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Askorbik asit (AA), bircok yiyecek ve icecekte C vitamini olarak bilinen ve antioksidan 6zelligi olan en
onemli suda ¢OzUniur organik biyomolekildir. Gidalarin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesine
yonelik gelistirilen farkli yontemlerin sayisi giderek artmaktadir. Kagit tabanl mikroakiskan analitik
cihazlar (uPAD'ler), son yillarda hizl, basit ve uygun maliyetli saha analizlerinin gelistiriimesinde
uygulanmaktadir. Gelistirilen bu analizler, laboratuar donanimli kalitatif ve kantitatif analizlere
alternatif olarak kullaniimaktadir. Bu galisma kapsaminda, askorbik asit tayini icin kagit tabanli
kolorimetrik bir yontemin uygulamasi yapilmistir. Whatman filtre kagitlari tzerinde vaks kalem
yardimiyla hidrofobik bariyerli geometrik sekiller olusturulmustur. Bu sekillerin igerisinde AgNO;

Anahtar kelimeler
Antioksidan aktivitesi;

Askorbik asit; Kagit ¢ozeltisinin  antioksidan varliginda indirgenmesi prensibi kullanilarak meydana gelen renk
tabanl analizler; donustmlerinin gorintileri akilli telefon kamerasi yardimiyla kaydedilmistir. Standart AA ¢ozeltilerinin
Gorintl isleme konsantrasyonlarinin tespiti icin ImageJ yazilimi, goriintl isleme prosesinde kullaniimistir. 0,2 ile 1,0

mM araliginda AA konsantrasyonlari icin dogrusal kalibrasyon egrileri gri 6l¢ek ve RGB (Kirmizi-Yesil-
Mavi) degerlerinde elde edilmistir. Kalibrasyon egrilerinin determinasyon katsayisi (R2) sirasiyla; gri
oOlgek icin 0,9389, Kirmizi, Yesil ve Mavi kanallar igin 0,9728, 0,9628 ve 0,8859 olarak hesaplanmistir.
Yiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) standart bir yontem olarak kagit tabanli yontem ile
karsilastirmak icin kullanilmistir. Gergek gida 6rneginde askorbik asit tayini icin taze sikilmis portakal
sulari kullanilmistir. HPLC yontemiyle kolorimetrik yontem sonucu portakal sularinda belirlenen
askorbik asit degerleri istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Determination of Ascorbic Acid (Vitamin C) with Paper Based
Colorimetric Method

Abstract

Ascorbic acid (AA) is the most important water-soluble organic biomolecule with antioxidant properties,

known as vitamin C in many foods and beverages. The number of different methods developed for the

determination of antioxidant properties of foods is increasing. Paper-based microfluidic analytical

devices (LPADs) have been applied in the development of fast, simple, and cost-effective field analyzes

in recent years. These developed analyzes are used as an alternative to laboratory-equipped qualitative

Keywords and quantitative analyzes. In this study, a paper-based colorimetric method was applied for the

Antioxidant activity; determination of ascorbic acid. Geometric shapes with hydrophobic barrier were created on Whatman

Ascorbic acid; Paper filter papers with the help of a wax pen. Using the principle of reduction of the AgNOj3 solution in the

presence of antioxidants in these shapes, the images of the color transformations were recorded with

the help of a smartphone camera. ImagelJ software was used in the image processing to determine the

concentrations of standard AA solutions. Linear calibration curves for AA concentrations in the 0,2 to

1,0 mM range were obtained in grayscale and RGB (Red-Green-Blue) values. The coefficient of

determination of the calibration curves (R2), respectively; 0,9389 for grayscale, 0,9728, 0,9628, and

0,8859 for Red, Green, and Blue channels. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used

as a standard method to compare with the paper-based method. Freshly squeezed orange juice was

used for the determination of ascorbic acid in the real food sample. The ascorbic acid value determined
in orange juices by HPLC and colorimetric methods were statistically compared.

© Afyon Kocatepe Universitesi.

1. Giris norolojik, kardiyovaskiler, kanser ve diabetik

based assays; Image
processing

hastaliklarin ~ 6nlenmesinde  faydali  oldugu
belirtilmektedir (Maritim et al. 2003). Antioksidanlar
enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak iki ana

insan sagligi acisindan; antioksidanlarin belirlenen
miktarlarinin diizenli olarak tiuketilmesi sonucunda;

reaktif oksijen gruplarinin yol acabilecegi pek cok
grupta toplanmistir. Enzimatik antioksidanlara;
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(SoD),
olarak

endojen katalaz, slperoksit dismutaz

glutatyon (GPX)
gosterilebilir (Jeeva et al. 2015). Enzimatik olmayan

peroksidaz ornek

antioksidanlar birgok besinsel kaynaktan elde
edilebilmekte olup en yaygin olarak bulunanlar
polifenolik  bilesiklerdir. Diger ornekleri ise;
vitaminler (A,E,C), karotenoidler, organosiilfir ve

minerallerdir (Ratnam et al. 2006).

Vitamin C olarak da bilinen askorbik asit (AA),
oksidanlar ve serbest radikaller ile reaksiyona
girerek onlari  s6nimlendiren  6nemli  bir
antioksidandir. Gidalarda dogal olarak bulunur ve
esas kaynagi agirlikli olarak meyve ve sebzelerden
olusmaktadir (Carr and Vissers 2013). Demir ve bakir
gibi metal iyonlarinin varligi, oksijen, 1sik, ezme,
kesme, dograma, yikama, pisirme veya konserve
islemleri gidalarda AA’da 6nemli kayiplara neden
olur.  Askorbik

kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet, goz,

asidin, enfeksiyon, obezite,
kemik, deri ve Ureme hastaliklari miicadelesinde rol
aldigi ve olumlu etkileri bilinmektedir (Ugur et al.
2020). L-askorbik asidi
sentezleyememektedir ve disaridan alinmasi
elzemdir (Lykkesfeldt and Tveden-Nyborg 2019).

Gidalarda AA iceriginin belirlenmesine yonelik;

insan viicudu

spektrofotometrik, elektrokimyasal ve
kromatografik analizlerin de icerisinde oldugu farkh
yontemler gelistirilmistir (Dennison et al. 1981,
Washko et al. 1989, Washko et al. 1992, Lykkesfeldt
et al. 1995, Glglu et al. 2005, Kapur et al. 2012,

Pisoschi et al. 2014).

Laboratuvar ortamlarinda yapilan analizler; kurulum
maliyetleri, uzman personel ihtiyaci, analizler igin
gereken kimyasal sarfinin fazlaligi ve depolama
kosullar, pahali analiz enstriman ve cihazlarin
gerekliligi gibi pek cok maliyetli bileseni bir arada
icermektedir. Gida, tibbi, kimyasal ve biyolojik
laboratuvar

analizler icin alinan numunelerin

ortaminda analizi icin bulunduklari yerden
tasinmalari, fazla miktarda alinmalar gerekliligi gibi
durumlar yapilacak analizlerin slrelerini artirmakta
ve uygulanabilirliklerini zorlastirmaktadir (Pinchuk
et al. 2012). Son zamanlarda, tasinabilir analiz
platformlarinin artan

gelistirilmesine  yonelik

seviyede bir ilgi olusmustur. Fonksiyonel olarak bir

araya getirilmis sirali laboratuvar islemlerini tek bir
tasiyicl Uzerinden laboratuvar disinda ve sahada
uygulanabilir hale getiren bu platformlar ayni
zamanda; dislk kimyasal kullanimi, disaridan ener;ji
ihtiyag
gerektirmeden hizli ve hassas analiz sonuglarinin

kaynagina duymamasi  ve uzmanlik
alinmasini saglamislardir (Whitesides 2006, Hawkins

and Weigl 2010, Hu et al. 2014).

Diinya Saglik Orgiiti’nin (WHO) gelismekte olan
Ulkeler igin ©ngdrduglu analitik teshis ve tani
yontemlerinin; distik maliyetli, hassas, spesifik,
kullanici dostu, hizli ve tekrarlanabilir, ekipman
gerektirmeyen ve son kullaniclya sonug verebilir
(ASSURED) olmasi beklenmektedir (Mabey et al.
2004). Bu ozelliklere sahip kagit lizerine hidrofobik
bariyerlere sahip hidrofilik kanallar ile olusturulan
platformlara kagit tabanh mikroakiskan analitik
(UPADs) MPADs;
tasinabilirlikleri, disiik maliyetli olmalarn ve kolay

sistemler denilmektedir.

uygulanabilirlikleri sayesinde az gelismis ve
gelismekte olan (lkeler agisindan analizin saha
kosullarinda hizli ve gilvenilir bir sekilde yapilmasini
saglamaktadirlar (Martinez et al. 2010). Kagit tabanli
mikroakis sistemler, laboratuvarlardaki karmasik ve
pahali analiz yodntemlerine alternatif olarak
kullanilabilirler. Gida, icecek ve sulardaki patojen ve
toksinlerin belirlenmesinde etkili ve hizli sonuglar
alinabilir. Bu sayede (reticiler ve tlketiciler olasi
tehditlere karsi onceden onlemlerini alabildikleri
gibi, olumsuz durumlarda sorumlu merciler de geg
olmadan uyarilmis olurlar (Busa et al. 2016, Hua et

al. 2018).

Gidalarda ve iceceklerde bulunan askorbik asit
miktarinin insan saghgi, gida givenligi ve kalitesi
acisindan yiksek hassasiyetle analiz edilmesi kritik
oneme sahiptir. Bundan dolayi cabuk tiketilmesi
gereken veya raf omri kisa olan gida maddelerinde
hizli ve maliyeti dlstk analiz yontemlerinin
gelistirilmesi ve kullaniimasina yonelik yapilan
¢alismalarin sayisi son zamanlarda artis gbstermistir.
Bu calisma kapsaminda; dusik maliyetli, hizh ve
hassas, laboratuvar ve enstriman kullanimi
gerektirmeden saha analizlerinde kullanilabilecek,
kagit tabanli analitik sistem (zerinden askorbik asit

tayini icin bir yontem gelistirilmistir.
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2. Materyal ve Metot

Sodyum Hidroksit (NaOH), Fosforik asit (HsPO4), 2-
morfolinoetanesulfonik asit monohidrat (MES),
Bromkresol yesili, glimUs nitrat (AgNOs), L-Askorbik
asit, saf etanol (ACS reagent) Sigma-Aldrich (Merck)
firmasindan, Whatman 1, Whatman 4, Whatman 5,
Whatman 40, Whatman 41, Whatman 42, Whatman
44 numarali filtre kagitlari Whatman® markasindan
temin edilmistir. BUtlin ¢ozeltiler ultra saf su (18
MQ.cm) ile hazirlanip kullaniimistir.

MES
morfolinoetanesulfonik asit

tamponu (0,05 M, pH 6,5 2-
mono hidrat ile
hazirlanmis  olup NaOH ile

ayarlanmigtir. Hazirlanan tampon ¢ozeltiler 0,45’lik

pH’si  derisik
mikrofiltreden gegirilerek yabanci maddelerden ve

istenmeyen safsizliklardan arindirilarak

kullanilmistir.
2.1 Kagit Tabanlh Kolorimetrik Yontem

Gelistirilecek olan kagit tabanli kolorimetrik yéntem
icin Whatman filtre kagitlari kullaniimistir. Bu
amagla Whatman 1, Whatman 4, Whatman 5,
Whatman 40, Whatman 41, Whatman 42, Whatman
44 numarali yedi farkli filtre kagidi kullanilarak
Gzerlerine hidrofobik daire ve kare sekiller
cizilmistir. Dairelerin ¢aplari 10 mm ve 18 mm olacak
sekilde, karelerin ise bir kenar uzunlugu 10 mm
olacak sekilde vaks kalemiyle cizimler yapilmistir.

Kagit Uzerine olusturulacak hidrofobik bariyerli
farkh  cap ve kenar

geometrik  sekillerin

uzunluklarinda 1slanabilirlik ve kapiler etkileri

incelenmistir.

Hidrofobik bariyerlerin olusturulmasinda vaks
kalemi ve Sharipe® China markér kalemler
kullanilmistir. Her bir kagit 100 °C’'de 1 dakika
boyunca isiticih plakada bekletilmistir. Bu sayede
ylzeyde olusturulan hidrofobik bariyerlerin kagit
kesit kalinhginda daha derin katmanlara nifuz
etmesi saglanmistir.

Kagit Gzerine hazirlanan ¢ozeltiler 20 ul olarak
damlatilmis ve kurumaya birakilmistir. Gorianti
isleme ve renk analizleri icin Imagel programi
kullanilmistir. Bu programlarda gorintileri alinan
analitik  hicrelerin  renk

kagit ylzeylerdeki

donlisumi sonucu RGB ve Gri Olcek (Grayscale)

degerleri elde edilerek kalibrasyon egrileri

olusturulmustur. Her reaksiyon hiicresi
paralel
Uretilmistir. Renk anazlizleri igin her hicrede (g

alinarak

tanimlanirken g calisilacak  sekilde

tekrarh calisilmis ve ortalama degeri
standart sapmalari hesaplanmistir.

2.2 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
Yontemi

Askorbik asidin belirlenmesinde referans yontem
olarak HPLC cihazi kullaniimistir. Standart askorbik
asit ¢ozeltileri 0,2-1,0 Mm konsantrasyon araliginda
hazirlanmistir. Kromatografi kosullari olarak Ultra
Aqueous C-18 250 mm X 4,6 mm X 5um kolonu ve
sicakhgi 25 oC, 1 ml/dak. Akis hizi, 10 ul enjeksion
hacmi, PDA dedektér 245 nm’de o6lgim yapacak
sekilde ayarlanmistir. izokrotik sistemde hareketli
faz olarak %0,1 formik asit sulu c¢ozeltisi
kullanilmistir (de Quirds et al. 2009). Elde edilen
“Shimadzu LC
programi kullanilarak askorbik asidin kalibrasyon

kromatogramlardan Solution”

egrisi olusturulmustur.

Gergek ornek denemeleri icin taze sikilmis portakal
suyu kulanilmistir. Hazirlanan portakal sulari oda
sicakliginda kapali ve 151k gecirmez bir ortamda kaba
filtre kagidindan gegirilerek stiztilm{iistir. Elde edilen
szlntlide bulunan askorbik asit miktarlari; kagit
tabanli kolorimetrik yontem ve HPLC yontemi
kullanilarak sonuglari

tespit  edilmis  ve

karsilastiriimistir.

Cizelge 1. Whatman filtre kagitlarinin fiziksel 6zellikleri

Filtre Sinifi  Sekil ve Teknik Ozellikleri
Boyutlari
Whatman 1  Dairesel Cap: Pargacik tutma: 11um
110 mm Kesit Kalinlik: 180 pm
Birim Agirlik: 87 g/m2
Stizme-Ayirma Hizi: 150s/100 mL
Whatman 4  Dairesel Cap: Pargacik tutma: 25 pm
90 mm Kesit Kalinhk: 210 pm
Birim Agirlik: 92 g/m2
Stzme-Ayirma Hizi: 37s/100 mL
Whatman 5 Dairesel Cap: Pargacik tutma: 2,5 pm

110 mm Kesit Kalinlk: 200 pm
Birim AZirlik: 100 g/m?

Stzme-Ayirma Hizi: 1420s/100 mL

Whatman 40 Dairesel Cap: Pargacik tutma: 2,5 pm
110 mm Kesit Kalinhk: 200 um
Birim Agirlik: 100 g/m?
Stizme-Ayirma Hizi: 1420s/100 mL
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Whatman 41 Dairesel Cap: Pargacik tutma: 20-25 pum
90 mm Kesit Kalinlik: 220 um
Birim Agirlik: 85 g/m?2
Stizme-Ayirma Hizi: 54s/100 mL

Whatman 42 Dairesel Cap: Pargacik tutma: 2,5 pum
90 mm Kesit Kalinlik: 200 um
Birim Agirlik: 100 g/m?
Stizme-Ayirma Hizi: 1870s/100 mL

Whatman 44 Dairesel Cap: Pargacik tutma: 3 um
90 mm Kesit Kalinhk: 180 um
Birim Agirlik: 80 g/m?

Stizme-Ayirma Hizi: 975s/100 mL

3. Bulgular ve Tartisma

Askorbik asit miktarinin tayini icin gerekli olan kagit
tabanh icin  Whatman Filtre kagitlan
kullanilmistir. Filtre kagitlarina ait teknik o6zellikler
Cizelge 1.de gosterilmistir. Tabloda gosterilen yedi
farkli Whatman filtre kagidina, vaks kalemleri

sistem

kullanilarak  Uzerlerine  hidrofobik  desenler
olusturulmustur.  Farkh  derecelerdeki filtre
kagitlarina daire ve kare sekiller cizilmistir.

Dairelerin ¢aplari 10 mm ve 18 mm olacak sekilde,
karelerin ise bir kenar uzunlugu 10 mm olacak
sekilde yedi farkli Whatman filtre kagidina vaks
kalemiyle gizilmistir. Her bir kagit 100 2C’de 1 dakika
boyunca isiticili plakada bekletilmistir. Bu sayede
ylzeyde olusturulan hidrofobik bariyerlerin kagit
kesit kalinhginda daha derin katmanlara niifuz
etmesi

saglanmistir. Bu sayede analit olarak

kullanilacak ¢ozeltilerin ve o6rneklerin  kagidin
belirlenen alani icerisinde yayilmalari ve hidrofobik
bariyerin disina tasmamasi saglanir. Hazirlanan filtre
kagitlarina daha 6nceden hazirlanmis olan 1 mM
bromkresol vyesili indikatéri 20 ul damlatilarak,
kagitlarin hidrofobik bariyer olusturma ve sivi
yayllma-ayirma etkinligi karsilastiriimistir. Yedi farkli
Whatman filtre kagidina olusturulan desenler ve
bromkresol yesili indikatorinin yayilmasi Sekil 1.’de
gosterilmistir.

” "
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Sekil 1; Whatman filtre kagitlari Uzerinde hidrofobik
bariyerli geometrik sekillerin olusturulmasi ve test
edilmesi (Yukaridan asagi sirali No;1,4,5,40,41,42,44)

Whatman 5, 40, 42 filtre kagitlarinda olusturulan
hidrofobik bariyerlerin 10 mm ¢aph dairesel
sekillerde sizinti yaptiklari gérilmektedir. Bu durum
analit kaybina ve reaksiyonun istenen hiicrede
gerceklesmeden disari sizarak renk déntsimiine
dayali 6lcimlerde hataya sebep olacaktir. Sizintinin
gozlendigi filtre kagitlarinin fiziksel o6zellikleri
incelendiginde kesit  kalinlig,
agirhklarinin yiiksek ve stizme-ayirma hizlarinin ise
distk oldugu ve bu sebeple yeterli vaksin kagidin

gozeneklerini

kagit birim

dolduramamasindan dolayi
bromkresol yesili ¢ozeltisinin bariyerlerin disina
sizma yaptigl dusinilmektedir. Whatman 4 filtre
kagidi kesit kalinhgi yiksek olmasina ragmen sizinti
olmadan; ayirma-sizme hizinin 37s/100mL ile en
yuksek filtre kagidi olmasindan dolayi; eriyen vaksin
doldurarak  hidrofobik  bariyer
olusturabildigi gozlenmistir. 10 mm c¢apa sahip
dairesel sekilde,
seyrelmesi

gozenekleri

reaksiyona girecek analitlerin
Onlenecegi, disik  hacimlerde
cahsilabilecegi ve birim alanda daha fazla miktarda
etken maddenin bulunmasini

secilmistir.

saglayacagl icin

Sizinti  yapmayan filtre kagitlan
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icerisinden Whatman 1 filtre kagidi; ucuz, kolay
bulunabilirligi ve uygulamalarda iyi performans
gosterdigi  icin bundan  sonraki
denemelerde kullaniimistir.

secilerek

Elektron transferine (ET) dayali reaksiyon modeli

gelistirilen  kagit tabanli analitik yontemde

kullanilmak igin segilmistir. Elektron transferi igin
AgNO; c¢Ozeltisi hazirlanarak burada bulunan Ag*

iyonlarinin antioksidan varliginda indirgenmesi
sonucu  yiksiz Ag atomlarinin  olusmasi
prensibinden vyararlaniimistir. Denklem (1)'de

gosterilen elektron transferinde, ¢ozelti halinde
oksidatif radikal
askorbik asit tarafindan indirgenerek bulundugu
kolloidal nanopargaciklar
olusturmaktadir. Bu sirada renksiz olan AgNO;

olarak davranan Ag* iyonlar

ortaminda glimdis
¢Ozeltisiindirgenen glimus iyonlari sayisina gére agik
saridan koyu gri-sari renklere dénismektedir.

AgNOs - Ag* + NO3
e” +Ag*t - Ag° (1)

Gelistirilen ~ yontemde renk  donlsiminin

antioksidan olarak askorbik asit ve radikal olarak Ag*
iyonlarindan gerceklestigini test etmek icin bir
2./de

hidrofobik bariyerli 10 mm capindaki dairesel test

deney dizenegi olusturulmustur. Sekil
hicrelerindenilk hiicreye sadece 1 mM askorbik asit
¢Ozeltisi, ikinci hiicreye 10 mM AgNOs 20 ul olacak
sekilde damlatilmistir. Baslangicta her iki ¢ozelti de
berrak ve renksizdir. Uglincii test hiicresinde ise
AgNOs lizerine askorbik asit ¢ozeltisi damlatiimis ve
renk dénitsim 1 dakika icerisinde gerceklesmistir.

v

AA AgN(is
| fi!llllllll"ll_
3 £

Sekil 2. radikal+antioksidan

varliginda gerceklesmesi, 1) askorbik asit 2) gims nitrat

Renk donidsimiiniin

3) askorbik asit+glimis nitrat

AgNO; sabit
konsantrasyon olarak 10 mM belirlenmistir. Calisilan

¢Ozeltisi saydam ve berraktir,

konsantrasyon araliginda elektron transferini
gerceklestiginde askorbik asitten daha fazla sayida
Ag* iyonun bulunmasi sinirlayici etkinin ortadan
kalkmasi icin gerekmektedir. AgNO3 ¢ozeltisinden,
Whatman 1 filtre kagidinda hazirlanan 10 mm
capindaki 6 dairesel hicreye 20 ul damlatiimistir.
Kurumasi beklendikten sonra ise 1 mM bromkresol
yesili ayni hacimde hiicreler icerisine damlatilarak
kurumasi beklenmistir. Bromkresol yesili indikatori
bu yontemde 50 mM MES tamponunda pH 6,5
olacak sekilde hazirlanmistir. Bromkresol yesilinin
bu yontemde kullanilmasi hem renk dénistiminin
baslangigile olan farkini gérsel ve sayisal olarak daha
iyi hesaplanmasina katki saglamak hem de
tamponlama yaparak pH donlsimlerinde segici
olarak gérev almasini saglamaktir. Radikal Gzerinden
indirgeme gerceklesmediginde ve ortamda pH
donlisimi oldugunda hatali pozitif degerlerin gorsel

olarak kolayca tespit edilmesi saglanmistir.

Askorbik asidin 0,2-1,0 mM arasi
hazirlanarak 20 ul

derisimleri
kor hari¢ her bir hicreye
damlatilmistir. Kor olarak belirlenen hiicreye saf su
damlatilmistir. Sekil 3."de Whatman 1 filtre kagidinin
askorbik  asit oncesindeki ve
Antioksidan

olarak kullanilan askorbik asidin Ag® radikalini

damlatilmadan
sonrasindaki gorlntlisi  verilmistir.

indirgemesi sonucu glimis nanopargaciklarin

olusmasiyla karakteristik sari-gri renk donlsimi
yesili
damlatilarak hazirlanmis test hiicrelerindeki RGB ve

gerceklesmistir. Sekil 3A’da Bromokresol

Gri Olcek degerleri baslangic degeri olarak
olcUlmastlr. Kor olarak ayrilan test hiicresine Sekil
3B’de sadece saf su damlatilmistir. Diger test
hicrelerine ise belirtilen konsantrasyonlarda model
askorbik asit ¢ozeltisi damlatilarak son olusan renk
degerleri ol¢lilerek kaydedilmis ve ilk degerlerinden
cikarilmistir. Bu sayede her test hiicresi icerisindeki
reaksiyona bagh elde edilen renk donisimi
degerleri dis faktorlerden olusacak (zemin rengi, dis
ortam isik siddeti, kamera uzakligi vb.) hata paylarini

minimize etmektedir.
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Sekil 3. A) Askorbik asit damlatiimadan 6nce B) Askorbik
asit damlatildiktan sonra, renk degisimleri

Hidrofobik bariyerli hiicrelerde 3 tekrarli olarak
gerceklestirilen renk doéntstimleri 12 MP, /1.8
diyafram ozellikli sabit akilli telefon kamerasiyla
gorintilenmistir. Gortntiler glin 1s1ginda ilave bir
istk kaynagi kullaniimadan alinmistir. Olciimlerde
ilave bir parca, aygit ve eklenti kullanilmamasina
Ozen gosterilmistir. Kalibrasyon egrisi
hesaplamalarinda kullanilacak goriintllerin ginin
ayni saatlerinde telefon kamerasinin ayni agl ve
uzaklikta alinmasina 6zen gosterilmistir. Bunu
saglamak icin kagit seritlerin yanina olgek olarak bir
cetvel yerlestirilmistir. Agik kaynak kodlu bir yazilim
olan Imagel programi kullanilarak elde edilen
gorintilerin Gri 6lgek (Grayscale) ve RGB (Kirmizi-
Yesil-Mavi) degerleri sayisal olarak islenmistir. Sekil
4’de askorbik asidin farkh

karsilik gelen sayisal degerlere ait kalibrasyon

konsantrasyonlarina

egrileri gosterilmistir;
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Sekil 4. Askorbik asit derisimlerine karsilik A) Gri 6lcek B)
Kirmizi (AR), C) Yesil (AG), D) Mavi (AB) renk degerlerine
ait kalibrasyon egrileri

Gri Olcek, Kirmizi, Yesil ve Mavi renk kodlarina
karsilik gelen degisimlere ait grafiklerin R? degerleri
sirasiyla; 0,9389, 0,9728, 0,9628 ve 0,8859 olarak
bulunmustur. Renk kodlari tizerinden elde edilen
sonuglara goére en iyi R? degeri Kirmizi renk
kodundan elde edimistir.

Gergek 6rnek denemeleri icin taze sikilmis portakal
suyu hava ve isik gecirmez kapali kapta muhafaza
edilerek kullanilmistir. Karanlk ortamda portakal
suyunun pulbu filtre kagidindan gecirelerek serum
kismindan ayrilmistir.  Filtre kagidinin  altinda
toplanan siiziintiiden alinarak 1:10 oraninda ultra
saf suyla seyreltilerek denemelerde kullanilmistir.
Hidrofobik reaksiyon hiicrelerinde renk déntsimi
sonrasl ornek icerisinde askorbik asit miktarinin

analizi; elde edilen R*G*B* ve Gri o6lgeklendirme
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kalibrasyon egrileri kullanilarak yapilmistir. Sekil
5.de gercek ornek olarak hazirlanan portakal
suyunda askorbik asit tayini icin kullanilan filtre
kagidi gosterilmistir. ilk hiicre kér deneme, ikinci
hiicre konsantrasyonu bilinen (1 mM) standart
askorbik asit ¢ozeltisi, son hiicre ise gergek 6rnekteki
askorbik asit tayini igin kullanilmistir.

A ——

T
’ 8 9

) o 7

Sekil 5. Portakal suyunda yapilan antioksidan aktivitesi
tayini; 1) Kor, 2) 1 mM askorbik asit 3) 1:10 seyreltilmis
portakal suyu

Imagel) programi kullanilarak yapilan renk analizleri
sonucunda 1:10 seyreltilmis portakal suyunda
bulunan askorbik asit miktarlari hesaplanmistir.
Renk kodlari icin elde edilen kalibrasyon egrileri ve
fonksiyonlari kullanilarak Kirmizi icin (AR) 0,394
mM, Yesil icin (AG) 0,403 mM, Mavi icin (AB) 0,541
mM ve Gri Olgeklendirme kullanilarak yapilan
0,442 mM askorbik

konsantrasyonu hesaplanmistir.

hesaplamada asit

Referans bir oOlciim yontemi olarak Yiksek

Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC); model
askorbik

belirlenmesinde ve gercek 6rnek olarak kullanilan

asit ¢Ozeltilerinin derisimlerinin

askorbik
belirlenmesinde kullaniimistir .

portakal suyundaki asit derisiminin
Portakal suyunun
kagit tabanl gelistirilen analitik yontemde ornek
hazirlama islemleri HPLC numunesi hazirlamak
icinde kullanilmis ve yapilan Olglim sonrasi 1:10
oraninda seyreltilmis portakal suyunun askorbik asit
derisimi 0,372 mM olarak bulunmustur. Portakal
suyunun o6rnek olarak hazirlanmasi sirasinda
kaybedilen askorbik asit miktarinin belirlenmesi igin
bilinen konsantrasyondaki (1 mM) askorbik asit filtre
islemi 6ncesi portakal suyuna eklenmis ve bu sekilde
HPLC olglimleri icin numuneler hazirlanmistir.
Yapilan analiz sonucunda askorbik asit eklenmis
portakal suyu o6rneginde askorbik asidin derisimi
0,42 mM olarak bulunmustur. Elde edilen bu
verilere goére, portakal suyundaki askorbik asidin
belirlenmesine yonelik yaptigimiz érnek hazirlama
prosediriimiziin geri kazanim (recovery) oraninin %
50 oldugu gorilmektedir. Cizelge 2./de glin igi ve
glnler arasi portakal suyuna eklenen askorbik asidin
geri kazanim degerleri ve rolatif standart hatalari
(RSD) Portakal

eklenen askorbik asit filtre kagidindan sizildikten

hesaplanmistir. suyuna 1 mM
sonra 1:10 oraninda seyreltilmistir. Geri kazanim
calismalarinda test hiicrelerine damlatilan portakal
sularinda eklenmis olan askorbik asidin son derisimi
0,1 mM’dir.

Kagit tabanli renk dontisimiine dayali yontemden
elde edilen sonuglarin, referans olarak belirlenen
HPLC sonuglariyla karsilastiriimasina Cizelge 3.’de
yer verilmistir.

Cizelge 2. Gorintl isleme sonucunda askorbik asit icin elde edilen geri kazanim degerleri

Eklenen Giin Hesaplanan Eklenen Giinler HesaplananOrt
AA 0,1 ici Ort. AA %RSD AA 0,1 Arasi AI': [mM] ) %RSD
[Mm] ¢ [mM] [Mm]
1 0,048 1 0,048
R 1 0,049 6,88 R 2 0,052 4,73
1 0,054 3 0,048
1 0,052 1 0,056
G 1 0,051 259 G 2 0,053 307
1 0,053 3 0,053
1 0,043 1 0,040
B 1 0,041 3.89 B 2 0,042 10.10
1 0,040 3 0,049
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1 0,059
Gri Olgek 1 0,053 6,13  Gri Olgek
1 0,054

1 0,053
2 0,060 6,59
3 0,053

%RSD= (Standart hata/ Ortalama konsantrasyon)*100; Giin igi ve Glinler arasi 6lgimlerde RGB ve Gri dlgek

analizlerinde

Cizelge 3. Goruntl isleme ve HPLC yontemleri sonucunda askorbik asit igin elde edilen analitik ve istatistik degerleri

Gri Olgek (AR) Kirmizi (AG) Yesil (AB) Mavi HPLC
Determinasyon
Katsayisi (R?) 0,939 0,973 0,963 0,886 0,996
Tespit Limiti (LOD)
[mM] 0,115 0,092 0,092 0,130 0,015
Tayin Limiti (LOQ)
[mM 0,349 0,280 0,278 0,395 0,046
Portakal Suyunda
AA [mM] 0,442£0,043  0,394£0,033
t(Standart hata) 0,403£0,019  0,541+0,011  0,3720,007
N=4
t Testi a=0.05
(%95 Giiven Teatio= 1,943 Tiablo= 1,943 Teablo= 1,943 Teabio= 1,943 Raferans metot
araliginda) olarak

Serbestlik derecesi Thesaplanan=3,112

(df) 6 Thesaplanan=3:035

Thesaplanan=6;115 Thesaplanan=4‘;463 kar§|la§t|r||m|§t|r

F testi a=0.05
(%95 Guven
araliginda)

Fran= 9,277 100277

FHesap:20r997
FHesap=20,167
Serbestlik derecesi Hesap

(df)=3

Frablo= 9,277 Frablo= 9,277

Referans metot

FHesap:6,821* FHEsap=2,429* olarak

karsilastiriimistir

Kagit tabanli renk donlisimine dayali yontemden
elde edilen sonuglari, referans olarak kullanilan
HPLC sonuglariyla karsilastirildiginda; Tespit limit
degerleri (LOD) Kirmiziigin (AR) 0,092 mM, Yesil icin
(AG) 0,092 mM, Mavi icin (AB) 0,130 mM ve Gri
Olceklendirme icin 0,115 mM olarak bulunmustur.
Tayin limit degerleri (LOQ) Kirmizi icin (AR) 0,280
mM, Yesil icin (AG) 0,278 mM, Mavi icin (AB) 0,395
mM ve Gri Olceklendirme icin 0,349 mM olarak
hesaplanmistir.

Gelistirilen analiz modelinin referans olarak alinan
HPLC analiz sonuglariyla kiyaslanmasi icin F ve t

testleri yapilmistir. Cizelge 3’de F testi icin n=4
orneklemde her bir renk degerinin (AR, AG, AB ve Gri
olcek) F degeri hesaplanmistir. Tablo degeri F icin
9,277 olarak bulunmustur. Yapilan hesaplamalara
gore AG ve AB icin bulunan F degeri tablo
degerinden kiiclik oldugu icin HPLC metodu ile
standart hatalarin karsilastirilmasinda istatistiksel
bir farklihk gézlenmemistir. T testi HPLC metodu
sonucu elde edilen portakal suyundaki askorbik asit
konsantrasyonlari ve gelistirilen kagit tabanli
sistemde renk donlisimi sonucu elde edilen AR, AG,
AB ve Gri olgek degerlerine ait portakal suyundaki
askorbik asit konsantrasyonlarinin ortalamalarinda
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istatistiksel olarak bir farkin olup olmadigini

karsilastirmak amaciyla  kullanilmistir.  Yapilan

istatistik analizi sonucu edilen AR, AG, AB ve Gri
Olcek degerleri  Thesaplanan>Trablo ~ Olarak  elde
edildiginden HPLC metoduyla karsilastirildiklarinda
suyunda askorbik

konsantrasyonlarinin tespitinde istatistiksel olarak

portakal bulunan asidin

anlamli fark gézlenmistir.

4. Sonug

Kagit tabanli analiz sistemimizi hizli, kolay
uygulanabilir ve disiik maliyetli hale getirebilmek
icin, laboratuvar ortaminda kullaniimasi gereken
veya sahada Olciim icin pahal tasinabilir aletlere
ihtiyag yapilabilecek
tasarlanmistir. Sistemimizin bilesenleri; uygun bir
filtre kagidi, Olgimlerin  yapilmasini
hidrofobik bariyerli bir

onceden hazirlanip kagit Gizerine damlatilmis reaktif

duymadan sekilde
saglayacak
geometrik sekil-desen,
¢oOzeltilerdir. Bu yontemin bir maliyet hesabi
¢ikarildiginda; kullanilan Whatman 1 filtre kagidinin
100 adeti 114 TL, vaks kalemleri 10-20 TL arasidir.
Test icin kullanilabilecek tek bir hiicrenin yapim
maliyeti 10 kurustan daha azdir. Olgiimii yapilmak
istenen antioksidanin bulundugu maddeden 1
damla sivinin reaksiyonun gerceklesecegi hiicreye
damlatiimasiyla 1 dakikalik bir siire icerisinde test
tamamlanmis olmaktadir. Bu testin yapilmasinda
her hangi bir uzmanlik veya tecribeye ihtiyag
olmamasi gelistirilen yontemin genis bir sahada
uygulanabilmesine olanak saglamaktadir. Gidalarda
askorbik asidin belirlenmesi amaciyla gelistirilen
kagit tabanl analitik yontemimizde, elde edilen renk
dontsimlerinin islenmesi icin bir kamera ve yazilim
gerekmektedir.
Gunumuizde akilli telefonlarin yayginlasmasiyla
kullanicilarina yonelik saglik, spor, beslenme, gida
alanlarinda bir ¢ok uygulama gelistirilmistir. Bu
calisma kapsaminda gelistirdigimiz yéntemin sahada
sadece akill bir telefon uygulamasi yardimiyla
analizi yapilan maddenin iceriginde bulunan hedef
analitin tespitine yonelik modifiye etme imkani
vardir.
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