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SARAPLARDA SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLE KUKURTDIOKSIT
VE TOPLAM ANTIOKSIDAN TAYINi

OZET

Bir ¢cok meyve, sebze ve icecekler farki cesitlerde antioksidan icerirler.Ornegin
vitaminler (E ve C), flanoidler, karotenoidler. Antioksidanlar kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, ve yasa bagli olarak dejeneratif doniistimlere karst koruma
saglarlar. Son yillarda antioksidant disinda gidalara bircok katki maddesi katilmaya
baslanmistir. Bunlardan biriside kiikiirtdioksittir.

Kiikiirtdioksit ve c¢esitli formlar1 mikroorganizmalarin biiyiimeleri kontrol etmek,
yapay antioksidant olarak, enzim-kataliz reaksiyonlarmi inhibe etmek igin gidalara
katilir. SO, nin yarart ise yiyeceklerin korunmasinda kullamilir. Ozellikle saraplarda
kiikiirtdioksit, zararli mikroorganizmalarin (sirke bakteri-yabani maya gibi)
gelismesini, sarabin oksidasyonunu ve esmerlesmesini engellemek amaciyla
kullanilir. Ne kadar antioksidan gibi davransada fazlasi cesitli zararlara neden olur.
Asir1 kullanim durumunda ise insanda bas agris1 ve bazi alerjik durumlara yol
acabilir.Bu yiizden biitiin yiyeceklerde SO, miktarinda sinirlama getirilmistir.

Calismamizin amac1 CERAC yontemine interfere etkisi olan SO, molecular atomic
absorpsiyon yontemiyle tayin etmek ve sonra saraplarin gercek antioksidan
kapasitelerini  bulmaktir.  Molecular  absorpsiyon  metodunda P.Parvinen,
L.H.J.Lajunen and K.Wieczorek-Ciurowa’nin yapmis oldugu c¢alisma referans
almmistir. Bu ¢alismada grafit firmm kullanarak SO;’nin molekiiler absorpsiyonu
Olciilmiis. Bircok katod lambasiyla ¢alisilmiglar (Mo,Ni,Ag,As) ve en uygun olani
As(206,98) katod lambasini kullanmiglar. Biz de ¢alismamizda SO;’nin molecular
absorpsiyonu i¢in bir ¢ok lamba ile calisildiktan (Mg,Se,Sb,As) sonra en uygun olan
Se katod lambasi kullandik. Daha sonra yontemin dogrulugunu kanitlamak i¢in CI
formunda DOWEX X4 anyonik regine kullanilarak SO, leri HSOj3; seklinde
tutturularak atomik absorpsiyon yOntemiyle tayin ettik.En sonn c¢alismamiz ise
recineden gecirilmis ve gegirilmemis O6rneklere CERAC ve CUPRAC yontemleri
uyguladik.Boylece her iki yonteminde birbirine yakin degerler verdigini gézlemedik.
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DETERMINATION OF SULPHUR DIOXIDE AND ANTIOXIDANTS IN
WINE BY SPECTROSCOPIC METHODS

SUMMARY

Antioxidants ; Substances which prevent or delay oxidation of proteins, lipids,
carbohydrates and DNA that in the living cells are named antioxidants. Because of
decreasing properties of abnormalities and forming tumors, it providex life which has
minimum effect of ageing. There is a lot of different substances which have antioxidant
properties. These subtances can be taken from outside and can produce by body for
defense system according to the free radicals. These antioxidants are enzymes such as
catalase, glutathione peroxidase and SOD (superoxide dismutase). Antioxidants are
widely used in dietary supplements and have been investigated for the prevention of
diseases such as cancer, coronary heart disease and even altitude sickness. Although
initial studies suggested that antioxidant supplements might promote health, later large
clinical trials with a limited number of antioxidants detected no benefit and even
suggested that excess supplementation with certain putative antioxidants may be
harmful. Antioxidants also have many industrial uses, such as preservatives in food and
cosmetics and to prevent the degradation of rubber and gasoline As fruits, vegetables
and beverages contain different varieties of antioxidant compounds such as vitamins
(especially vitamins C and E), flavonoids and carotenoids, a diet rich in these is
assumed to offer protection against cardiovascular diseases, cancer and age-related
degenerative transformations.

Total Antioxidant Capacity Dtermination Methods in Literature as below

TEAC (Troloks Equivalent Antioxidant Capacity) Method ; Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) measures the antioxidant capacity of a given substance, as
compared to the standard, Trolox. is based on the suppression of the absorbance of
radical cations of 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate) (ABTS) by
antioxidants in the test sample when ABTS incubates with a peroxidase (metmyoglobin)
and H202. A reaction mixture containing H202 (100 pmol/L), metmyoglobin (6.1
umol/L), ABTS (610 umol/L), and Trolox (concentration range, 0—1.65 umol/L) was
incubated and subjected to spectrophotometry .The formation of ABTS radicals
increased in proportion to the incubation period until a plateau was achieved after 30
min. The higher the concentration of Trolox used in the reaction mixture, the more the
absorbance of ABTS radicals was suppressed.

FRAP ( Ferric Reducing Ability Plasma) Method; The FRAP assay was done according
to Benzie and Strain (1996) with some modifications. The stock solutions included
300mM acetate buffer (3.1 g C2H3NaO2 3H20 and 16mL C2H402), pH 3.6, 10mM
TPTZ (2, 4, 6- tripyridyl-s-triazine) solution in 40mM HCI, and 20mM FeCI3 6H20
solution. The fresh working solution was prepared by mixing 25mL acetate buffer,
2.5mL TPTZ solution, and 2.5mL FeCI3 6H20 solution and then warmed at 37°C before
using. Fruit extracts (150mL) were allowed to react with 2850 mL of the FRAP solution
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for 30 min in the dark condition. Readings of the colored product [ferrous
tripyridyltriazine complex] were then taken at 593 nm. The standard curve was linear
between 25 and 800 mM Trolox. Results are expressed in mM TE/g fresh mass.
Additional dilution was needed if the FRAP value measured was over the linear range of
the standard curve.

CUPRAC (CUPRIC Reducing Antioxidant Capacity) Method ; The “parent”
CUPRAC (CUPRIC Reducing Antioxidant Capacity) method of antioxidant
measurement, introduced by our research group to world literature, is based on the
absorbance measurement of Cu(l)-neocuproine (Nc) chelate formed as a result of the
redox reaction of chain-breaking antioxidants with the CUPRAC reagent, Cu(ll)-Nc,
where absorbance is recorded at the maximal light absorption wavelength of 450 nm;
thus this is an electron-transfer (ET)-based method.

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Method ; The DPPH assay was done
according to the method of Brand-Williams et al. (1995) with some modifications.
The stock solution was prepared by dissolving 24 mg DPPH with 100 mL methanol
and then stored at 20°C until needed. The working solution was obtained by mixing
10mL stock solution with 45mL methanol to obtain an absorbance of 1.170.02 units
at 515 nm using the spectrophotometer. Fruit extracts (150 mL) were allowed to
react with 2850 mL of the DPPH solution for 24 h in the dark. Then the absorbance
was taken at 515 nm. The standard curve was linear between 25 and 800 mM Trolox.
Results are expressed in mM TE/g fresh mass. Additional dilution was needed if the
DPPH value measured was over the linear range of the standard curve.

CERAC ( Cerium Reducing Antioxidant Capacity) Method ; A Ce(IV)-based reducing
capacity (CERAC) assay was developed to measure the total antioxidant capacity (TAC)
of foods, in which Ce(IV) would selectively oxidize antioxidant compounds but not
citric acid and reducing sugars. The redox potential of the Ce(1V) oxidant was fine-tuned
in 0.3M H2SO4 +0.7M Na2S04 aqueous medium for selective oxidation. In the
classical Ce(IV)-based assay for which the name CERAC was proposed, the presence of
citric acid (at 1.5x10—5M) caused approximately 25% reduction in Ce(IV) (at
2.0x10—4M) recovery, whereas in the present method, the presence of citric acid (at
1.0x10—4M) caused negligible error in the TAC measurement of quercetin. The trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC) values in the order of quercetin>rutin>gallic
acid>catechin>caffeic acid>ferulic acid>naringenin>naringin>trolox>ascorbic acid were
established with the proposed method and were found to be compatible with those found
with other antioxidant assays. It is noteworthy that naringin and rutin were also
hydrolyzed in the acidic medium of the method so as to exert their full antioxidant
capacity not measured by other TAC assays. The proposed TAC assay with Ce(IV) is
simple, low-cost, rapid, and can be easily applied in modestly equipped conventional
laboratories.

In recent years there has been much publicity given to consumer concerns about the
addition of chemicals to food. One area of concern is the interaction between
additives and the possible health risks or joint effects of the cocktail of additives that
is consumed each day. Sulphur dioxide, in its various forms, is added to food to
inhibit and control the growth of microorganisms, to inhibit enzyme-catalysed
reactions, to inhibit non-enzymic browning, and to act as an antioxidant and reducing
agent. By providing stabilizing and conditioning functions, it improves the
appearance and maintains the quality of foods and wines. However, it has drawn
much attention recently because of its allergenic effect on those individuals who are
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hypersensitive. Nowadays, many countries have set strict limits on the residual
amount of sulphur dioxide in different types of food. Therefore, sulphur dioxide
content of wine should be precisely determined along with their total antioxidant
content.

The aim of this work was to measure the CERAC antioxidant capacity and sulphur
dioxide amount of wine samples. There are an interference effect of sulphur dioxide
on the CERAC method. Therefore, sulphur dioxide in wine samples was established
with molecular atomic absorption method. For this purpose, several hollow cathode
lamps (As, Se, Sh, Mg) were used and as a result of in this study, Se, which was
used hollow cathode lamp at a wavelength of 204 nm, was choosen for the analysis
of sulfur dioxide. molecular atomic absorption method were used to determination of
sulphur dioxide in the sulphited wine samples and antioxidant capacities of the same
samples were analysised by CERAC and CUPRAC. Real antioxidant capasity of
wine samples were found substracting the quantity of interferent sulphur dioxide.
CERAC (Ceric ion reducing antioxidant capacity) assay, is based on the room
temperature - oxidation of antioxidant compounds with Ce(IV) sulfate in dilute
sulfuric acid solution, and measuring the absorbance of unreacted Ce(1V) at 320 nm.
CUPRAC method was used for determining the sulphite levels of sulphited wine
samples by prior separation of monohydrogensulphite at pH 3 on an anion exchanger
followed by spectrophotometry. The desulphited wine solutions were analysed for
their antioxidant content by CUPRAC. The CERAC method results were highly
reproducible, and correlated well with those of CUPRAC. Turkish wines generally
showed higher antioxidant capacity than those reported in the literature from other
varieties of different geographical origin.
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1. GIRIS

XIX. ylizyilin baglarinda sanayi devriminin baslamasi ile hizli sanayilesmenin
sonucu olarak yer alt1 ve yer iistii kaynaklar1 hizla kirletilmistir. Ozellikle atmosfere
salman zararli gazlar ozon tabakasmin incelmesinde biiyiik rol oynamistir. Ozon
tabakasinin incelmesi giines ismnlarinin zararli etkilerini beraberinde getirmistir.
Bunun yaninda kimya sanayinin gelismesi ile ¢esitli alanlarda kullanilan herbisit ve
peptisitler, ¢oziciiler, petrokimya {riinleri, ilaglar gibi drlinler {retilmeye
baslanmistir. Bu da somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran ve insanlarda
kanser, hizl1 yaslanma, kalp hastaliklar1 gibi zararl etkileri olan serbest radikallerin
olusumunu arttirmistir. Giinlimiiziin en ciddi saglik sorunlarin1 da beraberinde

getirmistir [1].

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda c¢iftlenmemis tek elektron
boliimlerine verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢cok kolayca elektron aligverisine
girebilen bu molekiillere ‘oksidan molekiiller’ veya ‘reaktif oksijen’ de denmektedir.
Bu radikaller hiicredeki diger molekiillerle kolayca etkilesime girerek oksidatif stres
meydana getirirler. Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma sirasinda
olusabildigi gibi cesitli dis etkenler araciligi ile de meydana gelebilir. Oksidatif stres,
organizmadaki  pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir. Radikaller; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi temel

hiicresel bilesenlerde hasara yol agabilme 6zelligine sahiptirler [2].

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 Onleyen serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan™ adi verilir. Bir
cok meyve, sebze ve icegekler farki cesitlerde antioksidan igerirler. Ornegin
vitaminler (6zellikle E ve C ), flavonoidler, karotenoidler. Antioksidanlar gidalarda
lipit oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren yapida bilesiklerdir. Bunlar, serbest
radikal yakalayicisi, oksijen tutucu ve gelat ajan1 olarak gorev yaparlar. Gidalarda
lipit oksidasyonunun tiimiiyle onlenmesi miimkiin olmamakla birlikte raf dmriinii
uzatirlar ve besin maddelerinden oksidasyona duyarli olanlar1 da koruduklarindan

gida kaliteside bir anlamda yiikselmis olmaktadir. Antioksidanlarin yaglarda lezzet



ve kaliteyi gelistirdikleri, ilerlemis diizeydeki oksidatif acilagsmay1 veya herhangi bir
nedenle olusmus tat bozukluklarini giderebildikleri, mikrobiyal bozulmayi, ketonik
ve hidrolitik acilagsmay1 dnledikleri gibi yanilgilara diismemek gerekmektedir. Ayrica
antioksidanin etkisini tam olarak gosterebilmesi i¢cin miimkiin oldugunca acilasmanin
ilk kademesinde hatta acilasma baslamadan O©nce ilave edilmeleri gereklidir.
Antioksidan, besinlerdeki vitamin A, vitamin C, vitamin E, vitamin B2, vitamin B6,
folik asit, selenyum, ¢inko antioksidanlarin sistemlerinin etkisini artirir. Gortldigii
gibi en ¢ok sebze, meyve, kurubaklagil, sogan, sarimsak ve kuruyemislerde bulunur.
Antioksidanlar kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve yasa bagh olarak dejeneratif
dontistimlere kars1 koruma saglarlar. Son yillarda antioksidan disinda gidalara bir¢ok

katk1 maddesi katilmaya baglanmistir. Bunlardan biriside kiikiirt dioksittir.

Kiikiirtleme maddeleri sarapgilikta misirdan nisasta iiretiminde sofralik iiziimlerin
bakteri ve kiif tesiriyle ciliriimelerinin Onlenmesinde regel ve benzeri iirlinlere
islenecek olan meyvelerin muhafazasinda kurutulmakta olan meyve ve sebzelerde
mikrobiyal kontroliinde kullanilir. Kiikiirt dioksit (SO,) ve g¢esitli formlari,
mikroorganizmalarm bliylimelerini kontrol etmek, enzim-kataliz reaksiyonlarini
inhibe etmek icin gidalara katilir. Ozellikle saraplarda kiikiirt dioksit, zararl
mikroorganizmalarin (sirke bakteri-yabani maya gibi) gelismesini, sarabin
oksidasyonunu ve esmerlesmesini engellemek amaciyla kullanilir. Ne kadar
antioksidan gibi davransada fazlasi cesitli zararlara neden olur. Asir1 kullanim
durumunda ise insanda bas agris1 ve bazi alerjik durumlara yol agabilir. Bu ylizden

biitiin yiyeceklerde SO, miktarinda sinirlama getirilmistir [3].

Calismamizin amaci saraplardaki kiikiirt dioksit miktarinin gelistirilen molekiiler
atomik absorpsiyon yontemi ile GFAAS kullanilarak tayin etmek ve CERAC
yontemine interfere etkisi olan kiikiirt dioksidin sarap 6rneklerinden uzaklastirilarak
gercek antioksidan kapasitelerini bulmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda DOWEX X4
anyonik re¢ine kullanilarak kiikiirt dioksit, HSO3z anyonu seklinde reginede
tuturulmus ve sarap Orneklerinden SO, uzaklastirildi. Calismamizda regineden
gecirilmis ve gegirilmemis orneklere CERAC ve CUPRAC yontemleri uygulayarak

orneklerin gercek antioksidan kapasiteleri hesaplandi.



2. GENEL BOLUM

2.1 Gidalarda Kiikiirt Dioksit Kullanim

Kiikiirt dioksit ve c¢esitli formlar1 mikroorganizmalarin biiyiimeleri kontrol etmek,
yapay antioksidan olarak, enzim-kataliz reaksiyonlarini inhibe etmek igin gidalara
katilir. SO, nin yarari ise yiyeceklerin korunmasinda kullamlir. Ozellikle saraplarda
kiikiirt dioksit, zararli mikroorganizmalarin (sirke bakteri-yabani maya gibi)
gelismesini, sarabin oksidasyonunu ve esmerlesmesini engellemek amaciyla

kullanilir.

Gida sanayinde yaygin kullanim alania sahip olan kiikiirt dioksit sagliga zararl bir
maddedir. Bu nedenle kiikiirt dioksitin bilin¢li olarak kullanilmasi gerekir. Sarapla
ilgili yasal diizenlemeler ve standartlarda kiikiirt dioksit miktarina smnirlamalar
getirilmistir. Kiikiirtlemede amag¢ miimkiin oldugunca az kiikiirt dioksit kullanarak en
yilksek yarar1 saglamak olmalidir. Kiikiirt dioksitin bilingli bir sekilde
kullanilabilmesi Oncelikle saraptaki etkilerinin bilinmesine ve kullanilacak kiikiirt
dioksitin miktarinin buna gore belirlenmesine baghdir. Ayrica ham maddenin
ozellikleri, iklim kosullari, kullanilan arag ve gereclerin durumu, elde edilmek
istenen sarap tipi gibi ¢esitli faktorler de kullanilacak kiikiirt dioksit miktar1 tizerinde

etkili olur.

2.1.1 Kiikiirt dioksitin sira ve saraptaki kullanimi
Sarapcilikta kiikiirt dioksitin kullanimi ortacaga kadar dayanmaktadir. Kiikdirt

dioksitin  Romalilar ~zamaninda sarabin  stabilizasyonunda ve kaplarin

dezenfeksiyonunda kullanildig1 bilinmektedir [4].

Uziimiin saraba doniismesinde sarabin, olgunlastirilmasinda, sarap hastahk ve

kusurlarmin 6nlenmesinde kiikiirt dioksitin ¢ok biiyiik rolii vardir [5].

Sarap teknolojisinde saglam, kusursuz, kaliteli bir sarap liretimi i¢in siradan bagslayip
tiketime hazir oluncaya kadar her asamada uygun ve yeterli miktarda kiikiirt
dioksitin kullanilmas1 gerekir. Ote yandan sarapgilikta kiikiirt dioksitin yerine

gecebilecek baska bir madde heniiz bulunamamistr. Indirgen bir madde olan



askorbik asit (C vitamini) ancak kiikiirt dioksitin etkisini destekleyici bir rol oynar ve

yalniz basima kiikiirt dioksitin yerini tutamaz [4].

Sirra veya saraba ilave edilen kiikiirt dioksit oldugu gibi yani SO, halinde
kalmamaktadir. Bir kismi serbest halde bir kismi da swra veya saraptaki bazi
maddelere baglanmaktadir. SO, sulu ortamda ¢oziindiigiinde ¢esitli haller arasinda

bir denge olusmaktadir [4].

SO2(g9)<>S0,(s)
SO,(g) <~H2S0;
H,SOs>H*+HSO3 Ki=1,7x107
HSOs — H*+S05” K,=5,0x10"

Oncelikle SO; su igerisine siilfiiroz asit (H,SO3) halindedir. Siilfiiroz asit dissosiye
olarak, bir H verip, bisiilfit (HSO3") haline doniismektedir. Bisiilfit de bir H" vererek
stlfit iyonlarina (SOgZ') dissosiye olmaktadir. Bu esitliklerde SO;’in tiim formlar1

serbest kiikurt dioksit olarak bilinir.

Ote yandan kiikiirt dioksit ortamda bulunan aldehit, sekerler, pektik maddeler,
dekstrin, protein ve ketonlarla reaksiyona girerek baglanmaktadir. Kiikiirt dioksitin

bu durumuna da bagh kiikiirt dioksit ad1 verilmektedir [6].

Sekerlere bagli olanlar: seker miktar1 arttikga bu haldeki SO, miktar1 da artar.
Tepkime geri doniistimliidiir. Seker miktar1 azaldik¢a SO, serbest hale gegebilir.

Serbest SO, + Sekerler <> Sekerlere bagli SO,

Asetaldehide bagli olanlar: Tepkime geri doniisiimsiizdiir. Tepkime sonucu aldehit

siilflir6z asit olusur.
Serbest SO, + Asetaldehit — Aldehit siilfiiroz asit.

Toplam kiikiirt dioksit, serbest ve bagli haldeki kisimlardan olusur. Kiikiirt dioksitin
saraptaki degisik durumlar1 Sekil 1°’de goriildiigii gibi sematize edilmistir. Sagdaki
tarali kisim asetaldehite bagli SO, oranmi gostermektedir. SO, nin serbest aldehide
baglanmasiyla dissosiasyon sabiti daha diisiik olan ve stabil 6zellik gosteren aldehit
stilfiiroz asit olusur. Ayni tip saraplar i¢in b’ degeri sabittir. SO2’in diger
maddelere (sekerler, ketonlar) baglanmasiyla dissosiasyon sabiti yiiksek ve daha az

stabil olan bilesikler olusmaktadir. Soldaki tarali kisim siilfiiroz asit oranini



gostermektedir. Ayni tip saraplar i¢in “’a’’ degeri sicakliga bagl olarak azalir veya

cogalrr.
Toptam S0p - J
a b t
L
S0 t- T i’ /
HSO, = | sSoc Alde hit 4

stitfiroz asit

Diger maddeier

s

il

Serbest SCo Bagii SO,

-l
T

Sekil 2.1: Sarapta kiikiirt dioksitin degisik durumlari.

Kiikiirt dioksit ilave edilen sarapta bagli ve serbest hallerdeki SO, oranlar1 pH’1n

etkisi Sekil 2°de gosterilmistir [4].

100 =g
SO, VH-S‘:C;\I-ES

ON?S l\ / \
SN
. 2
) i \/

A

8 6 5 4 217 O

pH

Sekil 2.2: Kiikiirt dioksit {izerine pH’ nin etkisi (25° C).

Sekilde goriildiigi gibi pH 1,7’ye kadar ortamda dissosiye olmamis siilfiiroz asit
(H2SO03) cogunluktadir. pH 1,7-5,1 arasinda ise bisiilfit (HSO3") iyonlar1 fazladir. Bu
tic haldeki kiikiirt dioksit arasinda mikrobiyel etkisi en ¢ok olani dissosiye olmamis
haldeki siilfiiroz asit (H2SOs3) tir. Bisiilfit halindeki kiikiirt dioksit kismen etkilidir.
Siilfit iyonlar1 ise etkisizdir. Dissosiye olmayan kisim pH diistiik¢e artmaktadir. Bu
nedenle, asitligi yiiksek olan saraplarda kiikiirt dioksit daha etkilidir. Cibre
fermantasyonu sirasinda siraya ilave edilen kiikiirt dioksit miktar1 arttik¢a toplam
fenol bilesikleri 16koantosiyan miktarinin artmasi kiikiirt dioksitin bu maddelerin
¢coziinmesinde etkili oldugunu gostermektedir. Kiikiirt dioksitin bu etkisi kabuk,

cekirdek ve ¢Op gibi liziimlerin kati kisimlarindaki hiicreleri 6ldiiriip, bunlar1 daha



gecirgen hale getirmesinin sonucudur. Bu konuda yapilan arastirmalarda kiikiirt
dioksitin toplam fenol bilesikleri ve 16koantosiyanlar yaninda antosiyon miktarinida

arttirdig1 ve boylece renk yogunlugunu etkiledigi belirtilmektedir [7].
2.1.2 Kiikiirt dioksitin sira ve saraptaki etkileri

2.1.2.1 Mikroorganizmalar iizerine etKisi

Kiikiirt dioksitin en Onemli etkisi mikroorganizmalar iizerine yaptigi antiseptik
etkidir. Kiikiirt dioksit her tiirlii bakteri ve kiif mantarlartyla Mycoderma vini gibi
yabani mayalarin mayalarin ¢ogalma ve ¢alismalarina engel olur. Kiikiirt dioksitin
etkisi dogrudan mikroorganizmalarm enzim sistemleri tizerinde olmaktadir. Mayalar
kiikiirt dioksite kars1 fazla duyarli olmamalarina karsin, 6zellikle sarabi hastalandiran
asetik asit bakterileri ve laktik asit bakterileri daha duyarhidir [8]. Katilan kiikiirt
dioksit miktari arttikga 6nce en duyarli olan bakteriler 6liir, daha sonra sivri mayalar
(Kloeckera apiculata) ve en sonunda eliptik mayalar (Sacch.ellipsoides) etkisiz hale
gelir [9]. Bakteriler 40-50 mg/L kiikiirt dioksit karsisinda inaktif hale gelirken sarap
mayalar1 150-400 mg/L kadar dayanabilir. Kiikiirt dioksit malik asiti pargalayan
mikroorganizmalar1 da etkileyerek malolaktik fermantasyonu geciktirir veya Onler

[10].

2.1.2.2 indirgeyici etkisi

[lave edilen kiikiirt dioksit sirada siilfit veya siilfiiroz asit haline gecer ve bunlar da
okside olarak stilfat ve siilfirik asit verir. Bu bilesikler digerlerinden 6nce ortamdaki
kullanilabilir oksijeni baglar ve boylece saraptaki oksidasyonu onler [8]. Ortamdaki
oksijenin baglanmasiyla oksidorediiksiyon potansiyeli diiser ve sonugta ortam
indirgeyici bir 6zellik tasir [11]. Bu etki sonucu saraplarin oksidasyonu, oksidazlara
bagli kirilmalar ve asetaldehit tadi onlenir. Oksidasyonun hem tat hem de sarabin
rengi bakimindan ¢ok biiyiik 6nemi vardir. Oksidasyona ugrayan sarabin kendine
0zgl rengi degisir. Kiikiirt dioksit renk degismelerini 6nledigi gibi olusan renk
kusurlarmida giderir [8]. Sarabin renk degistirmesinin nedeni ise polifenollerin
polifenol  oksidaz(tirozinaz) ve lakkaz enzimleri tarafindan oksidasyona
ugratilmasidir. Bunun sonucunda renk degisir ve sarap kaba bir tat alir. Kiikiirt
dioksit ise bu enzimleri etkisiz hale getirerek oksidasyonu dnlemektedir. Bu etkiye

antioksidazik etki denir [12].



2.1.2.3 Durultucu ve c¢oziindiiriicii etkisi

Kikiirt dioksit, fermantasyonu geciktirerek sirada silispansiyon halinde bulunan
maddelerin kendiliginden ¢Okelmesine yardimct olur. Kiikiirt dioksitin bu
ozelliginden, beyaz sarap yapiminda, tortu alma isleminde yararlanilir. Bu islem
sonucunda gerek kaba tortu maddeleri gerekse kiikiirt dioksitin etkisiyle dlen

mikroorganizmalar dibe ¢oker ve bunlar aktarmayla uzaklastirilir [4].

2.1.2.4 Toksik etkisi

Kiikiirt dioksitin saraplarda bulunmasina izin verilen miktarlarmm insan saglig
iizerine etkisi uzun yillardan beri tartisma konusu olmustur. Gliniimiizde hala
ickilerde ve besin maddelerinde bulunan kiikiirt dioksit miktarnin insan
organizmasina olan olumsuz etkileri ayrintili bir sekilde belirlenememistir. Bununla
birlikte insan organizmasinin kikiirt dioksite karsi tepkisi kisiden kisiye farklilik
gostermektedir. Bazi insanlar giinde 4 g siilfite karsi (yaklasitk 50 mg/kg/VA)
herhangi bir tepki gostermedikleri halde bazilarinda c¢ok diisilk dozlarda dahi
basagrisi, mide bulantisi, ishal belirtileri goriilmektedir [8]. Farelerde LDsp 3 g/kg’a
kadar ¢ikmustir. Kiikiirt dioksitin ADI’si standartlarda 0,7 mg/kg/VA olarak
verilmistir. Bu degere gore kiikiirt dioksit etkisi diisiik toksik maddeler arasinda yer

almaktadir [4].

2.1.3 Sira ve sarapta kullamlan kiikiirt dioksit miktarlar

Katilacak kiikiirt dioksitin ne zaman ve hangi miktarda uygulanacagi konusu biiyiik
onem tasimmaktadir. Kiikiirtlemeyi gelisiglizel degil zamaninda yapmak ve asiriya
kagmadan uygun bir kullanimla amaca ulagmak gerekir. Swraya katilacak kiikiirt
dioksit miktar1 hammaddenin bilesimine (seker, asit), olgunluk durumuna ve
saglamligina (ezik, ¢iirik ve zarar gérmiis olup olmadigma) gore degisir. Saraba
katilacaksa sarabin tipine, esmerlesmeye olan egilimine, bilesimine, yasma, icerdigi
asit miktarina, kabm boyutlarina, depolama sicakligina ve diger cesitli faktorlere

bagli olarak degisir [4].

Ortamin seker ve asit icerikleri ve sicakligi katilacak SO, miktarinin etkiler. Seker
icerigi ne kadar yliksek olursa bagli SO, miktar1 o dlgiide artar. Sicaklik yiikseldikge
sekerlere baglanan SO, miktar1 artar ve aktif haldeki SO, miktar1 azalir. Asit icerigi
arttikga aktif haldeki SO, miktar1 artar ve dolayli olarak etkili olabilecek SO, miktar1

azalir. Kirmiz1 sarap yapiminda; iiziimler saglam ve sicaklik diisiik ise 30 mg/L,



tiztimler oldukga iyi bir durumda ise 50 mg/L, lizlimler zarar gérmiis ve bozulmus ise
60-80 mg/L SO, katilir. Beyaz ve pembe sarap yapiminda 30 mg/L, tath sarap
yapiminda ise 30-50 mg/L SO, katilir [8].

Genel olarak saraplar fermantasyondan sonra birinci aktarmada kuvvetli diger

aktarmalarda daha az kiikiirtlenir [13].

Sarabin olgunlagmasi biiyiik 6l¢iide sarapta bulunan serbest SO, miktarina baglhdir.
Miktar fazla olursa deglistasyonda algilanir. Az oldugunda ise etkisi olmaz. Genel
olarak kirmizi saraplarda 20-30 mg/L beyaz saraplarda 30-40 mg/L, tath ve likor
saraplarinda 60-80 mg/L diizeylerinde serbest SO, bulunmasi 6nerilir. Olgunlagma
sirasinda saraptaki serbest SO, miktar1 degisir. Bu nedenle serbest SO, miktarnin
sirekli olarak izlenmesi gerekir. Siselenmis saraplarin goriiniis ve karakterinin
korunmasinda SOj'in biiyiikk rolii vardir. Bu nedenle siselenecek sarapta belli
miktarda SO,'in bulunmasma her zaman 6nem verilmelidir. Siselenecek saraplarda
dolum sirasinda 20-40 mg/L serbest SO, bulunmasi 6nerilir. Beyaz saraplarda 20-30
mg/L, kirmizi saraplarda ise 10-20 mg/L serbest SO, yeterlidir. Bir-iki yil
dinlendirilecek siselerde litrede 40-50 mg, daha uzun yillar saklanacak olanlarda ise

litrede 50-60 mg kadar serbest SO, olmalidir [8].

2.1.4 Kiikiirt dioksit yerine kullanilabilecek maddeler

Sarapla ilgili yasal diizenlemelerde, sarapta bulunulabilecek kiikiirt dioksit miktar1
giderek azaltilmaktadir. Bu nedenle kiikiirt dioksitin yerine gegebilecek veya etkisini
artirabilecek diger maddeler ©Onem kazanmaktadwr. Bugiine kadar yapilan
arastirmalarda kiikiirt dioksitin yerine gegebilecek bir maddenin bulunmasi miimkiin
olmamustir. Kullanimma izin verilen maddeler, kiikiirt dioksitin yerini almaktan ¢ok
sarapcilikta etkisini arttrma ve kullanilan miktarin1 azaltmaya yoneliktir. Bu
maddeler arasinda en 6nemlileri sorbik asit ve askorbik asittir [4]. Sorbik asit toksik
degildir ve mayalar iizerine etkili olur. Bunlar1 6ldiirmez, ancak fermantasyon
yeteneklerini bloke eder. Bakteriler iizerinde etkili degildir. Antioksidan 6zelligi
yoktur. Kullanimina izin verilen miktar 200 mg/L'dir. Askorbik asit (C vitamini) ise
antioksidan etkisi ile renk ve aroma maddelerini korur ve demirin oksidasyonunu

onler. Kullanimina izin verilen miktar 150 mg/L diizeyindedir [13].



2.2 Kiikiirt Dioksit Analizi ile Tlgili Literatiirde Yapilan Calismalar

Sulu ¢ozeltilerde ve atmosferdeki SO; tayini igin bir¢ok analitik teknikler vardir. Bu
yontemleri spektrofotometrik, kemiliiminesans, iyon kromotografi, spektroflometrik

ve potansiyometrik yontemler olarak siralayabiliriz [14].

Ripper yonteminde Ornek nisasta indikatorligiinde H,SO, ile asitlendirilir ve
ardindan iyot ¢dzeltisi ile hizla titre edilir. Mavi-siyah renk olusmasiyla titrasyon
sonlandirilir. Ripper metodu az da olsa hatali sonuglar verir. Bunun nedeni iyodun
sarabin icinde oksitlenebilen (fenol, askorbik asit gibi) maddelerle reaksiyona
girmesi 1yot tiikketiminin artmasi ve yiiksek SO, miktarinin tayin edilmesine neden

olur [15].

Havalandirma/Oksidasyon metodunda ise kiikiirt dioksit iceren Ornek Once
asitlendirilir. Daha sonra nitrojen gazi veya hava gecirilerek peroksit igerisine
stilfiirik asit formunda toplanir. Olusan siilfiirik asit ayarli sodyum hidroksit ile titre
edilerek SO, miktar1 tayin edilir. Bu metot da Ripper metodunda olusan iyot-fenol
baglanmas1 gerceklesmez. Ama yine de ¢Ozeltinin asitligi bisiilfit, antosiyoninler ve
SO, baglh antosiyaninler arasindaki dengeyi bozar. Bu dengenin bozulmasi
antosiyonin bagl SO, lerden serbest SO; lerin olusmasina neden olacagindan dolay1

SO; degerinin normalinden yiiksek tayin edilmesine neden olur.

Sarapta akis enjeksiyon sistemi yardimiyla voltametri ile kiikiirt dioksit tayinide
yapilir. Tim siilfitleri SO, ye doniistiirmek i¢in sarap 6rnegi ilk once asitlendirilir.
Ornek ve asit akis1 karistirmaya yarayan Y seklinde bir dizayn kullanilarak H,SOy ile
asitlendirme gerceklestirilir. SO, nin voltametrik analizinde sulu ¢6zeltide damlayan
civa elektrodu ile SO, nin elektrokimyasal aymriminda asidik ortamda iki dalga
goriilmesine ragmen hafif bazik ve notr ortamda dalga olmadigi gozlenmistir. Bu
yontemin diger iyodometrik yontemlere gore avantaji SO, nin dogrudan analiz
edilebilmesi ve iyi bir tekrarlanabilirliginin olmasidir. (RSD %6 dan daha diisiik).
Ayrica bu yontem 10 mg/L-250 mg/L araliginda iyi bir dogrusallik gosterir. Cok
yonlii bir yontem olan bu yontem meyve suyu ve bira 6rnekleri i¢in de uygulanabilir

[16].

Ametal elementlerin tayini i¢in AAS ile Slgiilen molekiiler absorpsiyon metodu
literatiirde yer almaktadir. Bu elementlerin resonans ¢izgileri vakum ultraviole

bolgesinde kaldig i¢in geleneksel AAS metodlar ile tayin etmek zordur. 1 cm x 273



cm Vycor tube igeren dzel absorpsiyon kiiveti kullanilarak kiikiirtii SO, olarak tayin
edilebilmektedir. Hidrojen bosalim lambasi 1sik kaynagi olarak kullanilir. SO;
ultraviole absorpsiyon spektrumunda 320.0-260.9 nm, 230.0-180.0 nm, 158-152 nm
aras1 ve 135.0 nm asagis1 dort banda sahiptir. Yukarida anlatilan metod’ta alevdeki
Olgtimler icin 207 nm de gii¢lii absorpsiyon band1 kullanilir. Sonug olarak SO, 200-

220 nm aras1 gii¢lii molekiiler absorpsiyon spektrumuna sahiptir [17].

Bu tez kapsaminda kiikiirt dioksidin AAS ile dlgiilen molekiiler absorpsiyonuna
dayanan tayininde, P.Parvinen, L.H.J.Lajunen and K.Wieczorek-Ciurowa’nin yapmis
oldugu ¢alisma referans alinmustir [17]. Grafit firin kullanarak kiikiirt dioksitin (SO3)
molekiiler absorpsiyonunun 6l¢iilmiinde bir¢ok katod lambasiyla ¢alisarak (Mo, Ni,
Ag, As) en uygun olan As (206,98) katod lambasini kullanmisglar. Bu tezde kiikiirt
dioksitin GFAAS ile 6l¢iilen (SO2) molekiiler absorpsiyonu i¢in bir ¢ok oyuk katod
lamba (Mg, Se, Sb, As) denendikten sonra en uygun olan Se katod lambasi analizde
kullanild.

2.3 Antioksidanlar

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidan denir
[18]. Bu ozellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve sonug olarak tiimor olusturma
risklerini azalttiklar1 gibi, hiicre yikimini da azalttiklar1 i¢in, daha saghikli ve yaslilik
etkilerinin minimum oldugu bir yasam saglarlar. Antioksidan 6zelligi kesfedilen
bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir kismin1 bitkilerden alirken, bir kismini1
viicut kendisi, serbest radikallere karsi bir savunma sistemi olarak iiretir. Viicudun
serbest radikallere karsi savunma olarak irettigi antioksidanlar; katalaz, glutatyon

peroksidaz, ve SOD (stiperoksit dismutaz) gibi enzimlerdir [19].

Antioksidanlar gidalarda lipit oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren yapida
bilesiklerdir. Bunlar, serbest radikal yakalayicisi, oksijen tutucu ve selat ajan1 olarak
gorev yaparlar. Gidalarda lipit oksidasyonunun tliimiiyle Onlenmesi miimkiin
olmamakla birlikte raf dmriinii uzatirlar ve besin maddelerinden oksidasyona duyarh
olanlar1 da koruduklarindan gida kaliteside bir anlamda yiikselmis olmaktadir. ideal

bir antioksidanin sahip olmasi1 gereken 6zellikler sunlardir:

» Kullanimda saglik agisindan bir sakinca olmamalidir.
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Gidanin tat, koku veya lezzetini degistirmemelidir.
Diisiik derisimlerde dahi etkili olmalidir.
Gidaya kolaylikla karistirilabilmelidir.

Firinlama veya pisirme islemleri sonrasinda dahi aktivitesini stirdiirmelidir.

YV WV VvV V VY

Fiyati ucuz olmalidir.

Antioksidanlarin yaglarda lezzet ve kaliteyi gelistirdikleri, ilerlemis diizeydeki
oksidatif acilasmayr veya herhangi bir nedenle olusmus tat bozukluklarini
giderebildikleri, mikrobiyal bozulmayi, ketonik ve hidrolitik acilasmay1 onledikleri
gibi yanilgilara diismemek gerekmektedir. Ayrica antioksidanin etkisini tam olarak
gosterebilmesi i¢in miimkiin oldugunca acilasmanin ilk kademesinde hatta acilagsma

baglamadan 6nce ilave edilmeleri gereklidir.

Dogal kaynakli veya sentetik olarak iiretilmis antioksidanlar kimyasal yapilarina gore
primer ve sekonder antioksidanlar olarak 2’ye ayrilir. Primer antioksidanlar serbest
radikalleri yakalayarak antioksidatif etki saglarlar. Bunlardan sentetik olanlara BHA,
BHT, TBHQ, 6rnek verilebilir. Dogal antioksidanlardan ise tokoferoller, baharat
ekstraktlar1 (karnosik asit), flavanoidler ‘Radikal yakalayicisi” olarak primer

antioksidatif aktiviteyi saglarlar. Askorbatlar ise oksijen yakalayicisidirlar.

Sekonder antioksidanlar olarak bilinen asit selatlar1 metalleri veya pro-oksidatif etki
gosteren metalloproteinleri yakalayarak birincil antioksidanlarin fonksiyonlarini
yerine getirmelerine ve serbest radikalleri yakalamalarma olanak saglarlar.
Bunlardan gidada kullanimina izin verilen antioksidanlara 6rnek olarak askorbik,
sitrik, tartarik, malik, siliksinik asitler ve sodyum trifosfat, pirofosfat verilebilir. Asit
selat1 olarak fitik asitin de lipit oksidasyonunu Onledigi bilinmektedir. Lesitin ile

aminoasitlerin de gida igerisinde ayni1 gorevi yaptiklari bilinmektedir.

Sebzelerde bulunan en Onemli dogal antioksidanlar, C vitamini, E vitamini,
karotenoidler, flavanoidlerdir. Dogal antioksidan kaynaklar1 olarak, c¢ay
yapraklarinin (flavanoidler ve Katesinler), yagl tohumlarin (susam), tahillarin (piring,
yulaf), meyve ve sebzeler, yapraklardaki mumsu maddelerin (okaliptiis bitkisinin
yapraklar), bitki koklerinin, fistik kabugu gibi meyve kabuklarin, baharatlarin, deniz
yosunlarinin, hayvansal {iriinlerin, fermente triinlerin, maillard reaksiyonu {irtinlerin,

porfirin yapisindaki maddelerin oksidasyonu yavaslattig1 bilinmektedir. Baharatlarin
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esansiyel yaglarindan ise antioksidatif oOzelliginden daha c¢ok antimikrobiyal
etkilerinden yararlanilmaktadir. Yukarida genel sekilde anlatilmis olan antioksidan

ozellikleri asagidaki gibi siralanabilir.

» Baslica reaktif tiirevleri uzaklastirici etki,

» Oksijen uzaklastiric1 veya derisimini azaltict etki,
» Katalitik metal iyonlarinin uzaklastirici etki,

» Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi,

» Siipiiriicii (scavening) etki: ROS’lerini etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha az

reaktif baska bir molekiile ¢evirme (Ornegin: Enzimler.)

» Bastirict (quencher) etki: ROS’leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek

aktivite kaybina neden olma (Flavonoidler, vitaminler.)
» Onarici (repair) etki,

» Zincir kirict (chain breaking) etki: ROS’lerini ve zincirleme reaksiyonlari
baglatacak  diger maddeleri kendilerine baglaylp zincirlerini  kirarak

fonksiyonlarmi onleyici etki [20-32].

2.4  Literatiirde Yer Alan, Toplam Antioksidan Kapasite Tayininde
Kullanilan Yontemler

2.4.1 TEAC (troloks esdeger antioksidan kapasite) yontemi

TEAC yontemi ilk olarak Miller ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis daha sonra Re
ve arkadaslar1 tarafindan bu yontem biraz daha gelistirilmistir [33-35]. Miller’in
gelistirmis oldugu TEAC yonteminde metilmiyoglobinin H,O; ile reaksiyonu sonucu
olusan ferrilmiyoglobin radikallerinin ABTS ile etkilesimi sonucu olusan ABTS"
radikallerinin 660 nm, 734 nm ve 820 nm’deki maksimum absorbans degerleri
olciiliir. ABTS" radikal katyonunun absorbansindaki azalmadan yararlanarak toplam
antioksidan kapasitesi trolox cinsinden bulunur. TEAC; 1mM deneysel Ornegin

derigimine esdeger miktardaki mM trolox derisimine denir

Bu ydntemin dezavantaji, numuneler igindeki antioksidan maddelerin ABTS”
radikallerini indirgemesi ~ yaninda ferrilmiyoglobin  radikallerini de
indirgeyebilmesidir. Re ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen TEAC yOnteminde ise

ABTS " radikal katyonu, ABTS’nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu
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olusmaktadir. Bu sekilde hazirlanan ABTS * radikali, oda sicakliginda karanlik bir

ortamda muhafaza edilerek 2 giin boyunca kullanilabilir.

2.4.2 FRAP ( Fe* indirgeyici antioksidan kapasite ) yontemi

Benzei ve Strain tarafindan gelistirilen bu yontemde diisiik pH ortammda Fe®*-
tripridilazin (Fe**- TPTZ) kompleksi antioksidanlarin etkisi ile Fe* - tripridilazin
(Fe?*- TPTZ) kompleksine indirgenir. Olusan bu kompleksin 593 nm deki absorbansi
Olgiilir ve ornekler igindeki toplam antioksidan kapasitesi direkt olarak bulunur.
FRAP yonteminde prooksidan molekiiller veya yiikseltgenebilir substratlar

kullanilmamustir.

Canli metabolizmalarindaki antioksidan kapasitelerinin FRAP yontemi ile 6l¢iilmesi
durumunda, Fe* iyonlarmin ortamdaki H,O; iyonlar1 ile etkilesmesi (OH) hidroksi
radikallerinin olugsmasma sebep olur. Bu nedenle 6rnek numuneler igindeki
antioksidanlarm Fe®'- tripridilazin (Fe®**- TPTZ) kompleksini indirgemesi yaninda
ortamda hidroksi radikalleri ile de etkilesmesinden dolay1 antioksidan kapasitesi
direkt olarak degil indirek olarak dl¢iilebilir. FRAP yontemi, prooksidan icermeyen
ortamlarda yapilan toplam antioksidan giicliniin tayinin de direkt bir ydntem

olmasina karsin genel olarak diisiiniildiigiinde indirekt bir yontemdir [36].

2.4.3 CUPRAC ( cu® indirgeyici antioksidan kapasite) yontemi

cu®* rediiksiyon kapasitesine dayali toplam antioksidan kapasite Olglim
yontemlerinden biride CUPRAC yontemidir. Kromojenik bir redoks reaktifi olan
bis(neokuproin)-bakir(Il) kloriirii kullanan CUPRAC yontemi ile hem hidrofilik hem
de lipofilik toplam antioksidan miktar1 kolaylikla tayin edilebilmektedir. Bu
yontemde swrastyla Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi, % 96°lik etil alkolde hazirlanmis
neokuproin ¢ozeltisi, amonyum asetat tamponu (pH 7) ve analiz ¢ozeltileri son
cozelti hacmi 4,1 mL olacak sekilde ilave edilir. Oda sicakliginda yarim saat siire
sonunda 450 nm’de reaktif korline karsi absorbans degerleri Slgiiliir. Tepkime
sonunda 2 proton aciga ¢ikmakta ve Ar(OH)n grubu antioksidan bilesikler kinon
formlarma doniismektedir. Cu(Il)-Nc ise 450 nm’de maksimum gosteren siddetli
renk olusumuyla birlikte Cu(I)-Nc kelatina doniismektedir. Bu reaksiyonda, n-OH
grubu igeren antioksidan karakterli bilesikler, 2n-e donér olarak hareket etmektedir
[37].
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2.4.4 DPPH yontemi

Bu yontemde DPPH’in indirgenmesi ile ¢ozeltinin radikal siipiiriicii aktivitesi
(radical scavenging activitiy) olgiiliir [38]. Bazi saf bilesikler ve buna benzeyen
ekstraktlarin elektron verme yetenegi DPPH’nin metanoldeki mor renkli ¢6zeltisinin
renginin kaybolmasi ile dlgiiliir. Bu spektrofotometrik metotta DPPH (2,2-
diphenylpicrylhydrazyl) radikal olarak kullanilir. Bu radikalin antioksidanlarla
reaksiyonu sonucu 517 nm’de azalan absorbansi Olgiilerek radikal siipiiriicii aktivite

Olciiliir.

DPPH radikal siipiiriicti aktivitesi 6rnek derisiminin bir fonksiyonu olarak cizilir.
Ornek derisimi artttkca DPPH radikal siipiiriicii aktivite artar. Yiiksek drisimlerde
DPPH radikal siipiiriicii aktivite bir doygunluk noktasina ulasir ve bundan sonra
aktivite artan derisimle azalmaya baslar. Bu durum eksraksiyon ¢6zeltisindeki baska

maddelerin varligindan kaynaklanmaktadir.

245 CERAC (Seryum iyonunu indirgeme antioksidan kapasite) yontemi

CERAC yonteminin temelini, Ce(IV) ile antioksidanlar arasindaki redoks reaksiyonu
olusturmaktadir. Siilfat asitli ortamda baslangictaki maksimum sogurma
dalgaboyundaki (320 nm) absorbans degeri, antioksidanlar ile reaksiyon sonucu
azalmaktadir. Absorbsiyonundaki bu azalmadan yararlanilarak toplam antioksidan

miktar1 hesaplanmistir [39].
TAC (mmol Troloks/g) : ((Ao — A1)/eTroloks) X Vs/ Vs X SF X Ve / m (2.1)

Ag: Ce(IV)’ilin baslangictaki absorbansi 320 nm de

A : Olciilen absorbans

E€Troloks : 1Toloksun molar absoprsiyon katsayisi (mol'1 L Cm'l)

Vs : Absorbansin 6l¢iildiigli son hacim (mL)

V5 : Ornek hacmi (mL)

SF : Seyreltme faktorii

Ve : Ekstraktlarin veya inflizyonlarin hazirlandigi son hacim (mL)
m : Ornek agirligi (g)

CERAC yonteminde gida maddelerine katki maddesi olarak katilan sitrik asidin
Ce(IV) ile reaksiyona girerek Ce( IIT ) olusumuna neden olarak girisim yaptigi tespit
edilmistir. Bu amacla Ce (IV)’iin hidroliz ve siilfat kompleksleri olusturulup redoks

potansiyelini diisirmek amaciyla modifiye CERAC yontemi gelistirilmistir [40].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1  Kullanilan Ara¢ Gere¢ ve Kimyasal Maddeler

Troloks, Seryum(IV)siilfattetrahidrat (Ce(SO4)2.4H,0), Siilfiirik asit (H2SO4),
Hidroklorik asit (HCI), NitrikAsit (HNOg3), Etilalkol (C;HsOH), Neocuproin
(2,9dimethy1,10phenanthroline), Amonyum Asetat (NH,CH3;COO), Bakir(II)Kloriir
(CuClyxH20), Sodyum Siilfit (NaySO3), Sodyum Hidroksit (NaOH), Bakir Siilfat
(CuS0O4), DOWEX 4 CI formunda anyonik re¢ine kullanildi. UV-VIS 6lgiimleri igin
Varian Cary 100 spektrofotometre ve molekiiler absorpsiyon metodu i¢in Varian

grafit firinli atomik absorpsiyon spektrometresi kullanildi.

3.2 Kullanilan Ana Cozeltilerin Hazirlanmasi

2,0x10° mol/L ceryum(lV) sulfat ¢ozeltisi; Yaklasik 0,08086 g Ce(SO4)2.4H,0
tartilip, iizerine bir miktar saf su eklendikten sonra 100 mL’lik balonjojeye aktarildi.
Daha sonra lizerine 16 mL %98 lik H,SO4 eklendi ve 100 mL’ye saf su ile

tamamland.

1,0 mol/L Na,SO4 ¢6zeltisi; 71 g NapSO, tartilip saf suda ¢oziildi ve 500 mL

balonjojeye aktarilarak saf su ile 500 mL tamamlandi.

1,0x10™ mol/L Troloks; 0,0062 g troloks ( C14H1504) tartilip 25 mL’lik balonjojeye

etanol ile tamamland..

1,0x10 mol/L CuCl,.H,0; 0,4262 g CuCl2 tartilip suda ¢6ziildii ve 250 mL’lik

balonjojeye aktarilarak saf su ile 250 mL’ye tamamland:.

7,5x10° mol/L Neokuproin; 0,078 g Nc tartilip bir miktar etanol ile ¢oziildiikten
sonra 50 mL’lik balonjojede etanol ile 50 mL’ye tamamlandi.

1,0 mol/L CH3COONHyg; 19,27 g CH3COONH;, tartilip bir miktar saf su ile ¢oziildi
ve 250 mL’lik balonjojeye aktarilarak saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

1,0 mol/L HCI; 4,6 mL derisik HCI ¢ozeltisinden alinip saf suyla 50 mL’ye

tamamlandi.
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0,1 mol/L NaOH; 0,4 gr NaOH tartilip bir miktar saf su ile ¢oziildiikten sonra 100
mL’lik balon jojede saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0,05 mol/L HNOg3’lii NapSOs; 0,098 gr NapSOs tartilip 2 mL HNOj3 konularak 50
mL’lik balon jojede saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

3.3 Sarap Orneklerinin Hazirlanmasi

Okiizgozii, Bogazkere, Sultaniye ve Okiizgdzii-Bogazkere gibi {iziim cesitlerinden
yapilmis saraplar CERAC ve CUPRAC yontemleri i¢in 1:20 oraninda, regine igin

1:10 oraninda seyreltilerek hazirlanmistir.

3.4  Orneklerden Kiikiirt Dioksitin Uzaklastirilmasi

DOWEX X4 (20-40 mesh) Cl formunda anyonik regine yaklasik 10 cm olacak
sekilde 50 mL’lik biirete dolduruldu. Sarap 6rneklerinin pH’1 1,0 mol/L HCI ile 3’e
ayarlandi. Akis hiz1 dakikada 1,6 mL olacak sekilde hazirlanan kolondan gegirildi.
Alinan eluat kolondan tekrar gegirildi. Bu islem ii¢ kere tekrarlandi. HSO3™ anyonu
seklinde reginede tutulan kikiirt dioksit 25 mL 0,1 mol/L NaOH ile re¢ineden geri
alind1 [41].

3.5  Uygulanan Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

3.5.1 Modifiye CERAC ( seryum indirgeme antioksidan kapasite ) yontemi

1,0x10° mol/L Troloks ¢ozeltilerinden 0,2 mL — 0,7 mL arasinda alimip 1,0 mL
Ce(IV) (2,0x10° mol/L) ve 7,0 mL Na;SO4 (1,0 mol/L) ¢dzeltisinden eklenerek
toplam hacim 10 mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi
icin 30 dakika beklendi. Ce(IV)’ iin maksimum absorbans yaptigi 320 nm dalga
boyunda absorbans dl¢iimleri saf su ¢cozeltisine karsi alindi. Ce(IV)’iin baslangictaki
absorbansi sarap ornekleri ile etkilesimi sonrasinda azaldigindan dolayr Ce(IV)’un
baslangic ve reaksiyon sonrasi Olciilen absorbanslar1 arasindaki fark, bitkilerdeki
toplam antioksidan miktarinin bir dlgiisiidiir.Sarap 6rneklerinin toplam antioksidan

kapasitesinin (TAC) hesaplanmasinda kullanilan denklem asagida belirtilmistir.
TAC ((A() - Al)/gTrok)ks) X VS / V6 X SF (3.1)
Ao: Ce(IV)’ilin baslangigtaki absorbansi 320 nm de

A : Olciilen absorbans
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Eroloks © Troloksun molar absoprsiyon katsayis1 (mol™ L cm™)

Vs : Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)
V6 : Ornek hacmi (mL)

SF : Seyreltme faktorii

3.5.2 CUPRAC (Cu* indirgeyici antioksidan kapasite ) yontemi

1,0 mL 1x10? mol/L CuCl, + 1,0 mL 7,510 mol/L neokuprain ve 1,0 mL 1 M
NHsAc ¢6zeltisi tizerine 0,1-1,0 mL Troloks eklendi ve son hacim 4,1 mL olacak
sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun ger¢eklesmesi icin 30 dakika beklendi. Cu(I)
neokuprain kelatinin maksimum absorbans yaptig1 450 nm dalga boyunda absorbans
Olciimleri alindi. Bu spektrofotometrik metot, antioksidan ¢dzeltisinin,
bakir(Il)kloriir ¢ozeltisi, neokuprainin alkoldeki ¢ozeltisi ve pH 7,0 amonyum asetat
sulu tampon ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve ardindan olusan Cu(I)-neokuproin kelatmin
absorbansinin 450 nm dalga boyunda okunmasini icerir. TAC degerinin

hesaplanmasinda kullanilan denklem asagida gosterilmistir.
TAC . ((A)/gTrok)ks) X VS / Vd X SF (3.2)
A : Cu ( Il )- neokuproin ¢6zeltisine drnek ilave edildikten sonra 6lgiilen absorbans

(A=450 nm)
ETroloks : Troloksun molar absoprsiyon katsayisi (mol'1 L Cm'l)

Vs : Absorbansin 6l¢iildiigli son hacim (mL)
V6 : Ornek hacmi (mL)

SF : Seyreltme faktorii

3.6 SO; Tayin Yontemleri

3.6.1 Molekiiler absorpsiyon metodu (GFAAS) ile

Molekiiler absorpsiyon metodunda P.Parvinen, L.H.J.Lajunen ve K.Wieczorek-
Ciurowa’nin yapmis oldugu ¢alisma referans alinmustir [17]. Bu caligmada grafit
firm kullanarak kiikiirt dioksitin (SO2) molekiiler absorpsiyonu, As (206,98) katod
lambas1 kullanilarak Olgiilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda ise kiikiirt dioksitin (SOy)

molekiiler absorpsiyonu i¢in bir ¢cok lamba (Mg, Se, Sb, As) denendikten sonra Se
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katod lambasi en uygun lamba olarak sec¢ilmis ve Olgclimlerde bu lamba

kullanilmistir.

Cizelge 3.1 GFAAS ile kiikiirt dioksit analizi i¢in deneysel kosullar (Se katot
lambasi, A = 204 nm, 0,05 M HNO).

Firin Programm Sicakhk (°C) Siire (sn)
On toplama 85-110 55
Kurutma 130 - 200 8
Atomlasma ve Olgiim 1600 9

3.6.2 TAC yontemleri ile

Gida {riinlerinde etiketlerinde koruyucu olarak yer alan SO,, bu {iriinlere katilan
sodyumsiilfit ile saglanir. Sodyumsiilfit’in sulu ¢o6zeltisi indirgen 0Ozellik
gosterdiginden bulundugu ortamda antioksidan gibi davranir ve toplam antioksidan
tayinlerinde pozitif hataya sebep olur. Bu hatanin diizeltilmesi (dogru TAC degerinin
belirlenmesi) ve ortamdaki miktarimin tayini i¢cin yukarida kullanilan antioksidan

tayin yontemleriyle (CERAC ve CUPRAC) SO; analizi yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Troloks’un TAC Yontemleri Ile Kalibrasyon Grafiklerinin Cizimi

Saraptaki toplam antioksidan kapasite miktarlar1 TEAC (troloks esdegeri) katsayisi
ile verileceginden CERAC ve CUPRAC yontemleri ile troloksun kalibrasyon

grafikleri ¢izilmistir.

4.1.1 CERAC yontemi

Hazirlanan 2,0x10° mol/L seryum (IV) siilfat ¢ozeltisinden 1,0 mL alip, 2,0x10™ —
7,0x10° mol/L arasinda lineer olan troloks ¢ozeltileri ile reaksiyona sokuldu. 30
dakika sonra 320 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Olgiilen degerler ile
kalibrasyon grafigi ¢izildi (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Bu egrinin egiminden troloks i¢in
molar absorpsiyon katsayist 1,52 x 10* (mol* L cm™) olarak hesaplandi. Ayni
derisimdeki troloks c¢ozeltileri modifiye CERAC yontemiyle (Nap,SO4’li ortam)
calisilmistir (Sekil 4.1). Bu egrinin egiminden troloks i¢in molar absorpsiyon

katsayist 1,33 x 10* (mol™ L cm™) olarak hesaplandu.

Cizelge 4.1: CERAC yontemi ile troloks i¢in elde edilen absorbans degerleri.

CERAC Modifiye CERAC

Derisim, (mol/L) Absorbans, (A32) Absorbans, (A32)
0 1,0900 1,252
2,0 X107 0,7860 1,004
3,0x10° 0,6314 0,8640
5,0x107° 0,3355 0,5996
6,0x10° 0,1780 0,4650
7,0x10° 0,0260 0,3342
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020 r R? =0,9983
0’00 1 1 1
0,0 2,0 40 6,0 8,0

CTroloks 10° (mOI/I—)

Sekil 4.1: CERAC yontemi ile ¢izilen troloksun kalibrasyon grafikleri. *kiigiik grafik
modifiye CERAC yontemine aittir.

4.1.2 CUPRAC yontemi
Hazirlanan 2,0x10™® mol/L troloks ¢ozeltisinden 0,1-1,0 mL arasinda alinarak

CUPRAC reaktifi ile reaksiyona sokuldu. 30 dakika sonra 450 nm dalga boyunda
absorbans degerleri okundu. Olgiilen degerler ile kalibrasyon grafigi ¢izildi (Cizelge
4.2, Sekil 4.2). Bu egrinin egiminden troloks i¢in molar absorpsiyon katsayisi

1,76x10* (mol™ L cm™) olarak hesapland1.
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Cizelge 4.2: CUPRAC yontemi ile troloks i¢in elde edilen deriseme bagli absorbans

degerleri.
Derisim, (mol/L) Absorbans, (A4s0)
4,90x107 0,0943
9,80x10° 0,1792
14,6x10°® 0,2740
19,4x10°® 0,3483
24,3x10° 0,4241
29,2x10°® 0,5251
34,0107 0,5873
39,0x10° 0,6671
43,8x10° 0,8120
48,7x10°® 0,8637
A L00

0,90 +

0,80 y=1,76 10*C + 0,0064

0,70 R? = 0,9960

0,60 |

0,50

0,40 +

0,30

0,20 +

0,10

0,00 : : : : :

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

CTroIoks x 10° (mOIIL)

Sekil 4.2: CUPRAC yontemi ile ¢izilen troloksun kalibrasyon grafigi.

4.2  NapSOz’in TAC yontemleri ile kalibrasyon grafiklerinin ¢izimi

Sodyumsiilfit’in sulu ¢dzeltisi indirgen 6zellik gosterdiginden bulundugu ortamda
antioksidan gibi davranir. Bu nedenle bir¢ok gida maddesine koruyucu olarak katilir
ve toplam antioksidan tayinlerinde pozitif hataya sebep olur. Bu hatanin diizeltilmesi
(dogru TAC degerinin belirlenmesi) ve ayni anda ortamdaki SO, miktarmnin tayini

icin, kullanilan antioksidan tayin yontemleriyle kalibrasyon grafikleri ¢izildi.
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4.2.1 CERAC yontemi

3,0 mol/L siilfirik asit igerecek sekilde haziralanan 2,0x10° mol/L seryum(IV) siilfat
¢ozeltisinden 1,0 mL alinarak {izerine 1,0X10'2 mol/L sodyum siilfit (Na;SOs)
¢oOzeltisinden 0,2 — 1,0 mL arasinda almarak son hacmi 10 mL olacak sekilde saf su
ile tamamlanir. Hazirlanan ¢ozeltilerin 320 nm de UV-VIS spektrofotometrede
dlciimleri aldi. Olgiilen degerler ile kalibrasyon grafigi ¢izildi (Cizelge 4.3, Sekil
4.3). Bu egrinin egiminden Na,SOj i¢in molar absorpsiyon katsayisi 1,064x10% (mol

'L em™) olarak hesapland1.

Cizelge 4.3: CERAC yontemi ile Na,SOs i¢in elde edilen absorbans degerleri.

Derisim, (mol / L) Absorbans, (Asz)
0 1,0570
2,0 x10™ 0,9048
4,0 x10* 0,6299
8,0 x10* 0,2364
10,0 x10™ 0,0060

1,20

y =-1,064 103C +1,0777
R?=0,9966

1,00

0,80

0,60

0,40 r

0,20

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0
C na2sos X 104 (mol/L)

0,00

Sekil 4.3: CERAC yontemi ile ¢izilen Na,SO3’in kalibrasyon reaksiyon grafigi.
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4.2.2 Modifiye CERAC yontemi ile

50 mL 1,0x10 mol/L Na,SOs ve 1,0 mol/L Na,SO, ¢ozeltisi hazirlandi. 3,0 mol/L
sillfirik asit icerecek sekilde haziralanan 2,0x10° mol/L seryum(IV) siilfat
¢ozeltisinden 1,0 mL alinarak tizerine hazirlanan Na; SO, ¢ozeltisinden 7 mL eklendi.
Bu ¢ozeltilerin lizerine Na;SO3 ¢ozeltisinden 0,2 — 1,0 mL eklenerek ¢6zeltilerin son
hacmi 10 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltilerin 320 nm de
UV-VIS spektrofotometrede &lciimleri alindi. Olgiilen degerler ile kalibrasyon
grafigi ¢izildi (Cizelge 4.4, Sekil 4.4). Bu egrinin egiminden Na,SOj3 i¢in molar
absorpsiyon katsayist 1,98x10? (mol™ L cm™) olarak hesaplandu.

Cizelge 4.4: Modifiye CERAC yontemi ile Na,SOjs i¢in elde edilen absorbans

degerleri.
Derisim, (mol / L) Absorbans, (A32)
0 1,0689
4
2,0 104 1,0037
4,0x10 0,9814
4
8,010 0,9281
-3
1,0 <10 0,9201
3
1,2x10 0,8754
A 120
1,00 |
0,80 |
y=-1,58 102 C+ 1,0516
0,60 r R>=0,9733
040 |
020 |
0,00 ' ' ' ' ' '

0,0 2,0 4.0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
C nazsos X 104 (mol/L)

Sekil 4.4: Modifiye CERAC yontemi ile ¢izilen Na;SO3’in kalibrasyon grafigi.

23



CERAC ve Modifiye CERAC yontemlerine gore ¢izilen kalibrasyon grafiklerinden
stilfatla tamponlanmis CERAC yonteminde siilfit iyonlarinin indirgeme 6zelliginin
biiyiik o6l¢iide engellendigi goriildii. Bu durumda SO; bulunan gida 6rneklerinde
modifiye CERAC yonteminin kullanilmasi baska ayirma ve uzaklastirma iglemleri

yapilmadan toplam antioksidan kapasitenin 6lgiilmesine olanak saglar (Cizelge 4.5) .

Cizelge 4.5: Modifiye CERAC yonteminde SO “nin etkisi (Cce= 2x10™ mol/L).

[lave edilen SO, Bulunan Cce (mol/L) % Hata
(ppm)
12,8 1,88x10™ 6
25,6 1,84x10™ 8
51,2 1,74x10™ 13
64,0 1,72x10™ 14
77,0 1,64x10™ 18

4.2.3 CUPRAC yontemi

50 mL 1,0x10% mol/L Na,SO; hazirlandi. Hazirlanan 1,0x10% mol/L Na;SOs
cozeltisinden 0,02 - 0,15 mL arasinda alinarak CUPRAC reaktifi ile reaksiyona
sokuldu. 30 dakika sonra 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu.
Olgiilen degerler ile kalibrasyon grafigi cizildi (Cizelge 4.6 - Sekil 4.5). Bu egrinin
egiminden Na;SOs icin molar absorpsiyon katsayist 9,55x10? (mol™ L cm™) olarak

hesaplandu.

Cizelge 4.6: CUPRAC yontemi ile Na;SOj3 igin elde edilen absorbans degerleri.

Derisim, (mol/L) Absorbans, (A4s0)
5,0 x 107 0,0434
2,0 x 10 0,1633
3,0 x 10 0,2662
3,6 x 10 0,3433
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0,40
0,35 -
0,30 - y = 9,55x10%x - 0,0132
0,25 - R?=0,9901
0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 -

0,00 T T .
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

Crazsos X 10% (mol/L)
Sekil 4.5: CUPRAC yontemi ile ¢izilen Na;SO3’in kalibrasyon grafigi.

4.3  Molekiiler Absorpsiyon yontemi (GFAAS ile)
4.3.1 Optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi

4.3.1.1 Molekiiler absorpsiyon metodu icin uygun lambanin bulunmasi

Sodyum siilfit (Na;SO3) ¢6zeltisi kullanarak, son asit derisimi 0,05 mol/L HNOj3 olan
ve 100 — 800 mg/L SO, icerecek sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan
standart SO, ¢ozeltilerinin, grafit firinli atomik absorpsiyon spektrometrede farkli
lamba (Mg, Se, Sh, As) ve cizelge 3.1 de verilen firm programi kullanilarak,

kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7: GFAAS’de farkli oyuk katot lambalar1 kullanilarak kiikiirt dioksit i¢in
elde edilen kalibrasyon denklemleri.

Slit
Amax Lineer kalibrasyon )
Katot Lambalar Genisligi, ) R
(nm) denklemi,
(nm)

Magnezyum 202.6 0.5 A= 6x10"Cgoz2- 0,0546  0.9793
Arsenik 207.0 0.5 A= 5x10"Cspz2- 0,0172  0.9847
Antimon 217.6 0.5 A= 4x10"Cspz2- 0,0438  0.9999

Selenyum 204.0 0.5 A= 8x10"Csoz2- 0,0271  0.9924

Cizelge 4.7°te goriildiigli izere Selenyum lambasi kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
grafiinin regrasyon katsayisinin bire daha yakin olmasi ve absorplama katsayismin

diger lambalarla elde edilen degerlere gore daha yliksek olmasi daha duyarli sonuglar
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elde etmemizi saglayacagindan kiikiirt dioksit analizi i¢in selenyumun (Se) oyuk

katot lambasi ile calisilmistir.

4.3.1.2 Asit etkisi

GFAAS ile SO, tayininde de hidroklorik asitli ortamda yapilan absorbans
Olgtimlerinde asit derisiminin artmasiin absorbans artisima etki etmedigi baska
arastirmacilar tarafindan yaymlanmistir [17]. Literatirdeki ¢aligmalarda nitrik asit
(HNO3) konsatrasyonu 0,02 mol/L’dan yiiksek oldugu durumlarda etkili bir sekilde
absorbansi artmaya bagladigi goriilmiis ve Olgtimler 0,02-0,2 mol/L nitrik asitli
ortamda yapilarak girisimlerin engellendigi rapor edilmistir [17]. Bu tez kapsaminda
Se oyuk katot lambasi kullanilarak grafit firmli atomik absorpsiyon
spektrometresinde yapilan nitrat asidi derisiminin belirlenmesi denemelerinde tisteki
caligmadan farkli olarak absorbans degerlerinde Once artis, daha sonra diisiis
gbzlenmistir. Absorbanstaki bu azalmanin nitrat asidinin 0,05 mol/L degerinden
itibaren SO3* iyonlarmin SO4> iyonlarina déniistiirmesi ile agiklanabilir. Bulunan

sonuglar ¢izelge 4.8 ‘da verilmistir.
2NOs'(aq) + 8H*(aq) + 6e- — 2NO(g) + 4H,0(l) 4.2)

350:%(aq) + 3H,0(l) — 350,%(aq) + 6H"(aq) + 6€” (4.2)

2NOs'(aq) + 2H"(aqg) + 3 SO5*(aq) — 2NO(g) + H.O(I) +3 SO4* (aq)  (4.3)

Cizelge 4.8: HNO3 derisiminin SO; nin molekiiler absorsiyonuna etkisi (Se katot
lambasi, A=204,0 nm, Slit Genisligi= 0,50 nm, Cna2s03=600 mg/L ).

HNO3 derisimi
(mol/L) 0,025 0,050 0,100 0,200

Absorbans 0,2321 0,3970 0,1884 0,1881

4.3.1.3 Sicaklik etkisi

GFAAS ile SOs*’iin molekiiler absorpsiyonunun dlgiimiinde degisik firin
progragramlar1 ile ¢alsilmistr. Buna bagl olarak SOs*’tin  100-600 mg/L
derisimlerinde hazirlanan ¢ozeltilerinin (0,05 mol/L HNO3) Se lambasi (204 nm)
kullanilarak 6l¢iilen absorbans degerleri ile kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir (Cizelge
4.9). Bu kalibrasyon dogrularindan en yiiksek egimi veren firm programi segilerek

calisiimalardakullanilmistir.
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Cizelge 4.9: GFAAS o6lglimleri i¢in farkl sicakliklarda uygulanan firm programi (Se katot lambasi, A=204,0 nm, 0,05 mol/L HNO3 ).

Siire FIRIN PROGRAMI (°C)
(sn) | 1| 1 v V \V4|
5 85 85 85 85 85 85
On toplama ) 95 95 95 95 95 95
sicakhg
10 110 110 110 110 110 110
5 130 130 130 130 130 130
Kurutma 1 130 130 130 130 130 130
sicakhigi
2 200 200 200 200 200 200
3 1600 800 800 600 600 600
Atomlasma 3 1600 1600 1400 1600 1400 1100
sicakhigi
3 1600 1600 1400 1600 1400 1100
Kalibrasyon A=80%x10"Csop- A=3,0x10"Csp- A=10x10"Csp+ A=-6,0x10"Cgp, + A=6,0x10°Cgo, - A=4,0x10°Cgo, +
Denklemleri 0,0271 0,0267 0,0060 0,0087 0,0017 0,006
R? 0,9924 0,9800 0,9271 0,9940 0,3529 0,9971
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4.3.2 Kalibrasyon grafiginin cizilmesi

Sodyum siilfit (NapSOs3) ¢ozeltisi kullanarak, Son asit derigimi 0,05 mol/L HNOj3 olan
ve 100 — 800 mg/L SO; icerecek sekilde (5 farkli derisimde) standart ¢ozeltiler
hazirlandi. Yukarida belirlenen optimum deney kosullarinda hazirlanan ¢ozeltilerinin
molekiiler absorpsiyonu 6l¢iildii. Absorbans ve SO; derigimleri arasinda kalibrasyon
grafigi c¢izildi (Sekil 4.6, Cizelge 4.10). Sekilde goriildigi gibi elde edilen lineer

kalibrasyon grafiginin denklemi asagida verilmistir.
Aoosnm = 8,00><10_4 Csoz - 0,0271

R? = 0,9924
a.soz = 8,00><10_4

Cso2, SO, baslangi¢ ¢ozeltisinin mg/L cinsinden derigimidir. Bu egrinin egiminden

Na,SOj3 icin absorpsiyon katsayisi (mg™ L cm™) olarak hesapland.

Cizelge 4.10: SO, derisimlerine karsilik okunan absorbans degerleri (Se katot
lambasi, 0,05 M HNO3).

Derisim, (mg/L) Absorbans
100 0,068
200 0,122
400 0,248
600 0,422
800 0,595
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0,7

0,60

0,6 - y=485C-0,0272
050 R?=09924

0,40
0,30

05

0,20

04 | .
’ 0,0 20 40 6,0 80 10,0 12,0 14,0
Cxasos (molL) x 10°

03 | y = 8,0 x 10 C - 0,0272

R?=0,9924

0 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

SO, (mL?)

Sekil 4.6: SO,’nin GFAAS kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi.

4.4 SO7’nin reginede tutulmasi ve geri kazanimi

2,0 x 102 mol/L 25 mL Na;SO; hazirlandi. Daha 1,0 M HCI ile pH 3,0 olacak
sekilde ayarlandi ve bdlim 3.4’te anlatildigi gibi regineden gecirilme islemi
uygulandi. Reginede HSO3;  formunda tutulan kiikiirt dioksit 25 mL 0,1 NaOH ile
alindiktan sonra spektrofotometrik yontemler olan CERAC (8502:1,064X103 mol? L
cm) ve CUPRAC (es02=9,55%10% mol™ L cm™) ve GFAAS molekiiler absorpsiyon
yontemi (€s02=48,497 mol® L Cm'l) ile tayin edildi. CERAC yonteminde, 0,2 mL
alinarak reaktifler ilave edildi ve absorbans 6l¢iildii (son hacim 10 mL). CUPRAC
yonteminde recineden elue edilen ¢ozelti 1/10 oaninda seyreltildikten sonra 0,6 mL
alinarak reaktifler ilave edildi (son hacim 4,1 mL) ve absorbansi 6lciildi. GFAAS
yonteminde ise ¢dzelti 4/10 oraninda seyreltildi ve dlgiimler alind1. Olgiilen degerler

cizelge 4.11°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11: Anyon degistirici regineden geri alman sodyum siilfit (2,010 mol/L).
CERAC CUPRAC GFAAS

Okunan Ortalama
0,613 (+0,004) 0,257 (+£0,002) 0,350 (+0,004)
Absorbans degerleri

Bulunan Derigim

2,10 (£0,09) x10% 1,93 (+0,12) 102 1,94 (+0,36) x10
(mol/L)

Geri kazanim (%) 105 96,5 97

45  Sarap Orneklerinin TAC Tayini

SO; igerdikleri etiketlerinde belirtilen Kirmizi1 sarap I (Bogazkere iiziim ¢esidi),
kirmiz1 sarap 11 (Okiizgdzii {iziim ¢esidi) ve kirmuzi sarap 111 (Bogazkere + 6kiizgdzii
iizlim ¢esidi) ornekleri 1:20 ve beyaz sarap (Sultaniye {iziim ¢esidi) 6rnekleri ise 1:10
oraninda seyreltildikten sonra modifiye CERAC ve CUPRAC yontemleri ile

analizleri yapilmistir. Bu asamada SO; uzaklastirilmamastir.

4.5.1 Kirmiz ve beyaz sarap érneklerinin CERAC yontemi ile analizi

Deney tiiplerine 0,4 - 0,6 mL arasinda degisen miktarlarda sarap Orneklerinden
koyup tizerlerine 1,0 mL 2,0 x 10 mol/L Ce (IV) ¢ozeltisi, 7,0 mL 1,0 mol/L
Na SO, cozeltisi ekleyip 10 mL ye saf su ile tamamlandi. Agz1 kapali olarak 30
dakika bekletildi. Absorbans degerleri 320 nm de saf suya karsi 6lgiildii. Okunan
absorban degerleri esitlik (3.1)’de yerine konularak mmol troloks cinsinden toplam

antioksidan kapasite degerleri hesaplandi (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12: SO, uzaklastirilmamis sarap Orneklerinin CERAC yontemi ile elde
edilen mmol troloks cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

TAC (mmol troloks/

Ornek Ornek Hacmi (mL)  A,-A ml drnek)x10°
Kirmizi sarap 1 0,4 0,8283 3,122
Kirmizi1 sarap 11 0,6 0,7950 1,997
Kirmiz1 sarap 111 0,4 0,7771 2,928
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Beyaz sarap 0,5 0,1034 0,156

Cizelge 4.12°de goriildiigli gibi Bogazkere liziim ¢esidinden yapilan kirmizi sarap |
orneginin toplam antioksidan kapasite degerinin diger sarap orneklerine gére daha

yiiksek degere sahip oldugu gézlemlendi.
4.5.2 Kirmz ve beyaz sarap érneklerinin CUPRAC yontemi ile analizi

1,0 mL 1x10? mol/L CuCl, + 1,0 mL 7,5x10° mol/L neokuproin ve 1,0 mL 1,0
mol/L NHsAc ¢ozeltisi tizerine 0,1 mL sarap drneklerinden eklendi ve son hacim 4,1
mL olacak sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi icin 30 dakika
beklendi. Cu(I) neokuproin kelatinin maksimum absorbans yaptigr 450 nm dalga
boyunda absorbans Ol¢iimleri referans cozeltisine karsi alindi. Esitlik (3.2)’den
yararlanilarak mmol troloks cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri

hesapland1 (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13:S0O; uzaklastirilmamis sarap o6rneklerinin CUPRAC yontemi ile elde
edilen mmol troloks cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

Ornek Ornek Hacmi TAC (mmol troI(_)zks/
(mL) A ml 6rnek) x10
Kirmizi sarap 1 0,1 0,7710 3,592
Kirmizi sarap 11 0,1 0,4715 2,196
Kirmizi sarap 11 0,1 0,6950 3,238
Beyaz sarap 0,4 0,3327 0,194

Cizelge 4.13°de goriildiigii gibi Bogazkere iiziim ¢esidinden yapilan kirmizi sarap I
Orneginin toplam antioksidan kapasite degerinin diger sarap orneklerine gére daha

yiiksek degere sahip oldugu gézlemlendi.

46  Recineden Gegirilmis Sarap Orneklerinin TAC Tayini

1:50 oraninda seyreltilen, 30,0 mL sarap 6rneginin pH 3,0 olacak sekilde 1 mol/L
HCI ile ayarlandi. Akis hiz1 dakikada yaklasik 1,6 mL olucak sekilde 6rnek anyonik
regineden ti¢ kere gegirildi. Daha sonra bu 6rneklere modifiye CERAC ve CUPRAC

yontemleri uygulandi.

31



4.6.1 Kirmz ve beyaz sarap érneklerinin CERAC yontemi ile analizi

1:50 oraninda seyreltilen 30,0 mL sarap 6rneginin pH 3 olacak sekilde 1 mol/L. HCI
ile ayarlandi. Akis hizi dakikada yaklasik 1,6 mL olucak sekilde drnek anyonik
regineden ti¢ kere gegirildi. Daha sonra deney tiiplerine 0,5-2,0 mL miktarlarda sarap
koyup tizerlerine 1,0 mL 2x10° mol/L Ce (IV) ¢ozeltisi, 7,0 mL 1,0 mol/L Na;SO4
cozeltisi ekleyip 10,0 mL ye saf su ile tamamlandi. Agzi kapali olarak yarim saat
bekletildi. Absorban degerleri 320 nm de saf suya kars1 6l¢iildii ve mmol/mL troloks
cinsinden hesaplanan toplam antioksidan kapasite degerleri Cizelge 4.14’de

gosterildi.

Cizelge 4.14: SO; uzaklastirilmis sarap 6rneklerinin CERAC yontemi ile elde edilen
mmol troloks cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

TAC

Ornek Ornek Hacmi ( mmol Troloks

¢ (mL) Ao-A /mL ornek)

(x107%)
Kirmizi sarap | 0,5 0,4134 3,116
Kirmizi garap 11 0,5 0,2640 1,990
Kirmizi sarap 111 0,5 0,3873 2,920
Beyaz sarap 2,0 0,0791 0,149

Cizelge 4.14°de goriildiigii gibi Bogazkere iiziim ¢esidinden yapilan kirmizi sarap |
orneginin toplam antioksidan kapasite degerinin diger sarap Orneklerine gore daha

yiiksek degere sahip oldugu gézlemlendi.

4.6.2 Kirmz ve beyaz sarap érneklerinin CUPRAC yontemi ile analizi

1:50 oraninda seyreltilen 30,0 mL sarap 6rneginin pH 3,0 olacak sekilde 1,0 mol/L
HCI ile ayarland1. Akis hiz1 dakikada yaklasik 1,6 mL olucak sekilde 6rnek anyonik
regineden ii¢ kere gecirildi. Deney tiiplerine 1 mL 1x10? mol/L CuCl, + 1 mL
7,5%10° mol/L neokuprain ve 1,0 mL 1 mol/L NHJAc ¢zeltisi iizerine 0,1 mL 1:10
oraninda seyreltilmis sarap Orneklerinden eklendi ve son hacim 4,1 mL olacak
sekilde saf su ilave edilip reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 30 dakika beklendi. Cu(I)
neokuprain kelatmm maksimum absorbans yaptigi 450 nm dalga boyunda absorbans
Ol¢timleri referans ¢ozeltisine karst alindi. Cizelge 4.15°de mol/L troloks cinsinden

toplam antioksidan degerleri hesaplandi.
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Cizelge 4.15:SO, uzaklastirilmis sarap Orneklerinin CUPRAC yontemi ile elde
edilen mmol troloks cinsinden toplam antioksidan kapasite degerleri.

TAC

Ornek Ornek Hacmi ( mmol Troloks

rne (mL) A /mL ornek)

(x107%)
Kirmizi sarap | 0,1 0,3060 3,565
Kirmizi garap 11 0,1 0,1856 2,162
Kirmizi sarap 111 0,1 0,2752 3,206
Beyaz sarap 0,5 0,0687 0,160

Cizelge 4.15°de goriildiigii gibi Bogazkere iiziim c¢esidinden yapilan kirmizi sarap 1
orneginin toplam antioksidan kapasite degerinin diger sarap orneklerine gére daha

yiiksek degere sahip oldugu gozlemlendi.

4.7  Sarap Orneklerinde Molekiiler Absorpsiyon Yéntemi ile SO, Tayini
Sarap Ornekleri nitrik asitle (HNO3) ile pH 1,28 olacak sekilde asitlendirilerek
hazirlanan ¢ozeltilerin GFAAS (Se katot lamba, 204 nm ) ile absorbanslar1 6lgiildii
(Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16: Sarap orneklerinde GFAAS ile SO, analizi.

Ornek A SO, mg/L SO, mol/L x107°
Kirmizi sarap I 0,2143 302 4,98
Kirmizi sarap 11 0,2468 342 5,64

Kirmiz: sarap I11 0,2307 322 5,32
Beyaz sarap 0,2477 344 5,66
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5. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu tez kapsaminda koruyucu olarak kiikiirt dioksit iceren gida orneklerinde gercek
antioksidan kapasite degerlerini 6l¢mek {izere yontemler gelistirildi. Elektron transfer
esasina dayanan antioksidan tayin yontemleri uygulamasi kolay ve sik kullanilan
yontemlerdir. Bu nedenle antioksidan tayin yonteminde elektron transfer
reaksiyonunu  bozacak girisimlerin  giderilmesi gerekmektedir. Bu amag
dogrultusunda gidalara katilan kiikiirt dioksitin antioksidan gibi davranarak pozitif
hataya sebep olacagi ongoriilerek deneysel calismalar yapilmistir. Bu denemelerde
elektron transfer esasina dayanan yontemler olarak CERAC ve CUPRAC secilmis ve

bu yontemler ile kiikiirt dioksit i¢in troloks esdegerleri hesaplanmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1 : Kiikiirt dioksit i¢in troloks esdeger katsayisi.

TAC € Troloks £ <o Troloks esdeger
Yontemleri (mol*Lem™)  (mol* Lcm™) katsayist
(E SOZ/ E Troloks)
CERAC 1,52x 10* 1,06% 10° 0,0697
Modifiye . )
1,33x 10 1,58% 10 0,0119
CERAC
CUPRAC 1,76x 10* 9,55% 10° 0,0542

Kiikiirt dioksiti uzaklasgtrmak icin anyon degistirici recine kullanip recineden
gecirilen Orneklerin toplam antioksidan kapasitesi hesaplanirken aradaki farktan
kiikiirt dioksit miktari troloks esdeger katsayilar1 kullanilarak hesaplanmistir (Cizelge
5.2- ¢izelge 5.3).

Cizelge 5.2 ve 5.3’te goriildiigli lizere kirmizi saraplarin TAC’leri beyaz saraptan

daha yiiksek bulunmustur. Buna karsilik SO, miktarlar1 312 — 398 mg /L arasinda
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degistigi ve kirmizi ve beyaz sarapta onemli bir fark goriilmemistir. CERAC ve
CUPRAC yontemleri ile hesaplanan hem TAC hem de kiikiirtdioksit miktarlari
uyumlu ¢ikmistir.

Cizelge 5.2: Iyon degistiriciden gecirilmeden ve gegirilerek hazirlanan sarap
rneklerinin CERAC ydntemi ile elde edilen molL™ troloks degerleri
arasindaki farktan SO, miktarinin hesaplanmasi.

Direkt d V.It).lo.n.d

ornek cgistirierden Fark Hesaplanan

Analizi gegirilen
Ornek ornekler

TAC SOy’e esdeger
( mmol Troloks /mL ornek) (mmol Troloks/ SOz,
(x10?) mL orrlsk) mgL
(x107)

Kirmizi sarap | 3,122 3,116 5,806 312
Kirmizi garap 11 1,997 1,990 7,053 379
Kirmizi sarap 111 2,928 2,920 7,164 385

Beyaz sarap 0,156 0,149 7,108 382

Cizelge 5.3: Iyon degistiriciden gegirilmeden ve gecirilerek hazirlanan sarap
orneklerinin CUPRAC yontemi ile elde edilen mmol/L troloks
degerleri arasindaki farktan SO, miktarmin hesaplanmasi.

Direkt degi;tyi:itiden
,:;gfil;i gecirilen Fark Hesaplanan
Ornek ornekler
TAC SO;’e esdeger
(mmol Troloks/ SO,
( mmol Troloks/ mL ornek) 1
2 mL ornek) mgL
(x10) (x10'4)
Kirmizi sarap I 3,592 3,565 2,696 318
Kirmizi sarap II 2,196 2,162 3,374 398
Kirmizi sarap I 3,238 3,206 3,154 372
Beyaz sarap 0,194 0,160 3,340 394

Calismamizin ikinci kisminda kiikiirt dioksit tayinini karsilastirmak i¢in GFAAS ile
molekiiler absorpsiyon yontemi se¢ilmis ve bu yontemle kiikiirt dioksiti tayin
edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda literatiirdeki yontemlere alternatif olacak sekilde
GFAAS yontemi optimize edilmistir. Optimize edilen yontem ve toplam antioksidan

tayin yontemleri ile bulunan sonuglar Cizelge 5.4 te verilmistir.
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Cizelge 5.4:Sarap orneklerindeki kiikiirt dioksitin GFAAS, CERAC ve CUPRAC

yontemleri ile bulunan degerleri.

SO, mg/L
Ornek
GFAAS CERAC CUPRAC
Kirmizi sarap | 302 312 318
Kirmizi sarap 11 342 379 398
Kirmizi sarap 11 322 385 372
Beyaz sarap 344 382 394

Cizelge 5.4 te gorildiigi gibi GFAAS, CERAC ve CUPRAC yontemleri ile bulunan

sonuglar uyumlu ¢ikmistir. Ayrica GFAAS yonteminin uyumlu sonug¢ vermesi

nedeni ile iyon degistirici re¢ine kullanilmadan da sarap orneklerinin TAC ve SO

analizlerinin yapilabilecegi goriilmiistiir.
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