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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CESITLiI ANTIOKSIiDAN BiLESiKLER VARLIGINDA METiYONIN TAYINi iCiN
OPTIiK YONTEM GELISTIRILMESI

Malika HRETANI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Analitik Kimya, Tezli Yiiksek Lisans Programm

h)anlsman : Do¢. Dr. Burcu BEKDESER

Metiyonin, organizmanin bilylime ve yasamsal fonksiyonlarinda hayati bir rol oynayan
esansiyel bir amino asit olmasinin yani sira, oksidatif strese bagl hiicre hasarini 6nleyen etkili
bir antioksidandir. Bu nedenle, biyolojik ve farmasoétik 6rneklerde metiyoninin hassas ve segici
tayini, son yillarda 6nemli bir aragtirma konusu haline gelmistir. Bu g¢ercevede, literatiirde
metiyoninin belirlenmesi ic¢in bircok yontem gelistirilmis olsa da, diger antioksidanlarin
varliginda metiyoninin basit, kolay ve diisiik maliyetli bir sekilde tayin edilmesini saglayan bir
yontem gerekmektedir.

Bu calismada, diger antioksidan bilesiklerin etkisinden bagimsiz olarak metiyonin tayini
icin yeni bir spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Yontem, AuRAC (Altin(III) iyonu
Indirgeyici Antioksidan Kapasite) testi esasina dayanmaktadir. Oncelikle drnege DPPH reaktifi
eklenerek, metiyonin disindaki antioksidanlar yiikseltgenerek girisimleri ortadan kaldirilmistir.
Ardindan metiyoninin altin (III) iyonlariyla oksidasyonu sonucunda, reaksiyon ortaminda kalan
altin (III) iyonlart ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) ile tepkimeye
girerek olusan ABTS" radikalinin 412 nm absorbansi1 dlgiilmiistiir. Bu yontem araciliiyla,
metiyoninin tayini yiiksek duyarlilikla belirlenmistir. Gelistirilen yontemin tayin sinir1 (LOD)
14 puM olarak hesaplanmis, dogrusal ¢aligma araligr ise 17-56 pM olarak bulunmustur.
Hazirlanan sentetik karigimlar yiiksek geri kazanim degerleri (96-101) ile dogruluk ve
giivenilirlik agisindan basarili sonuglar vermistir.

Son olarak, yontem sentetik serum Ornegi ve metiyonin igeren gida takviyesine
uygulanmigtir. Gida takviyesi i¢in Onerilen yontem ile elde edilen metiyonin igerigi yiiksek
performansli sivi kromatografi (HPLC) yontem sonucu ile karsilastirilmis; elde edilen benzer
sonuglar, yontemin gegerliligini gostermistr.
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Elde edilen veriler, gelistirilen bu yontemin, kompleks matrislerde metiyonin tayini i¢in
etkili, segici ve uygulanabilir bir alternatif oldugunu ortaya koymaktadir. |

Agustos 2025 , 68 sayfa.
Anahtar Kelimeler: | Metiyonin, AuRAC yontemi, DPPH yontemi |
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

'DEVELOPMENT OF AN OPTICAL METHOD FOR THE DETERMINATION OF 7
METHIONINE IN THE PRESENCE OF VARIOUS ANTIOXIDANT COMPOUNDS |

Malika HRETANI |

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Chemistry

Analytical Chemistry

[Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Burcu BEKDESER \

Methionine is not only an essential amino acid that plays a vital role in the organism’s
growth and vital functions, but also an effective antioxidant that prevents cell damage caused
by oxidative stress. Therefore, the sensitive and selective determination of methionine in
biological and pharmaceutical samples has become a significant research topic in recent years.
In this context, although many methods have been developed in the literature for the
determination of methionine, a method that allows the simple, easy and low-cost determination
of methionine in the presence of other antioxidants is required.

In this study, a new spectrophotometric method was developed for the determination of
methionine independently of the effects of other antioxidant compounds. The method is based
on the AuRAC (Gold(IIT) Ion Reducing Antioxidant Capacity) test principle. First, the DPPH
reagent was added to the sample to oxidize antioxidants other than methionine and eliminate
their interference. Then, as a result of the oxidation of methionine with gold(IIl) ions, the
remaining gold(II) ions in the reaction medium reacted with ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), and the absorbance of the resulting ABTSe* radical was
measured at 412 nm. Using this method, the determination of methionine was achieved with
high sensitivity.

The limit of detection (LOD) of the developed method was calculated as 14 uM, and
the linear working range was found to be between 17-56 pM. The prepared synthetic mixtures
gave successful results in terms of accuracy and reliability with high recovery values (96-101).

Finally, the method was applied to a synthetic serum sample and a methionine-
containing food supplement. The methionine content obtained using the proposed method for

Xvi



the food supplement was compared with the results obtained using high-performance liquid
chromatography (HPLC); the similar results demonstrated the validity of the method.

The obtained data demonstrate that this newly developed method is an effective,
selective, and applicable alternative for the determination of methionine in complex matrices. |

August 2025, 68 pages.

Keywords: Methionine, AuRAC method , DPPH method |

xvii



1. GIRIS

Metiyonin (2-amino-4-(metiltiyo) biitanoik asit, Met), biyolojik metilasyon
reaksiyonlarinda 6nemli rol oynayan esansiyel bir amino asittir. Diyetteki kiikiirdiin ana
kaynagin1 olusturur ve homosistein, sistein, taurin, glutatyon, glisin ve treonin gibi bir¢ok temel
amino asidin Onciisiidiir. Metiyoninin yan zincirindeki kiikiirt, redoks reaksiyonlarini
kolaylastirarak kolayca siilfoksite oksitlenmesini saglar; bu oksidasyon, metiyonin siilfoksit
rediiktazlar (MSR) tarafindan geri indirgenir. MSR’lerin rol aldig1 bu tersinir oksidasyon—
indirgenme dongiisii, hiicreleri oksidatif strese karsi katalitik bir antioksidan sistemi olarak
korur ve 6zellikle MSR disiilfoksit rediiktazlariin Parkinson hastaliginin 6nlenmesinde veya
ilerleyisinin yavaglatilmasinda etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Ayrica metiyonin, kolesterol
disiiriicii etkisinin yan1 sira hiicreleri koruyarak yaslanmay1 yavaslatir, baz1 makro besinlerin
emiliminde rol oynar ve sag ile cilt sagligin1 destekler. L-metiyoninin bu ¢ok yonlii biyolojik

Oonemi nedeniyle, ¢esitli kantitatif analitik yontemler gelistirilmistir [ 1-3].

Giliniimiizde Metiyonin tayini i¢in literatiirde kromatografik ve elektro-analitik esasli
yontemler bulunmaktadir. Kromatografik olarak genellikle gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi veya elektrokimyasal ya da floresans dedektorli HPLC yontemleri rapor
edilmisse de, bu sistemlerin uzmanlik gerektirmesi, yiliksek maliyeti ve karmasikligi arastirma
laboratuvarlarinda yaygin kullanimini kisitlamaktadir. Ote yandan, elektro-analitik yontemler
daha diisiik maliyetli olmakla birlikte dedeksiyon limiti ve secicilik agisindan yeterince duyarh

degildir [4].

Bu tez calismasinin amaci, ¢esitli antioksidan bilesikler varliginda (polifenolik
bilesikler, tiyol tipi antioksidanlar vb.) metiyonini kolay, hassas, ucuz ve yiiksek secicilikte
tayin edebilen yeni bir optik yontem gelistirmektir. Onerilen yontemde Oncelikle DPPH
kullanilarak ortamda bulunan antioksidanlarin etkisi giderilmis, ardindan metiyonin tayini
AuRAC (Altin(Ill) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite) prensibine dayali yontemle
gerceklestirilmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. AMINO ASITLER

Amino asitler, hem amino gruplar1 (—NH3") hem de karboksilat gruplar1 (-COO") igeren
onemli biyomolekiil sinifidir. Amino asitler terimi, a-karbonuna hem amino hem de karboksil
gruplar1 bagli oldugu i¢in a-amino asitleri ifade eder (Sekil 2.1(a)). Ancak, amino ve karboksil
gruplarinin zincirdeki farkli karbonlara baglandigi B-amino asitler gibi bagka amino asit
tiirlerine de dogada rastlanir. Ornegin, farkli 'R' gruplarina sahip dogal amino asitler arasinda
alanin, B-alanin ve fosfinotrisin yer alir; burada 6zellikle B-alanin'de amino grubunun -karbona

bagl olduguna dikkat edilmelidir (Sekil 2.1(b)).

(@)

oa-Karbon atomu

H
HaM —('lj—COOH
R
H H
(b) H,N ——C——COOH HN —CH,—CH,—COOH 5N —C—COo0H

CH, (|:H2

1"
O:F|*—CIH

CH-

Sekil 2.1: Amino asitlerin yapisal 6zellikleri.

Tim a-amino asitler (glisin hari¢) a-karbon atomuna bagli -H, - COOH, -NH; ve R
grubu olmak tizere dort farkli grup baglidir. Bu nedenle kiral molekiillerdir. Kiralite el tercihi
olarak da adlandinlir, bir maddenin ayna goriintiisii ile Ortlismemesi veya list lste
cakigmamasidir. Dogada bulunan amino asitlerin hemen hemen hepsi, a-karbon agisindan aynm
kiraliteye sahiptir ve kimyasal isimlendirme kilavuzlarina goére L-amino asitler olarak

adlandirilir. Nadir, stereoizomer, ayna goriintiisiindeki karsiliklarina D-amino asitler denir.

Yiizlerce amino asit tanimlanmis veya sentezlenmis olsa da, bunlardan 20'si genellikle
yaygin amino asitler olarak adlandirilir. Bunlar Sekil 2.2'de gosterilmistir. Biyolojik
sistemlerde, bu amino asitler proteinlerin yap1 taslaridir. Bitkiler ve birgok bakteri, Sekil 2.2'de

listelenen 20 amino asidin hepsini sentezler. Amino asitler, canli hiicrelerdeki ¢esitli birincil



metabolitlerden sentezlenir. Ancak, insanlar da dahil olmak {izere omurgalilar, bu amino

asitlerin yalnizca bir alt kiimesini iiretebilirler. Bu nedenle, amino asitlerinin geri kalanini

diyetlerinden elde etmeleri gerekir. Bu sekilde elde edilmesi gereken amino asitlere esansiyel

amino asitler denir. Insanlar igin dokuz esansiyel amino asit vardir: histidin, izoldsin, 18sin,

lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan ve valindir [5].

Glisin

Alanin

*Valin

*Losin

*I1zolosin

*Fenilalanin

Prolin

Serin

*Treonin

Tirozin

H2N—(|:H—C00H

H
H2N—(|:H—COOH

CH,
H2N—(|:H—COOH
CH
RN
H,N—HC——COOH
CHZ—(I:H—CH3

H,N——CH—COOH
H,C—CH—CH,—CH,

H,N——CH—COOH

75
H,C

HN—HC——COOH
/ N

H,C /CHz
\CH2
H2N—(I:H—COOH
CH2'0H

H2N—(I:H—C00H
HO——CH—CH,

H,N——CH—COOH

HleOH

*Esansiyel amino asit

Sistein

*Metiyonin

Asparajin

Glutamin

*Triptofan

Aspartik
asit

Glutamik
asit

*Lizin

*Arjinin

*Histidin

H,N——CH——COOH
CHZ_SH
H,N——CH——COOH
CHZ_CHZ_S_CH3
H,N——CH—COOH
CHz—ﬁ——NHz
(o)
H2N—(|3H—COOH
CHZ—CHz—ﬁ—NHz

o
H,N——CH——COOH
eH,

4
N
H

H,N——CH——COOH
CH,—COOH

H2N—(|IH—COOH

HZN—(|:H—COOH
CH,-CH,-CH,-CH,—NH,

H,N——CH——COOH
CH,~CH,—CH,—NH—C—NH,

|
NH
HZN—(i‘.H—COOH

CH,

Z NH
T

Sekil 2.2: Yaygin amino asit [6].



2.1.1. Amino Asitlerin Simiflandirilmasi

Polar olmayan alifatik zincire sahip nétr amino asitler, Glisin yan zincirinde yalnizca
bir hidrojen bulunur ve polar gruplar, karboksil ve amin, molekiilde baskin bir role sahiptir.
Metil grubu yan zincirine sahip Alanin, hidrofobik zincirler igcerenlere gore suda daha

¢ozilinlirdiir. Valin, 16sin, ve isoldsin, polar olmayan dallanmis zincirlere sahiptir.

Iyonlagsmayan polar zincire sahip nétr alifatik amino asitler, Serin ve treonin, yan
zincirlerinde bu amino asitlere polar 6zellikler kazandiran bir hidroksil fonksiyonel grubu
igerir.

Aromatik notr amino asitler, Benzen halkasi i¢eren fenilalanin ve indol heterosiklik yan

zincire sahip triptofan, belirgin sekilde polar olmayan ve hidrofobiktir. Tirozin, bu amino asidin

polaritesine katkida bulunan bir fenolik hidroksile sahiptir.

Asidik (dikarboksilik) amino asitler, Aspartik asit ve glutamik asit, viicut sivilarimin
pH'inda bir proton salabilen ve negatif yiik kazanabilen ek bir karboksil grubuna sahip amino
asitlerdir. Genellikle, bu amino asitler sirasiyla iyonize formlarinin adi olan aspartat, ve

glutamat ile belirtilir.

Bazik amino asitler, Lozin ek bir amin fonksiyonel grubuna ve arginin bir guanidin
grubuna sahiptir, her ikisi de proton kabul edebilir. Fizyolojik pH'ta, bu amino asitlerdeki
kalintilar pozitif bir elektrik yiikii gdsterir. Histidinin yan zinciri, heterosiklik imidazol yan
zinciridir. Histidinin yan zinciri yaklasik 6,0'lik bir iyonizasyon pKa degerine sahiptir, bu
nedenle bir baz gorevi gorebilir. Bazik amino asitler, yani lizin ve histidin, yiiksek derecede

polar bilesiklerdir.

Kiikiirt igeren amino asitler, Metiyonin ve sistein , Sistein hafif polar 6zellik gosteren
bir siilthidril grubu (—SH) igerir. pH 9 seviyesinde bu grup bir proton (H") serbest birakabilir.

Metiyonin ise apolar bir yan zincire sahiptir [7].

2.1.2. Amino Asit Uretimi

Diinya genelinde amino asit tiretimi 2014'te yaklasik 6,5 milyon ton civarindaydi ve
pazar hacminin yilda yaklasik % 6-8 oraninda biiyiimeye devam etmesi beklenmektedir.
Giliniimlizde glutamik asit (monosodyum tuzu olarak), lizin (hidrokloriir tuzu olarak),
metiyonin ve treonin toplam pazar hacminin % 95'inden fazlasim kapsamaktadir; bu

aminoasitler esas olarak gida ve hayvan yemleri uygulamalarinda yer almaktadir (Tablo 2.1).



Tablo 2.1: En 6nemli amino asitlerin tiretimi ve kullanim alanlari.

Amino Uretim Uygulama Pazar
Asit Yontemi Alam Hacmi [Mton]
Monosodyum L- C. glutamicum ile Gidalarda tat
glutamat fermantasyon artirici 3
L-lizin hidrokloriir C. glutamicum ile ~ Hayvan yemi besin 2.4
fermantasyon katkisi
R . Hayvan yemi besin
D,L-metiyonin Kimyasal sentez Katkist 1
I-treonin E. coliile Gida ve yem
fermantasyon besin katkisi 0,6

Ancak, diinya niifusunun artmasi ve daha fazla et tilkketme egilimi ile daha ucuz amino
asitlere olan talep, kimya sirketleri ve ana amino asit lireticileri i¢in yeni zorluklar ve firsatlar

sunacaktir
Amino asitlerin endiistriyel iiretiminde uygulanan yontemler dort kategoriye ayrilabilir:

e mikrobiyal aerobik fermantasyon
e enzimatik kataliz
e kimyasal sentez

e dogal kaynaklardan ekstraksiyon

Her bir amino asit i¢in en uygun yontem se¢imi, slire¢ ekonomisine, pazar bliytiikliigiine,

hammadde mevcudiyetine ve ¢evresel diizenlemelerine baghidir [8].

2.2. METiYONIN

O
L- Metiyonin HaC /S\/\[)J\OH
NH,
IUPAC ads L-2-amino-4-(metiltivo) biitanoik asit
Molekiil formiiki CsHulNO:25
Molekiil kiitlesi 149,21g/mol
Céziiniirlik (su icinde) 53g/L (20°C)
pKa (-COOH) 228 (25°C)
pKa (NH3) 9,21 (25°C)
izoelektrik nokta (pI) 5.74 (25°C)

Sekil 2.3: Metiyoninin formiilii ve bazi 6nemli 6zellikleri [10].



L-Metiyonin, CsH;1NO2S kimyasal formiiliine sahiptir ve kiikiirt iceren temel bir amino
asittir. Ayrica 2-amino-4-(metiltiyo) biitanoik asit, metil merkapto biitirik asit adlariyla da
bilinir. Mueller, metiyonini 1921'de kesfetmis olsa da yapis1 1928'e kadar belirlenememistir.
Metiyonin, diger amino asitlerle birlikte karacigerde protein sentezinde rol oynar. Metiyonin,
insanin viicudu tarafindan kendi basina iiretilemedigi i¢cin temel bir amino asittir. Yetiskin bir

kisinin giinliik ihtiyact ortalama 20 mg/kg'dir [9].

2.2.1. Metiyoninin Onemi Ve Kullanimi
2.2.1.1. Hayvanciliktaki Onemi

Uretilen metiyoninin ¢ogu hayvancilik iiretiminde hayvan yemi olarak kullanilir.
Kimyasal olarak iiretilen sentetik DL-Metiyonin ¢ogu uygulama i¢in kullanilabilir. 2013
yilinda, diinya pazar1 yi1lda 600,000 tonun tizerindedir. Ancak organik tarimda sentetik olarak

iiretilen metiyoninin kullanim1 yasak veya gii¢lii bir sekilde sinirlandirtlmistir.

Genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) kullanmadan dogal kaynaklara dayali “eko
metiyonin” talebi gelecekte giiclii bir sekilde artacaktir. Bu nedenle, organik tarim kurallarini
karsilayan, maliyet tasarrufu saglayan yem sinifi L-metiyonin arayisi, son zamanlarda, GDO
kullanmadan, tlim potansiyel metiyonin agisindan zengin tiim bitkiler veya hayvan materyalleri,
kalintilar1 ve atiklarini yani sira, dogal kaynaklarin fermantasyonunu ve enzimatik doniistimiinii
kullanilarak yogunlagsmaktadir [10].
2.2.1.2. Insanlarda Onemi

Metiyonin, diyette vazgecilmez bir amino asittir (AA); yani viicut tarafindan
sentezlenemez ve mutlaka besin yoluyla alinmalidir. Metiyoninin baslica islevleri sunlardir:

e Metaboliti (SAM) yoluyla in vivo ortamda ana metil grubu donorii olarak gorev yapar.
SAM, poliamin sentezi, fosfolipitlerin metilasyonu ve DNA/RNA ara iiriinleri gibi bir¢cok
biyokimyasal siirecte metil grubu kaynagi olarak kullanilir [10].

e Met tiirevi N-formilmetionil-tRNA protein biyosentezinin baglamasinda gorev alir.

e Metiyonin ayrica insan hiicrelerinde sistein redoks tamponu ve baslica antioksidan olan
glutatyon metabolizmasinda da rol oynar [11,12].

e Drazic ve Winter (2014) in vivo'da geri doniisiimlii metiyonin oksidasyonunun fiziksel
roliinii tanimlamigtir [13]. Antimikrobiyal etkilerinin yani sira, metiyonin siilfoksit
rediiktazlar , insan metabolizmasi da dahil olmak tizere yiiksek 6karyotlarda 6nemli bir rol
oynar, 0rnegin, protein fonksiyonunun diizenlenmesi ve dolayisiyla yaglanma siire¢lerinde

, norodejeneratif hastaliklarda ve kanserde 6nemli bir rol oynar [14-17].



Metiyonin oksidasyonunun, aerobik yasam tarzinin kaginilmaz bir sonucu olarak ¢ok sayida
proteinin aktivitesini diizenledigi gdsterilmistir.

Son caligmalar, metiyonin kisitlamasinin memelilerin (fareler, si¢anlar), bdceklerin
(Drosophila melanogaster) ve mayanin (Saccharomyces cerevisiae) yasam siiresini
uzatabilecegini kanitlamaktadir. Ancak, bu gozlemin genellestirilip genellestirilemeyecegi
tartismalidir [ 18-20]. Ayrica, metiyonin sistein sentezinde Onciil olarak gorev yapar: kiikiirt

atomunu transsiilfiirasyon (TS) siireci yoluyla sisteine bagislar [10].

2.2.2. Metiyoninle Iliskili Hastaliklar

Kiikiirt iceren amino asitlerin saglik tizerindeki etkisi Townsend ve arkadaslar1 (2004)
tarafindan incelenmistir [21].

Gidalardaki metiyonin eksikligi, toksemi, ¢ocukluk cagi romatizmal ates, kas felci, sag¢
dokiilmesi, depresyon, sizofreni, Parkinson hastaligi, karaciger bozulmasi ve biiylime
bozuklugu gibi hastaliklarla iliskilendirilmistir [22].

Insanlarda metiyonin metabolizmasmin bozulmasindan kaynaklanan bazi nadir kalitsal
hastaliklar, zihinsel gerilik, gelisme geriligi, trombositopeni, kuliip ayak, iskelet
anormallikleri, lens ¢ikig1 ve isitme kusurlar1 gibi semptomlara neden olan sistatiyoniniiri
ve homosistiniiri=hipermetiyoninemidir. Metiyonin seviyesi, diizensiz metiyonin

metabolizmasi nedeniyle giiclii bir sekilde artar [23].

2.2.3. Metiyonin Kaynaklar:

2.2.3.1. Kimyasal Sentez

+{NH,JHC O, 0
+ CHy5H

S e SANS B SN,

haz S H 0
280 o -
- NH,
- €0,

Sekil 2.4: Bikarbonattan D,L-metiyonin’in kimyasal sentezi.

DL-Metiyonin esas olarak metil merkaptan, akrolein ve hidrojen siyaniirden kimyasal

sentez yoluyla liretilmektedir. Ancak azalan fosil kaynaklar ve daha giiglii ¢evresel kisitlamalar

(tehlikeli ara trlinler ve atiklar) 1s1ginda, Alternatif, daha siirdiiriilebilir, dogal kaynaklara

dayal1 olan prosesler giderek daha fazla ilgi ¢cekiyor [24, 25].



2.2.3.2. DL-Metiyonin'in L-Metiyonin'e Enzimatik Déniigiimii
Farmasotik ve tibbi uygulamalar genellikle kiral saf L- veya D- metiyonin

gerektirdiginden, DL-rasemik karisimini saf izomerlere doniistirmek icin gesitli islemler
stirecler mevcuttur. En iyi bilinen ve endiistriyel olarak uygulanan islem, DL-metiyoninin
asetilasyonundan sonra N-asetil DL-metiyonine enzimatik doniisiimiidiir. Daha sonra L-
izomer, L-amino asilaz enzimi aracilifiyla enzimatik olarak L-metiyonine doniistiiriiliir;
ardindan alkollii ekstraksiyon veya kristalizasyon yontemleriyle ayrilir ve iyon kromatografisi
ile saflagtirilir. Bu islemle yilda birka¢ yiliz ton farmasotik kalitede L-metiyonin elde
edilmektedir [10].
2.2.3.3. Oncii Maddelerden Fermantasyon Yoluyla L-Metiyonin Uretimi

Optik olarak saf L-metiyonin elde etmenin alternatif bir yontemi, kimyasal veya
biyolojik yollarla sentezlenmis 6ncii maddelerin enzimatik veya fermantatif doniistimiidiir. 5'-
monosiibstitiie hidantoin tiirevlerinin enzimatik hidrolizi, optik saflikta L-amino asitlerin
firetimini miimkiin kilmaktadir. Ilgili enzimlerin tarihi ve biyoteknolojik 6nemi Syldatk ve

arkadaslari (1999) tarafindan incelenmistir [26].

1990'larin sonlarinda Degussa firmasi, D-5-(2-metiltioetil)hidantoin 6nciisiinii kullanan
hidantoinaz bazl1 bir proses i¢in enzimleri yonlendirilmis evrim (directed evolution) yontemiyle
genetik olarak optimize etmeye yonelik ¢caligmalar yiiriitmiistiir. Bu yaklagim, optik olarak saf
L-metiyonin iiretimini hedeflemistir [27-29]. Diger yazarlar, 6zel Onciillerin fermantasyonu

veya enzimatik donilistimii ile L-metiyonin iiretimini rapor etmektedir [30].

Bagka bir CJ patenti (Cheil Jedang (CJ) Patent), 6ncli madde O-asetilhomoserin’in
enzimatik doniistimiinii rapor etmektedir [31]. Arkema'ya ait 2013 tarihli bir CJ patenti ise, gaz
halindeki metil merkaptan (=metantiyol) ile bir 6ncli maddenin enzimatik doniisiimiinii iddia
etmektedir [32]. Ancak, 6ncii maddelerin cogunlukla kimyasal olarak sentezlenmesi ya da ilk
asamada fermantasyon yoluyla iiretilmesi gerektiginden, bu yontemin daha dnce bahsedilen
proseslere kiyasla belirgin bir avantaji bulunmamaktadir. Bununla birlikte, bu yaklasimin tip
veya eczacilik gibi 6zel uygulamalar i¢in ya da petrokimyasal kaynaklar kullanilmaksizin
stirdiirtilebilir bir iretim prosesi gelistirmek amaciyla anlamli olabilecegi diisiiniilmektedir.
2.2.3.4. Dogal Kaynaklardan Fermantasyon Yoluyla L-Metiyonin Uretimi

Yukarida da belirtildigi gibi, L-metiyonin'in dogal kaynaklardan fermantasyonu birgok
sorunu ¢ozebilir. Ancak, bu yontemin temel dezavantaji, metiyonin biyosentezinin oldukga

karmasik olmas1 ve ¢ok sayida geri besleme inhibisyonu ile diizenlenmesidir. Ek bir sorun ise



kiikiirt kaynagidir. Kiikiirt genellikle inorganik siilfat formunda saglanir ve metiyonine
aktarilmadan Once biiylik 0lgiide indirgenmesi gerekir. Bu nedenle, metiyonin
fermantasyonlarinda indirgenmis kiikiirt kaynaklarinin kullanimi faydali olabilir [10].
2.2.3.5. Fermentasyonla Uretilen L-Metiyonine Alternatifler

Dogal olarak iiretilen L-metiyonin yem bitkilerinde ve hayvanlarda bulunabilir.
Yumurta (6zellikle albumin, % 5) yliksek metiyonin igerir. Brezilya cevizi gibi baz1 bitki
tohumlar1 metiyonin acisindan zengindir (% 12'ye kadar). Diger bitkisel protein kaynaklar
arasinda soya keki, susam keki, nohut, bugday, misir ve patates proteini yer alir. Hayvansal

protein son zamanlarda aragtirtlmaktadir.

Potansiyel kaynaklar bdcekler ve larvalari veya solucanlar gibi hizli biiyiiyen
hayvanlardir. Yeniden islenmis hayvan kalintilarinin (et unu, balik unu, kemik unu, tiiy unu)
kullanim1 saglik riskleri nedeniyle bir¢ok iilkede kisitlanmistir [10]. Tek hiicreli protein
1970"erde kapsamli bir sekilde incelenmistir. En ¢ok arastirilan hiicreler maya, algler ve
metilotrofik bakteriler gibi mikroorganizmalar tizerinde ¢alismalar yapilmistir; kuru hiicrelerin
icerigi % 50’si protein olabilir ve optimize kosullarda bu oran % 85’e ¢ikabilir. Ne yazik ki bazi
kirletici maddeler mikotoksin iiretebilir ve mayalarda genellikle metiyonin eksikligi vardir

[33,34].

Protein agisindan zengin bitkisel veya diger karmasik amino asit kaynaklarinin
beslenmesindeki 6nemli bir dezavantaj, baslica esansiyel amino asitlerde dengesizlik riski
olusturmasidi. Bu nedenle, en uygun amino asitlerin izole edilmis maddeler halinde veya uygun
bir konsantrasyon karisimi halinde saglanmasi onemlidir. Kiimes hayvani yetistiriciligi
durumunda, metiyonin, fermantasyonla veya Met acisindan zengin hammaddelerin (tiiyler,
killar, tirnaklar, findiklar, bezelye) enzimatik islemiyle veya proteinlerin hidrolizi ve ardindan

ayirma ve saflastirma yoluyla izole edilmelidir [35-38].

Bagka bir yaklasim, amino asit igeriklerini ve dengelerini etkilemek i¢in metiyonin
acisindan zengin materyalin (proteinler) genlerini yem bitkilerine (6rnegin patates, kanola)
doniistiirmektir.

Organik tarimda protein eksikligini , 6zellikle metiyonin eksikligini tamamen kapatacak
kesin bir ¢oziim yoktur. bolgesel ve isletme kosullarima gore cesitli dnlem paketleri

uygulanacaktir [10].
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2.2.4. Metiyonin Metabolizmasi

Vazgecilmez AA metiyonin ii¢ ana yolla metabolize edilir (Sekil 2.5); Transmetilasyon

(TM) , Transsiilfiirasyon (TS) ve Remetilasyon (RM) [40].

TM yolunda metiyonin homosistein'e pargalanir. TM yolu, metiyoninin ATP tarafindan aktive
edilerek metiyonin adenosiltransferaz enzimi katalize edilerek S-adenosil-metiyonin (SAM)
olusturmasiyla baglar. SAM, metil grubunu bagislar ve bu proseste S-adenosil-homosistein
(SAH) olusturur, adenozin ve homosistein elde etmek ig¢in hidrolize edilir. Daha sonra
Homosistein, metiyonin olusturmak tlizere yeniden metillenebilir veya sistein olusturmak tizere

TS yoluna girebilir [40].

RM yolu, metiyoninin homosisteinden yeniden sentezlenmesini, iki yoldan birinden saglanan

metil gruplarimin kullanilmasiyla miimkiin kilar [40,41].

A
/7 Metiyonin I _ /
~ /
- Serin - AN
= T THF _~"—» Dimetil-glisin |4 o
L / | S-Adenosil-metiyonin —» Poliamin
RM 4 \ (SAM) AN

[ T™ |
\— 3 CH3+ Akseptér =
‘ Metillenmis akseptdr

5.10 Metilen THF (
) .|\

NADP . / AN\

3 "~ Betain <— Kolin
3 5-Metil-THF
NADPH I
SN
\ //f ~3 Adenozin
P

. Homosistein(HCY) <

o ,\l | TS |

Sistatyon

V a-Ketobutirat

Proteinler

S-Adenosil-homosistein
(SAH) |

<

Sulfat

sistin
Sekil 2.5: Metiyonin metabolizmasina giden yollar [39].

Folat koenzim sisteminde, metiyonin sentaz enzimi, metillenmis folik asitten (NS5-
Metil-tetrahidro-folat, MTHF) bir metil grubunun B12 vitamini yardimiyla homosisteine
transferini katalize eder. Bu, viicutta bu folat formunun geri doniisiimiinii saglayan tek
reaksiyondur [41]. Bu reaksiyonda SAM inhibitor, SAH ise aktivator olarak gorev yapar. Metil

grubu, esansiyel olmayan amino asit olan serinden saglanir. MTHF sentezinin son basamagi,
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NADH’1n elektron dondrii olarak kullanildigi, N5,N10-metilen-THF nin geri doniisiimsiiz
indirgenmesidir. Baska bir yolda (sadece insanlarda karaciger, bobrek ve gz merceginde),
homosisteine (Hcy) aktarilan metil grubunun kaynagi betain olup, bu reaksiyon betain-
homosistein metiltransferaz enzimi tarafindan katalizlenir. Betain, ya dogrudan diyetle alinan
hazir betain kaynaklarindan, diyet kolininden veya fosfatidiletanolaminin SAM'a bagl
metilasyonundan sentezlenen kolinden tiiretilir [40]. Folatla dolu dokularda, Hey’nin yeniden
metilasyonu ¢ogunlukla folata bagl yolla gergeklesir. Folat eksikligi durumlarinda veya betain

veya kolin seviyeleri yiiksek oldugunda, betain 6nemli bir metil donoérii haline gelir [40].

TS yolu, Hey'nin geri dondiiriilemez bir sekilde sistatiyonine ve daha sonra sisteine

doniismesine olanak tanir. TS yolunda metiyonin ve serin, sisteinin ve amino asidin tiirevlerinin
onciileridir [41]. TS yolunun ilk adimu, sistatiyonin B-sentaz enzimi tarafindan katalize edilen
geri doniisiimsiiz reaksiyonda Hcy ve serin'in yogunlasarak sistatiyonin olusturmasidir. Tkinci
reaksiyonda, sistatiyonin,sistatiyonaz enzimi (sistatiyonin y-liyaz) tarafindan hidrolize edilerek
sistein, a-ketobiitirat ve amonyak olusur. TS yolu, metiyoninin karbon zincirinin oksidatif
katabolizmasindan ve metiyoninin kiikiirt atomunun serine aktarilmasi yoluyla sistein
sentezinden sorumludur [40]. Bu nedenle, TS yolu metiyonindeki kiikiirdiin GSH (glutatyon)
sentezinde kullanilmasina olanak tanir. Ayn1 zamanda taurin, siilfat, koenzim A bilesiklerin

sentezine de katkida bulunur [42].

TM, RM ve TS yollar1 boyunca metiyoninin trafigi, mevcut metiyonin diizeylerine yanit
olarak SAM tarafindan diizenlenir. Metiyonin konsantrasyonu yiiksek oldugunda, SAM
konsantrasyonu artar ve bu da Sistatyonaz B-sentaz't artirir. Bu, asir1 metiyoninin geri

dondiiriilemez oksidasyonu ile TS'yi arttirir [43,44].

2.3. ANTIOKSIDANLAR

Otooksidasyon, serbest radikal zincir reaksiyonunu igeren lipidlerin bozulmasinin temel
yollarindan biridir [45]. Gida lipidlerinin oksidasyonu, hasat ve depolama sirasinda ve ayrica
gida isleme siireclerinin g¢esitli asamalarinda meydana gelebilir; bu durum, istenmeyen tatlara
sahip ucucu bilesiklerin olusumuna ve toksik bilesiklerin olusumuna yol agar. Ek olarak,
esansiyel yag asitleri, yagda ¢oziinen vitaminler ve diger biyoaktif maddeler oksidasyon
sirasinda kaybolabilir. Canli organizmalarda, membran fosfolipidlerinin ¢oklu doymamis yag
asitleri, aerobik metabolizma sirasinda veya oksitleyici ajanlarin varliginda oksidasyona ugrar.

Bu siire¢ oksidatif hasara, ozellikle geri dondiiriilemez hiicre bozulmasina ve kolesterol,
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proteinler, enzimler, lipoproteinler ve DNA gibi hiicresel ve hiicre dis1 bilesenlerin doku
hasarina neden olabilir, dolayisiyla iltihaplanma, ateroskleroz, karsinogenez ve yaslanma gibi
cok sayida hastalik ve saglik durumuyla iligkilendirilir. Proteinler, lipidlere goére daha yiiksek
oranda oksidasyona ugrar. Canli dokulardaki protein oksidasyonuna biiyiik 6nem verilmistir;
clinkii Alzheimer gibi dejeneratif hastaliklarin olusumunda Onemli bir rol oynadig
bilinmektedir.

Antioksidanlar lipid oksidasyonu engellemek i¢in en onemli savunma mekanizmasi
saglar. Digiik konsantrasyonlardaki antioksidanlar, oksidasyona bagl kalite bozulmasini,
eksimeyi veya renk bozulmasimi geciktirerek giday1 korur. Bu maddeler dogal olarak gidanin
bir bileseni olarak mevcut olabilir (tokoferoller ve askorbik asit) veya gidanin islenmesi
sirasinda olusabilir (Maillard reaksiyon iirlinleri). Bununla birlikte, genellikle gida isleme,
dogal olarak mevcut olan antioksidanlarin kaybina neden olur, dolayisiyla harici antioksidan
kaynaklarmin tanimlanmasimni ve test edilmesini gerektirir. Gida {iriinlerinde kullanilan
antioksidanlar toksik olmamali, isleme sirasinda stabil olmali, herhangi bir koku veya tat

icermemeli, ¢6zlinilir olmali, ucuz olmal ve diisiik konsantrasyonlarda etkili olmalidir [46].

2.3.1. Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar laboratuvarda sentezlenerek gesitli uygulamalarda, 6zellikle
gida katki maddesi olarak kullanilmasi amaglandi. Ayrica, dogal antioksidanlari karsilastirma
amactyla standart gorevi gormektedir. Bu antioksidanlar gida endiistrisi tarafindan 70 yildan
fazla kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlar {riinlerin raf Omriinii uzattiklar1 i¢in ¢ok
onemlidirler. Gida antioksidanlar1 pazarmin buytkligi 2022'de yaklasik 3 milyar ABD
dolaridir ve 2032'de 5 milyar ABD dolarin1 agmasi beklenmektedir [47]. Bu pazar, et {iriinleri,
islenmis gidalar, firincilik ve sekerleme, yaglar, icecekler ve digerlerinden olusmaktadir ve

pazarin % 30'una kadar olan kismin1 olusturmaktadir.

En 6nemli ve en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlar, fenolik antioksidanlardir, bunlar
Biitillenmis hidroksianisol (BHA), Biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Tersiyer biitilhidrokinon
(TBHQ), Propil gallat (PG )ve oktil gallat; kimyasal yapilar1 Sekil 2.6’te gosterilmektedir.

Yukarida bahsedilen sentetik antioksidanlarin (Sekil 2.6) baslica dezavantajlari, insan

sagliginda kullanimindan kaynaklanan yan etkilerdir ve bunlar Tablo 2.2’de listelenmistir [48].

Ornegin, BHA ve BHT, ozellikle gida ve farmakolojik amaglar igin en yaygin kullanilan

sentetik antioksidanlardir. Ancak, her iki antioksidanin da laboratuvar hayvanlarinda yiiksek
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konsantrasyonlarda kullanildiginda, muhtemelen karaciger hasar1 ve karsinogenez gelisimiyle
iliskili oldugu kesfedilmistir [53].

Sonu¢ olarak, bu bilesiklerin olas1 toksisiteleri hakkindaki kesifler, hiikiimetlerin sentetik
antioksidanlarin kullanimina iligkin siki diizenleyici kurallar koymasina yol a¢gmis ve bu
kullanimin gida koruyuculariyla sinirlanmasint saglamistir [45,54]. Bu baglamda, dogal
antioksidanlara olan ilgi, bunlarin ¢esitli dogal ve yenilenebilir kaynaklarda genis Olgiide

bulunmasi ve insan sagligi acisindan glivenli olmalar1 nedeniyle artmistir.

OH oH
O CHj CH
BHA BHT
O H o
H G___d-r‘“-vﬂ
Ho
o H OH
TBHQ Propilgallat (PG )
o
HO W
o
Ho
OH

O ktil gallat (0G )

Sekil 2.6: Baslica sentetik antioksidanlarin yapilari.

Tablo 2.2: Sentetik antioksidanlarin insan saghigina verdigi zararlar.

Antioksidan Yan etki/zarar Kaynaklar
BHA Karaciger hasari, Kanser olusumu, DNA [49-52]
hasari
BHT Karaciger hasarl,ﬁ(anser olusumu, DNA [49-52]
asar1
PG . .
Karaciger toksisitesi, Kanser olusumu [45]

TBHQ DNA hasart [31]
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2.3.2. Dogal Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlarin toksisitesi ve istenmeyen etkileri nedeniyle, bitkilerden elde
edilen dogal antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek oksidatif stresin ve ¢esitli

hastaliklarin olusumunu 6nleyen daha giivenli bilesikler olarak tercih edilmektedir.

Dogal antioksidanlarin ¢ogunlugu, fenolik bilesiklerdir. Bunlar bitkiler, tohumlar,
sebzeler, kuruyemisler, yapraklar, meyveler, kabuklar, kok, unlari, mantarlar,
mikroorganizmalar ve hayvansal dokularda bulunabilir. Ek olarak, fenolik bilesikler,

antioksidan, antikarsinojenik, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antimutajenik 6zellikler dahil

FENOLIK
ANTIOKSIDANLAR
|
Sentetik Dogal
antioksidanlar antioksidanlar
L
®BHA F:S?g ::‘ Flavonoidler Stilbenler
oBHT : I
oTBHQ
PG Hidroksibenzoik Hidroksisinamik Flavonoller Tanenler
asit tiirevleri asit turevleri Flavononoller
¢0G
Flavonlar
Flavanoller Lignanlar
Flavanonlar

Antosiyanidinler e

izoflavonoidler

Karotenoidler

Sekil 2.7: Fenolik antioksidanlarin siniflandirilmas.

olmak iizere biyolojik aktiviteleriyle bilinmektedir [48]. En 6nemli fenolik bilesikler fenolik
asitler, tanenler, lignanlar, flavonoidler ve terpenlerdir [45,55]. Dogal antioksidanlar ve fenolik
olanlar arasinda en 6nemli gruplar fenolik asitler, koferoller ve flavonoidlerdir. Sekil 2.7,

fenolik antioksidanlarin literatiire gore siniflandirilmasini gostermektedir [48].

Dogal antioksidanlarin tiim diinyadaki 6nemi, pazarlarinin biiyiikliigiiyle olciilebilir.
Son bir rapora gore, 2021'deki dogal antioksidanlarin pazar degeri yaklasik 1,02 milyar ABD
dolartydi ve 2030 yil1 i¢in gelir tahmini 1,85 milyar ABD dolaridir. Ayrica rapor, bu pazardaki

ana antioksidanlarin, ¢ogunlukla katki maddeleri, kisisel bakim, yiyecek ve igecekler, ilaglar,



hayvan yemi vb. gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilan C vitamini, E vitamini, polifenoller,

karotenoidler vb. oldugunu da gosteriyor [46].

Sekil 2.8, antioksidan aktiviteye sahip ¢ok c¢esitli dogal fenolik bilesikleri gdstermektedir;

bunlardan flavonoidler (flavonlar, flavonoller, izoflavonlar, flavanonlar ve kalkonlar) ise sekil

2.9'de sunulmustur.

Sentetik ve dogal antioksidanlarin kullanimina iliskin avantajlar ve dezavantajlar vardir; bunlar

Tablo 2.3'te sunulmustur [48].

Tablo 2.3: Antioksidan temel avantajlar1 ve dezavantajlari.

Sentetik antioksidanlar

e Diistik maliyetlidir

e Birgok farkli uygulamada
kullanilabilir

e Orta ila yiiksek diizeyde
antioksidan aktiviteye sahiptir

e Toksik
e  Bazilarinin kullanimi
yasaklanmistir

e  Suda ¢oziiniirliikleri diistiktiir

e lgi azalmaktadir
e Bazilan yag dokusunda birikebilir

Dogal antioksidanlar

Yiiksek maliyetlidir
Spesifik uygulamalar i¢in kullanilir

Genis spektrumlu antioksidan aktivite
gosterir

Zararsiz (inokii) bilesiklerdir

Kullanimi artmakta ve uygulama alanlari
genislemektedir

Genis bir ¢ozliniirliik araligina sahiptir
(su ve organik ¢oziiciilerde)

flgi artmaktadir

Tamamen metabolize edilirler
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L]

l_\ Q

4

Benzoik asit

Sinnamik asit
Benzoik asit turevleri

Sinnamik asit tirevler
U-H"‘-\-\"'.‘?_x-"'-u_ :ﬁf:_ - o
S i HzCO = . - le%/“\:_

Ho = s L -
Gallik asit  p-Hidroksibenzoik asit Ferulik asit Kafeik asit
U:"\-::"‘-"'!U_ :W:_ ~

e o HO e _ e

e Lo S N AH

Vanillik asit Siringik asit Klorajenik asit

O UQ““M =

Reozmarinik asit

Sekil 2.8: Fenolik asitlerin kimyasal yapilari.

Ry OH
: OH
R, 7 Ry /| OH y
HO 0 e HO 0 S HO 0 T
R:_
Ry OH
OH O OH O OH O
Genel yap! (Flavenoid) Flavon (Apigenin) Flavonol (Kuersetin)
OH OH
: OH
o~ | OCH, /
HO 0
HO 0 S . HO o
OH 0 OH o OH 0
= OH
Flavanon (Hesperetin)

Flavanonol (Taksifolin) isoflavon (Genistein)

Sekil 2.9: Flavonoidlerin kimyasal yapilari.
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2.3.3. Antioksidan Aktivite/Kapasite Analizlerinin Simiflandirilmasi
2.3.3.1. Hidrojen Atomu Transferine Dayali Analizleri

Hidrojen atomu transferine dayali analizler, antioksidanin bir hidrojen atomu vererek
serbest radikalleri sondiirme yetenegini dlger. HAT'in antioksidan etki mekanizmalari, fenoliin
(ArOH) hidrojen atomunun peroksil radikaline aktarildig1 asagidaki reaksiyonda gosterilebilir:

RO OB ¢ 21 + AH/ATOH < ROOH + AR « B/ Ar Ol [ 2.1

burada antioksidan bilesigin bir peroksil radikaliyle reaksiyonundan olusan ariloksil
radikali (ArOe) rezonansla stabilize edilir. AH, korunan biyomolekiilleri ifade eder. Etkili
fenolik antioksidan, serbest radikallerle biyomolekiillerden (korunan molekiil) daha hizli
reaksiyona girmesi gerekir ki, ikincisinin oksidasyonuna kars1 koruyucu bir etki gdsterebilsin
[56]. HAT esasli analizlerin tipik 6rnekleri arasinda ORAC, TRAP ve TOSC analizleri ve krosin
beyazlatma testi yer almaktadir [57].

ORAC testi, peroksil radikali tarafindan gerceklesen oksidasyonun inhibisyonunun
izlenmesi yoluyla radikal zincir kirict antioksidan aktiviteyi (AOA) dlger; bu inhibisyon, hedef
molekiil (TM) tiiketiminin kinetik profillerinden elde edilen egri alti alan {iizerinden
degerlendirilir.

Bu test baglangigta serbest radikal iireteci olarak 2,2'-azobis(2-metilpropionamidin)
dihidrokloriir (AAPH) ve TM olarak B-fikoeritrin kullantyordu, ancak son yillarda B-fikoeritrin
cogunlukla floresein ile degistirilmistir. Yeni ORAC testi ayrica standart olarak trolox (suda
¢oziinebilen bir E vitamini analogu) kullanir ve ORAC degeri, AOA olarak trolox esdegeri (TE)
cinsinden ifade edilir [57].

TRAP testi, antioksidanlarin peroksil radikalleri ile bir hedef prob arasindaki
reaksiyonu inhibe etme yetenegine dayanir; baslangigta bu, (2,2'-azobis(2-amidinopropan)
dihidrokloriir)’in termal ayrismasiyla indiiklenen peroksidasyon siirecinde O:'nin (prob olarak)
tilkketilmesiyle degerlendirilmistir. O. alimindaki gecikme siiresi, yani indiiksiyon periyodu,
nicel olarak Olctilebilir ve plazma 6rneklerinin toplam antioksidan kapasitesini (TAC) TRAP
degeri olarak ifade etmek i¢in kullanilabilir [58]. Bu yontem, daha genis bir prob, baslatic1 ve
son nokta Ol¢lim araligi kullanilarak bir¢ok versiyona uyarlanmistir; 6rnegin AAPH ve
peroksidaz enzimleri baslatic1 olarak, flordsin, dikloroflordsin diasetat veya liiminol ise son

nokta Ol¢timleri olarak kullanilmistir [59].
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2.3.3.2. Elektron Transfer (ET) Yontemleri
Tek elektron transferine dayali analizler, ET (elektron transferi) analizleri olarak da

adlandirilir, bir antioksidan metal iyonlarini, karbonilleri ve radikalleri indirgenmek i¢in bir
elektron transfer yetenegini tespit eder. SET antioksidan etki mekanizmalar1 asagidaki
reaksiyonlarla 6zetlenebilir:

ROOB e+ AH /ArOH - ROOB -0 +AHB e+ /ArO HR » +1 22

AHB ¢ +0F/ ArO HB o +0 + HEA2RA0 < ARl e[ /Ar OB « B + HE3E 01 + %]

RO 00 — B+ HE3E 0B + B < ROOH + HE2E0 24)

Ariloksil radikali (ArO¢) daha sonra karsilik gelen kinon Ar = O'ya oksitlenir. Ariloksil
radikali ne kadar stabilize olursa, ArOH'den Ar=O'ya oksidasyon o kadar kolay olacaktir.
Spektroskopik SET esasli testler, Folin-Ciocalteu (FC) yontemi, Demir (III) indirgeyici
antioksidan giicii (FRAP) testi, Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasite (CUPRAC)
yontemi ve Ferrisiyaniir-Prusya mavisi testi gibi yontemlerdir [57].

Folin-Ciocalteu yontemi, fenol bilesiklerinin alkali (karbonat) c¢ozeltide bir
molibdotungstofosfat heteropolianyon reaktifi ile oksidasyonuna dayanir ve 750—765 nm'de
emilen renkli bir iirlin verir. Fenolik bilesiklerle olan spesifik iliski nedeniyle bu yontem toplam
fenolik igerik tahmini i¢in de siklikla kullanilir [57].

Demir (III) indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) yontemi, tripiridiltriazine ti¢ disli

3*nin Fe?"'ya indirgenmesine dayanir ve Fe?" ile

ligand varliginda antioksidanlar tarafindan Fe
renkli bir kompleks olusturur.

Fe TPTZBE283 + @ + ArOH — Fe TPTZRA202+ B+ Ar OB« + HE+ B (&

TPTZ, 2,4,6-tripiridil-S-triazin ligandm belirtir, Fe(II) kompleksinin emilim
maksimum dalga boyu (Amax) 593 nm'dir reaksiyonun sonucu yogun mavi bir renktir. Bu
yontem, hem gida hem de biyolojik s1vi numunelerinde bir antioksidanin indirgeme giiciinii
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [57].

Ferrisiyaniir-prusya mavisi yontemi: Ferisiyaniir-Prusya mavisi deneyi asagidaki
reaksiyonlara dayanir.

Fe CNBR6M3 — @ + ArOH —» Fe CNRRE6E4 — B+ Ar OB e 21 + HE + [ (P9)]

Fe CNRR6RA4 — B+ Feld 380 + BB + KB + B - KFe Fe CNER6AM 27

reaksiyonlar Ferrisiyaniir reaktifi ilk olarak pH 6,6'da (Ho,PO4/HPO4*) tampon icinde
antioksidantlarla (50 °C'de 20 dakika) inkiibe edilir ve indirgeme iiriinii ferrosiyaniir, daha sonra

eklenen Fe" ile birleserek Amax 700 nm'de tespit edilen Prusya mavisini iiretir [61].
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CUPRAC Yontemi, antioksidanlarin CUPRAC reaktifi bis(neokuproin) bakir(I)
katyonu (Cu(I)-Nc) ile redoks reaksiyonu sonucu olusan CUPRAC kromoforu, Cu(I)-
neokuproin (Nc) selatinin absorbansinin 6l¢lilmesine dayanir. Absorbans 450 nm'de kaydedilir

[60].

+AOX — + Oksitlenmis AOX + H

Sekil 2.10: CUPRAC antioksidan kapasite tayini igin reaksiyon semasi.

Altin (IIT) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite (AuRAC) Yontemi, Bu yontem,
kromojenik reaktif ABTS'nin (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) altin(IIl) ile
oksidasyon reaksiyonu sonucu olusan mavimsi-yesil oksitlenmis {iriiniin (ABTS ) absorpsiyon
Ol¢iimiine dayanmaktadir. Ancak antioksidanlarin varliginda, altin (III) iyonlarinin sifir
degerlige indirgenmesi ve altin nanopartikiillerinin (AuNP) olusmast nedeniyle ABTS
oksidasyon prosesi etkili bir sekilde onlenir. Toplam antioksidan kapasitesine bagl olarak daha
acik renkler ve absorbanslarda ©nemli bir azalma gozlemlenmektedir. Bu durumdan
yararlanilarak kalitatif ve kantitatif toplam antioksidan kapasite (TAC) ol¢timleri ¢iplak gozle

ve uv-vis spektroskopisiyle basariyla gergeklestirilebilir.

HAUCI4 ' | HAuCl
ABTS ——— oo ABTS ' oo
Antioksidanlar - :
) + . ) +

Sekil 2.11: Antioksidanlarin varligi ve yoklugunda modifiye AuRAC sistemi tepkimesi.
AuRAC yontemi, diyet polifenollerine, C vitaminine, tiyol tipi antioksidanlara ve
bunlarin sentetik karigimlarina uygulanmistir. Bu yontem, antioksidan bilesikler icin diger

geleneksel tek elektron transferi analizlerine gore ¢ok daha yiliksek molar absorpsiyon
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katsayilar1 gosteri ¢iinkli 3e degerlikli altinin indirgenmesi (yani Au(Ill) — Au(0)) yontem

reaktifinin ii¢c kromofor katyon radikali (ABTS™) iiretimini saglar [62].

2.3.3.3. Karma Mod (HAT/SET) Yontemleri
Tim AOA/TAC analizleri HAT veya SET bazli mekanizmalara gore acikca

siniflandirilamaz. Aslinda, bazi analizler her iki modu da kullanir. karma modlu testler genel
olarak, antioksidanlar tarafindan stabil bir radikal kromoforun érnegin ABTS™ ve DPPH’ veya
floroforun siipiirmesine dayanir. Bu siliregte HAT, ET ve proton-iligkili elektron transferi
mekanizmalari, ilgili reaksiyon kosullarina (6rnegin pH ve ¢oziicii) bagh olarak farkl
derecelerde rol oynayabilir [63].

Karma mod (HAT/SET) analizleri esas olarak ABTS/TEAC (troloks esdeger
antioksidan kapasitesi) analizi, DPPH radikal siipiirme yontemi ve DMPD (N, N-dimetil-p-
fenilendiamin dihidrokloriir) radikal sliplirme yontemini igerir

ABTS/TEAC yontemi, antioksidan bilesiklerin sagladig1 hidrojen atomlarini veya
elektronlarim kabul eden kolorimetrik problar olarak ABTS "BI'® 'nin yogun renkli katyon
radikallerini kullanir. Antioksidan kapasite, test bilesiginin (6rn. Ph—OH) baslangic
oksidasyonunu durdurarak ve ABTS' iiretimini Onleyerek veya Onceden olusan radikal
katyonla dogrudan reaksiyona girerek ABTS"" rengini azaltma yetenegi olger.

ABTS + Oksitleyici madde KPI2B SA20 OR3RgibiBl — ABT SB <BA-+2IE B

ABT S@ <@+RE + PhOH — ABTS + PhOR « @ + HE + 2.9

Sabit zamanli bir ABTS yontemi tercih edilse bile, ayn1 bilesik i¢in sonuglar, stabil
renkli radikali olusturan oksitleyici maddeye bagl olarak biiyiik 6lciide farklilik gosterebilir
[63].

DMPD radikal siipiirme yontemi, Fe™ demir veya hidroksil radikalleri gibi reaktif
tiirlerin varhiginda renkli DMPD'" radikal katyonuna doniisir. DMPD deneyinde, bir
antioksidan molekiil bir hidrojen atomunu (veya bir elektronu) DMPD""'ya aktarir ve bu da
¢oOzeltinin hizla renginin a¢ilmasina neden olur (Amax= 505 nm'de absorbans azalmasiyla kendini

gosterir) [59].

DPPH radikal siipiirme yontemi, DPPH" nin kesfi neredeyse bir asir éncesine dayanir.
Uzun 6miirli oldugu ve normal laboratuvar kosullarinda iiretilip saklanabildigi i¢in "kararl1"
bir radikal olarak gruplandirilmaktadir. DPPH radikali, ¢esitli organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir,
ancak suda ¢oziinmez. Genellikle metanol, etanol veya bunlarin sulu karisimlarinda ¢oziiliir.

Bu karigimlarda, radikalin ¢oziintirliigiinii kolaylastirmak i¢in su icerigi % 60’1 gegmemelidir.
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DPPH ¢ozeltileri, benzen, kloroform ve asetonda nispeten kararliyken; etanol ve
toluende zamanla bozunma orami artar. Cozeltilerin azot ve 1siktan korunarak saklanmasi

onerilir; ayrica safsizliklar veya ¢oziicii 6zellikleri ¢ozeltinin kararlhiligini olumsuz etkileyebilir.

DPPH’ ¢ozeltisi goriiniir bolgede (513—528 nm) yogun bir sekilde emilir . Emilim, pH
5,0-6,5 araliginda giiclii bir sekilde etkilenmez. Bununla birlikte, herhangi bir etkiyi
dengelemek i¢in test ¢Ozeltisinin asetatlarla tamponlanmasi Onerilmistir. Alkali kosullarin
emilim degerleri iizerinde olumsuz bir etkisi vardir.

DPPH birincil antioksidanlar, yani fenoller, aromatik aminler, fenotiyazinler,
piridinoller, pirimidinoller ve tiyoller, hidrojen atom bagisi yoluyla serbest radikalleri peroksil
radikali gibi temizleyebilir. Bu, hidrojen ve heteroatom (O, N, S) arasinda olusan zayif bag

nedeniyle miimkiindiir [57].

ol no DPPH

o' no DPPH 0 HO

Askorbik asid

DPPH Hs “ e ‘; %DH
OH = H'” Jin- 5
Hh e HoH e E’/ i""'”“"z
SH HO
N

]
sistein
ini DPPH Eij DPPH ©
Hidrokinon

Sekil 2.12: DPPH- ile (a) askorbik asit (2:1), (b) sistein (1:1) ve (c) hidrokinon (2:1)
arasindaki tepkime stokiyometrisi [57].
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OH OH
OH OH
HO
+ CH3CH + Hzg
CJH
OH
2 DPPH

Kuersetin

Sekil 2.13: Kuersetin ile DPPHe arasindaki tepkime iiriinlerinin metanol ortaminda olusumu
i¢in Onerilen mekanizma [57].

Reaksiyon denklemi HAT mekanizmasina gore formiile edilebilir, ancak proton-bagh
ET mekanizmasi 6zellikle fenol iyonize edici solventlerde ve alkali pH kosullarinda géz ardi

edilemez (Sekil 2.14).

NO, N/
0N N—N el »

NO,

Koyu mor (DPPH)

Sekil 2.14: DPPH deneyinde rol oynayan mekanizma. DPPH- stabil bir kromojen radikalidir
A=515nm

DPPH yontemi diisiik maliyetli ve basittir ve bu nedenle geleneksel laboratuvarlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. DPPH kristalleri genellikle etanol veya metanolde ¢oziiliir
Daha sonra antioksidandan belirli bir miktar eklenir, karisim 30 dakika inkiibe edilir ve son
absorbans kaydedilir. Cozeltinin orijinal mor rengi, antioksidanlardan H atomu soyutlamasi

yoluyla DPPH"nin DPPH-H'ye indirgenmesi nedeniyle sariya doner [57,59].
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2.4. METIYONIN TAYINI iCIN YAPILAN CALISMALAR

Borowczyk ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan calismada, plazma ve idrar
orneklerinde homosistein ve metiyonin bilesenlerinin eszamanli tayini i¢in hizli ve basit bir
HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu yontem, yalnizca 10 pL gibi ¢ok kii¢iik bir 6rnek hacmi
kullanmaktadir. Yontem, o-ftaldialdehit ile kolon iizerinde tiirevlendirme kullanir. Hcy ve
Met'in ayrilmasi, ters fazli bir C-18 kolonunda 14 dakika i¢inde gergeklestirildi, ardindan
floresan tespiti (Met i¢in 348 nm'de uyarma ve 438 nm'de emisyon) yapildi. Met i¢in dedektor
yanitimn dogrusalligi 2-60 umol L™! araliginda gozlendi. Met icin LOD ve LOQ degerleri

sirastyla 1 nmol/mL ve 2 nmol/mL olarak belirlenmistir [4].

Zinellu ve arkadaslar1 (2007), analiz oncesi Ornek deristirmesi sayesinde analit
tirevlendirmesini gereksiz kilan yeni bir spesifik kapiler elektroforez yontemi gelistirmistir.
Metiyonin, 204 nm'de UV absorbansi ile tespit edildi. pH 2,3'te 125 mmol/L Tris fosfat
tamponu ile doldurulmus 50 cm'lik etkili uzunluga sahip kapiller ile ayirma 14 dakikadan kisa
stirede gerceklesti. Dedektoriin farkli analit konsantrasyonlarina verdigi tepkinin dogrusalligi
(4-80 umol/L) olarak gozlemlendi. (LOD) degeri 0,5 umol/L,(LOQ) degeri ise 1,8 pmol/L
olarak bulundu [64].

Xu ve arkadaglart (2005), vyiiksek performansli sivi  kromatografisi igin
platin/poli(metilviyole) (Pt/MV) kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot (CME) i¢eren yeni
elektrokimyasal tespit (ED) sistemi tanimlamistir. Poli-MV film {izerine biriktirilen
Pt pargaciklari, atomik kuvvet mikroskobu ile karakterize edildi. HPLC-ED sisteminde,
Metiyonin CME elektrotu iizerinde iy1 ve kararli akim tepkilerine sahipti. Tespit limiti (LOD)
5,0 x 1077 mol L™! olarak belirlenmigtir. Yontemin dogrusal araligi 4 x 10° — 5x107 mol L™

olarak saptanmistir [65].

Molaakbari ve arkadaglart (2015) tarafindan, ZnO nanorodlar ve 3-(4-amino-3-
hidroksi-bifenil-4-il) akrilik asit (3,4AAZCPE) ile modifiye edilmis yeni bir karbon pasta
elektrodu tiretildi. Bu modifiye edilmis elektrot, dopamin, melatonin, metiyonin ve kafeinin es

zamanli tayini i¢in kullanmaglar [3].

Sadeeq ve arkadaslar1 (2024), amino asitlerle stabilize edilmis glimiis nanoparcaciklar
(AgNP'ler) kullanilarak metiyonin (MET, analiz bilesigi) tayinine yonelik iki yeni, basit ve hizli
spektrofotometrik mikro-analiz yontemi gelistirdi. Bu yontemler, indirgeme ajani olarak

NaBHa kullanilarak glimiis nanopargaciklarinin (AgNP’ler) kontrollii sekilde hazirlanmasina
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ve ardindan iki farkli amino asitle stabilize edilmesine dayanmaktadir. Bu sekilde stabilize
edilen AgNP’ler ile MET arasindaki etkilesim, UV/Goriiniir spektroskopisi, ge¢irimli elektron
mikroskobu, Fourier dontistimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ve dongiisel voltametri gibi
cesitli teknikler kullanilarak dogrulanmis ve ayrintili olarak incelenmistir. pH, siire, sicaklik ve
iyonik gii¢ gibi tiim deneysel kosullar incelenmis ve optimize edilmistir. Bu optimizasyonlarin
ardindan, MET in stabilize edilmis AgNP’lerle baglanmasi sonucunda olusan renk degisimine
(soluk saridan soluk griye) ve yaklasik 390 nm’deki yiizey plazmon rezonansi pikindeki
azalmaya dayali kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Dogrusal aralik, 1,5-15 pg/mL arasinda
bulunmustur. Tespit sinir1 (LOD) ve nicel tespit sinir1 (LOQ) sirasiyla 0,276 ve 0,829 olarak
belirlenmistir [66].

Deakova ve arkadaslart (2015), elektrokimyasal dedektorlii iki boyutlu bir HPLC
sistemi kullanarak, biyolojik 6rneklerde homosistein, metiyonin ve sistein enantiyomerlerini
tayin etmistir. Bilesikler, birbirlerinden akiral kolon kullanilarak ayrildi; bunlarin
enantiyomerleri ise Chirobiotic TAG kolonu kullanilarak ayrildi. Yontemin LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0,05-0,50 pg/mL ve 0,17-1,67 pg/mL aralifinda bulunmustu [67].

Malvestio ve arkadaslar1 (2024), gida 6rneklerinde metiyonin ve selenometiyoninin es
zamanl gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile belirlenmesi igin yeni bir analitik
yontem agiklamistir. Numuneler, refliiye gerek kalmadan kapali bir kapta metansiilfonik asit ile
sindirildi. Analitlerin etil tiirevlerine donistiiriilmesi ig¢in (trietiloksonyum tetra floroborat)
kullanilarak tek adiml tiirevlendirme yontemi optimize edildi, ardindan heksan ve GC-MS
analizi ile ekstraksiyonlar1 gerceklestiridi. 1 mL hacimli sulu standart 6rnek analiz edildiginde,

metiyonin i¢in 1ng/g ve selenometiyonin i¢in 10 ng/g tayin limitleri (LOD) elde edilmistir [68].

Agilii ve arkadaglart (2004), kolloidal-altin sisteamin modifiye karbon pasta
elektrotlarinin (nAu-Cyst-CPE), siilflir igeren bilesiklerin elektrokimyasal belirlenmesi i¢in
uygunlugunu, gercek oOrneklerde metiyonin amino asidi ve metiyonin bazli bir peptidin
belirlenmesiyle gostermiglerdir. Fosfat tamponunda (pH 7,0) yapilan diferansiyel puls
voltametri ile metiyonin belirlenmis, dogrusal aralik (1,0-100) x 107® mol/L ve tespit limiti ise
5,9 x 107" mol/L olarak belirlenmistir. Metiyonin, bircok vitamin, amino asit ve diger bilesikler
iceren bir farmasoétik iirtinde ve enzimatik olarak sindirilmis protein igeren karmasik bir 6rnek
olan et peptonu ile de basaril1 bir sekilde belirlenmistir. Standart ekleme yontemi uygulamasi,
metiyonin i¢in % 93 ile % 106 arasinda geri kazanim degerleri verdi ve ortalama deger 14,7 +

0,6 g.mg ! olarak belirlendi [69].
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Saylan ve arkadaslar1(2020), glisin, metiyonin ve homosisteinin es zamanl tayini i¢in
LC—kuadrupol—ugus zamani (quadrupole-time-of-flight) tandem kiitle spektrometresi (MS/MS)
sistemi kullanilarak glivenilir ve dogru bir analitik strateji gelistirdiler. Kromatografik kolonlar
Imtakt Intrada kolonu (3,0x150mm, 3,0um) ve ACE 3 SIL (4,6x100mm, 3,0um), hedef
analitlerin ayrilmasi igin test edildi. intrada kolonu tiim hedef bilesiklerin ayrilmasi igin
uygundu. Bu nedenle, bu kolon daha sonraki deneyler i¢in kullanildi. Farkli mobil faz sistemleri
de gradyan eliisyonuyla incelendi. Bilesiklerin analitik ayrimi, pH 4,6’ya ayarlanmis 10 mM
amonyum format tamponunun ultra saf su i¢indeki ¢ozeltisi (eliient A) ve metanol (eliient B)
kullanilarak, 0,40 mL/dak akis hizinda elde edilmistir. Enjekte edilen hacim 10,0 pL olup,
analiz boyunca kolon sicakligi 35°C olarak sabit tutulmustur. Onerilen yéntem, optimum
kosullar altinda metiyonin i¢in 0,017 pg/mL simr tespiti (LOD) ve 0,058 pg/mL sinir
kantifikasyonu (LOQ) degerleri gosterdi. plazma ve idrar 6rnekleri i¢in geri kazanim yiizdeleri
sirastyla % 84,2—-103,7 ve % 85,8—103,5 arasinda; %RSD degerleri ise sirasiyla % 1,5-8,8 ve
% 1,8-8,5 arasinda bulunmustur [70].
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3. YONTEM

3.1. KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER

Askorbik Asit, sistein, glutatyon, katesin, gallik asit, kuersetin, ABTS, DPPH, Au(III)
(% 30 (w/v) seyreltik HCI icinde), etil alkol, metiyonin, glasial asetik asit, fosfat asidi (85%),
sodyum asetat, L-prolin, L-serin, L-glisin, L-glutamik asit, alanin, valin, potasyum Kkloriir,
sodyum bikarbonat, trisodyum sitrat dihidrat, glikoz, fruktoz, siikroz ve Fetal bovine serum
(Research grade) Sigma Aldirch tarafindan temin edilmistir. AGA-K tablet (30 mg MET) yerel

marketten temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Kimyasal maddelerin tartilmasinda RADWAG marka WAS 220X model analitik terazi,
¢ozeltilerin karigtirllmasinda i¢in VELP marka vorteks karitirsici kullanildi. Destile su tiretimi
icin Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi kullanildi. Absorbans dl¢iimleri i¢in
Agilent marka Cary 100 Bio model UV-Vis spektrofotometre ve dlgiim yapmak igin bir ¢ift
Hellma marka 10 mm 1s1ma yollu kuartz kiivet kullanildi. Kromatografik analizler i¢in Waters
HPLC Cihaz1 (Waters 1525 Binary HPLC pompa, Waters 2998 fotodiyot dizisi (PDA)
dedektor, Waters In-line degasser AF), Zorbax Eclipse C8 kolon (150 mm x 4,6 mm, 5pum) ve
Hamilton (Reno, NV, USA) marka 50 pL enjeksiyon siringasi kullanildi.

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Metiyonin (Met) stok ¢ozeltisi (102 M) 37,30 mg tartim almip destile su ile 25 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. Bu stok ¢ozelti uygun oranlarda destile su ile seyreltilerek calisma
¢Ozeltisi hazirlandi. 1 mM ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ¢ozeltisi
27,4 mg tartilip alinip destile su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. 1 mM tetrakloroaurik
asit ¢ozeltisi stok ¢ozeltiden (% 30 (w/v) seyreltik HCl iginde) 34,5 puL alinip 50 mL’ye destile
su ile tamamlanarak hazirlandi. pH 3,6 tamponu 0,775 g sodyum asetat ve 4,0 mL glasial asetik
asit karisiminin destile su ile 250 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. 1 mM DPPH (2,2-difenil-

1-pikrilhidrazil) ¢6zeltisi 19,716 mg tartim alinip etanol ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirland.
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Kromatografik analizde mobil faz olarak kullanilan 12,5 mM fosfat asidi ¢ozeltisi 0,085 mL

fosfat asidinin destile su ile 500 mL’ye tamamlanmasiyla hazirland.

Interfere edici etkileri test edilen amino asit (L-prolin, L-serin, L-glisin, L-glutamik asit,
alanin, valin), potasyum kloriir, sodyum bikarbonat, trisodyum sitrat dihidrat, glikoz, fruktoz
ve siikroz c¢ozeltileri 5x102 M olacak sekilde destile su ile hazirlandi. Sentetik karisimlarin
hazirlanmasinda kullanilan antioksidan bilesiklerin stok ¢ozeltileri 1 mM olacak sekilde destile
su (askorbik asit, N-asetil-L-sistein, glutatyon, L-sistein) veya etil alkolde (gallik asit, kuersetin,

katesin) hazirlandi.

3.3.1. Sentetik Karisimlar: Hazirlanmasi

Sentetik karisim cozeltileri, tiyol tipi antioksidan bilesikler ile polifenolik bilesikler
arasindan temsili olarak secilen askorbik asit (AA), L-sistein (CYS), N-asetil-L-sistein (NAC),
glutatyon (GSH), kuersetin (QR), gallik asit (GA) ve katesin (CAT) kullanilarak hazirlandi.
Sentetik karisimlarin hazirlanmasinda baslangic konsantrasyonlar1 tiyol tipi antioksidan
bilesikler ve askorbik asit igin 10 M, polifenolik bilesikler i¢in 5%10° M ve metiyonin i¢in
2,5x10"M olarak kullanildi.

Sentetik karisim 1: 1 mL AA+ 1 mL NAC + 1 mL QR + 1 mL MET + 1 mL EtOH
Sentetik karisim 2: 1 mL CAT+ 1 mL GA + 1 mL QR + 1 mL MET + 1 mL EtOH
Sentetik karisim 3: 1 mL AA+ 1 mL NAC + 1 mL GSH + 1 mL MET + 1 mL destile su

Sentetik karisim 4: 1 mL GSH+ 1 mL NAC + 1 mL CYS + 1 mL MET + 1 mL destile su

3.3.2. Ger¢ek Orneklerin Hazirlanmasi

Sentetik serum ¢ozeltisi, 1 mL fetal bovine serum {izerine 4 mL etanol ilavesi ardindan
2500 rpm de santrifiij edilerek analize hazir hale getirildi. Bu ¢dzeltiden 0,1 mL alinarak yontem

uygulandi.

Takviye edici gida olarak kullanilan AGA-K tablet (30 mg MET) 1 adet alinip porselen
havanda toz haline getirildikten sonra destile su ile 50 mL ‘ye tamamlandi. Elde edilen bulanik
¢ozelti Once adi siizge¢ kagidindan sonra 0,45 um PTFE filtreden gecirilerek analize hazir hale
getirildi. Bu ¢ozelti analiz 6ncesinde uygun oranda ultra saf su ile seyreltilerek HPLC’ye

enjekte edildi.
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3.4. UYGULANAN YONTEMLER
3.4.1. Metiyonin Tayini icin Gelistirilen Modifiye AuRAC Yontemi

Antioksidan bilesikler varliginda metiyonin tayini i¢in AuRAC yontemi iki asamali

olacak sekilde modifiye edildi [62]. Modifiye edilen yonteme gore;

Birinci asamada 0,1 mM DPPH c¢ozeltisinden 0,5 mL almip iizerine 5x10° M
antioksidan ¢ozeltisinden 0,1 mL ve 0,5 mM Met ¢ozeltisinden degisen miktarlarda (x mL)
ilave edildi. Ardindan son hacim 2,0 mL olacak sekilde destile su eklendikten sonra 30 dakika

oda sicakliginda bekletildi.

Ikinci asamada, igerisinde 1 mL asetat tamponu (pH 3,6) ve 0,1 mL 1 mM Au (III)
¢Ozeltisi bulunan tiiplere 0,5 mL ilk asamada hazirlanan karisimdan ilave edildikten sonra
destile su ile son hacim 2,6 mL’ye tamamlandi. Oda kosullarinda 4 dakika bekledikten sonra
tizerine 0,3 mL ABTS c¢ozeltisi eklenip 2 dakika sonra metiyonin igermeyen referans ¢ozeltiye

kars1 412 nm’de absorbans degerleri ol¢iildii.

Sentetik karisimlar varliginda metiyonin tayini i¢in birinci asamada 0,1 mM DPPH
¢oOzeltisinden 0,5 mL alinip tizerine 0,5 mM Met ¢ozeltisinden 0,6 mL ve sentetik antioksidan
cozeltisinden 0,6 mL ilave edildi. Ardindan son hacim 2,0 mL olacak sekilde destile su
eklendikten sonra 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ikinci asama yukarida anlatildig1 gibi

ilk asamada hazirlanan reaksiyon karisimindan 0,5 mL alinarak uygulanda.

Cesitli gercek ortamlarda metiyoninin yaninda siklikla karsilasilan bazi amino asitlerin
(L- prolin, L- serin, L-glisin, L-glutamik asit, L-alanin, L-valin) ve kimyasal bilesiklerin
(potasyum kloriir, sodyum bikarbonat, trisodyum sitrat dihidrat, glikoz, fruktoz, sukroz)
interferans etkileri incelendi. Bu denemelerde, intereferan bilesiklerin konsantrasyonu
metiyonin konsantrasyonunun 100 kat1 olacak sekilde kullanildi. Modifiye AuRAC yontemi iki
asamali olarak uyguland. Ik asamada 0,1 mM DPPH ¢ézeltisinden 0,5 mL alinip iizerine 0,5
mM Met ¢ozeltisinden 0,6 mL ve 50 mM interferan ¢ozeltisinden 0,6 mL ilave edildi. Ardindan
son hacim 2,0 mL olacak sekilde destile su eklendikten sonra 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi. ikinci asama yukarida anlatildig1 gibi ilk asamada hazirlanan reaksiyon karisimimdan

0,5 mL alinarak uygulandi.

Sentetik serum Ornegi ve gida takviye tabletlerine uygulanmasinda modifiye AuRAC
yontemi yine iki agsamali olarak uygulandi. Sentetik serum Orneginde ilk asamada 0,1 mM

DPPH ¢6zeltisinden 0,5 mL alinip iizerine 0,5 mM Met ¢bzeltisinden x mL ve 0,1 mL sentetik
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serum ¢ozeltisi ilave edildi. Gida takviye tabletlerinde ise 0,5 mM DPPH ¢o6zeltisinden 0,5 mL
alinip lizerine 0,5 mL ilag ¢ozeltisi ilave edildi. Her iki durumda da, son hacim 2,0 mL olacak
sekilde distile su ilave edildikten sonra karisimlar oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Tkinci
asama yukarida anlatildig1 gibi ilk asamada hazirlanan reaksiyon karisimindan 0,5 mL alinarak

uygulandi.

3.4.2. HPLC Yontemi

Metiyonin igeren farmasotik orneklerin kromatografik analizi i¢in Kiihnreich ve
Holzgrabe (2016) tarafindan gelistirilen HPLC yontemi modifiye edilerek uygulandi [71].
Mobil faz olarak 12,5 mM fosfat asidi kullanildi. izokratik eliisyon programi uyguland.
Kromatografik tayin i¢in Zorbax Eclipse C8 kolon (150 mm x 4,6 mm, Sum) kolon kullanildi.
Sistem sartlar1; akis hiz1 0,4 mL dk!, enjeksiyon hacmi 20 pL, kolon sicaklig1 30°C, dalga boyu

210 nm olarak ayarlandi.
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4. BULGULAR

4.1. METIYONIN TAYINi iCiIN GELISTIRILEN MODIFiYE AuRAC YONTEMI

Tek bagina metiyonin ¢ozeltisi ve ¢esitli antioksidan bilesikler (QR, GA) varliginda
metiyonin ¢ozeltisi icin detaylar1 Boliim 3.4.1.’de verilen modifiye yontemin uygulanmasi

sonucu absorpsiyon spektrumlari elde edildi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4).

Sekil 4.1: Metiyonin konsantrasyonuna bagli olarak tiiplerin renk
degisimi.
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Sekil 4.2: Metiyonin ¢ozeltisinin kalibrasyon egrisi ve UV-Vis absorpsiyon
spektrumlart.
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Sekil 4.3: Gallik asit varliginda metiyonin tayini i¢in kalibrasyon egrisi
ve ilgili UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.
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Sekil 4.4: Kuersetin varliginda metiyonin tayini icin kalibrasyon egrisi
ve ilgili UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.
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Modifiye AuRAC yontemi ile metiyonin i¢in tek basina ve antioksidan varliginda elde
edilen kalibrasyon denklemleri Tablo 4.1 ‘da goriilmektedir. Gelistirilen yontem ile metiyonin
tayinin i¢in elde edilen gozlenebilme sinir1 (LOD) referans g¢ozeltilerinin absorbans degeri
Olciilerek Denklem 4.1°e gore hesaplandi (m: kalibrasyon dogrusunun egim degeri, spi: referans

¢oOzeltinin standart sapmasi (N=9)).

LOD =3sp/m Denklem 4.1

Tablo 4.1: Metiyonin tayini i¢in kalibrasyon ve analitik parametreler.

Lineer kalibrasyon LOD (pM) Lineer ¢aligma aralig1
denklemi ve korelasyon (M)
katsayis1 (R?)
Tek basina metiyonin y =39429x — 0,63 14 17-56
R?2=10,9922
QR varliginda metiyonin y =41153x — 0,545 13.96 17-52
R?=0,9902
GA varliginda metiyonin y=39616 x — 0,4791 14 16 —46
R?=0,9924

x: molar konsantrasyon, y: absorbans ve R?: korelasyon katsayist

Detaylar1 Boliim 3.3.1°de verilen sentetik karigimlara modifiye AuRAC yodntemi
uygulanarak sentetik karigimlarda beklenen ve bulunan metiyonin konsantrasyonu ve modifiye

AuRAC yontemi i¢in dogruluk ve kesinlik verileri hesaplandi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Sentetik karisimlarda metiyonin analizine iliskin dogruluk ve kesinlik verileri.

Beklenen MET Bulunan MET % Geri % Bagil
Konsantrasyonu Konsantrasyonu kazanim standart Sapma
(kM) (kM) (% REC)® (% RSD)®
Sentetik Karisim 1 2,586 2,602+ 0,0061 100,6 1,31
Sentetik Karisim 2 2,586 2,561 £0,0035 99,03 0,75
Sentetik Karigim 3 2,586 2,536+ 0,0208 98,06 4,87
Sentetik Karisim 4 2,586 2,485+ 0,0173 96,09 4,02

* ortalama =+ std sapma,
®94REC=( bulunan/ beklenen) x100

¢%RSD=(std sapma/ortalama) x100
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4.2. HPLC YONTEMIi

Detaylar1 Boliim 3.4.2.°de verilen HPLC yontemine gore standart metiyonin ¢dzeltisi
(2x10* - 1x10” M) icin elde edilen kromatogramlar Sekil 4.5°de verildi. Standart metiyonin

¢Ozeltisi i¢in alikonma zamani 4,70 dakika olarak bulundu.
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Sekil 4.5: Standart metiyonin ¢ozeltileri (a) ve gida takviye drnegine (b) ait kromatogramlar.

Pik alan1 ve konsantrasyon arasinda cizilen kalibrasyon denklemi y= 4x10% +79721
(c=molar konsantrasyon, y=pik alani) olarak bulundu. Bu kalibrasyon denklemi kullanilarak

gida takviye 6rneginin metiyonin i¢erigi hesaplandi.
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4.3. GERCEK ORNEKLERE YONTEMIN UYGULANMASI

Sentetik serum ¢ozeltisine degisen miktarlarda metiyonin ilavesi yapilarak gelistirilen
yontem uygulandi. Sentetik serum ¢ozeltisinde metiyonin tayini i¢in kalibrasyon denklemi

hesapland1 (AA=39429 ¢ — 0,63). Herhangi bir kimyasal etkilesimin olmadig1 gézlendi.

y =0.0391x - 0.6152

18 R? = 0.9866
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Sekil 4.6: Serum varliginda metiyonin tayini i¢in kalibrasyon egrisi ve UV-Vis absorpsiyon spektrumlari.

Farkli miktarlarda metiyonin igerigine sahip gida takviyesine gelistirilen yontem
uygulandi. HPLC ile gida takviyesinin metiyonin icerigi analiz edildi. Sonuglar karsilagtirmali

olarak Tablo 4.3’te verildi.

Tablo 4.3: Gida takviye 6rnegi i¢in metiyonin analizi sonuglar.

Gida Takviyesi HPLC Yoéntemi Modifiye AuRAC Yoéntemi
AGA-K Tablet 31,0£1,4 mg 29,8+1,3 mg
(30 mg Met)

(P=0,05 i¢in tgeneysel = 0,27 , tiabio = 4,30 , taeneysei< tublo), Ortalamazstandart sapma

4.4. INTERFERANS CALISMALARI

Bazi amino asit (L-prolin, L-serin, L-glisin, L-glutamik asit, alanin, valin), potasyum
kloriir, sodyum bikarbonat, trisodyum sitrat dihidrat, glikoz, fruktoz ve silikroz) ¢ozeltileri
5x102 M’lik sulu ¢ozeltilerinin gelistirilen ydnteme gdre interferans etkileri test edildi

(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Gelistirilen yonteme gore interferans yapan maddelerin etkileri. Deneyler ii¢ kez
tekrar edilmistir.
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5. TARTISMA

Protein yapis1 ve metabolizma i¢in 6nemli bir amino asit olan metiyonin, dort yaygin
kiikiirt iceren amino asitten (homosistein, sistein ve taurin) biridir. Yapisinda bir kiikiirt
atomuna kovalent olarak bagli bir metil grubu icerir. Hem metil grubu hem de kiikiirt, yapisal
ve metabolik islevleri icin ¢ok Onemlidir [72]. Metiyonin, hiicresel metilasyon ve sistein
sentezinin Onciisiidiir. Protein sentezindeki roliine ek olarak, metiyonin dongiisiine girip ¢cok
sayida biyokimyasal reaksiyon i¢in metil gruplari saglayan s-adenosilmetiyonine
doniistiirtilebilir [73]. Tiim bunlarin yaninda metiyonin hayvan beslenmesinde de hayati bir
amino asit olup yine protein sentezinde, transsiilfiirasyonda ve transmetilasyonda énemli bir rol
oynamakta ve ayrica antioksidan sistemini etkileyebilecek cesitli biyokimyasal yol
aktivasyonlarinda yer almaktadir. Farkli metiyonin kaynaklari iceren diyetlerle takviye edilen
kiimes hayvanlar1 iizerinde yapilan bircok aragtirma sonuglari, metiyoninin kiimes
hayvanlarinin antioksidan durumunu uyarmak i¢in iyi bir potansiyele sahip oldugunu

gostermistir [74].

Literatiirde metiyoninin antioksidan potansiyeli genellikle sistein ve glutatyon gibi
metabolitlerinin antioksidan kapasiteleri {izerinden dolayli olarak ortaya konmus ve
metiyoninin hiicresel oksidatif dengeyi iyilestirdigi ve oksidatif stresi diizenledigi yaygin olarak
gosterilmigtir. Fakat literatiirdeki geleneksel antioksidan kapasite yontemleri (6rnegin,
CUPRAC, ABTS/TEAC ve FRAP gibi) kullanilarak metiyoninin antioksidan kapasitesi
dogrudan tayin edilememektedir [75]. Literatiirdeki bu boslugu doldurabilmek i¢in bu tez
calismasinda AuRAC Yontemi modifiye edilerek metiyoninin dogrudan antioksidan kapasitesi
basarili sekilde belirlenmistir. Modifiye AuRAC yontemi iki basamakta uygulanmstir. Ilk
basamakta DPPH radikali kullanarak reaksiyon ortaminda bulunabilecek antioksidan bilesikler
elimine edilmis ikinci basamakta ise CUPRAC, ABTS/TEAC ve FRAP yontemlerinde oldugu
gibi DPPH radikali ile de reaksiyona girmeden kalan metiyonin AuRAC yontemi ile

belirlenmistir.
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Sekil 5.1: Gelistirilen modifiye AuRAC yontemin sematik gdsterimi.

DPPH yo6ntemi, bir antioksidan molekiiliin serbest radikal temizleme potansiyelinin ve
saf bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢in rutin olarak kullanilan standart
ve kolay kolorimetrik yontemlerden biri olarak kabul edilir. DPPH ¢6zeltide kararlt mor renkli
bir radikaldir. Bu test, DPPH' 1n siipiirticii molekiilden yani antioksidan bilesikten bir hidrojen
(H) atomu kabul etmesi ve indirgenme sonucunda mor renginin sartya donerek 515 nm'de

Olciilen absorbans degerinin azalmasi ilkesine dayanmaktadir [76].

AuRAC yontemi, kromojenik reaktif ABTSnin (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit) altin (III) ile oksidasyon reaksiyonu sonucu olusan mavimsi-yesil oksitlenmis
tiriiniin (ABTS ™) emilim 6l¢iimiine dayanmaktadir. Altin (1), ABTS'yi 414 nm'de giiglii bir
emilim zirvesine sahip mavimsi-yesil bir oksidasyon iiriiniine (ABTS ) oksitleyebilir [77].
ABTS " /ABTS redoks ¢iftinin standart indirgeme potansiyeli 0,68 V'tur [78]. Au(III)/Au(0)
ciftinin Eo"1ise 1,002 V'tur [79]. Au(Ill) ve ABTS’nin redoks potansiyelleri arasindaki bu fark
reaksiyonun gerceklesmesinde itici giicii saglamaktadir. Antioksidan bilesikler varliginda ise
altin (III) iyonlarinin indirgenerek altin nanopartikiilleri (AuNP'ler) olusturmasi nedeniyle

ABTS oksidasyon siireci etkili bir sekilde baskilanir.

Metiyonin ile Au(Ill) arasindaki reaksiyon mekanizmasi ile ilgili literatiirde gesitli
calismalar yapilmistir. Hem Au(I) hem de Au(Ill), yumusak S-verici ligandlar tercih eden
yumusak Lewis asitleri olarak tanimlanmaktadir. Purovi¢ ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar
calismada 1x10* M [AuCls] ~ile 20 ila 100 kat fazla L -Met arasindaki reaksiyon, sabit ve
onceden belirlenmis bir dalga boyundaki absorbans degisiminin zamana bagli olarak
Olclilmesiyle spektrofotometrik olarak takip etmis ve bu degisimlerin Au(IIl)'in Au (I)'e ve
Au(I)’in Au(0)’a indirgenmesiyle olusan yeni kompleks, kloriir iyonlar1 ile kiikiirt dondrii

niikleofil arasinda ligand degisimine ugradik¢a meydana geldigini bildirmistir [80].
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Natile ve arkadaslar1 (1976) tarafindan yapilan calismada ise suda es molar miktarda
(S)-metiyonin ve kloroaurik asidin reaksiyonu birka¢ dakika i¢inde tamamlandigr ve
baslangigta sar1 olan ¢dzeltinin renksiz hale geldigi bildirilmistir. Ince tabaka kromatografisi ve
amino asit analizi, baglangi¢ amino asidinin tamamen yok oldugunu ve karsilik gelen siilfoksitin

varligini gostermistir [81].

Metiyonin varhiginda Au(Ill)’iin indirgenmesini gosteren benzer bir reaksiyon
mekanizmasida Hutanu ve arkadaglari (2021) tarafindan Onerilmistir. Bu reaksiyon

mekanizmasina gore;

2 Aucl, ol

Hooc HoOC HooC Met \j
AuCl, —»

NH, _ _ NH, NH, .

Aucl, Cl al
a / R‘

s cl—au'l.g Met ci—au-s

~ él . HooC ~. \
NH, Met
o
NH,
Hooc)\/\ﬁ/

Y

2Au’ + AuCl,

0o=Ss

/

COOH

Sekil 5.2: Metiyonin’in HAuCl. ile oksidasyon mekanizmasi[82].

e Ik asamada, Met’in tiyioeter grubu tarafindan niikleofilik Cl- yer degistirmesi ile
hizlica bir [Au(Ill)-Met] kompleksi (1) olusur. Bu kompleks olduk¢a kararsizdir ve
yalnizca reaksiyonun ilk birkac¢ dakikasinda eser miktarda tespit edilebilir.

e ikinci asamada, ek Met kalintis1 Au(III)"iin Au(I)'e indirgenmesine yol agar. Bir ara iiriin
olarak klorosiilfonyum-metiyonin iyonu olusur ve bu iyon daha sonra MetO'ya hidrolize
olur.

e Ortaya ¢ikan [Au(I)-Met] kompleksi, serbest [AuCl,] olusturmak iizere ayrisabilir veya
dogrusal ve ¢ok ¢ekirdekli bir [Au(I)-(Met)2], kompleksi olusturabilir.

e [AuCly] oda sicakliginda ¢ozelti halinde stabil degildir ancak kat1 Au(0) ve [AuCl4]"e

eliminasyonunun yavas ilerledigi rapor edilmistir [82].

Toplam antioksidan kapasitesine bagl olarak nispeten daha ac¢ik renkler ve absorbans

degerlerinde Onemli bir azalma go6zlenir. Antioksidan varliginda ve yoklugunda o6lgiilen



39

absorbans degerleri arasindaki farktan yararlanilarak toplam antioksidan kapasite (TAC)
Olctimleri basariyla gerceklestirilmistir. Bekdeser ve Apak (2004) AuRAC adini1 verdikleri bu
yontemi kullanarak ¢esitli antioksidan bilesiklerin troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAC)
katsayilarint rapor etmiglerdir. AuURAC yonteminin, ii¢ degerlikli altinin (yani, Au(Ill) —
Au(0)) 3-¢ indirgenmesinin yontem reaktifinin ii¢ kromofor katyon radikalini (ABTS )
liretmesi nedeniyle, diger geleneksel tek elektron transfer yontemlerine kiyasla antioksidan
bilesikler i¢in ¢ok daha yiiksek molar emilim katsayilar1 gosterdigi bildirilmistir. Literatiirde
mevcut klasik antioksidan kapasite yontemlerinin aksine AuRAC yontemi kullanilarak
metiyonin i¢in de TEAC degeri 0,65 olarak rapor edilmistir [62]. Metiyonin yapisinda kolay
oksitlenebilen serbest bir siilfidril: -SH grubundan yoksun olmasi (onun yerine bir kiikiirt
atomuna kovalent olarak bagli bir metil grubu igermesi) nedeniyle CUPRAC, ABTS/TEAC ve
FRAP gibi yaygin olarak kullanilan spektrofotometrik TAC analizleri ile antioksidan kapasitesi
belirlenememistir [75]. Au (IIT) geleneksel analiz reaktiflerinden daha yiiksek oksitleyici glice
sahip oldugundan, metiyonini yiikseltgeyebilmektedir. Bu tez kapsaminda gelistirilen modifiye
AuRAC yontemi ile iki basamakta antioksidan bilesikler varliginda metiyonin tayini se¢imli
olarak yapilmustir. ik basamakta DPPH radikali kullanilarak reaksiyon ortaminda mevcut
antioksidan bilesikler elimine edilmis ikinci basamakta ise ortamda bulunan metiyonin AuRAC
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Modifiye AuRAC yontem ile degisen metiyonin
konsantrasyonlar1 varliginda elde edilen renk degisimi Sekil 4.1°de goriilmektedir. Her bir
metiyonin konsantrasyonuna karsilik gelen 412 nm dalgaboyundaki AA degerleri kullanilarak
kalibrasyon denklemi (y=39429 ¢ — 0,63, R>=0,9922) olarak hesaplanmustir (Sekil 4.2). Benzer
sekilde diger antioksidan bilesikler varliginda da metiyonin icin kalibrasyon dogrusunun
degisip degismedigini test etmek amaciyla temsili olarak segilen kuersetin ve gallik asit
varhiginda kalibrasyon denklemleri hesaplanmistir. Metiyonin i¢in kuersetin ve gallik asit
varliginda modifiye AuRAC yontemi ile kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve molar absorplama
katsayilari sirastyla 41153 L mol™! ecm™ ve 39616 L mol! cm! olarak hesaplanmustir (Sekil 4.3
ve 4.4). Elde edilen her ii¢ kalibrasyon denkleminden hesaplanan LOD degerleri yaklagik 14
uM (standart sapma= 0,0189) bulunmustur (Tablo 4.1).

Metiyoninin ger¢ek Orneklerde siklikla bir arada bulundugu tiyol tipi antioksidan
bilesikler kullanilarak dort farkli kombinasyonda sentetik karisim hazirlanmistir. Bu sentetik
karisimlara modifiye AuRAC yontemi uygulanarak beklenen ve bulunan metiyonin igerikleri

kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanmistir (Tablo 4.2). Beklenen ve bulunan metiyonin
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miktarlarinin  birbiriyle uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica yontemin dogrulugu ve
kesinliginin gostergesi olarak geri kazanim (% REC) ve bagil standart sapma (% RSD) degerleri
hesaplanmistir. Geri kazanim degerleri 96,09 ile 100,6 arasinda degisirken, bagil standart
sapma degerleri 0,75 ile 4,87 arasinda degismektedir.

Yontem gercek ornek olarak gida takviyesine uygulanmistir. Metiyonin standarti i¢in
alikonma zamami 4,70 dakika olarak bulunmustur (Sekil 4.5) AGA-K tablet Orneginin
metiyonin igerigi (30 mg) modifiye AuRAC yontemi ve HPLC yontemi ile belirlenerek
sirastyla 29,8 £1,3 mg ve 31,0£1,4 mg olarak hesaplanmigtir (Tablo 4.3). Her iki yontem
bulgular t-testi ile karsilastirilmis ve modifiye AuRAC yontemi ile HPLC yontemi bulgularinin
% 95 glivenilirlik diizeyinde benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (P=0,05 i¢in tdeneysel = 0,27 , tiablo

= 4,30 ) tdeneysel< ttablo)-

Son olarak yontemin segiciligini belirlemek i¢in interferans calismalar
gerceklestirilmistir. Bu baglamda, ¢esitli amino asitler (L- prolin, L- serin, L-glisin, L-glutamik
asit, L-alanin, L-valin), kimyasal bilesiklerden (potasyum kloriir, sodyum bikarbonat,
trisodyum sitrat dihidrat), mono- ve disakkaritlerden (glukoz, fruktoz, sakkaroz) olusan 12 adet
bilesigin modifiye AuRAC yontemine etkisi incelenmistir. Metiyonin konsantrasyonuna gore

100 kat fazla alinan bu bilesikler enterfere edici etki gostermemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez caligmasi kapsaminda ¢esitli antioksidan bilesikler varliginda metiyonin tayini igin
yeni bir prosediir 6nerilmistir. Metiyoninin kimyasal yapisinda kiikiirt atomuna kovalent olarak
bagli bir metil grubu icermesi CUPRAC, ABTS/TEAC ve FRAP gibi yaygin olarak kullanilan
spektrofotometrik analiz yontemleri ile tayin edilememesine sebep olmaktadir. Literatiirdeki bu
boslugu doldurmak i¢in AuRAC yontem esasina dayali yeni bir prosediir gelistirilmistir. Bu
yontem iki basamaktan olusmaktadir. Ilk basamakta, DPPH yontemi kullanilarak metiyoninle
birlikte bulanan antioksidan bilesikler elimine edilirken ikinci basamakta, AuRAC yontemi
kullanilarak metiyonin miktar1 belirlenmistir. AuRAC yontemi, antioksidanlarin altin (IIT) iyon
indirgeme yetenegini 6lgmektedir. Au(IIl)/Au(0) ¢iftinin standart rediiksiyon potansiyelinin
klasik antioksidan kapasite yontemlerinde kullanilan yontem reaktiflerinden yiiksek olusu bu
yontem ile metiyonin tayininin yapilabilmesini saglarken reaksiyon ortaminda metiyonin ile
indirgenmeden kalan Au(Ill)’iin ABTS reaktifi ile 3-¢” indirgenmesi (Au(Ill) — Au(0))
sonucunda {i¢ renkli oksidasyon {iriiniiniin olusmasi daha yiiksek molar emilim katsayilar1 elde
edilmesini saglamaktadir. Gelistirilen yontem ile metiyonin i¢in LOD degeri 14 uM olarak

hesaplanirken, yontem gida takviyelerine de basarili sekilde uygulanmaistir.
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