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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

YESIL NANOTEKNOLOJI iLE SENTEZLENEN SOY METAL
NANOPARCACIK ESASLI ANTIOKSIiDAN KAPASITE OLCUM YONTEMI
GELIiSTIRILMESI |

ilknur OZTURK |

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah
Danmisman : Do¢. Dr. Mustafa BENER \

Saglikli bir yagsam siirdiirmek i¢in antioksidan yoniinden zengin gida tiiketimi, saglik risklerini
azaltmanm kabul edilebilir bir yoludur. Bu nedenle bu antioksidanlarin gidalardaki veya
biyolojik matrislerdeki antioksidan kapasitesini belirlemek dnemlidir ve bu yondeki ¢alismalar
ozellikle analitik kimya alaninda artmaktadir. Nanoteknoloji ile tiretilen metal nanopargaciklar,
biyomedikal ve fizikokimyasal alanlardaki genis uygulama alanlarindan dolay1 ilgi odagi
olmustur. Nanopargaciklarin fiziksel ve kimyasal sentezlerinin genellikle pahali ve potansiyel
olarak ¢evreye zararli olmasindan dolay1, alternatif olarak daha ucuz ve gevreci bir yontem olan
biyolojik senteze yani yesil nanoteknolojiye ihtiyag duyulmustur. Bu kapsamda bu tez
calismasinda; insan saglig1 agisindan biiyiik 6neme sahip antioksidanlarin tayini icin, yesil
nanoteknolojiden yararlanilarak, soy metaller i¢inden ozellikle cekirdekleme ve biiytime
mekanizmasina dayali tayin yontemleri i¢in uygun olan giimiis iyonlar1 kullanilarak antioksidan
kapasite tayin yontemi gelistirilmesi amaglanmistir.

Yesil nanoteknoloji kapsaminda, suda ¢oziinebilen bir anyonik polisakkarit olan k-karagenan
kullanilarak Ag iyonlar1 ile elektrostatik ¢ekim kuvveti etkisiyle stabilize edilmis giimiis
cekirdekleri olusturulmustur. k-karagenan, k-karagenan kapli giimiis nanopargaciklarin (CAR-
SNP'lerin) yesil biyosentezi i¢in kullanilmistir. k-karagenan ile kaplanmis, negatif yiiklii
SNP'lerin yiizey fonksiyonel gruplari, Ag™"nin antioksidanlarla kimyasal indirgenmesinden
sonra ortaya ¢ikan net bir SPR pik yiikselmesine neden olmaktadir.
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Gelistirilen CAR-SNP metodu kullanilarak, artan antioksidan konsantrasyonlarinin varliginda
biiyiimiis SNP'lerin SPR absorbansindaki dogrusal artis olgiilerek antioksidan kapasite (AC)
belirlenmistir. CAR-SNP esasli AC yontemi, secilmis antioksidan bilesiklere, sentetik
antioksidan karigimlarina ve cay inflizyonlarina uygulanmistir. Gelistirilen yontem genis bir
konsantrasyon araligindaki antioksidan bilesiklere lineer bir cevap vermistir. Cesitli
antioksidanlarin gelistirilen yontem kullanilarak elde edilen troloks esdegeri antioksidan
kapasite (TEAC) degerleri, CUPRAC yontemiyle elde edilen degerlerle karsilastiriimistir.
Okzalat, sitrat, meyve asitleri, amino asitler ve indirgeyici sekerler gibi gidalarda yaygin olarak
bulunun igerikler gelistirilen yontemi interfere etmemistir. Bu yontem lineerlik, toplamsallik,
tekrarlanabilirlik ve geri kazanim agisindan valide edilmistir. Gelistirilen yontem giivenilir ve
kararlidir. CAR-SNP esasli AC yontemi, nanopargacik sentezi ve uygulamasinin yesil kimya
prensipleriyle uyumludur ve basit, hizl, diisiik maliyetli ve hassas AC tayinine olanak saglar. |

Temmuz 2021, 76 sayfa.

Anahtar Kkelimeler: Karagenan, giimiis nanopargaciklar, nanopargacik olusum-biiyiime
mekanizmasi, yesil sentez, antioksidan kapasite tayini
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SUMMARY
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’ DEVELOPMENT OF ANTIOXIDANT CAPACITY
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NANOPARTICLE SYNTHESIZED WITH GREEN
NANOTECHNOLOGY

|

Ilknur OZTURK
Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Mustafa Bener |

Antioxidant-rich food consumption to preserve a healthy life is an acceptable way to reduce
health risks, so it is important to determine the antioxidant capacity of these antioxidants in
foods or biological matrices, and studies in this direction increase especially in the field of
analytical chemistry. Metal nanoparticles produced with nanotechnology have been the focus
of attention due to their wide application in biomedical and physicochemical fields. Since the
physical and chemical synthesis of nanoparticles are generally expensive and potentially
harmful to the environment, an alternative, cheaper and environmentally friendly method,
biological synthesis, namely green nanotechnology, was needed. In this regard, for the
determination of antioxidants that are of great importance for human health, the aim of this
thesis work is to develop an antioxidant capacity determination method by using green
nanotechnology and using silver ions, which are suitable for determination methods based on
formation-growth mechanism, among noble metals.

Within the scope of green nanotechnology, silver cores stabilized by the effect of electrostatic
attraction force with Ag ions were formed by using k-carrageenan, a water-soluble anionic
polysaccharide. Surface functional groups of negatively charged SNPs capped with x-
carrageenan cause a net SPR peak increase that occurs after the chemical reduction of Ag* with
antioxidants.

Antioxidant capacity (AC) was determined using the developed CAR-SNP method by
measuring the linear increase in SPR absorbance of the enlarged SNPs in the presence of
increasing antioxidant concentrations. The CAR-SNP based AC method was applied to selected
antioxidant compounds, synthetic antioxidant mixtures, and tea infusions. The developed
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method gave a linear response over a wide concentration range of antioxidant compounds. The
trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) values of various antioxidants obtained using
the developed method were compared with the values obtained by the CUPRAC method.
Common food ingredients such as oxalate, citrate, fruit acids, amino acids and reducing sugars
did not interfere with developed method. This method has been validated in terms of linearity,
additivity, repeatability and recovery, demonstrating that the method is reliable and robust. The
CAR-SNP based AC method is compatible with green chemistry principles of nanoparticle
synthesis and application, and provides simple, rapid, low-cost, and sensitive AC
determination.
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GIRIS

Oksidatif stres, oksidanlarin lehine, antioksidan ve oksidan seviyeleri (serbest radikaller veya
reaktif tiirler) arasindaki fizyolojik dengesizligin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan hiicresel bir
fenomen veya durumdur. Serbest radikallerin iiretimi, viicudun dogal antioksidan savunma
mekanizmalarinin basa cikabilecegi seviyeyi astiginda, DNA, protein ve lipidler gibi temel
biyomolekiillerin oksidasyonunu tetikleyen ve birden fazla hastalik durumuna yol agan hiicresel
bir oksidatif ortam olusur [1]. Antioksidanlar, kolayca okside olabilen materyallerin
oksidasyonunu biiyiik olgiide geciktiren ya da engelleyen maddeler olarak tanimlanmaktadir.
Serbest radikallerin olusumu, dolayli olarak antioksidanlar gibi saglia yararl bilesikler
tarafindan kontrol edilebilir. Bu nedenle gidalarda ve biyolojik sistemlerde dogal olarak
bulunan bircok molekiiliin antioksidan kapasitesinin ¢alisilmast 6nem kazanmistir [2].
Antioksidan kapasitesini 6lgmek i¢in bugiine kadar ¢ok sayida metot gelistirilmistir. Bu
metotlarda genellikle, antioksidan aktivite Sl¢timleri reaksiyon kinetigi ile iliskilendirilerek
Olgiilirken, antioksidan kapasite olgiimleri reaksiyon termodinamigi ile olgiilebilir. Bu
metotlar; in vivo ve in vitro, enzimatik ve enzimatik olmayan veya dogrudan ve dolayl olarak
siniflandirilabilir. Yaygin olarak kabul edilen siniflandirma iki ana kategoriyi icerir: hidrojen-
atom transferi (HAT) temelli ve elektron transferi (ET) temelli yontemler [3]. CUPRAC, Folin-
Ciocalteu, FRAP, ferrisiyaniir yontemleri ET temelli; ORAC yontemi HAT temelli ve ABTS-
persiilfat/TEAC, DPPH yontemleri ET/HAT temelli yontemlerdir [4]. ET temelli
spektrofotometrik yontemlerde antioksidan kapasite, antioksidanlarla indirgendiginde renk
degistiren reaktiflerin uygun dalga boylarinda absorbansi 6lgiilerek belirlenir. Son yillarda bu
yontemlere ek olarak, nanopargacik kromoforlari olusturmak i¢in, antioksidanlarin kimyasal
indirgemesine dayanan kolorimetrik nanoteknolojik total antioksidan kapasite tayin yontemleri

gelistirilmistir [5].

Son yillarda en 6nemli teknolojilerden biri haline gelen nanoteknoloji, elektronik, malzeme
bilimi, biyoteknoloji, uzay miihendisligi gibi dnemli bilimsel alanlarda 6ne ¢ikmistir. Kiigiik
boyutlar1 ve 6zel yiizey alan karakteristikleriyle metal nanopargaciklar, birgok farkli arastirma
alanlarinda kullanilmaktadir [5]. Gliniimiizde arastirmacilar, kataliz, kompozit benzeri polimer
preparatlari, hastalik teshisi ve tedavisi, sensor teknolojisi gibi alanlarda yararli olmalari

nedeniyle metal nanoparcaciklar, nanoyapilar ve nanomateryal sentezine odaklanmaktadir [6].



Nanomateryaller, yeni antioksidan yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynar ve
geleneksel yontemlere kiyasla gida antioksidanlarinin  hizli ve akilli bir sekilde
degerlendirilmesini saglar. Soy metal nanopargaciklarin (NP'lerin) kullanimi, analitik kimyada
nanomalzemelerin en giincel uygulamalarindan biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu yontemler,

metal iyonlarini kolloidal dispersiyonlar seklinde metal NP'lere indirgemeye dayanmaktadir.

Guimiis nanoparcaciklar (SNP), fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler olmak tizere ii¢ farkli
yaklasimla sentezlenebilir. Gumiis nanopargaciklarin sentezi igin kullanilan kimyasal
yontemler kimyasal indirgeme, elektrokimyasal teknikler, i1sinlama destekli kimyasal
yontemler ve piroliz olarak alt boliimlere ayrilabilir. Cozelti icindeki glimiis nanopargaciklarin
sentezi genellikle t¢ ana bilesen igerir: metal Onciileri, indirgeyici ajanlar ve
dengeleyici/kaplama ajanlari. Yaygin olarak kullanilan indirgeyici ajanlar arasinda borohidrit,
sodyum sitrat, askorbik asit, alkol ve hidrazin bilesikleri bulunur [7]. Kimyasal yontemlerin
avantaji; diisiik maliyet ve yiiksek verim, dezavantaji ise toksik ve tehlikeli kimyasallarin

kullanilmasidir [5].

Fiziksel yontemlerde giimiis nanopargaciklar, genellikle atmosfer basincinda bir tiip firini
kullanilarak gergeklestirilebilen buharlasma—yogusma ile sentezlenir. Bu sekilde giimiis
nanopargcacik iiretmenin bir¢ok dezavantajlart vardir. Tiip firmi biiyiik bir yer kapladigi icin,
kaynak materyallerinin g¢evresindeki 1siy1 yiikseltmek i¢in fazla enerji harcanir ve termal
stabilite elde etmek i¢in ¢ok zaman gerekir. Tehlikeli kimyasallarin kullanilmamasi, yontemin
avantajidir [8]. Bahsettigimiz klasik sentez yontemlerin dezavantajlar icermesi, yiiksek
maliyetli olmasi ve toksik madde kullanim1 gerektirmesi; bilim insanlarini ucuz, biyomedikal
ve farmokolojik uygulamalara uyumlu olma gibi avantajlar iceren ¢evre dostu bir nanopargacik
sentezi yaklasimina yonlendirmistir. Yesil sentez (biyolojik metot) giintimiizde sik¢a kullanilan
bir yontem haline gelmistir [9]. Yesil sentezde maya, mantar, bakteri ve bitki Oziitleri gibi
biyolojik sistemler kullanilir [10]. Bitki oziitleri i¢cindeki fotokimyasallar, soy metal iyonlarini
mikroorganizmalardan daha kisa inkiibasyon siiresinde indirgerler. Ayrica bitki 6ziitleri, metal
parcacik sentezinde hem indirgeyici hem stabilizator gorevi gordiikleri igin, zararli kimyasallari
ve ekstra maliyeti elimine etmis olurlar [5]. Mikroorganizmalarla yapilan sentezlerde, bitki

bazli yapilanlara kiyasla daha sinirli sayida boyut ve sekil elde edilir [11].

Karagenan, ¢esitli kirmizi deniz yosunu tiirlerinden (Rhodophyceae) tiiretilen, yenilenebilir ve

geri doniistiiriilebilen bir biyopolimerdir [12]. Biyouyumluluk, geri dontisebilirlik ve toksik



olmamasi ozellikleri dolayisiyla, gida endiistrisinde genellikle kivam artirici, jellestirici ve
stabilizator olarak kullanilir [13]. Bu 6zelliklerinden dolay1 ilag ve kozmetik sanayinde de
kullanilmaktadir. Karagenan, suda c¢oziinebilen anyonik bir polisakkarittir ve molekiil
zincirinde yiiksek sayida hidroksil ve siilfat grubu barindirir [14]. Farkli siilfonasyon
derecelerine sahip D-galactose ve 3,6-anhidrogalactose birimleri bulundurur. Siilfat gruplarinin
varligindan dolay1 belirgin bir bicimde negatif yiikliidiir. Siilfat esterlerinin sayisina ve
konumuna bagli olarak farkli karagenan tiirleri (k-karagenan, i-karagenan, A-karagenan, vb.)

vardir [12].

Bu tez calismasinda k-karragenan polisakkariti kullanilarak oda sicakliginda yesil biyosentez
ile sentezlenen, k-karragenan kapli giimiis nanopargacik (CAR-SNP) esasli antioksidan
kapasite (AC) tayini yontemi gelistirilmistir. Cekirdek-kabuk olusumu ve biiyiime esasina
dayali bu yontemde, nanopargaciklar antioksidanlarla reaksiyona girdikten sonra kontrollii
biiyiime mekanizmasini kullanmaktadir. Bu yaklasimin, diger benzer ET bazli yontemlere gore
AC tayini icin daha yiiksek hassasiyet sagladigi kanitlanmistir. Antioksidan ilavesi {izerine
CAR-SNP'lerin genislemesine bagli absorbans degisikligi 420 nm'de kaydedilmistir. SPR bant
yogunlugunda dogrusal degisiklik, antioksidan miktarina baglh olarak ¢ekirdeklenmeden (yani
yeni ¢ekirdek olusumu) ¢ok SNP'lerin biiylimesine bagl olarak elde edilmistir. Literatiirdeki
mevcut ¢alismalardan farkli olarak, tek dagilimli SNP cekirdekleri elde etmek i¢in dogal bir
polisakkarit olarak w-karagenan kullanilmistir. x-karagenan, kontrollii bir indirgeme ve
stabilizasyon ajani oldugu kadar bir kaplama yardimcisidir. k-karagenanin siilfat gruplar ile
pozitif yuiklii giimiis ¢ekirdekler arasindaki elektrostatik etkilesimin bir sonucu olarak, orijinal
NP'ler x-karagenan ile kaplanmistir. CAR-SNP'lerin negatif yiikii, ylizey fonksiyonel
gruplarinin baglanma kabiliyetiyle birlestiginde, daha fazla Ag iyonu ve fenolik antioksidan
cekerek, AC ol¢ctimiinde daha yiiksek hassasiyete yol acan yeni SNP'ler ile kontrollii biiyiimeyi
miimkiin kilmaktadir. Kontrollii boyutlara sahip CAR-SNP'lerin iiretimi ve biiylimesi, K-
karagenan ile baslayan ve antioksidanlarin eklenmesinden sonra devam eden iki asamali bir
Ag" indirgeme prosediirii ile gergeklesmistir. Sonug olarak, yeni, ¢evre dostu, basit, hizli ve

diisiik maliyetli bir AC &l¢iim yontemi gelistirilmistir. |



2. GENEL KISIMLAR

2.1. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girebilen ve hayati molekiiller
hasar gormeden zincir reaksiyonunu sonlandirabilen bilesikler veya sistemlerdir [16].
Antioksidanlar ve oksidanlar (serbest radikaller veya reaktif oksijen tiirler) arasinda fizyolojik
dengesizligin, oksidanlar lehine olusmasiyla oksidatif stres olusur. Oksidatif stres ile birlikte
DNA, protein ve lipidler gibi temel biyomolekiillerin oksidasyonu tetiklenir ve hastalik
kosullarina yol agan oksidatif bir ortam yaratilmis olur. Bu nedenle serbest radikaller,
antioksidanlar ve hastaliklar arasindaki etkilesim, sagligin korunmasi ac¢isindan dnemlidir [1].
Antioksidan sistemler, enzimatik olmayan antioksidanlar olarak bilinen albumin, glutatyon,
askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten, tirik asit, bilirubin, flavonoidler ve bircok polifenolik
bilesik ile siiperoksit dismiitaz, glutatyon peroksidaz, askorbat peroksidaz ve katalaz gibi

enzimleri igerirler [4].
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Sekil 2.1: Antioksidanlarin siniflandirilmast.

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi

hasar1 6nlemek agisindan ¢esitli mekanizmalar kullanirlar:

i) Peroksidasyonu baslatan tiirleri sontime ugratmak (stiptirmek)
ii) Metal iyonlarimi reaktif tiirler iiretmeyecek veya peroksitleri parcalayamayacak
sekilde kelatlamak

iii) O>‘yi sondiirerek peroksit olusumunu engellemek
iv) Oto-oksidatif zincir reaksiyonunu kirmak

V) Lokalize O2 konsantrasyonunu azaltmak [16]



2.1.1 E Vitamini

E vitamini yagda ¢oziinen bir antioksidandir ve genellikle lipid peroksidasyonunun en dnemli
inhibitorii oldugu distiniilmektedir [17]. E vitamini, zincir kirma antioksidan aktivitesi
sergileyen dort tokoferol ve dort tokotrienolden olusur. Tokoferol grubu bilesenler antioksidan
aktiviteyi sergilerler. a-, B-, y- ve - tokoferoller antioksidan aktivite i¢in gerekli olan hidroksil

gruplari igerirler. Antioksidan 6zellik a-tokoferolde en fazladir [4].

HO

Sekil 2.2: E vitamininin kimyasal yapist.

2.1.2 Askorbik Asit (C vitamini)

Askorbik asit, en yaygin hidrofilik antioksidanlardan biridir. Hidroksil ve alkoksil radikallerini,
stiperoksit radikal anyonunu, singlet oksijeni, hidrojen peroksiti ve reaktif oksijen tiirlerini
stiptiriir [16]. Askorbik asit, lipofilik radikallerin dogrudan bir temizleyicisi olmamasina

ragmen, lipid peroksit radikallerinin giderilmesinde tokoferol ile kombinasyon halinde sinerjik

H
Ho\/‘\go

HO OH

bir etkiye sahiptir [18].

Sekil 2.3: C vitamininin kimyasal yapisi.

2.1.3. Antioksidan Enzimler

Hiicrelerde serbest radikallerin veya reaktif tiirlerin olusumunu bastirmak veya dnlemek igin
hareket eden antioksidanlardir. Serbest radikallere dontisme potansiyeli olan herhangi bir

molekiilii veya diger radikallerin iiretimini indiiklemek i¢in herhangi bir serbest radikale



doniisme potansiyeli olan herhangi bir molekiilii nétralize etmede ¢ok hizlidirlar. Baslicalari;

stiperoksitdismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazdir [1].
2.1.3.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD), hiicredeki ilk detoksifikasyon enzimi ve en giiclii antioksidandir.
Hiicreleri korumada etkili 6nemli bir endojen antioksidan enzimdir. iki siiperoksit anyon
molekiiliiniin, hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2) pargalanmasini katalize

eder. Dolayisiyla potansiyel olarak zararli stiperoksit anyonunu daha az tehlikeli hale getirir [1].

SO
2 0+ 2H —2 0, + Hy0; 2.1)

2.1.3.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidrojen peroksiti suya pargalayan, peroksitin
detoksifikasyonundan sorumlu bir hiicre i¢i enzimdir [1]. Peroksitlerin indirgenmesini
katalizleyen glutatyon peroksidaz enzimi hiicredeki indirgenmis glutatyonu (GSH)
yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniistirmektedir. Glutatyon peroksidaz glutatyonu hidrojen

donor olarak kullanarak hidrojen peroksiti elimine etmektedir [4].

GSH-Px

2GSH+ H,O, — > GSSG +2H,0 2.2)
2.1.3.3. Katalaz

Katalaz, hemen hemen tiim aerobik organizmalarda bulunan peroksizomal bir enzimdir.
Katalaz peroksit icin spesifiktir ve organik peroksitleri ayrigtirmaz. Peroksitin su ve oksijene
bozunmasini katalize eder [19]. Dolayisiyla, toksik hidrojen peroksiti hiicrelerden

uzaklastirmada 6nemli bir rol oynar [4].

katalaz

H0, — H20+12 0, 2.3)
2.1.4. Karotenoidler

Karotenoidler, dogada yaygin olarak bulunan yagda ¢oziinen bitki pigmentleridir.
Karotenoidler, kimyasal yapilarina gore karotenler ve ksantofiller olarak siniflandirilabilir. o -,
B-karoten ve likopen karoten ornekleridir. Lutein, zeaksantin, astaksantin ve kantaksantin

ksantofil ornekleridir. 700'den fazla karotenoid vardir, bunlardan 40"t meyve ve sebzelerden



insan diyetine girer. Insan dokularinda bulunan baslica karotenoidler a- ve B-karotenler,
likopen, B-kriptoksantin, lutein ve zeaksantindir. Karotenler ve ksantofiller, tokoferoller gibi,

singlet oksijen sondiiriicii ve serbest radikal (reaktif oksijen tiirleri) stipiiriictidiirler [20].

Sekil 2.4: B-karotenin yapist.

2.1.5. Polifenoller

Dogal polifenolik bilesikler bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde, yagda, kirmizi sarapta ve ¢ayda
bulunur [21]. Fenolikler, basit, diisik molekiiler agirlikli, tek aromatik halka bilesiklerden
biiyiik kompleks tanenlere ve tiiretilmis polifenollere kadar uzanir. Polifenollerin ana gruplari
flavonoidler, fenolik asitler, fenolik alkoller, stilbenler ve lignanlardir [16]. Dogal polifenolik
bilesikler, serbest radikal tiirlerini sondiirerek ve/veya endojen antioksidan kapasitesini
arttirarak antioksidan etkilerini gosterirler [21]. Polifenol molekiilleri serbest radikalleri

hidrojen atomu transferine ve tek elektron transferi mekanizmalarina gore inaktive eder [16].
2.1.5.1. Flavonoidler

Bu bilesiklerin siniflandirmasi, A, B veya C halkasindaki hidroksil gruplarinin sayisina,
pozisyonuna ve sonuncusunun konjugasyon ve oksidasyon derecesine dayanir. Flavonoidlerin
alt simiflar1 flavonlar, izoflavonlar, flavanoller, flavonoller, flavanonlar ve antosiyaninlerdir
[22]. Bir¢ogu bitki pigmentleri olan flavonoidler dogada bol miktarda bulunur. Flavonoidlerin
genel yapisi bir C15 (C6—C3—C6) iskeleti icerir. Flavonoidler, esas olarak (i) hidroksilasyon,
(ii) O-metilasyon, (iii) C-metilasyon, (iv) izoprenilasyon veya (v) metilendioksi ikamesi ile

gosterilen birkag alt grupta siniflandirilabilir [16].



Sekil 2.5: Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi.

Flavonoller

Flavonoller, C halkasinda alkol grubunun yer almasi ile tanimlanir. Baslica diyet flavonolleri

kuersetin, mirisetin, rutin, izorhamnetin ve kaempferol'diir [16].
Flavonlar

Kimyasal olarak, flavonlar 3-hidroksi grubundan yoksundur. Flavonlarin biiyiik kismi iki
flavanonun sentezinden olusur. Flavonlar bitkilerin her yerinde, yerin iistiinde ve altinda,
bitkisel ve generatif organlarda bulunur: govde, yapraklar, tomurcuklar, aga¢ kabugu, 6z odun,

dikenler, kokler, rizomlar, ¢igekler, meyveler, tohumlar [16].

Sekil 2.6: Flavonlarin kimyasal yapisi.

Flavanonlar

Flavanonlar 6zellikle narenciye ve kuru eriklerde bol miktarda bulunur. Naringenin, agirhikl

olarak portakal ve greyfurt gibi narenciye meyvelerinde bulunan bir flavanondur [16].



10

O

O

Sekil 2.7: Flavononlarin kimyasal yapisi.

Flavanoller

Flavanoller, 1s1, gida maddeleri, yiiksek pH kosullar1 ve ¢oziinmiis oksijen veya diger reaktif

oksijen tiirlerinin varhigi ile ¢esitli bozunma reaksiyonlarina karst savunmasizdir [16].
Antosiyaninler

Dogadaki en biiyitk pigment grubu olan antosiyaninler, bazi meyve ve ciceklerde renkten

sorumlu pigment gruplarindan biridir [16].
Izoflavonlar

Izoflavonlar, fitodstrojen ailesine ait bir grup oksijen heterosiklik bilesiktir. En yaygin

izoflavonlar daidzein, genistein ve glisiteindir [16].
2.1.5.2. Fenolik Asitler

“Fenolik asitler " terimi genellikle bir karboksilik asit grubuna sahip olan fenolik bilesikleri
tanimlar. Fenolik veya fenol karboksilik asitler, bitki fenolik bilesiklerinin ana siniflarindan
biridir. Bir¢ok bitki bazli gidalarda bulunurlar. Tipik olarak, amidler, esterler veya glikozitler
gibi bagli formda ve nadiren serbest formda bulunurlar. Fenolik asitler esas olarak iki alt gruba

ayrilir: hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asit [23].
2.1.5.3. Fenolik Alkoller

Fenolik alkoller; 2-feniletanol, hidroksitirosol, tirosol ve etanol-glukodazdir. Tirosol ve

hidroksitirosol, zeytinde ve zeytinyaginda bulunan iki nemli o-difenoldiir [16].
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2.1.5.4. Stilbenler

Stilbenler, bir etan kopriisii ile birbirine baglanmis iki aromatik halka gosteren fenolik
bilesiklerdir ve stilbenlerin veya diger stilbenlerin oligomerleri olarak monomerik ve
oligomerik formda bulunurlar. Onemli bir stilben olan Resveratrol, Botrytis enfeksiyonu ve

diger mantar saldirilarina yanit olarak iiziim tarafindan tiretilir [16].
2.1.5.5. Lignanlar

Lignan, bitkilerde enzimatik dehidrojenatif polimerizasyon yoluyla monolignollerden olusan
dogal bir capraz bagl polifenoldiir [22]. Lignanlar, keten tohumu ve diger tohumlarda,

koklerde, yapraklarda, meyvelerde ve bitkilerin odunsu kisimlarinda bulunurlar [16].

2.2. KARAGENAN

Karagenan, bazi1 kirmizi deniz yosunu tiirlerinin ekstraksiyonu ile elde edilen yiiksek molekiil
agirlikli stilfath polisakkarit ailesinin genel adidir [24]. Deniz yosunu algler, hiicre duvarinda,
depolarinda yiiksek miktarda polisakkarite ve mikopolisakkarite sahiptir. Algal polisakkaritler,
diger organizmalarda bulunmayan bazi kimyasal bilesimleri fazla miktarda barindirmalari
sebebiyle dikkat cekmektedir. Bu polisakkaritler, karagenan gibi kirmizi, aljinat gibi
kahverengi, ulvan gibi yesil deniz yosunlarindan olusan genis bir yelpazeye sahiptir [15].
Rhodophyceae sinifinin kirmizi deniz yosunlarindan elde edilen karagenan, %15-40 ester stilfat
icerigine sahip ve ortalama molekiiler agirligt 100-1000 kda'nin arasinda olan bir siilfat
poligalaktandir. Bunlar esas olarak 3 baglantili-B-d-galaktopiranoz ve 4 baglantili-p-d-
galaktopiranoz birimlerinde doniistimlii olarak baglanmis D-galaktoz kalintilarindan olusur ve
serbest hidroksil gruplarinda meydana gelen ikame derecesine gore siniflandirilir. ikameler
genellikle ya ester siilfat ilavesi ya da 4 baglantili kalint1 tizerinde 3, 6-anhidrit varligidir.
Disakkarit tekrarlama tinitesindeki siilfat gruplari, siniflandirmayi ii¢ ana karagenan tipinden
birine belirler: lambda (A), kappa (k) ve iota (i). Yukarida agiklanan belirli karagenan tiirlerine
ek olarak, bazi hibrit tiirler de vardir. k-karagenan %25-30 ester siilfat grubuyla birlikte %28-
35 3,6-anhidro-galaktoz (3,6-AG) grubu, 1 -karagenan %28-30 ester siilfat grubuyla %25-30
3,6-anhidro-galaktoz (3,6-AG) grubu igerir. Bu gruplarin varligi karagenana giiclii jellesme
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ozelligi vermektedir. A -karagenan ise %32-39 ester siilfat grubuna sahiptir, (3,6-AG) grubu
icermez [25].

Ttum karagenan fraksiyonlari suda ¢oziiniir, organik ¢oziiciiler, yag veya yaglarda ¢oziinmez.
Bununla birlikte, suda ¢oziiniirliigii esas olarak siilfat gruplarinin seviyelerine (¢ok hidrofilik)
ve bunlarin iliskili katyonlarina baglidir. Karagenanlarda bulunan ana iyonize katyonlar
sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyumdur, ancak diger iyonlar da daha diisiik frekansta
ortaya ¢ikabilir. Karagenanlar, kalinlasma, jellesme ve stabilizator gibi yeteneklerinden dolay1
gida sektoriinde yaygin olarak kullanilirlar. Karagenanlar ayrica ilag, kozmetik, baski ve tekstil

formiilasyonlar1 gibi ¢esitli gida disi tirtinlerde de kullanilir [26].

Sekil 2.8: k-karagenanin fiziksel goriinimii.
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Sekil 2.9: Karagenanin {i¢ ana tipinin kimyasal yapisi. \
2.3. NANOTEKNOLOJI

Nanoteknoloji, farkli sentez stratejileri, parcacik yapisi ve boyut modifikasyonu kullanarak 1
ila 100 nm arasinda degisen nano boyutlu parcaciklarin hazirlanmasini ele alan bir bilimdir.
Molekiiler biyoloji, fizik, organik ve inorganik kimya, tip ve malzeme bilimi gibi farkli
alanlarda nanopargaciklarin kullanimi giiniimiizde beklenmedik bir sekilde artmaktadir.

Parcacik boyutunun nano boyuta disiiriilmesi, daha biiyiilk dokme malzeme pargaciklar
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tarafindan gosterilmeyen parcacik boyutu dagilimi ve morfoloji gibi kendine ozgii ve
gelistirilmis ozellikler gosterir [6]. Nanopargaciklar, dokme malzemelerin aksine iistiin fiziksel,
mekanik, kimyasal ve optik ozellikler sergilerler [27]. Nanoparcacigin yiizey-hacim orani,
biiyiik parcaciklara veya atomlara kiyasla %35-45 kat daha yiiksektir. Nanoparcacigin spesifik
ylizey alaninin bu essiz digsal 6zelligi, yiiksek degeri i¢in katkida bulunan bir faktordiir ve ayni
zamanda boyuta bagli olan giiglii ylizey reaktivitesi gibi farkli i¢sel 6zellikleri de etkiler. Genel
olarak, nanopargaciklarin bu 6zel 6zellikleri, ¢cok islevli dzelliklerinden sorumludur ve enerji,
ilag ve beslenme gibi ¢esitli alanlarda uygulanmalarina yonelik ilgiyi arttirmistir [6]. Nano
Ol¢cekli malzeme ve cihazlar, ilag verme, doku miihendisligi ve as1 gelistirme gibi biyomedikal
ve farmasotik uygulamalarda kullanilmistir. Nanopargaciklar, ultra kiiciik boyutlari, genis
ylizey-hacim oranlar1 ve ylizey modifikasyonlarina uygunluklari nedeniyle geleneksel tedavi

seceneklerine umut verici alternatifler olarak kabul edilmektedir [1].
2.3.1. Nanomateryallerin Siniflandirilmasi

[k olarak, nanomalzemeler kikenlerine gore ayirt edilebilir: dogal veya antropojenik. Bu son
kategori, olusumlarinin kasith olup olmadigina bagl olarak tesadiifi ve miihendislik
nanomalzemelere ayrilabilir. Dogal ve tesadiifi bir kokene sahip olan nanoparcaciklar
genellikle ultra ince pargaciklar olarak adlandirilir. inorganik nanomalzemelerin dogal
kaynaklari, ornegin patlayan volkanlar, deniz dalgalarin1 kirma, orman yanginlari, kum

firtinalar1 ve topraklari igerir [28].

Nanomalzemelerin ikinci bir kategorizasyonu, boyutlarina dayanmaktadir. Nanomateryaller
boyutlarma gore soyle smiflandirilirlar: 0D (nanopargaciklar ve kuantum dotlar), 1D
(nanotiipler, nanofiberler ve nanorodlar), 2D (ince filmler, yiizeysel quantum kuyulari) ve 3D

(nanokompozitler, kiitlesel nanokristal filmler) [29].

Nanomalzemelerin bir baska olast smiflandirmasi, bilesenlerin kimyasal dogasina
dayanmaktadir. Metal ve metal alasimli nanomalzemelerin bazi Ornekleri; tibbi teshis,
antibakteriyel, iletken ve optik uygulamalarda kullanilan giimiis; katalizor, elektrik ve termal
iletken, sinterleme ve yaglayici katki maddesi ve antibakteriyel ajan olarak kullanilan bakir;
ilag dagitimi, tibbi test, kanser tespiti, elektronik, 1s1 dagilimi, 6zel alasimlar ve yakit hiicreleri

icin kullanilan altindir [28].
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Sekil 2.10: Nanomalzeme ¢esitleri ve morfolojileri.

2.3.2. Soy Metal Nanoparcaciklar

Nanomalzemeler genellikle makro 6l¢ekli muadillerine kiyasla benzersiz ve onemli Glgiide
degistirilmis fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikler sergilerler [6]. Metalik nanopargaciklar
veya metal nanopargaciklar, son birka¢ yilda nanopargaciklar alaninda yeni bir terminoloji
olarak ortaya ¢cikmistir. Saglik igin kullanimi uygun olan altin, giimiis ve platin gibi soy
metaller, nanoparcaciklarin sentezi i¢in kullanilir ve metalik nanopargaciklar olarak
adlandirilir. Kataliz, elektronik, optik, ¢cevre ve biyoteknoloji gibi uygulamalar igin soy metal
nanoparcaciklarin sentezi stirekli ilgi alanidir [30]. Altin, fiziksel, kimyasal ve optik
ozelliklerinden dolay1 oldukga tercih edilmektedir. Altin nanopargaciklar, sentez kolayligi ve
birlestirme 6zellikleri nedeniyle giiniimiizde ¢esitli biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir [31]. Gumiis nanopargaciklarin kimyasal stabilitesi ve katalitik etkisi,
antibakteriyel, antiviral, antikanser, antifungal ve antiinflamatuar aktiviteler i¢in diger metalik
nanoparcaciklara gore bir avantaja sahiptir. Giimiis, uzun zamandir tibbi ve endiistriyel bir
stiregte bulunan mikroplar iizerinde 6nleyici bir etkiye sahip olarak kabul edilmektedir. Tipta
giimiis ve glimiis nanoparcaciklar, yanik ve acik yaralara karsi enfeksiyonu onlemek igin
merhem olarak kullanilir [32]. Ayrica kateterler, protezler veya cerrahi maskeler gibi tibbi
cihazlari kaplamak i¢in kullanilirlar. Tekstil endiistrisinde, S. aureus gibi patojenik bakterilerle
enfeksiyonu onleyen veya en aza indiren steril hastane kiyafetleri yapiminda antimikrobiyal
ozelliklere sahip toksik olmayan nanopargaciklar kullanilmaktadir. Ayrica antimikrobiyal
nanoboyalarin tretiminde de kullanilirlar [10]. Platin nanopargaciklar gibi diger metal

nanopargcaciklar da saglik agisindan yararli etkileri agisindan degerlendirilmistir ve biyomedikal
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uygulamalarda saf formda veya tek olarak veya diger metal nanopargaciklar ile kombinasyon
halinde alasimli metalde basartyla kullanilmistir. Biyomedikal ve ilgili disiplinlerde metal

nanopargaciklarin kullanimi diinya ¢apinda siirekli artmaktadir [6].

Metalik nanopargaciklar, metal tuzunun sifir degerlikli metal atomlarina indirgenmesiyle
olusur. Metalik nanopargacik ¢api; metal-metal baglarmin giicii, ¢oziiciiniin dogasi, sentez
kosullari, metal tuzlari ile indirgeme ajani1 arasindaki redoks potansiyeli, kullanilan stabilize
edici ajan tiirii, sicaklik vb. gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir [33]. Metalik nanopargaciklarin
hazirlanmasi1 ve stabilizasyonu icin elektrokimyasal degisiklikler, kimyasal indirgeme ve
fotokimyasal indirgeme gibi farkli fiziksel ve kimyasal yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismalar, metal nanopargaciklarin boyutunun, morfolojisinin, stabilitesinin
ve Ozelliklerinin (kimyasal ve fiziksel), deneysel kosullardan, metal iyonlarinin indirgeyici
ajanlarla etkilesim kinetiginden ve stabilize edici ajanin metal nanopargaciklar ile adsorpsiyon
islemlerinden giiclii bir sekilde etkilendigini gostermistir. Bu nedenle, boyut, morfoloji,
stabilite ve Ozelliklerin kontrol edildigi bir sentez yonteminin tasarimi 6nemli bir ilgi alani
haline gelmistir [30]. Fizikokimyasal ¢zellikleri ve nanopargaciklarin bircok uygulamasi
nedeniyle, bilim toplulugu nanopargaciklarin {iiretilmesi icin uygun sentetik teknikler
gelistirmek i¢in yogun ¢aba sarf etmistir. Bununla birlikte, metal nanoparcaciklarin sentezi igin
gesitli fizyokimyasal yaklasimlar, agir metallerin neden oldugu g¢evre kirliligi nedeniyle
simirhidir. Boylelikle, toksik olmama, iiretimde tekrar iiretilebilirlik, kolay 6lgeklendirme ve iyi
tanimlanmis morfoloji avantajlarina sahip olan nanopargaciklarin biyolojik yollarla
sentezlenmesi, nanoparcacik iiretiminde yeni bir trend haline gelmistir. Ozellikle,
mikroorganizmalar ve bitkilerin, nanopargaciklari sentezlemek icin dnemli potansiyele sahip
yeni kaynaklar oldugu gosterilmistir. Bugiline kadar, metal nanoparcaciklarin sentezi igin
bakteriler, mantarlar ve mayalarin yani sira bitkiler de dahil olmak iizere g¢esitli

mikroorganizmalar arastiriimistir [34].
2.3.3. Soy Metal Nanoparcaciklarda Yiizey Plazmon Rezonansi (SPR)

Nanopargacik boyutundan daha biiyiik bir dalgaboyunda i1sima geldiginde rezonans olay1
meydana gelir. Yiizey plazmon osilasyonuyla birlikte rezonanstaki 1sik metaldeki serbest
elektronlarin  osilasyonuna neden olur. Rezonans olayl, absorpsiyon ve sagilma
spektroskopisiyle belirlenir. Bu olay yiizeyde meydana geldigi i¢in yiizey plazmon rezonansi

olarak (SPR) ifade edilir [4]. Partikiil boyutuna, kimyasal ¢evreye, yiizeydeki adsorbe edilen
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tiirlere ve dielektrik sabitine baghdir [30]. Kimyasal olarak bagli molekiiller, ytizey plazmon
absorpsiyon maksimumunda bir kaymaya neden olan yiizeydeki elektron yogunlugunda
meydana gelen degisimin gozlenmesiyle tayin edilebilir [4]. Bu ise soy metal nanoparcaciklari,

farkl analitler i¢in segicilik ve belirleme basitligi saglayan ideal analitik problar yapar [5].

o o

Nanoparcacik Nanoparcacik
viizeyindeld
elektronlarm ters
donmesi

Gelen sik

Sekil 2.11: Iletim bandindaki elektronlar ile 15181n etkilesiminden kaynaklanan yiizey plazmon
rezonansl.

2.3.4. Giimiis Nanoparcaciklar

Essiz optik, elektronik ve antibakteriyel ozelliklere sahip SNP'ler, biyoalgilama, fotonik,
elektronik ve antimikrobiyal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. SNP'lerin dikkat
cekici derecede giiglii genis spektrumlu antimikrobiyal aktivitesi, tekstil iiriinleri, gida saklama
kaplari, antiseptik spreyler, kateterler ve bandajlar dahil olmak iizere SNP iiriinlerinin
gelistirilmesi i¢in 6nemli bir yondiir. SNP'lerin biyosidal aktivitesi, boyutlarina, sekillerine ve
ylizey kaplamalarina bagldir. Bu nedenle, insanlarda fizyolojik uygulama igin iyi kontrol
edilmis morfolojik ve fizikokimyasal 6zelliklere sahip SNP'lerin gelistirilmesi biyomedikal

uygulamalarini genisletmek i¢in gereklidir [7].
2.3.4.1. Giimiis Nanoparcaciklarin Fizikokimyasal Ozellikleri

SNP'lerin boyut, sekil, ylizey kimyasi, kaplama, aglomerasyon ve ayrilma hizi gibi
fizikokimyasal 6zellikleri, biyolojik etkilesimlerin ve hiicre sitotoksisitesinin belirlenmesinde

onemli faktorlerdir. Daha kiigiik SNP'lerin, daha genis ylizey alanlarindan dolay1 potansiyel
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olarak daha yiiksek toksisite ile iligkili oldugu, ancak SNP'lerin seklinin sitotoksik tayin i¢in
esit derecede onemli oldugu bildirilmistir. Ek olarak, tiimii SNP yiizey kaplamalarindan
etkilenen yiizey yiikleri, farkli baglanma ve agregasyon varyasyonlarinin, hiicreler ile
etkilesimleri dikte etme ve hiicre sitotoksisitesine yanit verme iizerinde biiyiik bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir. Soy metal nanoparcaciklarin 6zellikleri, nanoparcaciklarin boyut, sekil,
ylizey yiikii ve kaplamasindaki, aglomerasyonundaki ve yerel ortamindaki degisiklikler yoluyla

degistirilebilir [35].
2.3.4.2. Giimiis Nanoparcaciklarin Optik Ozellikleri

Gumiis nano yapilarin olaganiistii optik ozellikleri, 1sikla benzersiz etkilesimlerinden
kaynaklanir ve bu, serbest iletim bandi elektronlarinin veya lokalize yiizey plazmon
rezonansinin (LSPR) kolektif uyumlu salinimina neden olur. Serbest elektronlarin salinimi, ya
gliclii bir goriiniir 191k sagilimi ile 1siimsal bozulma ya da foton enerjisinin termal enerjiye
dontistiiriilmesine neden olan radyatif olmayan bozulma ile sonuglanir. Bu iki bozunma
mekanizmasi, biyodiyagnostik ve goriintiilemede (her ikisi de radyatif SPR bozunmasindan
yararlanir) ve terapotik (radyatif olmayan SPR bozunmasmi kullanan) uygulamalarda

kolaylikla kullanilmistir [7].

SNP'ler, LSPR'nin farkli optik ozelliklerini sergiler ve 1s18in giiglii bir goriiniir sacilmasiyla
veya termal enerjiye doniistiiriilen foton enerjisiyle radyasyonsuz bozunmayla sonuglanan
isinimsal bozulma ile sonuglanir. Ilk bozunmanin mekanizmasi, teshis ve goriintiileme
uygulamalarinda kullanilirken, son bozunmanin mekanizmasi terapétiklere uygulanmaktadir.
LSPR, boyut, sekil ve yerel dielektrik ortam dahil olmak tizere SNP'lerin ¢esitli fizikokimyasal
ozelliklerine duyarlidir; bu nedenle, yerel ortamdaki degisikliklerin arastiriimasina, LSPR'deki

plazmon tepe noktalarinin mutlak kaymalarini 6lgerek yaklasilabilir [35].
2.3.4.3. Giimiis Nanoparcaciklarin Sentezi

Nanopargacik sentez yontemleri biiyiik ol¢iide iki ana gruba ayrilabilir: Asagidan yukariya
sentez ve yukaridan asagiya sentez. Bu ana gruplar ayrica reaksiyon kosullarina, igslemlerine ve
benimsenen protokollere gore {ig alt gruba (biyolojik, fiziksel ve kimyasal yontemler) ayrilabilir

[33].
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Asagidan yukartya sentezde, atomlar ve molekiiller, biriktirme veya reaksiyon parametreleri
kontrol edilerek gerekli sekil ve boyutta nanopargaciklar veya nanomateryal olusturmak igin
bir araya getirilir. Yukaridan asagiya sentezde, atomlar ve molekiiller, istenen nanopargaciklari
elde etmek i¢cin dokme malzemeden ¢ikarilir. Yukaridan asagiya sentezin temel dezavantaji, hiz
ve tekrarlanabilirlige gore tahmin edilir. Yiizey kusurlari olusturur, kirlenmeye neden olur ve
ayrica i¢ gerilimi ortaya ¢ikarmaktan sorumludur. Bununla birlikte, asagidan yukariya sentez,
nanomalzemeleri daha az kusur ve daha homojen bir bilesimle tiretme avantajina sahiptir.
Ayrica agagidan yukariya sentez ince filmler olusturabilir ve yapi1 ¢cok basittir. Sentez sirasinda
malzeme israfi yapmadigi igin yukaridan asagiya gore daha ekonomiktir [36]. Asagidan
yukartya sentezin tiim ornekleri temelde buharlasma-yogunlastirma, piroliz, lazer ablasyon
oguitme, fiziksel buhar biriktirme ve diger tiirden ayristirma teknikleri gibi fiziksel yontemleri
temsil eder. Yukaridan asagiya sentez sistemi, nanopargaciklari indirgeme ve sedimantasyon
mekanizmalari yardimiyla kimyasal veya biyolojik olarak sentezlemek icin kiigiik maddelerin

birlestirilmesini icerir [33].

Fiziksel sentez yontemleriyle karsilastirildiginda, giimiis nanoparcaciklarin kimyasal sentez
yontemlerinin, iiretim veriminde bir avantaji vardir [35]. Giimiis nanoyapilarin sentezine
yonelik kimyasal yontemler, kimyasal indirgeme, elektrokimyasal teknikler, 1sinlama destekli
kimyasal yontemler ve piroliz olarak alt gruplara ayrilabilir [7]. SNP sentezinin en yaygin
metodolojisi, glimiis Onciillerin, indirgeyicilerin ve stabilize edici/kaplama ajanlarinin
SNP'lerin biiytimesini diizenlemenin ii¢ ana unsuru olarak yiriitiildiigti kimyasal indirgemedir.
Glimiis nitrat, giimiis asetat, giimiis perklorat ve giimiis sitrat siklikla kullanilan giimiis
onciileridir, dusiik maliyet ve kimyasal stabilite 6zellikleri nedeniyle giimiis nitrat en sik
kullanilanidir. Kimyasal indirgeme yoluyla SNP tiretim stireglerinde; sodyum borohidrat,
trisodyumsitrat ve alkol, karbonhidrat, aldehit gibi farkli organik indirgeyiciler
kullanilmaktadir. Nanopargaciklart bir siispansiyonda stabilize etmek ve nanopargaciklarin
sedimantasyon, aglomerasyon veya ylizey 6zelligi kaybini nlemek igin stabilize edici ajanlarin
kullanilmas1 onemlidir. Bu amagla SNP'leri sulu bir fazda askiya almak igin yiizey aktif
maddeler, ligandlar ve fonksiyonel gruplar igeren polimerler dahil olmak iizere birgok

stabilizator ve kaplama ajani uygulanabilir [35].

Fiziksel yontemler toksik kimyasallar igermez ve genellikle hizli islem siirelerine sahiptir. Bu
tiir yontemler arasinda fiziksel buhar yogunlasmasi, ark desarji, enerjili bilyeli 6giitme yontemi

ve dogru akim (DC) magnetron piiskiirtme yer alir. Fiziksel yontemlerin bir bagka avantaji,



19

olusturulan SNP'lerin dar bir boyut dagilimina sahip olmasidir; ancak, biiyiik bir dezavantajt,

yiiksek enerji tiiketimleridir [7].

Bu yontemlerin ve islemlerin ¢cogu, indirgeyiciler, stabilizatorler ve inorganik c¢oziiciiler gibi
tehlikeli kimyasallarin kullanimin1 kapsar veya yiiksek enerji kullanimi, inert gaz
yogunlagmasinin kullanimi gibi 6zel gerekliliklere sahiptir. Birgok ¢alisma, bu yontemlerin
inhalasyon, dermal veya sindirim yoluyla nanomalzemelere potansiyel maruziyete yol
acabilecegini ve bu nedenle bu yontemlerin ekonomik olarak uygulanabilir veya ¢evre dostu
olmasini dnledigini bulmustur. Bu nedenle, nanoparcacik ve nanomateryal sentezi i¢in daha iyi,
ekonomik olarak uygulanabilir ve c¢evre dostu bir isleme ihtiyag duyulmaktadir.
Nanopargaciklarin ve nanomalzemelerin sentezinde yesil sentez ilkelerinin uygulanmasi
(biyolojik sentez), tehlikeli etkileri en aza indirmenin ve nanopargacik ve nanomateryal
tiretiminin giivenligini ve strdiirtilebilirligini en {iist diizeye ¢ikarmanin bir yolu olarak

onerilmistir [37].

Nanopargaciklarin biyolojik sentezinin, hizli ve ¢evre dostu iiretim metodolojileri ve
sentezlenmis nanoparcaciklarin uygun maliyetli ve biyouyumlu dogasi dahil olmak {izere ¢esitli
avantajlar1 vardir. Ek olarak, bitki ve mikroorganizma bilesenlerinin kendileri kaplama ve
stabilize edici ajanlar olarak hareket ettikleri i¢in daha fazla stabilize edici ajan gerektirmez.
Dahasi, biyolojik nanoparcaciklarin ytizeyleri, karmasik biyolojik sivilarla temas ettiklerinde
biyomolekiilleri agsamali ve segici olarak adsorbe ederek biyolojik sistemlerle etkilesime giren
bir korona olusturur. Bu korona katmanlari, ¢iplak biyolojik nanopargaciklar tizerinde ek
etkinlik saglar. Boylelikle biyolojik nanoparcaciklar, bitkiler ve mikroorganizmalar gibi
biyolojik kaynaklardan sentezlenen nanoparcaciklarin yiizeyine biyolojik olarak aktif
bilesenlerin baglanmasi nedeniyle daha etkilidir. Ozellikle sifali bitkilerde, sentezlenen
nanopargaciklara baglanmak icin farmakolojik aktiviteye sahip, nanopargaciklarin etkinligini
artirarak ek fayda saglayan bol miktarda metabolit bulunmaktadir. Nanopargaciklarin biyolojik
sentezinin ek avantaji, bazi fonksiyonel gruplarin onlar1 biyolojik olarak aktif hale getirmek
icin nanopargacik yiizeyine eklenmesi de dahil olmak tizere gerekli adimlarin sayisini
azaltabilmesidir; bu, fizikokimyasal sentezde gerekli ek bir adimdir [34]. Ayn1 zamanda
biyolojik sentez, ortam sicaklig1 ve basinci, minimum enerji tiikketimi ve ¢ok diisiik veya sifir
tehlikeli madde tiiketimi gerektirir. Ayrica biiyiik 6l¢ekli nanopargacik sentezi icin kolayca
Ol¢eklendirilebilirler [38].
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Son zamanlarda, arastirmacilar SNP'lerin biyolojik sentezine biiyiik dikkat cekmektedirler;
clinkii sentetik siiregte kullanilan biyomolekiiller veya biyolojik mikroorganizmalar geleneksel
indirgeyici ve stabilize edici ajanlarin yerini alabilmektedir [35]. Biyolojik sentezde, toksik
indirgeme ajanlar1 ve stabilizatorlerin yerini, bakteriler, mantarlar, mayalar ve bitkiler dahil
olmak {izere canli organizmalar tarafindan iiretilen toksik olmayan molekiiller (proteinler,
karbonhidratlar, antioksidanlar, vb.) alir. Olasi biyolojik sentez mekanizmalar1 arasinda
enzimatik (6rnegin NADPH rediiktaz) ve enzimatik olmayan indirgeme bulunur. Genel olarak,

bitki 6zleri kullanilarak AgNP sentezi en ¢ok kullanilan ¢evre dostu {iretim yontemidir [7].

Kola.y- 5 Yuksek indirgeme
ulasilabilirlik potansiyell

Cevre dostu

indirgeme ve kaplama

ajani gdrevi

Basit
prosedur

Hizh ve buyuk

Slcekli Gretim

Sekil 2.12: Yesil sentezin avantajlari.

2.3.4.4. Giimiis Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Nanopargaciklarin kimyasal, biyokimyasal ve fiziksel bilesenleri, performanslari, uygulamalari
ve canli sistemlerle etkilesimleri acgisindan son derece ©nemlidir. Ote yandan,
nanomalzemelerin yapi, yiizey enerjisi, ylizey bilesimi, yiizey yiikii ve morfoloji gibi temel
ozellikleri, nanomalzemelerin in vivo davraniglarinin daha iyi anlagilmasi icin iyi bir sekilde
incelenmesi kadar 6nemlidir. Bu nedenle, nanoparcaciklarin 6zelliklerinin siniflandirtimasi ve
belirlenmesi igin yaygin olarak bir dizi karmagsik analitik teknik uygulanir. Sik kullanilan
mikroskopi ve spektroskopi tekniklerinden bazilari, UV-Gortiniir Spektroskopi (UV-VIS),
Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR), Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM),
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Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM), Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM), Enerji
Dagilim Spektroskopisi (EDS), Dinamik Isik Sagilimi (DLS), X-Isinlar1 Difraktometresi
(XRD) ve Raman Spektroskopisidir [33].

NP'lerin boyutu, sekli ve dagilimi SEM kullanilarak degerlendirilebilir. Ancak, SEM analizi
icin numunelerin degerlendirmeden 6nce kurutulmasi gerekir. Bu kurutma islemi, numunelerin
ozelliklerini degistirerek numunenin gercek temsilcisi olmayan hatali verilere neden olabilir.
Bu baglamda, TEM'in boyut ve sulu ¢6zelti dagilimi gibi NP'lerin 6zelliklerini karakterize ettigi
diistiniilebilir. Dinamik 1s1k sagilim1 (DLS), sulu bir ortamda partikiil boyutunu ve dagilimini
tanimlamak igin kullanilabilecek baska bir tekniktir. DLS, parcaciklara odaklanan bir 151k
kaynagi olarak kirmizi bir lazer kullanir. Isik kaynaginin pargaciklar tarafindan sagilmasi, bir
dedektor tarafindan toplanan 1sik yogunlugunda bir degisiklige neden olur ve sinyallere
doniisttrtilir.  NP'lerin ~ optik ~ ozellikleri UV~ goriiniir ~ spektroskopi  kullanilarak
degerlendirilebilir. UV spektroskopi tekniginde, parcaciklar boyutlarini belirlemek i¢in 190-
700 nm araliginda elektromanyetik dalgalara tepki verirler. Dahasi, UV goriiniir spektroskopisi
kullanilarak, pH ve ¢ozelti konsantrasyonunun NP'nin stabilitesi ve zaman icindeki olasi
agregasyon iizerindeki etkisi degerlendirilebilir. NP'lerin kimyasal ve fonksiyonel gruplari,
Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) kullanilarak tanimlanabilir. FTIR, NP'ler
hakkinda bilgi saglar ve polisakkarit ile metalik NP'ler arasindaki baglanma ve konjugasyonu
gosterir. NP'lerin kristal yapisi, X-1sin1 kirinimi (XRD) kullanilarak belirlenebilir. XRD

yogunlugunun analizi, NP'lerin yapisi, yonii, sekli ve dagilimi1 hakkinda bilgi verir [39].

2.4. POLISAKKARITLER ILE METALIK NANOPARCACIKLARIN YESIL
SENTEZI

Polisakkaritler kullanilarak metalik NP'lerin yesil sentezi, biyo-nanoteknolojide onemli bir
arastirma alani haline gelmistir. Nanomalzemelerin belirli manyetik, optoelektronik ve
fizyokimyasal ozelliklere sahip polisakkarit bazli metalik NP'ler kullanilarak sentezi ve
bunlarin biyomedikal ve biyokimyasal bilimlerdeki uygulamalari yesil kimyada giderek daha
onemli bir alan olmustur. Polisakkaritler, glikozidik baglarla birbirine baglanmis tekrarlanan
sakkarit birimlerinden olusan zincir polimerlerdir. Polisakkaritler genellikle proteinlerden daha
kararlidir ve bu polimerik karbonhidrat biyomolekiillerinde normalde geri doniisii olmayan bir

denatiirasyon meydana gelmez, bu da onlart malzeme biliminde avantajli kilar. Ek olarak,
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polisakkaritlerin izolasyonu ve geri kazanimi genellikle uygun maliyetlidir. Polisakkaritler,
molekiiler agirlik, zincir yapisi ve yapisal konformasyon, kiralite seviyesi, hidroksil gruplarinin
sayisi, c¢oziinturluk ozellikleri vb. gibi bir dizi parametreye bagli olarak degisir.
Karbonhidratlarin fizikokimyasal 6zelliklerindeki bu varyasyon, nanokompozitlerin ve
nanomalzemelerin fabrikasyon uygulamalari i¢in biyolojik ve molekiiler avantajlar sunar.
NP'lerin stabilizasyonu ve indirgenmesi, metalik NP'lerin sentez siirecinde polisakkaritlerin ana
roliidiir. Mikroalgler, makroalgler, mikro deniz yosunlari veya bakteri bazli polisakkaritler gibi
cesitli polisakkaritler, metalik NP'lerin iiretiminde stabilize edici ve indirgeyici ajanlar olarak
kullanilir. Tiim farkli metalik NP tiirleri arasinda, altin nanopargaciklar (AuNP'ler) ve giimis
nanopargaciklar (SNP'ler) biyolojik uyumluluklari, sekilleri, boyutlari, diisiik toksisiteleri,
antimikrobiyal ozellikleri ve yiiksek stabiliteleri nedeniyle genis bir uygulama yelpazesine
sahip olduklari i¢in en yaygin kullanilanlardir [39]. Giimiis nanopargaciklarin en ¢ok tercih
edilmesinin sebeplerinden bir digeri de; sifir degerlikli giimiisiin antibakteriyel ozellikleri ve

giimiis (I) tuzlarinin sifir degerlikli giimiis olusturmak i¢in kolay indirgenmesi ile ilgilidir [11].

SNP'lerin yesil sentezi, ¢oziicii ortaminin, indirgeme maddesinin ve toksik olmayan stabilize
edici bilesik/malzemenin se¢imini igerir, bu malzeme ayni zamanda kaplama maddesi olarak
da adlandirilir ve nanopargaciklarin kiimelenmesini onler. Yesil sentez teknigini kullanarak
glimiis nanopargaciklarin gelistirilmesi, tiim nanoparcacik sentez diinyasinda devrim
yaratmigtir. Bu teknik; kolayca erisilebilen, kullanimi giivenli, genis metabolit yelpazesi
bulunan ve atik ve enerji maliyetlerini en aza indiren genis bitki rezervleri nedeniyle

giiniimiizde popiilerdir [10].
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indirgeyici ajanlar
(Enzimler, proteinler, flavanoidler,

terpenoidler, kofaktorler, vb.)

Bliylime

Stabilizasyon

Sekil 2.13: Bitki bazli metal nanorgacik indirgeme mekanizmasinin diyagrami.

2.5. TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERI

Son yillarda, reaktif oksijen ve azot tiirleri (ROS/RNS) iiretimi ve antioksidan savunma
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanan oksidatif stresin, farkli patofizyolojik kosullarda ¢ok
onemli bir rol oynadig1 one siiriilmiistir. Oksidatif stres, ROS/RNS iiretimindeki bir artistan
veya antioksidan agdaki bir azalmadan kaynaklanan, endojen antioksidanlarin biyolojik
hedefler iizerindeki oksidatif hasara karsi koyamamasiyla karakterize edilir. Bu baglamda,
zengin bir antioksidan diyet aliminin, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bazi patolojiler gelistirme
riski ile ters iligkili oldugu 6ne stirtilmustiir. Bu nedenle, insanlar tarafindan siklikla veya
potansiyel olarak tiiketilen dogal iirtinlerin antioksidan kapasitesini belirleme konusuna
dikkatler ¢evrilmistir. Dogal iiriinlerin antioksidan kapasitesini belirlemek icin farkli in vitro

kimyasal bazli analiz yontemleri gelistirilmistir [40].

llgili reaksiyonlara bagl olarak, bu testler kabaca iki tipte siniflandirilabilir: Hidrojen atom

transfer (HAT) reaksiyonlarina dayali testler ve elektron transferine (ET) dayali testler. HAT
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bazli analizlerin ¢ogu, antioksidan ve substratin azo bilesiklerinin ayrismasi yoluyla termal
olarak tiretilen peroksil radikalleri i¢in rekabet ettigi rekabetg¢i bir reaksiyon semasi uygular. Bu
analizler, indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otoksidasyonunun inhibisyonunu, oksijen
radikal absorbans kapasitesini (ORAC), toplam radikal yakalama antioksidan parametresini
(TRAP) ve krosin agartma analizlerini igerir. ET bazli analizler, indirgendiginde renk degistiren
bir oksidanin indirgenmesindeki bir antioksidanin kapasitesini 6lger. ET bazli yontemler; Folin-
Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik igerik tayini yontemi, TEAC (troloks esdegeri
antioksidan kapasitesi)/ABTS yontemi, demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan giicii (FRAP)
yontemi, Cu(Il)-Nc kompleksini oksidan olarak kullanan bakir(Il) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite (CUPRAC) yontemi ve difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH)

siiplirmesine dayanan yontemleri icerir [41].
2.5.1. ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Yontemi

ORAC testi, peroksil radikalinin neden oldugu oksidasyonun inhibisyonunu izleyerek
antioksidanlarin radikal zincir kirma kabiliyetini 6lger. Peroksil radikalleri, fizyolojik kosullar
altinda gidalarda ve biyolojik sistemlerde lipidoksidasyonunda bulunan baskin serbest
radikallerdir. Bu nedenle, ORAC degerleri, bazilar1 tarafindan, antioksidan etkililigi i¢in bir
referans olarak biyolojik acidan anlamli kabul edilir. Bu analizde, bir {tiretici reaksiyon
tarafindan tiretilen peroksil radikali bir floresan prob ile reaksiyona girerek bir florometre ile
kaydedilen floresan kaybina neden olur. Peroksil radikal tiretici olarak genellikle AAPH gibi
azo bilesikleri kullanilir. Antioksidanlarin yoklugunda veya varliginda bir dizi floresan
bozunma egrisi olusturulabilir ve bozunma egrileri altindaki kalan alan (antioksidan icermeyen
bos bir ¢alismaya kiyasla antioksidanlarin varliginda alan kazanci) antioksidanlarin peroksil
radikal temizleme kapasitesinin bir gostergesi olarak hesaplanabilir. Standart bir antioksidan,
genellikle troloks, referans olarak kullanilir ve test edilen antioksidanlarin ORAC degerleri,

troloks esdegerleri olarak rapor edilir [42].

ORAC yontemi, insan biyolojisinde en yaygin serbest radikal olan peroksil radikalini
kullandigindan in vivo kosullarla ilgilidir. ORAC testi, antioksidanlarin neden oldugu serbest
radikal etkisinin hem inhibisyon siiresini hem de inhibisyon derecesini dikkate alir. ORAC
yonteminin diger avantajlar1 sunlari igerir: (1) Yiiksek verim igin otomatik hale getirilmistir;

(2) Plazma, doku, yiyecekler vb. dahil ¢cok sayida numune matrisi i¢in uyarlanabilir; ve (3)
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ekstraksiyon prosediiriinde perklorik asit, amonyum siilfat veya aseton kullanarak protein

olmayan antioksidanlar1 analiz edebilir [41].

2.5.2. TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Yontemi- Krosin Beyazlatma

(Krosin Agartma Yoéntemi) Yontemi

ORAC'a benzer sekilde, TRAP ve krosin agartma, peroksil radikal olusturucu olarak bir azo
bilesiginden (6r. AAPH veya ABAP), bir molekiiler floresandan (6r. R-fikoeritrin veya
diklorofloresin diasetat) veya UV-vis probundan (krosin) ve bir antioksidandan olusur. Her ikisi
de antioksidan aktivitesinin Ol¢iilmesi igin floresans veya absorbans azalmasimin kinetik
egrilerini toplar ve sonuglari trolox esdegerleri olarak ifade ederler. Bununla birlikte, bu analiz
yontemlerinin tiimiinde, antioksidan oziitlerde dogal olarak var olan pigmentler ve floroforlarin

emilim ve floresan okumalarina girisim yapabilmesinden otiirii bir dezavantaj vardir [42].
2.5.3. Folin Ciocalteu Yontemi

Folin-Ciocalteu, ¢esitli ekstraktlarda toplam fenolik bilesiklerin miktarini belirlemek igin
taninmis, yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Hidroksillenmis aromatik halkalara sahip
organik bilesiklerin analizine izin veren kolorimetrik bir yontemdir. Yontem hassastir ve
fenolik bilesik igeriginin Olgiilmesine izin verir [43]. Folin-Ciocalteu yontemi, alkali kosullar
altinda fenolik bilesikler tarafindan Folin-Ciocalteu reaktifinin indirgenmesine dayanir. Folin-
Ciocalteu reaktifinin (fosfomolibdik-fosfotungstik asit) tam kimyasal yapisi agik¢a
tanimlanmamuistir, ancak 765 nm'de maksimum absorpsiyon ile mavi renkli bir kromofor
verecek sekilde indirgenir. Komplekslerdeki molibden merkezi genel olarak indirgeme bolgesi
olarak kabul edilir, burada Mo®", fenolik antioksidan tarafindan bir elektron kabul ederek
Mo>*'e indirgenir. Gallik asit, yaygin olarak kullanilan referans standardidir ve toplam fenolik
icerik (TPC)'in sonuglar1 genellikle gallik asit esdegerleri olarak ifade edilir. Bununla birlikte,
TPC sonuglar1 bazen katesin, kafeik asit, klorojenik asit veya ferulik asit esdegerleri olarak da
ifade edilir [42].

2.5.4. FRAP (Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Giicii) Yontemi

Baslangicta insan plazmasinin antioksidan olarak yetenegini degerlendirmek igin gelistirilen

FRAP testi, demir(Ill)-tripiridiltriazin  kompleksinin  (Felll-TPTZ) antioksidanlarla
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reaksiyonunu kullanir. Yontemin temeli, indirgenmis metal formlu TPTZ kompleksinin 593

nm'de maksimum yogunlukta karakteristik goriiniir absorpsiyon bantlar1 sunmasidir [41].

FRAP testi, asidik ortamda antioksidanlar tarafindan demir(IIl)-TPTZ kompleksinin yogun
mavi renkli demir(II)-TPTZ kompleksine indirgenmesini 6lger. Antioksidan aktivite 593 nm'de
absorbans artis1 olarak belirlenir ve sonuglar mikromolar Fe(Il) esdegeri olarak veya bir
antioksidan standardina gore ifade edilir. Diger ET tabanli yontemlerin aksine, FRAP testi,
demir ¢oztintirlugiinii korumak ve daha da 6nemlisi elektron transferini saglamak icin asidik
pH kosullarinda (pH 3.6) gergeklestirilir. Bu, redoks potansiyelini artiracak ve baskin reaksiyon

mekanizmasinda bir kaymaya neden olacaktir [42].
2.5.5. DPPH Yontemi

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), bir tiir kararli organik radikaldir. DPPH yontemi, diinya
capinda radikal siipiirme kapasitesinin (RSC) nicelendirilmesinde kullanilmaktadir. DPPH
alkol ¢ozeltisi, 517 nm'de bir absorpsiyon piki ile koyu mor renktedir ve bu, reaktif sistemdeki
radikal siipiiriiciilerin varligiyla ve DPPH'deki azotun tek elektronu eslestiginde kaybolur.
Reaktif hiz ve radikal siipiiriicti yetenegi, DPPH'in siipiiriilme hizina ve pik degerine baghdir
[44]. DPPH, kararli bir kromojen radikalidir. Ticari olarak mevcuttur ve testten Once
olusturulmasi gerekmez. Reaksiyona, 517 nm'de dl¢iilen DPPH'nin renk degisikligi eslik eder
ve renk giderimi, antioksidan etkinliginin bir gostergesi olarak islev goriir. DPPH siipiirme
yonteminin antioksidan aktivitesi genellikle ECso olarak rapor edilir ve bu, ilk DPPH
konsantrasyonunu %50 azaltmak i¢in gerekli antioksidanin konsantrasyonu olarak tanimlanir

[42].
2.5.6. TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi)/ABTS Yontemi

Bu yontem; 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen radikal
katyonunun absorbansinin hidrojen verici antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesine dayanan
bir metottur. Absorbanstaki azalmadan yararlanilarak toplam antioksidan kapasitesi troloks (E

vitamini analogu) cinsinden verilmektedir [4].

ABTS™, ABTS'nin K:S:0s, MnO> veya peroksil radikalleri gibi oksidanlar tarafindan
oksidasyonundan iiretilir. ABTS"" alkollii ortamda oldugu gibi sulu ortamda da ¢oziiniir ve 734

nm'de absorpsiyonu kullanilir [40].
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2.5.7. CUPRAC (Bakr(II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

CUPRAC yontemi ilk olarak bir spektrofotometrik TAC yontemi olarak gelistirilmis ve
kapsami bazi modifikasyonlarla genisletilmistir. Segilen kromojenik redoks reaktifi kolayca
erisilebilir, stabil, secicidir ve biyolojik olarak dnemli tiim antioksidan tiirlerine (6rn. askorbik
asit, a-tokoferol, B-karoten, indirgenmis GSH, iirik asit ve bilirubin) ve kimyasal tiirii veya
hidrofilikligi ne olursa olsun tiim gida antioksidanlarina (flavonoidler, basit fenolik
hidroksisinnamik asitler, vb.) yanit verebilir., CUPRAC yo6ntemi igin kullanilan kromojenik
redoks reaktifi bakir(I[)-neokuproin kelatidir [3]. Uygun konumlanmis fenolik hidroksiller,
CUPRAC redoks reaksiyonu ile tekabiil eden kinon yapilarina doniisiir ve bu redoks reaksiyonu
sonucunda olusan Cu(I)-Nc kelati, 450 nm’de maksimum absorbans verir. Bu yontem; Cu(II)
kloriir ¢ozeltisi, neokuproin (Nc) ¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH=7 tamponu) ¢ozeltilerinin
karistirilmasindan sonra, iizerine tayin edilecek herhangi bir antioksidan ¢ozeltisi (direkt veya
asit hidrolizi sonunda) ilave edilmesi ve bunu takip eden 30 dakika sonunda icerisinde
antioksidan bulunmayan referansa karsi 450 nm’de absorbans degerlerinin Sl¢tilmesinden

ibarettir [4].
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Sekil 2.14: CUPRAC yonteminin kromojenik oksidasyon araci olan Cu(II)-Nc reaktifinin
antioksidanlarla (Ar(OH),) reaksiyonu sonucu Cu(I)-Nc renkli kelatinin olugumu.

2.5.8. Gelistirilen CAR-SNP Esash Antioksidan Kapasite Yontemi

Yesil sentez kapsaminda bir anyonik polisakkarit olan k-karagenan kullanilarak; giimiis iyonlar1
ile xk-karagenan arasinda olusan elektrostatik ¢ekim kuvveti etkisiyle stabilize edilmis giimiis
cekirdekleri varliginda, antioksidanlarla Ag iyonlarinin indirgenmesi esasina dayali bir yontem

gelistirilmistir. Bu yontem, CAR-SNP esasli antioksidan kapasite yontemi olarak
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adlandirilmistir. Gelistirilen yontemde monodispers ¢ekirdek halindeki giimiis nanopargaciklar,
Ag iyonlarinin k-karagenan ile biyolojik olarak indirgenmesi sonucu hazirlanir. Bu prosesin
ikinci agsamasinda, ikincil indirgeyici ajan olarak kullanilan polifenoller Ag iyonlarinin giimis
cekirdeklerine (Ag®) indirgenmesi ve cekirdek-kabuk halindeki SNP’lerin biiyiimesi igin
ortama ilave edilir. Son olarak meydana gelen ¢ekirdek-kabuk halindeki SNP’ler karakteristik

SPR absorpsiyonu sergilemektedir.

CAR-SNP esasli AC yonteminin ilk asamasinda giimiis nitrat (AgNOs3) k-karagenan ile
indirgenerek kiigtik boyutlu, kiiresel CAR-SNP’ler (ortalama cap = 20 nm) sentezlenir.

Ikinci asamada, sentezlenen CAR-SNP’lere polifenolik bilesigin ilave edilmesiyle, Ag iyonlari
420 nm dalga boyunda maksimum absorpsiyon gosteren kuvvetli renkli CAR-SNP’lere
(¢ekirdek-kabuk olusumu) indirgenirken, polifenollerin reaktif Ar-OH gruplari ilgili bilesigin
kinonlarina yiikseltgenir (Standart potansiyel, E’, fizyolojik agidan énemli antioksidanlar igin:
0.2-0.6 V, E’agyag= 0.8 V).

nAg* + Ar(OH)y— n Ag® + Ar(=0)n + n H* 2.1)

Antioksidan kapasite tayini i¢in gelistirilen glimiis nanopargacik esasli CAR-SNP yonteminin
esasi, k-karagenan ile sentezlenen giimiis nanopargaciklarin polifenolik bilesik ortaminda
biiylimesine ve biiyiiyen nanopargaciklarin (¢ekirdek-kabuk olusumu) plazmon absorbansinin
420 nm dalga boyunda 0l¢iimiine dayanmaktadir. Bu sekilde polifenol ortaminda biiytimiis
giimiis nanopargaciklarin optik ozellikleri, ilgili polifenolik bilesiklerin antioksidan

(indirgeyici) kapasitesiyle dogru orantilidir.

35 min at Room W CAR-SNP Yy S

- g

Temperature

k-carrageenan

:SNP wW @ k-carrageenan

Sekil 2.15: « -karagenan kullanilarak yesil sentez ile CAR-SNP'lerin olusumu.
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Sekil 2.16: CAR-SNP’lerin antioksidan ortaminda genislemesi.

2.6. LITERATURDE VAROLAN SOY METAL NANOPARCACIK ESASLI
ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYINI ILE ILGILi CALISMALAR

Nezhad ve dig. [45], sitrat ile stabilize edilmis Ag ¢ekirdekleri varliginda giimiis iyonlarinin
askorbik asit ile indirgenmesine bagli olarak askorbik asit (AA) tayini i¢in kolorimetrik bir
yontem Onermislerdir. Askorbik asit, trisodyum sitrat ve Ag cekirdekleri varliginda Ag (I)'i
tiggen SNP'lere indirgemistir. Giimiis nanopargaciklarin plazmon absorbansi askorbik asidin
spektrofotometrik olarak kantitatif tayinine imkan vermistir. Szydlowska-Czerniak ve dig. [46],
giimiis iyonlar ile antioksidanlar arasindaki elektron transfer reaksiyonuna dayali olarak pH
8.4 tampon ortaminda SNP’lerin olustugu bir tayin yontemi dnermislerdir. Bu yontem, standart
antioksidan olarak sinapik asit, gallik asit, kafeik asit, askorbik asit ve kuersetin kullanilarak
dogrulanmistir. Yontem, kolza tohumu ve iriinlerinin ekstraktlart icin FRAP, DPPH ve FC
yontemleri ile iyi bir sekilde iliskilendirilmistir. Nezhad ve dig. [47], hidrokinon, katesol ve
pirogallol gibi belirli fenolik bilesikleri belirlemek i¢cin AuNP olusumuna dayali bir optik tespit
yontemi gelistirmistir. Bu calismada, stabilize edici bir ajan (setiltrimetilamonyum kloriir,
CTAC) varliginda sulu ¢ozelti igindeki HAuCls, herhangi bir AuNP cekirdegi eklenmeden
fenolik bilesikler araciligiyla AuNP'lere indirgenmistir. Fenoliklerin eklenmesinden Once,
AuCly ve CTAC igeren ¢ozelti, 330 nm'de karakteristik bir absorbans bandina sahiptir.
Reaksiyon ortamina fenolik bilesikler eklendiginde, bu bant kaybolur, AuNP'lerin karakteristik
plazmon absorbansi 568 nm'de gozlenir ve test edilen fenoliklerin dolayli kolorimetrik tespiti
saglanir. Bu yontemle sulu numunelerdeki fenolik bilesikler ve farmasétik formiilasyonlar
basariyla analiz edilmistir. Della Pelle ve dig. [48], Folin-Ciocalteu (FC) yontemine alternatif

olarak organik ¢oziicii-sulu ortamda AuNP olusumuna dayanan basit bir yontem gelistirmistir.
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Bu yontem, numune ekstraksiyonu gerektirmez ve bir organik ¢oziicii olarak dimetil siilfoksit
(DMSO) kullanimini igerir. Organik bir ortamda yeni bir AuNP sentezi tiirii iceren bu yontem,
geleneksel FC yontemiyle yiiksek oranda iligkilendirilmistir. Yag bakimindan zengin

numunelerde fenolik icerigin hizli tespiti i¢in kullanilabilir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Absorbans dl¢timleri ve UV-vis spektrumlari i¢in Varian CARY Bio 100 UV-vis spektrofoto-
metresi (Mulgrave, Victoria, Avustralya) kullanilmistir. Hazirlanan nanopargaciklarin karakter-
izasyonunu gosterecek wet-STEM goriintiileri icin FEI Model Quanta 450 FEG marka tara-
mali elektron mikroskobu (2 °C'ye sogutma sicakliginda, vakumda) kullanilmistir. Nanopar-
caciklarin Fourier Dontisimii Kizilotesi spektrumlar1 (FTIR), Agilent Carry 630 FTIR-ATR
(Agilent Technologies, Rowville, Avustralya) spektrometresi kullanilarak kaydedilmistir. XRD
analizi icin Rigaku R-Axis Rapid-S X-Ray Tek Kristal Difraktometre Cihazi, silindirik
dedektor (cylindiral IP) kullanilmistir. Ayrica, ¢cozelti hazirlama ve inkiibasyon islemlerinde
analitik terazi, girdap karistirici, su banyosu, etiiv vb. temel laboratuvar ekipmanlarindan

yararlanilmistir.

3.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Neokuproin (2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline) (Nc), k-karagenan, (-)epikatesin (EC), (-
)epigallokatesin gallat (EGCG), (+)katesin (CT), gallik asit (GA), a-tokoferol (TP), kuersetin
(QR), L-askorbik asit (AA), rosmarinik asit (RA), and troloks (TR), and etanol: Sigma-Aldrich
(Steinheim, Almanya); bakir (II) kloriir dihidrat, giimiis nitrat (AgNO3), amonyum asetat
(NH4Ac): Merck (Darmstadt, Almanya). Bitki cay1 drnekleri yerel pazardan temin edilmistir.

3.3. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

3.3.1. CAR-SNP Esash Antioksidan Kapasite Tayininde Kullanilan Cozeltilerin

Hazirlanmasi

AgNOs stok ¢ozeltisi, 0.1 M olacak sekilde giimiis nitrattan 1.6987 g tartim alinip destile su ile
100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Karagenan ¢ozeltisi, %0.1°lik (w/v) olacak sekilde «-
karagenandan tartim alinip, kaynatilmis destile suda ¢oziildii. Sonrasinda oda sicakligina kadar

sogutulup 100 mL’ye tamamlandi.
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3.3.2. CUPRAC Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cu(1l) kloriir ¢ozeltisi, 1.0x10> M olacak sekilde bakir(Il) kloriir dihidrat’tan (CuCl>.2H-0)
0.4262 g tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Amonyum asetat (NHsAc)
tamponu, 1 M (pH=7.0) olacak sekilde NH4Ac’dan 19.27 g tartim alinip su ile 250 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Nc) ¢ozeltisi, 7.5x10° M
olacak sekilde 0.039 g tartim alinip mutlak etil alkolle ¢oziiliip 25 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.
3.3.3. Polifenolik Bilesiklerin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tiim standart antioksidan bilesik ¢ozeltileri istenilen ¢alisma konsantrasyonunda (1.0x107 M,
1.0x10* M) etil alkolde giinliik olarak hazirlandi. Askorbik asit ¢ozeltisi 1.0x10° M

konsantrasyonda olacak sekilde destile suda giinliik olarak hazirlandi.
3.3.4. Bitki Cay Infiizyonlarinin Hazirlanmasi

Bitki cay posetleri kaynamis suya ilk 2 dakika boyunca batirilip ¢ikarildi. Sonraki 3 dakika
boyunca ise demlemeye birakildi (toplam demlenme siiresi 5 dakika). Poset ¢aylar demlenmeye
birakildigr kaynamis sudan ¢ikarildi ve cozeltiler oda sicakligina sogutulduktan sonra 100
mL’ye seyreltildi. Sonrasinda analiz 6ncesinde 0.45 pum-gézenek g¢apli polyester filtreden
(GF/PET-45/25) gegirildi.

3.4. UYGULANAN YONTEMLER
3.4.1. CAR-SNP Esash Antioksidan Kapasite Tayininde Kullanilan Yoéntemler
3.4.1.1. SNP (Giimiis Nanoparcactk) Hazirlanmasi

Giimiis nanopargaciklar, Ag”nin k-karagenan Kkullanilarak biyolojik indirgeme yontemiyle
indirgenmesiyle hazirlandi. Hazirlanan 0.1 M giimiis nitrat ¢ozeltisi ile %0.1 karagenan
¢ozeltisi (3:1) oraninda karistirild1 ve 35 dakika oda sicakliginda bekletildi. Agik sar1 renkli k-
karagenan kapli giimiis nanopargacik (CAR-SNP) elde edildi.

3.4.1.2. Gelistirilen CAR-SNP Esasli Antioksidan Kapasite Yontemi

Gelistirilen yontemde, bir deney tiipii icerisine sirastyla 4.0 mL CAR-SNP ¢ozeltisi, x mL

standart antioksidan ¢ozeltisi veya gergek ornek ¢ozeltisi ve (1.0-x) mL H2O ilave edilip iyice
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calkalandi. Reaksiyon karigimlari oda sicakliginda 10 dakikalik inkiibasyonda bekletildi.
Inkiibasyon sirasinda, antioksidanlarin varliginda Ag*'nin indirgenmesi, soluk saridan koyu
sartya bir renk degisikligine sebep olarak, ¢ekirdek-kabuk yapisinin olusumunu gostermistir.
Referans c¢ozeltinin absorbansina gore (Ao), Ornek c¢ozeltisinde antioksidan varliginda
antioksidan konsantrasyonuna bagli olarak artis gozlendi. Absorbanstaki bu artis (AA), 10
dakika sonunda 420 nm dalga boyunda referans ¢6zeltiye karsi okundu. AA ve antioksidan
konsantrasyonu (C) arasinda kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Kalibrasyon egrilerinin

egimleri, test edilen her antioksidanin molar absorptivitelerini (€) temsil eder.
4.0 mL CAR-SNP ¢6zeltisi + x mL antioksidan + (1.0-x) mL H>O 3.1
3.4.2. CUPRAC Ydintemi

Bir deney tiipii igerisine 10 mM bakir(Il) ¢ozeltisi, 7.5 x 10~ M neokuproin ¢ozeltisi ve 1 M
amonyum asetat tamponundan sirastyla 1’er mL eklendi. Uzerine (x) mL 6rnek ¢ozeltisi ve
(1.1-x) mL H20 ilave edilip iyice calkalandi. Toplam hacim 4.1 mL olacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra tiipler oda kosullarinda agzi kapali olarak 30 dakika boyunca bekletildi.
Bu siire sonunda iginde drnek bulunmayan referans ¢ozeltiye karsi, olusan Cu(I)-Nc kelatinin

renginin karakteristik dalga boyu olan 450 nm’de absorbans degerleri dl¢iildii.
I mL Cu(Il) + 1 mL Nc¢ + 1 mL tampon + x mL 6rnek + (1.1-x) mL H>O 3.2)
3.4.3. Sentetik Antioksidan Karisim Cozeltilerinin TAC Ol¢iimii

Antioksidan bilesiklerin her birinin etanollii ¢6zeltileri hazirlanip farkli kombinasyonlarda tiglii
sentetik karisimlar hazirlandi. Bu sentetik karisimlarin beklenen ve deneysel Olgiilen
antioksidan kapasiteleri CAR-SNP esasl gelistirilen yontem uygulanarak pM troloks esdegeri

cinsinden hesaplandi.
TACBgekienen = TEAC.C1 + TEACs. C2 + TEAC3. Cs3 (3.3)

(TEAC: troloks esdegeri antioksidan kapasite; C: konsantrasyon)

Absorbans (toplam) + kayim

TACDeneysel = x 10° (34

ETR
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3.4.4. Katki Calismasi

Yesil cay inflizyonuna kuersetin, gallik asit, katesin standart ¢ozeltilerinin katkisi yapildi. Bir
tiipe 50 pL yesil ¢ay inflizyonu ve 100 uLL. 0.1 mM QR, 100 pL. 0.1 mM GA veya 200 uL 0.1
mM CAT c¢ozeltisi ilave edildi. Katki yapilan ¢ozeltilere ayr1 ayri gelistirilen yontem uygulandi.

Yontemin kesinligi ve geri kazanimi degerlendirildi.
3.4.5. interferans Calismasi

Gida orneklerinde yaygin olarak bulunan tiirlerin interfere edici etkileri incelendi. CAR-SNP
esash antioksidan kapasite yontemi uygulanarak 4.0 pM antioksidan tayininde 10-1000 kat

(mol/mol olarak) araliginda interfere edici tiir varliginda calisildi.
3.4.6. Karakterizasyon Analizleri

Sentezlenen CAR-SNP’lerin karakterizasyonu amaciyla wet-STEM analizi ¢ozelti oraninda
hazirlanan 6rneklere, FTIR ve XRD analizleri liyofilizator ile kurutulmus 6rnekler kullanilarak

yapilmustir,
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4.1. CAR-SNP ESASLI ANTIOKSIDAN KAPASITE YONTEMI GELISTIRILMESI

4.1.1. Optimum Deney Kosullarinin Belirlenmesi

4.1.1.1. Giimiis Nanoparcacik Sentezinde AgNQO;3 ve k-Karagenan Konsantrasyonunun

Etkisi

Sentezlenen CAR-SNP’nin plazmon absorbansi iizerindeki giimiis nitrat konsantrasyonunun
etkisi incelenmistir. 0.02 - 0.1 M AgNOs konsantrasyonu araliginda ¢alisilmistir (k-karagenan
konsantrasyonu hacim olarak 3:1 oraninda %0.1 stok cozeltisinden alindi). Elde edilen

spektrumlar Sekil 4.1°de goriilmektedir.

0,24 Ag iyonu konsantrasyonu
——002M ——0.04M ——006M —— 0.08M 0.10M
0,2
w
:
0 0,16 |,
-
0
-3 0,12
< ’
0,08
0,04
360 410 460 510 560
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1: Ag iyonu konsantrasyonunun sentezlenen CAR-SNP’lerin plazmon absorbansi iizerine
etkisi.

CAR-SNP’lerin hazirlanmasinda farkli k-karagenan konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir.
Hazirlanan 0.1 M AgNOs iizerine 3:1 oraninda %0.05 - 0.20 araliginda karagenan ¢ozeltileri

ilave edilmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4.2: k-karagenan konsantrasyonunun sentezlenen CAR-SNP’lerin plazmon absorbansi tizerine
etkisi.
4.1.1.2. CAR-SNP Yénteminde Inkiibasyon Siiresi ve pH’in Belirlenmesi

Sekil 4.3, gelistirilen yontemin iki adimi1 olarak CAR-SNP olusumunun ve CAR-SNP'lerin

biiyiimesinin (antioksidanlar1 temsil eden Troloks (TR) varliginda) reaksiyon kinetigini

gostermektedir.
01 04
a i . l b
"-p-“-" o o4
& e £
" "
4 o
a g 02
8 £
<o Ed
01
0,04 T T T T 0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 5 10 15 0 15 30

Zaman (dakika) Zaman (dakika)

Sekil 4.3: a) CAR-SNP olusumunun reaksiyon kinetigi b) TR varliginda genisleyen CAR-SNP’lerin
reaksiyon kinetigi.

pH'min k-karagenan ile olusturulan CAR-SNP'ler iizerindeki etkisi (antioksidan yoklugunda),
Onerilen yontemin deney kosullarinda 3.0-5.8 araliginda incelenmistir. Elde edilen spektrumlar

Sekil 4.4°de goriilmektedir.
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Sekil 4.4: Antioksidan yoklugunda farkli pH’larda olusan CAR-SNP’lerin UV-goriiniir bolge
spektrumlari.

4.1.2. Sentezlenen Giimiis Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu
4.1.2.1. Spektrofotometrik Karakterizasyonu

0.1 M giimiis nitrat ¢ozeltisi ve %0.1°lik karagenan ile sentezlenen CAR-SNP’lerin goriiniir
bolge spektrumu verilmistir. Sentezlenen CAR-SNP’lerin, Troloks varliginda genisleyen CAR-
SNP’lerin ve tek basina Troloksun absorpsiyon spektrumlari verilmistir. 420 nm'de CAR-
SNP'lerin SPR'sinden kaynaklanan mevcut absorpsiyon bandina ek olarak karakteristik keskin
bir bant gelisimi, TR'nin varliginda biiyiimiis SNP'lerin gostergesidir. ilgili dalga boyunda
TR’nin kayda deger bir absorpsiyon band1 yoktur.
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Sekil 4.5: Sentezlenen CAR-SNP’lerin, troloks varliginda genisleyen CAR-SNP'lerin ve tek basina
troloxun UV-goriiniir bolge spektrumlari.

4.1.2.2. SEM Analizi ile Karakterizasyonu

k-karagenan kullanilarak sentezlenen CAR-SNP'lerin wet-STEM goriintiileri Sekil 4.6a’da
sunulmustur. Ayrica, antioksidanlart temsil eden TR varliginda biiyiitilmiis CAR-SNP'lerin

wet-STEM goriintiileri Sekil 4.6b’de sunulmustur.
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Sekil 4.6: Sentezlenen CAR-SNP’lerin (a) antioksidan yoklugunda (b) antioksidan varliginda wet-
STEM goriintiileri.
4.1.2.3. FTIR Analizi ile Karakterizasyonu

k-karagenan’in  ve kurutulmus CAR-SNP'lerin FTIR spektrumlart  Sekil 4.7°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.7: a) k-karagenana b) sentezlenen CAR-SNP’ye ait FTIR spektrumu.

4.1.2.4. XRD Analizi ile Karakterizasyonu

Sentezlenen CAR-SNP'lerin X 1s1n1 kirinimi (XRD) modeli Sekil 4.8'de gosterilmektedir.
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Sekil 4.8: Sentezlenen CAR-SNP’ye ait XRD modeli.
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4.1.3. Troloks Bilesiginin Gelistirilen Yontem ile Kalibrasyonu

Artan TR konsantrasyonlari ile CAR-SNP'lerin UV-goriiniir bolge spektrumlart Sekil 4.9°da

gosterilmektedir.

e OpMTR ——2pMTR ——4pM TR 6UMTR ———8pMTR —— 10 uM TR

0,4

Absorbans

360 410 460 510 560
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.9: Farkli TR konsantrasyonlar1 varliginda (0- 10 uM) olusan CAR-SNP’lerin UV- gériiniir
bolge spektrumlari.

Soy metal nanopargaciklarin ¢ekirdeklenmesi ve biiylimesi esasina dayali farkli yontemlerle

elde edilen bazi antioksidan bilesiklerin LOD degerleri Tablo 4.1'de karsilastirilmistir.
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Tablo 4.1: Soy metal nanopargaciklarin ¢ekirdeklenmesi ve biiylimesi esasina dayali farkli
yontemlerle elde edilen bazi antioksidan bilesiklerin LOD degerleri.

Metodlar LOD Referanslar
0.023 uM — TR
0.009 uM — GA
CAR-SNP esash metod 0.022 uM — AA Bu calisma
0.007 uM — QR
0.014 uypM — CT
GSNP-AC 0.31 uM — TR [5]
SNPAC 0.23 uM — TR [56]
20 uM — GA
SNP esash metod 20 uM — AA [57]
0.4 uM — QR
SNP esash metod 0.054 uM — AA [58]
PVA-SNP esash metod 22.1 uM — GA [59]
AuNPs esash metod 35 mg/L - GA [60]
39 uM — CT
RhNPs esash metod 49 tM — GA [61]

4.1.4. Antioksidan Bilesiklerin CAR-SNP Esash Antioksidan Kapasite Yontemi ile
Molar Absorptiviteleri, Korelasyon Katsayilari, Dogru Denklemleri, Dogrusal Calisma

Araliklan ve TEAC Katsayilarinin Belirlenmesi

Gelistirilen CAR-SNP esasli AC yontemi ile dokuz farkli antioksidanin kalibrasyon egrileri
elde edilmistir. Kalibrasyon denklemleri, korelasyon katsayilari, dogrusal ¢alisma araliklari ve
TEAC katsayilart Tablo 4.2'de sunulmustur.

e CAR-SNP esasli antioksidan kapasite yontemine gore;

A420=2.51x10* Crr -0.005, r=0.9999 €rr =2.51 x 10* Lmol'em™!

e CUPRAC yontemine gore;
Asso= 1.67x 10* Crr -3.72x107,r =0.9997 €tr=1.67 x 10* Lmol'cm!
Gelistirilen yonteme CUPRAC yontemine gore antioksidanlarin TEAC katsayisi, ilgili

antioksidanlarin molar absorptivite degerlerinin troloksun molar absorptivite degerine

oranlanmasi ile bulunmustur.
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Tablo 4.2: Antioksidan bilesiklerin CAR-SNP esasli antioksidan kapasite yontemiyle elde edilen
dogrusal denklemleri, korelasyon katsayilari, dogrusal ¢alisma araliklari ve TEAC degerleri (CUPRAC
yontemiyle karsilastirilarak)

Dogrusal denklem ve %(;gl:;::zl TEACcarsse  TEACcuprac”
Antioksidanlar Korelasyon katsayilari aralig )
(’) (M)
Troloks AA= 2'(5r 1:’(‘)18;9%)‘ 00055 19-79.88 1.00 1.00
Askorbikasit  AAT 2(538‘ 19?;54C)‘ 001 5317751 1.04 0.96
Kuersetin AA= ’3(}(’:73190;8%_ 001 742491 3.22 438
Rosmarinik asit 7(9ri’8190;§5)_ 0005 969 -25.19 3.17 530
Katesin AA= 452:’(‘)18;5)_ 0004 28 _47.49 1.68 3.09
(-)epikatesin s 4'(7r 5:’818;8%)_ 0.002 | 09_42.15 1.90 2.77
. ' _ o

(g—;::l[;ltgallokatesm AA 9(2:3(;)1;)99(;) 0.002 0.56—21.76 367 438
Gallik asit AdZ 6'(5r 5:’818; 6%)_ 0001 477 3054 261 2.62
o-tokoferol - 1‘(3r 2361;);3%)— 00055 98— 145.29 0.55 1.10

" Veriler kaynak 55°dan ve 69°ten alinmigtir.

4.1.5. Sentetik Antioksidan Karisim Cozeltilerinin CAR-SNP Esash Antioksidan
Kapasite Yontemine Gore TAC Olciimii

Konsantrasyonlart 1 pM olan antioksidan bilesiklerden {i¢clii sentetik karisimlar olusturulup
gelistirilen yonteme gore pM troloks (TR) cinsinden teorik ve deneysel antioksidan kapasiteleri
3.3 ve 3.4 denklemleri kullanilarak hesaplanmis ve degerler birbiriyle karsilastirilmistir (Tablo

4.3).
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Tablo 4.3: Sentetik antioksidan karisim ¢ozeltilerinin CAR-SNP yontemine gére uM troloks (TR)
cinsinden teorik ve deneysel olarak olgiilen TAC degerlerinin karsilastirilmasi (N=3).

. - . TACteorik TACdeneysel
Sentetik karisim Icerik (WM TR-esdegeri) (WM TR-esdegeri)

GA

1 QR 541 5.76 +£0,66
TP
CT

2 EC 4.52 4.77+0.30
AA
RA

3 EGCG 8.52 7.87 +0.04
CT

4.1.6. Yontemin Kesinliginin ve Geri Kazaniminin Belirlenmesi

Gelistirilen yontemin kesinliginin ve geri kazaniminin belirlenebilmesi i¢in seyreltilmis bir
yesil ¢ay inflizyonuna standart ekleme yontemi kullanilarak, kuersetin, gallik asit, katesin
standart ¢ozeltilerinin katkisi yapilmistir. Bir tiipe 50 pL yesil ¢ay inflizyonu ve 100 pL 0.1
mM QR, 100 pL 0.1 mM GA veya 200 pL 0.1 mM CAT ¢ozeltisi ilave edilmistir. Katki yapilan
cozeltilere ayr1 ayr1 CAR-SNP esasli antioksidan kapasite yontemi uygulanmistir. Degerler

tablo 4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4.4: Gelistirilen CAR-SNP yonteminin kesinligi ve geri kazanimi.

Eklenen

Yesil ¢cay infiizyonuna eklenen Kons Ortalama SD RSD REC
c Y . o o

antioksidan (uM) (uM) (%) (%)

QR 2.00 1.89 0.02 1.06 94.5

GA 2.00 2.19 0.06 2.74 109.5

CT 2.00 2.03 0.09 4.43 101.5

4.1.7. CAR-SNP Esash Antioksidan Kapasite Yontemi ile Bazi Bitki Cayi

Infiizyonlarinin Antioksidan Kapasitelerinin Belirlenmesi

Gelistirilen yontem kusburnu, beyaz ¢ay, yesil cay, papatya cayr ve ekinezya ¢ay1 gibi ¢ay
inflizyonlarina uygulanmistir. Bitki cay1 inflizyonlarinin toplam antioksidan kapasiteleri
gelistirilen yontem ve referans yontem olan CUPRAC yontemi uygulanarak belirlenmistir. Bu
cay inflizyonlarinin TACcar-sne ve TACcuprac degerleri Troloks esdegeri (pmol TR/g-6rnek)

olarak verilmistir. Sonuglar karsilagtirilmistir ve tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.5: Bazi bitki ¢ay1 infilizyonlarinin CAR-SNP ve CUPRAC yo6ntemlerine gore belirlenen toplam
antioksidan kapasiteleri.

Tay infiayoilars CAR-SNP yﬁffmi_. GEPRA{?'-yﬁljteﬁi
s e {;u.mol TR / g-drnek) (umol TR/ g-6rnek)
Beyaz Cay 684 + 21 765 = 19
| Yesil Cay 599 + 18 615+ 16
Ekinezya 365+ 12 381+11
Papatva 15324+5 145415
[Kusburnu ZIHE T 236+9

B CAR-SNP Esash AC CUPRAC

|

Beyaz Cay Yesil Cay Ekinezya Papatya Kusburnu

800
700
600
500
400
300
200
100

AC (umol TR/g-6rnek)

Sekil 4.10: Bazi bitki ¢ay1 inflizyonlarinin CAR-SNP ve CUPRAC yontemlerine gore belirlenen
toplam antioksidan kapasiteleri.

4.1.8. interferans Cahsmasi

Gida orneklerinde yaygin olarak bulunan tiirlerin olasi interfere edici etkileri incelenmistir.
CAR-SNP esasli AC yontemi, temsili antioksidan bilesik olarak 4.0 pM TR'nin tayininde 10-
1000 kat (mol/mol olarak) interfere edici tiir varliginda calisilmistir. Sonuglar Tablo 4.6°da

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.6: CAR-SNP esasli AC yontemi ile 4 uM TR'nin tayininde ¢esitli bilesiklerin etkileri.

Interferans Interferans/TR CAR-SNP esash AC
mol orami yonteminde interferans etkisi
Sitrat >10 +
Okzalat >10 +
Fumarik asit >10 +
Alanin 1000 -
Glisin 1000 -
Serin 1000 -
Galaktoz 1000 -
Fruktoz 1000 -
Glukoz 1000 -

Malik asit 1000 —
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5. TARTISMA VE SONUC

Soy metal NP'ler, farkli fizikokimyasal ve ¢cevreci yaklasimlarla sentezlenebilir. Au ve Ag gibi
soy metal NP'ler, goriinir bolgedeki benzersiz SPR bantlar1 sayesinde yiiksek molar
absorpsiyon katsayilar1 elde etme gibi tstiin 6zellikler sergilerler. SPR frekansi, ortamin
boyutu, bilesimi, dielektrik ozellikleri ve pargaciklar arasindaki mesafe ile ilgilidir [49]. Bu
yontemlerin genel tespit mekanizmalari, farkli spektral varyasyonlara yol agan NP'lerin
toplanmasi, ayrilmasi, biiyiimesi veya olusumuna dayanir. Antioksidan kapasite dl¢timii i¢in
NP'lerin ¢ekirdek merkezli biiylime ve genisleme mekanizmasi cesitli protokollerde
kullanilmistir. Ag (I)’in indirgeme potansiyeli Au (III) 'iinkinden daha diistiktiir, bu da SNP
tabanli bir yontemi, Au nanopargacik tabanli analoglarindan daha secici hale getirir. Ek olarak,
bir giimiis kolloidin altindan daha gii¢lii ve daha keskin plazmon rezonansina sahip olmasina
izin veren Mie rezonansi, herhangi bir bant arasi gecisten farkli enerjilerde meydana gelir, bu

da SNP'lerin kullanimini analitik duyarlilik agisindan avantajli kilar [50].

Toksisitelerine ragmen, alkali metal borohidritler ve amino boran kompleksleri gibi giiglii
kimyasal indirgeme ajanlari, kiicik NP'ler olusturma yeteneklerinden dolayr tercih
edilmektedir. Bitki 6zleri, lateks, polisakkaritler, sekerler, bakteriler ve mantar gibi dogal
malzemeler soy metal NP'lerin hazirlanmasinda toksik olmayan alternatif yesil indirgeyici
maddeler olarak kullanilmaktadir. Ancak yesil yontemler kullanilarak nanopargacik sentezinin
bazi zorluklar1 vardir. Bitki 6zleri gibi biyokimyasal indirgeyiciler, kimyasal indirgeyici
ajanlardan daha zayiftir ve pargaciklari cok daha yavas cekirdeklestirme ve ¢ogul dagiliml
NP'ler {iiretme egilimindedirler [51]. Bu nedenle, homojen dagilimda soy metal
nanoparcaciklari hazirlamak i¢in uygun zaman periyotlari, pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve

indirgeyici konsantrasyonlari gibi reaksiyon kosullarinin iyilestirilmesiyle kontrol edilebilir.

Bu calismada, SNP'lerin k-karagenan ile yesil sentezi ile olusan k-karagenan kapli SNP'lerin
sagladig yiiksek hassasiyetin kullanilmasiyla diisiik maliyetli, ¢evre dostu, hizli, basit ve hassas
bir AC yontemi gelistirilmistir. Yontemde ¢ekirdekleme-biiylime mekanizmasi esas alinmistir.
Gelistirilen yontemin ilk adimi, orta biiyiikliikteki tek tip kiiresel CAR-SNP'lerin yesil
sentezidir. Yesil sentez ile ortalama capi yaklasik 20 nm olan CAR-SNP'ler elde edilmistir.
SNP'lerin yesil sentezinde indirgeyici ve stabilize edici bir ajan olarak k-karagenan kullanimina
ek olarak, xk-karagenanin siilfat gruplari ile pozitif yiiklii glimiis c¢ekirdekler arasindaki

elektrostatik etkilesim, ¢ekirdeklerin k-karragenan ile kaplanmasini saglamistir. Gelistirilen
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yontemde ikinci adim, sentezlenmis kiiresel CAR-SNP'lerin kiimelenme olmaksizin test edilen
antioksidanlarla biiyimesidir. Ag” iyonlart 420 nm'de maksimum plazmon absorpsiyonu
sergileyerek CAR-SNP'lere indirgenirken, polifenollerin reaktif aromatik hidroksil gruplarinin
(Ar-OH) karsilik gelen kinonlara oksitlenmesi beklenir. Ag (1), antioksidanlar igin Au (III) 'e
gore daha segici bir oksidandir, ¢iinkii Ag (I, 0) redoks gifti i¢in standart indirgeme potansiyeli
(E®) 0.8 V iken, fizyolojik olarak onemli antioksidanlar i¢cin E° 0.2-0.6 V araliginda yer

almaktadir.

CAR-SNP'lerin sentezinde Ag" Kkonsantrasyonu, k-karagenan konsantrasyonu, pH ve
inkiibasyon siiresi gibi parametreler optimize edilmistir. CAR-SNP sentezinde AgNOs
konsantrasyonunun etkisinin incelendigi ¢alismada, 0.02 - 0.1 M AgNOs; konsantrasyonu
araliginda ¢alisilmistir. Bu noktada, minimum g¢apta k-karagenan kapli Ag ¢ekirdek
nanopargaciklarinin olusmasi gereklidir; ¢iinkii antioksidanlar varliginda CAR-SNP’lerin
biiyiimesi ol¢iilecektir. Sekil 4.1 incelendiginde, sentez i¢in hem ¢ekirdeklerin olustugu hem de
minimum absorbansin elde edildigi 0.1 M Ag" konsantrasyonu uygun bulunmustur. CAR-
SNP’lerin hazirlanmasinda farkli x-karagenan konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir.
Hazirlanan 0.1 M AgNOs iizerine 3:1 oraninda %0.05 - 0.20 araliginda karagenan ¢ozeltileri
ilave edilmistir. Bu noktada, ayni sekilde minimum capta k-karagenan kaph Ag g¢ekirdek
nanopargaciklarinin olugsmasi gereklidir; ¢iinkii antioksidanlar varliginda CAR-SNP’lerin
biiyiimesi olgiilecektir. Sekil 4.2 incelendiginde, sentez i¢in hem ¢ekirdeklerin olustugu hem de
minimum absorbansin elde edildigi %0.1 k-karagenan konsantrasyonu uygun bulunmustur.
Sekil 4.3, gelistirilen yontemin iki adim1 olarak CAR-SNP olusumunun ve CAR-SNP'lerin
biiylimesinin (antioksidanlari temsil eden Troloks (TR) varliginda) reaksiyon kinetigini
gostermektedir. Acik sart CAR-SNP'lerin olusumu igin 35 dakikalik bir siire yeterli olmustur
(Sekil 4.3a). CAR-SNP’lerin absorbansinin TR ilavesinden sonra arttigi gortlmustiir (Sekil
4.3b). Cekirdek-kabuk nanopargaciklar igin, gelen 1sikla etkilesime hakim olan en dis
katmandir ve CAR-SNP'lerin dis katman kalinlasmasina karsilik gelen SPR absorpsiyonundaki
artig, antioksidan konsantrasyonundaki artisin dogrusal bir fonksiyonudur. Sentezlenen CAR-
SNP'lere antioksidan ilavesinin bir sonucu olarak, sabit bir absorbans artisi elde etmek igin 10
dakikalik bir inkiibasyon siiresinin yeterli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3b). pH'nin «-
karagenan ile olusturulan CAR-SNP'ler iizerindeki etkisi (antioksidan yoklugunda), 6nerilen
yontemin deney kosullarinda 3.0-5.8 araliginda incelenmistir. Sekil 4.4'ten goriilebilecegi gibi,

pH 3-5 araliginda olusan CAR-SNP'ler oldukg¢a benzer absorpsiyon spektrumlari géstermistir
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ve tamamlanmis bir ¢cekirdek olusumu gézlenmemistir. Maksimum absorpsiyon 420 nm'de pH
5.8'de goriilmiistiir ve bu CAR-SNP'lerin olusumunu gostermektedir. Glimiis nanopargaciklarin
yaklasik 400 nm'de maksimum absorpsiyona sahip oldugu bilinmektedir [52]. Diger yandan,
pH 6’dan sonra Ag iyonlar1 Ag>O'ya istenmeyen oksidasyonun bir sonucu olarak ¢okmiistiir.
Sonug olarak, CAR-SNP'lerin olusumunun tam olarak gerceklestigi pH 5.8 optimum ¢alisma

pH’s1 olarak seg¢ilmistir.

Sentezlenen giimiis nanopargaciklarin karakterizasyonu amaciyla wet-STEM, FTIR ve XRD
analizleri yapilmistir. x-karagenan kullanilarak sentezlenen CAR-SNP'lerin wet-STEM
goriintiileri analizine gore, CAR-SNP'ler kiiresel, tek dagilimli ve homojendir ve sentezlenen
CAR-SNP'lerin ortalama boyutu 20 nm'dir (Sekil 4.6a). Antioksidanlar1 temsil eden TR
varliginda biiyiitiilmiis CAR-SNP'lerin wet-STEM gorintiileri sekil 4.6b’de sunulmustur.
CAR-SNP'lerin antioksidanlarin varhiginda biiytidiigti goriilmektedir ve TR varliginda ortalama
CAR-SNP boyutu 35 nm ol¢ulmustiir. Kiigiik nanoparcaciklarin baslangigta tek dagiliml
olmasi, antioksidan ilavesi {izerine kontrollii biiyiimeyi iceren hassas AC tayini i¢in bir on
kosuldur. Bu parcaciklar tek dagilimli olmasaydi, ¢esitli boyutlu nanopargaciklar 6zgiin bir
analitik dalga boyunun se¢imini miimkiin kilamazdi, ¢iinkii SPR bantlar1 maksimum

absorbansta degisimler gosterecekti.

k-karagenan’in  ve kurutulmus CAR-SNP'lerin FTIR spektrumlart  Sekil 4.7°de
gosterilmektedir. Sekil 4.7a'da, 3337 cm’''de gozlemlenen absorpsiyon, hidroksil (-OH)
gerilmesinin karakteristigidir. Katmanlar arasinda gerilen C-H, 2894 cm'de goriilen
absorpsiyona neden olmaktadir. 1615 cm™!"deki absorpsiyon band1 polimer bagli suya, 1411 cm
I'deki bant, siilfat asimetrik gerilmesine ve 1220 cm™!'deki bant, k-karagenan siilfatlarinin  S=
O grubu'nun simetrik gerilmesine atfedilebilir [53]. Ayrica, 1028 cm''deki absorpsiyon,
glikozidik baglantiya, 924 cm™'deki absorpsiyon 3,6-anhidro-D galaktoza ve 842 cm™'deki
galaktozun C-4'ti tizerindeki CO-S eksenel sekonder siilfata atfedilmistir [54, 55]. Bununla
birlikte, Sekil 4.7b, -CH2OH gruplarina Ag™'nin oksidatif saldirisindan sonra C=0 grubu
olusumuna baglh olarak 1718 cm™!'de yeni ortaya gikan bir pik gostermektedir [56]. Bu pik, k-
karagenandaki karbonhidrat radikallerinin oksidasyonu ile olusan karbonil grubuna baglhdir
[53, 57]. x-karragenan ile karsilastirildiginda, CAR-SNP'ler 3276 cm™"de dar bir pik noktasi
gostermistir, bu da x-karragenanin O-H fonksiyonel gruplarinin CAR-SNP'leri sentezlemekten
sorumlu oldugunu gosterir [58, 59]. 1269 cm''de ortaya ¢ikan CAR-SNP'lerin giiclii pik
noktasi, CAR-siilfat gruplarinin SNP'ler ile etkilesiminin gostergesidir. CAR-SNP'lerin siilfat,
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karbonil ve hidroksil gruplar1 negatif yiiklerine katkida bulunarak [56], pratikte AC 6l¢timii igin
sensorler olarak kullanilabilen kararli nanopargaciklar saglar. Bu yiizey fonksiyonel gruplari,
iyon-dipol ve dipol-dipol etkilesimleriyle Ag iyonlarini ve fenolik antioksidanlar1 [60] bir araya
getirme kabiliyetine sahiptir, boylece mevcut nanopargaciklarin genislemesini kolaylastirarak

SPR absorpsiyonunun artmasina neden olur.

Sentezlenen CAR-SNP'lerin XRD modeli Sekil 4.8'de gosterilmektedir. 20'de 38.2°, 44.6° ve
64.7° civarinda gozlenen tepe noktalari, sirasiyla (111), (200) ve (220) fcc giimiisiin
kristalografik diizlemlerine karsilik gelir. 20°-30° arasinda goriilen kirinim pikleri,
indirgemeden sonra nanopargacik yiizeylerinde kalan xk-karagenanin yari kristal yapisina

baglanabilir [61].

Artan TR konsantrasyonlari ile CAR-SNP'lerin UV-goriiniir bolge spektrumlart Sekil 4.9°da
gosterilmistir. 420 nm SPR dalga boyundaki simetrik spektrumlar, antioksidanlarin varliginda
biiytimeye ugrayan CAR-SNP'lerin monodispersitesini ve stabilizasyonunu gostermektedir. TR
konsantrasyonu ile CAR-SNP'lerin plazmon bandina karsilik gelen absorbansta dogrusal bir
artis vardir. TR i¢in elde edilen dogrusal ¢alisma aralig1 2.19 - 79.88 uM olarak bulunmustur
ve milkemmele yakin bir dogrusallik elde edilmistir (r = 0.9999). Gelistirilen CAR-SNP esasli
AC yontemi kullanilarak TR i¢in elde edilen kalibrasyon grafiginin dogrusal denklemi AA 420 =
2.51 x 10* 0.005'tir. Denklemde, AA42 ve C, sirasiyla referans ¢ozeltiye karsi absorbans artis
ve molar konsantrasyonu sembolize eder. Kalibrasyon grafiginin egimi, gelistirilen yonteme
gore TR'nin molar absorptivitesini (€) 2.51 x 10* Lmol'ecm! olarak tespit edilmistir. Tespit ve
tayin limitleri (LOD ve LOQ) sirastyla 0.023 ve 0.077 uM olarak bulunmustur. Bu degerler,
mikromolar aralikta yer alan antioksidan bilesikler i¢in geleneksel ET bazli deneyler ile elde

edilen LOD'lerden en az bir buyiikliik siras1 daha diistiktiir.

Soy metal nanoparcaciklarin ¢ekirdeklenmesi ve biiylimesi esasina dayali farkli yontemlerle
elde edilen bazi antioksidan bilesiklerin LOD degerleri Tablo 4.1'de karsilastirilmistir. Begic
ve ark. tarafindan gelistirilen GSNP-AC (Yesil giimiis Nanoparcacik Bazli Antioksidan
Kapasite) yonteminde [5], kegiboynuzu ekstresi ile olusturulan giimiis cekirdeklerinin
antioksidanlar varhiginda biiytidiigii bildirilmis ve 434 nm'de SPR absorpsiyon bandindaki artis
olgtilmiistiir. Ozyiirek ve ark. tarafindan gelistirilen olusum-biiyiime mekanizmasina dayanan
SNPAC (Giimiis Nanopargacik Antioksidan Kapasite) yonteminde [62], Ag (I) iyonlart
trisodyum sitrat ve gimiis ¢ekirdekleri varliginda polifenoller ile kiiresel SNP'lere indirgenmis

ve SPR absorpsiyon bandindaki artis 423 nm'de oOlgiilmiistir. Benzer bir g¢alismada
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Szydtowska-Czerniak ve ark. [46], giimiis iyonlar1 ve antioksidanlar arasindaki ET
reaksiyonuna dayali olarak pH 8.4 tamponunda SNP olusumunun 8l¢timiine dayanan bir AC
belirleme yontemi bildirmistir. Bagka bir calismada, Rostami ve ark. [63] askorbik asidin basit
ve hassas tespiti icin ¢ekirdek aracili SNP'lerin biiylimesine dayanan bir yontem bildirmistir.
Teerasong ve ark. [64], PVA-SNP'leri (polivinil alkol) gomiilii giimiis nanopargaciklar)
kullanarak ¢ekirdek aracili nanopargacik biiylimesine dayali bir kolorimetrik sensor
gelistirmistir. PVA-SNP'ler, Ag(I) iyonlarinin gallik asit ile indirgenmesini katalize etmistir.
Ag(0), PVA-SNP'lerin yiizeyinde biriken Ag(I) iyonlarinin indirgenmesiyle olugmus ve
partikiil boyutunda bir artisa neden olmustur. Bagka bir ¢alismada Della Pelle ve ark. [48],
Folin-Ciocalteu yontemine daha basit bir alternatif olarak gida matriksinde endojen
polifenollerle yonlendirilen organik ¢6ziicii sulu ortamda AuNP olusumuna dayanan bir yontem
bildirmistir. Bu yontem, bir organik ¢oziicii olarak dimetil siilfoksit kullanimini igerir ve
numune ekstraksiyonu gerekmez. Gatselou ve ark. [65], polifenollerle etkilesim {izerine boyut
ve spesifik renk degisiklikleri gosteren sitrat kapli rodyum nanopargaciklar (RhNP'ler)
kullanarak ¢ay ¢rneklerinin toplam fenolik icerigini ve katesin igerigini 6lgmuslerdir. Tablo 1,
bu yontemdeki LOD degerlerinin diger benzer literatiir yontemlerinden ¢ok daha diisiik (ve

dolayisiyla duyarliligin daha yiiksek) oldugunu gostermektedir.

Gelistirilen CAR-SNP esaslt AC yontemi kullanilarak, standart antioksidan bilesiklerin TEAC
degerleri bulunmus ve CUPRAC yontemi ile bulunanlarla karsilagtirtimistir (Tablo 4.2).
CUPRAC ve CAR-SNP esasli AC yontemleriyle elde edilen TEAC degerleri arasinda siralama
korelasyon katsayisi (Spearman's Rho) 0.8362 (P = 0.009682) ve iki yontem arasindaki iligski P
< 0.01 diizeyinde anlamli bulunmustur. Molekiildeki hidroksil gruplarinin sayisi ve konumu,
bir bilesigin AC'sine ve ayrica molekiiliin konjugasyon derecesine 6nemli Slgiide katkida
bulunmaktadir [66]. Benzer konjugasyon seviyelerine sahip flavonoidler, kabaca toplam
hidroksil gruplarinin sayisi ve bunlarin AC'si ile orantilidir. B-halkasindaki o-dihidroksi yapisi
antioksidan giiciine katkida bulunur [67]. Tablo 4.2 incelendiginde QR, RA, EGCG ve GA igin
elde edilen yiiksek TEAC degerleri 6ne ¢ikmaktadir. EGCG'nin yapisinda sekiz hidroksi grubu
ve QR, RA ve GA'da bes hidroksil grubu vardir. Ayrica A ve C halkalarindaki 5-hidroksi-4-
keto grubu, iki halka sistemini birbirine baglayan 2,3 ¢ift bag ve B halkasinin yapisinda 3 ', 4'-
dihidroksi gruplarmin varligi, QR’nin yiiksek AC degerinde 6nemli bir rol oynar. Cay
katesinlerinin (EGCG > EC > CT) antioksidan kapasiteleri arasinda gelistirilen yonteme gore

siralama da literatiir bulgulari ile tutarlidir [5, 66]. QR ve CT'nin hidroksil gruplarinin sayis1 ve
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konumu ayni olmasina ragmen, QR’nin TEAC katsayisi, literatiir verileriyle tutarli olarak
yaklasik iki kat daha yiiksektir [66]. Bu, CT'nin C halkasindaki konjugasyon kaybindan
kaynaklanir. RA yapisindaki C = C bagi, dort fenolik hidroksil grubu, bir alkoksi grubu ve bir
ester pargasi iceren alternatif ¢ift baglarin iyi birlestirilmis simetrik yapisi ile yiiksek AC

sergilemistir. [68].

Standart antioksidan bilesiklerin ii¢cli kombinasyonlarindan olusan sentetik karigimlar
hazirlanmis ve antioksidan kapasiteleri, gelistirilen yontem kullanilarak belirlenmistir. Sentetik
karisimlar igin teorik olarak bulunan kapasite degerleri ile deneysel olarak bulunan kapasite
(UM TR) degerlerinin birbiri ile uyumlu sonuglar verdigi ve sapmanin yalnizca + %7.6 oldugu
gozlenmistir. Deneysel ve teorik antioksidan kapasiteleri %95 giiven seviyesinde tutarlidir (Fexp
= 0.003, Ferit (tablo) = 18.513, Fexp <Frit (ablo), P = 0.05). iki yonlii ANOVA testi, belirli bir
orneklem icin popiilasyon ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark olmadigini gostermistir. Beer
kanunundan kimyasal bir sapma olmadigi1 goriilmiistiir. Bu, antioksidan kapasitenin kesin ve
dogru bir sekilde tahmin edilmesi ve farkli 6rneklerin antioksidan kapasitelerinin giivenilir bir

sekilde degerlendirilmesi i¢in cok onemlidir.

Yesil cay inflizyonuna yapilan standart antioksidan bilesik katkilart (kuersetin, gallik asit ve
katesin) ve bu cozeltilerin gelistirilen yontem ile yapilan tayinleri 1s1¢inda yontemin kesinligi
ve geri kazanimi belirlenmistir. Yontemin kesinliginin bir gostergesi olan bagil standart sapma
(%RSD) en yiiksek deger olarak %4.43 olarak bulunmustur. Ayrica Onerilen yontemin
dogrulugunu temsil eden geri kazanim degerleri (REC) %94.5 ile %109.5 arasinda

bulunmustur.

Gelistirilen yontem bitki ¢ay1 inflizyonlarina uygulanmistir. Bitki ¢ay1 infiizyonlarinin toplam
antioksidan kapasiteleri gelistirilen yontem ve referans yontem olan CUPRAC yontemi
uygulanarak belirlenmistir. Bu ¢ay infiizyonlarinin TACcar-sne Ve TACcuprac degerleri
Troloks esdegeri (umol TR /g-ornek) olarak verilmistir. Gelistirilen CAR-SNP esasli AC
yontemi ve karsilastirma yontemi olarak secilen CUPRAC yontemi ile elde edilen toplam
antioksidan kapasite degerleri birbirlerine olduk¢a uyumlu bulunmustur. Bitki ¢aylar1 arasinda
TAC siralamasi, her iki yontemle de beyaz ¢ay > yesil cay > ekinezya > kusburnu > papatya
olarak bulunmustur. Her iki yontemle elde edilen sonucglar %95 giiven diizeyinde birbiriyle

tutarlidir (P = 005, Fexp =35. 14, Ferit (tablo) = 771, Fexp < Ferit (tab[o)).
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Gida orneklerinde yaygin olarak bulunan tiirlerin olasi interfere edici etkileri incelenmistir.
Sonuglar Tablo 4.6’da 6zetlenmisitr. Basit amino asitler (alanin, glisin ve serin) ve sekerler
(galaktoz, fruktoz ve glikoz), CAR-SNP esasli AC yonteminde herhangi bir etkilesim
gostermemistir. Fumarik asit, oksalat ve sitrat bilesenlerinin yontemi etkiledigi goriilmiistiir ve

bu nedenle bu tiir bilesenlerin tayin oncesi 6rnek ortamindan uzaklastiriimalar1 gerekmektedir.

Sonug olarak tez ¢alismasinda, antioksidan etkiye sahip drneklerde AC'yi belirlemek icin CAR-
SNP'nin olusum-biiyiime mekanizmasina dayali bir yontem gelistirilmistir. k-karagenan
SNP'lerin yesil sentezinde indirgeyici ve stabilize edici bir ajan olarak kullanilmasina ek olarak,
k-karagenan siilfat gruplar1 ile pozitif yiikli glimiis c¢ekirdekler arasindaki elektrostatik
etkilesim, ¢ekirdeklerin k-karagenan ile kaplanmasini saglamistir. CAR-SNP'lerin sentezi i¢in
Onerilen yontem, diisik maliyetli, basit ve ¢evre dostudur. CAR-SNP'lerin antioksidanlarin
varliginda biiytimesi, 420 nm'de plazmon absorpsiyonundaki artist Olcerek karmasik
numunelerde AC belirlemesine yol agmistir. Onerilen CAR-SNP bazli AC yontemi
kullanilarak, standart antioksidan bilesiklerin TEAC degerleri, sentetik karisimlarin ve bazi
bitki caylari inflizyonlarinin AC degerleri belirlenmis ve CUPRAC yontemi ile bulunanlarla
karsilastirilmigtir. Her iki yontemin de %95 giiven diizeyinde birbiriyle uyumlu oldugu
bulunmustur. Onerilen yontem, nanoparcacik ¢ozeltisi hazirlama dahil olmak iizere yaklasik 45
dakika gibi antioksidan analizi i¢in kisa bir siire gerektirmektedir. Ayrica nanopargaciklarin
hazirlanmasi igin 6zel araglara (isitici, ultrasonik sonikator, UV i1sinlamasi vb.) ihtiyag
duyulmamaktadir. Sonu¢ olarak, CAR-SNP esasli AC yontemi, elektron transfer
mekanizmasina dayali diger benzer nanopargacik olusumu/biiylimesi yontemlerine gore
oldukga diisiik LOD degerleri ile miikemmel hassasiyet gostermistir. Ayrica onerilen yontemin
benzer diger alternatif yontemlerine gore pratik, hizli, uygun maliyetli ve yesil olmas1 gibi

avantajlari da vardir.
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