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TAZE VE TICARI VISNE SULARININ ANTIiOKSIDAN KAPASITESI VE
KAPILER ELEKTROFOREZ YONTEMI ILE ORGANIK ASIT
ICERIKLERININ INCELENMESI

OZET

Son yillarda, viicudumuza alinan dogal antioksidan maddelerin kalp hastaliklar1 ve
kanser riskini azalttigi yoniindeki bilimsel calismalar, meyve ve meyve suyu
tiketimine verilen Onemi arttirmistir. Latince adi Prunus cerasus olan visne,
yapisinda bulunan yiiksek miktarda polifenolik bilesikler ve meyveye rengini veren
antosiyaninler nedeniyle antioksidan aktivitesi en yiiksek meyvelerden biridir.
Tiirkiye visne Tlretiminde dilinyada birinci siradadir. Visne; meyve suyu,
dondurulmus ve kurutulmus meyve olarak tiiketilmekte ve ihra¢ edilmektedir.

Antioksidanlar viicudu, metabolizmada olusan serbest radikallere karsi koruyan
maddelerdir. Serbest radikaller; DNA, protein ve lipit gibi makromolekiilleri
etkileyerek yaslanmaya, doku hasarina ve bazi hastaliklara neden olmaktadir.
Antioksidanlar, serbest radikallerle tepkimeye girerek bunlarin baslattig1 zincir
reaksiyonu durduran ve boylece viicudumuzdaki hayati bilesenlerin zarar gérmesini
engelleyen molekiillerdir. Bu nedenle antioksidan kapasitesi yiiksek gida tiriinleri
tilkketmek kanser gibi hastaliklar1 6nlemede ve yaslanma siirecini geciktirmede
onem kazanmaktadir. Meyveler bu bakimdan en Onemli dogal antioksidan
kaynaklaridir.

Ote yandan, meyve sularinin organik asit profilleri onlarm koku ve tazeliginin
karakteristikleridir. Organik asit profilleri her meyve tiiriine gore farklilik gosterdigi
i¢in, meyve sularinin organik asit icerikleri ayn1 zamanda bir meyve suyunun daha
ucuz bir meyve suyu ile hilelendirilmesinde énemli bir indikatdrdiir. Ulkemizde
¢cok sayida meyve suyu iiretilmekte ve ihra¢ edilmektedir. Meyve sularinin
iceriklerinin kabul edilen standartlara uymamasi ihracatta 6nemli sorunlara neden
olmaktadir.

Giiniimiizde meyve sularinin antioksidan aktivitesi ve organik asit miktarlari meyve
suyunun Kkalitesinin onemli gostergesi oldugundan, bu yonde bir ¢ok analitik
yontem gelistirilmistir. Antioksidan aktivite tayinleri, daha ¢ok spektrofotometrik
yontemlerle gerceklestirilirken, organik asit igerikleri kromatografik yontemlerle
yapilmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci iilkemizde onemli miktarda iretilen, taze ve ticari visne
sularinin antioksidan aktivitelerinin ve organik asit i¢eriklerinin tayinidir.

Visne sularmin antioksidan aktivite tayinleri icin FRAP ve DPPH yontemleri
kullanilmistir. Her iki yontemle bulunan antioksidan aktiviteleri istatistik yontemle
karsilastirilarak, sonuclarin birbirleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Visne sularinin organik asit igerikleri kapiler elektroforez yontemiyle incelenmistir.
Kapiler elektroforez iyonlarin yiiksek elektrik alan altinda yiik/biiyiikliik oranlarina
gore ayrilmasini saglayan bir ayirma ve analiz yontemidir. Ydntemin, ¢ok hizli
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ayirimi, ¢ok az madde tiiketimi ve yiiksek ayirma giicii en biiyiikk avantajidir.
Kapiler elektroforezde itici gii¢, kapiler icinde olusan elektroosmotik akistir.
Organik asitlerin elektroforetik mobiliteleri ¢cok yiiksek oldugundan, elektroosmotik
akig ile siiriklenmeleri giictiir. Bu nedenle bu ¢alismada kapiler kolon dinamik
olarak pozitif yiiklii bir yiizey aktif madde ile kaplanarak, kapiler i¢ duvar1 pozitif
olarak yiiklenmistir. Organik asit standartlari, polarite tersine ¢evrilerek negatif
kutuptan enjekte edilmistir. Boylece elektroosmotik akisin  ve iyonlarin
elektroforetik mobilitelerinin ayn1 yonde olmasi saglanarak 3 dakika gibi ¢ok kisa
stirede aymrim ve analiz gergeklestirilmistir. Ayrica, organik asitler UV aktif
olmadiklart i¢in ayirma ortamina ilave edilen bir kromofor madde yardimiyla
dolayli dedeksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Denemeler sonucu, organik asitlerin
ayrilmasinda en uygun ayirma sartlarinin, tampon ortami olarak pH 6’da 0,1 mM
CTAB ve 5 mM PDC ¢ozeltisi, 50 mBar basingla 6 saniye 6rnek enjeksiyonu ve -
30 kV ayirma voltaji, oldugu tespit edilmistir. Dedeksiyon 210 nm’de yapilmistir.
Taze visne sularinda organik asit olarak malik asit tespit edilmis ve kantitatif
miktarlar1 tayin edilmistir. Ticari meyve sularinda malik asit yaninda koruyucu
olarak katilan, meyve sularinin etiketinde de belirtilen sitrik asit bulunmustur.
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DETERMINATION AND COMPARISON OF THE AMOUNT OF
ANTIOXIDANTS AND ORGANIC ACID CONTENT OF FRESH AND
COMMERCIAL CHERRY (PRUNUS CERASUS) JUICES

SUMMARY

Recently, it is scientifically proved that natural antioxidants is associated with a
lower risk of cardiovascular disease and cancer. Thus, the consumption of fruits and
fruit juices, which are natural antioxidant sources, have gained increasing interest
among consumers.

Sour cherry, is a species of Prunus in the subgenus Cerasus. It is closely related to
the wild cherry. Sour cherries contain fewer calories than the sweet varieties, due to
their lower sugar content. Sour cherry is considered to be one of the richest sources
of antioxidants. Turkey is the firts range in the production of sour cherry in the
world. Sour cherry may be beneficial for the management and prevention of
inflammatory diseases, including inflammatory pain. Beyond the anti-inflammatory
benefits, many of the phenolic compounds in cherries may offer protection against
heart disease and stroke. Anthocyanins in sour cherries also might lower blood
lipids, thus reducing heart disease risk. Researchers believe sour cherries may have
the potential to reduce the risk of colon cancer because of anthocyanins and
cyanidin, another type of flavonoid found in cherries. Sour cherries and their
compounds appear to aid in diabetes control and in reducing the complications
associated with this disease.

Antioxidants are substances that may protect human cells against the effects of free
radicals. Free radicals are atoms or groups of atoms with an odd (unpaired) number
of electrons and can be formed when oxygen interacts with certain molecules. Free
radicals, also known simply as radtheicals, are organic molecules responsible for
aging, tissue damage, and possibly some diseases. Free radicals are highly unstable
molecules that are naturally formed when you exercise and when your body
converts food into energy. Human body can also be exposed to free radicals from a
variety of environmental sources, such as cigarette smoke, air pollution, and
sunlight. Free radicals can cause “oxidative stress,” a process that can trigger cell
damage. Oxidative stress is thought to play a role in a variety of diseases including
cancer, cardiovascular diseases, diabetes, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease,
and eye diseases such as cataracts and age-related macular degeneration.
Antioxidants react with free radicals and stop the chain reaction of them. Our body
uses antioxidants to stabilize the free radicals. This keeps them from causing
damage to other cells. Antioxidants can protect and reverse the damage caused by
oxidation to some extent.

Human body produces some antioxidants to fight off the free radicals formed by
normal body processes. We can also get antioxidants by eating a healthy diet.
Examples of antioxidant-rich foods include fruits and vegetables that are high in
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nutrients such as vitamins A, C and E, beta-carotene, lutein, lycopene and selenium.
The best way to get antioxidants is by eating a diet with lots of vegetables, fruits,
whole grains, seeds and nuts.

Several assays have been used to estimate antioxidant capacities in fresh fruits and
fruit juices DPPH, FRAP, ORAC, TRAP, TOCS, CUPRAC and ABTS.

On the other hand, organic acid profiles in juices characterise flavours, freshness, or
spoilage of juices. Because organic acid profiles are distinct to each type of fruit
juice, their profiles also give important evidences about adulteration of a juice with
cheaper juices.

The purpose of this study is to find antioxidant activities and organic acid profiles
of Turkish fresh and commercial sour cherry juices.

The antioxidant capacities of juices were determined with DPPH and FRAP
antioxidant assays. FRAP assay is based on the ability of phenolics to reduce
yellow ferric tripyridyltriazine complex (Fe(lll)-TPTZ) to blue ferrous complex
(Fe(IN-TPTZ) by the action of electron-donating antioxidants. The resulting blue
color measured spectrophotometrically at 593 nm is taken as linearly related to the
total reducing capacity of electron-donating antioxidants. FRAP assay needs acidic
(nonphysiologically low pH value=3.6) conditions to maintain the iron solubility.
One FRAP unit is defined as the reduction of 1 mol of Fe (II) to Fe(ll). The DPPH
radical is a long-lived organic nitrogen radical and has a deep purple color. It is
commercially available and does not have to be generated before assay. In this
assay, the purple chromogen radical is reduced by antioxidant/reducing compounds
to the corresponding pale yellow hydrazine. The reducing ability of antioxidants
towards DPPH can be evaluated by electron spin resonance or by monitoring the
absorbance decrease at 515-528 nm until the absorbance remains stable in organic
media. The percentage of the DPPH (%DPPHrem) remaining is calculated as:

%DPPH em = 100 X %DPPH,=,

%DPPH e is proportional to the antioxidant concentration, and the concentration
that causes a decrease in the initial DPPH concentration by 50% is defined as ECsp.
The time needed to reach the steady state with ECs is defined as Tecso.

The results obtained both method well correlated.

ORAC, TRAP, TOCS, CUPRAC and ABTS can also be used determine antioxidant
capacity of sour cherries but mostly used are DPPH and FRAP.

Organic acid contents of juices were determined by capillary zone electrophoresis
method. Capillary electrophoresis (CE) is an analytical separation and analysis
technique. The main advantage of the method is its high separation efficiency, its
speed, and its very low sample consumption. In CE ions are separated based on
their electrophoretic mobility in an electrical field with the use of an applied
voltage. A typical capillary electrophoresis system consists of a high-voltage power
supply which generates potential from -30 Kv to +30 kV, a sample introduction
system which can be hydrodynamics (driven by a pressure diffrence over the
capillary) or electrokinetic (by applying voltage), a capillary tube, a detector and an
output device. Each side of the high voltage power supply is connected to
an electrode. These electrodes help to induce an electric field to initiate the
migration of the sample from the anode to the cathode through the capillary tube.
The capillary is made of fused silica and is sometimes coated with polyimide. Each
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side of the capillary tube is dipped in a vial containing the electrode and an
electrolytic solution, or aqueous buffer. Before the sample is introduced to the
column, the capillary must be flushed with the desired buffer solution. There is
usually a small window near the cathodic end of the capillary which allows UV-
VIS light to pass through the analyte and measure the absorbance. CE in free
solution is called as capillary zone electrophoresis (CZE). CE has several modes
like micellar electrokinetic capillary chromatography (MEKC), capillary gel
electrophoresis (CGE), capillary isotachophoresis (CITP), capillary isoelectric
focusing (CIEF), capillar electrochromatography (CEC).

Micellar electrokinetic capillary chromatography (MEKC),which is based on solute
partitioning between the micellar phase and the solution phase. This technique
provides a way to resolve neutral molecules as well as charged molecules by CE.
The samples are separated by differential partitioning between micelles (pseudo-
stationary phase) and a surrounding aqueous buffer solution (mobile phase). The
basic set-up and detection methods used for MEKC are the same as those used in
CE. The difference is that the solution contains a surfactant at a concentration that
is greater than the critical micelle concentration (CMC). Above this concentration,
surfactant monomers are inequilibrium with micelles.

Macromolecules like DNA can be separated by capillary gel electrophoresis (CGE).
CGE uses separation based on the difference in solute size as the particles migrate
through the gel. Gels are useful because they minimize solute diffusion that causes
zone broadening, prevent the capillary walls from absorbing the solute, and limit
the heat transfer by slowing down the molecules.

Capillary isotachophoresis (CITP), is the only method to be used in a
discontinuous system. The analyte migrates in consecutive zones and each zone
length can be measured to find the quantity of sample present.

Capillary isoelectric focusing (CIEF) is a technique commonly used to separate
peptides and proteins. These molecules are called zwitterionic compounds because
they contain both positive and negative charges. The charge depends on the
functional groups attached to the main chain and the surrounding pH of the
environment. During a CIEF separation, the capillary is filled with the sample in
solution and typically no EOF is used (EOF is removed by using a coated
capillary). When the voltage is applied, the ions will migrate to a region where they
become neutral (pH=pl). The anodic end of the capillary sits in acidic solution (low
pH), while the cathodic end sits in basic solution (high pH). Compounds of equal
1soelectric points are “focused” into sharp segments and remain in their specific
zone, which allows for their distinct detection.

Capillar electrochromatography (CEC) have a packed column similar to
chromatography. The mobile liquid passes over the silica wall and the particles. An
electroosmosis flow occurs because of the charges on the stationary surface. CEC is
similar to CZE in that they both have a plug-type flow compared to the pumped
parabolic flow that increases band broadening.

The driving force of capillary electrophoresis is electroosmotic flow that formed in
capillary. Because of the electrophoretic mobilities of organic acids is very high, it
is difficult to drift with electroosmotic flow. That is why, in this study capillary
coloumn is coated with dynamically positive charged surfactant, and inner wall of
capillary is charged positively. Organic acid standards injected at the negative pole
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with reversed polarity. Thus, it is provided that electroosmotic flow and
electrophoretic mobilities of ions are in the same direction, and seperation and
analysis carried out in a short time like 3 minutes. In addition, because of the
organic acids are not UV active, they can be detected indirectly with the help of
adding chromophore to the seperation solution. Of trials, it is determined that
appropriate seperation conditions for the seperation of organic acids are 0,1 mM
CTAB and 5 mM PDC at pH 6 as buffer solution, 6 second for sample injection at
pressure of 50 mbar and -30 kV separation voltage. Detection have been achieved
at 210 nm. Malic acid is determined in fresh sour cherry juices as the organic acid
and it is quantitatively determined. In commercial sour cherry juices, in addition to
malic acid, citric acid is determined that adding as preservative for the juices. Citric
acid is specified on the labels of commercial sour cherry juices.
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1. GIRIS

Elektroforez, tampon ¢d6zelti icerisindeki yiiklii parcaciklarin elektriksel alan
varhiginda farkli hizlarda gogline dayanan bir ayirma yontemidir. Bu ayirimi
etkileyen en 6nemli faktérler analiz edilen 6rnegin elektroforetik hareketliligi (ue) ve

kapiler igindeki ¢ozeltinin elektroosmatik akisidir (EOF) [1].

Elektroforez, analitik olarak ayrimi zor olan bir¢ok analite uygulanabilir. Bu yontem,;
anorganik iyonlar, kiral molekiiller, organik asitler, fenolik bilesikler, amino asitler,
vitaminler, karbonhidratlar, peptitler, proteinler, DNA ve diger bir¢ok tiiriin ayirimi

i¢cin uygundur.

Kapiler elektroforez (CE) kilcal boru iginde gerceklestirilen elektroforezdir. Bu
yontem, gelismeye devam etmektedir. Arastirmacilar genis kullanim alani, hizh
ayirim saglamasi, hem analiz hem dedeksiyona uygunlugu, yiiksek ayirma giicii ve
az miktarda madde kullanimi sebebiyle bu yontem lizerinde yogunlasmaktadirlar.
Konvansiyonel elektroforezden kilcal boru iginde elektroforeze gecis gaz
kromotografisi teknikleri i¢in gelistirilen diisiik maliyetli, dar i¢-¢apli kilcal borularin
iiretilmesiyle ve yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemleri i¢in yiiksek
hassasiyetli agik-hat (on-line) tan1 yontemlerinin gelistirilmesiyle miimkiin olmustur
[2].

Kapiler elektroforeze has olumlu 6zellikler; genis analitik ¢esitlilik, yiiksek verimli
aymrim, ylksek kiitle duyarliligi, son derece diisiik 6rnek hacimleriyle calisma
olanagi, hizli analiz siireleri, tampon ¢ozelti ve diger malzemelerin (kapiler borular
vb.) asgari diizeyde kullanimi, ileri tani sistemleriyle (kiitle spektroskopisi vb.)

uyumluluk ve temel cihaz kurgusunun basitligi seklinde siralanabilir [3].

Glinlimiizde meyve sularmin organik asit ve antioksidan igerigi arastirmalar
artmaktadir. Organik asit profilleri her meyve tiiriine gore farklilik gosterdigi igin,
meyve sularmin organik asit icerikleri ayn1 zamanda bir meyve suyunun daha ucuz
bir meyve suyu ile hilelendirilmesinde 6nemli bir indikatdrdiir. Bu ¢aligmanin amaci,

kapiler elektroforez tekniginin organik asit analizinde hizli ve kolay uygulanan bir



teknik oldugunu gostermek ve bu calismada secilen meyve suyu olan visne sularinin

organik asit iceriklerini tayin etmektir.

Serbest radikalleri zararsiz hale getiren maddelere antioksidan denir. Antioksidanlar
serbest radikallerin neden oldugu kanser ve kalp rahatsizliklar1 gibi kronik
hastaliklarin onlemesi agisindan g¢ok biiyiikk bir 6neme sahiptir. Bu nedenle, bu
calismada yliksek oranda polifenolik ve antosiyanin igerdigi bilinen visne sularinin

antioksidan aktiviteleri arastirilmistir.



2. KAPILER ELEKTROFOREZ

Elektroforez, bir elektrik alan altindaki tampon ¢ozeltide yiiklii partikiillerin belirli
bir pH’ da diferansiyel go¢ hizlarina dayanan ayirma ydntemidir [4]. ilk elektroforez

cihazi Tiselius tarafindan gelistirilmis ve kendisine Nobel 6diilii verilmistir [5].

Kapiler elektroforezde ayirimi saglayan bolge elektrolit ¢ozeltisiyle doldurulmus dar
bir kolondur. Kapilerin yiliksek elektrik direnci, diisiik 1s1 iiretimi ile ¢ok yliksek
elektrik alanlari (100” den 500 V/cm’ e kadar) uygulanmalarina olanak saglar. Ayni1
zamanda, kapilerin genis yiizey alani hacim orani, iiretilen 1s1y1 yeterince dagitir.
Yiiksek elektrik alan uygulanabilmesi; kisa analiz siireleri, yiiksek etkinlik (10°
tabaka sayisina ulasan) ve ayrimcilik saglar. Kapilerin iki ucu iki farkli ¢ézelti kabina
batirilir ve bu iki kapta bulunan elektrotlara uygulanan yiiksek voltajin etkisi ile
kapilerin bir ucundan injekte edilen 6rnek diger ucuna dogru go¢ eder ve dedeksiyon

bu ugta gerceklesir [6,7].

2.1 Elektroforetik Mobilite

Elektroforetik ayirimin temeli, analitlerin bir elektrik alan altinda, farkli hizlarda gog
etmesine dayanmaktadir. Yikli bir parcacigin elektriksel alandaki hizi asagidaki

formil ile ifade edilir.

V= e E 2.1)

V = iyonun hizt
e = elektroforetik mobilite
E = elektrik Alan

Tanecigin mobilitesi ortamdaki elektrik alan kuvvetinden ve siirtiinme kuvvetinden
etkilenir. Yiklii tanecik ilizerine etkili olan elektrik alan kuvveti iyonun yiikii ve

uygulanan elektrik alan ile dogru orantili, siirtiinme kuvveti ile ters orantilidir [8].



Bu elektrik alan kuvveti asagidaki gibi ifade edilir.

Fe=q.E (2.2)

Kiiresel bir partikiil i¢in siirtiinme kuvveti Stokes esitligi ile verilir.
Fr=-6.m.n.r.v (2.3)

Burada;

q = iyonun yiikii

1y = ¢ozeltinin vizkositesi
r = iyonun yarigapi

v = iyonun hizi

Elektroforez siiresince iki kuvvetin dengede oldugu hal olusur. Bu kuvvetler esit

fakat zittir.

FE = -F|:

q.E=6.nnrv (2.4)

Bu esitlik hiza gore ¢oziiliip esitlik (2.1) ile birlestirilince, mobiliteye ait esitlik elde
edilir.

e =q/6. my.r (2.5)

Ayirmada viskozite sabit oldugundan, elektroforetik mobilite (L), tanecigin yiik ve
bliytikliik oranina (q/r) bagl olacaktir. Analitler bu orana bagl olarak elektrik alanda
farkli hiza sahip olurlar. Kiiclik ve ¢ok yiiklii tiirler yiiksek mobiliteye sahipken,
biiyiik ve az yiikli tiirler diisiik mobiliteye sahiptir [9,11].

2.2 Elektroosmatik Akis

Silika kapiler SiOH’lardan olugsmustur. Silika ile temasta olan ¢ozeltinin pH’1 ikiden
biiyiik oldugundan silika yiizeyinde iyonlasma meydana gelir ve SiO” gruplar1 olusur.
Bu yiizden silika kapiler duvari negatif yiiklenir. Tampon ¢o6zeltinin (+) yiikli

iyonlar1 elektrostatik cekim sebebiyle duvarin kenarinda delokalize olurlar. Bu
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sisteme, yiiksek bir voltaj uygulandiginda (+) ytiklii iyonlar (-) yiiklii elektroda dogru
hizl1 bir akis meydana getirirler. Iste buna elektroosmatik akis (EOF) denir. Bu akis

kapiler elektroforezde, ayrilmanin ger¢eklesmesini saglayan temel olaydir.

Elektroosmatik akis hiz1 su sekilde ifade edilir:

VO: HOE (2.6)

Burada;
Vo= elektroosmatik akis hizi
Ko= elektroosmatik mobilite

Cozeltideki osmatik mobilite, genellikle iyonik mobilitelerden biiyiiktiir. Bundan
dolay1 ¢ozelti i¢indeki tiim tanecikler, yiikii ne olursa olsun bu giiglii akis hiz1 ile

negatif elektroda dogru stiriiklenirler. Taneciklerin hizin1 syle ifade edebiliriz:
Pozitif iyonlar i¢in V.= (uot+ps).E

Notral iyonlar i¢in Vo=p,.E
(2.7)

Negatif iyonlar i¢in V.= (po-p.).E

Ornek kapilerin pozitif ucundan injekte edildiginde, dedektérde negatif uca
yerlestirildiginde, elektroosmotik akis biitiin tiirleri ylikiine bakmadan negatif

elektroda dogru siiriikleyeceginden, biitiin tiirler ayni anda belirlenebilir.

. L
gkfulfm ;T(m _ \[;Z
- EOF
Injection —- Detection
+++++++++ R
ANODE CATHODE

+ oo M ®ee -
[n]

T o o L S B o = S S T O O

Capillary
CATIONS sty e = =R =
NEUTRALS  miof R |
ANIONS sy o i = i

Sekil 2.1: Farkli partikiillerin CE’ de gelis sirast.



Negatif olarak yiiklenmis silikada elektroosmatik akis hizi, anottan katoda dogrudur.
Katyonlarin elektroforetik mobiliteleri, osmatik akis yoniinde oldugu icin ilk onlar
dedektore ulasirlar. Notral iyonlarin elektroforetik mobiliteleri olmadigindan onlar
elektroosmatik akis hiziyla hareket ederler. Anyonlarin elektroforetik mobiliteleri
elektroosmatik akisla ters yonde oldugundan dedektdre en geg onlar ulasir [10]. Bu
olay Sekil 2.1°de gosterilmistir .

2.3 Elektroosmatik Akis Hizina Etki Eden Faktorler

EOF ¢ok 6nemlidir. Bu akis hiz1 ¢esitli parametreler yardimiyla ayarlanarak ayirim
saglanir. Elektroosmatik akis hizina etki eden faktorler asagidaki sekilde
siralanabilir.

2.3.1 Elektrik alan

Elektrik alan artarken elektroosmatik akis hizinda da bir artma gézlenir [11].

2.3.2pH

pH’ 1n artmasi akis hizinin artmasina neden olur. pH, elektroosmatik akis hizinin
ayarlanmasinda en ¢ok kullanilan parametredir [11,12].

2.3.3 Tamponun iyonik siddeti

Tamponun iyonik siddetinin arttirilmasi, zeta potansiyelini diisiiriir buna baglh olarak
da elektroosmatik akis hizinda azalma goriiliir [11].

2.3.4 Sicakhik

Sicakligin arttirilmasi, her 1°C i¢in %2-3 oraninda viskozitenin azalmasina sebep
olur ve elektroosmatik akis hizinin artmasina neden olur [11,13].

2.3.5 Organik modifiye edici madde ilavesi

Organik madde ilavesi ile viskozite degisir, bu sebeple EOF’ de degisir. Genellikle
organik c¢oziiciilerin ilave edilmesi EOF’yi yavaslatir [11]. Eger organik madde

viskoziteyi artirirsa EOF artabilir.



2.3.6 Yiizey aktif madde ilavesi

Ortama yiizey aktif madde ilavesiyle, bu maddeler kapiler yilizeyine adsorplanarak
EOF hizim degistirirler. Anyonik yiizey aktif maddeler EOF hizin1 artirirken
katyonik yiizey aktif maddeler azaltir veya akis hizinin yoniinii degistirebilirler [11].

2.3.7 Kapiler kolonun polimer madde ile kaplanmasi

Kapiler kolonlarin  hidrofilik ve hidrofobik polimerlerle kaplanmasiyla

elektroosmatik akis hizi yavaslayabilir, yok olabilir veya tersine ¢evrilebilir [11].

2.4 Ayirma Parametreleri

Ayirma etkinligi, diger kromatografik yontemlerde oldugu gibi, teorik tabaka sayisi

(N) ile ifade edilir.

N = (o)’ (2.8)

| = kapilerin etkin uzunlugu
o = pikin standard sapmasidir.

Teorik plaka genisligi (HETP)

H=(I/N) (2.9)

olarak ifade edilir.

Teorik plaka sayisi1 bir elektroferogramdan yararlanilarak da belirlenebilir.
N =5,54.(t / Wyp)° (2.10)

t = gog¢ sliresi

w1 = yart yiikseklikteki pik genisligi

2.4.1 Gelis siiresi

Ayrimda etkin olan ilk faktor, yiikli tiirlerin birbirinden farkli olarak kazandiklar

elektroforetik mobiliteler sonucu gozlenen gelis siireleridir [12].



2.4.2 Pik genislemesi

CE’ de en 6nemli pik genisleme nedeni diflizyon nedeniyle pik genislemesidir ve
maddenin diflizyon katsayis1 ve analiz siiresi ile dogru orantilidir. Diflizyonun pik

genislemesine etkisi, varyans cinsinden asagidaki esitlik ile verilir.

o’=2D.t (2.11)

D = analitin difiizyon katsayis1
t = pikin gelis stiresi

Yukaridaki esitlige gore, analiz siiresi kisaldik¢a ve diisiik difiizyon katsayisili
maddelerde pik genislemesi diisiik olacaktir. Protein ve DNA gibi diisiik difiizyon
katsayisina sahip biiylik molekiiller, kiiciik molekiillere gore diflizyondan daha az
etkilenmektedirler. Bu nedenle CE’de protein ve DNA ayirmalarinda, ¢ok yiiksek

teorik plaka sayilarina ulasmak miimkiin olur [14].

Kapiler kolon igerisindeki akim artigindan kaynaklanan farkli sicakliktaki ¢ozelti
bolgeleri pik genislemesine neden olur. Joule 1sinmasi olarak bilinen bu i1sinmadan
dolay1 ¢ozeltinin i¢ kisimlarinda viskozite daha az dolayisi ile iyon mobilitesi
yiiksek, kapiler duvarina yakin bolgelerde sicaklik diisiik, ¢cozelti viskozitesi yiiksek,

iyon mobilitesi ise diisiiktiir. Bu sicaklik farki, pik genislemesine neden olur [15].

Pik genislemesine etki eden bir diger faktor 6zellikle protein ¢aligmalarinda rastlanan

duvar adsorpsiyonudur.

2.4.3 Rezoliisyon (Ayrisma)

Bir ayirma yonteminde temel amag 6rnek bilesenlerinden elde edilen piklerin tam
olarak birbirinden ayrilmasidir. ki pikin birbirinden ayrilmasinin &lgiisii olan

rezoliisyon (2.12) esitligi ile verilir.

R — 2(t2 _tl)

W, (2.12)

t = gbg siiresi

w = siire olarak pikin taban genisligi



2.5 Kapiler Elektroforez Cihazinin Temel Boliimleri

Kapiler Elektroforez cihazinin sematik gosterimi Sekil 2.2°de verilmistir.

Detector
(1920-600 nm)
Capillary
(10-100um i.d. and
20-100 cm length)

ANODE Platinum CATHODE
Electrode
_|_
Electrolyte container
- (5-150mM) ¥
L
High Voltage Source
(0-30 kV)
Sekil 2.2 : CE’nin sematik gosterimi.
2.5.1 Kapiler

Kapiler elektroforez cihazinda kullanilan kapiler genellikle silika kapilerdir. Silika
kapiler kirilmay1 6nlemek ve elastikiyeti korumak amaciyla koruyucu bir polimer
tabaka ile kaplanmistir. Kaplama, kolonun dayanikli ve kolay kullanilabilir olmasini
saglar. Bu polimer tabakanin ¢ok kiigiik bir kismi1 yakilarak dedeksiyon icin gerekli
optik pencere elde edilir. Silika kapiler, 10-200 um i¢ ¢apa ve gesitli dis caplara
sahiptir. En cok kullanilan ise i¢ ¢apt 25-75 pum, dis capr 350-400 pm olan
kolonlardir. Genellikle 50-75 cm arasi etkin uzunluga sahiptirler. Toplam uzunluk
ise, enstriiman Ozelligine gore (dedektorden c¢ikis haznesine olan uzakliga gore),
etkin uzunluktan 5-15 c¢cm daha uzun olmalidir. Kapilerin boyu uzadik¢a ayirim
kolaylagsmasina karsin ayirim siiresi artar [7]. Tekrarlanabilir sonuglar agisindan
kapilerin kullanima hazirlanmasi (sartlandirilma islemi) ¢ok onemlidir. ilk defa
kullanilacak bir silika kapiler ilk 6nce 1M NaOH ile 10-30 dk ardindan su ve c¢alisma

tamponuyla da yikanarak sartlandirilir.

2.5.2 Voltaj kaynag

Tabaka sayist voltaj ile orantili oldugu i¢in yiliksek voltaj kaynagi kapiler
elektroforez igin gereklidir. Ust limit genellikle 30 kV’tur. Voltajin sabit olmas: gegis

stiresinin tekrarlanirligi agisindan 6nemlidir [16].



2.5.3 Elektrotlar

Platin elektrotlar kullanilir. Suyun ayrismasi ile reaksiyonlar gerceklesir[18]. Anotta

ve katotta olusan reaksiyonlar sirasi ile;

2H,0 + 26" > Hy(g) + 20H 2.14)

2.5.4 Ornek injeksiyonu

Kapiler elektroforezde aymrimi yapilacak olan numuneyi kapilere almak igin

hidrodinamik ve elektrokinetik injeksiyon olmak iizere iki tip enjeksiyon uygulanir.

2.5.4.1 Elektrokinetik injeksiyon

Elektrokinetik enjeksiyonda, 6rnek haznesi ile ¢ikis tampon haznesi arasina ¢ok kisa
stireli ve c¢alisma voltajindan daha diisiik bir voltaj uygulanarak ornek yiiklenir.
Analit, hem go¢ yolu ile hem EOF’nin pompalama etkisi ile kapiler igersine girer.
Elektrokinetik enjeksiyonun tekrarlanirligi hidrodinamik enjeksiyona gére daha azdir

[17].

2.5.4.2 Hidrodinamik injeksiyon

Bu enjeksiyon ¢esidinde 6rnek, uygulanan basing vasitasiyla kapiler igerisine alinir.
Cihazin tipine gore enjeksiyon li¢ farkli yontemle yapilmaktadir. Kapilerin dedektor
tarafina vakum uygulanarak, kapilerin injeksiyon kismina basing uygulanarak ya da
injeksiyon kabinin yiikseltilmesiyle bir sifon etkisi yaratilarak injeksiyon yapilabilir.
Hidrodinamik enjeksiyon i¢in enjeksiyon hacmi Hagen-Poiseuille’nin denkleminden

hesaplanabilir.
V=APnur*t/8yL (2.15)

Burada;

AP = kapiler boyunca olusan basing farki (dyn.cm-2)
r = kapilerin i¢ ¢ap1 (cm)

t = enjeksiyon siiresi (s)

1 = tampon viskozitesi (dyn.s.cm-2)
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L = kapilerin toplam uzunlugudur.

2.5.5 Ornek dedeksiyonu

Kapiler elektroforezde kullanilan dedeksiyon cesitleri, dedeksiyon sinirlari. Avantaj
ve dezavantajlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir. En ¢ok kullanilan yontemler UV

absorpsiyon, floresans ve Lazer indiiklenmis floresans dedeksiyonudur.

Cizelge 2.1: Kapiler elektroforezde kullanilan dedeksiyon yontemleri [11].

Yontem Dedeksiyon Sinir1 Avantajlar ve Dezavantajlar
(molar)

UV-GB 10° - 10° Kapsaml

Absorpsiyon Diyot ile spektral dedeksiyon
Hassas

Floresans 107 -10° Ornek tiirevlendirmesi gerektirir
Pahali

Lazer 10~ 107 Gok hassas

Kapsamli

fletkenlik 107 -107 Ozel kapiler modifikasyonu
gerekli

Kiitle 9 8

Spektrofotometresi 107-10 Hassas

Yapi1 hakkinda bilgi saglar

2.6 Kapiler Elektroforez Teknikleri

CE’ de galisma amacina bagli olarak kullanilan baslica teknikler Cizelge 2.2°de
verilmistir.

Cizelge 2.2: Kapiler elektroforez teknikleri [10].

Model Ayirmanin Temeli
(Pé’:l%lzl;: r Zon Elektroforez Cozeltideki Analitlerin Serbest Mobilitelerinin Farklilig:
Misel Elektrokinetik Misel ile Hidrofobik ve Hidrofilik Etkilesmeler Sonucu
Kromatografi ( MEKC) Molekiillerin Mobilitelerinin Farkliligi

Kapiler Jel Elektroforez (CGE) lyon Biiyiklugii ve Kiciiklugi

izoclektrik Fokus (ITP) Analitlerin Izoelektrik Noktalarinin Farklilig:
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3. ANTIOKSIDANLAR

Geleneksel tanim olarak antioksidan oksidasyona karst koyan, oksijen yada
peroksitlerle ilerleyen reaksiyonlar1 engelleyen maddedir. Her nefes aldigimizda
cigerlerimize yarim litre hava dolar. Bunun %20.7'si oksijendir. OKksijen
alyuvarlarimiza baglanir ve kalbe gider. Kalp, bu oksijenli kani tiim hiicrelere
pompalar. Oksijen, hiicredeki sekeri yakarak yasam enerjisinin iiretimini saglar. Bu
islem esnasinda oksijen molekiillerinin% 1-51 degisime ugrar ve viicut igin ¢ok
zararli hale gelir ve serbest radikal olusumuna neden olur. Serbest radikaller,
peroksidasyon denen zincir reaksiyonlara sebep olurlar. Bu reaksiyonun kalp-damar,
kanser ve romatizmal kire¢lenmeler gibi hastaliklar tizerinde olas1 rolleri biiyiiktiir.
Viicudumuzda serbest radikalleri zararsiz hale getiren enzim sistemi vardir. Enzim
sisteminin giiclii ¢aligmamasi sonucu hastaliklar ortaya ¢ikar. Bu durumda serbest
radikalleri uzaklastiracak disaridan alinacak maddelere ihtiyag duyulur. Serbest
radikalleri zararsiz hale getiren bu maddelere antioksidan denir. Antioksidanlar
serbest radikallerin neden oldugu kanser ve kalp rahatsizliklar1 gibi kronik

hastaliklar1 6nlemesi agisindan ¢ok biiyiik bir 6neme sahiptir [18].
Temel antioksidan kaynaklari dérde ayrilmistir [23].

1. Enzimler; Siiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz

2. Biiylik molekiiller; Albumin, Ferritin ve diger proteinler

3. Kii¢iik molekiiller; Askorbik asit, urik asit, tokoferol, karetonoidler, polifenoller
(Epigallokatesin, epigallokatesingallat, epikatesin, katesin, kafeik asit, klorojenik

asit, gallik asit, ferulik asit, kumarik asit vb.).
4. Baz1 hormonlar; Ostrojen, melatonin vb.

Serbest radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu maddeleri iireten tiim faktorler
"oksidan" veya "prooksidan "olarak tanimlanmaktadir [19]. Orbitallerinde bir ya da
daha fazla eslenmemis elektron tasiyan homojen atomlar (CI, Br), hidrojen atomu,

Na, K gibi alkali metal atomlart ve oksijenin riikksiyon ara irlinleri, siiperoksit
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radikali, hidrojen peroksit (H,O,), singlet O, ve hidroksil radikali (OH’) gibi
bagimsiz, kisa Omiirlii, reaktif atomlar serbest radikal olarak tanimlanmaktadir.
Serbest radikaller yiyeceklerde lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Bu durum

besinlerin hem kokusunu bozmakta hem de besin degerini diisiirmektedir [20].

Hiicre i¢i ortamda olusan serbest radikaller, dnemli hiicresel yap1 ve bilesiklere etki
ederler. Proteinler ve DNA; hiicrede zarar goren onemli hedeflerden bazilaridir.
Biyolojik sistemlerde, serbest radikalin saldiracagi diger bir hedef de hiicre

membranindaki lipidlerdir [21].

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma sirasinda olusabildigi gibi, ¢esitli dis
etkenler araciligr ile de meydana gelebilir. Oksidatif stres, radikaller; lipidler,
proteinler ve niikleik asitler gibi temel hiicresel bilesenlerde hasara yol agabilme
ozelligine sahiptir. Olusan bu hasar; kanser, yasa bagl bagisiklik yetersizligi ve
hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile iliskilidir ve biyolojik yaslanma siirecinde rol
oynamaktadir. Glinlimiizde hemen her hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese

bagli oldugu kabul edilmektedir.

Serbest radikaller notralize edilmezlerse viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler

bunlar:
1.Hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiirmek,

2. Membran lipid ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre

fonksiyonunu engellemek,

3. Niikleer membranin1 yararak nukleustaki genetik materyale etki edip DNA'y1

kirilma ve mutasyonlara acik hale getirmek,
4. Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlamak,

Bu etkiler oksidatif stres olarak bilinen DNA mutasyonlari, hiicre oliimleri ve

hastaliklar1 gibi hasarlara neden olur.

3.1 Antioksidanlar ve Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar hidrojen atomu verme kabiliyetine sahip kimyasal bilesenlerdir.
Boylelikle, birincil radikalleri radikal olmayan kimyasal tiirlere cevirerek, okside
olmus antioksidan radikallere doniisiirler. Antioksidanlarin molekiil yapisi sadece

hidrojen atomu verme acisindan degil, ayn1 zamanda radikalleri diisiik reaktiviteli
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hale getirip lipidler ile reaksiyona girmesini engellemesi acisindan da oldukca

uygundur [22].

Antioksidanlarin etki mekanizmasi 3.1°de gosterildigi gibidir.

Baslama: ROO. + AH — ROOH+A.

Geligme: ROO.+A. - ROOA (3.1)

Sonlanma: A+A. — A-A

Sistemde ki etkin mekanizma antioksidan yapisi, 6zellikleri ile ¢oziiniirliik partisyon
katsayis1 ve sistemde kullanilan ¢ézgen gibi etkenlerle belirlenir. Bag disosiasyon
enerjisi (BDE) ve iyonizasyon potansiyeli (IP) mekanizmay1 ve antioksidan

etkinligini belirleyen en 6nemli iki faktordiir.

Her bir oksidan ve antioksidan farkli kimyasal ve fiziksel karaktere sahiptir. Her bir
antioksidan reaksiyon sistemine bagli olarak ¢coklu mekanizmalar1 ile yada farkli bir
tekli mekanizma ile rol alir. Ayrica antioksidanlar, farkli radikal yada oksidan
kaynagma kars1 farkli karsilik verir. Ornegin; Karotenoidler, fenoller ile
kiyaslandiginda; peroksil radikallerine kars1 fenolik ve diger antioksidanlar

neredeyse etkisiz kalirken karotenoidler iyi bir radikal giderici etkiye sahiptir [23].
Antioksidanlar iki tiptedir;

1. Birincil veya zincir kirici antioksidanlar

2. Ikincil veya 6nleyici

Eser miktarlarda bulunan birincil antioksidanlar, peroksil radikalleri ile reaksiyona
girerek bunlarin doymamus lipid molekdlleri ile reaksiyona girmesini engeller ve
boylelikle daha kararli iiriinlere doniismesini saglar. Ikincil antioksidanlar ise ¢esitli
mekanizmalar ile zincir baglatici reaksiyonlar1 geciktirir. Lipid otooksidasyon oranini
azaltan ikincil antioksidanlarin etkisi metal iyonlarin1 baglama, oksijen yakalama,
UV absorblama ve singlet oksijeni inaktif hale getirme seklindedir. Etkili
olabilmeleri i¢in, genellikle metal iyonlari, indirgenme ajanlari, tokoferoller, veya

diger fenolikler gibi ikincil bir komponentin varligina ihtiya¢ duyarlar [22].

Ikincil oksidanlar, antioksidan sinerjistleridir. Bu antioksidanlarin sinerjistik etkileri

ortamda bulunan diger birincil antioksidanlara baglidir. Ortamda primer
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antioksidanlar bulunmadigi durumda antioksidan aktiviteleri ¢ok dusiiktiir veya
antioksidan aktivite gdstermezler. Ornegin askorbik asit, ortamda fenolik maddelerin

bulunmasi ile sinerjistik etki gosterir [24].

Antioksidan aktivitesi fiziksel faktorler, subtrat faktorleri, gida maddesinin
fizikokimyasal durumu gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak degisiklik gosterir.
Fiziksel faktorler; oksijen, sicaklik ve konsantrasyondur. Yiiksek oksijen basinci,
oksijenle temas yiizeyinin genisligi, 1sitma ve 1sinlama gibi durumlar zincir
reaksiyonunun baslama ve yayilma basamaklarini hizlandirdigindan antioksidan
aktivite azalacaktir. Farkli sicakliklarda ise antioksidan aktivitesi degisiklik gosterir.
Antioksidan aktivitesi konsantrasyonun yiikselmesi ile artar. Oksidasyonun yeterli
bir derecede engellenebilmesi i¢in konsantrasyon belli bir kritik degerin ilizerinde

olmalidir [25].

3.2 Antioksidan Tiirleri

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Cogu sentetik
antioksidan fenolik yapidadir. Antioksidan aktivitesi arasindaki farklilik kimyasal
yapt ile alakalidir. Ticari olarak mevcut olan ve giinlimiizde kullanilan sentetik
antioksidanlar butillendirilmis hidroksianisol (BHA), butillendirilmis hidroksitoluen
(BHT), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG)’tir. Dogal
antioksidanlar, bitki ve hayvan dokularinda bulunan ve ekstrakte edilen yada gidanin
islenmesi  sirasinda agiga ¢ikan bilesenlerdir. En 6nemli dogal antioksidanlar,
tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C, karotenoidler, polifenoller ve
selenyumdur. Son zamanlarda gida kimyas1 ve koruyucu tibbin bitki kaynakli dogal
antioksidanlara kars1 ilgisi artmaktadir. Bunun nedeni sentetik antioksidanlarin

(BHA, BHT, gibi) kanserojen olduklarinin diisiiniilmesidir [22].

3.3 Antioksidan Aktivitesi Olciim Yontemleri

Antioksidanlarla 1lgili yayimlanan bilimsel makalelere bakildig1 zaman antioksidan
kapasitesini tarif etmek icin farkli arastirmacilar tarafindan bir ¢ok farkli terim
kullanildig1 goriiliir. Toplam antioksidan kapasitesini iceren bu terimler, etkinlik, gii¢
parametre, potansiyel ve aktivite gibi terimlerdir. Kimyasal aktivite spesifik

reaksiyon kosullarindaki basing, sicaklik, reaksiyon ortami gibi etkenlere baghidir.
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Bu nedenle antioksidan aktivitesi o reaksiyon kosullarinda ki ol¢iimii yansitir.
Yukarida belirtilen diger terimler ise spesifik reaksiyondan daha bagimsizdir [26].
Antioksidan aktivitesi ise bir bilesenin oksidatif degredasyonu onleme kabiliyeti
olarak tanimlanir [27].

Glinlimiizde antioksidan aktivitesi 6lgitimleri i¢in bir¢ok farkli yontem mevcuttur. Bu
yontemler genellikle serbest radikalleri icermektedir. Reaktan olarak kullanilan
serbest radikalin 6zelligine bagl olarak farkli sonuglar elde edilebilmektedir [28].
Gida bilesimlerinin karmasik yapisindan dolay1 her bir antioksidan bileseni ayirmak
ve 0zel olarak bu bilesenle calismak hem yeterince etkili degildir hem de oldukca
masrafli bir yontemdir. Tim bu nedenlerden 6tiirii, hizli ve uygun bir antioksidan
tayin yontemi bulma ¢aligmalari olduk¢a 6nem kazanmistir [26].

Antioksidan aktivitesi analizleri i¢in literatiirde mevcut c¢alismalar bakildiginda
kullanilan radikal kaynagina, reaksiyon mekanizmasina vb. Ozelliklere gore cesitli
gruplandirilmalar goriilmektedir.

Baslica antioksidan aktivitesi analizleri, kimyasal reaksiyon mekanizmasina gore iki
kategoriye ayrilabilir.

1. Hidrojen Atom Transferine Dayanan Metot (HAT): Antioksidan kapasitesi
(AOK), serbest radikallerin antioksidan maddenin hidrojeni ile etkisiz hale
gelmesinin Ol¢iilmesi ile tayin edilir.

2. Singlet Elektron Transferine Dayanan Metot (SET): Potansiyel antioksidanlarin
elektron transfer etmesi ile metal, karbonil ve radikal igeren bilesiklerin
indirgenmesine dayanan metottur [23].

HAT-esasli analiz yontemlerinin ¢ogunda yarigmali reaksiyon kinetigi izlenir ve
kantitasyon Kinetik egrilerden tiiretilir. HAT-esasli yontemler genellikle bir sentetik
serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan olusur.

SET esasli yontemler reaksiyon sonunun indikatorii olarak bir oksidan (ayni
zamanda reaksiyonu takip etmek igin prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu
igerir.

HAT ve SET esash yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine

radikal (veya oksidan) siiptiriicii kapasitesini 6l¢cmeye dontiktiir.

3.3.1 ORAC: Oksijen radikali absorplama aktivitesi (Oxygen radical capacity)

Bu metot Cutler ve Cao tarafindan gelistirilmistir [26]. ORAC yonteminde

oksidasyon sonucu olusan peroksil radikallerinin, antioksidan madde tarafindan
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inhibe edilmesi olgiiliir. Klasik radikal zincir kirma reaksiyonlarindan olusur.
Hidrojen atomu antioksidan madde tarafindan radikale transfer edilir. Bu yontemde
AOK soyle olgiiliir: Peroksil radikalleri floresans bir madde (prob) ile reaksiyon
vererek floresans 6zellikte olmayan bir tiriin olusturur. Floresans spektrofotometre ile
miktar tayini yapilir. Antioksidan kapasitesi zamanla bu olusan {iriiniin oraninda ve

miktarinda azalma ile belirlenir [23].

ROQO . + Prob — ROOH + okside olmus prob

ROO.+AH — ROOH + A . (3.2)

ROO .+ A . — ROOA

ORAC yonteminde antioksidan kapasitesi blank ve drnek arasindaki floresans siddeti

farkindan yararlanarak hesaplanmaktadir.

Metot ¢ozgen ve radikal kaynagi degistirilerek hidrofilik ve hidrofobik sistemlere
uyarlanabilir. Ancak analiz siiresinin uzun olmasi (yaklasik 1 saat) metot seciminde

siirlayict etkenlerden biridir [23].

3.3.2 TRAP: Toplam radikal kapam antioksidan parametresi (Total radical
trapping antioxidant parameter)

Bu metot antioksidan maddenin, AAPH veya ABAP bileseninden olusan peroksil
radikalleri ile prob madde arasindaki reaksiyona engel olmasina dayanir. Reaksiyon
gozlemlenerek bilesenin antioksidan kabiliyeti belirlenir. Oksijen kaynagi olarak
farkli metotlar kullanilabilir. R-phycoerythin floresanst veya ABTS absorbansi

reaksiyon prob maddesi olarak kullanilir [23].

R-PE ve APPH arasindaki reaksiyonun ilerlemesi florometrik olarak 495 ve 575
nm’de izlenir [26]. Antioksidan aktivitesi; zamanla antioksidanlarin tilkenmesi yani
okside olmus prob maddenin goriilme siiresinin uzamasi veya reaksiyon ylizdesinin
azalmas1 ile belirlenir. TRAP genellikle  Troloks’a tekabiil eden siire ile

karsilastirilarak verilir.
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Sekil 3.1 : Troloks molekiiliiniin kimyasal yapisi.

TRAP metodu glutathione, askorbik asit, tokoferol, beta karoten gibi enzimatik

olmayan antioksidan kapasitesini 6lgmek amaci ile kullanilir.

3.3.3 TOCS: Toplam oksidan yakalama aktivitesi (Total oxidant scavenging
capacity)

Bu metot hidroksil-peroksil ve peroksinitril radikallerine karsi antioksidan
reaksiyonunun absorbans Olc¢limiine dayanir. Keto-&-methiobiitrik asit (KMBA)
substrat1 okside olarak etilen olusturur. Olusan etilen ise GC " head space" analizi ile
belirlenir. Antioksidan kapasitesi ise; antioksidan maddenin etilen olusumunu inhibe
etmesi ile Olciiliir. Burada kontrol reaksiyonuna karsi goreceli olarak antioksidan

maddenin etilen olusumunu inhibe etmesine bakilir [23].

3.3.4 CL: Kemiluminesans (Chemiluminescence)

Bu metot radikal oksidanlarin isaretleyici bilesenlere reaksiyon vererek uyarilmis
duruma ge¢mesi ve boylelikle kemiluminesans 15181 yaymasina dayanir. Baslatici
radiklallerle reaksiyona giren herhangi bir molekiil 151k olusumunu engeller.
Antioksidan kapasite 151k emisyonunun zamanla azalmasma dayanilarak olg¢iiliir.
Kemiluminesans ¢ok diisiik emisyon siddeti ile karakterize edilir. Isaretleyici olarak

ise en yaygin olarak kullanilan bilesik luminoldiir [23].

3.3.5 FRAP: Demir (I11) indirgeyici antioksidan aktivite (Ferric reducing

antioxidant power)

Bu metotda Fe(lll) tripiridiltriazin (TPTZ) kompleksinin antioksidanlar varliginda

renkli Fe(Il) selatina indirgenmesinden yararlanmaktadir [29].

Fe(ll1)-TPTZ + indirgen antioksidan — Fe(II)-TPTZ (3.3)
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3.3’ deki reaksiyona gore 595 nm’de siddetli mavi renk olusur. Reaksiyon siiresi
kisadir ancak; bazi polifenoller daha yavas reaksiyon verebilirler. FRAP sadece

ferrik iyonlar1 indirgeyebilen maddeleri Olger.

3.3.6 CUPRAC: Bakar (II) indirgeyici antioksidan aktivitesi

FRAP metodunda kullanilan demir yerine burada bakir metali kullanilir. Bu metot

antioksidan maddenin Cu(ll) 'yi Cu(l)'e indirgenmesine dayanr.

Bahtocuprione ve Neocuprione Cu(]) ile 2:1 oraninda birleserek renkli bir kompleks
olusturur. Bahtocuprione (2,9 -dimetyl-4,7diphenly-1,10 phenanthroline) ve Cu(l) ile
490 nm’de gozlenen bir kromofor olusturur. Neocuproine (2,9-dimethyl-1,10

phenanthrolin ) de 450 nm’de g6zlenen bir kromofor absorbans 6l¢iiliir [23].

Bu yontem, demir (III) iyonu indirgeme kapasitesi cinsinden sonug veren FRAP gibi
yontemlerden daha hizlidir, ¢iinkii FRAP yonteminin bazi antioksidanlar1 reaksiyon
stiresince tam yiikseltgeyemedigi ve glutatyon, tiol tipi antioksidanlart 6l¢emedigi
literatiirden Dbilinmektedir. Ayrica reaktif olduk¢a secimlidir, ¢iinkii redoks
potansiyeli fenantrolin veya tripridiltriazin tipi ligantlarin varliginda ferriferro

ciftinden daha diisiiktiir.

3.3.7 TEAC veya ABTS metodu

TEAC analizi ilk olarak Miller ve Rice -Evans tarafindan 1993’te rapor edilmistir.

Daha sonralar1 ise bu metot gelistirilmistir.

Bu metotta ABTS [2,2'-azonobis(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonat] peroksil veya
diger oksidanlara okside olur ve ABTS+ radikal katyonu olusur. Olusan ABTS
radikal katyonu oldukg¢a siddetli bir renge sahiptir. Antioksidan kapasite, test
bileseninin ABTS+ radikal katyonu ile direkt olarak reaksiyona girmesi ile renk
siddetindeki azalma olgiilerek belirlenir [23]. ImM deneysel 6rnegin absorbansda
yaptig1 degisim kadar degisim yapan Troloks konsantrasyonu TEAC (Troloks

esdeger antioksidan kapasite) degeri olarak tanimlanmaktadir [26].
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Sekil 3.2: ABTS’ nin molekiil yapisi.

ABTS+ radikal katyonundaki azalma denklem 3.4’de verilmistir.

% ABTS+ azalmasi = [(AbSpaglangic=ADSson)/ ADShagiangic] *100 (3.4)

3.3.8 DPPH metodu

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal yakalama yonteminde, kararli ve
sentetik bir radikal olan DPPH kullanilir ve antioksidanin bu serbest radikali

yakalama yetenegi ol¢iilerek antioksidan aktivite tanimlanir.

<

Sekil 3.3: DPPH reaktifinin kimyasal yapisi.

Antioksidan -DPPH radikali reaksiyon mekanizmasi agsagida oldugu gibidir.
DPPH. + Antioksidan-H — DPPH-H + A. (3.5)

DPPH, koyu mor renkte bir radikaldir. Antioksidan bir proton alarak renksiz a,o-
difenil-B-pikrilhidrazil molekiiliine doniisiir. Antioksidan madde tarafindan
indirgenmesi sonucu rengi agilir. En yaygin olarak kullanilan dekolarizasyon test
metodu 515-517 nm’de DPPH' in antioksidan madde ile reaksiyonunun

absorbansinin 6l¢iilmesidir [25].

DPPH analizinde genellikle belirli miktarda DPPH c¢ozeltisi ve Ornek ¢ozeltisi

kanistirildiktan 30 dakika ya da absorbans sabit oluncaya kadar gegen siire sonra
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515nm’de absorbans okunur. Indirgenme reaksiyonu boyunca ¢dzeltinin rengi

solmaya devam eder [26].

Kalan DPPH’ in hesaplanmasi denklem 3.6’ de verilmistir.
%DPPH kalan = 100*[DPPH.] / [DPPH.] to (3.6)

Kalan DPPH. antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir ve baslangic DPPH
konsantrasyonunun yariya indigi durumdaki antioksidan konsantrasyonu ECs olarak

verilir. DPPH metodu basit ve hizli oldugundan antioksidan aktivitesi belirlemede

siklikla kullanilir.

3.3.9 indirgeme potansiyeli metodu

Serbest radikalleri, yakalama aktivitesi esasina dayanan diger yontemlerden biri olan
indirgeme potansiyeli metodunda yiiksek absorbans, yliksek indirgeme potansiyelini
gosterir. Bu metotda antioksidan maddenin indirgeme giicline bagli olarak
antioksidan aktivite belirlenir. Potasyum ferrisiyanid [Ks;Fe(CN)g] maddesindeki
Fe(Ill) iyonlarmin antioksidan reaksiyon sistemi igerisinde Fe(ll) iyonlarina
indirgenmesi 700 nm’de Olciilerek antioksidan aktivite belirlenir. Yiiksek absorbans
degeri yiiksek indirgeme potansiyelini gosterir. Sonuglar askorbik asit esdegeri

olarak verilir [30].

3.3.10 Folin ciocalteu (FC) metodu: toplam fenol metodu

Gidalarin iceriginde bulunan toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi,
antioksidan aktiviteyi saglayan hidroksil gruplar1 hakkinda fikir vermesi agisindan
onemlidir. FC metodu dogal iiriinlerde toplam fenolik madde Ol¢iimii igin
kullanilmaktadir. Ancak ayni zamanda temel mekanizma oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarma  dayandigi icin diger bir AOK metotlarindan biri olarak
kullanilabilir. Genellikle toplam fenol igerigi ve antioksidan aktivitesi arasinda

oldukea 1yi bir lineer korelasyon goriiliir.

FC reaktant1 ile fenolik maddelerin okside olmasi sonucu 745-765 nm’de

gbzlenebilen renkli bir iiriin olusur.

Fenolik olmayan maddeler tarafindan da indirgenebilen FC reaktanti sadece
fenoliklere kars1 spesifik degildir. Fenolik bilesenler FCR ile bazi sartlar altinda

reaksiyon verirler sodyum karbonat ile pH yaklastk 10' a ayarlanir. Fenolik
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protonlarin disosiyasyonu ile fenolat anyonu olusur ve buda FCR’yi indirgeyebilme
ozelligine sahiptir. Fenolat anyonu FCR reaksiyonundan olugsan mavi renkli bilesen

fenolik maddenin yapisindan bagimsizdir.

Bu metot basit, duyarli ve kesinligi yiiksek bir metottur. Ancak reaksiyon asidik
pH’ta yavastir ve spesifikligini kaybeder. Metodun en 6nemli dezavantaji, ortamda
bulunan ekstrakte edilebilir proteinleri de ekstrakte etmesidir. Bu nedenle spesifik bir
metot olarak kabul edilmemektedir. Ayrica metodun diger bir dezavantaji da analiz
sirasinda ortamda bulunan askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesime

ugramasidir [26].

Fenol referans standardi olarak gallik asit kullanilir. Fakat bazi kaynaklarda farkli
standartlara da rastlanmistir. Burada bahsedilen yontemlerden farkli olarak hidrojen
peroksit yakalama, hidroksil radikali yakalama, siiper oksit anyon yakalama gibi

yontemlerde mevcuttur.

Standart bir analizin eksikliginden dolayi, farkli arastirma gruplar1 tarafindan rapor
edilen sonuglar1 karsilastirmak zordur. En 6nemli problem gidalardaki ve biyolojik
orneklerde ki antioksidan aktiviteyi giivenilir sekilde 6l¢en analiz metotlarinin

validasyon eksikligidir.

Antioksidan aktivitesi 6l¢lim metotlarini standartlastirmak anlamli karsilastirmalar

yapabilmek ag¢isindan olduk¢a dnemlidir.

Standartlastirilmis bir metot;

1. Potansiyel uygulamalarda ki kimyasal olaylar1 dnlemelidir.

2. Biyolojik olarak alakal1 bir radikal kaynagi igermelidir.

3. Basit olmalidur.

4. Metot belirli bir son nokta ve kimyasal mekanizmaya sahip olamlidir.
5. Enstriimanlar kolaylikla temin edilebilmelidir.

6. Tekrarlanabilirlik iyi olmalidir.

7. Metot farkl radikal kaynagi kullanilarak lipofilik ve hidrofilik antioksidanlara

uyarlanabilmelidir.
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4. ORGANIK ASITLER

Molekiiliinde —OH ve —COOH gruplar1 bulunan dogal bilesiklere organik asit denir.
Bu asitler meyve ve sebzelerde degisik cins ve miktarlarda ama daima suda erimis
halde bulunurlar. Genellikle serbest halde, bir kismi1 da tuz, ester gibi bilesikler

¢Ozlinmiis seklinde bulunur.

Meyvelerin icerdigi organik asitlerin ¢esit ve miktarlarinda ¢ok biiylik farkliliklar
vardir. Bazen bir, bazen de iki tiir organik asit baskin miktarda bulunabilir. Ornegin
liztimlerde tartarik asit, elmalarda malik asit, turunggillerde sitrik asit baskin iken;

armutlarda malik asit ile sitrik asit miktarlar1 birbirine yakin degerlerde bulunurlar.

Meyve ve sebze sularinin iiretiminde de tatlandiricit veya koruyucu olarak organik
asitler kullanilir. Tatlandiric1 olarak ozellikle sitrik asit tercih edilir. Onun disinda
tartarik, fumarik ve fosforik asit de kullanilir. Benzoik asit ise koruyucu olarak
kullanilir [31].

4.1 Visnede Tayin Edilen Organik Asit ve Ozellikleri

4.1.1 Malik asit

Malik asit, visnede bulunan organik asittir. Diger ad1 elma asididir. Sert ve yumusak

cekirdekli meyvelerde toplam asitligin %50-90’1 malik asittir.

Malik asit, kapali formiilii C4HgOs, molekiil agirligi 134.09 g/mol olan dibazik bir
hidroksi asittir. Kokusuz, beyaz, kristal tuz halinde ya da tanecik halinde, eksi
tattadir. Birgok bitkide tuz halinde veya serbest halde bulunur.

Malik asidin 3 tane stercoizomeri vardir. Bunlar; optik¢e akif olan D(+)-malik asit,

L(-)-malik asit ve rasemik DL-malik asittir.
L(-)-malik asit: 101°C’de erir.

D(+)-malik asit: DL-malik asidin ayristirilmasi ile L(-) malik asitten tiretilebilir.
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DL-malik asit: Ergime noktas1 130°C’dir. Aspartik siiksinik ve tartarik asitlerden

cesitli yollarla yapay olarak elde edilebilir.

Malik asit, aroma diizenleyici olarak alkolsliz igeceklerde, taklit recel, jole ve
sekerleme yapiminda killanilir. Ayrica, visne ve diger meyve sularindan hazirlanan

iceceklerde renk stabilizatorii olarak kullanilir [31].

COOH COOH
H——C——OH HO—C—H
CH, CH,
COOH COOH
D(+)-Malik Asit L(-)-Malik Asit
Rasemik Asit

Sekil 4.1 : Malik asit izomerleri.

4.1.2 Sitrik asit

Sitrik asit (2-hidroksi-1,2,3-propan trikarboksilik asit), eksi tadi, diisiik toksisitesi,
emiliminin kolay olmasi ve suda ¢oziiniirligiinden dolayr gida, ilag ve kozmetik
endiistrilerinde, asitligi diizenleyici, aroma arttirici, koruyucu, selat olusturucu,

oksidasyonu 6nleyici ve emiilgator olarak genis kullanim alanina sahiptir [32].

O CH
HO
HO OH
o
0

Sekil 5.1 : Sitrik asit.
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5. DENEYSEL KISIM

5.1 Kapiler Elektroforez Yontemi ile Organik Asit Tayini

5.1.1 Kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

PDC (Pridinyum Dikromat), CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir) Merck’ten
(Darmstadt, Almanya); malik asit Sigma-Aldrich’den (Almanya) temin edilmistir.
Biitiin ¢ozeltiler Elga Purelab Option-Q model sistemi ile elde edilen saf su
kullanilarak hazirlanmistir. Visneler ve visne sular1 farkli yerel marketlerden temin

edilmistir.

Bu uygulamada optimum ayrim i¢in tampon 5 mM 2,6-pyridinedicarboxylic acid
(PDC), 0.1 mM N-Cetyl-N,N,N-trimethyl ammonium bromide (CTAB) olarak
se¢ilmistir. Tampon ¢6zelti NaOH yardimiyla pH 6’ya ayarlanmigtir. PDC bir
kromofor olarak dolayli dedeksiyonu, CTAB pozitif yiiklii bir yiizey aktif madde

olarak kapiler i¢ duvarinin pozitif olarak ytliklenmesini saglamistir.

Malik asit stok ¢ozeltisi 5 mM derisimde hazirlanmistir. Sonrasinda hazirlanmis stok

¢ozeltiden saf su ile istenilen oranlarda seyreltilerek numuneler hazirlanmstir.

Visne sulari, taze visneden ve ticari visne sularindan elde edilmistir. Visne sular1 0,5
um’lik mikro filtreden stiziilip, 400 kat seyreltilerek kapiler kolona enjekte

edilmistir.

5.1.2 Cihazlar ve enjeksiyon kosullar:

Tampon c¢ozeltinin pH’1 Thermo Scientific marka pH metre ile ayarlanmistir.
Ayirma, CE enjeksiyon sistemi (Prince Technologies BV, Emmen, Netherlands) ile
kombine UV Visible dedektor (Lambda 1000, Bishoff, Leonberg, Germany)
kullanilarak yapilmistir. Otomatik kapiler yikamasi, Ornek enjeksiyonu, voltaj
uygulamasi ve verilerin degerlendirilmesi DAx 8.0 Data Acquisition and Analysis

programinda yapilmistir. Aymrim 30 kV potansiyel uygulanarak 25°C’de,
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enjeksiyon 50 mbar basingta 6 saniyede gergeklestirilmistir. Enjeksiyon negatif
kutuptan yapilmistir. Dedeksiyon 210 nm’de yapilmistir.

Kullanilan silika kapiler kolon 75 pm 1i¢ c¢apma sahiptir ve Polymicro
Technologies’den (Phoenix, AZ, Amerika) temin edilmistir. Toplam uzunlugu 65cm
ve etkin uzunlugu 55 cm’dir. Kapiler kolon ilk kullanimda 1 M NaOH ile 30 dakika,
su ile 10 dakika siireyle muamele edilmistir. Giin baslarinda kapiler kolon 1M NaOH
ile 15 dakika, su ile 5 dakika ve tampon ¢ozelti ile 10 dakika siireyle yikanmustir.

Enjeksiyon aralarinda 1,5 dakika tampon ¢ozelti ile yikama yapilmistir.

5.2 Antioksidan Tayini

5.2.1 Kullamlan kimyasallar ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), FeCl;.6H20 (Demir Kloriir), CH3COONa.3H20
(Sodyum Asetat), TPTZ (tripridiltriazin), HCl (Hidroklorik Asit) Merck’den
(Darmstadt, Almanya) temin edilmistir.

20 mg/L DPPH ¢ozeltisi metanolde hazirlanmistir. 20 mM FeCl3.6H20; 0,3 M
CH3COONa.3H20; 10 mM TPTZ(40Mm HCI’ de ¢oziindiiriilmiis) standartlari
hazirlanmstir.

5.2.2 Cihaz

Antioksidan tayini i¢in Shimadzu UV-VIS spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

5.2.3 DPPH yoéntemin ile antioksidan tayini

20 pL vigne suyu Ornegi, 1980 uL. DPPH ile karigtirilarak 30 dakika karanlikta
bekletilir ve 515 nm’de absorbanslari dlgiiliir. Deaktivite ylizdesi 5.1°deki esitlikle

hesaplanir.

Kontrol(abs) — Ornek(abs)
Kontrol{abs)

« 100 (5.1)

5.2.4 FRAP yontemi ile antioksidan tayini

Hazirlanan standartlar 1:1:10 (v:viv) oraninda 20 mM FeCl3;.6H20; 0,3M
CH3COONa.3H20; 10mM TPTZ kanstirilarak 10 dakika 37°C° de inkiibasyon
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islemi uygulanir. 50 pL visne suyu 6rnegi, 1950 pL standart ¢ozelti ile karistirilarak
tekrar ayni islem uygulanir ve 10 kat oraninda seyreltilerek 593 nm’de absorbansi
Olctiliir. Bu yontem igin FeSO4’lin kalibrasyon grafigi cizilmis ve antioksidan

kapasitesi mmol Fe*?/L cinsinden hesaplanmustir.
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6. SONUCLAR

6.1 Kapiler Elektroforez Yontemi ile Organik Asit Tayini

Visne suyu Orneginde organik asit olarak sadece malik asit tespit edilmistir. Sekil
6.1’deki a elektroferogrami 1/400 oraninda seyreltilmis visne suyuna aittir. b

elektroferogrami ise 1/400 oraninda seyreltilmis visne suyuna malik asit eklenmis

Ornektir.
s
12072220 .da1
000 ““‘=’=~='-”'““—-=r—:r'w=-"--.u~r—*"’”|| e T
[ ]
= -3 032 —
]
5
2 | H
o a
< 501
1 b
| T
0 2 1
Zaman (d akika)

Sekil 6.1: Taze vigne suyuna ait elektroferogram.

Ticari meyve sularinda malik asit yaninda koruyucu olarak katilan ve meyve
sularmin etiketinde de belirtilen sitrik asit varligi tespit edilmistir. Sekil 6.2°deki a
piki 1:500 oraninda seyreltilmis ticari visne suyuna sitrik asit eklenmis Srnektir, b

piki ise ticari visne suyundaki malik asit pikidir.
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Sekil 6.2 : Ticari visne suyuna ait elektroferogram.

6.1.1 Hesaplamalar

Visne suyundaki malik asit miktarin1 hesaplamak i¢in 0,1 mM- 3 mM standart malik

asit konsantrasyon araliginda kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

16 -
14 - y = 5,0069x+0,1301
R2=0,9987
12 -
=
S 10 -
N 8
-
= 6
-
4
2 -
0 T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Malik Asit Derisimi (mM)

Sekil 6.3: Malik asit kalibrasyon grafigi.
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Cizelge 6.1 : Visne gesitlerindeki malik asit ve sitrik asit miktarlari.

Visne Cesidi Malik Asit Miktar1 (g/L) Sitrik Asit Miktar (g/L)
Kiitahya 1 25,0+0,7 X
Kiitahya 2 40,4+0,7 X
Kiitahya 3 30,9+1.4 X
Kiitahya 4 34,6+0,7 X
Kiitahya 5 26,0+0,8 X
[zmir 28,0+1,2 X
Yalova 24,8+0,9 X
Ticari 1 5,85+0,04 (0,66+0,02).10°
Ticari 2 5,73+0,08 (2,31+0,04).10°
Ticari 3 6,03+0,08 (0,83+0,05).10°
Ticari 4 5,64+0,05 (2,46+0,04).10°

Kalibrasyon denklemine dayanarak yapilan hesaplamalara gore yukaridaki malik asit

ve sitrik asit miktarlar1 bulunmustur.

Cizelge 6.2 : Malik asit ve sitrik asit geri kazanim yiizdeleri (sirasiyla).

Spike (mM) Geri Kazanim (%)
0,44 % 97-99
0,88 % 98-96

1,7 % 98-102

Tekrarlanirlik i¢in 10 defa arka arkaya enjeksiyon yapilmig ve % RSD 4,03 olarak

bulunmustur.

6.2 Antioksidan Tayini
DPPH ve FRAP yontemiyle elde edilen sonuglar Cizelge 6.2 ve 6.3°de verilmistir.

Cizelge 6.3: DPPH yontemiyle elde edilen deaktivite sonuglari.

DPPH %

Kiitahya 1 82,6£1,6
Kiitahya 2 81,1+3,8
Kiitahya 3 86,0+3,4
Kiitahya 4 83,9+1,1
[zmir 83,3+0,2
Yalova 86,0+0,9
Ticari 1 33,9+1,9
Ticari 2 73,4+4,9
Ticari 3 66,0+2,8
Ticari 4 68,0+4,2
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Cizelge 6.4: FRAP yontemiyle elde edilen antioksidan miktarlari.

FRAP (mmol Fe*/L)

Kiitahya 1 68,22 +0,58
Kiitahya 2 71,06+£0,45
Kiitahya 3 65,88+1,31
Kiitahya 4 69,12+0,76
[zmir 71,79+0,76
Yalova 67,43+0,45
Ticari 1 29,42+0,27
Ticari 2 50,53+0,63
Ticari 3 50,22+0,31
Ticari 4 45,92+0,13

DPPH ile bulunan deaktivite sonuglarinda taze visnelerin deaktive ylizdeleri % 81,1-

86; visne sularmin ise % 33,9-73,4 arasindadir.

FRAP yontemi ile yapilan sonuglarda da taze visnelerin antioksidan kapasiteleri

visne sularindan daha iyidir.

Bulunan DPPH ve FRAP degerleri arasinda yiiksek korelasyon (R*>0,80)

saptanmistir. Korelasyon grafigi Sekil 6.3’de verilmistir.

100 -
90 - y=1.0543x+12.262
30 - R*=0.8732 &
70 - *
X 60 -
= 50 -
g 40 -
30 - ¢
20 -
10 -
0 ; ; ; ; ; ; ; .
0 10 20 30 40 50 60 70 80
FRAP (mmol/L)

Sekil 6.4: FRAP-DPPH korelasyonu.
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7. TARTISMA VE YORUM

Yapilan denemeler sonucu organik asitlerin kapiler elektroforez yontemi ile
analizleri uygun tampon olarak segilen pH 6’da 5 mM PDC ve 0,1 mM CTAB
¢Ozeltisinde 6 saniye hidrodinamik enjekesiyon ile gerceklestirilmistir. Taze visne
sularinda sadece malik asit saptanirken, ticari meyve sularinda malik asit yaninda
koruyucu olarak katilan ve etiketlerinde de belirtilen sitrik asit varligi tespit
edilmistir. Yontemin malik asit ve sitrik asit igin tekrarlanirligi % 4,03 (%RSD)
olarak hesaplanmustir. Malik asidin minimum tespit sinir1 (LOD) 0,01 mM, sitrik
asidin minimum tespit smir1 (LOD) 0,002 mM olarak bulunmustur. Malik asidin
minimum &lgiim sinir1 (LOQ) 0,035 mM, sitrik asidin minimum &lgtim sinir1 (LOQ)
0,007 mM olarak saptanmigtir. Yontemin dogrulugu, analiz edilen 6rneklere farki
konsantrasyonlarda malik asit ilavesi ile kontrol edilmis ve geri kazanim degerleri ise

%97-102 degerleri arasinda bulunmustur.

Visne sularinin antioksidan kapasiteleri iki farkli yontemle saptanmis ve iki yontem

sonuclar yiliksek koralasyon gostermistir.
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