indophenol dye formation on nano-sized
TiO, method, which mentioned in our previous study for determination of catechin,
were used. These methods were applied to selected various of polyphenol compounds
and reaction system which consists of only protein/thiol or their mixture were
examined. Observed error% values were ranged between -0,40 and -29,27 ; -21,06 and
0,20 for CUPRAC, ABTS methods respectively. For DPPH and thiol determination
method based on formation of indophenol dye on solid phase the observed error%
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values were above 20%. Additionally in FRAP method great pozitive errors were
determined for thiol containing mixtures. The results showed that the possibility of
formation of intermediate products and covalent binding between thiols and protein or
polyphenols were very low. The differences among the results can be expressed as
variations in experimental conditions and suitability of the used methods for related
samples.

December 2014, 68 pages.

Keywords: Thiol, Polyphenol, Antioxidant, CUPRAC, ABTS, Ellman
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1. GIRIS

Gidalarda bulunan polifenoller, antioksidan, anti-kanserojen &zelliklere sahip olup bu
dikkat c¢ekici biyolojik fonksiyonlar1 nedeniyle saglik agisindan biiylik bir potansiyele
sahiptirler. Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, osteoporoz, ndrodejeneratif
bozukluklar ve diyabet gibi ¢esitli saglik problemlerinin 6nlenmesindeki olas1 rolii
nedeniyle 6zel bir ilgi alanina sahiptirler. Polifenoller gida yoluyla en ¢ok alinan
antioksidanlardir. Yaklagik 1 g/giin’liik tiiketimleriyle antioksidan olarak kabul edilen

tiim diger fitokimyasallardan fazla tiiketilirler [1].

Gidalarda bulunan ¢esitli polifenollerin biyoyararhiliklarina ait pek c¢ok caligma
mevcuttur. Gidalarda bulunan polifenoller, tiikiiriik proteinleri, bagirsaklarda bulunan
proteinler, sindirim enzimleri ile etkilesime girmelerinin yaninda viicut igerisinde
plazma proteinlerine baglanarak tasmirlar. Polifenollerin proteinler ile ¢dziinebilen ya
da ¢oziinemeyen ¢esitli kompleksler olusturduklar1 da yine literatiirde yer alan bir

gercektir [2].

Fenolik ve protein yapidaki antioksidanlar bulunduklar1 gidalarda yapilarini
koruyabilirken, viicuda alindiklarinda sindirim yolunda birtakim yapisal degisikliklere,
etkilesimlere maruz kalabilmektedirler. Bu durum, etkilesmenin nasil oldugu ve
antioksidan aktivitelerinin ne durumda oldugu sorusunu giindeme getirmektedir.

Literatiirde bu etkilesimlerle ilgili ¢esitli arastirmalar mevcuttur.

Arts ve ark. . a-, B-, ve Kk-kazein veya albiimin ile yesil ve siyah caym c¢esitli
bilesenlerinin antioksidan kapasitesini % 20'ye kadar maskeledigini gostermistir. Bu
maskeleme miktar1 hem kullanilan proteine hem de flavonoide bagl olarak degistigini
en fazla maskeleme etkisinin B-kazein ile siyah ve yesil cay bilesenlerinden

epigallokatesin galat ve gallik asit kombinasyonu halinde olustugunu belirtmislerdir [3].



Lorenz ve ark. tarafindan benzer sekilde siyah caya inek ya da soya siitii ilave
edildiginde damar basincini azaltic1 etkisinde azalma goriilmiis. Her iki durumda da,
maskeleme etkileri prolince zengin kazein ve soya proteinleri ile flavan-3-ol’lerin

dogrudan komplekslesmesiyle ilgili oldugu gosterilmistir[4].

Arts ve ark.,, Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite tayin yontemini kullanarak,
kuersetin, rutin ve (+)-katesinin antioksidan kapasitesinin kan plazmasinda toplamsal
olmadigmi gostermistir. Bu durum, antioksidan ve plazma proteinleri arasindaki
etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Proteine baglanan a-tokoferol'iin antioksidan

kapasitesinin etkilesim sonucu degismedigi belirtilmistir [5].

Gallo ve ark. tarafindan siit proteinleri ve kakao polifenollerinin etkilesimi incelenmis.
Polifenol / protein etkilesimi ile toplam antioksidan kapasitesindeki degisimi 6lgmek
icin, polifenoller ve kakao ekstrakti ile kazein, peyniralti suyu proteinleri ya da B-Lg’e
inkiibasyondan sonra ABTS yontemi uygulanmis, Kazein/polifenol karisiminin, 24 saat
inkiibasyondan sonra antioksidan aktivitesinin 6nemli miktarda diisiis gosterdigi

belirtilmistir[6].

Yapilan c¢alismada antioksidanlarin toplam antioksidan kapasiteleri, bakir(IT)-
neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) reaktifi (Cu(ll)-Nc¢) kullanilarak genel adi
‘bakir (I1) iyonu indirgeme antioksidan kapasite’ olan CUPRAC yontemi proteinlerin
antioksidan 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilmak {izere modifiye edilmis sekliyle,
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak yararlanilan potasyum
persiilfatla 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin- 6-siilfonat) (ABTS)’in oksidasyonu
sonucu iiretilen ABTS™ radikal katyonlarmmn kullanildigi ABTS/Persiilfat radikal
siipiirme yontemi,DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve FRAP (Demir (III) iyonu

Indirgeyici Antioksidan Giicii) yontemi ile belirlendi.

Bu caligmada yukarida belirtilen siklikla yararlanilan antioksidan tayin yontemleri
kullanilarak polifenollerin tiyoller ve proteinlerle etkilesimi arastirilmistir. Secilen
antioksidan tayin yontemleri polifenollere tek baslarina, protein ve/veya tiyol bilesikleri

varliginda uygulanarak aradaki farklar incelendi. Yapilan calisma ile kullanilan



yontemlerin kompleks matrikslerde antioksidan tayininde ne derecede duyarli oldugu

ortaya konmustur.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.POLIFENOLLER

Polifenoller dogal olarak 8000'den fazla ¢esidiyle biiyiik 6l¢iide meyve, sebze, tahil ve
iceceklerde bulunmaktadir. Uziim, elma, armut, kiraz ve ¢ilek gibi meyvelerin 100
gram1 200-300 mg'a kadar polifenol icerir. Bu meyvelerden elde edilen iriinler de
onemli miktarda polifenol igermektedirler. Genellikle bir bardak kirmizi sarap veya bir

fincan ¢ay veya kahve yaklasik 100 mg polifenol igerir.

Polifenoller bitkilerin sekonder metabolitleridir ve genellikle ultraviyole radyasyona

veya patojenlere kars1 savunucu rol oynarlar[7,8].

Son 10 yil i¢inde, arastirmacilar ve gida iireticileri polifenollerle giderek daha fazla
ilgilenmeye baslamiglardir.  Bu ilginin baslica nedeni, besinlerde bol miktarda
bulunmasi, kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi oksidatif stres ile
iligkili ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesindeki rolii, polifenollerin antioksidan 6zelliklerinin
anlasilmasidir. Yapilarinda bulunan fenol halkalarmin yapisal elemanlarma ve
birbirlerine baglanma sekillerine gore farkli gruplarda smiflandirilabilirler. Fenolik
asitler, flavonoidler, stilbenler ve lignanlar. Fenolik asitler hidroksi benzoik ve hidroksi
sinnamik asitler olarak ikiye ayrilir. Iki aromatik halkanmn (A ve B) 3 karbon atomu ve
bir oksijenden olusan hetrosiklik bir bagka halka tarafindan baglanmasiyla olusan
flavonoidler ayrica alt1 alt siifa ayrilir: flavonoller, flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar,

antosiyanidinler ve flavanoller [9].
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Dogal polifenoller fenolik asitler gibi basit molekiillerin yani sira tanenler gibi son
derece polimerize bilesikler de olabilirler. Bagl sekerler monosakkarit, disakkarit ya da
oligosakkarit olabilir. Glikoz en sik seker kalntisidir ancak galaktoz, ramnoz, ksiloz ve
arabinoz’un yani sira, glukuronik ve galakturonik asit de bulunmaktadir. Karboksilik
asit, organik asitler, aminler ve lipidler gibi diger bilesikler ve diger fenoller ile

baglantilar da yaygindir [7].

2.1.1. Gidalarda Polifenoller

Polifenoller bitkisel gidalar (sebzeler, tahillar, baklagiller, meyve, findik, vb) ve
iceceklerde (sarap, bira, cay, kakao, vb) hemen hemen her yerde vardir. Polifenol
seviyeleri ayn1 tiiriin cesitleri arasinda bile biiyiik dlciide degisir. Ornegin, flavon ve
flavonol glikozitlerin olusumu biiyiik 6lglide 1518a baghdir; bu nedenle, bu bilesikler
yiliksek konsantrasyonlarda yaprak ve bitki dig kisminda yer alirlarken bitkilerin yer
altinda bulunan kisimlarinda ise eser miktarda bulunur. Bitkisel gidalarda polifenollerin
varlig1 biiyiik 6lciide genetik faktorler ve ¢evre kosullarindan etkilenir. Ayn1 zamanda
cimlenme, olgunluk derecesi, isleme ve depolama gibi diger faktorler de bitkilerin

fenolik icerigini etkiler.

Gidalardaki polifenoller acilik, burukluk, renk, tat, koku ve oksidatif stabiliteye katkida
bulunabilir. Isleme ya da depolama srasinda polifenollerin oksidasyonu gida
iiriinlerinde yararl1 ya da istenmeyen dzelliklere neden olur. Ornegin, kakaonun islenme
asamasinda esmerlesmesi ya da siyah cay imalati sirasinda ¢ay polifenollerinin
polimerizasyonu gibi oksidatif degisimler arzu edilen organoleptik 6zelliklerin
gelistirilmesine neden olurlar. Aksine, (polifenol oksidaz ile katalize edilen) fenolik
bilesiklerin enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlar1 sebzelerde

istenmeyen renk ve lezzet olusumuna neden olurlar[7,8].

2.1.2. Polifenolik Bilesiklerin Biyoyararlanimi

Kisinin yalniz giinliik ne kadar polifenol aldigini degil ayn1 zamanda tiiketilen bu
polifenollerin biyoyararlanimi bilmek de 6nemlidir. Polifenollerin besinsel dnemi ve
olast sistemik etkileri biiyiik 6l¢iide sindirim sistemindeki davranislarina baglhdir. Farkli

kimyasal yapiya ve ¢oziiniirliige sahip olan polifenolik bilesikler kullanilarak yapilan in



vivo ve in vitro ¢aligmalarda bu polifenolik bilesiklerin sindirimi, fermantasyonu ve

mide-bagirsak yolu i¢inde emiliminin farkli oldugu goriilmiistiir.

Gida fenoliklerinin emilimini ve metabolizmasint 6ncelikle kimyasal yapisi belirler.
Glikozilasyon / agilasyonu derecesine, temel yapiya (Ornegin, benzen ya da flavon
tiirevleri), diger fenoliklerin konjugasyonu, molekiiler boyutu, polimerizasyonun

derecesi ve ¢oziiniirlik gibi faktorlere baghdir[9].

Bu ve bunun gibi biyoyararlanimi etkileyen c¢esitli faktorler asagidaki tabloda
gosterildigi gibidir[10].

Tablo 2.1: Biyoyararlilig1 etkileyen faktorler.

Biyoyararhhg: Etkileyen Faktorler
Antioksidana Bagh Faktorler
-Kimyasal yapisi, bagl bulundugu sinif
-Tiird veya formu

-Gidadaki konsantrasyonu

-Viicuda alinan miktar

-Diger maddelerle etkilesimi

Gidaya/Hazirlama Sekline Bagh Faktorler
-Gida matriksinin 6zellikleri

-Gida isleme yontemi

-Yag, protein, lesitin gibi emilimi olumlu yonde
etkileyen maddelerin varligt

-Lif, kelatlama ajanlar1 gibi emilimi olumsuz yonde
etkileyen maddelerin varligt

-Depolama siiresi

Kisinin Ozelliklerine Bagh Faktorler

-Kisinin gecirmis oldugu rahatsizliklar

-Yasi1 ve cinsiyeti

-Genetik ve hormonal 6zellikleri

-Beslenme ve antioksidan durumu

-Bagirsagin mikroflorasi ve HCI ve enzim salgilanmasi
-Bagirsaktaki enzim aktivitesi

D1s Faktorler
-Farkli ortamlara maruz kalma
-Gidanin temin edilebilirligi




2.2. PROTEINLER

Proteinler canli organizmanin ¢ok énemli bir par¢asini olustururlar. Yapilarinda karbon
hidrojen, oksijen yaninda azot da bulunur. Proteinler, amino asitlerin belirli tiirde, belirli
sayida ve belirli dizilis sirasinda karakteristik diiz zincirde birbirlerine kovalent

baglanmasiyla olusmus polipeptitlerdir. Proteinler, amino asitlerin polimerleridirler.

Proteinler biiyiikk molekiillii maddelerdir. Molekiil agirliklar1 birka¢ bin ile milyon
Dalton arasinda degisir, sekilleri lifsel, oval, veya kiiresel olabilir. Yapilar1 esas
itibariyle homojen ve basittir. Genel olarak amorf maddelerdir, fakat bazt hormon ve

enzimlerde goriildiigii gibi kristal halde de olabilirler.

2.2.1. Protein Molekiillerinin Yapis1 ve Konformasyonu

Proteinlerde birincil (primer), ikincil (sekonder), tgiincil (tersiyer) ve dordiinciil

(kuarterner) yap1 diye dort yap1 tanimlanir:

2.2.1.1. Birincil (Primer) Yapt
Primer yap1 amino asitlerin bir araya gelerek peptid zincirleri meydana getirmeleriyle
olugsur. Primer yapiyr meydana getiren peptid zincirleri, i¢lerinde yer alan amino

asitlerin cinsleri, sayilar1 ve siralaniglarina gore degisik 6zellikler gosterirler.

2.2.1.2. Ikincil Yap1 (Sekonder Yapy)

Primer yapmin meydana getirdigi polipeptid zincirleri degisik konfigiirasyonlar
gosterebilir. Bir konfiglirasyonun yeterince dayanikli olmasi ve belirli seklini muhafaza
etmesi hidrojen baglar1 ile miimkiin olur. Hidrojen baglari, peptid baglarinin — NH
gruplar1 ile diger peptid baglarmin C = O gruplan arasinda meydana gelen baglardir.
Ikincil yapmm belli bash iki &rnegi vardir. Bunlardan birisi alfa-heliks denen ayni
peptid zincirinin bir eksen etrafinda helezoni bir sekilde kivrilmasi ile meydana gelen
yap1 sekli digeri ise ayr1 iki veya daha fazla sayida polipeptid zincirinin hidrojen baglar1
ile birbirleri ile birlesmesi suretiyle meydana gelen tabaka seklindeki beta
konfigiirasyonudur. Her iki yapida da konfigiirasyonun bi¢im ve dayaniklilig1 hidrojen
baglar ile saglanir. Ancak tabaka seklinde s6z konusu olan hidrojen baglart zincirler
aras1 baglar (inter chain), alfa - heliks konfigiirasyonunda s6z konusu olan baglar ise

zincir i¢i (intra chain) hidrojen baglarindan ibarettir.



2.2.1.3.Ugiinciil (Tersiyer)Yapi
Protein molekiiliiniin yuvarlak veya elipsoid bir sekil alabilmesi i¢in ikinci yapiy1
meydana getiren alfa veya beta konfigiirasyonlarinin uzayda daha ileri katlanmas1 veya

yumak seklinde sarilmasi gerekmektedir.

Bir proteinin tersiyer yapisinin olusmasina ve bu yapinin siirdiiriilmesine, primer ve
sekonder yapinin olusmasina katilan baglardan baska Van der Waals ¢ekim kuvvetleri
ve iyon baglar1 da katilir. Boylece, ii¢ boyutlu, tam konformasyonlu ve yogunlagmis

protein molekiilii meydana gelir.

Ugiincii yap1, globuler veya oval bir protein molekiiliinde oldugu kadar, sa¢ gibi lifsel

yap1 gosteren bir proteinde de goriilebilir.

2.2.1.4.Dordiinciil (Kuaterner) yapt
Bu yap1 daha ¢ok proteinin polimerizasyonunu yansitir. Bir proteinin kuarterner yapisi,
primer, sekonder ve tersiyer yapiya sahip polipeptit zincirlerinin daha biiyiik yapili

agregatlar halinde biraraya gelmesiyle olusan yapidir.

Her proteinin kuaterner yapisi olmayabilir, fakat molekiil agirligi 100.000’nin {izerinde
olan bir protein genellikle kuaterner yapiya sahiptir. Bir proteinin kuaterner yapisini
olusturan polipeptit zincirlerinin her birine alt birim veya monomer denir; bu
monomerler, hidrojen baglari, Van der Waals ¢ekim kuvvetleri ve iyon baglari etkisiyle

polimerize olmuslardir[11].

2.3. PROTEINLERIN POLIiFENOLLERLE ETKILESIiMi

Polifenoller proteinlerle karakteristik ¢oziinebilen veya ¢éziinemeyen protein-polifenol
komplekslerinin olusumuna yol agan 6nemli bir baglanma egilimine sahiptirler[12]. Bir
aromatik halka {tizerindeki hidroksil gruplarmm sayisi ve konumu proteinlere
baglanabilecek olan polifenollerin sayisint ortaya koymaktadir. Monofenoller
proteinlere neredeyse hi¢ baglanmazken difenoller zayif veya orta kuvvetteki baglarla,

trifenoller ise giiglii baglarla baglanir [13].



10

2.3.1.Protein-Polifenol Komplekslerinin Olusumu

Protein-polifenol kombinasyonlar1 ilk asamalarinda aslinda ¢oziinebilir yetenektedirler.
Ancak zamanla bu kombinasyonlar biiyiikk kompleks yapilar olusturarak ¢dziinebilme
yeteneklerini kaybederler. Polifenoller ve proteinler arasindaki etkilesim tersinir veya
tersinir olmayan seklinde olabilmektedir. Tersinir olmayan kompleksler genellikle,
oksijen veya polifenoloksidazlarin (enzimler) varliginda otokatalitik olarak polifenol ve
diger substratlar arasinda yeni kovalent baglar olusturarak net bir sekilde tanimlanan
yeni lriinler olusmasina neden olmaktadir. Tersinir komplekslesme sonucunda ise

¢ozelti icinde ¢dziinmeyen kompleksler olusur [13].

Protein i Palifenal

|

Protein : Polifenaol
Cozunebilir Kompleks

Yeni Urin [Protein:Polifencl] (H,0)
Cozinmeyen Kompleksler

Sekil 2.2: Protein —polifenol komplekslerinin olusumu.
Protein ve polifenollerin tersinir ve tersinir olmayan etkilesimleri, pH, sicaklik, protein

ve flavonoid konsantrasyonlarina baghdir.

Proteinlerle fenoller arasindaki etkilesimin temelinde farkli mekanizmalar etkili

olmaktadir. 5 farkl potansiyel etkilesim vardir. Bunlar;

H-bagi,
n-bagi,
hidrofobik etkilesim,

iyonik etkilesim

YV V V V V

kovalent baglardir.
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Protein polifenol etkilesiminin temel mekanizmasi orta pH'larda m -baglarindan
kaynaklanmaktadir. Tersinir komplekslesme c¢esitli hidrofobik etkilesimler, hidrojen
bag1 gibi kovalent olmayan gii¢ler araciligi ile gergeklesir [14,15].

Protein ve polifenollerin yapilarindaki baz1 degisiklikler baglanma ilgisini
etkilemektedir. Sikica sarilmis, kiiresel proteinler rastgele sarilmis proteinler ile
karsilastirildiginda fenolik bilesiklere ilgisi daha azdir. Aromatik halkadaki hidroksil

gruplar1 protein-polifenol komplekslesmesi i¢cin temel baglanma yeri saglamaktadir.

Polifenollerin plazma proteinlerine baglanmalarini etkileyen yapisal unsurlarmn bir kismi

asagidaki gibidir:

1) flavonoidlerin B-halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu proteinlere
baglanma egilimini arttirmaktadir. Ancak C halkasindaki hidroksil grubu
baglanma etkilesimini zayiflatmaktadir. A halkasindaki hidroksil gruplari

plazma proteinlerine baglanmay1 belli bir sekilde etkilememektedir.

™

Sekil 2.3: Flavonoidlerin genel yapisi.

2) Flavanol yapismin karakteristik 4-karbonil grubu ile 2,3 konumundaki
doymamis bagin konjugasyonu plazma proteinleri ile giicli bir baglanma
ilgisiyle iliskilendirilmistir.

3) Gallollii katesinler, gallol grubu icermeyen katesinler ve pirogallol tipi
katesinlerden bunlar da katesol tipi katesinlere gore plazma proteinlerine
baglanma egilimi daha yiiksektir. (EGCG~GCG>ECG>>EC~EGC=C)

4) Flavonoidlerin metilasyonu ve metoksilasyonundaki kiigiik bir degisim plazma
proteinlerine baglanmay1 2-16 kat arttirmaktadir. Flavonoidlerin metoksilasyonu

ve metilasyonu hidrofobikligi ve hidrofobik etkilesimi arttirarak flavonlarin
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proteinlere baglanmasinda Onemli bir rol oynamaktadir. Flavonlarin
metilasyonunun biyoyararlanimi ve kanser hiicresi ¢ogalmasinin ihibisyonunu
arttirdig1 gorilmiistiir.

5) Flavonoidlerin glikolizasyonu plazma proteinlerine ilgiyi konjugasyonun yeri
ve seker kisminm tiirline bagh olarak azaltir. Glikolizasyon sonrasi plazma
proteinlerine olan ilginin azalmasi molekiiler boyutun ve polaritenin
artmasindan kaynaklanmaktadir.

6) Gallotanenler daha fazla gallol gruplar ile plazma proteinlerine ¢ok daha yiiksek
oranda baglanirlar [14].

2.4. ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERI

Onemli antioksidan kapasite tayin yontemlerinin kimyasal reaksiyonlarinin temeli iki

kategoriye ayrilabilir.

2.4.1. HAT — Hidrojen Atomu Transferi Esasina Dayanan Yontemler

HAT-esasli yontemler antioksidanlarin hidrojen vererek serbest radikalleri siipiirme
yetenegini Olcerler. HAT-bazli yOntemlerin ¢ogunda yarigmali reaksiyon Kkinetigi
izlenir. Bu yontemler genellikle sentetik bir radikal {iretici, ylikseltgenebilen bir prob ve

antioksidandan olusmaktadir.

2.4.1.1.0RAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yontemi
Cao ve Prior tarafindan gelistirilen bu yontemde peroksil radikalinin neden oldugu

oksidasyonun antioksidan tarafindan inhibisyonu temel alinmaktadir [16].

Temel yoOntemde, yeterli oksijen varliginda isitildigi zaman peroksil radikalleri
olugturmak i¢in AAPH [2,2 '-azobis (2-amidinopropan) dihidrokloriir] gibi bir radikal
baglatict1 ve floresans oOzellik gosteren bir protein olan p-fikoeritrin  (B-PE)
kullanilmaktadir. Ancak B-PE’nin tutarsizligi, 1s1k hassasiyeti ve polifenollerle
etkilesime girmesi gibi bazi dezavantajlar1 nedeniyle B-PE’nin yerini floresein (FL)
(3,6°-dihidroksi-spiro [izobenzofuran- 1 [3H], 9°[9H]-ksanten]-3-on) almstir. Floresans
maddeler peroksil radikalleri tarafindan yiikseltgenerek floresans 6zellik gostermeyen
bir iirline doniisiir. Ortama bir antioksidan eklenmesi floresans bozunmasini geciktirir.

ORAC yonteminde antioksidan kapasitesi egri altinda kalan alan (area under the curve,
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AUC) teknigi kullanilarak belirlenir. Blank ve o6rnek arasindaki floresans siddeti

farkindan (net alandan) yararlanarak hesaplanmaktadir[17, 18].

2.4.1.2. TRAP (Toplam Radikal Tutucu Antioksidan Parametre) Ydntemi

Plazma ve serumun “total antioksidan kapasitesi”ni O0lgmek i¢in gelistirilmistir. Bu
metodda plazma antioksidanlarini okside etmek igin radikal baslatici olarak AAPH
kullanilir. Bu radikal baslaticis1 tarafindan peroksil radikallerinin tiretilmesi ve meydana
gelen oksidasyon sirasinda tiiketilen oksijenin Olgiilerek izlenmesine dayanir[19].
Oksidasyon antioksidanlar tarafindan yavaglatilir. Reaksiyonun gecikme zamam
Olgiilerek toplam antioksidan miktari, troloks cinsinden hesaplanmaktadir. Antioksidan
aktivitesi; zamanla antioksidanlarin tiikenmesi yani okside olmus prob maddenin

goriilme siiresinin uzamasi ile belirlenir[20].

2.4.2. ET- Elektron Transferi Esasina Dayanan Yontemler

Spektrofotometrik ET-esasli yontemlerde bir oksidanin indirgenmesiyle meydana gelen
renk degisimi ile antioksidan kapasitesi Olgiiliir. Renk degisim derecesi, Ornegin

antioksidan konsantrasyonu ile orantihidir [21].

2.4.2.1. CUPRAC Yintemi

Bu yontemde, kromojenik reaktif olarak kullanilan, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neokuproin-Nc¢)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(II)-neokuproin kompleksi (CUPRAC
reaktifi)’nin antioksidan varliginda Cu(I)-neokuproin kelatina indirgenmesi ve bu
kelatin maksimum 15181 absorbladigi dalgaboyu olan 450 nm'deki absorbansinin

Olglimiinden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir [22, 23].

CUPRAC yontemi oncelikle gida maddelerinde bulunan polifenoller, C ve E vitamini
gibi antioksidanlarin tayininde, insan serumunda TAC belirlenmesinde, hidroksil
radikal siipiiriicii maddeler tizerinde kullanilmistir [24, 25]. Daha sonra proteinlerin,
kolay yiikseltgenebilen bazi amino asit gruplarinin, dzellikle tiyol igeren proteinlerin de

TAC lizerine katkisinin belirlenmesi amaciyla modifiye edilmistir [26].
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CUPRAC reaksiyonu bircok gida/ biyolojik antioksidan i¢in 30 dakika iginde
tamamlanir. CUPRAC yonteminin kromojenik oksitleyici reaktifi, yani, Cu (II)-Nc,
asagidaki sekilde n-elektron indirgeyici antioksidanla (AOX) ile reaksiyona girer:

nCu(Nc), 2* + n-elektron indirgen (AOx) — nCu(Nc), © + n-elektron yiikseltgen
firtin + n H' (2.2)
Bu reaksiyonda polifenolik antioksidanlarin reaktif Ar-OH gruplar1 kinonlarina (Ar=0)
yiikseltgenir ve Cu (IT)-Nc, Cu(I)Nc kelata indirgenir [27].

2.4.2.2. ABTS Yontemi

Yontem ilk defa Miller ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir. TEAC yOnteminde
antioksidanlarin radikal siiplirme yetenegini 6lgmek etmek icin ABTS'nin yogun renkli
radikal katyonlar1 kullanilir. 2,2'-azino-bis(3-etilenbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
(ABTYS) radikali, hidrojen peroksit ve HRP (Horse Radish Peroksidaz) ile olusturulan

enzimatik sistemle tiretilebilir[27, 24].

+
055 s s SO3
== I
N N
Et Et

Sekil 2.4: ABTS" radikal katyonunun yapist.

Re ve arkadaglar1 tarafindan modifiye edilen yontemde ABTS’nin (ABTS-") mono
katyon radikali potasyum persiilfat ile ABTS nin oksidasyonu ile dnceden iiretilir ve bu

radikal hidrojen-verici antioksidan varliginda azalir. Uretilen ABTS radikalleri oda
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sicakliginda karanlikta bekledigi zaman 2 giin kararlidir. Bu yontem flavonoidler,
hidroksisinnamatlar, karotenoidler ve plazma antioksidanlar1 gibi hem lipofilik hem de

hidrofilik antioksidanlar, i¢in gegerli olan bir renk giderme yontemidir [28].

2.4.2.3. FRAP Yintemi

FRAP yontemi plazmanin ferrik indirgeme yeteneginden yararlanarak antioksidan
giiciinii degerlendirmek i¢in gelistirilmis bir yontemdir. Diisiik pH’larda demir (I11)-
tripiridiltriazin ~ (Fe"'-TPTZ) kompleksi demir (1) tripridiltriazin (Fe"-TPTZ)
kompleksine indirgenir, olusan yogun mavi renkli bu kompleks 593 nm’de maksimum

absorpsiyona sahiptir[29].

Fe(TPTZ),”" + ATOH ——» Fe(TPTZ),”" + ArO" + H'
(2.3)
FRAP yonteminin sonuglar1 tekrarlanabilir, prosediirii basit ve hizlidir. Ancak yontem,
serum proteinlerine, ayn1 zamanda lipoik asit ve bazi amino asitler gibi —SH grubu

iceren diisiik molekiil agirlikli antioksidanlara cevap vermez [29, 30].

2.4.2.4. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) Yéntemi

Bu yontemde, antioksidanlarin serbest radikalleri siipiirme kabiliyetini belirlemek igin
kararl bir serbest radikal olan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil kullanilmaktadir. Molekiildeki
serbest elektronun delokalizasyonu 515 nm’de maksimum absorpsiyona sahip mor
renge neden olmaktadiwr. Bu yogun mor renkli DPPH radikali antioksidanlar ile
reaksiyonu sonucu renksiz hidrazine indirgenir ve bu renkteki azalma antioksidan

varliginin bir 6l¢iisti olarak kullanilir [31, 32].

2.5. TiYOL TAYIN YONTEMLERI

2.5.1. Ellman Yontemi

fIk olarak G.L. Ellman tarafindan 1959°da serbest SH miktarinin belirlenmesi igin
gelistirilmis bir yontemdir. Bunun i¢in, 5,5 'ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB/Ellman
reaktifi) kullanilmaktadir[33]. DTNB, disiilfid bag: ile baglanmis iki elektron eksikligi
olan fenil gruplarindan olugmaktadir[34]. Ellman reaktifi hizli ve spesifik olarak serbest

-SH gruplariyla reaksiyona girerek, bu tiyol gruplarma esdeger sulu c¢ozeltilerde
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¢ozlinebilen 412 nm’de maximum absorbansa sahip sar1 renkli kromojenik 5-tiyo-2-

nitro benzoat (TNB") anyonunu olusturur.

NO,
(0] (0] N02
s RSH s
HO ~s M ——— 1 TSR+ OH
g ON HS
ON 0

Ellman Reaktifi TNB (24)
Ellman metodu tiyol bilesiklerine 1y1 cevap verdigi halde, fenolik antioksidanlara cevap
vermemektedir. Bu nedenle, tiyol igeren antioksidanlar se¢imli olarak diger fenolik
antioksidanlardan DTNB reaktifi ile ayirt edilebilirler [26].

Ellman reaktifinin kullanilmasi, indirgemenin kolaylikla spektrofotometrik olarak
izlenebilmesi, suda ¢oziinebilmesi ve ticari olarak temin edilebilmesi gibi ¢esitli
nedenlerle uygundur[33]. Hizl1 bir metot olmasina karsilik metodun ¢esitli kisitlamalar1
vardir. DTNB reaktifi tiyol bilesiklerinden yalnizca —SH igerenleriyle reaksiyon
verebilir, reaksiyon hizi tiyol grubunun pKa ve pH degerleri ile yakindan iliskilidir.
Bunun anlami reaksiyonun normal olarak en az pH 7 de olmas1 demektir. Ancak bu pH
degerinde tiyolat anyonu alkilasyon ya da oksidasyon gibi istenmeyen yan reaksiyonlar
verebilir. Ellman metodu suda ¢6ziinebilir kiigiik tiyol gruplar1 i¢in olduk¢a iyi sonug
vermekle beraber protein siilthidrilleri ile reaksiyon siklikla yiiksek polarite ve Ellman
reaktifinin eksi yiikli nedeniyle engellenmektedir. Bu nedenle Ellman metodunun tiyol
icerdigi bilinen protein 6rneklerine uygulanmasinda metotta bir takim modifikasyonlar
yapilmistir. Reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in hacimli ve hidrofilik bir reaktif olan
DTNB molekiilii tiyol grubuna atakta bulunabilmelidir. Proteinin sarmal yapisinin
acilmasini saglayacak olan denatiire edici bir maddenin yoklugunda tiyol grubu nadiren
reaktiftir [35].

2.5.2. Nano-olgcekli TiO, Uzerinde Indofenol Boya Olusumuna Dayanan Fiber
Optik Reflektans Sensorii

Katesinler igin gelistirilen optik sensor TiO, nano partikiilleri (NP) tizerine PBHQmun

tutturulmasiyla elde edilmistir. Sensoriin ¢aligmas1 TiO; ilizerine 6nceden tutturulmus
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PBHQ ile alkali ¢ozeltisi iginde ¢oziinmiis O, ile p-aminofenol’iin oto-oksidasyonu
sonucu ortaya c¢ikan p-kinon imin arasindaki indofenol mavisi boya olusum

reaksiyonuna dayanmaktadir. Reaksiyon olusum semasi, sekil 2.5’deki gibidir.

o
Hﬂ@m — - HN:@:O
+OH

p-armimofenol P-kinon imin

2HN:C>:O .
OH HO

2-laneon mn PEHO

|

Q ]

|
ot

HO

Indofenol mawisi

Sekil 2.5: p-aminofenoliin ¢oziinmiis O, ile p-kinonimine
oto-oksidasyonu ve indofenol mavisi olugumu.

PAP’ilin hava oksidasyonu yiiksek pH degerlerinde (9,0-10,0) hizli oldugundan % 1'lik
Na,COj3 ¢ozeltisi kullanilarak reaksiyon pH 10'da gerceklestirilmektedir [36]. Fenolik
antioksidan bilesiklerinden yalnizca katesin i¢in gergeklestigi bildirilen sekilde tiyol
bilesiklerinin indefenol mavisi olusumunu geciktirdigi belirlenmistir. Bu 06zellikten
yararlanilarak kantitatif tiyol tayini yapmak amaciyla segilen tiyol bilesikleri varliginda
ve yoklugunda siireye bagli olarak olusan indofenol mavisinin reflektanst PAP
icermeyen referansa karsi dlgiilerek zaman — reflektans egrileri ¢izilir ve egri altinda

kalan alan (AUC) matematiksel olarak hesaplanir. Yapilan denemelerde refrans ve
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ornekler arasindaki egri alti1 alan farkmin (AAUC) tiyol konsantrasyonu ile dogru

orantili oldugu goriilmiistiir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Kimyasal madde ve Ornekleri tartmak icin Radwag AS 220/C/2 hassas terazi, pH
Olctimleri icin HANNA HI 221 pH metre, kimyasal maddelerin ¢dziinmesine yardimci
olmak icin Elmasonic marka ultrasonik banyo, hazirlanan ¢ozeltilerin karistirilmasinda
Wisemix VM-10 girdap karistirici, deistile su tiretimi icin GFL 2008 su sistemi, Varian
Cary 100 Bio model UV-goriiniir alan spektrofotometresi ve 6l¢tim yapmak i¢in 10 mm
151k yollu bir ¢ift kuartz kiivet, reflektans 6lgtimleri i¢in Ocean Optics Inc., HG4000CG-
UV-NIR fiber optik spektrofotometre, santrifiij islemleri i¢in Elektromag (M 4812 P)
marka santrifiij cihazi, HPLC analizleri i¢in Perkin Elmer Series 200 UV- Vis dedektor,
Perkin Elmer Series 200 pompa, Perkin EImer Series 200 vakum degazer, Perkin Elmer
600 Series Link Chromatography arayiiz ve Hamilton marka 250x4,6 mm HxSil 5um
C18 HPLC kolonu kullanildi.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; bakir(IT) kloriir dihidrat, neokuproin (Nc¢), demir (I1I)
kloriir hekzahidrat, asetik asit, sodyum asetat, sodyum hidroksit, hidroklorik asit,
trikloroasetik asit (TCA), etanol (EtOH), 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
diamonyum tuzu (ABTS), potasyum persiilfat, iire, sodyum sitrat, glisin, 2,4,6-tris-(2-
piridil)-1,3,5-triazine (TPTZ), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), 5,5’-ditiyo-bis(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB), hekzan, dietileter, 1,4-ditiyoeritritol, gliserol,
sodyumdodesilsiilfat (SDS), tris, kazein, BSA, kuersetin (QR), kafeik asit (CFA),
rosmarinik asit (RA), gallik asit (GA), ferulik asit (FA), p-kumarik asit (p-CUM)
naringenin (NGN), luteolin (LUT), glutatyon (GSH), L-sistein (CYS), N-asetil-L-sistein
(NAC), DL-Homosistein (H-CYS), TiO, P-25 (Aeroxide TiO, P25, fumed metal oxide),
p-aminofenol (PAP), (2,2°-(1,4-fenilendivenilen)bis-8-hidroksikinolin (PBHQ), sodyum

karbonat.
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3.3. KULLANILAN COZELTILER

3.3.1. Antioksidan ve Protein Cozeltileri

3.3.1.1. Fenolik Antioksidan Cozeltileri

Fenolik antioksidanlarm TR, RA, QR, CAT, CFA, GA, NGN, FA, p-CUM, LUT
konsantrasyonlar1 1,0x102 M olacak sekilde etil alkolde stok cdzeltileri hazirlandu.
Kullanilan uygun konsantrasyonlar, stok ¢ozeltiden alinip etil alkolle seyreltilerek

hazirlandi.

HPLC uygulamalarinda fenolik antioksidanlar MeOH ile hazirland:.

3.3.1.2. Sistein Cozeltisi
1,0x102 M lik stok ¢ozeltisi, uygun miktarda tartilan CYS’nin 0,5 mL 1 M HCI ile
coziilip 25 mL’ye saf suyla tamamlanmasiyla hazirlandi. Calisma c¢ozeltilerini

hazirlamak igin stok ¢ozeltiden uygun oranda alinan hacim destile su ile seyreltildi.

3.3.1.3. Glutatyon Cézeltisi
Saf su ile ¢oziilerek 1,0x10% M konsantrasyonunda stok ¢ozeltisi hazirlandi. Caligsma
¢ozeltilerini hazirlamak i¢in stok ¢ozeltiden alinan hacim uygun oranda destile su ile

seyreltildi.

3.3.1.4. N-Asetil-L- Sistein
Saf su ile ¢ozilerek 1,0x10% M konsantrasyonunda stok ¢ozeltisi hazirlandi. Caligsma
¢oOzeltilerini hazirlamak i¢in stok c¢ozeltiden alinan hacim uygun oranda destile su ile

seyreltildi.

3.3.1.5. Kazein Cozeltisi

% 1’ lik (w/v) kazein ¢ozeltisi, 0,25g kazein’in 1mL 1M NaOH ile ¢oziiliip pH 8 ‘e
ayarlanmasinin ardindan destile suyla 25 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

3.3.1.6. BSA Cozeltisi

Antioksidan kapasite tayin yontemlerinde %]1°lik (w/v) c¢ozeltisi uygun miktarda

tartildiktan sonra destile suyla hazirlandi.

HPLC uygulamalarinda %1°’lik (w/v) ¢ozeltisi 1:1 metanol (MeOH): su olacak sekilde

hazirlandi.
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3.3.2. CUPRAC Reaktif Cozeltileri

3.3.2.1. CuCl,.2H,0 Cozeltisi

Saf su ile ¢oziilerek 1,0x10 M konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlandu.

3.3.2.2. Neokuproin Cozeltisi
Neokuproin (Nc) EtOH ile ¢dziilerek 7,5%10° M konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlandi.

3.3.2.3. pH 7 Ureli Tampon
0,086 M Tris (hidroksimetil)aminometan, 0,09 M glisin, ve 4 mM sodyum sitrat’tan

olusan karisim 8 M iire ¢ozeltisi i¢inde ¢6ziildii ve pH’1 6M HCl ile 7’ye ayarland:.

3.3.2.4. Standart Tris Tamponu (pH 8):
0.086 M Tris(hidroksimetil)aminometan, 0.09 M glisin ve 4mM sodyum sitrat’tan

olusan karisim’m son pH’1 6M HCl ile 8 * e ayarlandi.

3.3.3. ABTS Reaktif Cozeltileri

3.3.3.1. ABTS / Persiilfat Cozeltisi

7,0 mM ABTS sulu ¢ozeltisi 2,45 mM K,S,0g ile karistirilarak karanlikta 12-16 saat
bekletildi. Siire sonunda elde edilen ABTS ¢ozeltisi 5mM PBS pH 7,4 tamponu ile
seyreltildi.

3.3.3.2. PBS (Phosfate Buffered Saline) Tampon Cozeltisi

100 mM 50 mL K;HPO, ¢6zeltisi tizerine 100 mM KH,PO, ¢o6zeltisinden damla damla
ekleyerek pH 7,4 e ayarlanip igerisinden uygun miktarda alinip 0,5 g NaCl ilave
edilerek 5 mM” a destile suyla seyreltildi.

3.3.4. FRAP Reaktif Cozeltileri

3.3.4.1. pH 3,6 Asetat Tamponu
0,31 g NaAc ve 1,6 mL HAc son hacmi 100 mL olacak sekilde destile suyla

tamamlandi.

3.3.4.2. TPTZ cozeltisi
0,0780g TPTZ, EtOH ile ¢oziilerek 1,0x 102 M’lik ¢Ozeltisi hazirland1.

3.3.4.3. FeCl3.6H,0 Cozeltisi
2,0><10'2 M’lik ¢ozeltisi, 0,1352 g FeCls.6H,0 0,5mL 1,0 M HCI ile ¢oziildii ve son

hacim saf su ile 25 mL ye tamamlandi.
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Hazirlanan ¢ozeltiler sirastyla 10:1:1 oraninda karistirilarak FRAP reaktifi elde edildi.

3.3.5. DPPH Caozeltisi

0,025 g L™ olacak sekilde 2,2-Difenil-1-pirilhidrazil etanol ile ¢éziilerek hazirlandu.

3.3.6. ELLMAN Reaktif Cozeltileri

3.3.6.1. Ellman Reaktifi
4,0 mg DTNB, 1 mL standart tris tamponunda (pH 8) ¢6ziilerek hazirlandi.

3.3.6.2. Ureli pH 8 Tamponu
0,086 M Tris(hidroksimetil)aminometan, 0,09 M Glisin, 4mM sodyum sitrat’tan olusan
karisim 8M iire ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii ve son pH’1 6M HCl ile 8 ‘e ayarlandi.

3.3.7. Fiber Optik Reflektans Sensorii Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

3.3.7.1. PBHQ (2,2’-(1,4-fenilendivinilen)bis-8-hidroksikinolin) Cozeltisi
Tetrahidrofuran (THF) i¢inde ¢oziilerek 1x10° M’lik ¢Ozeltisi hazirlandi.

3.3.7.2. p-aminofenol (PAP) Cozeltisi
1,0x10% M p-aminofenol (PAP) ¢ozeltisi etanolde hazirland1 ve 1,0x10® M’a etanolle
seyreltilerek kullanildi.

3.3.7.3. Na,CO3 Cozeltsi

%1 (w/v) olacak sekilde destile su ile hazirlandi.

3.3.8. Protein Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi (pH 8.8)

% 5 SDS (w/v) , % 15 gliserol (w/v), 0,175 M tris, 0,1 M 1,4-ditiyoeritritol igeren
karigimin pH’1 8,8’e ayarlandu.

3.3.9. TCA (Trikloroasetik Asit) Cozeltisi

Agirlikca (w/v) % 50°lik ¢ozeltisi hazirlandi.
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3.4.GERCEK ORNEKLERIN ANALIZE HAZIRLANMASI

3.4.1. Salam, Balik ve Et

Ticari olarak ambalajlanmis et ve et {iriinlerinden alinan 1,5 g’lik drnekler yag giderimi
icin 5’er mL’lik iki kistm halinde dietileter koyulup 15’er dakika ultrasonik banyoda
bekletildikten sonra eterli kisim dekante edildi. Daha sonra 3 mL ve 2 mL olmak tizere
iki agamada toplam 5 mL protein ekstraksiyon tamponu koyularak 20’ser dakika
ultrasonik banyoda ekstrakte edildi.

Protein ekstraktinin ImL’lik kismma 1 mL %50 TCA ilave edildi. 10 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernetant dekante edildi. Cokelti suyla yikandiktan sonra 1 mL 1M
NaOH ile ¢oziildii [37]. Salam, balik ve et ekstraktlar1 (sirasiyla SE, BE ve EE) pH’1
1M HCl ile 8’e ayarlanarak kullanildi.

3.4.2. Kekik

Denemelerde ticari olarak ambalajlanmis kurutulmus kekik 6rnegi kullanildi. 1g kekik
[38]’de anlatildig1 sekilde %70 metanol’tin 15 mL’si ile 45 dakika, daha sonra 5 mL
daha ilave edilerek ikinci bir 45 dakika ve en son 5 mL daha ¢6ziicii ilavesi ile 15
dakika ultrasonik banyoda ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt once siizge¢ kagidindan
daha sonra mikrofiltreden geg¢irildi. Klorofillerin uzaklastirilmasi i¢in ekstraktin 5 mL’si
kapakl1 bir tiipe alindi1 ve lizerine 5 mL hekzan ilave edilerek ¢alkalandi. Kekik ekstrakti

(KE) hekzan fazi uzaklastirildiktan sonra kullanildi.

3.5. UYGULANAN YONTEMLER

3.5.1. Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

3.5.1.1. CUPRAC Yéntemi

Bir deney tiipli igerisine swrasiyla 1 mL 1,0x10% M Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, 1 mL
7,5%x10° M neokuproin ¢ozeltisi ve 2 mL pH 7 iireli tampon ¢ozeltisi ilave edildi. Daha
sonra x mL antioksidan standart ¢6zeltilerinden veya orneklerden eklenip son olarak (1-
X) mL standart tris pH 8 ilave edilerek son hacmi 5mL’ye tamamlandi. Tiipler oda
sicakliginda agzi kapali olarak 30 dakika bekletildi. Siire sonunda ¢dzeltilerin i¢inde

ornek bulunmayan referans ¢ozeltiye kars1 450 nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii.
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3.5.1.2. ABTS/Persiilfat Yontemi

Deney tiipli igerisine x mL antioksidan ¢ozeltisinden konulup hacim PBS pH 7,4
tamponu ile 1 mL’ye tamamlandi. Uzerine PBS ile seyreltilmis ABTS/persiilfat
cozeltisinden 2 mL ilave edilerek karistirildi. Karisim 6 dakika oda sicakliginda
bekletildi ve absorbans PBS’ye kars1 734 nm’de 6lgtildii.

3.5.1.3. FRAP Yontemi
3 mL FRAP reaktifi + (0,4—x) mL destile su + (x) mL 6rnek karistirildi; son hacim 3,4
mL’dir. Oda sicakliginda 6 dakika bekletildikten sonra 595 nm de referansa karsi

okundu.

3.5.1.4. DPPH Yiéntemi
X uL 6rnek iizerine hacmi 0,1 mL’ye tamamlayacak sekilde EtOH ilave edildikten sonra
3,9 mL 0,025 g L™ DPPH ¢ézeltisi ilave edilip 30 dakika sonra EtOH’a kars1 515 nm’de

absorbanslar1 okundu [39].

3.5.2. Tiyol Tayin Yontemleri

3.5.2.1. Ellman Yontemi
x mL 6rnek + (2,0-x) mL 8 M iireli tampon (pH 8) + 30 uL Ellman reaktifi karistirilds;
son hacim 2,03 mL. Karisim oda sicakliginda 2 dakika bekletildikten sonra 412 nm’ de

referansa kars1 okundu.

3.5.2.2. Indofenol Boya Olusumuna Dayanan Fiber Optik Reflektans Yontemi

PBHQ, nano boyutlu TiO; iizerine tutturulmustur (immobilize edilmis). Bu amagla THF
icinde hazirlanmis PBQH ¢ozeltisinin 5 mL’si 1g TiO; tizerine ilave edilerek karistirildi
ve ¢oziicli buharlasincaya kadar oda sicakliginda bekletildi. 0,2 g PBHQ-tutturulmus
TiO, NP iizerine 2 mL Na,COj ilave edilip 5 dk ¢alkalandiktan sonra 0,5 ml 10° M

PAP ve ornek ilave edilerek son hacmi destile suyla 5 ml'ye tamamland:.

Farkli ¢alkalama siirelerinin ardindan, tiipler 5 dk 4000 rpm’de santrifij edildi.
Santrifiijden sonra istte kalan sivi kisim dekante edildi. 710 nm’de referans ve
orneklere iliskin reflektans degeri blanka karsi okundu. Ornek varliginda ve
yoklugundaki reflektans degerleri zamana kars1 grafige ge¢irildi ve egri alt1 alan (AUC)
hesaplandi.
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Katesinler i¢in gelistirilen bu optik sensor tiyol igeren bilesikler ile de reaksiyon
verdiginden yontem optimize edilerek tiyol tayininde kullanilmistir.
Siire Denemesi

Referans ve 1,5x10° M CYS’den 0,3 mL almarak 2, 5, 10, 20, 40, 60, 90 ve 120 dk

sonunda reflektans degerleri dl¢iilerek optimum siire belirlendi.
Kalibrasyon Denklemlerinin Belirlenmesi
1,5% 10°M CYS,GSH,NAC ve 2,0x 10°M  H-CYS’in degisen miktarlariyla farkh

calkalama siireleri sonucunda okunan reflektans degerlerinden elde edilen AUC’lar ile

konsantrasyon arasinda ¢izilen grafikten kalibrasyon denklemleri elde edildi.

3.5.3. HPLC Analizi

Mobil faz degisen oranlarda metanol ve 10 mM pH 2,5 fosfat tamponundan

olusmaktadir.

Mobil faz olarak, ilk bilesimi % 40 MeOH ve % 60 fosfat tamponu dogrusal 20
dakikalik program siiresi iginde % 60 MeOH ve % 40 fosfat tamponu karisimina
doniisecek sekilde gradient eliisyon programu ile ¢alisildi. UV dedeksiyon dalgaboyu
215 nm ve 1 mL dk™ akis hiz1 kullanild: [40].

Secilen bazi polifenol, tiyol ve protein standartlarinin tek baslarma ve karisim halinde
enjeksiyonlar1 yapildi. Tek baslarma 1,0x10° M GSH, %1 BSA, 1,0x10* M QR ile p-

CUM ve bunlarm konsantrasyonlar1 ayn1 kalacak sekilde karisimlar1 olusturuldu.

3.5.TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE/AKTIiVITE VE TiYOL TAYIN
YONTEMLERININ UYGULANMASI

3.5.1. Sentetik Polifenol-Tiyol Karisimlar

Polifenoller ve tiyoller arasindaki olasi etkilesimi antioksidan kapasite tayin
yontemleriyle incelemek amaciyla yontemler bir dizi polifenol — tiyol karisimina
uygulandi. Bu amagla tiyol miktarlar1 sabit tutulup gesitli polifenolik antioksidanlar
ortama ilave edilerek ikili karigimlar olusturuldu. Bu karisimlar1 hazirlamak i¢in Beer
yasasina uygun olarak optimum absorbans araliginda kalmasi amaciyla antioksidan

cozeltilerinin konsantrasyon ve hacimleri asagidaki sekilde belirlendi:



26

CUPRAC yéntemi i¢in: 1,0x10* M QR (0,2 mL), 1,0x10* M CAT (0,3 mL), 1,0x10™
M CFA (0,2 mL), 5,0x10* M TR (0,2 mL), 5,0x10* M p-CUM (0,4 mL), 1,0x10° M
NGN (0,3 mL), 1,0x10* M RT (0,3 mL), 5,0x10* M FA (0,2 mL), 1,0x10* M GA (0,3
mL), 1,0x10* M LUT (0,3 mL), 5,0x10° M RA (0,2 mL), 5,0x10* M CYS (0,4 mL) ve
1,0x10° M GSH (0,2 mL).

ABTS yontemi igin; 1,0x10° M QR (0,4 mL), 1,0x10° M CAT (0,6 mL), 1,0x10™ M
CFA (0,1 mL), 1,0x10* M TR (0,2 mL), 1,0x10* M p-CUM (0,1 mL), 5,0x10° M
NGN (0,1 mL), 5,0x10° M RT (0,1 mL), 1,0x10* M FA (0,1 mL), 5,0x10° M GA (0,1
mL), 5,0x10°M LUT (0,1 mL), 5,0x10° M RA (0,1 mL), 1,0x10* M CYS (0,2 mL) ve
1,0x10* M GSH (0,2 mL).

DPPH yontemi i¢in; 2,0x10° M CYS (0,05 mL), 5,0x10*M QR (0,05 mL), 5,0x10™* M
CAT (0,05 mL), 1,0x10° M CFA (0,05 mL), 1,0x10* M TR (0,05 mL), 5,0x10“* M RT
(0,05 mL), 1,0x10° M FA (0,05 mL), 5,0x10™* M GA (0,05 mL), 5,0x10“* M LUT (0,05
mL).

Ellman ydntemi i¢in; Biitiin polifenol ve tiyoller 1,0x10* M olacak sekilde hazirlanip
0,5’er mL kullanildi.

Indofenol boya olusumuna dayanan fiber optik reflektans sensoriiyle segilen cesitli
polifenoller, QR, RT, MR, NGN, LUT, CFA, FA, GA, p-CUM, TR, ve CYS, GSH’un
1,510 M’lik ¢ozeltilerinden alman esit miktarlarin reaksiyon ortamimna eklenmesiyle
olusturulan karigimlarm deneysel ve teorik AAUC degerleri hesaplanarak % hatalar

bulundu.

3.5.2. Sentetik Polifenol-Protein Karisimlar

Polifenoller ve proteinler arasindaki olasi etkilesimi antioksidan kapasite tayin
yontemleriyle incelemek amaciyla gesitli protein polifenol karisimlari hazirlandi ve
segilen toplam antioksidan kapasite/aktivite ve tiyol tayin yontemleri bu karigimlara
uygulandi. Bu amagla 6rnek protein olarak BSA ve Kazein secildi. Polifenol olarak ise

QR ve CAT kullanildi. Olusturulan protein-polifenol karisimlarma CUPRAC, ABTS,
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FRAP ve Ellman yontemleri uygulandi. CUPRAC yonteminde %2’lik BSA, %1 lik
kazein, 1,0x10* M CAT ve QR’i farkh konsantrasyonlarda igeren karisimlar
olusturuldu. ABTS yontemi i¢in % 0,25’lik BSA, 1:40 seyreltilmis %1°lik kazein,
5,0x10° M CAT, 1,0x10° M QR’in ¢esitli karisimlari hazirland.. FRAP ve Ellman
yonteminde ise %2’lik BSA, %2 Kazein, 1,0x10* M CAT ve QR kullamildi.

3.5.3. Protein ve Polifenol iceren Gercek Ornek Karisimlar

Polifenollerce zengin bir bitki olan ve dzellikle et iiriinleri ile sik¢a kullanilan kekikte

bulunan polifenoller ekstrakte edilerek protein ekstraktlari tizerine eklendi.

CUPRAC yontemi i¢in kekik ekstrakti %70 MeOH ile 1:50 seyreltilerek 0,3 mL, et,
balik, salam protein ekstraktlar1 0,1;0,2 ve 0,4 mL, ABTS yontemi i¢in kekik ekstrakti
%70 MeOH ile 1:200 seyreltilerek 0,5 mL, protein ekstraktlar1 destile suyla 1:10
seyreltilerek 0,2 mL et ve, 0,4’er mL salam ve balik ekstrakti, Ellman yonteminde
kekik ekstrakt1 % 70 MeOH ile 1:50 seyreltilerek 0,5 mL, et ekstrakti 1:5 seyreltilerek
0,5 mL, balik ve salam ekstraktlar1 seyreltilmeden 0,2 ve 0,4 mL kullanildi.

Secilen polifenollerin tek baslarina ve protein (salam, balik, et) 6rnegi varliginda bir
etkilesimin olup olmadiginin en Onemli belirteglerinden biri olan toplamsalliklar
standart katkis1 yapilarak incelendi. RA ve QR’in hem tek baslarma hem de protein
ornegi ile standart katki yapilarak toplam antioksidan kapasite yontemleri ve tiyol tayin
yontemi olan Ellman uygulandi. Protein 6rnekleri ¢esidine ve kullanilan yonteme gore
farkli oranlarda seyreltilerek reaksiyon ortamina eklendi. CUPRAC yontemi igin; Et,
balikk ve salam protein ekstrakti seyreltilmeden sirasiyla 0,1;0,2 ve 0,4 mL, 10* M
QR’den 0,2 - 0,6 mL , 5,O><10'5 M RA’dan 0,1-0,5 mL kullanildi. ABTS yontemi i¢in;
Et, balik ve salam protein ekstrakti destile suyla 1:10 seyreltilip et ve balik
ekstraktlarindan 0,2 mL, salam ekstaktindan 0,3’er mL, 10° M QR’den 0,2 - 0,7 mL ve
5,0><10'5 M RA’den 0,1-0,5 mL kullanildi. Ellman yontemi i¢in; et ekstrakti 1:5 destile
suyla seyreltilerek 0,3 mL, balik ve salam ekstrakt1 seyreltilmeden sirastyla 0,2 ve 0,4

mL, 1x10™* M QR ve RA’den 0,5 ve 1 mL kullanild1.
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Indofenol boya olusumuna dayanan fiber optik reflektans sensdrii yonteminde SE
iizerine 1,5x10°M GSH ve yonteme cevap verdigi bilinen bir polifenol olan CAT

(1,0x10°M) katkis1 yapildi ve 10. dakikadaki reflektans degerleri okundu.
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4. BULGULAR

41INDOFENOL BOYA OLUSUMUNA DAYANAN FiBER OPTIK
REFLEKTANS YONTEMININ OPTiMiZASYONU

4.1.1. Siire Denemesi

CYS iceren o0rnegin reflektans degerinin 60. dk’ dan sonra degismedigi goriildiigiinden

optimum ¢alkalama siiresi 60 dk olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1: Referans ve CYS igeren Ornegin
belirli araliklarla dlgiilen reflektans degerleri.

0,3mL
Siire(dk) Referans 1,5x 10°M CYS

2 -9,554 -5,4
5 -10,027 -5,63

10 -10,196 -7,159

20 -10,481 -8,492

40 -10,594 -8,977

60 -10,831 -9,833

90 -10,909 -10,046

120 -10,992 -10,055

4.1.2. Kalibrasyon Denklemleri

1,5x10°M CYS, GSH, NAC ve 2,0x10°M H-CYS kullanilarak elde edilen kalibrasyon
denklemleri tablo 4.11°de gdsterildigi gibidir.

Tablo 4.2: Fiber optik reflektans sensori ile ¢esitli tiyol
bilesiklerinin kalibrasyon denklemleri.

AOX Kalibrasyon Denklemleri
N-Ac AAUC= 1,34x10°C - 8,32 R>=0,9751
CYS AAUC= 2,28x10°C - 52,292 R2=10,9320
GSH AAUC = 1,52x10°C - 74,995 R?=0,9954

H-CYS AAUC = 5,63x10°C + 10,65 R?=0,9805
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Sekil 4.1: Glutatyon icin son konsantrasyon sirastyla (a) 9,0x10°, (b) 1,510, (c) 2,1x10™ ve
(d) 2,7x10™* olacak sekilde hesaplanan AAUC “ler.

4.2.TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE/AKTIVITE VE TiYOL TAYIN
YONTEMLERININ SONUCLARI

4.2.1. Sentetik Polifenol-Tiyol Karisimlari

Malzeme ve Yontem kisminda belirtilen konsantrasyonlar kullanilarak yapilan
denemelerin sonuglar1 Tablo 4.2- 4.8” de verilmistir. Bir karisimi olusturan bilesenlerin
tek tek absorbanslarindan, absorbanslarmn toplanabilirligi prensibi kullanilarak,
karisimim teorik (beklenen) absorbans degerleri hesaplandi ve deneysel sonuglar ile
birlikte verildi. Tablodaki verilerden birka¢ karisim disinda CUPRAC ve ABTS
yontemi iyi bir toplamsallik gosterirken DPPH yonteminde yiiksek negatif yiizde hatalar
gozlenmistir. DPPH yonteminde 1,0x10% M konsantrasyonda GSH, NGN, p-CUM

denenmis ancak reaksiyon gozlenmemistir. FRAP metodunda elde edilen absorbans
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degerleri tiyoller ve polifenollerin tek baslarina verdigi degerlerin toplamindan oldukca

yiiksek sonuglar vererek % 100’{in {izerinde hatalar olugsmasina neden olmustur.

Tablo 4.2:  CYS-Polifenol  Karigimlarmin
CUPRAC Sonuglari.

Ornek Adeneysel  Abeienen % Hata
CYs 0,3227

CYS+RA 0,5553  0,5411 2,62
CYS+QR 05846  0,6016  -2,83
CYS+GA 05838  0,6048  -3,47
CYS+CAT 0,8002 08313  -3,74
CYS +RT 06274 06670  -594
CYS+LUT 05824 06225  -644
CYS+FA 0,7209  0,7916  -8,93
CYS+TR 06186 07296  -1521
CYS + NGN 0,3347 04506  -25,72

CYS+p-CUM 0,4738 0,6699 -29,27

Tablo 4.3: GSH-Polifenol Karisimlarinin CUPRAC

Sonuglari.

Ornek Adeneysel Apekienen %0 Hata
GSH 0,3264

GSH + QR 0,6051 0,6075 -0,40
GSH + LUT 0,6343 0,6453 -1,70
GSH+ TR 0,6574 0,6707 -1,98
GSH + RA 0,5313 0,5448 -2,48
GSH+ CFA 0,5434 0,5288 2,76
GSH + FA 0,7458 0,7678 -2,87
GSH + GA 0,5660 0,5949 -4,86
GSH + CAT 0,8112 0,7687 5,53
GSH + RT 0,6274 0,6707 -6,46
GSH +NGN 0,3674 0,4498 -18,32

GSH + p-CUM 0,3736 0,4982 -25,01
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Tablo 4.4: CYS - Polifenol Karigimlarinin ABTS
Sonuglari.

Ornek AAgeneysel  AAperienen % Hata
CYS 0,3319

CYS+TR 0,5231 0,5274 -0,82
CYS + LUT 0,6181 0,6254 -1,17
CYS+ QR 0,6032 0,5892 2,38
CYS+RT 0,6095 0,5905 3,22
CYS +GA 0,5140 0,5339 -3,73
CYS +FA 0,5267 0,5600 -5,95
CYS + p-CUM 0,5681 0,6232 -8,84
CYS + NGN 0,5180 0,5903  -12,25
CYS + CAT 0,6679 05947 12,31
CYS +RA 0,6153 05295 16,20

Tablo 4.5: GSH - Polifenol Karisimlarinin ABTS
Sonugclari.

Ornek AAgeneysel  AAverienen %0 Hata
GSH 0,3582

GSH + QR 0,6078 0,6066 0,20
GSH + CFA 0,5350 0,5092 5,07
GSH+ TR 0,5206 0,5741 -9,32
GSH + GA 0,6557 0,5961 10,00
GSH + RA 0,4871 0,5443 -10,51
GSH + FA 0,5302 0,6138 -13,62
GSH + LUT 0,5617 0,6555 -14,31
GSH + NGN 0,4982 0,6006 -17,05
GSH + RT 0,5195 0,6402 -18,85

GSH + p-CUM 0,5383 0,6819 -21,06
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Tablo 4.6: CYS- Polifenol karigimlarmin
Ellman sonuglari.

Ornek Adeneysel  Abekienen %0 Hata
CYS 0,3695

CYS+FA 0,3701 0,3695 0,16
CYS+p-CUM  0,3706 0,3695 0,30
CYS+RT 0,3673" 0,3695 -0,60

CYS+ NGN 0,3721 0,3695 0,70
CYS+ CFA 0,3728 0,3695 0,89

CYS+TR 0,3745 0,3695 1,35
CYS+QR 0,3591"  0,3695 -2,81
CYS+GA 0,3481 0,3695 -5,79

CYS+LUT 0,3424°  0,3695 7,33
“Diizeltilmis Absorbans

Tablo 4.7: GSH - Polifenol karigimlarinin
Ellman sonuglari.

Ornek Adeneysel Apexienen %0 Hata
GSH 0,3517
GSH+ NGN 0,3612  0,3517 2,70
GSH+FA 0,3521  0,3517 0,11
GSH +QR 0,3618°  0,3517 2,87
GSH+ TR 0,3512  0,3517 -0,14
GSH+RT 0,3339°  0,3517 -5,06
GSH+ CFA 0,3529  0,3517 0,34
GSH+LUT 0,3371°  0,3517 -4,15
GSH+GA 0,3403  0,3517 -3,24

GSH +p-CUM 0,344 0,3517 -2,19
"Diizeltilmis Absorbans

Tablo 4.8: CYS- Polifenol karisimlarinin
DPPH sonuglari.

Ornek AAdeneysel  AAveriensn %0 Hata
CYs 0,2006

CYS+TR 0,4231 0,4639 -8,79
CYS+FA 0,2886 0,3669  -21,34
CYS+CFA  0,3345 0,4907  -31,83
CYS+ QR 0,3407 04736  -28,06
CYS+LUT  0,2142 0,3585  -40,25
CYS+GA 0,4202 0,5408 22,3

CYS+RT 0,2823 0,4662 -39,45
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Indofenol boya olusumuna dayanan fiber optik reflektans sensoriiyle secilen bazi
standart tiyol ve polifenol karisimlarinda tiyol tayini yapilmistir. Toblo 4.9°de
gosterildigi gibi deneysel ve beklenen AAUC’den hesaplanan yiizde hata degerlerinin
yiiksek oldugu gortilmiistiir.

Tablo 4.9: Fiber optik reflektans sensérii ile bazi ikili
karigimlarda tiyol tayini.

AAUcdeneysel AAUCbekIenen % Hata

0,3CYS+0,3GSH 284,65 238,67 19,26
0,3CYS+0,3NAC 512,95 376,71 36,17
0,3CYS+03RT 1311 144,82 -9,47
0,3CYS+0,3NGN 189,86 154,58 22,82
0,3CYS+0,3CFA 109,2 172,64 -36,75
0,3CYS+0,3 FA 209,25 192,79 8,53

0,3CYS+0,3 p-CUM 178,2 192,79 -1,57
0,3CYS+0,3 LUT 169,26 192,79 -12,21
0,3CYS+03TR 81,59 84,71 -3,68

0,3NAC+0,3TR 50,83 67,6 -24.8

4.2.2. Sentetik Polifenol-Protein Karisimlar

Ornek protein olarak secilen BSA ve Kazein’e Sirayla karisimi olusturan bilesenlerden
birinin miktar: arttirilip, digerinin miktar1 sabit tutularak QR ve CAT ilave edildi. Elde
edilen verilerden bilesenlerin tek baslarina ve karisim halinde CUPRAC, ABTS ve
Ellman yontemlerine ait kalibrasyon grafikleri Sekil 4.2- 4.9’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.2: BSA’nin tek basima ve CAT varliginda CUPRAC
kalibrasyon grafigi.
BSA: A =1,36C(%) + 0,0057 R?=0,9999

BSA+CAT: A =1,14C(%) + 0,3209 R?=10,9999

CUPRAC
0,8
|
*
06 - "
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Sekil 4.3: CAT’in tek basina ve BSA varliginda CUPRAC kalibrasyon
grafigi.
CAT: A = 4,40x10°C + 0,0420 R2=0,9968

CAT+BSA :A=426x10'C+0,1879 R2=0,9960
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ABTS
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Sekil 4.4: BSA’nin tek basina ve CAT varliginda ABTS kalibrasyon
grafigi.
BSA: AA =13,22C(%) + 0,0737 R2=10,9954
BSA+CAT: AA =13,01C(%) +0,2159 R2=0,9968

ABTS
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1 - [ |
©08 - m ¢
8 [
5 0,6 ®
g ©CAT
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0 2 4 6 8
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Sekil 4.5: CAT’in tek basina ve BSA varliginda ABTS kalibrasyon
grafigi.
CAT: AA =1,31x10°C - 0,046 R2=0,9954
CAT+ BSA: AA=1,11x10°C + 0,267 R?=0,9976
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Sekil 4.6: QR’in tek basina ve Kazein varliginda CUPRAC

kalibrasyon grafigi.

QR: A=6,73x10* C + 0,0278  R2=0,9973
Kazein+QR: A=6,61x10"C+0,2276 R2 = 10,9996
CUPRAC

0,5

0,4 T (]
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e =
200 - - o < & Kazein
< <o @ Kazein+ QR

0.1 - 23

o
0 T :
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Sekil 4.7: Kazein’in tek basina ve QR varliginda CUPRAC

kalibrasyon grafigi.

Kazein: A =2,10C(%) + 0,0205

Kazein+QR: A =2,29C(%) + 0,16

R?=0,9955
R2=0,9911
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Sekil 4.8: Kazein’in tek basina ve QR varliginda ABTS
kalibrasyon grafigi.

Kazein: AA =2,88C(%) + 0,0709 2=0,9941
Kazein+QR: AA =2,50C(%) + 0,3516 2=0,9942
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Sekil 4.9: QR’ in tek basina ve kazein varhiginda ABTS
kalibrasyon grafigi.

OR: AA=2,47x10°C - 0,0179 2=0,9956
QR+Kazein: AA =2,29x10°C + 0,2408 R%=0,9986

4.2.3. Protein ve Polifenol iceren Gercek Ornek Karisimlan

Malzeme ve Yontem kisminda belirtilen sekilde ekstraksiyonlar1 gergeklestirilen salam,

balik, et ve kekik orneklerine CUPRAC, ABTS, FRAP ve Ellman ydntemleri
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uygulanmis, elde edilen sonuglar deneysel ve beklenen absorbanslar ile % hata degerleri
Sekil 4.9- 4.11 arasinda gosterilmistir. FRAP yonteminde protein igeren Orneklerde
¢okme gozlendiginden yontem uygulanamamistir. DPPH yonteminde ise protein igeren
orneklerin absorbansi referansin absorbansindan daha yiliksek oldugundan karigimlara
uygulanamamistir. CUPRAC, ABTS ve Ellman yontemleri i¢in toplamsalliklarinin

oldukg¢a iyi oldugu gozlenmistir.

CUPRAC
0,8 -
%-2,76

06 | %380 964,41
(7]
~
o]
S 0,4 1 ® Deneysel
Q0
<

EE + KE SE + KE BE + KE

& Beklenen
. I I I '
0 a T T T T
KE EE BE SE

Sekil 4.10: Protein ve polifenol igeren gercek drnek karigimlarmin CUPRAC
sonuclar.
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ABTS

0,6 - %-0,22
0,5 - %-302

0,4
0,2
0,1 -
0 - T T T T
EE KE SE BE

Sekil 4.11: Protein ve polifenol iceren gergek 6rnek karigimlarmin ABTS
sonuglari.

H Deneysel
& Beklenen

Absorbans
o
w

SE+ EE+ BE+
KE KE KE

Ellman
0,7 -

0,
06 %5,21

0,5 A
0,4
0,3 A
0,2
0,1 -
0 - T T
EE BE S

Sekil 4.12: Protein ve polifenol igeren gergcek ornek karigimlarinin Ellman
sonuclart.

@ Deneysel
4 Beklenen

Absorbans

E SE+ KE EE+KE BE+KE

4.2.4. Protein Iceren Gercek Orneklere Standart Katki Sonuclar:

RA ve QR’in hem tek baslarma hem de protein 6rnegine standart katk: yapilarak toplam
antioksidan kapasite/aktivite yontemleri ve tiyol tayin yontemi olan Ellman ydntemi

uygulandi.
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Tablo 4.10: Protein igeren gercek
orneklere RA standart katkisinin sonuglari.
CUPRAC
Adenevsel Apelienen % Hata
0,1 RA 01318
03 RA 03357
05 RA 0.5657
02 BE 02801
04 SE 072143
0,1 EE 02053
01 RA+SE 0319 03461 7,83
03 RA+SE 05169 05500 6,02
05 RA+SE 07888  0,7800 1,13
01 RA+BE 03688 04119 1046
03 RA+BE 05972 06158 3,02
05 RA+BE 08501 08458 051
01 RA+EE 02002 03371 11,24
03 RA+EE 05128 05410 521
035 RA+EE 07341 07710 479
ABTS
Adgonesal Adpeddenen %0 Hata
01 RA 00968
03 RA 03408
03 RA 06015
03 SE 02214
03 BE 04019
02 EE 02409
0,1 RA+SE 03376 03182 1238
03 RA+SE 03617 05712 -166
05 RA+SE 07985 0,8229 297
0.1 RA+BE 05753 04987 1536
03 RA+BE 07487 07517 040
035 RA+BE 09877 1,0034 -1,56
01 RA+EE 03700 03377 956
03 RA+EE 035614 0,5907 496
05 RA+EE 081390 0,8424 338
ELLMAN
Adenaysal Apgldenen % Hata
03 RA 00031
10 RA 0,0042
02 BE 0.5307
04 SE 02712
03 EE 02614
035 RA+BE 05797 0,5307 923
10 RA+BE 06138 0,5307 15,66
05 RA+SE 020983 02712 10,07
10 RA+SE 03099 072712 1427
03 RA+EE 02634 02614 077
10 RA+EE 02393 02614 030
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Tablo 4.11: Protein igeren gergek 6rneklere QR
standart katkisinin sonuglari

CUPRAC
Adenevsel Apeldesen %0 Hata

02 QR 0,2895
04 QR 0,5379
06 QR 0,7407
02 SE 0,2801
04 BE 02143
0,1 EE 0,20353

02 QR+ SE 04749 0,5038 -3,74
04 QR +SE 0,6654 0,7522 -11,54
0,6 QR+ SE 0.9059 0,955 -5,14
0,2 QR+ BE 0,5326 0,5696 6,50
04 QR+ BE 08249 0818 0,84
06 QR+ BE 1,0951 1,0208 7,28
02 QR +EE 04512 0,4048 -8.81
04 QR+EE 0,7012 0,7432 -5,65
06 QR +EE 09047 0,946 4,37

ABTS
Addenevsal Albideneas %0 Hata

02 QR 0,1926

05 QR 04352

0,7 QR 0,601

03 SE 0,2261

03 BE 0,4226

0,2 EE 0,2409

0,2 QR+ BE 0,556 06152 962
0,5 QR +BE 0,7987 0,8578 6,89
0,7 QR+ BE 09008 1,0236 -12,00
0.2 QR +SE 03944 04187 -5,80
0,5 QR +SE 0,6663 06613 0,76

0,7 QR + SE 0,7806 0,8271 -5,62
02 QR +EE 03992 04335 -7.91

05 QR +EE 06414 0,6761 -5,13
0.7 QR + EE 08136 08419 -3.36

ELLMAN
Agesevsad  Abellenen %0 Hata
05 QR =
1,0 QR -
02 BE 0,5307
04 SE 02712
03 EE 02614

0,5 QR+BE  0,5740° 05307 815
10 QR+BE 07259 05307 36,78
0,5 QR+SE  03390° 02712 2500
10 QR+SE  03627° 02712 3374
05 QR+EE  02524° 02614 344
10 QR+EE  02655° 02614 157

*DiizeltilmisAbsorbans
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Farkli miktarlarda protein 6rnegine kat1 faz tizerinde indofenol olusumuna dayanan tiyol
tayin yontemi uygulanmis ancak reaksiyon gozlenmemistir. Protein igeren gergek
ornege GSH ve CAT katkis1 yapilarak 10. dakikadaki reflektans degerleri okunmustur.
Bunun sonucunda karisimin elde edilen reflektans degerleri tek tek CAT ve GSH’1n
reflektans degerine yakindir. Bu sonuglar fenolik antioksidan 6rnegi olarak segilen CAT
ve tiyol bilesiklerine 6rnek olarak sec¢ilen GSH’1n salam ekstraktinda bulunan proteinler
ile giiclii bir baglanma yapmadig1 seklinde yorumlanabilir.
Tablo 4.12: Protein igeren gergek rnege

standart katkismin  10.  dakikadaki
reflektans degerleri.

Ornek Reflektans
R -10,883
0,5mL SE -10,734
1 mL GSH -4,525
1ImL CAT -6,884
SE + GSH -4,136
SE + CAT -6,029

4.3. HPLC ANALIiZ SONUCLARI

Secilen bazi tiyol/protein ve polifenollerin 6nce ayri1 ayri1 sonra karigim halinde
enjeksiyonlar1 gergeklestirilmis ve elde edilen kromatogramlarda goriilen piklerde

herhangi bir de§isim veya karigimi olusturan bilesenlere ait pikler haricinde bir pik

gdzlenmemistir.
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mAll

j— QR
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— QR+GSH

__

o 1 1 1 14 1 18 1

Siire (dk)

Sekil 4.13: 10° M GSH, 10*M QR ve bunlarin karisimina ait kromatogram.
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Sekil 4.14: 10° M GSH, 10™*M p- CUM ve bunlarin karigsimina ait kromatogram.
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Sekil 4.15: %1 BSA, 10*M QR ve bunlarin karigimina ait kromatogram.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gida kaynakli en Onemli biyoaktif maddelerden olan polifenoller yaygin
antioksidanlardir. Toplam polifenol tayininde kullanilan ¢ok ¢esitli aktivite ve/veya
kapasite tayin yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemler ortamda yalnizca polifenollerin
bulundugu durumlarda ve laboratuvar sartlarinda olduk¢a basarili sonuglar vermektedir.
Ancak bu maddelerin genellikle ortamda tek baslarina olmadiklar1 g6z ardi
edilmemelidir. Polifenollerin etkilesebilecekleri muhtemel maddeler arasinda tiyoller ve
proteinler onemli yer tutmaktadir. Polifenoller gibi énemli bir antioksidan smifi olan
tiyoller (basit ya da protein yapisinda) viicudun 6nemli savunma mekanizmalarindandir.
Tiyoller viicutta dogal olarak bulunabildigi gibi gida yoluyla da alinabilmektedir.
Onceki yillarda genellikle antioksidan etkileri gdz ardi edilen proteinlerin antioksidan
kapasiteye katkilar1 son donemlerde yapilan c¢alismalarla kanitlanmistir[25]. Bu
anlamda polifenollerin tayininde yaygin olarak kullanilan antioksidan aktivite/kapasite
tayin yontemlerinin s6z konusu bilesiklerin varliginda incelenmesi 6nemlidir. Gidalarda
bulunan polifenoller, tiikiiriik proteinleri, bagirsaklarda bulunan proteinler, sindirim
enzimleri ile etkilesime girmelerinin yaninda viicut icerisinde plazma proteinlerine
baglanarak tasinirlar [2]. Ayrica beslenme aligkanliklarimizdan dolay1 proteince zengin
gida maddeleri ile polifenolce zengin gida maddelerinin birlikte tiikketimi yaygindir (et
ile kekik tiiketilmesi, et ya da baliklarin gesitli bitkisel baharat ve taze otlarla marine
edilmesi ve tiiketilmesi vb.). Yaptigimiz calismada oOncelikle sentetik karigimlar ile
sonrasinda da polifenol acisindan zengin gida Ornekleri ile proteince zengin gida
ornekleri kullanilarak bu muhtemel etkilesimler ve yaygin olarak kullanilan toplam
antioksidan kapasite/aktivite tayin yontemlerine yansimalar1 aragtirilmistir. Hazirlanan
karigimlara CUPRAC, ABTS, FRAP, DPPH ve Ellman Yontemleri uygulanmistir.
Ayrica Ellman yontemine ek olarak daha dnce se¢imli katesin tayininde kullanilan nano
boyutta titanyum dioksit {izerinde indofenol boyas1 olusumuna dayanan yontem de tiyol
tayini icin uygulanmistir. Once karisimi olusturan komponentlere ardindan da karisima
ilgili yontemler uygulanarak sonuclarin toplamsalligi incelenmistir. CUPRAC

yonteminde yiizde hata degerleri -0,40 ila -29,27 arasinda degistigi gorilmiistiir.



47

Yiiksek hata degerlerinin CUPRAC ile yavas reaksiyon verdikleri bilinen NGN ve p-
CUM igeren karigimlara ait olmasi bu hatalarin tiyoller ile NGN ve p-CUM’in
arasindaki etkilesimden degil reaksiyonlarmin yavas gergeklesmesinden ileri geldigini
diistindiirmiistiir. ABTS yonteminde elde edilen yiizde hata degerleri -21,06 ila 0,20
arasinda degismektedir. ABTS yonteminde tiyol gruplarmin karsilik gelen disiilfiirlere
degil siilfenik asitler tizerinden siilfinik ve sulfonik asitlere kadar yiikseltgendikleri daha
once ifade edilmistir [40]. Ozellikle tiyol igeren karigimlarda goriilen yiiksek hata
degerlerinin tiyollerin bu farkl oksidasyon 6zelliklerinden kaynaklanabilecegi sonucuna
vartlmigtir. FRAP yonteminin tiyollere duyarli olmadig1 ve tiyol igerigi yiiksek olan
maddelerin toplam antioksidan kapasitesini Ol¢mekte yetersiz oldugu bilinen bir
gercektir [26,30]. Yaptigimiz denemelerde ise FRAP yontemi ile fenolik
antioksidanlarin toplam kapasite tayininde ortamda tiyol bilesiklerinin bulunmasi
durumunda sonuglarda ¢ok biiylik pozitif sapmalarin oldugu belirlenmistir. DPPH
yonteminde ise DPPH radikalleri organik ¢6ziiciide hazirlandigindan hidrofilik
antioksidanlarin tayininde smirlama getirdigi gibi kompleks yapili polifenollerle de
yavas reaksiyon vermektedir. Yontemin pH ve ¢0Oziiciinlin tiirlinden etkilendigi de
bilinmektedir [22]. Yapilan denemelerde de ikili karigimlara ait hata degerlerinin %
20’nin tizerinde oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada CUPRAC, ABTS ve Ellman
Yontemlerinde toplamsalligin genel olarak oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kati
faz lizerinde indofenol olusumuna dayanan tiyol tayininde uygulanan ikili karisimlarda
da %20’nin {izerinde hatalar belirlenmistir. Son olarak HPLC denemeleri
gergeklestirilmistir. Karisimi olusturan maddeler 6nce ayri ayri1 sonra karisim halinde
sisteme enjekte edilmistir. Yapilan denemelerde enjeksiyon oncesi hazirlanan
karigimlarin igerigini olusturan bilesiklerin piklerinde bir degisme ya da ekstra pik
olmadig1 goriilmiistiir. Bu da herhangi bir ara bilesik olusumu ya da kovalent baglanma
olasiliginin diisik oldugunu gostermistir. Proteinler ile polifenoller arasindaki
etkilesimlerin incelendigi cesitli ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Bu calismalarda
polifenoller ile proteinler arasindaki etkilesimlerin konsantrasyon, pH, protein ve
polifenoliin yapisina bagl olduguna deginilmekle birlikte genel olarak iki tiir arasindaki
baglanmalarin hidrojen bagi, n-bagi, hidrofobik etkilesim, iyonik etkilesim ve kovalent
baglar yoluyla gerceklestigine deginilmistir. Bu durum ve yapilan denemelerin
sonuglar1 incelendiginde bu baglanmalar sonucunda olusmas1 muhtemel komplekslerin

stabilitelerinin ¢ok yiiksek olmadigi ve toplam antioksidan aktivite/kapasite tayini
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reaksiyonlar1 sirasinda kolaylikla bozulduklar: disiiniilmiistiir. Deneysel sonuglardaki
sapmalarm ise deneysel kosullarin ve kullanilan yontemin &zelliklerine bagl oldugu
ifade edilebilir. Ozellikle polifenolik antioksidanlar ile proteinler ve/veya tiyollerin bir
arada oldugu ger¢ek ornek matrislerinde toplam antioksidan aktivite/kapasite yontemleri
secilirken yOntemin iyi belirlenmesi ve optimize edilmesinin 6nemli oldugu acikca

gorilmektedir.
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EKLER

EK-1 KALIBRASYON DENKLEMLERI

Kullanilan polifenol ve tiyollerin, her yontem i¢in uygun konsantrasyonlar kullanilarak

belirlenmis yontemlere ait kalibrasyon denklemleri
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