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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

BAZI TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE YONTEMLERINDE OLCUM
BELIRSIZLiGI

Giilsiim CICEK

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa

Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mustafa OZYUREK
II. Damsman: Ars. Gor. Dr. Esin AKYUZ

Olgiim belirsizligi, bir analiz sonucunun dagilim seviyesini gostermek icin kullanilan bir
kalite gostergesidir. Belirsizlik tahmininin temel ilkesinde, yontem dogrulamasi sirasinda
prosediirde bulunan tiim olas1 hatalarin ilk tanimlanmasini igerir. Ardindan bireysel hata
bilesenlerinin nicellestirilmesini ve tiim bilesenlerin toplammm igerir. Istenilen giiven
seviyesinde, genisletilmis belirsizlik hesaplanir.

Calismanin amaci, bir yerel ticari elma suyunda CUPRAC ve DPPH yontemlerini kullanarak
toplam antioksidan kapasitesindeki (TAC) belirsizligin hesaplanmasidir. Tekrarlanabilirlik,
geri kazanim, kalibrasyon egrisi, standart troloks (TR) ¢ozeltisinin konsantrasyonu, pH,
sicaklik ve redoks faktorii gibi belirsizlikler bireysel kaynaklar olarak dikkate alinmastir.
Standart belirsizlik, toplam standart Crgr icin u,Crr= 0.0184 olarak hesaplanmistir.
CUPRAC ve DPPH yontemleri uygulanarak elde edilen genisletilmis belirsizlikler, %95
giiven seviyesinde (k=2) sirasiyla + 0.0218 umol.L™' ve + 0.0204 umol.L™" olarak
bulunmustur.

Ocak 2022, 59 sayfa.

Anahtar kelimeler: Belirsizlik Parametreleri, Olciim Belirsizligi, Toplam Antioksidan
Kapasite, CUPRAC Yontemi, DPPH Yontemi.

ix



SUMMARY
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MEASUREMENT UNCERTAINTY IN SOME TOTAL ANTIOXIDANT
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The measurement uncertainty is a quality indicator used to demonstrate the distribution
level of an analysis result. In the basic principle of the estimate of uncertainty, the first
identification of all possible errors in the procedure during the method verification. Then
contains the quantification of individual error components and the sum of all components.
Extended uncertainty is calculated at the confidence level of trust.

The aim of the study is to calculate uncertainty in total antioxidant capacity (TAC) using
CUPRAC and DPPH methods in a local commercial apple juice. The uncertainties such
as reproducibility, recovery, calibration curve, the concentration of standard trolox (TR)
solution, pH, temperature and redox factor were taken into consideration as individual
resources. The total standard Crg of the standard uncertainty is calculated as u,Crg = 0.0184.
The extended uncertainties with respect to the CUPRAC and DPPH methods have been
found in 95% confidence level (k=2), as + 0.0218 umol.L~! and * 0.0204 umol.L~!,
respectively.

Ocak 2022, 59 pages.

Keywords: Uncertainty Parameters, Measurement Uncertainty, Total Antioxidant Capacity
, CUPRAC Method, DPPH Method.
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1. GIRIS

Aerobik metabolizmanin bir yan {riini olarak iiretilen reaktif oksijen/azot tiirleri
(ROS/RNS), biyolojik ve biyokimyasal islemlerde, hiicre sinyali transdiiksiyonu ve
homeostazinda kilit bir rol oynar. Cevresel basing altinda, ROS seviyelerindeki énemli
bir artig, oksidatif strese ve/veya DNA temelli kanser tiimor biiyiimesine, mutajenik
degisikliklere yada norolojik bozukluklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak tizere
cesitli hastaliklara neden olabilir [1; 2]. Oksidatif stres, bir organizmada molekiiler hasara ve
redoks sinyalinin kesilmesine neden olan oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik
durumudur ve sagliksiz beslenme diizenleri nedeniyle bir¢cok metabolik bozuklukla
iliskilendirilmis ve antioksidan aliminin uygun sekilde artirarak azaltilabilir oldugu
belirtilmistir. Bu nedenle, oksidatif stresi diizenlemek hiicre ve doku homeostazini korumak,
inflamasyonu ve kronik metabolik hastaliklarin 6nlenmesi i¢in saglikli bir diyet yonteminin
uygulanmasi olduk¢a onemlidir. Gida antioksidanlar1 bu 6nemli hastaliklarin 6nlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir, buna bagli olarak toplam antioksidan aktivite/kapasite
(TAA/TAC) gibi ol¢iim yontemleri gelistirilmistir. TAC analizleri genel olarak, elektron
transferi (ET) ve hidrojen atomu transferi (HAT) esash olmak {iizere siniflandirilmaktadir.
Bu yontemlerden baglicalari; peroksil radikalinin siipiirmesi (ORAC, TRAP), metal iyonun
indirgenmesi (FRAP, CUPRAC) ve organik radikal siiptirmesi (ABTS, DPPH) esash

yontemlerdir [3; 4].

Bu calismada kullanilan yontemlerden biri olan CUPRAC yontemi, plazma antioksidanlari,
gida polifenolleri, flavonoidler, C ve E vitaminleri icin basit ve genis alanda uygulanabilir
bir TAC belirleme yontemidir ve bu yontemde kromojenik bir oksidan olarak Cu(II)-Nc
reaktifi kullanilmaktadir [S]. Bu reaktif, stabil, ucuz, kolay temin edilebilir ve hidrofilik
ve lipofilik antioksidanlara kars1 duyarlidir. CUPRAC yonteminde bir antioksidan bilesik

varliginda bis(neokuproin) bakir(II) (Cu(NC)zr 2) katyonun 450 nm’de maksimum absorbans



veren turuncu-sart renkli bis(neokuproin) bakir(I) (Cu(N(:)zr ) indirgenmesi Olciiliir [6].
Test kapsaminda, tercih edilen DPPH yontemi, dogal ekstraklarin TAC’1nin 6l¢iilmesi,
antioksidan molekiiliiniin serbest radikal siipiirme potansiyelinin degerlendirilmesi ve saf
bilesiklerin antioksidan o©zelliklerinin belirlenmesi i¢in kolay ve standart kolorimetrik
yontemlerden biridir [7; 8]. DPPH, koyu mor bir renk ve 515-520 nm dalgaboyu aralifinda
giiclii bir absorbans bandi sunan stabil bir serbest radikaldir. Antioksidan bilesiklerin
varliginda, DPPH, antioksidan siipiiriicii molekiilden bir elektron veya hidrojen atomunu
kabul edebilir. indirgenmis DPPH formu soluk sari renktedir ve antioksidan bilesik
varli§inda spektrofotometrik olarak renk degisimini inceleyerek antioksidan kapasiteyi

belirlemek miimkiindiir [9].

Belirsizlik, ol¢iim biiyiikliiiine atfedilme olasilig1 olan degerler ile bir dl¢ciim sonucu veya
bir test sonucu ile birlikte verilen degerleri iceren bir araliktir. 20. yiizyilin baglarinda
ortaya c¢ikan Ol¢iim belirsizli§inin paradigmasi, belirsizligin dezavantaj olmadigini, dl¢lim
sonucunda bir parcasi oldugunu iddia etmektedir. Olciim belirsizligi terimi, sonucun gercek
degeri ve sonucu etkileyen faktorler hakkindaki bilgileri kapsar. Olgiimiin belirsizligini
tahmin etmek i¢in sistematik ve rastgele hatalar belirlenmeli ve her bir ana bilesenin dl¢tim
belirsizligi iizerindeki etkisi uygun yontemlerle tespit edilmelidir. Olgiim belirsizligi, elde
edilen bir sonucun nicel bir gostergesidir. Diger bir ifadeyle, sonucun gercek degeri hangi

Olcilide temsil ettigini gosterir [10; 11].

1.1. PROBLEM TESPITi

Yapilan literatiir caligmalarinda 6lgiim belirsizligi ile ilgili olarak antioksidan yontemleri

alanlarinda sinirlt sayida yayin olmasi.

1.2. TEZIN AMACI

Bu calismada TAC yontemlerinde, 6l¢iim belirsizliginin hesaplanmasindaki parametrelerin

belirlenmesi ve bu parametrelerin bireysel bilesenlerindeki standart belirsizliginin



hesaplanmas1 hedeflenmistir. Bu nedenden dolayi, CUPRAC ve DPPH yoOntemlerinin
uygulanarak elma suyundaki TAC’1in 6l¢iim belirsizliginin belirlenmesi amaglamaktadir.
CUPRAC ve DPPH yontemlerinin her ikisi de: dl¢iim prosiidiiriiniin basit, hizli ve ucuz
olmasit ve genis alanda uygulanan yontemler olmasi nedenleriyle bu tez kapsaminda

secilmigtir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. OLCUM BELIRSIZLIiGI

Olgiim belirsizligi, 6l¢iilen miktar ile iliskili olarak saptanabilecek olasiliklarin dagilimin
gostermektedir (kimyasal analizde genelde, 6l¢iim bir analitin konsantrasyonudur. Ancak,
kimyasal analizde diger miktarlar1 6lgmek icin de, 6rnegin renk, pH vb., "6lciim" genel
terimi kullanilmaktadir.) Bu nedenle 6l¢iim sonucu verilirken Olciilen veya hesaplanan
degerin belirsizligi de birlikte verilmelidir. Uluslararas1 Metroloji Sozliigiine (International
vocabulary of metrology, VIM) gore Olciim belirsizligi, bilginin kullanimina bagli olarak
olciilene atfedilen miktar degerlerinin dagilimini karakterize eden bir parametredir. Olgiim
Belirsizligi ifade Kilavuzu’na (The Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement,
GUM) gore ise oOl¢iim sonucu ile birlikte raporlanan ve 6l¢iim sonucuna atfedilebilecek
olasiliklarin dagilimin1 gosteren bir parametre olarak degerlendirilmektedir. Benzer sekilde
Olciilen bir biiyiikliigiin degerini kapsayan aralik olarak da tamimlanan istatistiksel bir
parametre seklinde ifade edilmektedir. Parametre, standart sapma veya bir giiven aralifi
genisligi olabilir. Olciim belirsizligi bircok bilesenden olusugu gibi bu bilesenlerden bazilari,
Olctim sonuglarinin istatistiksel dagilimindan degerlendirilir ve standart sapma ile karakterize
edilir. Standart sapma ile de karakterize edilebilecek diger bilesenler, tecriibe ve diger
bilgilere gore varsayimsal olasilik dagilimlari ile degerlendirilir. Genel kullanimda belirsizlik
kelimesi “siiphe” ile ilgilidir. Olgiim belirsizligi, bir 6lciimiin gecerliligi hakkinda siiphe
duymaz. Aksine, belirsizlik bilgisi, bir 6l¢lim sonucunun gecerlilifine daha fazla giiven
artmasi anlamma gelir [10; 12; 13]. Olgiim belirsizligi, her 6l¢iim sonucu ile beraber
verilmesi gereken bir parametredir. Analizin giiven diizeyini yansitir. Boylece sonucu
kullanarak ol¢timiin kalitesi hakkinda bilgi verir, sonucun gercek degeri ne olciide temsil
ettigini gosterir. Laboratuvarlar, kendi kosullarinda tiim belirsizlik kaynaklarini sistematik

olarak inceleyip, belirsizlik degerlerini 6l¢iim sonucu ile birlikte rapor etmelidir. Olgiilen her



biiytikliik degeri 6l¢timden Ol¢time farkli bulunabilinir. Bulunan 6l¢iim sonucu, yaklasik veya
tahmini bir degerdir. Olgiim belirsizligi analizlerin analitik hassasiyetini ve analizin tekrar
yapildiginda beklenen degisikligin kantitatif tahminini saglar. Dolayisiyla 6l¢iim islemi,
Olctim sonucunun belirli bir giiven araliginda ol¢iim belirsizligi ile beraber verildiginde
tamamlanmus olur. Olgiim belirsizligini ifade etmek igin iki say1 gereklidir. Bunlardan biri
aralik digeri de giiven seviyesidir. Olciim sonucu (x) + genisletilmis 6l¢iim belirsizligi (U)

olarak rapor edilmelidir [14; 15].

x+U 2.1)

Bilesik belirsizligi hesaplamadan 6nce tiim belirsizlik katkilar1 standart belirsizlikler olarak
yani standart sapmalar olarak ifade edilmelidir. Bunun i¢in de belirsizlik tiiriiniin hangi

dagilima ait olduguna karar verilmelidir.

2.2. HATA VE BELIRSIZLIK

Hata ve belirsizlik birbirinden farkli terimlerdir. Hata, bireysel bir sonug ile 6l¢iimiin gercek
degeri arasindaki fark olarak tanimlanir. Diger bir ifade ile hata, 6l¢iilen deger ile 6l¢iimiin
gercek degeri arasindaki farktir. Bu nedenle, hata, teorik veya gozlemlenen tek bir degerdir
ve prensip olarak, saptanan hata degeri ol¢iilen sonuca diizeltilmis sekilde uygulanabilir.
Ayrica farki agiklamak igin, 6l¢lim degerine ¢ok yakin olarak diizeltilen analiz sonucunda
hata ihmal edilebilir. Belirsizlik, 6l¢iim sonucu hakkindaki siiphenin bir miktaridir. Ote
yandan belirsizlik bir aralik verir. Genel olarak, belirsizligin degeri bir 6l¢iim sonucunu
diizeltmek icin kullanilamaz. Olgiim sonucundaki belirsizlik, ne hatay1 temsil eder, ne de

diizeltildikten sonra kalan hata olarak yorumlanmamalidir [15; 16].



2.3. OLCUM BELIRSIZLiGININ HESAPLANMASINA DAIR YAKLASIMLAR

Ol¢iim belirsizligi hesaplanmasinda asagidan yukar: ve yukaridan asagi olmak iizere iki ana
yaklagim s6z konusudur. GUM’a gore uyarlanmis olan Eurachem rehberi asagidan yukari
yaklagimina gore belirsizlik hesaplamasi yapmaktadir. Bu yaklasimda her bir potansiyel
belirsizlik kaynagi belirlenir, somut bir hale getirilir ve Ol¢ciim kapsamli bir sekilde
incelenir. Istatistiksel dagilim kurallarmin kullamldig1 bu yaklasimda son olarak belirlenen
belirsizliklerden birlesik belirsizlik ve giiven seviyesine gore genisletilmis belirsizlik degeri
elde edilir. Yukaridan asagi yaklasiminda ise yontem validasyonu, laboratuvar igi ve
laboratuvarlar arasi veriler gibi mevcut laboratuvar test performans bilgilerinin kullanildigi

bir yontem izlenmektedir [10; 17].

2.3.1. Asagidan Yukar: (Bottom-up) Yaklasim

Bu asama Eurachem/CITAC ve GUM klavuzlarindan yararlanilarak yazilmistir [10; 11;
18]. Asagidan yukar1 yaklagiminda Ol¢iim belirsizligini hesaplama basamaklar: su sirayla
gerceklesmektedir:

« Olgiilen biiyiikliigiin belirlenmesi,

* Belirsizlik kaynaklarinin belirlenmesi,

Belirsizlik kaynaklarinin tanimlanmast,
* Birlesik standart belirsizlik (u.)’in hesaplanmast,
* Genisletilmis belirsizlik (U)’in hesaplanmast,
2.3.1.1. Olgiilen Biiyiikliigiin Belirlenmesi
Olgﬁm, bir niceligin degerini deneysel olarak elde etme siirecidir. [lk once belirsizlik

tahmini yapilacak olan 6l¢iim belirlenmelidir. Bu iglem, belirsizlik analizinin sinirlarinin

belirlenmesini kolaylagtirir.

Olgiimiin belirlenmesi igin;




* Kullanilacak 6l¢iim yontemi veya prosediir,

« Ol¢iim yapilan deger,

Kullanilacak ekipman,

* Hesaplama yontemi secilir.
2.3.1.2. Belirsizlik Kaynaklarinin Belirlenmesi
Olgme belirsizligi, 6lciilen degerlerin belirli bir olasilikta ortalama deger etrafinda dagildig1
aralik olarak da tanimlanir. Belirsizlik bir rakam olarak ya da mutlak veya goreceli olarak
da verilebilir. Olciim sonucunda verilen belirsizlik ifadesi, 6lciilen degerin kesin olarak
bilinememesinden kaynaklanir. Olgiim sonucu tiim bilinen hatalarin sistematik hatalar1 ele

alindiktan sonra bile, rastgele hatalar icerir ve sistematik hatalar diizeltilse de hala 6dlciilen

degerin bir tahminidir. Pratikte, sonuctaki belirsizlik bir¢ok olas1 kaynaktan dogabilir.

Bunlardan bazilar asagidaki gibidir;

. Olgiilen degerin tamimlanmasindaki eksiklik,

e Matriks etkisi,

* Ayni kosullarda tekrarlanan dl¢iimlerde, Olciilen degerlerin farkliliklar géstermesi,
* Hazirlanan standart ve referans malzemelerin degerlerinin tam olarak bilinmemesi,
* Kiitle ve hacim ekipmanlarindaki belirsizlikler,

* Ekipman kalibrasyonu,

 Tekrarlanan ol¢iimlerde farkli sonuclar elde edilmesi,

* Ornek analizinin sonuc¢larinin yorumlanmasi.

Belirsizlik kaynaklar1 tanimladiktan sonra bunlart 6lgmek icin veri toplanmasi ve

analiz edilmesi gerekir. Kimyasal analizler gerceklestirilirken kullanilan ekipmana iliskin



belirsizligi ilk olarak tahmin edilmesi gerekir. Ornegin, belirli bir derisimde numune
hazirlanmasinda analitik terazi, balon joje ve pipet kullaniliyorsa, numune hazirlanmasi
siirecinde belirsizligi tahmin etmeden ©Once kullanilan bu ekipmanlarin belirsizlikleri

bilinmelidir.

Belirsizlik kaynaklarinin belirlenmesi i¢in;

* Analiz yontemi ve Olciim siireci degerlendirilir,

* Ekipman, referans standartlar ve reaktifler degerlendirilir,

* Minimum gerekli belirsizlik kaynaklari tanimlanir,

Cesitli bilgi kaynaklar aragtirilir,

* Bir uzmana dangilir.

Kaynaklar belirlenirken yontemi etkileyecek tiim parametreler eklenmelidir. Belirsizlik
kaynaklarinin ana birimleri, belirsizlik hesabinda kullanilan tiim bilesenlerdir. Bu bilesenleri
etkileyen tiim alt bilesenler de belirsizlik kaynag1 olarak tanimlanmalidir. Bu kaynaklar

belirlemek i¢in balik kil¢i81 (fishbone) (Sekil 2.1) diyagrami kullanilmaktadir.

Ornek Sicaklik Metod
Ortam
»
Tekrarlanabilirlik
Reaksiyon Sicakhg % = »

! - | = -] Toplam Belirsizlik

Reaktif Kalibrasyon

Sekil 2.1: Balik kil¢181 (fishbone) diyagram ornegi



2.3.1.3. Belirsizlik Kaynaklarinin Tanimlanmast
Tiim belirsizlik kaynaklar1 belirlenip nicellestirildikten sonra her biri uygun bir belirsizlik

tiirli ve olasilik dagilimi ile karakterize edilmelidir.

 Her bir belirsizlik kaynagi bir simiflandirmaya atanir: Tip A veya Tip B,

 Her belirsizlik bilegeni bir olasilik dagiliminina atanir.

A) Belirsizlik Tipleri

A tipi belirsizlik ve B tipi belirsizlik olmak iizere iki tip belirsizlik vardir.

1. A Tipi Belirsizlik

VIM’e gore A Tipi belirsizlik, tanimlanmis O©l¢ciim kosullar1 altinda elde edilen
Olciilen biiyiikliik degerlerinin istatistiksel analiziyle 6lciim belirsizliginin bir bileseninin

degerlendirilmesidir.

A tipi belirsizlik, ortalamanin standart sapmasidir. Tekrarlanan okumadan olusan bir dizi
ortalama ve tahmini standart sapma hesaplanir. Tekrarlanan 6l¢iim sonuglarindan rastgele
hata sebebiyle ayni sonuclar elde edilemez ancak birbirine yakin sonuglar elde edilebilir.
Bu sonuglarin aritmetik ortalama degerinden farklar1 6l¢iim belirsizligini vermektedir. Elde

edilen ol¢iim sonuclari birbirine ne kadar yakinsa 6l¢iim belirsizligi de o derece kiigiiktiir.

ux) = % 2.2)

s:standart sapma n:olgiim sayisi u(x):olgiim belirsizligi
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2. B Tipi Belirsizlik

VIM’e gore B Tipi belirsizlik, A Tipi Ol¢iim belirsizligi degerlendirmesi disindaki
yontemlerle belirlenen bir Ol¢clim belirsizligi bileseninin degerlendirilmesidir. B tipi

belirsizlik, 6l¢timde kullanilan enstriimanlar ile iligkilidir. B tipi belirsizlik;

« Onceki 6lciim verileri,

* Davranis ve 6zellikleri hakkinda deneyim veya genel bilgi,
« Tlgili materyaller ve aletler,

o Ureticinin ozellikleri,

» Kalibrasyonda verilen veriler,

« El kitaplarindan alinan referans verilerine atanan belirsizliklerdir.

B tipi belirsizlik istatistiksel olmayan prosediirlerle elde edilir ve bu belirsizlik sinifinda
onayl1 bir referans materyalin sayisal degerleri veya kalibrasyon sertifikasindan saglanan
veriler kullanilir. Ayrica mesleki deneyimler sonucu ya da daha 6nceden hesaplanan bir
belirsizlik degeri operator tarafindan bir belirsizlik hesabina eklenebilinir, tip B belirsizligi
olarak degerlendirilir ve ilgili standart sapma standart belirsizlige (u(x)) doniistiiriiliir. Bunun
icin operator elde ettigi bu bilginin hangi istatiksel dagilima sahip olmasi gerektigini ve

standart belirsizlige doniistiiriirken secilen olasilik dagilimina gore hesaplamaya katmalidir.

B) Istatistiksel Dagilim Tiirleri (Olasilik Dagilim)

Olasilik dagilimi secimi 6nemli bir adimdir, clinkii secilen olasilik dagilimi bir sonraki
adimda belirsizlik kaynagimin nasil standart sapmaya doniistiiriilecegini belirleyecektir. En

cok kullanilan olasilik dagilimlari, normal (yani Gauss), tiggen ve dikdortgen dagilimlaridir.



11

1. Normal (Gauss) Dagilim

Normal dagilim, aritmetik ortalama ve standart sapma ile ifade edilir. Bu dagilim (-)
sonsuz ve (+) sonsuz arasinda tanimlanir ve tepe noktast aritmetik ortalama etrafinda
ortalandig1, standart sapmaya gore dagildigi ve simetrik ¢an seklinde bir grafik olarak
rastgele degiskenlerin dagilimini temsil eden fonksiyondur (Sekil2.2). Bu dagilim tiirii, A
Tipi verileri degerlendirmek i¢in ¢ok sik kullanilan olasilik dagilimidir. A Tipi verilerin ne
oldugunu hatirlarsak, kararlilik testi ve tekrarlanabilirlik gibi deneysel testlerden toplanan

verilerdir. Bu dagilim agagidaki kosularda kullanilir;

* Kaynag bilinen,

* Belirsizlik, dagilim tiiriiniin ne oldugu belirtilmeden standart sapma, bagil standart

sapma veya varyasyon katsayisi seklinde verilmis ise,

« Olgiim belirsizligi, giiven aralig1 verildiginde.

Normal dagilimda belirsizlik hesaplanmasinda kapasite (k) faktorii kullanilarak standart

belirsizlik hesaplanir.

ux) = (2.3)

1

a:standart sapma k:kapasite faktorii.

Ornegin; bir spesifikasyon, bir denge okumasinin %95 giiven seviyesinde £ 0.2 mg
icinde oldugu belirtiliyorsa normal dagilim kullanilir. Ciinkii giiven seviyesi ve belirsizlik
belirtilmistir. Standart tabloda %95 giiven seviyesine denk gelen kapasite faktorii 2°dir. Bu

durumda standart belirsizlik 0.2/2=0.1 seklinde hesaplanir.
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Sx)

4,

Sekil 2.2: Normal dagilim
2. Dikdortgen (Tekdiize) Dagilim

Siirekli bir diizgiin dagilim ve sabit olasili81 olan bir fonksiyondur. Dikddrtgen bir dagilimda,
tim sonuclarin gerceklesme olasiligi esittir. Asil dagilim formu bilinmiyorsa dikdortgen
dagilim varsayilan dagilimdir. Dikdortgen dagilimda sertifika ve iiriin spesifikasyonu
belirtilmeden, giiven araligi olmadan verilen limitlerde (x + a), analiz sonucundaki
degerler ortalamadan uzaksa ve kaynagi bilinmeyen biitiin belirsizliklerde bu dagilim

kullanilmaktadir. Bu dagilimda standart belirsizligi asagidaki esitlikten hesaplanir;

ux) = % (2.4)

Jix)

—a 0 a

Sekil 2.3: Dikdortgen dagilim
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Ornegin; 10 mL’lik bir balon joje + 0.2 mL’ye gore sertifikalandirilmus ise standart belirsizlik

0.2/ \/§ = 0.12 mL seklinde hesaplanir.

3. Ucgen Dagihm

Bilinen bir minimum, maksimum ve tahmini merkezi degeri temsil eden bir fonksiyondur.
Ucgen dagilim, veri toplamamin zor veya pahali oldugu durumlarda yaygin olarak
kullanilir. Degerlerin (serifikada verilen degerin) uc noktalara kiyasla ortalamaya yakin olma
olasiliginin daha yiiksek oldugu dagilim formudur. Herhangi bir bilginin olmadigi, kaynagi

tahmin edilebilen durumlarda kullanilir ve agagidaki esitlikten hesaplanr;

u(x) = % (2.5)

Ornegin; + 0.2 mL olarak sertifikalandirilmigs 10 ml’lik bir balon jojenin i¢c kontroller
yapildiginda genelde ortalamaya yakin degerler oldugunu gozlenmis. Bu durumda standart

belirsizlik 0.2 / \/6= 0.08 mL seklinde hesaplanr.

fx)

- 0 a

Sekil 2.4: Ucgen dagilim

2.3.1.4. Bilesik Belirsizlik
Bir 6l¢iim sonucu i¢in toplam belirsizlik, bilesik standart belirsizlik olarak ifade edilir ve u,

ile gosterilir. Toplam belirsizlik, tiim belirsizlik bilesenlerini birlestirerek elde edilen toplam
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varyansin pozitif karekokiine esit bir standart sapmadir.

u = \/u%—i—u%—ku%

(2.6)

u%, u%, u% : bireysel belirsizlikler

Birlesik belirsizlikten 6nce tiim belirsizlik katkilar standart belirsizlikler olarak yani standart

sapmalar olarak ifade edilmelidir.

2.3.1.5. Genisletilmis Belirsizlik
Genigletilmis belirsizlik U ile gosterilir. Genisletilmis belirsizlik, 6l¢timiin degerinin daha
yiiksek bir giiven seviyesine sahip olduguna inanildig1 bir aralik saglar. U, u.’nin kapasite

faktorii (k) ile carpilmasi ile elde edilir.
UX) = kxu,

(2.7)

Genelde %95 giiven seviyesi tercih edilir. %95 giiven seviyesine ait kapasite faktorii 2°dir.

2.4. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanin genel tanimi; bir antioksidan (AOX), istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarini
inhibe eden veya geciktiren bir madde olarak ya da oksitlenebilir bir substratin 6nemli

Olciide geciktiren veya bu substratin oksidasyonunu onleyen madde olarak tanimlanir.
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Antioksidanlar, nispeten kiiciik konsantrasyonda bile oksidasyon siirecinde inhibitor olarak
kullanilir ve bdylece viicutta fizyolojik olarak cesitli rollerde yer alirlar. Hem bitkilerde hem
de hayvanlarda hastaliklarin 6nlenmesi ve viicut savunma sisteminde 6nemli bir role sahiptir.
Bugiiniin sosyal yasaminda yetersiz beslenmek, baglimlilik yapan aliskanliklar (¢cogunlukla
tiitlin ve alkol kullanim1 gibi) ve ¢evre kirliliginin artmasi kronik oksidatif strese neden
olmaktadir. Antioksidanlar, serbest radikalleri siipiiriir ve in vivo oksidasyon zincirlerini
durdururlar. Bu yiizden dogada cevresel ve fizyolojik stres, yaslanma ve kansere karsi
kullanilirlar [19-21]. Antioksidan yontemleri ¢esitli sekillerde siniflandirilir. Bunlardan bir
elektron transfer esasli (ET) ve hidrojen atom transfer esasli (HAT) olmak {iizere iki baslik

altinda incelenen siniflandirma seklidir.

2.4.1. HAT Esash Yontemler

Hidrojen esasli (HAT) yontemlerde, antioksidan bilesigi, reaktif oksijen/azot tiirlerine
hidrojen atomu vererek reaktif tiirlerin siiptirmesi ol¢iiliir. HAT esashi yontemin reaksiyon

mekanizmasi asagidaki (2.8) gibidir.

ROO +AH /AR — OH — ROOH + A’ /ARO (2.8)

HAT reaksiyonunda antioksidanlar (AH / AR-OH) bir reaktif tiire (ROO-) hidrojen atomu
transferi ile reaktif tiire gore daha stabil olan (A' ve ARO") radikale doniisiirler. HAT

yontemlerinde, hem prob hem de antioksidan bilesig8i reaktif tiir ile reaksiyona girer [5; 6].

HAT esash yontemlerin bazilari;

e ORAC Yontemi,

e TRAP YoOntemi,

* Krosin Beyazlatma Yontemi.
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2.4.1.1. ORAC Yontemi

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi, daha cok gida antioksidan
kapasite dlctimlerinde kullanilmaktadir. ORAC analizinde, beta-fikoeritrin okside olabilen
protein substrat1 ve 2,2-azobis(2-aminopropan) diklorit(tAAPH) ise peroksil radikali veya

Cu, "-H, 0, hidroksil radikal iireticileri olarak kullanilir.

ORAC yonteminde, AAPH’1n uyarilmasi ile peroksil radikallerine karsi antioksidanin
siipiiriilmesi Olciiliir. Yontemde, floresan probu olarak floressein kullanilmakta, floressein
ile peroksil radikalleri arasindaki reaksiyon neticesinde floresseinin floresansinda diisiis

gozlenmekte ve diisiise baglh olarak TAC hesaplanmaktadir [22].

2.4.1.2. TRAP Yontemi
Toplam radikal tutma parametresi (TRAP) yonteminde, peroksil radikali AAPH’den iiretilir,
plazmaya ya da seruma AAPH eklenir ve oksidasyon reaksiyonu siirecinde tiikenen oksijen

miktar1 Sl¢iiliir [23].

2.4.1.3. Krosin Beyazlatma Yontemi
Peroksil radikallerinin (AAPH bilesiginden elde edilen) krosin’in oksidasyonuna
dayanmaktadir. Peroksil radikalleri ile krosin arasindaki oksidasyon reaksiyonunda

antioksidan yoklugundaki ve varligindaki hiz1 ol¢iiliir [24].

2.4.2. ET Esash Yontemler

Elektron transferi yonteminde reaksiyon, prob (oksidan) ve antioksidan arasinda gerceklesir.
Metalik iyonlar, karbonil gruplar1 ve serbest radikalleri azaltmak i¢in antioksidanin elektron
aktarmasin esas alir. Diger bir ifadeyle prob, antioksidandan elektron alir ve prob da renk
degisimi gozlenir. Renk degisikligi derecesi (belirli bir dalgaboyunda absorbansin artmasi

veya azalmasi) numunedeki antioksidanlarin konsantrasyonu ile ilgilidir.

Elektron transferi reaksiyonu;
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Prob (oksidan) + e-(antioksidan) — 1ndirgenmi§ prob + Oksitlenmis antioksidan

ROO +AH /AR — OH — ROO™ +A " /JARO™" (2.9)
AT /ARO™" + H,0 — A JARO + H;0™" (2.10)
ROO™ +H;0" — ROOH + H,0 (2.11)

ET esash yontemlerin reaksiyonlar1t HAT esashi yontemli reaksiyonlara gore daha yavas

gerceklesir ve ayrica ET yontemleri solvent ve pH bagimhidirlar [5; 25].

ET esash yontemlerin bazilari;

ABTS/TEAC Yontemi,

FRAP Yontemi,

CUPRAC Yontemi,

DPPH Y 6ntemi.

2.4.2.1. ABTS/TEAC Yontemi
ABTS yontemi ayn1 zamanda troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) yontemi olarak
da bilinir. Bu yontemde ABTS'+ absorbansinin AOX tarafindan azaltilmas: 6l¢iilmektedir.

Genellikle ABTS yonetmi gida drneklerinin AOC belirlenmesi icin kullanilir [24; 26].

2.4.2.2. FRAP Yontemi
FRAP yoOnteminde, antioksidanlarin elektron vermesi sart ferrik tripiridiltriazin
kompleksinden (Fe3t-TPTZ) mavi demir kompleksinin (Fe2t-TPTZ) olugsmasina neden

olur. Olusan renkli ¢ozelti spektrofotometrede 595 nm dalgaboyunda 6l¢iiliir. Bu yontemin
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dezavantajlarindan biri, Fe?>" iyi bilinen bir "prooksidan" olmasidir. H,O, ile tepkimeye

girerek en zararh serbest radikal olan hidroksil radikalini (‘OH) tiretmesidir [4].

2.4.2.3. CUPRAC Yontemi

Bu yontem temel olarak 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin Nc)’in Cu(Il) ile
olusturdugu bakir(Il)-neokuproin kompleksinin (Cu(II)-Nc), 450 nm dalgaboyunda
maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin (Cu(I)-Nc) kelatina indirgenme
yeteneginden yararlanilarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir. CUPRAC y6nteminin
TAC analizindeki diger ET yontemlerinden ayiran avantaji pH’in kolay ayarlanabilmesi
(diger ET esasli yontemler olan, alkali pH kullanildig: Folin, asidik pH kullanildigi FRAP
yontemine gore), stabil olmasi, basit, maliyetinin diisitk olmas1 ve hem hidrofilik hem de
lipofilik antioksidanlara uygulanabilir olmasidir [4; 27]. Bakir(Il)-neokuproin reaktifi ile

antioksidan arasindaki reaksiyon;

2nCu(Nc)3? +AR(OH), — 2nCu(Nc)3 +AR(= O), +2nH* (2.12)
o e 2+ s e
% \ / \
=N N= — N==
e N/ bm, SkEk HC \Cu/ CH . O Aok
H.C / \ CH H,C / \ CH.
= M= — N—
\/\ 7/ \/\ 7/

Sekil 2.5: CUPRAC reaktifi ile antioksidan arasindaki reaksiyonun molekiiler gdsterimi
[28]
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2.4.2.4. DPPH Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), aromatik halkalarda delokalize olmas1 nedeniyle sabit
bir radikaldir. DPPH diger radikalleri kolayca tutabilir ancak dimerize edemez. DPPH
yontemi dogal ekstraktlarin antioksidan kapasitesini 6lcmede cok sik kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde temel olarak antioksidan tarafindan DPPH serbest radikaline proton
transferi reaksiyonu (515-520 nm’de) absorbansin azalmasina neden olur. Absorbansta
azalma dogrusal olarak antioksidan konsantrasyonuna baghdir. Bu siire¢ goriiniir alanda
spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar takip edilmesine dayanmaktadir. DPPH
yontemi basit, hizli ve bircok Ornegin radikal siipiirme aktivitesinin takibi i¢in farkl
orneklerin ¢oziiniirliiklerine elverigli bir yontem olarak kullamilmaktadir. Fakat 1s12a,
oksijene ve kirlilige olan hassasiyeti bu yontemin kullaniminda belli oranda kisitlamalara
sebebiyet verebilmektedir [22; 29]. DPPH radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon Sekil

2.6’da goriilmektedir.

DPHH (517nm) + AROH — DPPH +ARO +H™" (2.13)

Q O,N Q O,N
@ O,N @ O,N
DPPH (oks.) / \ DPPH (ind.)

AOXH AOX

Sekil 2.6: DPPH reaktifi ile antioksidan arasindaki reaksiyonun molekiiler gosterimi
(30]
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2.5. LITERATUR CALISMASI

Enrico ve arkadaglari, CUPRAC-BCS yontemini kullanarak insan plazmasindaki toplam
antioksidan kapasite Olctimiine iliskin belirsizlik degeri hesaplanmiglardir. Bu c¢alismada,
ol¢iim belirsizligi icin iire ve Cu(I) kullanilarak TAC degerleri tayin edilmistir. Olciimler,
UV-Vis spektrofotometre ve oto analiz cihazlar1 kullanarak yapilmistir. Her iki yontem
karsilastirildiginda en diisiik belirsizlik degeri oto analiz yontemi ile elde edilmis ve 0.0094
olarak bulunmustur [31].

Della ve arkadaglari, zeytin yagindaki fenolik antioksidanlarindan olan biitillenmis
hidroksianisol, biitillenmis hidroksitoluen, propil gallat, oktil gallat ve dodesil gallat’in
analizi i¢in GC-FID ve HPLC-PDA yontemlerini kullanmistir. Bu antioksidanlar arasinda

bilesik belirsizligi en biiyiik oktil gallat olarak hesaplanmusgtir [32].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

KULLANILAN MALZEMELER

Kullanilan Cihazlar

Terazi: RADWAG marka Was 220X model terazi

Girdap karigtirici: Velp scientifica

pH metre: Hanna HI2202 model

UV-Vis Spektrofotometre: Agilent marka Cary 100 Bio model
Hesaplamalar i¢in: Microsoft Excel 2016 yazilimi

Kuvartz kiivet: Isolab (3.5 mL)

Ultra saf su: Millipore Simpak 1 Synergy 185

Su banyosu: Memmert marka WNB 10 mode

Kullanilan Kimyasallar

Troloks (#46-hidroksil-2,5,7,8-tetrametilkromat-2-karboksilik asit, TR):

Aldrich (Steinheim, Germany)

Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin, Nc): (Sigma Aldrich, Germany),
Bakar(II) kloriir (%99): (E. Merck (Darmstadt, Germany)

Amonyum asetat (NH4Ac): (E. Merck (Darmstadt, Germany)

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Sigma Aldrich

Etanol: Sigma Aldrich

Elma suyu: Lokal marketten temin edilmistir.

Sigma
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3.2. KULLANILAN YONTEM

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

CUPRAC yontemi igin;

1.0x1072 M Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi hazirlamak icin bakir(I) kloriir dihidrat‘tan
(CuCl,.2H,0) 426.2 mg tartilip 250 mL’ye su ile, neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin,
Nc)’den 7.5x1073 M ¢ozetisi hazirlamak igin de 156 mg tartim alind1 ve 100 mL’ye etanol ile
tamamlanmigtir. Amonyum asetat (NH4Ac) tamponu icinde, 1.0 M (pH=7.0) olacak sekilde

NH4Ac’tan 19.27 mg tartilip 250 mL’ye su ile tamamlanmigtir [33].
DPPH yontemi icin;

1073 M’lik DPPH cozetlisi hazirlamak icin 39.4 mg tartilip, etanol ile 100 mL’ye

tamamlanmustir [34].
Troloks ¢ozeltisinin hazirlanmast;

1073 M troloks cozeltisi hazirlamak icin, 12.5 mg troloks tartilip ve 50 mL’e etanol ile
tamamlanmistir. Daha sonra 2x10~% M troloks ¢ozeltisi hazirlamak icin 1073 M ¢ozeltiden

2 mL alinip 10 mL’ye etanol ile tamamlanmugtir.

3.2.2. Yontemlerin Uygulanmasi
3.2.2.1. CUPRAC Yontemi

Cam tiipe, 1.0 mL bakir(IT) ¢ozeltisi, 1.0 mL neokuproin ¢ozeltisi, 1.0 mL amonyum asetat
tamponu, X mL troloks ¢ozeltisi ve (1.1-x ) mL su sirasiyla eklemistir. Boylece total hacim
4.1 mL olacak sekilde ¢ozelti hazirlanmis ve tiipler agz1 kapali bir sekilde 30 dakika
boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra igerisinde troloks ¢ozeltisi bulunmayan
referans ¢ozeltiye kars1 450 nm dalgaboyunda absorbans degerleri ol¢iilmiistiir. TR standart
cozeltisinin farkli hacimlerine (farkli derisimlerine) karsi ol¢iilen absorbans (A) degerleri

arasinda kalibrasyon grafikleri olusturulmustur [33].
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Kalibrasyon Cozeltisi: 1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc + 1 mL NH4Ac + x mL TR + (1.1-x) mL

H,O
Referans Cozeltisi: 1 mL Cu(Il)+1 mL Nc + 1 mL NH4Ac+ 1.1 mL H,O

Vr=4.1 mL

3.2.2.2. DPPH Yontemi

Cam tiipe sirasiyla, 0.4 mL DPPH cozeltisi, x mL troloks ¢ozeltisi ve toplam hacim 5 mL
olacak sekilde (4.6-x) mL etanol eklenip karistirildiktan sonra 30 dakika boyunca karanlikta
ve oda sicakilifinda bekletilmistir. Referans ¢ozeltiye karsi 517 nm dalgaboyunda absorbans
degerleri Ol¢iilmiistiir. TR standart ¢ozeltisinin farkli hacimlerine (farkli derisimlerine) karsi

Olciilen absorbans degerler arasinda kalibrasyon grafikleri olusturulmustur [34].
Kalibrasyon Cozeltisi: 0.4 mL DPPH + (4.6-x) mL Etanol + x mL Troloks
Referans Cozeltisi: 0.4 mL DPPH + (4.6-x) mL Etanol

Vr=5mL

3.2.3. TAC Yontemlerinin Gercek Ornege Uygulanmasi
3.2.3.1. CUPRAC Yointeminin Elma Suyu Ornegine Uygulanmast

10 kat distile su ile seyreltilen elma suyundan 0.3 mL, Cu®T ¢ozeltisinden, neokuproin
cozeltisiden ve NH4Ac cozeltisinden 1’er mL ve 0.8 mL su cam tiipe eklenerek toplam
hacim 4.1 mL tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti 30 dakika karanlikta agiz kapali sekilde

bekletilmistir. Daha sonra referans ¢ozeltiye karsit 450 nm dalgaboyunda okutulmustur.

Kalibrasyon Cozeltisi: 1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc + 1 mL NH4Ac + x mL Elma suyu + (1.1-x)

mL HQO
Referans Cozeltisi: 1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc + 1 mL NH4Ac + 1.1 mL H,O

Vr=4.1 mL
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3.2.3.2. DPPH Yonteminin Elma Suyu Ornegine Uygulanmast
Cam tiipe sirasiyla, 0.4 mL DPPH cozeltisi, 4.4 mL etanol ve 0.2 mL elma suyu eklenmistir.
30 dakika karanlikta oda sicakliginda agzi kapali sekilde bekletilmistir. Referans ¢ozeltiye

kars1 517 nm dalgaboyunda absorbans degeri ol¢iilmiistiir.
Ornek Cozelti: 0.4 mL DPPH + (4.6-x) mL Etanol + x mL Elma suyu
Referans Cozelti: 0.4 mL DPPH + 4.6 mL Etanol

VT:5 mL

3.2.4. CUPRAC ve DPPH Yontemlerinin Geri Kazanim Cozeltilerinin Hazirlanmasi
3.2.4.1. CUPRAC Yontemi icin Geri Kazanum Cozeltilerin Hazirlanmast

Deney tiipiine sirasiyla 1:10 oranida seyretilmis elma suyundan 1 mL, 0.1 mL troloks
ve l’er mL Cu(Il), Nc, NH4Ac eklenip karistirlmistir. Oda sicakliginda agiz kapali
sekilde 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra referans ¢ozeltiye kars1 450 nm dalgaboyunda

okutulmustur.

Standart Kat. Coz.: 1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc + 1 mL NH4Ac + 1 mL Elma suyu + 0.1 mL

troloks

Referans Cozeltisi: 1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc + 1 mL NH4Ac + 1.1 mL H,O

3.2.4.2. DPPH Yontemi icin Geri Kazanim Cozeltilerinin Hazirlanmast

Deney tiipiine sirasiyla, elma suyundan direk 0.1 mL, etanolden 4.3 mL, DPPH ¢6zeltisinden
0.4 mL ve troloks dan 0.2 mL alinip karistilmigtir. 30 dakika karanlikta oda sicaklifinda agiz
kapal1 bir sekilde bekletilmistir. Daha sonra referans ¢ozeltisine kars1 517 nm dalgaboyunda
okutulmustur.

Standart Kat. Coz.: 0.1 mL Elma suyu + 4.3 mL Etanol + 0.4 mL DPPH + 0 2 mL Troloks

Referans Cozelti: 4.6 mL Etanol + 0.4 mL DPPH
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4. BULGULAR

4.1. CUPRAC VE DPPH YONTEMLERINDE OLCUM BELIRSIiZLIGININ

DEGERLENDIRILMESI

Belirsizlik, analiz sonuclarim1 anlamak ve analiz sonucunu daha anlamli hale getirmek i¢in

kullanilan bir terimdir. Belirsizlik ayrica bir cesit bir hatadir, ancak rastgele ve sistematik

hatalarin toplamin belirli bir giivenle seviyesinde ve aralikta veren bir hatadir.

Kalibrasyon egrisiyle ile ilgili belirsizlik, u,, Kesinlik ile ilgili belirsizlik, u,,  Geri Kazammla ile ilgili belirsizlik, w,,
\ % \

Standart Crg cozeltisi ile ilgili belirsizlik, u.,

\\ \
\\ \‘.
\ \ \
\ \ N\
\ \
\ N \ —_—
X Y h? TAC sonucu (uM TR)
r Fl
/ / T —
/  — —
pH /,f A A =7 "/
S - W N // L ar 4
/ ) =,
/ L o ¥/ <
Redoks Faktdrii  / | Balonjoje | &/ F/ 8§ ‘,/ ¥s
Y FS F)S FS O/
H 7 4 o - A
/ { &
Sicakhk o
./
/ T
i Mikropipet
/

Sekil 4.1: CUPRAC ve DPPH yontemlerine gore TAC oOl¢iimiinde potansiyel belirsizlik

kaynaklarinin belirlenmesinde fishbone diyagrami

TACZZXJ(:WXfcrxfprxfrrxprXfTXfRF

(4.1)
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* f,: Standart TR konstrasyonu iligkili belirsizlik,
* f.,: Kalibrasyon egrisi ile iligkili belirsizlik,

e f,,: Kesinlik ile iligkili belirsizlik,

* f,.: Geri kazanimla iligkili belirsizlik,

e f,n: pH ile iligkili belirsizlik,

 fr: Sicaklik ile iligkili belirsizlik (T, °C),

» frr: Analitik redoks reaksiyonunun elektronik degisimini ifade eder (RF= redoks

faktorii),

2, Cu (II) ve troloks arasinda degistirilen elektronlarin sayisidir.

4.1.1. Referans Standart Cozeltisi Troloks ( C7g) ile Ilgili Belirsizlik, ug,

Standart ¢ozeltisi troloks’un konstrasyonuna etki eden, mikropipet ve balon joje’nin

hacimleri belirsizliklerinin bir fonksiyonu olarak ifade edilir.

4.1.1.1. Mikropipet Hacmindeki Belirsizlik, u

Mikropipetin hacmindeki belirsizligi etkileyen faktorler;

a. Ol¢iim Toleransindan Gelen Belirsizlik, ug,q 1

Usr11 = 7 (42)

Mikropipetin kalibrasyon sertifikasina gore belirsizlik(s) 0.006 ve kapsama faktorii (k) 2’dir.

0.006
Ugy = —— =0.003 (4.3)
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b. Sicakliktan Gelen Belirsizlik, ug »

* V: Mikropipet hacmi,
» A T: Sicaklik degigimi,

« o Su icin Volumetrik Genislesme Katsayist, 2.1x 1074 °C~!

VT xa
Usr12 = T 4.4)
1532107
Ugrs = — T 0.00036 4.5)

V3

c.Tekrarlanabilirlikten Gelen Belirsizlik, ug- 3

1 mL mikropipetin standart sapmasi i¢in, suyun kiitle ve yogunlugu kullanarak mikropipeti
10 seri doldurum yapilarak ol¢iim sonuglart kullanilmistir. Olgiim sonucunun standart

sapmast;

u13 = 0.0019 (4.6)

Mikropipetin hacminden gelen toplam belirsizlik;

. \/(”srLl)2 + (’/tsr172)2 + (usr1,3)2
Ul = 4.7)
ImL




29

.003)2+ (0. 24 (0.0019)2
W, = 1/(0.003) +(0?0(236) +(0.0019) — 0.0036 “8)
m

4.1.1.2. Balon joje Hacmindeki Belirsizlik, u,,»

Balon joje hacmindeki belirsizligi etkileyen faktorler;

a. OIQUm Toleransindan Gelen Belirsizlik, ug 1

0.05
Ugo1 = %20.020 4.9)

0.05 balon jojenin toleransindan ve /6 ise olasilik dagilimi olan iticgen dagilimdan

gelmektedir.

b. Sicakliktan Gelen Belirsizlik, ug2 >

* V:Balon joje hacmi,
* A T: Sicaklik degisimi,

« a: Suicin Volumetrik Genislesme Katsayisi, 2.1x 10~ °C~!

50%3%2x10~%
Ug22 = =0.018 (4.10)
5 \/§

c. Tekrarlanabilirlikten Gelen Belirsizlik, uy,» 3

50 mL balon jojenin standart sapmasi, suyun kiitle ve yogunlugu kullanilarak 10 kere

doldurularak elde edilen 6l¢iim sonuglart kullanilmustir. Olgiimiin standart sapmast;
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u23 = 0.071 4.11)

Balon joje hacminden gelen belirsizlik;

\/(Msr2 1)2 + (uer 2)2 + (uer 3)2
- ’ ’ ’ 4.12
Ugr2 50mL ( )

0.020)2 1 (0.018)2 + (0.071)2
ue = Y )Hso SO0 0015 (4.13)

4.1.1.3. Referans Standart Cozeltisi Troloks’un Son Konsantrasyonundaki Belirsizlik,
Usr3

Referans standart ¢ozeltisi troloks’un son konstrasyonun hazirlanmasinda, kiitle, saflik ve

hacminden gelen belirsizlikler birlestirilerek degerlendirildi.

Tablo 4.1: Standart ¢ozeltisi troloksun konsantrasyonu ile ilgili belirsizliklerin katkilari

Miktar/Birim  Deger Belirsizlik Dagilim Faktorii  u(x) u(x)/x)
Miktar/g(m)  0.0125 - - 4.2%1075  0.0034
Saflik (p) 097  0.03 V3 0.0173  0.0179
Hacim/mL (v) 50 - V6 - 0.0015

Uy = fulm)? +u(p)? +u(v)?
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Uz = 1/0.0034240.01792 +0.00152 = 0.0183 (4.15)

Asagidaki denklem, standart Crg ¢ozeltisinin belirsizliginin hesaplanmasinda kullanilan tim

belirsizlik bilesenlerini icerir.

Uy = (i iy kg = 1/(0.0036)2 + (0.0015)2 + (0.018)2 = 0.0184 (4.16)

sr2

4.1.2. Kalibrasyon Egrisi Ile Tlgili Belirsizlik, u,.

Bu tez calismasinda CUPRAC yéntemi igin 0.0122 ve 0.0610 mmol L~! arasinda bes, DPPH
yontemi i¢inde 4.10~3 ve 24.10~3 mmol L~! arasinda alt: konsantrasyon ¢calisilmistir, giin ici
tekrarlanabilirlik icin tiim konstrasyonlarin her biri iicer kez, giinler aras1 tekrarlanabilirlik
icin de alt1 giin boyunca gerceklestirildi. Kalibrasyon egrisi ile iligkili dl¢tim belirsizligi,

Eurachem Citac [18] klavuzuna gore tahmin edildi. Ilgili belirsizlik icin,

var (xo): Xo ile ilgili varyans, Sekil 4.2’ deki formiil kullanilarak hesaplanmisgtir:

CUPRAC Metodu I¢in TR Kalibrasyonu DPPH Metodu Icin TR Kalibrasyonu
1,05
0,95 y=15522x + 10,0105 & 0.6 )
R*=0,9936 y=241x-00215
0,85 ~ R*=0,3941 L~
0,75 * 9= >
2 1} -
' 06 o
7 0,55 < 04 .
ﬁ D co * d
L2y 0,3 ;
0,45 +
> 0,2

0,35 s
; @
0,25 ;
, . 1
0,15

0,011 0,021 0,031 0,041 0,051 0,061 o

- 3 8 13 18 23
Crp (mmol/L) Crg (mmmol/L)

Sekil 4.2: Troloks standartinin DPPH ve CUPRAC yontemlerine gore kalibrasyon egrileri

* var(y,ps): GOzlenen degiskenle ilgili varyans,

* b: Kalibrasyon egrisinin egimi,
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 S: Ortalama kare sapma,

* w;:y; agirhig,

» X;: Referans ¢ozeltinin konsantrasyonu,

» : Kalibrasyon egrisini olusturan n tane derisimin ortalamast,

* X,: Kalibrasyon denklemi kullanilarak elde edilen konstrasyon,

var (yess) s’ 1, (Xo- /XT)E

Z Wi 1 Z (*I.i,-’ X s )2
S (wixe)-

Wi

Sekil 4.3: var (Xo): Xo ile ilgili varyans formiilii

DPPH (4.17, 4.18) ve CUPRAC (4.19, 4.20) yontemleri i¢in u,(X,) degerleri;

DPPH yontemi i¢in;
uXo)pppy = +/var(Xo) = 0.0000604mmol .L~" 4.17)
X
wXorrn = X 00004 (4.18)
Xo
CUPRAC yontemi i¢in;

uXo)cuprac = +V/var(Xo) = 0.00021mmol .L~! (4.19)
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X
UAXO) U pRAC = ”(XOO) — 0.0048 (4.20)

4.1.3. Kesinlikle Tle Tlgili Belirsizlik, u,,,

CUPRAC ve DPPH yontemleri kullanilarak elma suyunun TAC degerleri hesaplanmuagtir.
Elma suyunun TAC degeri, alt giin boyunca on bagimsiz Ol¢lim analiz ederek
deneysel olarak belirlendi. CUPRAC ve DPPH yontemlerin giin i¢i tekrarlanabilirlik (S,)

hesaplanmugtir:
Tablo 4.2: CUPRAC yontemi ile elma sularinda TAC degerleri

Olgiim  1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 6.giin Xe

1. 1819.9 1801.0 1814.5 1801.3 1803.1 1805.0
2. 1804.1 1819.2 1798.4 17933 1800.5 18104
3. 18014 18114 1811.8 1809.4 17979 1799.7
4. 18094 17932 17958 1806.7 1771.8 1810.4
5. 1817.3 17984 1817.2 1812.1 17929 1789.0
6. 18199 1790.6 18145 1801.3 1779.7 18184
7. 17935 1819.2 17904 1801.3 18083 1794.3
8. 18094 18114 18172 177.8 1797.9  1802.3
9. 1806.7 1801.0 17984  1806.7 18109 1807.7
10. 18147 1808.8 1806.5 1793.3 1805.7 1802.3
X 1809.63 1805.44 1806.46 1800.53 1796.89 1803.95 1803.82

S2rjc 73.57 102.14  98.68 91.91 155.54  71.61
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Tablo 4.3: DPPH yontemi ile elma suyunda TAC degerleri

OLCUM 1.GUN 2GUN 3.GUN 4.GUN 5GUN 6GUN X¢

1. 5977 5972 5965 5979 599.8  598.0
2. 599.8 5965 5972  598.6 5983 5984
3. 5979 598.0 600.5 5987 5974 5995
4. 597.5  599.8 599.1 5594  597.0 598.1
5. 5982 5978 5975 599.6 5973  598.0
6. 5974 5994 5984 598.0 598.0 599.8
7. 600.4 5985 5982 600.5 5979 5993
8. 5994 5973 5979 5979 5977 5995
9. 5969 5999 597.7 599.7 5977 598.6
10. 597.4 5972 5973  599.2 599.6 5999
X 5983 5982  598.0 5989 598.1 5989 5984

S2rje 1418 1418 1267 0.746  0.899  0.5528

« ¢ genel ortalamasi; ?: grup ortalamasi; : grup varyansi.

TAC veri serisinin varyanst homojenligi hem CUPRAC hem de DPPH yo6ntemi i¢in, Cochran
testi ile test edildi ve sonuglar, varyanslarin homojenligini dogrulamistir. ((d)= 6 grup sayist

ve serbestlik derecesi (v)=n-1=9).

Cochran’1n test istatistigi;

Szrjmak.

Cex [ —
P 2?21 S%rj
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CUPRAC yo6ntemin uygulanmasi ile;

155.54
593.4

Cexp =

DPPH yo6nteminin uygulanmasi ile;

1.418
6.3027

Cexp

e Coxp: Olgiim sonucu bulunan deger,
* C;up.: Tablo degeri,

* S2rj: Hesaplanan varyans

Giin igi tekrarlanabilirlik (S?) degerleri;

d
S = 1/dY §*r
j=1

CUPRAC yo6nteminin uygulanmasi giin i¢i kesinlik,

593.46
$2 = 96 =98.91((umolL™")?
Sicurracy = 9-95(umolL™")

CUPRAC yoOnteminin uygulanmas giinler arasi kesinlik(S? I(T)/(Szrln))CUPRAC;

SCyry/(S*m) = 1.03 < F(p=0.95%;viy = 9;v, = 54) = 2.386

= 0.2621 < Gy (va) (p = 0.95%;v = 9;d = 6) = 0.3584  (4.21)

= 0.2250 < Cyap (va) (P = 0.95%;v = 9;d = 6) = 0.3584  (4.22)

(4.23)

(4.24)

(4.25)

(4.26)
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CUPRAC yontemi i¢in tekrarlanabilirlik varyans katsayisi1 (CV),

S
CVcurrac = _7—; =9.95/1803.82 = 0.0055 (4.27)
DPPH yo6ntemi uygulanmasi giin ici kesinlik,
6.3027
sz = = 1.050(umolL™1)? (4.28)
Sypppry = 1.025(umolL™") (4.29)
DPPH yo6nteminin uygulanmasi giinler arasi kesinlik(S? I(T)/(Szrln))DppH;
SCyr)/(S*m) = 0.83 < F(p=0.95%;viy =9:v, =54) =2386  (4.30)
DPPH yontemi i¢in tekrarlanabilirlik varyans katsayis1 (CV),
S,
CVpppy = == 1.025/598.41 = 0.0017 (4.31)
CUPRAC ve DPPH testlerindeki kesinlikten gelen dl¢iim belirsizligi,
(4.32)

I
SI<

Urep
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0.0055
urep(CUPRAc) = T =0.0032 (433)
0.0017
urep(DPPH) = \/§ =0.00098 (434)

Olgiimdeki tek tek rastgele etkiler, tek yonlii ANOVA testi ile hesaplanmistir (Tablo 4.4 ve
Tablo 4.5).

Tablo 4.4: CUPRAC metodu kullanarak elma suyu sonuclarinin istatistikleri, tek yonli

ANOVA
OZET
Gruplar Say1 Toplam Ortalama  Varyans
1 10 18096.31491 1809.63149 73.56920
2 10 18054.44498 1805.44498 102.13851
3 10 18064.62141 1806.46214 98.68004
4 10 18005.31950 1800.53195 91.91410
5 10 17968.85478 1796.88548 155.53993
6 10 18039.46597 1803.94660 71.61335
ANOVA
Varyans Kaynak. SS df MS F Plaue F.u.
Grup. Arast. 1023.09736 5 204.619472 2.06876093 0.08356459 2.38606986
Grup.Ici 5341.09636 54 98.9091918
TOTAL 6364.19372 59

 SS:kareler toplam, df: serbestlik derecesi, MS: karelerin Ortalamasi
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Tablo 4.5: DPPH metodu kullanarak elma suyu sonuclarinin istatistikleri, tek yonlii ANOVA

OZET
Gruplar Say1 Toplam Ortalama Varyans - -
1 10 5982.851 598.2851 1.41867
2 10 5981.715 598.1715 1.41832
3 10 5980.475 598.0475 1.26748
4 10 5989.627 598.9627 0.74608
5 10 5980.992 598.0992 0.89930
6 10 5989.212 598.9212 0.55286
ANOVA
Varyans Kaynak. SS df MS F Poaiue Frap.
Grup. Arast. 8.670786 5 1.734157 1.650861 0.162417 2.38607
Grup.Ici 56.72464 54 1.050456
Toplam 65.39542 59

4.1.4. Geri Kazammla Ile Tlgili Belirsizlik, u,,

Gerikazanimla ile ilgili belirsizligi bulmak i¢in, konstrasyonu bilinen 10 TR cozeltisi
Olciildii. TR numunelerindeki CUPRAC/DPPH yontemlerinin geri kazanimi, o6l¢lim
konsantrasyonunun, standart katilan numunenin beklenen kisimlari ile boliinmesi ile tahmin

edildi.
Yontemine iligkili belirsizlik (u,,) tarafindan verilir:

_ S/Rort

Jn (4.35)

Upr

e s: geri kazanimin standart sapmasi,
* Ry, ortalama kare sapma,

* n: Ol¢iim sayisi.
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Tablo 4.6: CUPRAC yontemi ile geri kazanim degerleri

Olgiim  Beklenen sonug-Crz(mmol.L™!)  Elde edilen Deger(mmol.L~!) Geri Kazanim %

1 2.44%x1072 247%x1072 101.03
2 2.44%1072 2.33%x1072 95.49
3 2.44x1072 2.36x1072 96.54
4 2.44x1072 2.44x1072 99.98
5 2.44x1072 2.48x1072 101.56
6 2.44x1072 2.31x1072 94.69
8 2.44%1072 243%x1072 99.45
9 2.44%1072 2.38x1072 97.60
10 2.44x1072 241x1072 98.92
Std. Sap. 2.32
% Ort. 98.33
u,, 0.0075

Tablo 4.7: DPPH yontemi ile geri kazanim degerleri

C)lgiim Beklenen sonug—CTR(mmol.L‘l) Elde edilen Deger(mmol.L‘l) Geri Kazanim %

1 2.105%x1072 2.12x1072 101.0
2 2.105%x1072 2.08x1072 98.7
3 2.105x1072 2.10x 1072 100.0
4 2.105x1072 2.08x1072 99.1
5 2.105x1072 2.04x1072 96.9
6 2.105x1072 2.08x1072 98.7
7 2.105%x1072 2.12x1072 101.0
8 2.105%x1072 2.10x1072 99.9
9 2.105x1072 2.07x1072 98.6
10 2.105x1072 2.03x1072 96.4
Std. Sap. 1.55
% Ort. 99.0
u,, 0.0049

4.1.5. pH Ile Ilgili Belirsizlik, u,y

CUPRAC amonyum asetat (pH 7) [33] tamponu esas alinmistir. DPPH yonteminde pH 7.6

(genel pH araligi: 5.5-8) degeri esas alinarak pH belirsizli8i hesaplanmigir. pH ile ilgili



40

belirsizlik i¢in dl¢iim belirsizligi asagidaki gibi hesaplandi.

up = 0.01
(4.37)
u
Uy (pH(CUPRAC)) L; = (0.01/7) =0.0014 (4.38)
UpH
Ur(pH (DPPH)) = pLH=(0-01/7-6)=0.0013 (4.39)

4.1.6. Sicakhkla Ile Tlgili Belirsizlik, u,(7)

CUPRAC ve DPPH analizleri oda sicakligi sartlarinda yapilmistir. Sicaklikla iligkili
belirsizligi belirlemek icin su banyosu kullanilmistir. Bunun icin su banyosu 25+0.3

ayarlanmistir.

u,(7) ile ilgili belirsizlik;

up = —= =0.122 (4.40)

d

— 1) 0.00489 (4.41)
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu tez calismasinda, giiniimiizde yaygin bir kullanim alanina sahip olan valide edilmis
CUPRAC-TAC testinde ilk defa 6l¢iim belirsizliklerinin hesapland: ve elde edilen bulgularin
bir diger TAC yontemi olan DPPH ydntemiyle mukayese edildi. Literatirde CUPRAC
(orjinal-CURRAC) ve DPPH yo6ntemi i¢in belirsizlik degerlendirmesi ile ilgili herhangi bir

sistematik ¢aligsmaya rastlanmadi.

Belirsizlik, analiz (6l¢tim) sonuglarmin daha kolay anlasilmasi ve analiz sonucunu daha
anlaml bir hale getirmek icin kullanilan bir terimdir. Analitin gercek degerinin icinde
bulundugu giiven aralifi, bir analizde meydana gelen rastgele ve sistematik hatalarin
toplamindan hesaplanmaktadir. Bu araliga, analizin veya islemin belirsizligi denir. Klinik
bir anlam1 olan niceliklerin 6l¢iim belirsizligini saglamak esastir. Standardizasyon icin
uluslararast organizmalar, tibbi laboratuvarlar alaninda 6l¢iim kalitesinin degerlendirilmesi
icin kilavuzlar hazirlamistir. Onerilen c¢alisma, kromojenik reaktif olarak amonyum
asetat tampon ortaminda iyi bir yiikseltgen olan bakir(Il)-neokuproini iceren CUPRAC
yontemiyle bazi meyve sularinda (elma suyu vb.) TAC 6l¢iim belirsizliini degerlendirmeyi
amaclamistir. Analitik Olciimlerde Belirsizligin Kantifiye edilmesi (Eurochem/GUIDE)
klavuzu cergevesinde, CUPRAC-TAC yonteminde ol¢iim belirsizligini iyi birlestirilmis
metrolojik veya asafidan (alttan) yukariya yaklasima gore degerlendirme, calisma
kapsaminda secildi. Belirsizlik ol¢timiinde ilk asamada CUPRAC yontemiyle gercek
orneklerin (elma suyu vb.) TAC degerleri belirlendi ve o6lgiimde kullanilan denklem
ortaya konuldu. Sonrasinda, CUPRAC-TAC denkleminde yer alan parametrelerden gelen
belirsizlikler (kalibrasyon egrisi, tekrarlanabilirlik, geri kazanim, sicaklik, pH, referans stok
cozelti konsantrasyonu, Cu(Il)-Nc ile referans troloks (TR) arasindaki redoks faktorii vb.)
basta olmak iizere, tiim belirsizlik kaynaklar1 belirlendi. Sonraki asamada, tespit edilen

parametrelerin standart 6l¢iim belirsizlikleri hesaplandi. Siniflandirilan her bir belirsizlik
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ortak bir birime ¢evrildi (standart belirsizlik: u,(y)). Her bir belirsizlik kaynagindan gelen
standart belirsizliklerin birlestirilmesiyle 6l¢iim sonucunun birlesik standart belirsizligi ‘uc’
hesaplandi. Son asamada, secilen bir faktorle (k) birlesik standart belirsizligi ¢arpildiktan
sonra, genigletilmis belirsizlik hesaplandi. Hesaplanan standart Olciim belirsizliklerinin,

birlesik dl¢iim belirsizligine oranlar1 bulundu.

Tablo 5.1: Eurachem klavuzuna gore spektrofotometrik CUPRAC-TAC o6lciimlerindeki
bireysel ve genisletilmis belirsizlikler

Nicelik Rolatif Belirsizlik Belirsizlik
XU ur(X()) 00048
frep u,(rep) 0.0032
frec u,(rec) 0.0075
fon u,(pH) 0.0014
fr u(T) 0.0049
fCTolokx ur(CTrolaks) 0.0184
fre u,(RF) 0.0045
u,(TAC) 0.0218
U(TAC) 79

Tablo 5.2: Eurachem klavuzuna gore spektrofotometrik DPPH-TAC o6l¢iimlerindeki bireysel
ve genisletilmig belirsizlikler

Nicelik Rolatif Belirsizlik Belirsizlik
X, u(X,) 0.0024
frep u,(rep) 0.0009
frec u,(rec) 0.0049
for u,(pH) 0.0013
fr u,(T) 0.0049
fCTo/oks uf(CTr()l()ks) 0.0184
frr u,(RF) 0.0045
u,(TAC) 0.0204
U(TAC) 24

w(TAC)/TAC = \/ur(X0)2 +ur(rep)? +ur(rec)? + ur(T)? + ur(pH)? + ur(CTroloks)? + ur(R%.)3
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U(TAC) = u(TAC)*2 (5.2)

Belirsizlik Diyagrami CUPRAC
ur(TAC) |

ur(RF)
ur(CTrolox) | —

=
2 u(n —
T
S urpH) mm
B
2 ur(rec)
ur{rep) NN
ur(xo)
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,02
Belirsizlik Degerleri
Sekil 5.1: CUPRAC yonteminin belirsizlik diyagrami
Belirsizlik Diyagrami DPPH
ur(TAC) I
4 ur(RF) I
:E ur(CTrolox)
A ur(T)
ey
5 ur(pH)
E=]
& ur(rec) I
urfrep) W
ur(Xo)
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Belirsizlik Degeri

Sekil 5.2: DPPH yonteminin belirsizlik diyagrami

Tablo 5.1 ve 5.2°de gosterildigi gibi parametrelerin Ol¢iilen miktarin degiskenlifine 6nemli
oOlciide etkiledigi gozlenmistir. Her miktarin birlesik belirsizlik tizerindeki rolatif katkisinin
bir 6zeti, Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°teki cubuk diyagramlarinda gosterilmistir. Cubuklarin rolatif
uzunlugu, her katkinin 6l¢iim belirsizligine agirhigini gostermektedir ve bu islemlerin dl¢tim

kalitesini arttirmaya yonelik daha fazla dikkatini verilmesi gerektigi anlagildi. CUPRAC ve
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DPPH yontemleri igin elde edilen u,(TAC) degerleri Tablo 5.1 ve 5.2°de verildi. CUPRAC
ve DPPH yontemlerinden edilen kalibrasyon prosediirii kullanilarak tahmin edilen belirsizlik
hesaplanmasinda, 6l¢iim belirsizligini en cok etkileyen standart belirsizligin standart troloks
konstrasyonu (Crg ) oldugu gozlendi. Olgiim belirsizligini etkileyen parametreler asagindan
yukar1 yaklagim ile tanimlandi ve o6lgiildii. (Tablo 5.1, Tablo 5.2) ve bilesik belirsizlikte

oynanan rolleri de acikliga kavusturuldu.

Sonuclar, en iyi calisma kogsullarinin secilmesine ve TAC olciimii i¢in belirsizlik kabul
limitlerini tamimlamasinda ve Olciilen TAC degerlerinin degiskenligini 6nemli oOlgiide
etkileyen parametreler belirlenip birlesik belirsizlik iizerinde oynadiklar1 rol de agikliga
kavusturuldu ve en iyi CUPRAC-TAC ve DPPH-TAC calisma kosullarmin secilmesine

imkan saglamustir.
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