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AsO+*/AsOs> (ARSENAT/ARSENIT) REDOKS CIiFTi KULLANILARAK TOPLAM
ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYINI

OZET

Bu c¢alismada cografik isaretli Cesme-Pistacia Lentiscus ve Yalova-Aronia Melanocarpa
bitkilerinin toplam antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla iki reaktifli analiz
yontemi gelistirilmistir. Antioksidan molekiil, sodyum meta arsenit ve sodyum molibdat ikili
karisimiyla muamele edildiginde, antioksidan molekiiliin yapisina bagl olarak aralarindaki
olas1 redoks reaksiyonu sonucu sar1 veya mavi bir renk ortaya ¢ikar. Deneyler flavonoid tipi
(kuersetin ve epikatesin) ve benzoik asit tipi (gallik asit) antioksidanlarin arsenit reaktifi ile
reaksiyona girerek sart renkli arsenik nanopartikiilleri (AsNP) olusturdugunu gostermistir.
Vitaminler (trolox ve askorbik asit) ise molibdat iyonlariyla olan reaksiyonlar1 neticesinde mavi
rengin olusmasina sebep olmustur. Boylece bir materyalin hangi tiir antioksidanlara sahip
olabileceginin farklilagmasi, antioksidanlarin aktif gruplarinin reaktiflere olan farkli affiniteleri
ile saglanir. Yapilan deneyler sonucunda en yiiksek molar absorptivite kuersetin igin elde
edilmistir. Onerilen yéntem yakin zamanda cografi isaret tescili alan Cesme-Pistacia Lentiscus
ve Yalova-Aronia Melanocarpa orneklerine uygulanmistir. Orneklerin toplam antioksidan
kapasiteleri (TAC) ayrica FRAP (Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢) ve CUPRAC (Kuprik
Indirgeyici Antioksidan Kapasite) ydntemleriyle belirlenmistir. Cesme-Pistacia Lentiscus
ekstrakti ve distilat 6rnekleri ile Yalova-Aronia Melanocarpa meyve suyunun TAC degerleri
sirastyla 10,78 g GAEAC/kg, 10,22 mg GAEAC/L ve 0,32 g GAEAC/kg olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Arsenik Nanopartikil, Molibdat, Aronia Melanocarpa, Pistacia Lentiscus
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DETERMINATION OF TOTAL ANTIOXIDANT CAPACITY BY USING AsO4*
IAsOs* (ARSENATE/ARSENITE) REDOX COUPLE

ABSTRACT

In this study, a two-reagent analysis method was developed to determine the total antioxidant
capacities of Cesme-Pistacia Lentiscus and Yalova-Aronia Melanocarpa plants, which have
geographical indications. When the antioxidant molecule is treated with a binary mixture of
sodium meta arsenite and sodium molybdate, a yellow or blue color appears as result of the
possible redox reaction between them, depending on the structure of the antioxidant molecule.
Experiments have shown that flavonoid type (quercetin and epicatechin) and benzoic acid type
(gallic acid) antioxidants react with arsenite reagent to form yellow-colored arsenic
nanoparticles (AsNP), while vitamins (trolox and ascorbic acid) react with molybdate ions,
causing the development of blue color. Thus, differentiation of which types of antioxidants a
material can have is achieved by the different affinities of the active groups of antioxidants to
the reagents. As a result of the experiments, the highest molar absorptivity was obtained for
quercetin. The proposed method was applied to Cesme-Pistacia Lentiscus and Yalova-Aronia
Melanocarpa samples, which recently received geographical indication registration. Total
antioxidant capacities (TAC) of the samples were also determined by FRAP (Ferric reducing
antioxidant power) and CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) methods. TAC
values of Cesme-Pistacia Lentiscus extract and distillate samples and Yalova-Aronia
Melanocarpa fruit juice were determined as 10.78 g GAEAC/kg, 10.22 mg GAEAC/L and 0.32
g GAEAC/kg, respectively.

Keywords: Arsenic Nanoparticle, Molibdate, Aronia Melanocarpa, Pistacia Lentiscus
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1. GIRIS

Son yillarda bagisiklik sisteminin zayif olmasi bircok hastaligin ortaya c¢ikmasina neden
oldugundan antioksidan igerigi ylksek gidalara olan talep glin gectikge artmaktadir. Bu durum
bagisiklik sistemini desteklemek i¢in beslenmede antioksidan igerikli gidalarin tiiketilmesine
yonelmeyi artirmaktadir. Antioksidanlar gidalardaki biyoaktif bilesiklerden biridir. Fenolikler,
flavonlar ve vitaminler gibi biyoaktif bilesiklerin tiiketilmesi, insan viicudunda metabolik
reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikalleri notralize ederek oksidatif hasarin azaltilmasina
olanak saglar. Fasulye, enginar, kakao, kirmiz1 meyveler, yesil cay vb. pek ¢cok gida oncelikle
biyoaktif bilesenlere sahip olan, dolayisiyla antioksidan Ozellik gosteren gidalar olarak
degerlendirilebilir. S6z konusu gidalarin toplam antioksidan kapasitesinin (TAC) belirlenmesi
birgok bilim insani tarafindan ¢esitli yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir (Puangbanlang
ve digerleri, 2019; Mu vd, 2021; Jiménez-Morales vd., 2022; Sarkar vd., 2022; Yang vd., 2022;
Gunduz vd., 2023). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada Puangbanlang ve arkadaslar bilinen
analizleri kullanarak gida numunelerinin toplam antioksidan kapasitesinin ve toplam fenolik
iceriginin hizli ve es zamanli belirlenmesi igin kagit bazli sensor tiretmistir. S6z konus ¢calimada
sonuglart valide etmek iizere ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-sulfonat) radikal
katyon) testi, CUPRAC testi ve Folin Ciocalteu (FC) testi kullanilmistir. Yazarlar
makalelerinde, kagit sensoriin, ilgili testin reaktifinin daha 6nce dokiildiigii dort bolgeye ve
iizerine numunenin damlatildigi bir merkezi bolgeye sahip oldugunu ifade ederek numunenin
merkezi bolgeye damlatildiktan sonra, ilgili testlerin reaktifi ile n isleme tabi tutulan diger
bolgelere goc ettigini, bdylece her bolgede renk degisimi gelistirilerek tiim tespitlerin es
zamanli olarak gergeklestigini rapor etmislerdir (Puangbanlang vd., 2019). Orijinal yontemin
uygulanmasiyla elde edilen TAC degerlerinin %95 giiven aralifinda oldugu belirtilmistir.
Banglades'teki farkli bahgelerden toplanan yesil ¢ay Orneklerinin toplam antioksidan
kapasiteleri, toplam fenolik igerikleri ve fitokimyasal bilesenleri Sarkar ve arkadaslar
tarafindan arastirllmistir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal temizleme
yoénteminin uygulanmasi sonucunda elde edilen maksimum deger inhibisyon oran1 %78,2 olup,
FC yonteminin uygulanmasiyla en yiiksek toplam fenolik maddenin 2,25 g GAE/100 g numune
oldugu goriilmiistiir. Kafein, tanen, B1, B2 ve C vitaminleri yesil ¢ay Orneklerinin temel
fitokimyasal bilesenleri olarak belirlenmistir (Sarkar vd., 2022). Baska bir ¢alismada ise Alig
meyvesi Orneklerinin antioksidan 6zellikleri Yang ve arkadaslari tarafindan arastirilmastir.
Yazarlar toplam antioksidan kapasiteyi ve toplam fenolik icerigi belirlemek i¢cin DPPH, ABTS

radikal suptrme aktivite analizini, FRAP ve FC analizleriyle gergeklestirdikleri denemeler



neticesinde en ylksek TAC degerinin ABTS analizinin uygulanmasiyla elde edildigi
gozlenmistir (Yang vd., 2022). Benzer ¢alisma Gilindiiz ve arkadaslar tarafindan Butterbur
ornekleriyle yapilmistir. Kok, gévde ve yapraktan toplanan 6rneklerde DPPH, ABTS, FRAP
ve FC yontemleri kullanilmistir. Tim analizlerde en yiiksek TEAC (trolox esdeger antioksidan

kapasite) degerlerinin kok orneklerinden elde edildigi goriilmiistiir (Giindiiz vd., 2023).

Pistacia Lentiscus'un antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir.
Diinyanin Ege ve Akdeniz bolgelerinde yetisen spesifik bir bitkidir. Pistacia Lentiscus bitkileri
(sakiz agaclar1) en ¢ok Tiirkiye'de Cesme, Izmir ve Yunanistan'n Sakiz Adasi'nda
yetistirilmektedir. Bampouli ve arkadaslari, Yunanistan'in Sakiz Adasi'ndan toplanan Pistacia
Lentiscus var. chia bitkisinin yapraklari ve meyvelerinin kimyasal bilesimini, toplam fenolik
icerigini, antioksidan kapasitesini ve radikal temizleme aktivitesini arastirmistir (Bampouli vd.,
2014; Bampouli vd., 2015). Dort farkli ekstraksiyon yontemi uygulamiglar ve ekstraksiyon
yontemi ve kurutma isleminin ekstraktlarin antioksidan aktivitesi tizerinde 6nemli etkiye sahip
oldugu sonucuna varmislardir. Remila ve arkadaslari, kuzeydogu Cezayir'den toplanan yaprak
ve meyve ekstraktinin toplam fenolik igeriginin ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesini
incelemistir. Calismada TAC degerleri ORAC yontemiyle belirlendigi gibi, toplam fenolik
icerik (TPC) de FC yontemi uygulanarak belirlenmistir. Sonug olarak yaprak ve meyveler i¢in
TPC sirastyla 429 ve 205 mg CatE/gE; ve TAC degerleri sirasiyla 5865 ve 3664 mg TE/g E
olarak belirlenmistir (Remila vd. 2015). Ote yandan son zamanlarda Aronia'nin anti-
inflamatuar, anti-bakteriyel, anti-kanser, antidepresan ve antiyorgunluk etkileri bazi yazarlar
tarafindan arastirilmaktadir (Oszmianski ve Wojdylo, 2005; Toli¢ vd., 2015; Btaszczak vd.,
2017; Sidor vd., 2019; Doma vd., 2023). Aronia Melanocarpa, temel bitkisel besinlere,
vitaminlere, antioksidanlara ve biyoaktif maddelere sahip degerli bir meyve olarak
bilinmektedir (Luksa vd., 2018). Tiirkiye'de gii¢lii antioksidan meyve olarak bilinen Aronia
(Melanocarpa) bitkisi ilk olarak Yalova'da yetistirilmis olup, halihazirda yogun olarak dretimi
yapilmaktadir. Eryaman ve arkadaglar1 Aronia (Melanocarpa) ¢ayr ve meyve suyunun TAC
degerlerini FRAP, CUPRAC ve Hipoklordz Asit Modifiye Ag Nanopartikiil Tabanli (AgNP-
HOCI) analizleri uygulayarak belirlemislerdir. Aronia ¢ayinin TAC degerleri (Trolox esdeger
antioksidan kapasiteleri-TEAC olarak) AgNP-HOCI, FRAP ve CUPRAC analizlerinden
sirastyla 138,0, 156,8 ve 280,8 mmol/kg olarak belirlendi. Aronia suyunun TEAC degerleri
AgNP-HOCI, FRAP ve CUPRAC i¢in sirasiyla 12,1, 23,9 ve 43,2 mmol/kg olarak bulunmustur
(Eryaman vd., 2024).



Son zamanlarda yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde molibdenin alt1 degerlikli durumdan
bes degerlikli duruma indirgenmesine dayanan FC yoOnteminin, toplam fenolik igerigin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontem oldugu anlasilmaktadir (Nerantzaki vd.,
2011; Hu vd., 2016; Gonzélez-Ceballos vd., 2020; Abduh vd., 2023). FC reaktifi fosfomolibdik
ve fosfotungstik heteropoliasitlerin bir karigimidir. Bu reaktifin indirgeyici ajanlarin ¢oguna
blylk afiniteye sahip oldugu Karadirek ve arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir (2016).
Affinite, yalmizca W(VI)/W(V) ve Mo(VI)/Mo(V) redoks c¢iftlerinin indirgeme
potansiyellerinden kaynaklanmaz ayni zamanda giiclii bazik ortam (pH 10) fenolik gruplarin
oksitlenmesini destekler (Karadirek vd., 2016). Jakubikova ve arkadaslari, FC yonteminin,
Resmi Analitik Kimyagerler Birligi'nin besin takviyelerindeki toplam ¢6ziiniir fenolik igerigi
belirlemek i¢in kullandigi resmi analiz yontemi olduguna dikkat ¢ekmistir (Jakubikova vd.,
2022). Mo(VI)/Mo(V) redoks ciftini kullanan diger yontem, Mo(VI)'nin antioksidan yoluyla
Mo(V)'ye indirgenmesine dayanmaktadir. Uretilen Mo(V), gii¢lii asidik ortamda fosfat
anyonlariyla reaksiyona girerek 695 nm'de maksimum absorbansa sahip yesil renkli kompleks
olusturur (Prieto vd., 1999). Orijinal iyi bilinen yontem, anorganik fosfatin belirlenmesi igin
Fiske ve Subbarrow tarafindan sunulmustur (Fiske ve Subbarrow, 1925). Prieto ve arkadaslari,
antioksidan olarak bir indirgeyici ajan ekleyerek yontemi degistirmis, boylelikle antioksidan
esdegeri Mo(VI)’ nin Mo(V) formuna indirgenmesi saglanmis ve mavi renk spektrofotometrik
olarak Ol¢iilmiistiir. TAC degerlerinin geleneksel yontemler kullanilarak belirlenmesine
yonelik birgok caligma bulunmaktadir. Alternatif yontemler de ¢esitli yazarlar tarafindan ortaya
atilmistir (Ozyurt vd., 2007; Ozyiirek vd., 2012; Bener ve Apak, 2017; Akyiiz vd., 2020;
Kanmaz vd., 2020).

Bu calismada antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in molibdat ve arsenit ikili reaktif
karisimindan olusan yeni bir analiz ortaya konmustur. Calisma, antioksidanlarla redoks
reaksiyonu vermek i¢in iki redoks reaktifinin kullanilmasi agisindan digerlerinden farklilik
gostermektedir. Mo(V1) tiirii asidik ortamda oksoanyon formunda (M0O4?) kullanilmistir.
Diger reaktif AsO2™ (metaarsenit) ise deneylerde kullanilan As(III) tiiriidiir. Sodyum arsenitin
Siddha ve Ayurveda tibbinda yillardir tibbi uygulamalarda kullanildig: bilinmektedir. Subastri
ve arkadaslari, AsNP'lerin kanser tedavisinde kullanilabilecegini ve bu amacla yaygin olarak
kullanilan arsenik trioksitin olumsuz etkisini azaltabilecegini rapor etmistir (Subastri vd.,
2018). Yukarida da belirtildigi {izere onerilen bu analizde antioksidan (AO) molekiilleri ile
reaksiyona girebilecek iki farkli redoks ¢ifti bulunmaktadir. MoOs*, AO molekiilleri ile
reaksiyona girdiginde Prieto ve arkadaslarinin bildirdigi gibi mavi renkli Mo(V) formuna



indirgenecektir. Reaksiyon ortaminda AsO;" iyonlarinin varligi, AO molekiillerinin elektron
donér tiirlerinin indirgeme potansiyeline bagli olarak kosullar1 degistirebilmektedir. AO
molekilleri AsO>" ile reaksiyona girmeyi tercih ederse As(III), sar1 emisyon vererek ASNP' ye
doniisecektir. Yapilan denemeler, 415 nm'de olgiilen sar1 rengin absorbansinin antioksidan
konsantrasyonuyla dogrusal olarak iligkili oldugunu gosterdi. Gelistirilen yontem, antioksidan
ozellige sahip farkli aktif gruplar i¢in oldukca spesifiktir. Yontem, Pistacia Lentiscus (Izmir,
Cesme'de yetisen Ve cografi isaretli) ekstrakti, destilat1 ve Aronia Melanocarpa (Yalova cografi
isaret tescil belgesi ile korunan) meyve suyuna uygulanmistir. Sonuglar CUPRAC ve FRAP

yontemleri uygulanarak elde edilen sonuglarla karsilastiriimistir.



2. MALZEMELER VE YONTEMLER

2.1. Reaktifler

Ca(NO3)2.4H20 (Kalsiyum nitrat tetrahidrat), (NH4)6sMo7024.4H20 (Amonyum Molibdat tetra
hidrat), Ure, L-Askorbik asit, troloks, kuersetin ve epikatesin Sigma-Aldrich'ten satin
alimmuastir; analitik saflikta bakir(IT) kloriir (CuCl2.2H20), HCI (Hidroklorik asit) (fuming, 37%),
amonyum asetat (NHsAc), demir(lll) klorir (FeCls), 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ),
amonyak (NHs, 25%), nitrik asit (65%), etanol and 0,1 N NaAsO:2 (Sodyum arsenit) c¢ozeltisi
Merck Millipore'dan satin alinmastir; Polivinilpirolidon (PVP), neokuproin (Nc) ve gallik asit
Fluka'dan temin edildi. Aronia (Melanocarpa) meyvesi ve ¢ay1, Tlrkiye Cumhuriyeti Tarim ve
Orman Bakanligi Atatliirk Bahge Bitkileri Merkezi Arastirma Enstitiisii Yalova'dan temin
edilmistir. Pistacia Lentiscus var.chia 6rnekleri HET Yap: Mimarlik A.S., izmir'den temin
edilmistir. incelenen sakiz orneklerinin yag igerigi firma tarafindan GC-MS analizine gore
beyan edilmektedir. Orneklerin yaginda éncelikli olarak mirsen (%45,3), germacren D (%15,7)
ve transkaryofillen (%13,6), a-pinen (%1,5) ve limonen (%1,2) oldugu bildirilmektedir. Olusan
nanopartikiillerin morfolojisini ve tanecik seklini belirlemek i¢in Transmisyon Elektron

Mikroskobu (TEM) (JEM-2100 Plus) kullanildi.

2.2. CaMoOy Sentezi

CaMo00O4, Minakshi ve arkadaglarinin 6nerdigi yonteme gore sentezlendi. Ca(NOz)2.4H20,
(NH2)6M07024.4H20 ve (re distile su (MES mp MINIpure) igerisinde ¢ozuldukten sonra
amonyak cozeltisi kullanilarak ¢ozeltinin pH'1 7'ye ayarlandi. Beyaz ince pargaciklar igceren
siispansiyon, buharlagsmasi i¢in 150°C'de 2 saat kurutuldu (BINDER EDI115). Daha sonra
500°C’de kiil firminda 4 saat firmnlandi (PROTEK PMF-1103). Stok ¢ozelti olarak %0,2
CaMoO; ¢ozeltisi kullanildi.

2.3. AsNP Temelli Yontem

1 mL %2 CaMoOs ¢ozeltisine 2 mL 0,2 M NaAsO: ¢ozeltisi eklendikten sonra karisima x mL
numune ilave edildi. Karigima son olarak (1-x) mL distile su ilave edildi. Numunelerin
absorbansi sar1 renkli ¢ozelti icin 417 nm'de, mavi renkli ¢6zelti icin 750 nm'de olciildii.
Referans ¢Ozeltisi, numune ¢6zeltisi yerine x mL distile su kullanilarak hazirlandi. Y6ntemin
kiimiilatiflik 6zelligi, farkli bilesen oranina sahip kuersetin-galik asit ve trolox-askorbik asit

ikili karigimlarina yontem uygulanarak test edildi.



2.4. CUPRAC Testi

Saf distile su igerisinde 10 mM CuCl2.2H20 ve 1 M NH4CH3COO c¢ozeltileri hazirlandi. Mutlak
etanol icerisinde gunlik olarak 7.5 mM konsantrasyondaki neokuproin (Nc) cozeltisi
hazirlandi. 1 mL Cu (II), 1 mL N¢ ve 1 mL CH3COONHq4 cozeltileri karistirildiktan sonra bu
karisima 1 mL 6rnek c¢ozelti ilave edildi ve son hacim saf distile su ile 4,1 mL’ ye tamamlandi.
Daha sonra dengenin saglanmasi i¢in ¢bzelti 30 dakika bekletildi. Ortaya ¢ikan bakir(I)-

neokuproin kompleksinin absorbans 6l¢timii 450 nm'de gerceklestirildi.

2.5. FRAP Testi

0,002 M FeCls ¢ozeltisi, 1 mL 1M HCI cozeltisi esliginde distile su igerisinde hazirlandi. 0,01
M ¢0zelti hazirlamak igin belirli miktarda TPTZ %96 etanol igerisinde ¢ozuldi. FRAP reaktifi,
10 mL pH 3,6 tampon ¢ozeltisi (Oncelikle 3,1 g (Mettler Toledo XS105) CH3COONa.3H,0 ve
1,6 mL glisiyel asetik asitin 100 mL distile su igerisinde ¢6ziilmesiyle hazirlandi1), 1 mL TPTZ
ve 1 mL FeCls ¢ozeltisinin karistirtlmasiyla hazirlandi. FRAP tahlili asagida gosterilen

prosediire gore uygulandi:
3 mL FRAP reaktifi + X mL antioksidan soliisyonu + (0,1-X) mL etanol + 0,3 mL distile su.

Tim bilegsenler bir tiipte karistirildiktan sonra dengenin saglanmasi icin ¢ozelti 6 dakika

bekletildi. Daha sonra ¢ozeltinin absorbansi spektrofotometrik olarak 595 nm'de ol¢iildi.

2.6. Turk Pistacia Lentiscus ve Aronia (Melanocarpa Suyu) numunelerinin hazirlanmasi

0,1 g 6giitiilmiis ve kurutulmus sakiz numunesi, 1/1 metanol/saf distile su i¢ceren 20 mL ¢6z(ci
karigimina dokiildii. Heterojen karigim ultrasonik banyoda 50°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
Oda sicakligina sogumaya birakildiktan sonra siispansiyon siiziildii, ardindan siiziintii siringa
filtresinden gecirildi (Sekil 2.1). NP bazli yontem olarak FRAP ve CUPRAC analizleri, son
filtratin bir kismina uygulandi. Yontemler ayrica tedarik¢i tarafindan saglanan ve sakiz agaci
dallarmin damitilmasiyla elde edilen bir ¢ozeltiye (damitma iiriinii) de uygulandi. Ote yandan
30 g dondurulmus Aronia meyvesi Ogitiiliip siiziildii. Stziintii saf distile su ile seyreltildi.

Testler bu ¢ozeltiden toplanan numunelere ayni sekilde uygulandi.
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Sekil 2.1. Turkish-Pistacia Lentiscus'un ultrason dalgas: destekli ekstraksiyonu.

2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Tim sonuglar (ortalama * standart sapma) olarak ifade edildi. Tum ANOVA analizleri
Microsoft Office Excel 2010 ile yapildi.






3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. TEM Goruntilerinin Yorumlanmasi

Sekil 3.1, AsNP bazli analiz reaktifinin 500 nm boyut araliginda TEM goriintiilerini

gostermektedir.

Sekil 3.1. AsNP bazli analiz reaktifinin TEM gorunttleri (X8000, antioksidan molekli

olmaksizin)

Reaktife antioksidan eklenmeden 6nce CaMo00Os, NaAsO., etanol ve distile su herhangi bir
reaksiyon meydana gelmeden ¢ozelti icerisinde bir arada bulunmaktadir. Bu nedenle TEM
gorintulerinde diizensiz, cogunlukla polidispers yapilar goriilmektedir (Sekil 3.1). Uzun ince
dal yapisinin ardindaki kiiresel benzeri ince ve keskin sekiller CaMoO4'e aittir (Parchur vd.,

2014). Ince dal sekilleri sodyum meta arseniti gdstermelidir.

Sekil 3.2. Antioksidan molekdil varliginda AsNP bazli analiz reaktifinin TEM gorintileri a)
X8000, 500 nm, b) X15K, 200 nm



Reaktif icerisine kuersetin molekiilleri eklendiginde arsenit ve antioksidan molekiillerin
etkilesimi sonucunda uzun dalli yap1 ortadan kaybolmustur. Cozeltideki molekiiller kiiresel
benzeri AsNP merkezi etrafinda toplanmistir (Sekil 3.2. a,b). Kana ve arkadaslart AsNP'lerin
seklinin ahududu benzeri oldugunu rapor etmis ve EDX haritalamasi ile AsNP'nin elementel
As' den olustugunu da belirledmislerdir (Kana vd., 2022). AsNP'lerin negatif yuklu oldugu g6z
oniine alindiginda (Chakraborty vd., 2014; Subastri vd., 2018), reaksiyona girmemis AsO2

iyonlariin bulundugu AsNP'leri H" iyonlarinin ¢evreledigi 6ngoriilebilir.

3.2. Cahisilan Antioksidanlar I¢in Onerilen AsNP Bazh Analizin Performansi

Her bir antioksidan igin kalibrasyon grafiklerinden elde edilen regresyon denklemleri, molar
absorpsiyon katsayilari, LOD (dedeksiyon limiti) ve LOQ (kuantifikasyon limiti) degerleri
Tablo 3.1'de gosterilmektedir. Secilen antioksidanlar igin ASNP bazli testin uygulanmasindan
elde edilen kalibrasyon sonuglari %95 giiven araligi igerisinde bulunmaktadir. Tablonun
incelenmesi, molar absorpsiyon katsayilarinin (g, bir bilesigin belirli bir dalga boyunda 15181
absorbe etme etkinligini gosteren) antioksidanlarin kimyasal yapisina bagli olarak onemli
Olciide degistigini gostermektedir. Tablodan goriildiigii gibi kuersetin, AsNP bazli analize en
yiiksek molar absorpsiyon katsayisi ile giiclii yanit vermektedir. En diisiik € degeri epikatesin
kalibrasyonundan elde edilmistir. Kuersetin ve epikatesinin kimyasal yapilar
karsilastirildiginda, 2-fenil-1,4-benzopiron omurgasmim AsNP analizinin reaktifi ile reaksiyona

girme afinitesinin izoflavan yapisina gore daha yiiksek oldugu soylenebilir.

3.3. AsNP Olusumu ve Renk Gelisimi

Antioksidan molekiiller fenol, resorsinol, katekol ve hidrokinon gibi polifenolik yapilara
sahiptir. Elektron veren gruplarla reaksiyona girdiklerinde iki elektron ve iki proton
mekanizmasiyla benzokinon tirevlerine oksitlenirler (Enache vd., 2011). AsNP tabanli yéntem
elektron transferine dayanmaktadir. Testin reaktifi iki oksitleyici madde igerir: AsO2™ ve

MoO.%. AsO, kuvvetli asidik ¢ozeltide asagidaki reaksiyonla sar1 renkli As® ya indirgenir:

HAsO, + 3H" + 3e « As®+ 2 H,0 E°= 0,25 V (Santhanam ve Sundaresan, 1985) (3.1)

Diger taraftan hidrokinon, katekol, resorsinol ve fenol tiirlerinin ilgili benzokinon tiirevlerine
oksidasyon potansiyelleri Enache ve ¢alisma grubu tarafindan sirasiyla 0,08, 0,20, 0,6 ve 0,65
V olarak rapor edilmistir. Bu nedenle AsNP bazli yontem, hidrokinon ve katekol yapisina sahip
antioksidan molekiillerle kolaylikla reaksiyona girer. Nernst ve Gibb Serbest Enerji

Denklemleri kullanilarak elde edilecek sonuglar degerlendirildiginde s6z konusu reaksiyonlarin
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termodinamik agidan tercih edilebilir oldugu goriilecektir. Quercetin, gallik asit ve epikatesin
ile yapilan deneyler sirasinda sar1 renkli AsNP’ler olusmustur. Ancak troloks ve askorbik asit
mavi renk olusumuna neden olmustur. Bu renk degisimi molibden mavisinin olusmasindan
kaynaklanmaktadir. Benzer sekilde Elnenaey ve Soliman, askorbik 11side, molibdat ekleyerek
molibden mavisi olusumuyla spektrofotometrik olarak belirlediler (Elnenaey ve Soliman.;
1979). Reaktifin ikinci oksitleyici bileseninin (MoO4?) asidik ortamda olasi indirgenme

reaksiyonu ve potansiyeli agagida verilmistir;
H2MoOs + 2H* + & <> M0O," + 2H,0 E°= +0,40 VV (3.2)

Ote yandan gallik asit ve troloks da oksitlenebilen karboksilik gruplara sahiptir. Ancak
asagidaki temsili reaksiyon incelendiginde, karboksil grubunun oksidasyon potansiyelinin,
hidrokinon disindaki diger gruplarinkinden daha diisiik oldugu gorilur. Dolayisiyla karboksilik

gruplar yapida OH grubu varken arsenit reaktifi ile oksitlenmeyi tercih etmeyeceklerdir.
CO; + 2H" + 2e— — HCOOH (suda) Eo=-0,12 V (Nitopi vd., 2019) (3.3)

Temsili antioksidanlar, kuersetin ve askorbik asit igin ASNP bazli analizin racksiyon mekanizmasi

Sekil 3.3'te gosterilmistir.

NaAsO, AsNP
A=417 nm
-’ -
CaMoO, NaAsO, \ Molybdenum blue

FILTRATE =
CaMoO, (Q, AA) A =750 nm

— A 4

Sekil 3.3. AsNP bazli tahlilin mekanik anlayist.
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Tablo 3.1. Calisilan antioksidanlar icin 6nerilen AsNP bazli yontemlere yonelik regresyon

denklemleri, molar absorpsiyon katsayilari, LOD, LOQ degerleri ve 6l¢lim sayist.

. . Regresyon 2 LOD LOQ
Analit Kimyasal yapt Denklemi R N (moll)  (moliL)
Kuersetin ~ +o A=25363C +0,043 0,987 60 8,23x10° 2,74x10°

COOH
Gallik Asit /@\ A=3094C+0,180 0,997 75 4,36x10° 1,45x10*
HO OH
OH
OH
Epikatesin O OH A=1433C+0,107 0,934 60 7,09x10° 2,36x10
OH s
HO (@]
Trolox oy As6024C-0090 099 75 7,30x10°  2,40x10™
(@]
HO
Askorbik Ho. A B0 o

_ A=2825C 0,074 0992 60 1,51x10* 5,04x10*

Asit —
HO OH

Onerilen yontemin ikili antioksidan ¢ozeltilerin kiimulatif absorbansini 6lgme kapasitesi, teorik

toplam absorbansin deneysel olarak dl¢tilen absorbansla karsilastirilmasi yoluyla incelenmistir.

Teorik absorbans, her bir antioksidan icin regresyon denklemlerinden elde edilen absorbans

degerinin toplanmasiyla hesaplandi. Sekil 3.4. a,b, farkli konsantrasyonlar i¢in kuersetin (Q)-
gallik asit (GA) ve trolox (TR)-askorbik asit (AA) ikili ¢ozeltilerinin deneysel ve teorik

absorbanslarini géstermektedir.
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Sekil 3.4. Teorik ve deneysel absorbanslarin karsilastirilmasi a) Q-GA ikili ¢ozeltisi, b) TR-
AA ikili ¢ozeltisi
Sekillerden goriildiigii gibi diisiik konsantrasyonlarda sonuglar birbirine oldukg¢a yakinken
konsantrasyonlarin artmasiyla veriler arasindaki farklar artmistir. Sonuglar ayrica t-testi ile
analiz edilmistir. Sonugta Q-GA ve TR-AA ikili ¢ozeltileri igin t degerleri sirasiyla 6,32 ve 5,48
olarak hesaplanmstir. 0,05 o ve 14 serbestlik derecesi i¢in kritik degerin 1,76 oldugu dikkate

alindiginda onerilen yontemin kiimiilatif 6l¢iime imkan vermedigi sonucuna varilmaktadir.

3.4. Diger Yontemlerle Karsilastirma

AsNP bazli analiz, FRAP ve CUPRAC yontemleri gibi elektron transferine dayali bir
yontemdir. Ikili reaktifin reaktif tiirleri elektron transferine neden oldugundan, gelistirilen
yontem elektron transferine dayali yontemler arasinda degerlendirilmistir. CUPRAC
(E°Cu(IT)Nc¢/Cu(I)Ne= 0,60 V), oksitleyici grup antioksidanlara kars1 se¢iciligi nedeniyle tiim
polifenoller, vitaminler ve flavanoidlerle reaksiyona girer (Ozyiirek vd., 2011). FRAP
yonteminde 6lgiilen absorbans TPTZ' li Fe2* kompleksine aittir. Bu kompleks olusumu Fe**'nin
indirgenmesini destekler, dolayistyla indirgeme potansiyelinin artmasina neden olur (Fe3*/Fe?*
redoks ciftinin temel indirgeme potansiyeli 0,771 V' dir). Bu, FRAP reaktifinin ayrica ¢ok
cesitli oksitlenebilir gruplarla reaksiyona girebilecegi anlamina gelir (Gupta, 2015). Onceki
bolimde agiklandig gibi AsNP bazli yontem, indirgeme potansiyelleri sirasiyla 0,25 V ve 0,40
V olan ikili redoks cifti AsO,  ve MoO42"yi icerir. Indirgeme potansiyelleri dikkate alindiginda
AsO; icin sadece hidrokinon ve katekol benzeri yapiy1 oksitleyebildigi, molibdat ise fenolik ve

poliolik tiirlerle reaksiyona girebildigi sOylenebilir (Elnenaey ve Soliman, 1979; Spence ve

Kiang, 1963).
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3.5. Cesme-Pistacia Lentiscus ve Yalova-Aronia Melanocarpa'mm Toplam Antioksidan

Kapasitesinin Belirlenmesi

Cesme-Pistacia Lentiscus ve Yalova-Aronia (Melanocarpa) orneklerinin gallik asit esdeger
antioksidan kapasitesi (GAEAC) Tablo 3.2'de verilmistir. Aynt numune i¢in farkli TAC
degerleri, her analizin farkli seciciliginden ve numunelerin matriksine ve/veya analiz
kosullarima bagli olarak tiim oksitlenebilir tiirlerin kismi oksidasyonundan kaynaklanabilir.
Tablo 3.2'den goriildiigii iizere en yiiksek sonuglar AsNP bazli yontem uygulamasindan elde
edilmistir. Her ne kadar CUPRAC' tan elde edilen sonuglarin 6nerilen yéntemden daha yiiksek
olmas1 beklense de, reaktifin redoks ciftinin matris veya diger matris bilesenlerindeki aktif
antioksidan gruplari ile olasi etkilesimleri bu tir beklenmedik sonuglar verebilir. Himik asit

orneklerinin TAC tayininde de benzer durum elde edilmistir (Karadirek vd., 2016).

Tablo 3.2. Cesme-Pistacia Lentiscus ve Yalova-Aronia (Melanocarpa) érneklerinin TAC

degerleri
Ornek Analiz GAEAC

ASNP-bazh 10,767+0,73

Turk Pistacia

Lentiscus Ekstrakti FRAP 1,355:0,02 g/kg
CUPRAC 0,571+0,03
ASNP-bazh 10,221+1,86

Turk Pistacia

Lentiscus Distilati FRAP 142240,02 mg/L
CUPRAC 0,286+0,06

Yalova, Aronia AsNP-bazh 3,440,2

(Melanocarpa) FRAP 0,631+0,04 (g/kg)

Meyve Suyu CUPRAC 0,673+0,01

Gardeli ve arkadaslari, Subat, Mayis ve Agustos aylarinda Zakynthos-Yunanistan'dan toplanan
Pistacia Lentiscus'un antioksidan aktivitesini arastirmak icin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikal temizleme) ve FRAP analizlerini kullanmistir. Bitki ekstraktinin radikal temizleme
aktivitesininin 5,09-11,0 mg/L arasinda; antioksidan kapasitesininin ise 84,6-131,4 mmol
Fe**/L arasinda oldugunu tespit etmislerdir (Gardeli vd., 2008). Garofuli¢ ve arkadaslari,
ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) yontemini kullanarak Pistacia Lentiscus'un
yaprak ve meyve ekstraktlarinin TAC' ni belirlemisler ve Trolox esdeger antioksidan

kapasitelerini sirasiyla 538,41 + 12,32 umol TE/g ve 386,82 + 9,43 umol TE/g olarak
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bulmuslardir (Garofuli¢ vd., 2020). Cezayir-Pistacia Lentiscus'un yaprak ve meyvelerinin
antioksidan kapasitesi Djebari ve arkadaslar1 tarafindan DPPH, FRAP ve FC yontemleri
kullanilarak arastirilmistir. Calisma neticesinde, yapraklarin radikal temizleme aktivitesinin ve
indirgeme guicuiniin meyvelere gore daha diisiik oldugu, toplam fenolik igerigin ise daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir. Yazarlar, FRAP analizi sonuglarindan hesaplanan yaprak ve
meyvelerin antioksidan kapasitesinin 19,9 ve 55,5 pg/mL olarak bulundugunu beyan
etmislerdir (Djebari vd., 2021). Son zamanlarda Mazari ve arkadaslari, DPPH ve fosfomolibden
yontemini kullanarak Pistacia Lentiscus'un yaprak ve meyve kiispesi ekstraktlarinin radikal
temizleme aktivitesini ve antioksidan kapasitesini arastirmistir (Prieto vd.). Cezayir'in
kuzeydogu bolgesinden alinan drneklerin maksimum 47,2 pg/mL ile giiclii radikal temizleyici
ozelligi gosterdigini ve maksimum 159,4 mg EAA/g ile yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
oldugunu bildirmislerdir (Mazari vd., 2022). Aronia Melanocarpa' nin antioksidan 6zellikleri,
en iyi kurutma yontemini belirlemek i¢in Horszwald ve arkadaslari (2013) tarafindan
arastirllmistir. Bu amagla ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit)), DPPH
ve FRAP yontemlerinin uygulamasi neticesinde TAC degerlerini sirasiyla 251,3, 26,5 ve 248,6
pmol Trolox/100 mg olarak tayin etmislerdir (Horszwald vd., 2013). Teleszko ve Wojdyto,
ABTS ve FRAP yontemlerini uygulayarak Aronia Melanocarpa'nin meyve ve yapraklarinin
TAC degerlerini tespit etmistir. Yapraklar i¢in ABTS ve FRAP'tan sirasiyla 52,3 ve 36,6 mM
TE/100 g, FRAP'tan ise sirasiyla 50,0 ve 40,5 mM TE/100 g buldular. Aronia Melanocarpa
suyu ve ¢aymnin TAC degerleri de Toli¢ ve arkadaslari tarafindan FRAP tahlili kullanilarak
belirlendi. Cesitli cay orneklerinin trolox esdeger antioksidan kapasitesinin 110 ile 170
mmol/100 g arasinda degistigini, meyve sularinin TEAC degerlerinin ise 10 ile 40 mmol/L
arasinda degistigini bildirmislerdir (Toli¢ vd., 2015). Literatirdeki 6rneklerin kaynag: ve sonug
birimleri oldukca farkli oldugundan, elde edilen sonuglarin literatiir bilgileriyle tam olarak

karsilagtirilmas1 miimkiin olmamaktadir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi, ikili reaktif karigimi ile yeni
gelistirilmis AsNP bazli analiz ile gergeklestirilmistir. ASNP olusumu TEM goriintiileriyle
karakterize edilmistir. Ikili reaktif karisima, farkli renk gelisimi olusturarak antioksidan molekiil
tipinin (vitamin veya flavonoid) kabaca ayirt edilmesini saglamistir. Kuersetin, gallik asit ve
epikatesin, sodyum meta arsenit ve sodyum molibdat ikili karisimi ile muamele edildiklerinde
sar1 renk verirken, troloks ve askorbik asit ile muamele edildiginde mavi renk olusmustur. Bu
arada en yiiksek molar absorptivite sirasiyla 8,23x10° ve 2,74x10"° mol/L ile daha diisiik LOD
ve LOQ degerleri ile kuersetin igin elde edilmistir. Onerilen yontem, yakin zamanda cografik
isaret tescili alan Cesme-Pistacia Lentiscus ve Yalova-Aronia Melanocarpa Orneklerine
uygulanmistir. Cesme-Pistacia Lentiscus ekstresi ve distilati 6rnekleri ile Yalova-Aronia
Melanocarpa suyunun TAC degerleri sirasiyla 10,77 g GAEAC/kg 6rnek, 10,22 mg GAEAC/L
ve 3,4 g GAEAC/kg oOrnek olarak bulunmustur. Sonuglar CUPRAC ve FRAP testleri
uygulanarak elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Onerilen yontem, minimum bilesen
kullanim1 acisindan kolay uygulanabilir olmasi ve bekleme siiresine ihtiya¢ duyulmamasi
acisindan tercih edilebilir bir yontemdir. Diger gida matrislerinin analizlerinde de kullanilmasi
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