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OZET

Dogal ya da katilmig C vitamini ( Askorbik asit: AA) ve aspartam (APM) gibi sentetik
tatlandiricilar igeren ticari iceceklerde, meyve suyu ve nektarlarin antioksidan degerlerini
korumak ¢ok onemlidir. Cu(Il) ve Fe(Ill) gibi serbest gecis metal iyonlari, askorbat ile
rediiklendiklerinde, tiiketicilerde hiicre hasarina sebep olan ve igeceklerin besin kalitesini
etkileyen, hidroksi radikalleri iireten, Fenton tipi reaksiyonlar verebilir. APM varliginda
AA’nm katalitik oksidasyonu, UV spektral bolgede APM’nin girisimi yiiziinden, direkt UV
spektrofotometresiyle takip edilemez; bu yilizden ¢ozeltide kalan AA’nin spektrofotometrik
tayini, bakir(II)-neocuproine reaktifi ile amonyum asetat tamponlu ortamda 450 nm’deki
absorbansin kaydi iizerinden yapilmistir. AA’nin 25 °C’de ve iyonik siddet 1=0,1(KNO3)’de,
havalandirilmis ve asetat tamponlu aspartam ¢dzeltilerinde, katalizsiz ve Cu(Il) yada Fe(III)
iyon katalizli oksidasyon kinetigi incelenmistir. Cesitli pH degerlerinde (3,2 — 5,6) bakir ve
demir iyonlarmin katalizor olarak kullanildigi oksidasyonun hiz esitligi, AA’ya bagl olarak
birinci mertebeden bulundu. Verilen bir pH’de, AA oksidasyon hiz sabitleri sabit Cu(Il) i¢in
APM konsantrasyonunun artmastyla azaldi ve sabit bir APM diizeyinde Cu(Il) ya da Fe(III)
konsantrasyonunun artmasiyla artti. AA oksidasyon hizi lizerine aspartam ve bakir veya demir
iyon konsantrasyonunun etkisi, monohidrojen askorbat ve metal iyon-aspartam kelat arasinda
ticlii bir ge¢is kompleksini igeren bir mekanizma ile agiklanabilir. Cu(Il) yada Fe(III) iyonlar1
ile gbzlenen reaksiyon hizlar1 arasindaki farklar aspartamin, asetat tamponuna gore, daha
kuvvetli metal-kompleks kabiliyetinden ileri gelir. Serbest sulu Cu®" iyon ve zayif Cu(Il)-
asetat kompleks, AA oksidasyonunu stabil Cu(Il)-aspartam kompleksine gore daha iyi
katalizler. Cu(Il) kompleksinin kararlilig1 arttirilirsa, elektron transferinin bir aracisi olarak,
katalitik aktivitesi azalir. Bu bulgular daha 6nce ulasilan sonuglar1 da desteklemektedir. APM
iceceklerde tatlandirict olarak kullanilirsa metal katalizli oksidasyonu Onleyerek AA
degerlerini korumada yardimect olur.

Anahtar kelimeler: Askorbik asit, katalizli oksidasyon, Cu(Il), Fe(III), aspartam.
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ABSTRACT

It is very important to preserve the antioxidant values of fruit juices and nectars in commercial
beverages that may contain natural or added vitamin C (ascorbic acid: AA) and synthetic
sweeteners like aspartame (APM). Free transition metal ions like Cu(Il) and Fe(IIl), when
reduced with ascorbate, may give Fenton-type reactions generating hydroxyl radicals that
adversely affect the nutritional quality of beverages and cause tissue damage in consumers.
Catalytic oxidation of AA in the presence of APM cannot be followed by direct UV
spectrophotometry because of the interfering band of APM in the UV spectral region, and
therefore, spectrophotometric determination of remaining ascorbic acid in solution was
performed with the copper(Il)-neocuproine reagent in ammonium acetate-buffered medium
via recording of absorbance at 450 nm. The kinetics of uncatalyzed and either Cu(Il)- or
Fe(III) ion- catalyzed oxidation of AA in aerated and acetate buffered aspartame solutions
was studied at 25 °C and ionic strength: I=0.1(KNOs3). The rate equation of oxidation in the
presence of cupric and ferric ion as catalyst at various pH levels ( 3,2 — 5,6) was found to be
first order with respect to AA. At a given pH, AA oxidation rate constants decreased with
increasing APM concentration for a fixed Cu(Il), and increased with increasing Cu(Il) or
Fe(III) concentration for a fixed APM level. The effects of aspartame and cupric or ferric ion
concentration on the oxidation rate of AA suggest a mechanism which may involve the
formation of a transition complex between monohydrogen ascorbate and metal ion- aspartame
chelates in the form of a ternary complex. The differences in the reaction rates observed with
Cu(Il) or Fe(Ill) ions were due to the stronger metal-complexing ability of aspartame
compared to that of the buffering acetate. Free aquated Cu®" ion and the weak Cu(Il)-acetate
complex were shown to catalyze AA oxidation to a greater extent than the relatively stable
Cu(Il)-aspartame complex. This finding supports the previously reached conclusion that as
the stability of a Cu(Il) complex increases, its catalytic activity as a mediator of electron-
transfer in AA oxidation decreases. Since APM is a widely used sweetener in beverages, it
may help to protect their AA values by retarding metal-catalyzed oxidation.

Key words: Ascorbic acid, catalyzed oxidation, Cu(Il), Fe(III), aspartame.
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1. GIRIS

Aspartam (N-L- « -aspartil-L-fenilalanin 1- metil ester) L-fenilalanin ve L-aspartik asitten
sentezlenen bir dipeptittir. Yiyecekler, hafif igecekler ve diet liriinlerinde ¢ok kullanilan diigiik
kalorili bir tatlandiricidir (Fatibello-Filho vd.,1999). Tiiketime hazir besinlerde aspartam
(APM) diizeyi oldukca diisiiktiir ( igeceklerde % 0,045-0,06). APM’ nin tatlandiric1 giicii
sukrozdan 200 daha kat fazladir (Wafwoyo vd., 1999).

C Vitamini (Askorbik Asit: AA) bircok biyokimyasal reaksiyona katilan, énemli bir suda
¢oOziinebilen antioksidan vitamindir (Martel, 1982). Bakir ve demir bir¢ok yiyecek ve ilagda
bulunan 6nemli besinlerdir (Hsieh ve Hsieh, 2000). Askorbik asit bir¢ok yiyecegin dogal
bilesenidir ve yiyecek ve iceceklere vitamin destegi ve antioksidan olarak eklenir. Birkag
calismada, sukroz yada aspartam igeren bagka besin bilesenleri varliginda, sulu ¢ozeltide
askorbik asitin stabilitesi ¢alisilmistir (Lawrence ve Yuan, 1996; Hsieh ve Haris, 1987,1993;
Birch ve Pepper, 1983). Bakir katalizli ve katalizsiz ¢ozeltide askorbik asit oksidasyonuna
aspartamin (%0,06-0,12) etkisi incelenmis ve sukrozla karsilagtirma yapilmistir (Hsieh ve
Haris, 1991). Aspartam, kimyasal formiiliine gore, biyolojik islemlerde ¢ok 6nemli metal
iyonlar icin, karboksilat ve amino gruplar vasitasiyla ligand olarak davranabilir. Bakir-
aspartam kompleksleri Aihara, Kholeif ve Cakir tarafindan calisilmistir (Aihara vd., 1992;
Kholeif ve Anderegg, 1997; Cakir vd., 2003). Sulu cozeltide, aspartam kinetik olarak,
kimyasal bilesiminden beklenildigi gibi, L-aspartik asit ve L-fenilalanin gibi kompleks

ajanlar igeren degisik {irlinlere yavasca parcalanir (Prudel vd., 1986).

Cu(Il) ve Fe(Ill) gibi az miktardaki ge¢is metal iyonlar1 askorbik asit otoksidasyonunda
katalizor olarak gdrev yapar. Molekiiler oksijen ile Cu (II) katalizli AA oksidasyonu, yiyecek
ve ilag endiistrisinde biyokimyasal 6neminden dolayi, kapsamli olarak ¢alisilmistir (Khan ve
Martell, 1967a;1967b; Ogata vd., 1968). Cu(Il) komplekslerinin katalitik aktiviteleri, ligandin
yapist ve metal iyonunun koordinasyon geometrisine baghdir (Davies, 1992). Cu(Il) ve
Fe(Ill)’iin EDTA, CDTA, NTA, sitrat, asetat, tartarat, ftalat, bishistidin ve glutatyon gibi
ligandlarla kompleks olusturmasi katalitik aktiviteyi degistirir (Khan ve Martel, 1967a;1967b;
Sahbaz ve Somer, 1993; Imer vd., 2003; Scarpa vd., 1996; Ohta vd., 2000). Khan ve Martell,
AA oksidasyonunda bakir ve demir kelatinin kararliliginin katalitik aktiflikle lineer oldugunu
gostermistir (Khan ve Martell, 1967b). Buna ragmen Hsieh ve Harris’in Cu(Il) katalizli AA
oksidasyonunda aspartamin rolii lizerine buldugu sonucglar bu kuralla celigkilidir (Hsieh ve
Haris, 1991). Bdylece APM varliginda Cu (II) yada Fe(Ill) katalizli AA oksidasyonunu

calismak onemli gdziikmektedir. Ustelik bakir yada demir iyonlar1 ve askorbatin bulundugu



sistemi stabillestirme Snemlidir. Askorbik asit, gecis metal iyonlarinin redoks dongiisii i¢in
potansiyel bir indirgeyici ajandir ve bu aktivite bazi oksidasyon sistemlerde lipid

peroksidasyonunu yonetir (Tribble vd.,1995).

AA ilaglarda, hafif iceceklerde ve meyve sularinda direkt UV-Visible spektrofotometrik
metotlarla tayin edilir (Lau O-W vd., 1986; 1987; Harel, 1994), fakat APM varliginda AA’nin
katalitik oksidasyonu UV spektral boélgede APM’nin girisimi yliziinden direkt UV
spektrofotometresiyle takip edilemez. Bu ¢alismanin amaci, AA’nin katalizsiz ve Cu(Il) yada
Fe(Il) katalizli oksidasyonuna aspartamin etkisinin, havalandirilmis ve asetat tamponlu
cozeltilerde, 25°C’de 1=0,1 KNOj;’de, bakir(Il)-neocuproine reaktifi ile spektrofotometrik
(Giiglii, 2005) olarak incelemektir.

Cesitli antioksidanlarda (flavonoid, E vitamini, B-karoten, tirik asit ve bilirubin igeren) AA
miktarint bulmak i¢in de, bakir(IT)-neocuproine yontemi degistirilerek, toplam antioksidan
kapasitesi, CUPRAC ( cupric reducing antioxidant capacity ), yontemi ile saptanir (Apak vd.,
2004,2005).



2. GENEL BOLUM

2.1 Askorbik Asit

2.1.1 Tarihgesi ve Ozellikleri
Askorbik asit kimyasal olarak taninmadan once hastalikla iligkisi bilinmekteydi. Askorbik asit

yetersizligine bagl skorbiit hastaligini, Hipokrates M.O. 450 yillarinda dis etlerinin kangreni,
dis kayb1 ve askerlerinin ayaklarinda siddetli agrilar gibi belirtilerle tanimlamistir. Daha sonra
Iskogyali bir doktor olan James Lind 1753’te skorbiite tutulan gemicileri limon suyuyla

tyilestirdigine dair deneme ve gozlemlerini yaymlamistir (Baysal,1984).

Askorbik asit tizerinde ilk bilimsel arastirmalar 1907°de Holst ve Frolich tarafindan yapilan
deneylerle baslamis ve daha sonra arastirmalarini siirdiiren Holst ve Frolich bir¢ok besin
maddelerinin ve bu arada 6zellikle yesil sebze ve meyvelerin skortbiit hastaligin1 6nleyici
etkileri oldugunu bulmuslardir. 1912 yilinda C. Funk adli bir kimyac1 skorbiit hastaliginin
besinlerde bulunan bir faktoriin eksikligi sonucu olustugu diisiincesini ortaya koymus ve bu
maddeye “antiskorbutik vitamin” admi vermis ve bundan sonra Drummond 1920’de
antiskorbutik vitamin i¢in “Vitamin C” admi kullanmistir. Zilva ve ¢alisma arkadaslari
(1918-1929), limondaki askorbik asidi izole ederek, bazi fiziksel ve kimyasal ozelliklerini
saptamiglardir. Zilva bu ¢aligmalar1 esnasinda 2,6-diklorofenol-indofenoliin, (2,6-DCPIP), C

vitamini ¢ozeltisi tarafindan indirgendigini bulmustur (Othmer,1955).

Zilva caligmalarini devam ettirirken 1928 yilinda “Szent-Gyorgyi” adli bir kimyaci askorbik
asidi bitki ve hayvanlarin bobrekiistii bezlerinden ayirmis, ancak 1932 yilina kadar devam
ettirdigi bu ¢aligmalar esnasinda bu maddenin antiskorbiit vitamin oldugunu anlayamamis ve

daha sonra King yayininda bu maddeye heksuronik asit adini vermistir.

Bundan sonra bir¢cok bagimsiz arastirict 6zellikle Tillmans, Vedder, Nelson, Harris ve Von
Vragha vitaminin kimligini saptamislar ve glikozdan sentezini ger¢eklestirmislerdir (Othmer,

1955).

C vitaminin kimyasal yapis1t Hawort ve arkadaslar tarafindan 1933’te aydinlatilmistir, ayni
senede Hawort Richest Reichstein tarafindan bu vitaminin sentezi yapilarak askorbik asit adi
verilmigtir. C vitamini sentezi ve kortizonu buluslar tizerine 1950 yilinda kendisine Nobel

Tip odiili verilmistir (Ersoz, 2002).

Maymun, kobay ve insan viicutlarinda askorbik asit sentezlenemez. Fakat diger cinsler,

ornegin kopek, tavuk ve fare viicutlarinda askorbik asit sentezleyebilirler.



Askorbik asit (Vitamin C)’e tarihsel gelisimi sirasinda gesitli isimler verilmistir (The Merck

Index, 1989).

Cevitamik asit

Antiskorbiitik vitamin

Heksuronik asit

Skorbii-C

Redoxon

Diger kimyasal isimleri;
L-askorbik asit
L-3-ketotreoheksuronik asit lakton

3-okso-L-gulukofuranolakton (enol seklinde)
2.1.2 Fizikokimyasal Ozellikleri

2.1.2.1 Fiziksel Ozellikleri ve Molekiil Yapisi

Askorbik asit, ¢cok hafif ve 6zel bir kokulu ve beyaz bir kimyasal maddedir. Eksi tatta olup,

asit reaksiyonu verir. 189-192°C “de bozunmaya ugrar ve erir.

Askorbik asit molekiiliinde C-4 ve C-5de iki asimetrik karbon atomu bulunur. Optikce
aktiftir, polarize 15181 saga ¢evirir. L-askorbik asit disinda ii¢ tane daha stereoizomer vardir.
Bunlar; D-askorbik asit, D-izoaskorbik asit, L-izoaskorbik asittir. Bu {i¢ izomerin

antiskorbutik aktiviteleri yoktur.

Cevirme agisi;

Sulu ¢dzeltileri igin [a]*p=+20,5" - + 21,5 ¢’ (c=1)

Metanoldeki ¢ozeltileri i¢in[a]*p= +48 ¢’ (c=1) (The Merck Index, 1989)

Sudaki ¢oziiniirliigii oldukga yiiksektir. Bir gram askorbik asit 3mL suda, 30 mL alkolde, 50

mL mutlak alkolde ve 100 mL gliserinde ¢oziiniir. Eter, kloroform, benzen, petrol eteri, yaglar

ve yag ¢oOziiciilerinde ¢oziinmez.

Askorbik asit bir monosakkarit tiirevi olup yapica glikoza ve diger altt karbonlu

monosakkaritlere benzer. Kapali formiil C¢HgOg seklinde olup;

% 40,91 Karbon (C)
% 4,48 Hidrojen (H)
% 54,5 Oksijen (O) igerir.



Sekil 2.1 Askorbik asidin molekiil sekli
Sekil 2.1’de molekiil sekli gosterilen L-askorbik asit 5 iiyeli heterosiklik halka iginde bir
endiol grubu bulunan dibazik asittir. Bu yap1 asit-baz davranis1 sergiler ve ilk olarak 3.
hidroksil grubu iyonlasir. Askorbik asit, konjlige olmus karbonil ve endiol sistemi {izerinden «

elektronlarinin delokalizasyonu ile stabillesir (Davies, 1992).

Lakton halkasi genellikle planar kabul edilir. Askorbik asidin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
bu yapiya baghdir. Askorbik asidin oksidasyon iiriinii olan dehidroaskorbik asit x-151n1 analizi
ile dimer olarak belirlenmistir. Elektrokimyasal incelemeler askorbik asit ve dehidroaskorbik

asidin bir redoks cift olusturdugunu gostermistir (Packer ve Fuchs, 1997).

2.1.2.2 Kimyasal Ozellikleri

L(+) askorbik asit olduk¢a kuvvetli bir asittir, %1 derisimdeki ¢ozeltisinin pH’1 2,8, %10’luk
cozeltisinin ki yaklasik 2’dir. Asit niteligi 3. karbondaki enol hidroksilinden ileri gelir.

L(+) askorbik asit karbonat ve bikarbonatlardan karbondioksidi agiga cikarir, bircok metal
katyonlar1, 6rnegin sodyum ve kalsiyum iyonlari ile nétral, suda ¢oziinen kristalsi monometal

tuzlar1 verir ve bu tuzlarda da lakton halkasi bozulmamistir (Keskin,1987).

Kapal1 formiilii Molekiil agirhigi
Askorbik asit C¢HgOg 176,13 g.mol™
Sodyum tuzu CsH70¢Na 198,10 g.mol™
Kalsiyum tuzu C12H14Ca0,,.2H,0 426,35 g.mol™

Sodyum askorbat, CsH;0gNa ve kalsiyum askorbat, (CsH70¢)2Ca, askorbik asit gibi terapatik
amagla kullanilmaktadir. Askorbik asidin diger onemli bir tiirevi ise askorbil palmitat,
Cx»nH3307, askorbik asidin 6. karbon atomundaki hidroksil grubunun palmitik asitle
esterlesmesi sonucu olusur. Bu da diger tuzlarda oldugu gibi askorbik asit yetmezligi

durumunda kullanilir.



Askorbik asit gliclii bir indirgendir ve reversibl olarak dehidroaskorbik aside oksitlenir.
Biyolojik sistemlerin yiikseltgenme—indirgenme reaksiyonlarinda da etkilidir. Askorbik asit
ile dehidroaskorbik asidin her ikisi de antiskorbutik aktiviteye ve vitaminin diger fizyolojik
etkilerine de sahiptir. Askorbik asidin aerobik oksidasyon hiz1 pH’ye baghdir, pH 5 ila 11,5
arasinda maksimum hiz gosterir. Alkali ¢ozeltilerde reaksiyon daha hizli olup, bozunmada
daha da etkindir. Anaerobik kosullarda ise bozunma yavastir. Aerobik veya anaerobik
kosullardaki askorbik asidin sulu ¢ozeltisinin, ultraviyole, x veya y-radyasyon isinlarina
maruz kalmasi fotokimyasal oksidasyonuna sebep olur (Seib ve Tolbert, 1989; Packer ve

Fuchs, 1997).

Sulu ¢ozeltide bulunan askorbik asidin dehidroaskorbik aside oksidasyonu iki elektronlu bir
redoks reaksiyonudur. Askorbik asit birinci H" iyonunu kaybettiginde kismen zayif asittir,
(pK,= 4,25) ve ikinci H' iyonunu kaybettiginde ¢ok zay1f asittir (pK,= 11,79). Bir elektronun
verilmesiyle olusan ara firiin, mineral asitlerle karsilastirildiginda kuvvetli bir asittir.
(pK,=-0,45) Askorbat radikalinin UV spektrumu, pH’1-0,3 ile 11 araliginda 6l¢iildiigiinde bu
aralikta tek iiriin oldugu ve bu iirliniin ¢iftlesmemis elektron yogunlugunun ii¢ nolu karbonil

grubu {lizerine yayildig1 belirtilmistir (Packer ve Fuchs, 1997).

11,2 mg askorbik asit 1,0 mg O, ile yiikseltgenebilir. Eser miktarda ortamda varolan agir
metaller, askorbik asidin oksidasyonunda katalizor olarak etkili olmaktadir. Askorbik asidin
bozunmasi pH’ye baglhdir ve maksimum bozunma pH 4’te gergeklesir. Ayni zamanda

bozunma buzlu ortamda, sulu ortama gore daha fazladir (Ottaway, 1993).
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L(+)-Askorbik asit Dehidroaskorbik asit Hidratlanmis askorbik asit

2,3-diokso-L-gulonik asit
Sekil 2.2 Askorbik asit-dehidroaskorbik asit redoks reaksiyonu

2. ve 3. karbon atomlarindaki endiol gruplar1 oksidasyona ugrar, 2 H atomunu vererek diketo

haline doniisiip dehidroaskorbik aside yiikseltgenir ve dehidroaskorbik asit de askorbik aside



indirgenebilir. Buna gore dehidroaskorbik asit ile askorbik asit bir redoks sistemi olusturur.
Dehidroaskorbik asit kolayca askorbik aside cevrildiginden C vitamini gibi etki eder.
Dehidroaskorbik asit alkali ¢ozeltilerde dayaniksiz olup lakton halkasinin agilmasiyla
hidrolize ugrar ve biyolojik olarak etkisiz olan 2,3-diokso-L-gulonik asit olusur. Viicutta bu

tekrar laktona doniistiiriilemez, parcalanmasiyla oksalik asit meydana gelir.

Askorbik asidin oksijenle reaksiyonu katalizor yokken yavastir ve hizi pH’ye bagimhdir.
Asidik ¢ozeltilerde yavas, alkali ¢ozeltilerde daha hizlidir. Askorbat, sulu ¢ozeltide pH 6,6—
9,6 araliginda oksijenle reaksiyona girdiginde, askorbat radikalinin kararli hal konsantrasyonu
olustugu elektron spin caligmalariyla gosterilmistir. Bazi enzimlerle reaksiyonun inhibe

edilmesi bilgilerinden, hidrojen peroksit olustugu belirtilmistir (Packer ve Fuchs, 1997).

Metal iyonlari, askorbik asidin dehidroaskorbik aside veya dehidroaskorbik asidin 2,3-
diketogulonik aside ve diger oksidasyon iiriinlerine oksidasyonunu artirir. Burada Cu(Il)
iyonu ¢ok etkilidir. Askorbik asidin Cu(II) iyonu ile oksidasyonundan olusan bir ara
kompleks spektrofotometrik olarak kanitlanmistir. Reaksiyon i¢in askorbik asit, bakir ve
oksijen arasinda tiiglii bir kompleks igeren bir mekanizma Onerilmistir. Askorbik asidin
oksidasyon hizi; askorbik aside, molekiiler oksijene ve metal iyonuna gdre birinci
derecedendir. Askorbik asidin gecis metali ve kompleksleriyle birinci oksidasyon adimu,
askorbat radikalini olusturur. Bu askorbat serbest radikali, diger metal iyonuyla gerekli
stokiyometrik karakteri vermek i¢in reaksiyona girebilir. Oksidasyon esnasinda geg¢is metal

iyonu da hizla kendi kendine indirgenir (Packer ve Fuchs, 1997).

Askorbik asidin enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu birgok bozunma iiriini
olusmasina sebep olur. Askorbik asidin bozunma hizi; askorbik asit konsantrasyonu, sicaklik,
pH, 151k ve metal iyonlar1 varligina baghdir. Askorbik asidin sulu ¢ozeltisi 1sitildig1 zaman
olusan baglica iiriinler; dehidroaskorbik asit, 2,3-diketogulonik asit, threonik asit ve oksalik

asittir (Packer ve Fuchs, 1997).

Askorbik asit, metal iyonlar1 ve metal kompleksler tarafindan oksitlenir ve metal iyonlar1
indirgenir (Seib ve Tolbert, 1989). Ornegin; Cu(Il), Cu(l)’e; Fe (III), Fe(Il)’e indirgenir.
Cr(VI) askorbik asitle; Cr(V), Cr(IV) ve karbona dayanan radikal tirlinler verir.

Askorbik asit 2- ve 3- hidroksil gruplarinin iki oksijen atomlar1 koordinasyonu ile

kompleksler olusturabilir.



Askorbik asit indirgenebilen birgok metal iyonlar1 ile, 6rnegin Cu(Il) ve Fe(IIl) gibi,
kompleksler olusturur. Metal ve askorbik asit molekiilleri arasindaki baglar, benzer kelat

ligandlaryla karsilastirildiginda, beklenilenden daha zayiftir.

Baz1 askorbik asit komplekslerinin kristalleri tamamen anaerobik kosullarda elde edilmis,

fakat bu komplekslerin yapilar1 tam olarak bilinmemektedir.

AA’nin ultraviyole absorpsiyonu pH ve coziicliye baglidir. Kuvvetli asit ¢ozeltide askorbik
asit, UV 1sikta yaklagik 245 nm.’de (e = 11000) absorpsiyon gosterir. Bu deger nétral
cozeltide 265 nm’ye (e = 17000) kayar ve pH = 14’te yaklasik 300 nm’dir (Fung ve Luk,
1985).

AA, metanolde 244 nm, etanolde 245 nm’de maksimum absorpsiyon gosterir.

AA’nin IR spektrumunda (KBr disk ile) 3510, 3405, 3306 cm™! alt bandi; 1755, 1670 em™’de
C=0;110,1025 cm*de C — O — C bandlart goriiliir.

AA’nm oksidorediiksiyon potansiyeli; pH =5 ’te Eo = 0,127 volttur (The Merck Index, 1989).

2.1.3 Farmakolojik Etkisi

Besinlerdeki askorbik asit viicuda alindiktan birka¢ saat sonra ince bagirsaktan kana emilir.
100 mg ve daha az vitamin alindiginda bunun %80-90’1nin emildigi belirtilmistir. Kandaki
diizeyi kisa siire icinde artar, kan dolasimi ile dokulara taginir ve fazlasi idrar ile disar1 atilir.
Gereginden fazla alinan askorbik asidin fazlast monosakkaritlerde oldugu gibi karbondioksit

ve suya okside olur (Baysal, 1984).

Lokositlerin askorbik asit i¢eriginin dlgiilmesi, bu vitamin eksikliginin teshisi ve izlenmesi
icin test yontemi olarak kullanilir. Kanda %0,01 kadar askorbik asit bulunur. Fazlasinin toksik
etkisi yoktur, ancak gastroentestinal sistem sikayetleri olanlarda mide eksimesi ve benzeri
sakincalari olabilir. C vitamininin biiyiik bir kism1 askorbik asit seklinde ve az bir kism1 da
oksalata gevrilerek viicuttan atilir. Daha az kismi ise dehidroaskorbik asit seklindedir. Thtiyag
fazlas1 C vitamini alindiginda bobreklerden oksalat seklinde atilirken Ca-oksalat tuzlarinin
tesekkiiliine yol agabilir. Ayrica bu vitaminin fazla alinmasi bazi ilaglarin ve B;, vitamininin

absorpsiyonunu bozabilir (Kayaalp, 1989).

Askorbik asidin viicutta bazi biyokimyasal islevleri vardir. Askorbik asidin islevleri oldugu

diistiniilen bazi reaksiyonlar asagida siralanmistir (Ottaway, 1993).

e Hidrojen / elektron transferi — redoks sistemi olarak



e Kollajen sentezinde pirolin ve lizinin hidroksilasyonu
e Karnitin biyosentezi

e L-tirosin ve katekolamin olusumu metabolizmasi

e Immiinolojik ve antibakteriyel aktivite

e Demir metabolizmasi, 6zellikle demir absorpsiyonu

e Prostaglandin sentezinin modifikasyonu

e Histamin birikiminin 6nlenmesi

o Serbest radikal zararina karst koruma

Askorbik asidin bag dokularindan olan kollajen sentezinde goérev aldigi bulunmustur.
Askorbik asit eksikliginde, hiicreler arasinda kollajen iplik¢iklerinin kaybolmasi, kanamalar
ve kemik hasari ile kendini gdsteren skorbiit hastalig1 goriiliir. Yaralarin iyilesmesi gecikir,
hastaliklara kars1 diren¢ kirilir. Anemi gelisebilir. Skorbiit tedavi edilmedigi takdirde liime

kadar gidebilir (Baysal,1984).

Askorbik asidin kan damarlarinin kuvvetlenmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Vitamin
yetersizliginde kan damarlarinin  giicli azalmakta ve hafif darbelerde kanamalar

goriilmektedir.

Enfeksiyonlar viicut doku ve sivilarindaki askorbik asit miktarim1 azaltmaktadir.
Enfeksiyonlarda beyaz kan hiicrelerinde askorbik asit diizeyi distliglinde bagisikligin
zayifladig1r sanilmaktadir. Normal askorbik asit gereksiniminin karsilanmasi ile dokulardaki
miktarin yeterli diizeyde tutulabildigi rapor edilmistir. Siddetli enfeksiyon ve bakteri
zehirlenmelerinde askorbik asit miktarinin arttirilmas: gerektigi diigiiniilmektedir (Pauling,

1971).

Askorbik asidin steroid hormonlarinin sentezinde de gorev aldigi bildirilmistir. Askorbik asit
yetersizliginde, adrenalin bezi biiyiime gostermektedir. Askorbik asidin epinefrin ile yara ve
iltihaplanmaya kars1 etkinlik gosteren steroidlerin sentezinde rolii oldugu bildirilmistir

(Baysal, 1984).

Askorbik asit diger bazi besin 6gelerinin viicutta kullanilmasi i¢in de yardimcidir. Demir,
kalsiyum, B vitaminlerinden tiamin, riboflavin, folik asit, pantotenik asit, A ve E
vitaminlerinin viicutta daha elverigli olarak kullanilmalarinda etkili oldugu rapor edilmistir.

Bunun yaninda askorbik asit aliminin, bagirsaklarda asitligi arttirarak, B;, vitamininin
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emilimini azalttigi da bildirilmistir. Folik asidin, etkin sekli olan, tetrahidrofolik aside

doniisiimii askorbik asidin yardimi ile olmaktadir (Baysal, 1984).

Birlesmis Milletler, FAO ve WHO teskilatlarinin ortak komisyonunun giinliik C vitamini

miktar olarak tavsiyeleri soyledir:

e 12 yasindan kiiciikler 20 mg
e 12 yas ve daha biiylikler 30 mg
e Hamile kadinlar 50 mg
e Emziren kadinlar 50 mg

2.1.4 Dogadaki Besinlerde C Vitamini Olusumu ve Kararhhgi

Askorbik asidin ilk olarak yiyecekte kullanilmasi O6nce bira icin olmustur, daha sonra ette
koruyucu olarak kullanilmistir. 1950’li yillarin sonlarina yaklasirken ekmek iiretimi igin
kullanilan unlarda, hafif ickilerde ve saraplarda kullanilmistir. Ayrica, 6zellikle mesrubatlarda

antioksidan 6zelliginden yararlanarak koruyucu olarak kullanilmistir.

Besinlerde L-askorbik asit kolayca dehidro-L-askorbik aside yiikseltgenir ve bu iki yapi
besinlerde muhtemelen denge halinde bulunur. Taze gidalarda indirgenmis hali daha fazladir,
fakat pisirme, isleme ve depolama dehidro seklinin oranini arttirir. C vitamini dogada yaygin
olarak bulunur. Sebzelerde, meyvelerde ve hayvanlarin karaciger ve bobrek gibi organlarinda
onemli miktarlarda meydana gelir. Siitte ve diger et cesitlerinde ¢ok az miktarda bulunur.
Bitkiler, L-askorbik asidi karbonhidratlardan hizli bir sekilde sentezlerler. Bitkilerde C
vitamini miktari, bitkinin cinsine, olgunluguna, yetistigi yere, iklime, depolama ve tasima
kosullarina bagl olarak degisir. Bol sulu meyveler énemli C vitamini kaynagi olup, en ¢ok
frenk {iziimii, portakal, limon ve c¢ilekte, bundan sonra diger tiim meyvelerde bulunursa da

elma, ananas, muz, kiraz ve erikte az bulunur. Karpuz C vitaminince fakirdir (Ottaway, 1993).

Askorbik asit yaygin olarak alkolsiiz igeceklerde, meyve suyunda, oOzellikle turunggil

sularinda, tiretim sirasinda meydana gelen kayiplar1 gidermek icin kullanilir.

Yiyecek endiistrisinde kullanilan toplam C vitamininin yaklasik yaris1 sentetik olarak
iiretilmektedir. Bunun yaninda karsilagtirilamayacak kadar kiigiik olarak vitamin olarak da
kullanilir. Yiyeceklerin iglenmesi ya da pisirilmesi sirasinda C vitamini kaybi oldukca
onemlidir. Sebze ve meyvelerin pisirilmesinden sonra veya sicak olarak saklanmasi sirasinda

da biiylik C vitamini kayiplart gérilmiistiir.
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Sebzelerin islenmesi sirasindaki C vitamini kayiplari uygulanan fiziksel islemlere, oksijen

etkisi altinda kalan iirliniin yiizey alanina baglidir.

2.1.5 Antioksidan Ozelligi

Besin bilesenlerinin bir grubu olan vitaminler bekletildikleri zaman kantitatif olarak

bozunmaya bagslar. Vitamin igerigindeki azalma asagida belirtilen ¢esitli faktorlerden

etkilenir.
1. Sicaklik
2. Nem
3. Oksijen
4. Isik
5. pH

6. Oksitleyici ve rediikleyici maddeler
7. Metal iyonlari ile birlikte bulunmasi (6rnegin demir, bakir)
8. Diger vitaminlerle birlikteligi
9. Kiikiirt dioksit gibi diger besin bilesenleri
Bu faktorlerden ilk dordii en 6nemlileridir.

Kayiplar, ozellikle 1sisal islemler sirasinda olusabilmektedir. Vitaminlerin bozunmasini
etkileyen faktorler ya vitaminlerin dogada olusumu sirasinda, ya da besinlere ilave edilen

sentetik kaynaklardan meydana gelmektedir.

Vitaminler, besin maddelerinin iiretim, depolama ve hazirlanmasi sirasinda ¢ok sayida fiziksel

ve kimyasal etkenlere maruz kalirlar.

C vitamininin dis etkenlere kars1 duyarlilig1 soyledir; (Ottaway, 1993)

Is1 Oksijen Isik pH

Kararsiz Kararsiz Kararsiz <7 7 >7
Kararli Kararsiz Kararsiz

Askorbik asidin Ozelliklerinden birisi ve en 6nemlisi de antioksidan olmasidir. Antioksidan

madde aktivasyon enerjisini kabul eder, fakat bu enerjiyi bagska molekiillere aktarmazlar. Bu
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sekilde bir antioksidan molekiiliinlin araya girmesiyle otokside olabilen maddenin birgok

molekiilleri yilikseltgenmekten kurtulurlar, yani yiikseltgenme yavaslamis olur.

Antioksidanlar yaglarin otoksidasyonunu yavaslatan maddelerdir. Antioksidanlarin kendileri
de genellikle yiikseltgenebilen maddeler olup, zincirleme reaksiyonu kopartarak bozunurlar.
Onun i¢in antioksidanlar yalniz siirl bir zaman i¢in yiikseltgenebilen maddeyi bu olaydan
koruyabilir ve tiim antioksidan molekiilleri kaybolunca madde de hi¢ antioksidan yokmus gibi

yiikseltgenmeye devam eder.

Antioksidanlarin etki mekanizmasi hakkinda bu zincirleme reaksiyon teorisinden bagka
“secimli yiikseltgenme” teorisi vardir. Buna gore katilan maddeler, korumak istedigi

maddeden 6nce oksijeni tutarak onu bundan koruyabilir.

Askorbik asit ayrica redoks 6zelligi olan bir maddedir.

-le

H,A <> A"+2H (2.1)

+le

-le
AT O A (2.2)

+le

Askorbat indirgen bir reaktif iken onun serbest radikali reaksiyona girmez, askorbik asit ve

dehidroaskorbik aside doniisiir.

2A-+H & AH +A (2.3)
2A-+2H & HA+A (2.4)
2AH- & HA+A (2.5)

Askorbik asidin serbest radikallere karsi biyolojik koruma o6zelligi, radikallerle reaksiyona
girmesi ve kendisinin olusturdugu radikalin kararli olusundan kaynaklanmaktadir. Askorbik
asit radikallerle ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona girerek kendisi kararl bir radikal olusturur ve
olusan radikaller kendi ile reaksiyona girerler. Daha onceki g¢alismalar gostermistir ki,

askorbat serbest radikali redoks tepkimeleri sonucunda tek {iriindiir. Calismalar sonucunda
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askorbatin iyi bir rediiktan oldugu ve onun serbest radikallerinin ¢ok kararli oldugu ve ayni

zamanda toksik olmadigi anlasilmistir. Bu 6zelligi de antioksidan olmasini saglamistir.

Vitamin C antioksidan fonksiyonu nedeni ile bazi hormonlarin (adrenalin) oksidatif olarak
bozunmalarina engel olur. Viicuttaki kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan veya disaridan
sigara, alkol veya kirli hava vs. ile alinan zararli maddeleri (serbest radikalleri) notralize eder
(etkisiz hale getirir). Besinlerin iiretimindeki degisik ve yapay islemler nedeniyle de viicuda
serbest radikal alim1 artmakta ve bunlarin reaksiyonu sonucu olusan toksik (zehirli ve zararl)
maddeler viicutta birikir hale gelmektedir. Viicudumuzda biriken toksinleri atmak ve onlarin
zararl etkilerinden kurtulmak igin antioksidan besinlerin alimini arttirmak gerekir. Boylece

serbest radikallerin meydana getirdigi hiicre tahribati engellenmis olur.

Serbest radikaller viicuttaki hiicrelere saldirir ve tahrip eder. Ilk saldirida éncelikli olarak yeni

bir serbest radikal olusur ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon baslar.

Serbest radikaller, hiicre duvarindaki yaglardan birine saldirdiginda yag molekiilleri degisime
ugrar. Hiicre zarinin yapist ve fonksiyonlar1 zarara ugrar, hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve

suyun uzun siireli olarak transferini yapamaz, harcanan {iriinlerin atilmasini diizenleyemez.

Serbest radikallerin dokulardaki zararinin, damar sertligi ve kalp hastaliklarinin baslica nedeni

oldugu diistiniilmektedir.

Serbest radikaller ayn1 zamanda hiicrelerin genetik kodunu i¢inde tasiyan, hiicrenin {iretimini
ve biiylimesini saglayan DNA’ya da etki eder. Hiicrelerin genetik kodu degistiginde
Olebilirler. Ciinkii ona hiicreden gelen mesaj1 uzun stireli olarak okuyamazlar. Asir1 hiicre

boliinmesine ve kansere sebep olabilirler.

Askorbik asit kanseri dnlemek i¢in kullanildig1 gibi bu hastaliga yakalanmig hastalar i¢in de
tavsiye edilmektedir. 1930°1u yillarda askorbik asidin bulunmasi ile bir ¢ok klinik ¢aligmalar
ve deneyler kanserle arasindaki baglantiyr kurmustur. Askorbik asidin kanser tedavisinde

alimim miktar1 i¢in bir¢ok tartigmalar olmustur.

Kanser ve giinliik terapiler ciddi biyokimyasal zararlar, kanserli viicuttaki askorbik asidi yok
etmektedir. Kemoterapi esnasinda hasta bir¢cok toksik maddelerle karsi karsiyadir. Kanser

hastas1 olan kisilerde giinliik 4 g askorbik asidin olumlu etkisi goriilmiistiir.

1969 yilinda, akciger kanserine sebep olan sigara ve diger etkenlerin giinliik olarak alinan

1,5 g askorbik asit sayesinde dnlenebildigi ileri siirtilmiistiir.



14

Askorbik asitin, korunmus etlerde ve baz1 igme sularinda bulunan, kansere sebep olan N-
nitrozo bilesiklerinin olusumunu 6nledigi bulunmustur.

Ayrica kesildikten sonra hava etkisine birakilan meyve ve sebzelerin normal renklerini bir
stire i¢in korumalar1 bu vitaminin antioksidan etkisinden ileri gelmektedir. C vitamininin bu

0zelliginden faydalanilarak bir¢ok maddenin bozunmasi énlenmistir (Ersoz, 2002).

2.1.6 Tanimma ve Miktar Tayini Yontemleri
C vitamini basit ve karmasik sekillerde prensip olarak aynmi yontemlerle taninir. Belirlemede

oksidorediiksiyon yontemi veya karakteristik renklendirilmis tiirevlerden yararlanilir.
Kimyasal reaksiyonlar biitiin endiol gruplarim kapsadigindan askorbik aside 6zgii olmayip

cogunlukla karbonil endiollerinin analizinde de uygulanir.

Askorbik asit ve dehidroaskorbik asidin yiyeceklerdeki ve biyolojik maddelerdeki tayininde
avantajlari-dezavantajlar1 olan, degisik konsantrasyon diizeylerinde uygulanan, bircok

yontemi bulunmaktadir.

Askorbik asit igeren meyve sularinin, sebzelerin, hayvansal iirlinlerin ¢ok kullanilmasi nedeni
ile degisik analitik teknikler askorbik asit tayini icin gelistirilmistir. Bunlar; titrasyon,
spektrofotometri (renkli reaktif ilave edilmis veya edilmemis), yliksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC), cesitli elektroanalitik teknikler, enzimatik
yontemler ve birkag teknigin bir arada kullanildig1 yontemlerdir (Fung ve Luk, 1985).

Yontemler dehidroaskorbik asit, hidroaskorbik asit ya da toplam askorbik asit miktarlarinin
Olclimlerine dayanmaktadir. Analitik tayin yontemleri vitaminin oksidasyon — rediiksiyon
ozelligine dayanmaktadir. Burada ya askorbik asidin kendisi ya da askorbik asidin

yiikseltgenmis sekli olan dehidroaskorbik asit miktart saptanir.

Askorbik asit tayini i¢in diizenlenmis kimyasal yontemlerden biri titrasyondur. Titrasyon i¢in
kullanilan cesitli reaktifler bulunmaktadir. Oksidometrik titrasyon da, en ¢ok uygulanan
indirgenme  Ozelligine dayanan  2,6—diklorofenol-indofenol  ¢ozeltisidir.  Digeri,
2,4 dinitrofenilhidrazin ile kolorimetrik yontemdir. Bu kolorimetrik yontemde, askorbik asit
dehidroaskorbik aside oksitlendikten sonra, dehidroaskorbik asit 2,4—dinitrofenilhidrazin ile
bir hidrazon tiirevi olusturur. Bu tiirev daha sonra, kolorimetrik olarak Ol¢iiliir. Digeri,
2,2 — dipiridil kolorimetrik ydntemdir. Bu yontemin temeli, AA’nin Fe(Ill)’d, Fe(Il)’e
indirgemesidir. Burada, Fe(Il) {irtinleri, 2,2’ dipiridil ile bir kompleks olusturur ve bu

kompleks kolorimetrik olarak 6l¢iiliir (Packer ve Fuchs, 1997).
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Besinlerde ve meyve sularinda ilk kez tayini 2,6-diklorofenol-indofenol ile titrimetrik olarak
yapilmustir. Yontemin ilkesi, bir redoks indikatorii olan 2,6-DCPIP’nin indirgenmesi esasina
dayanmaktadir (Malclver, 1998). 2,6-DCPIP nétral ve alkali ¢ozeltide mavi, asit ¢ozeltide
kirmizi, indirgenmis sekli renksizdir. Askorbik asit, ayarlanmig bir 2,6-DCPIP ¢ozeltisi ile
asitli ortamda dogrudan dogruya titre edilir. Bu boyar madde ayn1 zamanda belirte¢ gorevi
goriir. Bu reaksiyon sirasinda 2,6-DCPIP, renksiz 10ko tlirevine indirgenir; askorbik asit de
dehidroaskorbik aside doniigiir. Bitis noktasinda indirgenmemis boyar madde fazlasi asitli

cozeltide giil pembe renk verir.

Yontem bugiin i¢in standart analiz yontemi olmakla beraber bazi giigliiklerle karsilagilir. Bu
glicliikler, renkli 6rneklerdeki indikator renginin doniim noktasinda kolay tespit edilememesi
ve bazi drneklerde tayini etkileyen bagka yiikseltgen maddelerin bulunmasidir. Ancak bu gibi

durumlarda gerekli 6nlemler alinabilmektedir.

Ayrica, 2,6-DCPIP’nin askorbik asitle verdigi pembe renkli kompleksin goriiniir bolgede,
520-540 nm’deki, absorbansinin kolorimetrik Olgiimiinden yararlanilarak miktar tayini

yapilmaktadir.

2,6-DCPIP’nin askorbik asit ile reaksiyonu asagida goriilmektedir (Haddad, 1977).

0
OH
Cl ct = ct cl o=(‘;
' {
HO—C 0=C
N I o _ r
-+ HOo—C ’ NH -+ o -(IZ 0
H —z,: ’ H—(,?——‘
H O—C'I——H HO—C—H
|
OH CHoOH OH CHOH
2,6-diklorofenol-indofenol Askorbik asit Indirgenmis belirtec (16ko tiirevi Dehidroaskorbik asit
(alkali ortamda mavi, renksiz)

asitli ortamda kirmizi)

Sekil 2.3 Askorbik asidin 2,6-diklorofenol-indofenol ile reaksiyonu
Askorbik asidin titrimetrik tayininde kullanilan diger bir reaktif olan N-bromosiiksinimid ile
titrasyonu sirasinda askorbik asit, dehidroaskorbik aside yiikseltgenir; yontem NBS’in
fazlasinin, ortamda bulunan potasyum iyodiirden aciga ¢ikan iyodun nisasta ile mavi renk

vermesine dayanir (Haddad, 1977).
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Florimetrik yontem askorbik asidin floresans kompleks olusumuyla tayinine dayanan spesifik
bir yontemdir. Askorbik asit kompleksinin floresanst spektroflorimetrik olarak olgiiliir

(Packer ve Fuchs, 1997).

Toplam C vitamini yani askorbik asit ve dehidroaskorbik asidin birlikte belirlenmesi igin
gelistirilmis standart analiz yontemine gore (Malclver, 1998), 6nce askorbik asit uygun bir
oksidasyon reaktifi ile dehidroaskorbik aside (DHAA) doniistiiriiliir. Bu ydntem,
o-fenilendiaminin DHAA’daki cis hidroksil gruplariyla birleserek floresan kinoksalin tiirevi
olusturmasma dayanir. Ornekler metafosforik-asetik asit ¢ozeltisiyle ekstrakte edilir, aktif
kémiir (NORIT) kullanilir ve askorbik asit dehidroaskorbik aside yiikseltgenir, daha sonra
o-fenilendiamin katilarak renkli ¢ozeltilerinin florimetrik 6lgtimii yapilir. Aynm1 anda ayni

sekilde hazirlanan standartlarla karsilastirilarak C vitamini miktar1 belirlenir.

Elektroanalitik tekniklerden polarografik yontem askorbik asit tayininde kullanilmaktadir.
Askorbik asit, asidik ortamda (pH = 2,5 — 6,0) yaridalga potansiyel araligi +170 ile +20 mV
arasinda degisen sitrat tamponunda iyi tanimlanan anodik akim verir. Bu anodik akimin dalga
yiiksekliginden konsantrasyonu bulunur (Sahbaz ve Somer, 1992). Kolorimetride ve
titrimetrik yontemlere gore, polarografide 6rnek hazirlama oldukga basit olup, hazirlama ve
Olciim esnasinda vitaminin oksidasyonu Onlenmis olur ve birkag mL oOrnek yeterlidir.
Spektrofotometrik ol¢limlerdeki istenmeyen etkiler gosteren renkli ve Ozellikle suspense

olmus maddelerden etkilenmez.

2,6-DCPIP ile titrasyondaki renk degisimleri renkli ¢ozeltilerde ve hizli otomatik
titrasyonlarda kullanilamaz. Bdyle durumlarda standart kalomel elektrod ve platin elektrod
kullanilarak 2,6-DCPIP ¢ozeltisiyle potansiyometrik otomatik titrasyon yararlidir. Once bir
baseline potansiyeli (en diisiik mV) tayin edilir. DCPIP ¢ozeltisi 30 s araliklarla katilarak mV
degerleriyle ¢izilen potansiyometrik egrinin doniim noktasindan bulunan mL sarfiyattan

askorbik asit miktar1 bulunur (Spaeth vd., 1962).

Askorbik asit ayrica ince tabaka kromatografisi (TLC) ile ayrildiktan sonra, tabakalarin
renklendirilmesi ve bunu takiben renkli lekelerin eliie edildikten sonra kolorimetrik olarak
kantitatif tayinleri yapilabildigi gibi, dogrudan tabakadaki lekelerin intensitelerinin

densitometre ile okunarak da tayinleri yapilabilmektedir (Stahl, 1969).

UV, elektrokimyasal ve florimetrik dedektdrlere ilaveten kiitle spektrometresi de kullanilir.
Kiitle spektrometresi kullanilarak reaksiyon tiirevi kinetiginden yararlanarak dehidroaskorbik

asit Ol¢iiliir. Diger kiitle spektrometre metodu ise, izotop oran teknigidir. Bu metodda, bilinen
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bir miktardaki C'* 6rnege ilave edilir ve 6rnekteki askorbik asit miktari hesaplanir, bu sonug

ve ilave edilen C'* miktar karsilastirilir (Packer ve Fuchs, 1997).

Gelisen analiz yontemleri ve enstriimental analizin yaygin olarak uygulanmaya baglamasiyla
giiniimiizde yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) gibi
modern cihazlarla bu vitaminin kalitatif ve kantitatif analizi yapilabilmektedir. Biyolojik siv1
ve dokularin asit igerigini dlgmek icin elektrokimyasal dedektoér uygundur. Bu askorbik asit
oksidasyon ve rediiksiyon 0zelligine dayanarak gelistirilmistir. Kromatografik sistemlerin
cogu askorbik asit ve dehidroaskorbik asidin oldugu kadar bunlarin izomer ve tiirevlerinin de
simultane Ol¢ililmesi i¢in dizayn edilmistir. Dehidroaskorbik asit 6nce bir indirgeme reaktifi
ile askorbik aside indirgenir. Kromatografik ayirma ve elektrokimyasal dedektorlerin segicilik
ve duyarlilig1 nedeniyle bu yontem UV dedektoriinden daha biiylik secicilik ve duyarlilik
saglar. UV dedektor, farmasotik preperatlarda askorbik asit tayini i¢in kullanilabilir (Packer
ve Fuchs, 1997).

Nelson 1973’te askorbik asidi diger gida katki maddelerinden HPLC ile ayirmay1 basarmistir.
Bu yontemle pek ¢ok calisma yaymlanmistir. Yayinlanan bazi ¢aligmalarda sadece askorbik
asit belirlenirken, bazilarinda ise askorbik asit ve dehidroaskorbik asit Dbirlikte
belirlenebilmektedir. Askorbik asidin giiclii bir UV absorbans bandi iyi bir duyarlilikla
kolayca belirlenebilir, ancak dehidroaskorbik asidin ¢ok zayif bir UV absorbans bandi olmasi
nedeniyle HPLC uygulanmadan 6nce askorbik aside indirgenmesi daha uygundur (Ottaway,

1993).

Kromatografik yontem pahali arag-gere¢ gerektirmekte ve kullanilan kisi tarafindan biiytik
dikkat istemektedir. Kii¢iik endiistri laboratuvarlarinda giinde birkag tane analiz yapildigi i¢in

tercih edilmemektedir.

Spektrofotometrik yontem ise, aletsel bir metot olarak endiistri laboratuvarlarinda askorbik
asidin tayini i¢in tercih edilmektedir. Cesitli renk veren reaktifler kullanilmaktadir. Bunlar,
amonyum molibdat, 2,4 — dinitrofenil — hidrazin, ortofenilendiamin ferrozin. Ortamda bagka
renkli madde mevcutsa girisim yapabilir ve olusabilecek girisimleri bertaraf etmek i¢in bir 6n
islem gerekebilir. Direkt UV spektrofotometresi askorbik asit tayini i¢in basit ve hizli bir

yontemdir (Lau vd., 1987).

Aspartam varliginda askorbik asidi tayin etmek i¢in, direkt UV spektrofotometresinden
yararlanilamaz. Bir Cu(Il)-2,9 dimetil-1,10 fenantrolin(Nc) reaktifi ile amonyum asetatl

ortamda pH 7’de olusan bis (Nc) - bakir(I) kelatinin absorbansi 450 nm’de Olgiilerek askorbik
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asidin oksidasyonu izlenebilir. Hemen olusan bu kelat ve AA i¢in goriiniir molar absorptivite
1,60){104 dm’mol”em™ olarak bulunmus ve 8,0){10'6 ve 8,0x10° M konsantrasyon araliginda

Beer kanununa uydugu saptanmistir (Gligli, 2005).

2.2 Yapay Tatlandiricilar
Dogal tatlandirict molekiilleri benzerlerinin, laboratuvarlarda yapay olarak sentezlenmesi ile

elde edilen maddelerdir. Yapay tatlandiricilar lezzet ve tat diizelten, gelistiren gida
maddelerindendir. Kalorice fakir gida irlinlerinin hazirlanmasinda tat verici olarak
kullanilirlar. Ozellikle seker hastalarmin kullandigi ve rejim programlarinda uygulanan

yiyecek ve i¢ceceklerde sakkarozun yerine kullanilirlar.

Yapay tatlandiricilarin satigina Onceleri sadece eczanelerde izin verilmistir. Son yillarda
“hafifletilmis” ve “light” diye adlandirilan besinlerin hazirlanmasinda kullanmaya
baslanmistir. Yapay tatlandiric1 olarak yaygin olarak kullanilan en eski madde sakkarindir.
Daha sonra ise siklamatlar kullanilmaya baglanmistir. Arastirmalar sonucunda bu maddelerin
kansorejen oldugu bulunmustur. Bu nedenle bu maddelerin kullanimina ancak 6zel izinle ve

belirli miktarlarda izin verilmistir ve yeni bir madde arayis1 baglamistir (Alperdem, 1979).

Glniimiizde diyabet ve sismanlik gibi enerji aliminin kisitlanmast gereken durumlarda

kullanilan ¢esitli tatlandiricilar vardir.

1. Besin degeri olan, enerji igeren tatlandiricilar: Sukroz, glikoz, fruktoz, misir surubu,
maltoz, maltodekstrin, dekstroz, bal, seker alkolleri (sorbitol, mannitol, ksilitol, maltitol,

eritritol, laktitol, isomalt), diger seker alkollerinden hidrojene edilmis nisasta hidrolizati.

2. Besin degeri olmayan, enerji igermeyen tatlandicilar: Sakkarin, aspartam, asesulfam

potasyum (asesulfam-K), siklamat, alitam, sukraloz.

Cizelge 2.1 Tiirkiye’de bulunan ve siklikla kullanilan tatlandiricilardan bir kaginin giinliik
olarak maksimum kullanim miktarlar (kabul edilebilir glinliik alimlari/ maksimum doz)

Tatlandiricinin Tiirii | Maksimum Doz (mg / kg / giin)

Sakkarin 2,5
Aspartam 40
Asesulfam-K 15

Siklamat 11
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Cizelge 2.2 Tiirkiye’de bulunan ve siklikla kullanilan tatlandiricilardan bir kaginin giinliik
olarak maksimum kullanim miktarlar1 (kabul edilebilir giinliik alimlari/viicut agirlig)

Her 1 kg viicut agirhg i¢in tiiketilebilecek
Tatlandiricinin Adi
tablet sayisi
Sanpa, Nutra-Tat, Aspartil (yalnizca
aspartam icerenler) 2 tablet’kg
Canderel ve D1y§t Tat (yalnizca aspartam 2.22 tablet/kg
igerenler)

Sakkarin 20 (yalnizca sakkarin) 0.125 tablet/kg
Dulcaryl 4 doz (sakkarin ve siklamat i¢eren) 0.352 tablet/kg
Tadalin (sakkarin ve siklamat iceren) 0.275 tablet/kg

2.2.1 Aspartam
Uzun bir siire dnce sentez edilmesine ragmen aspartamin tat verici 6zelligi 1965 yilinda

Schlatter tarafindan tesadiifen anlagilmistir. 1971 yilinda Gida ve Ilag¢ Birligine (Food and
Drug  Administration-FDA)  gilivenirliligi  konusunda yeterli verilerle basvuruda
bulunulmustur. FDA tarafindan kuru gidalarda 1981'de, karbonatli alkolsiiz iceceklerde
1983'de kullanilabilmesi i¢in onay verilmistir. FDA'ya gore giinlik miisaade edilen alim
miktar1 (Acceptable Daily Intake- ADI) 50 mg/kg (viicut agirligr)'dir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) ise ADI degerini 40 mg/kg (viicut agirlig1) olarak sinirlandirmistir. Minimum letal doz
(LDso) kemiriciler de >5000 mg/kg olarak bildirilmistir. Dipeptitler iizerine yapilan sistematik
calismalar sonucunda, bu madde sinifinda ¢ok sayida tat verici madde oldugu bulumustur

(Enders vd., 1982).

Bir dipeptit olan aspartam, mesrubatlarda ve ¢esitli yiyeceklerde diisiik kalorili yapay
tatlandiric1 olarak kullanilmasi uygun goriilen bir yapay tatlandiricidir ve bagta ABD ve diger
bircok iilkede diisiik kalorili mesrubat ve c¢esitli yiyeceklerde sakkarin ve siklamat yerine

kismen aspartam kullanilmaktadir.

2.2.1.1 Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Aspartam, L-aspartik asit ve L-fenilalanin olmak {izere iki aminoasitten olugmus bir

aspartilfenilalanin metil esteridir, fenilalanin (agirhigin %50'si), aspartat (agirligin %40'1) ve

metanol (agirhiginin %10'u)'den meydana gelmistir.
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Sekil 2.4 Aspartamin molekiil sekli
Kimyasal formiil: C;4H;3N,Os
Molekiil agirligi: 294,30 g/mol
Erime noktasi: 246 — 247 °C

Bagil Tatlilik: Aspartamin tat 6zelligi iyi olarak tanimlanir. Bircok durumda siklamattan ve
her zaman sakkarinden daha iyidir. Beyaz ve kokusuz kristal toz seklindeki APM, tath
lezzetiyle bugiin diinyada yaygin kullanilan ticari bir sentetik tatlandiricidir. Sukrozdan 180—
200 kez daha tatli olmasi1 ve ayni tatliligi kalori iceriginin sadece %5°1 ile saglamas1 aspartami
daha Ustlin ve popiiler hale getirmistir. Hazir besinlerde aspartam orami oldukca diisiik (%

0,045-0,06)tiir ve sonradan fark edilen istenmeyen tat (ac1, metalik) tasimaz.

Coziiniirlik ve stabilite: Aspartamin sudaki ¢oziiniirligii, sicaklia ve pH degerine baghdir.
pH 5,2 sudaki ¢6ziiniirliigliniin en az oldugu noktadir. Bu deger yaklasik 1 g/100 ml’dir. Oda
sicakliginda ve pH 7°de ¢oziiniirlik yaklasik %1°dir. Aspartamin relatif zayif ¢oziiniirligi
molekiiliin kismi hidrofobik yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu hidrofobik kisim fenilalanin
halkasinin katkisiyla ortaya ¢ikar ve aspartamin tatlandiricilik 6zelligi i¢in gereklidir. pH
degerinin diismesiyle ¢oziiniirliik artar. pH 2,2°’de maksimum degere ( %1,8 ) ulasir. Artan
sicaklik ile de c¢oziiniirliikk artar. Pek ¢ok organik c¢oziiclide aspartamin ¢oziiniirliigii
sudakinden daha azdir. Kristalize halde tamamen dayanikli olan aspartam, sulu ortamda
zaman, sicaklik ve pH degerine bagh olarak ¢6ziiniir. Uzun siire pisirme sirasinda tathiligin
kaybeder. Nispeten dayanikli sayilan APM, sicaklik yilikselmesi, pH asiriliklar1 ve/veya nem
miktarina bagl olarak 2 farkli izomeri olan a ve f APM ile siklo-APM ve metanole bozunur.
Siklo-APM ise, aspartamin diketopiperazini olarak anilir. Aspartamin bozunmasi basit birinci
mertebe kinetigi izler ve bozunma {iiriinleri tatli degildir. Sulu ¢ozeltilerinde aspartam, ortam
bazikse, 3,6-diokso—5-metil-2-piperazinatik asite doniislir. Ortam asidik ise; L-fenilalanin—1-
metilester, L-aspartik asit ve L-fenilalanin maddelerine ve yap1 izomeri B-APM’ye doniisiir

(Menexia vd., 1991). Sulu ¢ozeltilerin en stabil oldugu pH degeri yaklasik 4,3 tiir Aspartamin
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stabilitesi pH 4-5 araliginda sitrat-fosfat tampon ¢ozeltilerde en yiiksektir, pH’ nin artirilip
yada azaltilmasiyla kararlilik azalir. Aspartamin optimum kararlilig1 fosfat tamponlu ortamda
pH 4-5 araliginda saglanir. Yapay bir surup kullanilarak yapilan ¢aligmada aspartamin en
stabil oldugu aralik pH 4-5’dir, daha asidik ve notral durumlarda aspartamin stabilitesi

azalmaktadir (Bell ve Labuza, 1991).

Hidroliz olmaya c¢ok yatkin oldugundan dolayr sulu gidalarda zamanla tat degeri

kaybolacagindan, aspartamin kullanildig1 yiyecek ve igeceklerin kisith raf dmrii vardir.

2.2.1.2 Farmokolojik Etkisi
Aspartam insan viicudunda diger dipeptitler gibi metabolize edilir. Genelde kullanilan

dozlarda aminoasit dengesizlikleri ortaya ¢ikmaz ve olusan az miktardaki metanol kiitlesinin

zararh etkileri yoktur, fakat fenilketoniiri hastalari i¢in aspartam kullanimi uygun degildir.

Klinik ¢aligmalar aspartamin fazla miktarda kullaniminin bas agrisi, migren ve hafiza kaybi
gibi saglik problemlerine neden oldugunu gosterir. Biyolojik sistemlerde bulunmasi gereken
ve yiyeceklerde bulunan metal iyonlar1 (Cu, Ni, Zn,) i¢in aspartam amino ve karboksilat

gruplariyla bir ligand olarak gorev yapar.

Seker hastalarinin kullandig1 bir¢ok diabetik yiyecek ve igeceklerde aspartamin kullanimi
uygundur. Bu maddeler giiniimiizde bir¢ok diyet programlarinda kullanilmaktadir, ama bu

maddelerin giinliik kullanim miktarlarinin kisitli oldugunu unutmamak gerekir.

Aspartam absorbsiyonu sirasinda amid ve ester hidrolizini takiben hizla ve tamamen icerdigi
aminoasitlere (aspartik asit ve fenilalanin) ve metanole metabolize olur. Ya bagirsakta
fenilalanin, aspartat ve metanole hidrolize olur, bu bilesikler buradan absorblanir, ya da
alternatif olarak peptid transport mekanizmasiyla mukoza hiicrelerinde dogrudan absorblanir.
Tek doz aspartam calismalarinda aspartamin biriktigini gosteren bir kanit bulunamamustir,

hizl1 bir metabolizmasi vardir.

2.2.1.3 Miktar Tayini
Aspartam miktar tayini i¢in yapilan ¢alismalarda en ¢ok HPLC yodntemleri kullanilmaktadir.

Ayrica gorlinlir alan spektrofotometrik ve ince tabaka kromotografik yontemlerle de c¢ok
sayida caligsmalar yapilmistir. USP XXII(1990)’da aspartam miktar tayini i¢in titrimetrik
yontem verilmektedir. Bu yonteme gore aspartam miktari, perklorat asidin susuz asetik

asitteki 0,1 N ¢ozeltisiyle susuz ortamda violet TS indikatorii kullanilarak tayin edilmektedir.
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2.2.1.4 Aspartamin asit-baz ozellikleri
Aspartam, kimyasal formiiliinden anlasilacagi gibi (Sekil 2.5), biyolojik islemlerde cok

onemli metal iyonlar1 i¢in, karboksilat ve amino gruplar1 vasitasiyla ligand olarak

davranabilir.
0O pka= 3.1 Q pKa =179
— 0 — 0
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Sekil 2.5 Aspartamin molekiiler yapis1 ve pK, degerleri

Cozeltide bir amino asit molekiilii tizerinde net yiikiin sifir oldugu pH degeri izoelektrik nokta

(pl) olarak adlandirilir.

pl=(pKa,+ pKa,) /2 (2.6)
Aspartam i¢in pKa;=3,1 ve pKa,=7,9 (2.7)
Aspartam i¢in pI=5,5 (2.8)

Bir standart amino asit, kendisi i¢in karakteristik olan izoelektrik nokta degerine esit pH
ortaminda net elektrik yiikii tasimaz. Bu nedenle bir elektrik alaninda hareketsiz kalir.
Aminositlerde karboksilik asit ve amin fonksiyonel gruplari bulunur. Bunlardan biri asidik,
digeri baziktir. Biri amino grup ve bir karbonil gruplu aminoasitlerde dipolar (iki kutuplu)
iyon yapist daha iyi goriiliir.
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|
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Sekil 2.6 Bir aminoasidin dipolar yapisi
Amino grup bir amonyum grubu, karboksil grubu da bir karboksilat iyonu olarak gosterilir.
Bunlar relatif olarak organik c¢oziiciilerde diisiik ¢oziintirliikklere sahiptir. Goriilecegi gibi

dipolar yap1 ¢esitli pH degerlerinde aminoasitlerin elektriksel 6zellikleri ile de mevcuttur.

Aminoasitler amfoteriktir. Bir asit gibi davranir ve kuvvetli bir baza bir proton verir yada baz
gibi davranir ve bir asitten bir proton alir. Bu davraniglar bir amino ve bir karboksil gruplu bir

aminoasit i¢in agsagidaki denklemle ifade edilir.
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H® ; RCHCOO” —— RCHCOOH
NHgl'i’ NH;®

OH® 1 RCHCOO® = RCHCOOS + H,0
h|lH_: B "‘Ile

Sekil 2.7 Amino asitlerin asit-baz davranislari

2.3 Mor Otesi (Ultraviyole) Spektroskopisi
Elektromagnetik spektrumdaki iginlarin madde ile etkilesmesinin incelenmesine spektroskopi

denir. Elektromagnetik 1s1ma ile madde arasindaki farkli etkilesmelere dayanilarak gelistirilen

spektroskopilerden bazilarini asagidaki gibi siralayabiliriz.

Kizilétesi spektroskopisi (IR), Mor 6tesi ve Goriiniir bolge spektroskopisi (UV-VIS), Raman
spektroskopisi  (RS), Mossbauer spektroskopisi(MS), niikleer magnetik rezonans
spektroskopisi (NMR), elektron spin rezonans spektroskopisi (ESR),...

Spektroskopinin temelleri 1665-1666 yillarinda 15181 bir prizmadan gegirerek kirmizidan
mora dogru yedi renge ayiran Newton tarafindan atilmistir. (Sekil 2.8) Einsten 1sinlarin birer
kiitlesiz pargacik olan fotonlar seklinde yayildigini ileri stirmiistiir. Isitilarak yada 1ginlanarak
yani fotonlarla bombardiman edilerek uyarilan bir maddenin yaydigi 1sinlarin analiz
edilmesinden yayma (emission) spektrumu, madde iizerine siirekli gonderilen isinlardan
maddeyi gecebilenlerin analiz edilmesinden ise sogurma (absorption) spektrumu elde
edilmektedir. Buna gore bir maddenin yayma spektrumundaki beyaz goriinen c¢izgiler

sogurma spektrumunda siyah goriiniir.

Mor o6tesi 151ma, dalga boyu 10400 nm olan 1simadir ve elektromagnetik spektrumda x-
1sinlart ile goriiniir bolge arasinda bulunur. 10-200 nm bolgesinde uzak mor 6tesi, 200400
nm mor Otesi veya yakin mor 6tesi, 400-800 nm bolgesi goriiniir bolgedir. Mor otesi ve

goriiniir bolge spektroskopisi elektronik spektroskopi olarak adlandirilir.

LTRAVIOLE VISIBLE AMRED
0

100 280 315 400 0 wavelength (nm]

Sekil 2.8 Elektromagnetik spektrum
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Biitiin organik bilesikler mor Gtesi 1s1masin1 sogururlar, bununla beraber bir kismi ¢ok kisa
dalga boylarinda 1s1ma yaptiklarindan sadece 200 nm’den yukar1 sogurma yapan organik

bilesiklerin mor Otesi analizinin pratik degeri vardir.

Elektronik spektroskopi, organik molekiilde konjugasyonun derecesi ve aromatiklik hakkinda
bilgi verir. Mor 6tesi analizi ile konjuge dienler, izole dienlerden ayrildig1 gibi ¢ift baglarin
sayist da bulunabilir. o,B- konjuge karbonil bilesikleri, a,y- konjuge karbonil bilesiklerinden
ayrilabilir. Cok halkali bilesiklerde aromatik konjugasyonun derecesi de yine mor otesi

analizlerle anlasilabilir.

Mor &tesi spektrokopisinden elde edilen bilgi, organik yap1 hakkinda kirmizi 6tesi ve NMR
spektroskopisinden elde edilen bilgi kadar belirtici ve gilivenilir olmakla beraber

tamamlayicidir.

- E3 Uyarimis
oten Dlizey
(E = hv) fa

JAVAVAVAVA = AE=E B e
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Sekil 2.9 Elektronlarin gecis diizeyleri

Bir molekiil tarafindan mor 6tesi 1s1tmanin sogurulmasi, elektronik uyarmaya yol agar ve bir
elektron diisiik enerjili bir elektronik diizeyden (E;) daha yiiksek enerjili bir diizeye(E,) gecer.
En olast uyarma, yani temel diizeyden uyarilmis diizeye gecis, basitce en diisiik enerjili bos
bir molekiil yoriingesinden en yiiksek enerji dolu bir molekiil yoriingesine gecise karsilik
gelir. Fakat her bir elektronik diizeye titresme diizeyleri ve her bir titresme diizeyine donme
diizeyleri karsilik geldiginden, elektronik uyarma donme ve titresim uyarmasina da yol agar
ve sonugta ince bir mor dtesi sogurma ¢izgisi yerine genig bir mor 6tesi sogurma bandi elde

edilir.

Sogurma bandinin yeri, 6zellikle sogurmanin en yiiksek degerine karsilik gelen dalga boyu ve

sogurmanin siddeti, sogurmaya yol acan elektronik gecisin tiirii hakkinda bilgi verir.
Ultraviyole spektroskopisinden ¢esitli yonlerden yararlanilir. Bunlar baslica sunlardir:
e Kalitatif analizde

e [Kantitatif analizde
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e Titrasyonda
e Molekiil agirligi tayininde
e Yiik aktarma kompleksi tesekkiiliinde
e Asit ve bazlik sabitleri tayininde
e Kompleks stokiyometrisinin ve sabitinin bulunmasinda
Spektrofotometrik ve fotometrik yontemlerin 6nemli 6zellikleri su hususlari igerir:
e Hem organik, hem de inorganik sistemlere yaygin uygulanabilirlik

10 M’dan 10°M’a kadar degisen tipik duyarlilik degerleri

Orta derecede se¢imlilik

Iyi bir dogruluk

Veri toplama kolaylig1 ve elverisliligi

Mor 6tesi spektrometresinde 1s1ma kaynagi olarak mor 6tesi veya goriiniir bolge icin sirasiyla
hidrojen veya doteryum lambasi (185-390 nm) ve tungsten lambasi (350-800 nm) kullanilir.
Monokromator olarak bir prizma veya kirinim 1zgarasi kullanilir. Goriinlir bolge i¢in cam
prizma yeterlidir, fakat mor Otesi icin kuvars (silika) gereklidir. Dogal kuvars 210 nm’nin
altinda sogurgan oldugu halde, bunun yerine kullanilan saf sentetik erimis kuvars 185 nm’nin
altinda sogurgandir. Mor Gtesi bolgede dedektor olarak fotoelektrik tiip veya fotogogaltic tiip
kullanilir. Birincisinde, havasi bosaltilmis bir kabin kuvars penceresinden giren mor otesi
1s1ma toprak alkali metal oksit ile kaplanmis bir katot {izerine diiser ve firlayan elektronlar
anot olarak kullanilan bir metal tele akarak bir elektrik akimi olustururlar (fotoelektrik olay),

ikincisinde ise akimin siddeti arttirilir.

2.3.1 Lambert-Beer Yasasi
Iki temel absorpsiyon kanunu vardir.

Lambert Kanunu: Bu kanun ilk defa 1729’da Bouger tarafindan ortaya atilmis olmasina
karsin, 1768’de onu yeniden ifade eden Lambert’in adiyla anilmaktadir. Bu kanuna gore bir
cozeltiden gecen monokromatik bir 151k demetinin siddeti, 1s1nin ¢ozelti i¢inde aldig1 yola

bagli olarak logaritmik, iistel veya geometrik olarak azalir.
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Logaritmik olarak,

I =1, veya (2.9)

I =1,.10"' [a:%’m) (2.10)

seklinde gosterilir.

I o= Gelen 151n demetinin siddeti

I= Cozeltiyi terkeden 1s1nin siddeti

1 =C6zeltinin kondugu hiicrenin kalinligi

a = Cozeltiden gecen 151k demetinin dalga boyuna bagli bir sabit

Beer Kanunu: Beer’a gore (1852) ayni derinlikte yada ayn1 kalinlikta bir ¢ozeltiden gecen ve
cozelti tarafindan absorplanan monokromatik bir 1s1ma demetinin siddeti ¢o6zeltinin

konsantrasyonuyla logaritmik, {istel veya geometrik olarak azalir.

Logaritmik olarak,

| = 1,67 veya (2.11)

| =1,.107¢ (a = %’303J (2.12)

seklinde gosterilir.

I o= Gelen 151n demetinin giddeti

I = Cozeltiyi terkeden 1s1nin siddeti

a = (Cozeltinin tlirline ve monokromatik 1s1nin dalga boyuna bagl bir sabit

¢ = Cozeltinin konsantrasyonu

Cozeltiyi terkeden 1s11n siddetini biri konsantrasyon, digeri 1s1in ¢6zelti icinde katettigi yola
baglayan bu iki kanun birlestirilerek Lambert-Beer olarak adlandirilan su temel bagint1 elde

edilir.
I =1,.107' (2.13)

I o= Gelen 151n demetinin siddeti
I= Cozeltiyi terkeden 1s1nin siddeti
1 = Cozeltinin kondugu hiicrenin kalinlig

a= (Cozeltinin absorptivitesi
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c= Konsantrasyon

Esitlik diizenlenip eksi logaritmasi alinirsa,

|
logl—0 =alc=A (2.14)

esitligi elde edilir.

A= Absorbans

(2.14) esitliginden anlasilacagi gibi a sabiti, ¢ozelti konsantrasyonu ve hiicre kalinliginin
birimine gore degisir. Konsantrasyon molarite, hiicre kalinlig1 cm olarak alindiginda a yerine
¢ kullanilir ve bu molar absorbsiyon katsayis1 veya molar absorbtivite olarak adlandirilir.

Birimi de L mol'em™dir.
A=c¢lc (2.15)

¢ cozeltideki maddenin bir 6zelligi, a ise herhangi bir 6rnegin Ozelligidir. Dolayisiyla
absorbans 6rnegin konsantrasyonuyla ve ol¢iimiin yapildigir kabin 1s1n yoluyla degisir, € ise
belli bir dalga boyunda 6rnekteki belirli bir madde icin konsantrasyon ve 6l¢iim yapilan kabin

151n yoluna bagli olmaksizin sabittir.

Optik yontemlerde kullanilan diger bir kavram transmitans (gegirgenlik)tir. Bir 151n demetinin

¢ozeltiden gecen kisminin, ¢dzliciiden gegen kismina oranina denir ve T ile gosterilir.
T=— (2.16)

IO

Dolayisiyla absorbans ile transmitans arasinda,
I I,
logT =log— =—-log— (2.17)

A=-log T (2.18)

bagintis1 vardir.

Lambert — Beer yasasi, pek ¢ok madde i¢in genis bir derisim araliinda gecerlidir. Mor 6tesi
spektroskopisi ile kantitatif analiz yaparken, derisimi bilinmeyen maddenin siipheli derisim
araliginda hazirlanan, derisimi bilinen ¢ozeltileri icin ¢izilen Absorbans — Konsantrasyon
(calisma veya kalibrasyon) egrisi dar bir derisim aralifinda genellikle dogrusaldir (Erdik,

1993; Skoog vd., 1998).
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Nicel oOlgtimler Lambert-Beer yasasi ile absorbans x konsantrasyon kalibrasyon grafiginin

kullanimini igerdiginden dogrusal bir grafik elde edilmelidir.

PR

¢ madededen maddeye degistigi gibi ayn1 bir madde i¢in dalga boyuyla da degisir. Bu nedenle
¢ absorpsiyonun en yiiksek oldugu dalga boyunda (An.x ) hesaplanir. En yiiksek tepe noktasi
molar absorptivitenin en yiiksek oldugu degeri gosterir ve dolayisiyla bu degerde analizin

duyarliliginin bir gostergesidir. (Sekil 2.10)

Spektrum Kalibrasyon Grafigi
Absorbans Absorbans {

m E)X)

) :

“max Gradient = gl

i /nm c/M

500 350
Konsantrasyon

Dalgaboyu

Sekil 2.10 UV Spektroskopinin spektrum ve kalibrasyon grafigi

2.4 Komplekslerin Spektrofotometrik Incelenmesi
Spektrofotometrik dl¢limlerle, 15181 absorplayan bir gecis metali iyonu kompleksindeki, metal

tyonu/ ligand orani, yani kompleksin stokiyometrisi belirlenebilir. Kompleks stokiyometrisini
bulmak i¢in baglica ii¢ yontem uygulanir. Bunlar;

e Mol oran1 yontemi

e Egim yontemi

e Job veya devamli degisimler yontemi

2.4.1 Job veya Devamh Degisimler Yontemi
M (metal iyonu) ve L (Ligand)’den meydana gelen bilesik i¢in iyi bir ¢dziicli ve iyi bir

absorpsiyon maksimumu bulunabilirse, bu ML, kompleksinin molar bilesim orani
saptanabilir. Yontem, Job tarafindan gelistirildiginden ¢ogu kez Job yontemi adin1 alir. Bunun
icin L ve M’den meydana gelen maddenin bir spektrumu alinir ve bu spektrumun en siddetli
absorpsiyonunun A dalga boyu tesbit edilir. Cihaz bu dalga boyuna ayarlanir. M ve L’nin ayni

konsantrasyonda birer ¢dzeltisi hazirlanir ve su ¢ozeltilerin absorbanslar1 dl¢iiliir.

I0mLM+0mLL
OmLM+1mLL
EmLM+2mLL
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TmLM+3mLL
6mLM+4mLL
SmLM+5mLL
4mLM+6mLL
3mLM+7mLL
2mLM+8mLL
I mLM+9mLL
OmLM+10mL L

Sekil 2.11 Siirekli degisim yontemiyle elde edilen grafik
Bu absorbans degerleri, metal iyonunun veya ligandin mol kesrine, X, kars1 grafige gegirilir.
Elde edilen egrilerin yiikselen ve alg¢alan kisimlarinin uzatilmasiyla olusturulan iki dogru
parcast kesistirilir. Kesim noktasina kars1 gelen mol kesirlerinin orani, Xy/Xp, kompleksin

formiiliinde bulunan metal iyonu / ligand oranini verir. Bu deger 0,5 ise ML, 0,33 ise ML,

0,25 ise ML3, 0,20 ise ML4 kompleksi s6z konusudur.

Elde edilen grafikte, Ozellikle stokiyometrik orana yakin olan yerlerde gozlenen

dogrusalliktan sapmalar,
ML=M + L

kompleks dengesinde, bir miktar kompleksin bozunmasindan ve 15181 absorplamayan M ve L

tiirlerinin olusmasindan meydana gelmektedir.
Bu tip caligmalardan iyi sonug alabilmek i¢in kompleksin Beer kanununa uymasi gerekir.

Egrinin tepe noktasinin yuvarlakliligi kompleksin dissosiye olmasini, sivri olmasiysa

kompleksin dayanikliligini gdsterir. Ideal halde egri bir iiggendir.
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Asetat tamponlu aspartam c¢ozeltilerde askorbik asidin Cu(Il) katalizli oksidasyonunu
incelerken, ortamdaki bakirin asetat ve aspartam ligandlart ile kompleks olusturup

olusturmayacagi goz oniinde tutulmalidir.

Calisilan Cu(Il) iyon ve tampon (asetat) konsantrasyon aralig icin, serbest Cu(Il) iyonlarinin
toplam Cu(Il) iyonlarina oraninin 1/1,22 oldugu Cu-asetat sisteminde serbest Cu(Il)
konsantrasyonu onemli olabilir. Aspartam sisteminde, kararli kompleks olusumunun asiri
oldugu(en az 100 kez fazla) ¢ozeltilerde, serbest Cu(Il) konsantrasyonu dnemsiz seviyededir.
Farkli aspartam konsantrasyonlarindaki Cu(Il)-aspartam sistemlerde, serbest Cu(Il)
konsantrasyonu asagidaki hesaplamalara gore ihmal edilebilir ki burada aspartam ligandi
Cu(Il) 1ile stabil bir kompleks olusturmaktadir (Bakir-asetat ve bakir-aspartam

komplekslerinin olusum yiizdeleri EK:1’de topluca verilmistir).

Aspartam igin: Log Pi= 6,097 , Log B2=10,84 (2.19)
[M] = [M] + [ML] + [MLo]+.......+[MLy] (2.20)
[L] .= [L]+ [ML] + 2 [MLaJ+ 3 [MLs]+... 2.21)
[M] = [M] + Bi [M] [L] + B2 [M] [L]’ (222)
[M] = [M] { 1+Bi[L]+ B2 [L]} (2.23)
v [L]1+ ST [['\|>|A]]t , L Aspartam (0,004 M), M=Cu" (6,28x10” M) (2.24)
T [[%uuzi] "1+ A [APM ]1+ LIAPMT. 14105 [0,004]1+10“”8“[0,004]2 (2.25)
Fow = 6,£Csl:<i+o]7 B 0,1112135x107 (2.26)
[Cul=6,28x107 M , [APM] , =0,004 M 2.27)
[APM] = [APM] + [Cu APM]+ [Cu APM,].... (2.28)
A, =8,99x 107 (2.29)

[Cu”]=a_,.[Cul, =899x 107 x 6,28 x 107=5,64 x 10"° M (2.30)
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1
[Cu], < [APM]

Asetat i¢in: Log B1= 2,16 , Log [,=3,20

[Cu], =6,28 x 107 M, [As],=0,0015 M

_[Cu”]: [Cu®] 1

1

o , = =
cu [Cul, 6,28x1077  1+10>'°(0,0015)+10>*°(0,0015)> 1,22

. =08197

[Cu*]=a_ ..[Cu], =6,28x107"x 0,8197 = 5,148x10” M

cu2+

2.5 Birinci Dereceden Reaksiyonlar
A — Bir veya birkag iiriin

(2.31)

(2.32)

(2.33)

(2.34)

(2.35)

(2.36)

(2.37)

Tek molekiillii olan bu reaksiyonun herhangi bir t anindaki hizi, A’nin bu andaki

konsantrasyonu ile orantilidir. Birinci mertebeden bir reaksiyonun hiz sabiti, k, baslangi¢

konsantrasyonu A, ve herhangi bir t anindaki konsantrasyonu da A ile gosterirsek birinci

derece reaksiyon hizi asagidaki gibi yazilir:
Reaksiyon Hizi=—d[A]/dt = k.[A]
Diizenlenip integre edilirse;

jd[A]/[A] = j— k.dt

In[A] = —k.t + sabit
t=0 iken [A] = [A] o oldugundan sabit = In [A] ¢ olur ve

LAl _ 2303 [A],

(Al t CTA]

k.t
2,303

log[A]=1log[A], -

(2.38)

(2.39)

(2.40)

(2.41)

(2.42)
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Dogrunun egimi -k / 2,303 degerini, t=0’a karsilik olan ordinat da log [A], verir. Buna gore
bir dogrunun elde edilmesi reaksiyonun birinci mertebeden oldugunun bir kanitidir ve
egimden hiz sabiti bulunur.

k’nin birimi

(2.42 )’de birimler yerine yazilirsa;

mol.L"'/zaman = k.(mol.L™")

k = (mol.L™")/zaman(mol.L™")

k = 1/zaman = zaman™’

k sabitinin niimerik degeri kiitle ve konsantrasyona bagli olmayip sadece zaman birimini

fonksiyonudur.

Konsantrasyon
log [A]

log [Alo [\

Tan o= -k /2,303

N Zaman

Sekil 2.12 Birinci dereceden bir reaksiyonda konsantrasyon — zaman grafigi
2.6 Daha Onceki Calismalar

2.6.1 Metal, Ligand ve Polimer Katalizli ve Katalizsiz Askorbik Asit Oksidasyonu
Fe(II) ve askorbik asidin etkilesimi saf suda, saf metanolde ve bu solventlerin karigimlarinda

pH’ nin fonksiyonu olarak ¢alisilmistir. Mdssbauer verilerine gore, Fe(Ill) suda diisiik pH’da
Fe(Il)’ye indirgenmistir. Reaksiyonu izlemek i¢in durdurulmus akis spektrofometresi
(stopped flow spectrophotometry) kullanilmistir ve diisiik pH degerlerinde demirin mavi ara

triinlerinin  olustugu go6zlenmistir. Sulu ¢ozeltilerde demir ve askorbat arasindaki
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reaksiyonunun komplekslesme miktar1 bulunmustur. Demir(IIl) ve askorbat arasindaki

komplekslesme sabiti verilmistir (Silver ve Wilson, 1986).

Canli olmayan sistemlerde askorbik asit otoksidasyonunu korumak ve rejenere askorbik asit
icinde dehidroaskorbik asit ile reaksiyonunu saglamak i¢in askorbik asit ve dehidroaskorbik
asit ile GSH (glutation) ’nin etkilesimi calisilmistir. 37°C’de bekletilen ve tamponlanmis (pH
7,4) 1,0 mM askorbik asit ¢ozeltisi oksijen varliginda hizli bir askorbik asit kaybina
ugramistir. Bu ¢ozeltiye ilave edilen GSH, askorbik asit oksidasyonunu azaltmistir. Askorbik
asit otoksidasyonuna karst maksimum koruma 0,1 mM GSH ile saglanmistir. Askorbik asit
otoksidasyon hizin1 0,01 mM bakir iyonlart hizlandirmistir. Diger deneylerde de ¢izilen GSH
standart egrileri baz alinarak GSH’nin bakir iyonlartyla komplekslesmesinde c¢ozeltideki
azalan GSH miktarlar1 bulunmustur. Bu sonuglara gére GSH’nin inhibitor etkisi askorbik asit
otoksidasyonunda katalizor olarak goérev yapan Cu iyonlar1 ile GSH’nin kompleks
olusturmasindan kaynaklanmistir. 37°C’de askorbik asit otoksidasyonunda 10 mM’a kadar
GSH ilavesi yapilirsa askobik asidin rejenerasyonun yiirlimedigi  goézlenmistir.
Dehidroaskorbik asidin hizli hidrolizi yiiziinden, AA oksidasyonu ile olusan dehidroaskorbik
asit ile GSH arasindaki direkt reaksiyon saptanamamustir. Sartlar degistirilirse, diisiik sicaklik
gibi, dehidroaskorbik asidin kararlilig1 artmis ve askorbik asidi olusturmak iizere GSH ile

dehidroaskorbik arasindaki direkt reaksiyon bulunmustur (Winkler, 1987).

Askorbik asidin (AA) molekiiler oksijen ile Cu®" ‘nin poliniikleer kompleksi poli-4-
vinilpiridin (PVP) katalizli oksidasyon mekanizmasi ¢alisilmistir. AA’nin Cu(Il) PVP ile

reaksiyonunda yarilanma siiresi anaerobik kosullarda [Cu®"]’den bagimsizdir. pH 3,5°da
to.s(dak)=0,8+5x10"* [AA] (2.43)

Bakir-askorbat ara iiriinii olusmustur (K~ 10* M ™). Askorbik asit serbest radikalleri, ESR
teknigiyle kombine edilmis olan akis teknigiyle saptanmistir. Radikallerin kii¢iik kararl hal
konsantrasyonlarinda, = makromolekiil  kompleks icinde bozuldugu  goriilmiistiir.
PVPCu(IN)AH" iiglii kompleks dissosiyasyonu igin hiz sabiti ~ 0,4 dak' bulunmustur.
Cu(I)PVP ile oksijen arasindaki reaksiyon sonucu makromolekiil disinda O,  olusmadigi
gorillmiistiir. Bu reaksiyonun hiz sabiti (1,3+0,15)x10*> M olarak bulunmustur. Katalitik
reaksiyonun siklik mekanizmasinda bakir iyonlarinin redoks durumlarinda degisme oldugu
goriilmiistiir. pH 3,5’ toplam bakir iyonlart Cu(I)PVP kompleksi seklinde bulunmaktadir. Bu
kosullarda AA oksidasyon hizi, O, ile Cu(I)PVP reaksiyon hiz1 ile sinirlanmistir. pH 4,5” da
tiim reaksiyon hiz1 Cu(II)PVP ile AH ‘nin etkilesim hiziyla kontrol edilmistir (Skurlatov vd.,
1979).
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Askorbik asidin dehidroaskorbikaside hidrojen peroksit ile etilendiamintetraasetoruthenat(III)
katalizli oksidasyon kinetigi, pH 1,50-2,50 araliginda 30 °C’de iyonik siddet 0,1 M
(KNOs)’da ¢alisilmistir. Reaksiyon, Ru(III)-EDTA ve askorbik asit konsantrasyonuna bagl
olarak birinci mertebeden ve hidrojen iyon konsantrasyonunun tersine bagli olarak birinci
mertebeden oldugu ve bu pH araliginda hidrojen peroksit konsantrasyonundan bagimsiz
oldugu bulunmustur. Askorbat anyonunun katalizér ile kinetik bir ara iirlin olustugu bir

mekanizma Onerilmistir (Khan ve Shukla, 1987).

L-askorbik asidin tris(oksalato)kobaltat(IIT),[Co(C,04)3]> ve tris —(1,10-fenantrolin)demir(IIT)
[Fe(fenil);]>" ile oksidasyon kinetigi sulu ¢ozeltide degisik kosullarda incelenmistir. pH 0,3—

4,7 araliginda reaksiyon mekanizmasi deneysel sonuclarla uyum gostermistir:

(i) HHA< HA+H' (2.44)
(i) HhA+X" <> HA™+ X! (2.45)
(iii) HA+X" <> HA+ X™! (2.46)
(iv) X"+ HA' (ve HA") & X"+ A +2H"(ve H") (2.47)

X= tris(oksalato)kobaltat(IIl) ve tris —(1,10-fenantrolin)demir(IIl) n= 3- ve 3+ ; H,A ve HA”
askorbat anyonunun protonlanmus tiirleridir. Hiz sabitleri k; ve ko, asit dissosiyasyon sabiti Ka
25 °C’de 0,1-1,mol dm™ iyonik siddette saptanmustir. Sonuglar, dis elektron transfer
reaksiyonu i¢in, Marcus teorisine gore tartisilmistir. H;A"™ ve HpA tiirlerinin molekiil orbital
enerjileri ve H,A" ve H,A ile HA® ve HA™ arasindaki toplam elektronik farklar CNDO/2 MO
kullanilarak hesaplanmis ve Marcus teorisinin kinetik verilere uygulanmasiyla hesaplanan

redoks potansiyellerinin karsilastirmasi yapilmistir (Kimura vd., 1982).

Fe(IlI)- aminoasit kompleksleri pH’a bagli olarak polarografik olarak calisilmis ve ESR
spektroskopisi araciliiyla yorumlanmistir. Biri asidik pH’da ESR’de saptanan diisiik molekiil
agirlikli, digeri bazik pH’de ESR’de saptanamamis yiiksek molekiil agirlikli, iki kompleksin
olustugu gortlmiistiir. Fe (III)’lin yar1 dalga potansiyeli aminoasit ligandlar1 tarafindan
diisiiriilmustiir. Fe(Ill)-aminoasit komplekslerinin C vitamini ile redoks etkilesimi sonucunda
askorbil radikal konsantrasyonunda azalma goriilmiistiir. Askorbik asidin Fe(IlI) ile pH 7’de
olusturdugu kompleksin polarografik yar1t dalga potansiyeli -0,55 V vs. S.C.E’dir
(Naturforsch, 1984).

Aspartamin, 30°C’de acik sistemde ve 33 °C’de oksijen ¢ekis borusu olan kapali bir sistemde

askorbik asit oksidasyonunu geciktirmesi 6l¢iilmiistiir. %0,06 ve %0,12’lik aspartam ile %10
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ve %20’lik sukroz arasinda 30 °C’de Cu katalizli ve katalizsiz ¢ozeltilerde karsilastirmalar
yapilmistir. Aspartam c¢ozeltisinde bakir aktivitesi, bakir iyon secici elektrot kullanilarak
Olciilmiistiir. Test edilen biitiin ¢ozeltilerde aspartamin askorbik asit oksidasyon hizini
artirdigl goriilmistiir. Bakir varliginda askorbik asit oksidasyon hizi, ¢ozeltide aspartam-Cu
kompleks kapasitesi gostermesine ragmen, aspartam ¢ozeltisinde sukroz ¢dzeltisindekinden

daha yiiksek oldugu bulunmustur (Hsieh ve Haris, 1991).

Demir ve bakir katalizli askorbat oksidasyonuna oksidan, pH ve ligandlarin etkisi
incelenmistir. Katalizor-substrat kompleks olusumuna pH etki ederken, oksidan bu
kompleksin bozunmasina etki etmistir. Bakir iyonu katalizor, ligandlar inhibitdr olarak
kullanilmigtir. Diger yandan demir iyon katalizorleri ile nétral pH’de aminopolikarboksilik
ligandlar i¢in, daha stabil demir kompleksleri olusmustur. Ligand veya pH degisimleri, azalan
hizlar aktivitelerinin (6rnegin peroksidaz aktivite ile yarisan katalaz aktivitesi) degisimine
neden olmustur. Uglii bir kompleks (katalizor-substrat-oksidan) olusmustur (Skov ve

Vonderschmitt,1975).

Yiyeceklerde ve sindirim sisteminde Fe(Ill) ve askorbik asit reaksiyonunun etkisi
incelenmistir. Bir model sisteminde Fe(IIl)’ iin AA ile rediiksiyonunun kinetigi pH 5 ve 6’da
25 °C’de incelenmistir. Sonuglara gore Fe(Ill)’iin AA ile reaksiyonu AA’ya bagli olarak
sifirinct mertebe olarak bulunmustur. pH 5 veya 6’da Fe(Ill)’e gore reaksiyon mertebesi basit
kinetik model ile gosterilemez. Bununla birlikte rediiksiyonun biiylik kisminda, %80,

stokiyometrik olarak;
-d[Fe(IIl)]/dt=k[Fe(III)] (2.48)

esitligi gosterilmistir. k hiz sabiti ve [Fe(Ill)] toplam demir konsantrasyonudur. pH 6’da
Fe(III) ¢ozeltisinin eskimesi rediiksiyon hizim1 yavaslatmistir, fakat pH 5°de yavaslatmamistir

(Hsieh, 2000).

Fe(IT) reaksiyonlar1 iizerine Mossbauer ve elektronik absorbans spektroskopik c¢aligmalart:
AA molekiiler oksijen ile sulu ¢ozelti ve metanollii ¢ozeltilerde bildirilmistir. Her iki
spektroskopik teknik de baslangi¢ karisiminda Fe(II) /askorbat olugsmadigint gostermistir. pH
6-7’de molekiiler oksijen ile Fe(Il) /askorbat ¢dzeltisi karisimi Mossbauer spektrumunda
yiiksek spinli demir (III) gézlenmistir. Yarilanma omiirleri solvente bagl renklendirilmis ara
trtinler durdurulmus akis spektrofometresinde (stopped flow spectrophotometry)

gorliinmiistiir. Bu renkli ara triinler Fe(Ill)-askorbat kompleksleri olarak saptanmistir. Fe(II)
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ve oksijen arasindaki baslangi¢ reaksiyonunun stokiyometrisi 2Fe(Il): O, olarak durdurulmus

akis (stopped flow) metoduyla bulunmustur (Silver ve Wilson, 1988).

Askorbik asidin Cu(II) ve Fe(III) iyon katalizli ve katalizsiz oksidasyon kinetigi 25 ve 0,4 °C’
de Olclilmiistiir. Askorbik asidin katalizsiz oksidasyon hizinin % 20 ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda molekiiler oksijen ile orantili oldugu bulunmustur. pH 2- 5,55 araliginda
askorbik asidin sadece monoiyonik tiirleri mevcuttur ve bu tiirler molekiiler oksijen ile
reaksiyona girmistir. Askorbat anyonunun kendiliginden oksidasyonunda molekiiler oksijenin
direkt yer alacagi bir mekanizma Onerilmistir. Demir ve bakir iyon katalizli oksidasyon hizi
molekiiler oksijen konsantrasyonuna bagl olarak birinci mertebeden bulunmustur. Iyon
katalizli oksidasyon i¢in metal-askorbat kompleksine baglanan molekiiler oksijen iceren bir
reaksiyon yolu Onerilmistir. Askorbat anyonunun oksidasyonuna bakir iyonunun katalitik
aktivitesinin demir iyonunkinden daha fazla oldugu bulunmustur. Notral tiirlerin
oksidasyonunda demir iyonlarmin bakir iyonlarindan daha iyi bir katalizér oldugu
bulunmustur. Askorbik asidin monoiyonik ve nétral tiirleri {izerine bu iki metal iyonunun
katalitik aktivitesindeki farklilik, askorbik asidin iki tiirii ile kompleks olusturmadaki farki

g6z Online alinarak agiklanmistir (Khan ve Martell, 1967a).

Bakir ve demir kelat bilesiklerinin katalizor olarak kullanilarak askorbik asit oksidasyon
kinetigi 25 ve 0,4 °C’ de gerceklestirilmistir. 2,25-3,45 pH araliginda metal kelat
bilesiklerinin hidrolizlenmis ve polimerik bicimlerinin katalitik katkisinin 6nemsiz oldugu
bulunmustur. Bakir kelatlarinin  katalitik aktivitesinin iminodiasetobakir(I[)>2-hidroksi
etiliminodiasetobakir(Il) > etilendiamintetraasetobakir(Il), demir kelatlarin aktivitesinin ise 2-
hidroksietiliminodiasetodemir(III)>nitriloasetodemir(II1)>2hidroksietiletilendiamintriasetode
mir(II1)> siklohekzandiamintetraasetoferrat(I1I)> dietilentriamin-pentaasetoferrat(Ill) seklinde
azaldigt bulunmustur. Bakir ve demir kelatlariin katalitik  aktivitesi oksijen
konsantrasyonundan bagimsizdir. Metal-kelat bilesiklerinin stabilitesi ile onlarin katalitik
aktiviteleri arasinda lineer bir iliski bulunmustur. Reaksiyon enerjileri temel alinarak degisik
metal-kelat bilesiklerinin reaktiviteleri arasindaki farklar ac¢iklanmistir (Khan ve

Martell,1967b).

Molekiiler oksijen varliginda ve olmadan askorbik asidin vanadil iyonlariyla oksidasyon
kinetigi 25 ve 0,4 °C’de gergeklestirilmistir. Vanadil iyonu hidroliz dengesi verileri iyonik
siddet 0,10 M (KNOs ) icin bildirilmistir. 1,75-2,85 pH araliginda % 99°dan fazla metal

iyonunun hidroliz olmadig1 bulunmustur. Molekiiler oksijen olmadan vanadil iyonu oksidan
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oldugu zaman, askorbik asit oksidasyonu hidrojen iyon konsantrasyonuna bagli olarak birinci

mertebedendir.
Hiz = k[H,A][VO*'|[H'] (2.49)

esitligi gecerlidir. Molekiiler oksijen varliginda vanadil iyon Kkatalizli askorbik asit
konsantrasyonu birinci mertebedendir, hidrojen iyonu ve oksijen konsantrasyonuna baghdir.

Hiz = k[H,A][VO**][H'] [0,] (2.50)

esitligi gecerlidir. Vanadil iyonunun aktivitesinin, demir ve bakir iyonunkinden az oldugu
bulunmusgtur. Molekiiler oksijen varliginda ve yoklugunda vanadil iyon katalizli askorbik asit

oksidasyon mekanizmasi 6nerilmistir ( Khan ve Martell,1968a).

Uranil iyon katalizli askorbik asit oksidasyou 25 ve 40 °C’ de gergeklestirilmistir.
Potansiyometrik titrasyon verilerinden yararlanarak askorbik asidin 40 °C ve 0,10 M (KNO3 )
icin dissosiyasyon sabitleri 2,69){10'4 ve l,OleO'12 , DO’ da 25 °C’de ve 0,10 M (KNOs3 )
icin dissosiyasyon sabitleri 2,7x10” ve 6,00x10™" olarak bulunmustur. Uranil iyon katalizli
askorbik asit oksidasyonu birinci mertebedendir ve substrat, katalizor, molekiiler oksijen,

hidrojen, déteryum iyon konsantrasyonlarina bagli ve hiz esitligi,
k [HAJ[UO™][H'] [O2] (2.51)

seklindedir. Uranil iyonu katalizor olarak vanadil iyonundan daha az aktiftir. Uranil iyon
katalizli oksidasyon igin aktivasyon parametreleri bildirilmistir ve vanadil iyon katalizli ve
katalizsiz askorbik asit oksidasyonunda bulunan sonuglarla karsilastirilma yapilmistir. Uranil

iyon katalizli reaksiyon i¢in uygun bir mekanizma 6nerilmistir ( Khan ve Martell,1969).

Askorbik asidin oksidasyon kinetigi 25 ve 0,4 °C’ de dietilentriaminpentasetikasit (DTPA),
1,2siklohekzandiamintetraasetikasit (CDTA), etilendiamintetraasetikasit (EDTA) ve N-
hidroksi etiletilendiamintetraasetikasit (HEDTA) Fe(IIl) kelatlariyla incelenmistir. 1,8-3,45
pH araliginda hizlarin azalma sirasi, Fe(III)-HEDTA >Fe(III)-EDTA >Fe(IIll)-CDTA>Fe(I1I)-
DTPA seklindedir. Oksidasyon hizlarimin ve oksidasyon reaksiyonunun aktivasyon

parametreleri farkliligi tartisiimistir ( Khan ve Martell,1968b).

L-askorbik asidin bakir tuzu katalizli otoksidasyon kinetigi tamponsuz sulu ¢ozeltilerde 35
°C’de calistlmistir. Katalitik yetenekleri CuCl, > Cu(NOs), =CuSOy sirasindadir. Iyonik
kuvvet dikkate alinmamistir. pH, bakir iyon konsantrasyonu ve oksijenin kismi basincinin
degisik sicakliklarda reaksiyon hizina olan etkileri bir mekanizmayla verilmistir. Reaksiyon

mekanizmasi askorbat radikali olusumu i¢in iki yol dnerilmistir. Bunlar;
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H,A < H + HA (2.52)
Yavas
HA + Cu (Il) &> [HA Cu(Il)]" — HA « +Cu (I) (2.53)
Yavas
HA + Cu (Il) + O, «» [HA Cu(Il) O;] — HA (2.54)

Son iiriin dehidroaskorbik asit, HAe ve A< olusabilir. Hidrojen peroksit askorbik asitle

reaksiyon verir, ayrica dehidroaskorbik asit verir (Ogata vd., 1967).

(HA") elektronunu Cu(Il) iyonuna vermekte ve su muhtemel komplekslerin olustugunu

Onermistir (Ogata, 1968).

T
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Sekil 2.13 [HA Cu(Il)] kompleks (Ogata, 1968)
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Sekil 2.14 [HA Cu(I)O;] kompleks (Ogatta, 1968)
Sulu c¢ozeltide L-askorbik asidin 2,6-diklorofenolindofenol ile oksidasyon kinetigi
calisilmigtir. Reaksiyon hizi, hidrojen askorbat iyonunun iyonlasmamis L-askorbik asitten az
reaktif oldugu icin, pH’nin artmasiyla azalmistir. Iki tiiriin oksidasyon hiz sabitleri

degerlendirilmistir ve reaksiyon i¢in uygun bir mekanizma onerilmistir (Rao vd., 1987).

Seyreltik sulu asitli ortamda Fe(Ill) perklorat ile askorbik asidin reaksiyon kinetigi
durdurulmus akis spektrofotometresiyle (stopped-flow spectrophotometry)16,1°C’de
[Demir(IID)] ((2-7)x10° M), [Askorbik asit] (2x10* M) konsantrasyonundan daha biiyiik ve
[H'] 0,01 ile 0,15 M arasinda oldugu durumlarda calisiimistir. Reaksiyon iki evrelidir, 560
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nm’de absorbansin hizli bir artigindan sonra da bir azalma goriilmiistiir. Onceki c¢alismalar
temel alinarak hizli reaksiyonun demir(Ill)-askorbat kompleksinin olusumu reaksiyonu
oldugu soylenmistir. Hiz sabitinin [H'] bagliligs, Fe(AH)*" ve Fe(AH,)’" tiiriinde iki tane
protonlanmis demir (II) tiirlerinin olusumunu gostermistir. Yavas reaksiyon demir(III)iin
rediiksiyonunu icermis ve demir(Ill) ile engellenmistir. Hiz denklemi, demir(IIl)- askorbat
kompleksi Fe(OH,)s " ile elektron transferine ugrayan ve bunu izleyen askorbat radikalinin

Fe(OH)s " ile oksidasyonu ile uyumludur (Xu ve Jordan, 1990a).

Askorbik asidin sulu bakir(Il) ile oksidasyonu anaerobik kosullarda [Cu®"] (1-5))(10'3 M ile
toplam asit konsantrasyonu 5x10° M ve [H'] (0,50-10)x10° M olacak sekilde 1,0 M
NaClO4/HClOy; iginde 25 °C’de ¢alisilmustir. Ayrica (0,5-7)x10° M konsantrasyon araliginda

kloriir iyonunun etkisi incelenmistir. Yalanci birinci mertebeden hiz sabiti,
k = (a+b[CI] )[Cu*"] (K, +[H'] (2.55)

a = (4,0£0,13)x10* s ve b = 0,58+0,0036 M s™'. Sonuglar direkt ve kloriir katalizli olarak

uygun mekanizmalarla agiklanmistir ( Xu ve Jordan, 1990b).

Askorbik asidin (AA) aerobik oksidasyonu 25, 62, 75 ve 86 °C’de calisilmistir. Askorbik asit
2,6-dikloroindofenol titrasyonu ile ve dehidroaskorbikasit (DHA) o-fenilendiamin
kullanilarak es zamanl olarak devamli akis tliremesi (continuous-flow derivatization) ile
saptanmistir. DHA ve diketogulonik asit olusumu i¢in reversibl hiz sabitlerinin yalanci birinci
mertebeden oldugu saptanmistir. AA degradasyonu i¢in aktivasyon enerjisi ile AA ve DHA

kayb1 i¢in irreversibl yalanci birinci mertebe hiz sabitleri bulunmustur (Hughes, 1985).

L-askorbik asidin Cu®’ iyonlari ile oksidasyon kinetigi degisik pH ve sicakliklarda
durdurulmus akis (stopped - flow ) teknigiyle calisilmistir. L-askorbik asit ve bakir iyonlarina

bagli olarak reaksiyon birinci mertebedendir. Hiz azalmasi,
—d(Cu*)/dt=(5,4+0,56/10* +(H"))(AA)(Cu*) (2.56)

esitligiyle verilmektedir. Arrhenius parametreleri, entropiler ve serbest aktivasyon enerjileri
diger metal iyonlar1 ile L-askorbik asidin oksidasyonuyla bulunanlarla karsilastirilmistir

(Martinez, 1984).

L-askorbik asidin oksidasyonu, L-dehidroaskorbik asit verir. Bu reaksiyon ¢esitli oksidan
reaktifler kullanilarak incelenmistir; O, Ti*, Ag+, Hg2+, Co>", Mn*", [Fe(CN)6]4+, Ni*" ve
Fe’* (Martinezz vd., 1984).



40

Askorbik asit demir ve bakir iyonlarini indirgeyebilen, oksijen varliginda bir metal redoks
siklusunda indiiklenen biyolojik rediiktanlardan biridir. NaCl askorbik asit oksidasyonunu ve
oksijenin gegis metalleriyle etkilesimini Onleyerek O, -, H,O, ve HO' olusturdugu
reaksiyonlart inhibe eder. Eger gecis metali asetat yada ADP gibi zayif bir ligandla kelat
olusturursa, NaCl oksijen ile gecis metali arasindaki etkilesimi onler; bununla birlikte eger
metal iyonu sitrat ya da EDTA gibi giiclii bir ligandla kelat olusturursa NaCl’nin demir
oksidasyonuna etkisi zayiftir ya da yoktur. NaCl metal iyonlarinin (Fe, Cu) H,O, ile

etkilesimini ve hidroksil radikallerinin HO, olusumunu engellemez (Harel, 1994).

Askorbik asidin otoksidasyon kinetigi pH 6,1°’de u=0,08 olacak sekilde bir tampon model
sistemi kullanilarak ¢alisilmistir. Cozeltiye oksijen verilmesi reaksiyon sisesini bir karistirict
su banyosunda karistirarak veya oksijen-azot gaz karisiminin ¢ozeltiye verilmesiyle
gerceklestirilmistir. 45 °C’de ikinci mertebe hiz sabiti 58,19+11,92 dak'M"' olarak
hesaplanmustir. Gaz karisiminda (30°C’de) ikinci mertebe hiz sabitleri 20,80+2,28 dak M
(55°C°de) 176+6,93 araliginda bulunmustur. Aktivasyon enerjileri degisik kosullarda
olciilmiis ve 9,47-16,43 kcalmol™ araliginda bulunmustur (Eison vd., 1982).

Glutationun (GSH) L-askorbik asidin(AA) bakir katalizli otoksidasyonunu inhibe ettigi
biliniyordu, bu calismada AA’nin GSH’nin bakir katalizli otoksidasyonunu engelledigi
bulunmustur. Otoksidasyonun karsilikli inhibitasyonu i¢in mekanizma aciklanirken kinetik
olarak bu fenomenler incelenmisti. GSH, Cu®" ile 1:1 kelat olusturur ve bu suretle AA
otoksidasyonunu Onler. AA’nin bakir katalizli otoksidasyonu ile hidroksil radikalinin olugumu
tizerine GSH etkisi incelenmistir ve hidroksil radikal olusumu GSH ile doza bagh olarak
gecikmistir. Ciinkii patolojik kosullarda redoks aktif bakir iyonlar1 ince dokularda serbest
kalmistir. Bakir iyonlari, AA ve GSH canlida beraber bulunabilir; bu durumda GSH, AA
otoksidasyonu ile olugan hidroksil radikallerine inhibitor etkisi yapmistir (Ohta vd., 2000).

Molekiiler oksijen ile bis(histidin)bakir(IT) (CuL,>") katalizli askorbik asit oksidasyon kinetigi
0,1 M fosfat tamponunda pH 7,0’ da cahsilmistir. O,, askorbat ve CuL,”" konsantrasyonu
artirarak oksidasyon hizinin doyumu goézlenmistir. ESR ve/veya optik spektroskopiyle bakir
iyonunun oksidasyon durumu ve askorbil radikalinin konsantrasyonu izlenmistir. Vakumda
veya oksijen varliginda askorbat konsantrasyonu <20 mM oldugu zaman Cu(Il)’nin
rediiksiyonu anlamli degildir. ESR ile askorbatin CuL,”" ’ye baglandigi bulunmustur ve
kararlilik sabiti 20 M olarak hesaplanmistir. Daha 6nce farkli kisilerce yapilmis

calismalardaki sonuglarla uyum saglamayan bulgular agiklanmigtir. Ara iiriin olan askorbil
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radikalinin deneysel konsantrasyonu, onerilen mekanizmadan bulunanla tutarlilik gostermistir

(Scarpa vd., 1996).

Peroksodifosfat ve askorbik asit arasindaki reaksiyon asetat tamponuyla reaktifler varliginda,
esas olarak Cu*" ve Fe’" eser metal iyon safsizliklariyla katalizlenir. Bakir(II)’nin katalitik
aktifligi demir(IIT)’den 10 kat daha fazladir ve aktivitesi Oyle spesifik ve hassastir ki karisik
bir sistemde Cu®" safsizlik miktari katalizsiz reaksiyonlarm baglangic hizlarmdan
hesaplanabilir. Cu(Il) varliginda ve olmadan reaksiyonun karakteristigi aynidir. Cu katalizli

reaksiyon i¢in hiz denklemi;

—d[H,A] [H,Al[Cu"J(k[H 1+k, K, +k,K,*/[H"])
dt (K" +[H*])

(2.57)

Burada K' ve K4’ askorbik asidin dissosiyasyon sabiti ve ki, ko, k3 Cu"+ H,A+HA", Cu" ve
A* icin hiz sabitleridir. k;, ks, ks degerleri 35°C’de ve I=1,0 mol'dm’s™! 27+2,
(1,24+0,10)x10° ve (1,1£0,08)x10"° mol'dm’s™ (Mishra vd., 1990).

Nitrat iyonlar1 varliginda pH 2,0-3,5 araliginda ¢6ziinmiis oksijen ile bakir katalizli askorbik
asit oksidasyonunun kinetik ve mekanizmasi tekrar incelenmistir. Oksijen olmadan hiz

esitligi;
-d[0,)/dt=k' [Cu*'][HL][O,] (2.58)

L* askorbat anyon, bu temel ve termodinamik bulgularla bakir-askorbat dimerlerinin reaktif
tiirler oldugu bir zincir mekanizmasi onerilmistir. Bu mekanizma temel elektron reaksiyonlari
gibi oksijene iki elektron transfer etmis ve boylece bakir(Il) ara iiriinleri olusumunu igermistir.
Bu bakir dimerlerin katalitik aktivitesi oksidaz igeren bakirlarin oksijene bagl kisimlariyla

benzerlik gostermistir (Jameson ve Blackburn, 1976).

Cu(Il) iyon katalizli ve katalizsiz askorbik asit oksidasyon kinetigi molekiiler oksijenle, sitrik
asit ve iyonlar1 varliginda 25 °C’de c¢alisgilmistir. 2,5-6,0 pH aralifinda bakir iyon katalizli
oksidasyonunun askorbik aside bagli olarak birinci mertebeden oldugu bulunmustur. pH ve
bakir iyon konsantrasyonunun reaksiyon hizi lizerine etkisi monoaskorbat iyon ve Cu(II)-
sitrat kelat arasinda bir gecis kompleksini iceren mekanizma ileri siirmiistiir. Katalitik
yeterlilik Cu(II)>H;CiCu"™>HCiCu>CiCu? seklinde azalmistir. Ayrica reaksiyon esnasinda
hidrojen peroksit saptanmistir (Sahbaz ve Somer, 1993).
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Kloriir iyonlariin ¢oziinmiis oksijen ile bakir katalizli AA oksidasyonunun kinetik ve
mekanizmasi iizerine etkisi, 2,0-3,5 pH araliginda ve kloriir konsantrasyonunun 0,2 mol dm’

3¢ ¢ikt1g1 konsantrasyonlarda ¢alistimistir. Tiim aralikta hiz esitligi,
—d[O,]/dt=k.[O3] (2.59)

Toplam askorbat, toplam bakir ve hidrojen iyon konsantrasyonu sabit oldugu durumda genel

bir baginti elde edilmistir.

~ A+ B[CI]
~ C+DI[CI"]+E[CI ]2

(2.60)

A ve B’yi sabitlemek icin saf nitrath ortamda A ve E sabitleri veriler kullanilarak
hesaplanmistir ve biitiin sabitlerin pH, toplam bakir ve askorbat konsantrasyonuna bagli

oldugu bulunmustur (Jameson ve Blackburn, 1982).

Askorbik asidin Cu(Il) iyonu katalizli oksidasyonunda tamponlarin rolii incelenmistir. Cesitli
tamponlarda reaksiyon hizlarindaki farkliliklarin Cu(Il) iyonu ile degisik tampon tuzlar
arasindaki kompleks yeteneginin farkli olmasindan ileri geldigini belirtmislerdir. Asetat
tamponunda spesifik hiz sabitlerinin pH 3,2 — 6,0 arasinda pH ile ne sekilde arttigini
gostermislerdir (imer vd, 2003).

2540 °C sicaklik araliginda L-askorbik asit ve diklorotetraaquaruthenyum(III) etkilesimi ile
ara ruthenyum(Ill) askorbat (1) kompleksi olusumu bildirilmistir. 1’in olusum kinetigi ve
mekanizmasi [Ru*"Cly(H20)4]", [askorbik asit], pH, iyonik kuvvet ve sicakligin fonksiyonu
olarak incelenmistir. 1’in olusum hizinin birinci mertebe oldugu bulunmustur. Hiz hidrojen
iyon konsantrasyonuna baglidir. Iyonik kuvvet, ¢dzeltide monoanyonik ve katyonik tiirlerin
1’1 olusturdugunu gostermistir. 1’in  bozunmasi yavasca dehidroaskorbik asit ve
[Ru”"Cl(H,0),] verir. Kinetik veri, hiz karsilastirilmas1 ve denge sabitleri aktivasyon ve

termodinamik parametrelerle birlikte verilmistir (Khan ve Shukla, 1991).

Askorbik asidin metal iyonu katalizli otoksidasyonu i¢in askorbat — metal iyonu — dioksijen
ara tg¢lii kompleksinin olusumu icin Sekil 2.15’de gosterilen mekanizmay1 onermislerdir. Bu
incelemede ara dioksijen kompleksinde metal iyonu ile dioksijen arasindaki baglanma c¢ok
zay1f oldugundan la ve 1b’deki rezonans sekli ile gosterilebilecegi belirtilmistir. Hiz tayin
eden elektron aktarma basamagi “2” ile gosterilmistir. Bu Cu(II) kompleksi zayif¢a koordine
edilmis dehidroaskorbik asit ve ¢ok kuvvetli koordine edilmis hidroperoksit icermektedir. Bu
kompleks, serbest metal iyonu, hidrojen peroksit ve oksidasyon iiriintine hizli olarak ayrilir

(Seib ve Tolbert, 1989).
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Askorbik asidin Mn’" ile sulu asidik perklorat ortammda oksidasyonunun kinetik ve
mekanizmas1 durdurulmus akis spektrofotometresiyle (stopped flow spectrophotometry)

calisilmigtir. Olusumun hiz esitligi,
-1/2 d[Mn* " )/dt=(k, + ko[H TH[Mn*" ][AA] (2.61)

Reaksiyonda Mn3+(aq) ve [Mn(OH)]2+(aq) ile askorbik asitin disosiye olmamis tiirleri
bulunmaktadir. Benzendioller igeren benzer reaksiyonlarla karsilastirma askorbik asit
rediiksiyon potansiyelleri ve oksidasyon mekanizmasi iizerine bazi sonuglar ileri siirmiistiir

(Pelizzetti vd., 1978).

L-askorbik asidin diaquatetraamin kobalt(IIl) ile oksidasyon kinetigi pH, askorbik asit
konsantrasyonu, iyonik siddet ve sicakligin fonksiyonu olarak durdurulmus akis
teknigiyle(stopped-flow) calisilmistir. Prosesin hizi, her iki redoks ¢iftine bagli olarak birinci

mertebedendir. Askorbat anyonunun oksidasyon hizi 25 °C’de,
k=(3,42+0,15)x102 M's" |, AH"=81+6 kJmol™, S"=1+20 JK™' mol’

olarak hesaplanmistir. Elektron transfer i¢in Fuoss’un ve Marcus-Sutin karsilikli etkilesimi bu
redoks islemi i¢in iyon ¢ifti olusum sabitini, elektron transfer icin hiz sabiti ve
Co(NH;)4(H20),> " ¢ifti icin degis tokuslu hiz sabiti hesaplamak ic¢in kullanilmustir
(Martinez vd., 1992).

2.6.2 Askorbik Asit Tayin Yontemleri
Askorbik asidin (AA) dehidroaskorbik aside oksidasyonu bir Cu(Il)-2,9 dimetil-1,10

fenantrolin(Nc) reaktifi ile amonyum asetatli ortamda pH 7°de yapilmis ve olusan bis(Nc)-
bakir(I) kelatinin absorbansi 450 nm’de Ol¢iilmiistiir. Bu kelat hemen olusmus ve AA igin
goriliniir molar absorptivite 1,607{104 dm’mol'em™ olarak bulunmustur. 8,0)(10'6 ve 8,07{10'5
M konsantrasyon araliginda Beer kanununa uyum saglanmistir. 90pug AA igin relatif standart
sapma %3 olarak hesaplanmistir. Cu(Il)-Nc reaktifi ayni tayin icin Fe(IIl) 1,10 fenentrolin
reaktifinden daha yavastir ve bu nedenle daha segici bir oksidandir. Sitrat, okzalat ve tartarat
gibi zayif rediiktanlar iceren meyve sular1 i¢in 6nerilen metot avantajlidir. Gelistirilen metot C
vitamini igeren ticari meyve sulari, ilag ve kirmizi sarapta uygulanmistir. Analizden 6nce
saraptaki meta-bisiilfit pH 3’de bir anyon degistiriciyle kaldirilmis ve sarapta AA tayini i¢in
degisik ekstraktif-spektrofotometrik analizler gelistirilmistir, bdylece sarap antosiyaninleri ve
polifenollerinin girisimleri engellenmistir. Glivenilir bir metot oldugunu kanitlamak ig¢in

sonuglar HPLC ile karsilastirilmistir (Giiglii vd, 2005).
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UV spektrofotometre kullanarak alkolsiiz i¢cki, meyve sular1 ve likorlerde askorbik asiti
saptamak igin bir background diizeltmesi metodu gelistirilmis. Ornek blank, bakir(II) ile
asidin katalitik oksidasyonuyla olusturulmustur. Bakir(Il)den gelen absorpsiyonu diizeltmek
icin oksidasyondan sonra EDTA eklenmis ve standart ¢ozelti, oda sicakliginda askorbik asit
oksidasyonunu katalizlemeyen, bakir(II)-EDTA kompleksleri ile ayn1 konsantrasyondadir.
Gercek oOrneklerde askorbik asit oksidasyonu 50 °C’de gergeklestirilmistir, ¢iinkii calisma
sirasinda Ornekte bulunan sitrik asit bakir(Il) katalizli askorbik asit okidasyonunu
yavaslatmistir. Absorbans lgiimleri 267 nm’de ve pH 6’da gergeklestirilmistir. 020 pgmL™"
askorbik asit kalibrasyon grafigi lineerdi. Onerilen metot segicidir ve i¢indeki birgok bileseni

alkolsiiz icecekler, meyve sular1 ve likorlerde girisim yapmaz (Lau vd, 1986).

Alkolsiiz igkilerde ve meyve sularinda askorbik asidi saptamak i¢in enstriimental metot olarak
en ¢ok spektorofotometre kullanilir. UV spektrofotometre hizli ve basit bir metot olmasina
ragmen matris girigsimi background absorpsiyonu diizeltilerek ¢oziilebilen bir problem olarak
gosterilmistir. Termal bozulma, katalitik doniisme, UV 151k bozulmasi ve baz davranislar1 gibi
background diizelmesi metotlar1 incelenmis ve degerlendirilmistir. Baz davranist metodu
ticari ickilerde karsilasilan konsantrasyonlar i¢in en iyisidir. Bu nedenle ¢alisma parametreleri

uygun hale getirilmis ve analiz lizerine etkisi tartigilmistir (Fung ve Luk, 1985).

Ilaglarda askorbik asiti saptamak igin basit, hzli ve kesin bir direkt ultraviole
spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Ornek blank oda sicakliginda asidin bakir(II)
katalizli oksidasyonu ile olusmustur. Absorbans 6l¢timleri 267 nm’de ve pH 6’ da yapilmustir.
Metot secicidir ve genel olarak askorbik asit tabletleri ve multivitamin hazirlamada iginde
bulunan diger maddelerle girisim yapmamistir. Metot askorbik asidi; C vitamini tabletleri,
multivitamin hazirlamada, kalsiyum tabletlerinde saptamak i¢in kullanilmistir (Lau vd,

1987).

2.6.3 Aspartam Cahismalari
Askorbik asit ve Cu(Il) veya Fe(Ill) iyonlar1 iceren sulu asidik ¢ozeltide aspartamdan

benzaldehit iiretilmistir. GC-MS ile benzaldehit tanimlanmistir. Ortam pH’1 2,0’1n {izerine
¢iktigt zaman benzaldehit olusumu azalmistir. Desferriokzamin yalnizca Fe(Ill) katalizli
reaksiyonu engellerken, EDTA ve DTPA tamamen benzaldehit olusumunu engellemistir.
Reaksiyon karisimina H,O, eklenmedikge, anaerobik kosullarda benzaldehit olusmaz. H,O,
aerobik kosullarda atmosferik oksijenin rediiksiyonu ile olusur. Benzaldehit tiretimi askorbik
asit konsantrasyonuna baghdir. Askorbik asit konsantrasyonu aspartamdan cok fazla ise

benzaldehit olusumu azalmistir. Reaksiyon karigimina etanol eklenmesi benzaldehit iiretimine



46

cok az yada hi¢c etki etmemistir. Serbest hidroksi radikali i¢cermeyen bir mekanizma

Onerilmistir (Lawrence ve Yuan, 1996).

Nikel(I), kobalt(IT), bakir(Il) ve manganez ile L-aspartil-L- fenilalanin metilester (aspartam,
LH) arasindaki komplekslerin stokiyometri ve kararlilik sabitleri potansiyometrik olarak 25
°C’de ve iyonik siddet I=0,1 olarak saptanmistir. Nikel (II) ve kobalt (II) aspartam ile
reaksiyona girer ve ML, ML, ve ML; tiiriinde kompleksler verir. Bakir(Il) ML ve ML,
tiiriinde kompleksle olusturur. Diger yandan manganez(I) ML tiiriinde kompleksler olusturur.
Irving-Williams diizeni, Co(IT) < Ni(IT) < Cu (II), ML" kompleksleri igin uyum gdstermistir
(Aihara vd., 1992).

Potansiyometrik pH oOl¢timleri kullanilarak fizyolojik kosullarda su iginde aspartam ve
aspartamin hidrojen(I) ve bakir(Il) ile degredasyon {iriinlerinin denge calismalar1 I= 0,15 M
(NaCl), 37° C’ de gergeklestirilmistir. Bakir(Il) ile aspartamin ikili ve ii¢lii komplekslerinin
konsantrasyon kararlilik sabitleri saptanmustir. Ug¢ ligand ve bakir(Il) iceren kuaterner
cozeltilerin pH degerleri Ol¢ililmiis, benzer bir model kullanilarak elde edilenlerle

karsilagtirilmistir (Kholeif ve Anderegg, 1997).

Baz1 metal iyonlar varliginda ( Cu(Il), Ni(Il), Zn(I) ) aspartamin voltametrik davranislar
incelenmistir. Aspartam varliginda bakir iyonlar1 iki evrede bir elektron ile s6zde reversibl
olarak rediiklenmistir, bu arada aspartam (L) konsantrasyonu artmistir. Cu(I)L, kompleksi
irreversibl olarak tek basamakta iki elektron reaksiyonu ile (-0,322 V) rediiklenir. Zn (II)-
aspartam kompleksi ( log B = 3,70 ) -1,320 V’ daki katodik pik ile tanimlanmigtir. Ni(II)-
aspartam kompleksi ( log P = 6,52 ) hidrate Ni(Il) iyonundan (-1,088 V) daha pozitif
potansiyelde (-0,87 V ) rediiklenmistir. Ni(II)’nin rediiksiyonunda aspartam katalizér olarak
gorev yapmistir. Komplekslerin elektronik spektra verilerinden sulu ortamda stokiyometrisi
1:2 (metal-ligand) olarak bulunmustur. Bu logaritmik degerler Irving-Williams serileriyle

(Ni< Cu> Zn) uyum saglamistir (Cakir vd., 2003).

Potansiyometrik olgtimler kullanarak H(I) ve Cu(Il) ile birlikte yeni bir yapay tatlandirici olan
HL tipi ligand (L" liganttan proton ayrilmasiyla olusan sekil) alitam ( L-a-aspartil-N-(2,2,4,4-
tetrametil-3-thietanil)-D-alaninamid), suda fizyolojik kosullarda 1=0,15 (NaCl) 37° C’ de
gergeklestirilmistir. H(I) ve Cu(Il) ile alitam komplekslerinin molar konsantrasyon kararlilik
sabitleri ve Cu(Il)- alitam komplekslerinin pH’in fonksiyonu olarak dagilim diagrami
bulunmustur. Cu(II)- alitam ile ikili kompleks tiirleri (CuL", CuL, ) olusturmustur. Bu tiirler
deprotonizasyon ile CuLH ., CuLH , ve Cul,H"; tiirlerine donlismiistiir. Notral Cu(Il)-

alitam kompleksi, CuL,, pH 6,5-7,5 araliginda CuLH ., dan sonra bulunan en fazla tiirlerdir.
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Alitam ve Cu(Il) -alitam ¢ozeltileri i¢in baslangi¢ kararlilik testleri pH ve kararhilik sabitleri

metodu kullanilarak rapor edilmistir (Kholeif ve Anderegg, 1999).

Tatlandiricilar arasinda aspartami tayin etmek ic¢in bir akis enjeksiyon spektrofotometrik
yontem gelistirilmistir. Ornek suda ¢6ziilmiis ve 250 pL ¢ozelti, 5,0x10~ mol™” sodyumborat
(pH 9,0) tastyicisinin igine enjekte edilmistir. Ornek Cus(PO,); ile paketlenmis bir kolon (13
cmx2,0 mm) iginde yiizdiiriilmiis ve Cu(Il) iyonlar1 Cu(Il)(aspartam), kompleks olusumu ile
kat1 faz reaktoriinden ayrilmistir. Karisim % 0,02 (w/w) alizarin kirmizi S igeren borat tampon
cozeltisiyle (pH 9,0) kanstirilmistir ve olusan Cu(Il)-alizarin  kirmizi  kompleksi
spektrofotometrik olarak 550 nm’de Slgiilmiistiir. Aspartamin 20-80 ugmL™' konsantrasyon
arahiginda 2 pgmL™ alikonma limiti ile kalibrasyon grafigi lineerdir. 40 pgmL™" aspartam
iceren ¢ozelti icin (n=10) relatif standart sapma % 0,2°dir. Saatte 70 Ol¢ciim yapilmistir. 25
°C’ de 500 enjeksiyon icin kolon stabildir. Bu metotla sakkarin, asesulfam-k ve siklamatla

etkilesim vermeden 7 ticari seker arasindan aspartam tayin edilebilir (Fatibello vd., 1999).

2.6.4 Diger Antioksidanlar
Antioksidanlarin kimyasal ¢esitliligi bunlarin sebzelerden ayrilmasi ve miktar tayinlerini

giiclestirmektedir. Bundan dolay1 total antioksidan aktivite seviyesini Olgebilecek yeni bir
metot gerekmektedir. Bugiinkii literatiirde, standart kantitatif metotlarin tikanmasi nedeniyle
besinlerde uygun hicbir total antioksidan beslenme indeksi olmadigi goriilmektedir. Sonug
olarak bu ¢alisma kromogenik oksidasyon ajani olarak bakir(Il)-neocuproine [Cu(Il)-Nc]
kullanilmastyla C ve E vitaminleri ile diet polifenollere ait uygulanabilir bir antioksidasyon
kapasite indeksi metodu gelistirilmistir. Bu metot, bakir(Il) yada bakir iyonlarinin
polifenolleri rediikleme yetenegini Ol¢tiigii icin, yukaridaki c¢alisma grubunca “cupric
reducing antioxidant capacity”, kisaltilmis CUPRAC metot olarak adlandirilmistir. Bu metot
“ferric reducing antioxidant power” kisaltilmis FRAP metoduna avantaj saglar. Ciinkii bakir
redoks kimyasi, demirinkinin tersine daha hizli bir kinetige sahiptir. Bu metotta antioksidan
¢oOzeltisi dogrudan ya da asit hidrolizden sonra, bir CuCl, ¢dzeltisi, bir Nc alkollii ¢ozeltisi ve
amonyum asetat sulu tampon ¢ozeltisi pH=7 ile karistirilir. 30 dakika sonra absorbans 450
nm’de Ol¢iiliir. Askorbik asit, gallik asit ve quercetin i¢in renk olugumu hizli iken, narangin ve
narangenin i¢in yavastir. Bu son bilesikler 50°C’de su banyosunda Cu(I)-Nc reaktifi
ilavesinden sonra 20 dakika bekletildikten sonra, oksidasyon reaksiyonunun tamamlanmasi,

i¢cin denemistir (Apak vd., 2004).
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1 Kullamilan Maddeler
Askorbik asit

Cu(NOs),.3 H,O
Fe(NO3);.9 H,O
KNO;

CuCl. 2H,0O
CH3COONH4
Aspartam
Asetik Asit
Sodyum Asetat

Bu kimyasal maddeler analitik saflikta E.Merck Darmstadt firmasinin iirtintidiir.

Neocuproine

Bu kimyasal madde analitik saflikta Sigma Aldrich firmasinin tiriiniidiir (N1501-5G).
Standart Tampon Cozeltiler

pH 4,00 Biftalat tamponu Metrohm firmasi tirtinii

pH 7,00 Fosfat tamponu Metrohm firmasi {iriinti

3.2  Arag ve Gerecler
1. Spektrofotometre AGILENT 8453 (UV - Visible)

2. 1 em’lik Kuvartz Kiivetler 1.000 cm Isik yolu-

3. Analitik Terazi SARTORIUS BASIC (0,0001 g)

4. Yazict HP DESKIJET 3650

5. Su Aritma Cihazi KATTERMANN D 3165

6. pH-metre METROHM 632

7. Cam elektrot METROHM AG CH-9100

8.Termostat Sistem THERMOMIX 1419 B BRAUN Model

9. Hava Pompast RAMBO EP-3500 Hi — Tec and Stil / Powerful Air Pump
10. Kronometre

11. Reaksiyon Kabi1
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Sekil 3.1 Deney diizenegi



50

3.3  Cozeltiler

Askorbik Asit Stok cozeltisi (1000pg. mL"! ;5,67)(10'3 M)

Askorbik asitten 100 mg tartilip 100 mL hacimli balon jojede destile su ile ¢oziiliip, gerekli
hacme tamamlanir. Bu ¢6zeltinin 1 mL’si 1 ppm’e karsilik gelmektedir. Askorbik asit stok

¢Ozeltisi her giin taze hazirlanarak 1siktan korunmustur.

Denemelerde ¢ozelti konsantrasyonu; bu ana stok ¢ozeltisinden 10 mL alinip, seyreltilerek

5,67x10* M olarak caligilmistir.

Bakar Nitrat Stok Cozeltisi (1 mL=1 ppm Cu**;1,57x10™ M)

0,3802 g Cu(NO3),.3 H,0 tuzundan tartilip 100 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.
Denemelerde Cu®" konsantrasyonu bu ¢ézeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 0,785x107 -

6,28x10”7 M olarak calisilmustir.

Demir Nitrat Stok Cozeltisi (1 mL=1 ppm Fe**;1,57x107 M)

0,634 g Fe(NOs)s. 9 H,O tuzundan tartilip 100 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.
Denemelerde Fe’" konsantrasyonu bu ¢ozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 1,57x107 -

6,28x10”7 M olarak caligilmustir.

Bakir(IDKloriir Stok Céozeltisi (10 M)

0,08524 g CuCl, tuzundan tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢6ziilmiistiir.

Bakir(II)-Neocuproine Stok Cozeltisi (7,5.10° M)

0,039 g neocuproine reaktifinden tartilip 25 mL hacimli balon jojede % 96’lik etanolde
¢cOziilmistiir. Bakir(Il)-neocuproine stok ¢ozeltisi her giin taze hazirlanarak 1siktan

korunmustur.

Amonyum Asetat Stok Cozeltisi (1 M)

3,854 g CH3;COONHy tuzundan tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.

Aspartam Stok Cozeltisi (102 M)

0,1471 g Aspartam tuzundan tartilip 50 mL hacimli balon jojede suda ¢oziilmiistiir.

3.4 Tampon Cozelti( 0,01 M Asetat Tamponu (pH =3,2-5,6)
Asagidaki tamponlar kullanilmistir:
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pH 3,2; Litresinde 0,0262 g sodyum asetat ve 0,555 mL glasial asetik asit
pH 4,5; Litresinde 0,3173 g sodyum asetat ve 0,3516 mL glasial asetik asit
pH 5,6; Litresinde 0,7806 g sodyum asetat ve 0,0275 mL glasial asetik asit

3.5 Yontem
Neocuproine Sigma Aldrich ve diger kimyasal maddeler analitik saflikta E.Merck Darmstadt

firmasinin iirliniidiir. L- askorbik asit saflastirilmadan ve Cu(Il) — Nc reaktifi AA tayini i¢in
kullanildi. Pepsi—Kola Light marketten alindi. Katalizor olarak aspartam, bakir ve demir nitrat
ve pH’si 3,2, 4,5, 5,6 olan tampon ¢ozeltiler kullanildi. Asetat tamponlar1 (0,01 M) HSIEH e
gore hazirlandi (Hsieh ve Haris, 1993). Biitiin ¢ozeltiler hazirlanirken ve seyreltilirken

deiyonize destile su kullanildi.

Spektrofotometrik askorbik asit tayin yontemi; AA’nin bir Cu(Il)-2,9 dimetil-1,10
fenantrolin(neocuproine Nc) reaktifi ile pH 7 de amonyum asetath ortamda dehidroaskorbik
aside oksidasyonuna dayanir, olusan bis(Nc)-bakir(I) kelatinin (Sekil 3.2) absorbansi 450
nm’de ol¢tliir (Giiglii vd., 2005).

2Cu(Nc),” "+ Askorbik Asit— 2Cu(Nc),” + Dehidroaskorbik Asit (3.1)

Sekil 3.2 Bis(Nc)-bakir(I) kelatt

Absorbans, Agilent 8453 UV-Visible spektrofotometre ile kalnligt 1 cm olan kuvartz

kiivetlerle oOlciildii. pH olglimleri kombine bir pH elektrot ile yapildi. Kinetik islemlerde
aktivite katsayisini sabit tutmak i¢in iyonik siddet, 1=0,1 M olacak sekilde KNOj; ile,
ayarlandi. Biitiin deneyler 25 °C’ de ve sicakligi kontrol edilen (+0,5°C) termostat sistemi

icinde gerceklestirildi.
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3.5.1 Ornek Hazirlanmasi ve Kinetik Ol¢iimler
Cu(II)-Nc reaktifi ile kinetik AA tayini yapmak iin; deney tiipleri igerisine sirasiyla 107

M’lik CuCly’den 1 mL, 7,5x10° M Nc cozeltisinden 1 mL, 1 M amonyum asetat

¢Ozeltisinden 1 mL konuldu ve tiiplerin agizlar kapatilarak 6l¢timler i¢in hazir hale getirildi.

100 mL’lik balonjoje igerisine 0,1 M KNOs, 0,0015 M tampon, ¢alisilacak konsantrasyonu
(0,785x107-6,28x107 M ) elde edecek sekilde, 1,57x10™ M’lik stok bakir veya demir nitrat
cozeltisi, calisilacak konsantrasyonu (10%-4x10° M)  elde edecek sekilde, 10% M’hk
aspartam ¢dzeltisi ilave edildi. Sonra karisima hizla 5,67x10™ M askorbik asit ilave edildikten
sonra kronometreye basildi ve Ornek c¢ozeltinin pH’1 Olgiildii. Baslangigta reaksiyon
karigtmindan 0,6 mL alinip Cu(II)-Nc li karigimi bulunan tiipe kondu ve iizerine 1,4 mL su
ilave edildi, tlip iyice kanstirildi ve 2 dakika kompleks olusumu icin bekletildi. Kiivetler
¢ozeltiyle yikandiktan sonra 450 nm’de askorbik asit igermeyen blanke karsi absorbans
okundu. Ornek ¢dzelti, sicakligi 25°C’de bulunan erlenmayere alindi. Reaksiyon siiresince
cozeltiden akis hiz1 60 L/saat olan hava oksijeni gecirildi. Hava akimi 6nce bir su dolu yikama
sisesinden gegirilerek su buhariyla doyuruldu. Reaksiyon hizi, oksijenin ¢éziinme hizina gore
diisiik oldugu icin reaksiyon ¢ozeltisinin oksijenle doyurulmus oldugu kabul edildi. Belli
zaman araliklarinda, yaklasik 10 dakika, reaksiyon karisimindan 6rnekler alinarak absorbansi
okundu. Elde ettigimiz pikler spektrofotometrede {ist iiste ¢akistirildi. Izlenen her reaksiyon
periyodu (60 dak.) sonunda ¢alisma ¢ozeltisinin pH degerleri yeniden 6l¢iilerek kontrol edildi.

Tiim deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve sonuglar ortalama olarak verildi.

3.5.2 AA saptama prosediirii
Bir mL Cu(Il) ¢ozeltisi bir deney tiibii i¢ine kondu ve sonra 1 mL Nc, son pH’1 7’ye getirmek

icin 1 mL amonyum asetat, (2-x) mL su ve x: 0,6 mL AA ¢ozeltisi bu sirayla eklendi. Iki
dakika sonra 450 nm’de blanke kars1 absorbans okundu. APM varliginda ve yokken gecis
metal katalizli AA otoksidasyonu bu yolla izlendi.

3.5.3 Cu(ll)-aspartam Kompleks Stokiyometrisinin UV  Spektrofotometrik
Incelenmesi

Deney tiipleri igerisine 0,1 M KNOj kondu, {izerine 1 mL tampon ¢ozelti ilave edildi. Daha
sonra 1,0x10° M bakir(IT)nitrat ve 1,0x10° M aspartam ¢ozeltsinden 0-10, 1-9,.....9-1, 10-0
mL-mL ilave edildi. Bu karisim 258 nm dalga boyunda bakir icermeyen blanke kars1 okundu.

Aymi iglem bakir(I)nitrat ¢ozeltisi yerine su konularak yapilip absorbansi okundu.
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Bakir(IT)nitrat-aspartam ve su-aspartamli karisimlarin Ajsg’deki degerlerinin farki alindi. Bu
fark absorbans degerleri ( Cu-APM kompleksine ait) ile Cu(II) yada APM’nin mol fraksiyonu
arasinda grafik c¢izildi. pH 3,2, 4,5, 5,6 i¢cin Cu(Il)-aspartam komplekslerinin stokiyometrileri

Job metodu kullanilarak saptandi.
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4. SONUCLAR

4.1 Kompleks stokiyometrisi
Cizelge 4.8’den yararlanilarak ti¢ degisik pH icin ¢izilen Job egrileri Sekil 4.26’da gdsterildi

ve Cu-APM stokiyometrileri 1:1 (mol/mol) bulundu. AA katalitik oksidasyonunda olusan
APM-Cu(II)-OH ara firiiniiniin stokiyometrisi de 1:1’dir (Lawrence ve Yuan, 1996).

4.2 Kinetik calismalar

4.2.1 Teorik yaklasim
Askorbik asidin pKa degerleri 4,1 ve 11,79’dur (Weast, 1982). Askorbik asidin dissosiye

olmamig (H>A) ve monoiyonik HA™ sekilleri pH 3,2 ile 5,6 aralifindaki ¢6zeltide bulunan
baslica tiirlerdir. Cu(NOs), ve Fe(NOs); katalizor olarak kullanilmstir, ¢iinkii bakir inorganik
anyonlar arasinda nitrat ile daha az stabil kompleks verir. Siilfat ve klortir bakir ile daha stabil

kompleksler olusturur, bunlarin hepsi de nispeten zayiftir.

H,A’nin oldukca fazla miktarda oksijen ile (doygunluk hali) bakir katalizli oksidasyonu
birinci derece kinetigini izler (Khan ve Martell, 1967 a, b; Ogatta vd., 1968 ).
Reaksiyon hiz1 soyle ifade edilir;

% =k[H,A] (450 nm deki Cu(II)-Nc absorbansi ile orantilidir. Sekil 4.1 ) 4.1)

Burada;
[H,A] = Askorbik asit konsantrasyonu(mol.L™)
t = Reaksiyon stiresi(dak.)

k= Birinci dereceden hiz sabiti(dak™)

Askorbik asidin UV 1s1n1 absorpladigi dalga boylarinda yapilan absorbans dlgtimlerinden Log.

Absorbansin zamana karsi ¢izilen grafigi bir dogru verdiginden,;

Egim; -k/2,303’ e esittir.

4.2.2 Katalizérsiiz ve Bakir(Il) veya Demir(IIT) Iyon Katalizli Oksidasyon
Katalizorsliz ve Cu(Il) veya Fe(Ill) iyon katalizli askorbik asit (5,67x10™ M) oksidasyonu

25°C’de ve iyonik siddet I=0,1 M olacak sekilde (0, 0,785, 1,57, 3,14, 4,71, 6,28 )xlO'7 M
bakir veya demir iyonlar1 varliginda gerceklestirildi ve neocuproine belirteci kullanilarak
spektroskopik AA tayini yapildi. Oda sicakliginda calisilma nedeni; 40 C°’de kismen

APM’nin Fenton tipi reaksiyonlarla benzaldehite degrade olmasi (Lawrence ve Yuan, 1996),
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80-90 °C’de aspartamin aspartil-fenil alanin ve diketopiperazine bozulmasidir (Prudel vd.,
1986). Reaksiyon pH 3,2-5,6 araliginda asetat tamponlu veya asetat tamponlu aspartam (10™-
4x10” M) ¢bzeltileri varliginda veya aspartam ¢ozeltisi olmadan ortalama 60 dakika boyunca
izlendi. ik bir saatte katalizor (bakir veya demir ) olmadan askorbik asidin yalmzca % 1,5%i
okside oldu. Birinci derece hiz sabitleri lineer regresyon analiz ile bulundu. Askorbik asidin
zaman i¢inde gecis metal katalizli oksidasyonu, katalizlenmemis reaksiyon ig¢in bir
denklestirme ile degerlendirildi. Verilen bir pH i¢in, bakir veya demir iyonlarinin
konsantrasyonlarinin artmasiyla hizin arttig1 gézlendi. Asetat tamponunda aspartam ¢ozeltileri
varliginda ve yoklugunda askorbik asit oksidasyonu ile ilgili Log Absorbans’a karsi

Zaman(dak.) egrilerinin kinetik verileri Cizelge 4.1-4.5’de ve Sekil 4.2—4.22°de verilmistir.

4.2.3 Bakir Katalizli Askorbik Asit Oksidasyonunun Reaksiyon Hizi Uzerine pH
Etkisi

Aspartamli (Sekil 4.33) ya da aspartamsiz (Sekil 4.32) asetat tamponlu ¢ozeltide bakir
katalizli askorbik asit oksidasyonunun reaksiyon hizi, pH’in 3,2 ‘den 5,6’ya ylikselmesiyle
artt1 (Cizelge 4.9 ). Aspartam olmadan asetat tamponlu ¢ozeltide Cu(Il) konsantrasyonu
arttikca pH’in 5,6’ya ¢ikmasiyla, HA-Cu(Il)-asetat gegcis tiirlerinin olusumunu saglayan
monohidrojen askorbat (HA") miktarinin artmasindan dolayi, reaksiyon hizi hizla artmistir
(Sekil 4.32). Bununla birlikte APM varliginda hiz pH ile artar, fakat etkili degildir (Sekil
4.33). Ciinkii olusan kararlt APM kompleksi ti¢lii HA-Cu(II)-APM gegis tiirlerinin olusumunu

engeller.

4.2.4 Askorbik Asit Oksidasyonunun Reaksiyon Hiz1 Uzerine Cu(Il) Konsantrasyonu
Etkisi

Cu(Il) iyon varhiginda ve yoklugunda birinci mertebeden hiz sabitleri arasindaki fark hiz
karakteristigi olarak alindi (kg). Asetat tamponlu veya asetat tamponlu aspartam ¢ozeltisi
varliginda, degisik pH degerlerinde toplam Cu(Il) konsantrasyonuna goére K[Cu(Il)] karsilik
olan fark hiz sabitleri (kg) degisimi Sekil 4.27, 4.28, 4.29’da verildi. kq ile Cu(Il)
konsantrasyonu arasinda ¢izilen grafikten lineer regresyon analiziyle spesifik hiz sabitleri, K,
bulundu (Cizelge 4.9)Asetat tamponlu aspartam ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyon katalizli askorbik
asit oksidasyonunun spesifik hiz sabitleri, K, pH 4,5 ve 5,6’da asetat tamponlu olanlara gore

daha diistik bulundu, fakat pH 3,2’de spesifik hiz sabitleri pek degismedi (Cizelge 4.9).

4.2.5 Aspartam varhginda Cu(Il) Katalizli Askorbik Asit Oksidasyonu
Secilen pH degerlerinde Cu(Il) aspartam katalizli reaksiyonlar i¢in spesifik hiz sabitleri, K,

Cizelge 4.9°da verildi. Tabloda verilen hiz sabitleri Sekil 4.27, 4.28, 4.29°daki dogrularin
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egimlerinden bulundu. Cizelgeye goére pH 5,6°da APM konsantrasyonunun artmasiyla
spesifik hiz sabitlerinde, (K), belirgin bir diisme gozlendi; pH 3,2°de Cu(Il)-APM

komplekslesmesi ithmal edilebilir bir seviyede oldugu i¢in bir azalma gozlenemedi.

4.2.6 Pepsi Kola Light’da Askorbik Asit Otoksidasyonunun izlenmesi
Aspartam igeren (0,35 g/kg=1,2x10"* M ) Pepsi-Kola Light gibi ger¢ek 6rneklerde AA’nin

oksidasyon kinetigi, Cu(Il) -Nc spektorofotometrik metot kullanilarak izlendi. pH 3,2 ve
4,5°da 1,57x107 M Cu(Il) konsantrasyonunda, yalniz basina 5,67x10* M askorbik asit ile
Light kola ve aspartam igeren 5,67x10™* M askorbik asit ile Light Kola ¢alisildi. Her iki pH
degerinde kola 6rneginde bakir katalizli AA oksidasyon hiz sabitinde saf sentetik ¢ozeltiye
gore 1/5-1/4 azalma goriildii. pH 4,5°de APM konsantrasyonunun artmastyla hiz azalirken,
pH 3,2°de zayif Cu(Il)-APM kompleks olusumundan dolayr hizda degisiklik goriilmedi
(Cizelge 4.6, 4.7). pH 4,5°da APM konsantrasyonunun artmasiyla hizlardaki azalma sentetik
saf ¢Ozeltiye oranla kolada daha azdi, ¢linkii kolanin i¢inde AA oksidasyonunu engelleyen

baska koruyucular (kola konsantresinden ekstrakte edilen flavonoidler gibi) vardi.

4.2.7 Askorbik Asit Oksidasyonunun Reaksiyon Hiz1 Uzerine Fe(III) Konsantrasyonu
Etkisi

Cu(Il) iyon katalizli oksidasyonda oldugu gibi, Fe(Ill) iyon katalizli oksidasyon icin de
reaksiyona girmeyen askorbik asidin toplam konsantrasyonuna bagli olarak, reaksiyonun
birinci mertebeden oldugu bulundu. Toplam Fe(III) konsantrasyonuna bagl olarak pH 4,5’da
hizda lineer bir degisim gozlendi, Fe(Ill) iyonlarinin katalitik etkisi goriildii.

Diisiik pH degerlerinde Fe(IIl) iyonlar1 biiyiik oranda hidrolize ugrar. Hedstrom tarafindan
verilen hidroliz sabitleri yardimiyla demir iyon konsantrasyonu hidroliz i¢in diizeltilmedi

(Hedstrom, 1953). Hidroliz denklemleri soyledir:

Fe’* +H,0 <> Fe(OH* )+H" 4.2)
Ky = [ Fe(OH **)] [H'] / [Fe™"] (4.3)
Fe(OH *" )+ H,0 <> Fe(OH ), + H' (4.4)
Kny = [Fe(OH ),"] [H'] / [ Fe(OH *")] (4.5)

Eger [ Fe (III)]; metal tiirlerinin toplam konsantrasyonunu gosterirse, hidroliz olmayan demir

. +
iyonu, Fe’*, konsantrasyonu
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[Fe’ ] =[Fe (D], (1 +Ky / [H] +KmKpp/ [HT? ) (4.6)
denklemi yardimryla hesaplanabilir.

pH 4,5°de toplam demir konsantrasyonuna bagli olarak 25°C’deki hiz sabitlerindeki
degisimler Sekil 4.30’da verilmistir. Spesifik hiz sabitleri, K, Sekil 4.30’daki dogrunun
egiminden bulundu (Cizelge 4.10). Genellikle pH 4,5°da Fe(Ill) katalizli oksidasyonun
spesifik hiz sabitleri, K, Cu(II) katalizli oksidasyonun spesifik hiz sabitlerinden, K, bir derece
daha digiiktiir. pH>5"de Fe(III) ile AA rediiksiyonu oldukga yavastir (Hsieh ve Hsieh, 2000).
APM varken ve yokken Fe(Ill) ile daha diisilk hiz sabitleri bulundu ve pH>4 oldugu
durumlarda komplekslesme ve Fe(III) hidrolizin zayif tersinirligi nedeniyle beklenenin tersine
APM konsantrasyonunun artmasiyla spesifik hiz sabitlerinin artmasina yol act1 (Cizelge 4.10).
Fe(II) ile diisiik pH’larda yapilan deneylerde celiskili sonuglar elde edildi, ¢iinkii APM’nin

pKa; degeri komplesmenin olasi olmadigi 3,1 dir.

4.2.8 Aspartam Varhginda Ge¢is Metal Katalizi AA Oksidasyonunun Genel
Ozellikleri

Askorbik asidin oksidasyon hiz1 tizerine pH, bakir ve demir iyon konsantrasyonu ve aspartam

konsantrasyonu etkisi s0yle 6zetlenebilir:
1) Cu(Il) ve Fe(III) iyon konsantrasyonu arttirildiginda hiz da artt1 (Sekil 4.2-4.22).

2) Aspartam varliginda veya aspartam yokken asetat tamponlu ¢ozeltide bakir katalizli AA
oksidasyonun hiz sabitleri pH 3,2’ den 5,6’ ya arttirildiginda artt1 (Sekil 4.32, 4.33). Aspartam
olmadan pH ile hiz sabitlerindeki artis daha belirgindir (Sekil 4.32).

3) Bakar katalizli oksidasyonda pH 4,5 ve 5,6’ da aspartam konsantrasyonunun artirilmasiyla
spesifik hiz sabiti, K, azaldi, fakat pH 3,2’ de zayif Cu(Il) —~APM kompleks olusumundan
dolay1 hizlar degismedi (Cizelge 4.9).

Mono ve bis Cu-asetat kompleksleri i¢in kararlilik sabitleri ( LogP, ) 2,16 ve 3,2° dir
(Inczedy, 1976). Cu(Il)- asetat i¢cin en yiiksek reaksiyon hizi1 pH 5,6’ da bulundu (Cizelge
4.9). Bununla birlikte, asetat tamponlu aspartam ¢ozeltilerinde ayn1 pH araliginda reaksiyon
hizlar1 azaldi. Serbest sulu Cu®" iyonu ve zayif Cu(Il)- asetat kompleksleri, kararli Cu(II)-
aspartam komplekslerine gore daha biliyiilk miktarda AA oksidasyonunu katalizler. Cu-
aspartam komplekslerinin CuL" ve CuL, igin kararlilik sabitleri 6,097 ve 10,84 diir (Kholeif
ve Anderegg, 1997).
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Cu(II) iyon ve tampon konsantrasyonu araligi i¢in serbest Cu(Il) iyonlarinin toplam Cu(Il)
iyonlarina oraninin 1/1,22 oldugu Cu-asetat sisteminde serbest Cu(Il) konsantrasyonu énemli
olabilir. Aspartam sisteminde kararli kompleks olusumunun asir1 oldugu (en az 100 kez fazla)
cozeltilerde serbest Cu(Il) konsantrasyonu onemsiz seviyededir. Ciinkii bakirin biiyiik bir
kismi aspartam ile saglam bir kompleks vermistir (Bakir-asetat ve bakir-aspartam

komplekslerinin olusum yiizdeleri hesaplanmistir. EK:1).

Bizim bulgularimz genel olarak literatiirdekilerle uyum igindedir. Ornegin Khan Martell
monohidrojen askorbat (HA") iizerinden Cu iyonlarinin katalitik aktivitesinin Fe
iyonunkinden daha fazla oldugunu, H,A’nin nétral tiirlerinin baskin oldugu asidik pH
araliginda katalitik siranin yukaridakinden farkli olabilecegini sdylemistir (Khan ve Martell,
1967a). pH 4,4’de Fe(IlI) katalizli AA oksidasyonunun hiz sabitleri 0,2 M H" iceren ortamda
gozlenenden c¢ok daha yavag bir reaksiyon gostermistir ve  Fe(Ill)-ligand-
monohidojenaskorbat igeren li¢lii bir gegis kompleksi, i¢c kabuk elektron reaksiyonunda
onemlidir (Xu ve Jordan, 1990; Bansch vd., 1991). Khan ve Martell, AA oksidasyonunda
bakir ve demir kelatlarin stabilitesinin, onlarin katalitik aktivitesiyle dogrusal iligkili oldugunu
ifade etmislerdir (Khan ve Martell, 1967a). Yani metal katalizli oksidasyonun yavas
basamaginda HA-Cu(Il)-L tg¢lii kompleksinin dissosiye oldugu ve Cu(II)L’nin stabilitesi
artarken CuL’nin, HA™ (hidrojen askorbat) ile bir ligand karisimi olusturma meyili azalir.
Hsieh ve Harris’in Cu(Il) katalizli AA oksidasyonuna aspartamin rolii iizerine buldugu
sonuglar 6nceden bulunanlara ters diismekteydi. Bakir katalizli sistemde APM’nin varliginda

bizim elde ettigimiz bulgular, Khan Martell’inkilerle uygunluk gostermektedir.

pH’in bir fonksiyonu olarak olusan Cu(Il) kelatlar ve onlarin stabiliteleri, katalitik
aktivitelerin degerlendirilmesinde dikkate alinmalidir. Askorbik asidin Cu(Il)- aspartam
katalizli oksidasyonu i¢in iki mekanizma Onerilmistir. (1) Serbest Cu(Il) iyonu ile dengede
olan kelat bilesiginin bir dissosiyasyon mekanizmasi ya da (2) Cu(Il)-tampon kelatlarinin bir
elektron transfer olayina direkt katilimi (Martell, 1982). Birinci mekanizmanin kuvvetli metal
kelatlar icin gecersiz oldugu daha 6nce gosterilmistir ( Khan ve Martell, 1967 a). Ikinci
mekanizmaya gore, aspartam ligandi ile bakir kelati askorbik asit monoanyonu ile ii¢lii bir
gecis kompleksi olusturabilir. Bu kompleks yavas bir reaksiyon ile Cu(I)-aspartam kelat
kompleksi ve askorbik asidin radikal iirlinline, [#HA ], doniisebilir (Imer vd., 2003). Molekiiler
oksijen ile son reaksiyondan sorumlu askorbil radikali, (kendiliginden dehidroaskorbik aside
dontisebilen AA) (Sahbaz ve Somer, 1993), Cu(Il)-histidin —AA reaksiyon sisteminde ESR
teknikleriyle saptanmustir ( Scarpa vd., 1996). Bakir katalizli AA oksidasyonunda aspartamin
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Onleyici rolii 6nemlidir, ¢iinkii besinlerin koruyucu beslenme degerlerinde antioksidanlarin
sinerjik rolleri amaclardandir. Ornegin glutationun (GSH) AA’min  Cu(Il) Kkatalizli
otoksidasyonundaki koruyucu rolii 1:1 GSH’in Cu(l) ile 1:1 kelat olusumuna baglanmistir;
dolayistyla bakira katalizor olarak ihtiyag¢ vardir (Ohta vd., 2000). GSH’1n AA ile oksidasyon
davranisi, AA ile GSH’m tiyil radikalinin hizli bir rediiksiyonu ile agiklanabilir ve Cu(Il)
katalizli oksidasyon esnasinda hidroksil radikalinin olusumu GSH doz- bagimliligim
geciktirir. GSH ve AA’nin canlilardaki birlikte rolii ve hem de tiipte APM ve AA igeren
icecekler benzer bir sinerjistik etki gosterebilir. Literatiirlerdeki benzer bulgulara gére AA,
membran icinde « -tokoferoksil radikallerini hizlica  « -tokoferole rediikler, bu esnada
AA’nm oksidasyonu askorbat ve sinerjistik etki olusturan « -tokoferol tarafindan inhibe edilir
(Niki vd., 1995). AA igin benzer ¢alisma Apak tarafindan yapilmistir. 20 dakika 50° C’de
portakal suyundaki flavonoidler varliginda havalandirilmis ¢ozeltide askorbik asit
degradasyonu 6nemsiz olup, kompleks drneklerinde birlikte antioksidanlarin sinerjistik rolii

arastirilmistir (Yayimlanmamis Veri).
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Sekil 4.1 450 nm’de 5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan
miktarimin, Cu(II)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait 6rnek spektrum ve
absorbans degerleri
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Cizelge 4.1 Farkli aspartam ve Cu(II) konsantrasyonlari varliginda, pH 3,2’de 5,67x10™* M
askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(II)-Nc reaktifi ile olusturdugu

Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz sabitleri

[APM] (M) [Cu®] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r’
10 0,611 0,214
20 0,554 0,256
0,785x107 30 0,547 0,262 5,30x10° 0,901
40 0,495 -0,305
50 0,498 -0,303
2 0,662 -0,179
10 0,582 -0,235
1,57x107 20 0,533 0,273 8,75x1073 0,957
40 0,483 -0,316
50 0,411 -0,386
2 0,595 0,225
10 0,529 0,277
4 20 0,471 0,327 5
0 3,14x10 20 0424 0373 11,3x10 0,954
40 0,415 0,382
50 0,324 -0,489
2 0,577 -0,239
10 0,523 0,281
4 20 0,421 0,376 5
4,71x10 20 0326 0,487 19,1x10 0,992
40 0,284 -0,547
50 0,239 0,622
2 0,585 0,233
. 10 0,489 -0,311 5
6,28x10 o 0360 0,433 26,3x10 0,998
30 0,274 -0,562
3 0,624 -0,205
10 0,590 -0,229
0,785x107 20 0,572 -0,243 3,68x107 0,908
40 0,551 -0,259
50 0,512 0,291
2 0,628 0,202
10 0,601 -0,221
4 20 0,530 0,276 5
1,57x10 20 0512 0291 6,91x10 0,961
40 0,468 -0,330
50 0,460 0,337
2 0,612 0,213
10 0,550 -0,260 3
L0 3,14x107 20 0,505 0,297 8,29x10 0,985
30 0,477 0,321
50 0,405 -0,393
2 0,623 -0,205
10 0,566 -0,246
4 20 0,503 -0,298 5
4,71x10 20 0.404 0,304 12,9x10 0,980
40 0,382 0,418
50 0,342 -0,466
2 0,607 0,217
10 0,489 20,311
4 20 0,376 -0,425 5
6,28x10 20 0.284 0547 23,9x10 0,993
40 0,234 -0,631
50 0,194 0,712
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Cizelge 4.1 (Devam) Farkli aspartam ve Cu(II) konsantrasyonlar1 varliginda, pH 3,2’de
5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(II)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz

sabitleri
[APM] (M) [Cu®"] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r’
2 0,589 -0,230
" 10 0,596 0,225 3
0,785x10 20 0552 70:258 2,79x10 0,921
45 0,528 0,277
2 0,655 0,184
10 0,629 0,201
4 20 0,618 -0,209 3
1,57x10 20 0.540 20,260 7,14x10 0,933
40 0,534 0,272
50 0,459 0,338
2 0,631 -0,200
10 0,604 0,219
5 20 0,527 0,278 3
< 3,14x10 20 0.495 0,305 8,98x10 0,990
40 0,447 -0,350
50 0,418 0,379
2 0,597 0,224
10 0,576 -0,240
5 20 0,507 0,295 3
4,71x10 20 0.430 0367 12,9x10 0,987
40 0,386 0,413
50 0,329 0,483
2 0,578 0,238
10 0,483 0,316
5 20 0,346 0,461 3
6,28x10 20 0262 0,552 23,5x10 0,975
40 0,224 -0,650
50 0,196 -0,708
10 0,629 0,201
5 20 0,613 0,213 3
0,785x10 20 0580 0237 5,07x10 0,972
45 0,528 0,277
2 0,637 0,196
10 0,619 -0,208
3 20 0,604 0,219 3
1,57x10 20 056 0,245 6,45x10 0,936
40 0,518 0,286
50 0,466 0,332
2 0,654 0,184
10 0,581 0,236
4 20 0,551 0,259
103 3.14x10 30 0,439 20,311 9,67x10° 0,992
40 0,445 0,352
50 0,406 0,391
2 0,616 0,210
10 0,569 -0,245
4 20 0,488 0,312 3
4,71x10 20 0413 0384 13,1x10 0,994
40 0,379 0,421
50 0,332 0,479
2 0,636 0,197
10 0,523 0,281
5 20 0,377 0,424 3
6,28x10 20 0.280 0553 25,1x10 0,982
40 0,229 -0,640
50 0,201 0,697
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Cizelge 4.1 (Devam) Farkli aspartam ve Cu(II) konsantrasyonlar1 varliginda, pH 3,2’de
5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(II)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz

sabitleri
[APM] (M) [Cu®"] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r’
2 0,669 -0,175
10 0,614 0,212
4 20 0,570 0,244 5
1,57x10 20 0.526 0270 7,14x10 0,871
40 0,552 0,258
50 0,447 -0,350
2 0,622 -0,206
10 0,601 0,221 3
3,14x107 20 0,552 0,258 9,67x10 0,969
30 0,522 0,282
2x107° 45 0,427 -0,370
2 0,617 -0,210
10 0,579 0,237
4,71x107 20 0,506 -0,296 12,2x10° 0,992
30 0,457 -0,340
45 0,365 -0,438
2 0,612 0,213
10 0,487 0,312
6,28x107 20 0,383 -0,417 24,4x10° 0,997
30 0,293 -0,533
45 0,214 -0,670
2 0,968 0,014
10 0,913 -0,040
1,57x107 20 0,949 -0,023 7,37x107 0,903
40 0,733 -0,135
50 0,693 -0,159
2 0,932 0,031
20 0,656 0,183
3,14x107 30 0,595 -0,225 15,6x10° 0,986
40 0,483 -0,316
50 0,440 0,357
4x107° 2 0,752 -0,124
10 0,661 -0,180
4 20 0,582 0,235 5
4,71x10 20 0,482 0317 18,7x10 0,989
40 0,374 0,427
50 0,311 -0,507
2 0,739 -0,131
10 0,639 -0,194
6,28x107 20 0,536 -0,271 23,5x1073 0,987
30 0,414 -0,383
45 0,269 -0,570
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Cizelge 4.2 Farkli aspartam ve Cu(II) konsantrasyonlari varliginda, pH 4,5’de 5,67x10™* M
askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu
Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz sabitleri

[APM] (M) [Cu®] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r’
10 0,510 0,292
20 0,427 0,370
0,785x107 30 0,376 0,425 9,70x10° 0,918
40 0,370 0,432
50 0,338 0,471
2 0,635 0,197
3 10 0,488 0,312 3
1,57x10 o 0.353 0,446 24.2x10 0,993
33 0,302 -0,520
2 0,568 -0,246
. 3,14x107 ;8 8:322 :82‘6‘} ; 456x10° | 0,999
30 0,159 -0,799
3 0,494 -0,306
10 0,281 -0,551
4,71x107 15 0,189 0,724 64,0x107 0,953
20 0,134 -0,873
25 0,129 -0,889
1 0,534 0,272
5 0,311 0,507
6,28x107 10 0,209 -0,680 75,7107 0,943
15 0,141 0,851
20 0,127 -0,896
2 0,557 0,254
12 0,503 -0,298
5 20 0,453 0,344 3
0,785x10 20 0.408 20,380 9,00x10 0,978
41 0,388 0,411
50 0,360 -0,444
3 0,762 0,118
10 0,652 0,186
3 20 0,462 -0,335 3
1,57x10 20 0.364 0430 20,7x10 0,950
40 0,329 -0,483
50 0,297 0,527
2 0,530 0,276
10 0,407 -0,390
10" 3,14x107 20 0,238 -0,623 34,3x107 0,947
30 0,179 0,747
40 0,154 0,812
2 0,532 0,274
10 0,326 -0,487
5 15 0,224 -0,650 B
4,71x10 % 0.192 077 42,8x10 0,917
25 0,173 0,762
30 0,164 -0,785
2 0,574 0,241
5 0,536 0,271
7 10 0,252 -0,599 3
6,28x10 T 0170 0770 61,4x10 0,838
20 0,163 -0,788
25 0,165 -0,783
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Clzelge 4.2 (Devam) Farkli aspartam ve Cu(Il) konsantrasyonlari varliginda, pH 4,5’de
5,67x10™ M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinimn, Cu(II)-Nc reaktlﬁ ile
olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz

sabitleri
[APM] (M) [Cu*'] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r’
2 0,540 -0,268
10 0,502 0,299
" 20 0,496 -0,305 3
0,785x10 20 0.445 0352 7,60x10 0,964
40 0,395 -0,403
50 0,382 0,418
2 0,762 0,118
10 0,651 -0,186
3 20 0,503 0,298 3
1,57x10 20 0424 0373 16,4x10 0,965
40 0,399 -0,399
50 0,344 -0,463
2 0,558 0,253
10 0,429 0,368
4 3 20 0,284 -0,547 3
5x10 3,14x10 20 0210 20,660 25,0x10 0,941
40 0,192 0,717
50 0,174 -0,759
2 0,604 0,219
10 0,430 0,367
3 20 0,271 -0,567 3
4,71x10 55 0226 0646 30,9x10 0,912
30 0,220 -0,658
40 0,198 -0,703
2 0,606 0,218
5 0,486 0,313
3 10 0,376 0,425 3
6,28x10 5 0270 0,569 51,8x10 0,980
20 0,213 0,672
25 0,190 0,721
2 0,546 0,263
10 0,549 -0,260
5 20 0,545 0,264 3
0,785x10 20 0.508 0.204 5,76x10 0,868
40 0,444 0,353
50 0,425 0,372
2 0,749 0,126
10 0,677 -0,169
3 20 0,590 0,229 3
1,57x10 20 0,480 0311 15,2x10 0,996
40 0,434 -0,363
50 0,361 0,442
2 0,556 0,255
. 10 0,465 0,333
10 4 20 0,348 -0,458 3
3,14x10 20 0377 0558 23,0x10 0,990
40 0218 -0,662
50 0,192 0,717
2 0,649 -0,188
10 0,449 -0,348
4,71x107 20 0,318 -0,498 29,0x107 0,963
30 0,250 -0,602
40 0214 0,670
2 0,600 0,222
5 0,573 0,242
3 10 0,413 -0,384 B
6,28x10 s 0320 0,495 44,9x10 0,982
20 0,264 0,578
25 0,230 -0,638
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Cizelge 4.2 (Devam) Farkli aspartam ve Cu(II) konsantrasyonlar1 varliginda, pH 4,5’de
5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(II)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz

sabitleri
[APM] (M) [Cu®'] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak.™) r’
3 0,629 -0,201
10 0,591 0,228
5 20 0,517 -0,287 3
1,57x10 20 0437 10,360 12,0x10 0,987
40 0,398 -0,400
50 0,368 0,434
2 0,601 0,221
10 0,548 0,261
5 20 0,421 0,376 3
3,14x10 20 0351 0,455 20,0x10 0,996
3 40 0,286 -0,544
2x10 50 0,236 20,627
2 0,612 0,213
10 0,452 -0,345
4,71x107 20 0,365 -0,438 25,6x10° 0,990
30 0,297 0,527
40 0,220 -0,658
2 0,573 0,242
10 0,447 0,350
6,28x107 20 0,305 0,516 33,4x10° 0,993
30 0,214 -0,670
35 0,200 -0,699
2 0,696 0,157
10 0,663 0,178
5 20 0,618 -0,209 3
1,57x10 20 0551 20,250 7,60x10 0,988
40 0,532 0,274
50 0,488 0,312
2 0,678 -0,169
10 0,599 0,223
5 20 0,581 -0,236 3
3,14x10 20 0456 0341 12,2x10 0,969
40 0,427 -0,370
5 50 0,379 0,421
4x10 2 0,705 20,152
10 0,638 0,195
5 20 0,493 -0,307 3
4,71x10 3 0.385 0415 19,1x10 0,986
40 0,334 0,476
50 0,297 -0,527
2 0,660 -0,180
10 0,561 0,251
5 20 0,464 0,333 3
6,28x10 20 0331 20,480 23,3x10 0,990
40 0,267 0,573
50 0,228 -0,642
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Cizelge 4.3 Farkli aspartam ve Cu(II) konsantrasyonlari varliginda, pH 5,6’da 5,67x10™* M
askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu
Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz sabitleri

[APM] (M) [Cu®"] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r
2 0,578 -0,238
8 0,489 0,311
0,785x107 13 0,427 -0,370 19,4x107 0,980
18 0,413 0,384
35 0,299 0,524
2 0,559 0,253
6 0,509 0,293
5 10 0,396 0,402 3
1,57x10 5 0.304 0517 33,2x10 0,938
20 0,286 -0,544
30 0,231 -0,636
2 0,527 0,278
0 5 0,393 -0,406
3,14x107 10 0,226 -0,646 92,8x10° 0,991
13 0,186 -0,730
15 0,161 0,793
1,5 0,562 -0,250
3 0,370 0,432
4,71x107 5 0,247 -0,607 174x107 0,966
7 0,181 0,742
9 0,151 0,821
1,5 0,501 -0,300
5 3 0,422 0,375 3
6,28x10 < 0.252 20,550 212x10 0,993
7 0,162 -0,790
2 0,600 0,222
8 0,581 0,236
3 15 0,482 0,317 3
0,785x10 o 0423 0374 17,3x10 0,967
25 0,408 -0,389
35 0,354 0,451
2 0,677 0,169
5 0,538 0,269
5 10 0,447 -0,350 3
1,57x10 s 0361 0442 33,4x10 0,933
20 0,300 0,523
30 0,265 0,577
2 0,499 0,302
5 0,530 0,276
4 3 10 0,328 0,484 3
10 3,14x10 3 0261 0,583 56,4x10 0,933
15 0,243 0,614
20 0,210 0,678
1,5 0,528 0,277
3,5 0,448 -0,349
4 55 0,363 -0,440 3
4,71x10 5 0.230 0638 84,8x10 0,966
12 0214 -0,670
15 0,174 -0,759
1,5 0,492 -0,308
35 0,446 0,351
5 5.5 0,341 0,467 3
6,28x10 75 0.237 0,625 126x10 0,983
9,5 0,185 0,733
11,5 0,153 -0,815
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Cizelge 4.3 (Devam) Farkli aspartam ve Cu(II) konsantrasyonlar1 varliginda, pH 5,6’da
5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(II)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz

sabitleri
[APM] (M) [Cu®'] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r’
2 0,624 -0,205
10 0,609 0,215
0,785x107 20 0,517 -0,287 12,0x107 0,972
30 0,444 -0,353
40 0,411 -0,386
2 0,615 0,211
5 0,582 0,235
1,57x107 10 0,577 -0,239 21,9x107 0,966
20 0,414 -0,383
30 0,342 -0,466
2 0,618 -0,209
5 0,538 0,269
5 10 0,440 0,357 3
. 3,14x10 3 0376 0425 43,1x10 0,998
15 0,344 -0,463
20 0,287 0,542
1 0,595 0,225
3,5 0,530 0,276
5 55 0,388 0,411 3
4,71x10 5 0,345 0462 58,0x10 0,948
12 0,305 0,516
15 0,264 0,578
1,5 0,593 0,227
4 0,500 -0,301
5 6 0,416 -0,381 3
6,28x10 g 0336 0474 76,5x10 0,991
10 0,303 0,519
15 0,216 -0,666
2 0,607 0,217
4 20 0,550 -0,260 3
0,785x10 20 0514 20,289 6,68x10 0,982
40 0,467 0,331
2 0,587 0,231
5 0,618 -0,209
" 10 0,566 0,247 3
1,57x10 5 0512 0291 16.1x10 0,950
20 0,476 0,322
30 0,389 0,410
2 0,612 0,213
12 0,470 -0,328
3,14x107 15 0,439 -0,358 26,3x107 0,989
10° 20 0,366 -0,437
25 0,343 -0,465
1,5 0,630 0,201
4 0,579 -0,237
5 6 0,587 0,231 3
4,71x10 h 0417 20,380 40,5x10- 0,984
14 0,394 -0,405
20 0,296 -0,529
1,5 0,538 -0,269
4 0,526 0,279
5 8 0,403 0,395 3
6,28x10 B 0.328 0484 42,6x10 0,981
16 0,292 -0,535
22 0,235 -0,629
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Cizelge 4.3 (Devam) Farkli aspartam ve Cu(II) konsantrasyonlar1 varliginda, pH 5,6’da
5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(II)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz

sabitleri
[APM] (M) [Cu®'] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak.™) r’
2 0,654 0,185
10 0,595 0,225
1,57x107 15 0,580 0,237 9,67x10° | 0981
20 0,570 -0,244
30 0,500 -0,301
40 0,448 -0,349
2 0,683 -0,166
5 10 0,600 0,222 3
3,14x10 T 0514 20.280 22,3x10 0,989
2x10° 25 0,413 20,384
1,5 0,667 0,176
6 0,580 0,237
4,71x107 10 0,512 -0,291 22.8x10° 0,935
15 0,450 -0,347
20 0,445 0,352
1,5 0,619 -0,208
5 10 0,486 0,313 3
6,28x10 7 0372 0420 32,7x10 0,997
25 0,291 -0,536
1,2 0,729 0,137
20 0,627 0,203
1,57x107 30 0,588 0,231 7,37x1073 0,999
40 0,546 0,263
50 0,508 0,294
2 0,710 -0,149
10 0,651 -0,186
5 20 0,578 -0,238 3
3,14x10 20 0:495 20305 12,4x10 0,993
40 0,434 0,363
50 0,402 0,396
4x107 2 0,667 -0,176
10 0,609 0,215
5 20 0,513 -0,290 3
4,71x10 20 0.430 0367 15,4x10 0,991
40 0,362 0,441
50 0,333 0,478
2 0,713 -0,147
10 0,591 0,228
5 20 0,475 0,323 3
6,28x10 20 0.390 20,400 18,4x10 0,985
40 0,330 -0,481
50 0,299 0,524
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Cizelge 4.4 Farkli aspartam ve Fe(III) konsantrasyonlari varhginda, pH 4,5’de 5,67x10* M
askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarinin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile olusturdugu
Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz sabitleri

[APM] (M) [Fe**] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak.™) r’
2 0,567 -0,246
10 0,574 -0,241
3 20 0,542 0,266 3
1,57x10 20 0.503 70,298 7,14x10 0,936
40 0,446 -0,351
50 0,414 -0,383
2 0,567 -0,246
10 0,583 0,234
3 21 0,492 -0,308 3
3,14x10 20 0.501 20300 8,06x10 0,858
40 0,398 -0,400
0 50 0,414 -0,383
2 0,608 0,216
10 0,519 -0,285
3 20 0,493 -0,307 3
4,71x10 20 0471 0377 9,90x10 0,959
40 0,414 -0,383
50 0,357 -0,447
2 0,607 0,217
10 0,516 -0,287
6,28x107 20 0,480 0,319 12,2x107 0,986
31 0,411 -0,386
45 0,351 -0,455
3 0,820 -0,086
10 0,787 -0,104
3 25 0,776 -0,110 3
1,57x10 3 0.766 0116 3,45x10 0,901
45 0,701 -0,154
55 0,681 -0,167
3 0,826 -0,083
10 0,772 0,112
3 20 0,767 0,115 3
o 3,14x10 20 0.764 0117 4,83x10 0,888
40 0,674 -0,171
50 0,646 -0,190
3 0,837 0,077
3 10 0,749 -0,126 3
4,71x10 20 0,656 0183 6,40x10 0,903
40 0,654 -0,184
2 0,700 -0,155
3 10 0,632 -0,199 3
6,28x10 %0 0.605 0218 8,29x10 0,971
30 0,548 0,261
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Cizelge 4.4 (Devam) Farkli aspartam ve Fe(IIl) konsantrasyonlari varliginda, pH 4,5’de
5,67x10* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye kalan miktarmin, Cu(Il)-Nc reaktifi ile
olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz

sabitleri
[APM] (M) [Cu®'] (M) t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak.™) r’
2 0,658 -0,182
10 0,724 -0,140
7 20 0,616 0,210 3
1,57x10 20 0,590 0.220 5,53x10 0,706
40 0,615 0,211
50 0,501 -0,300
2 0,635 -0,197
10 0,653 -0,185
4 3 20 0,600 0,222 3
2x10 3,14x10 20 0,551 10,250 8,75x10 0,933
40 0,474 0,324
50 0,435 -0,362
2 0,643 -0,192
10 0,671 0,173
5 20 0,557 -0,254 3
4,71x10 20 0511 0,292 10,4x10 0,952
40 0,465 -0,333
50 0,402 -0,396

Cizelge 4.5 Farkli pH degerlerinde 5,67x10™* M askorbik asidin oksidasyonundan geriye
kalan miktariin, Cu(II)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc¢ kompleksine ait absorbans
degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz sabitleri

t,aman (dak.) Abs Log Abs k (dak™) r
2 0,636 -0,197
pH 3.2 10 0,622 -0,206 3
30 0611 0214 0,92x10° | 0,805
40 0,610 0,215
50 0,611 0,214
2 0,631 -0,200
10 0,623 -0,206 1,38x10° | 0,945
20 0,624 -0,205
pH 4.5 30 0,604 20,219
50 0,597 -0,224
60 0,582 -0,235
10 0,625 -0,204
30 0,597 -0,224 3,45x10° | 0,869
pH 5.6 50 0,542 -0,266
60 0,557 -0,254
70 0,492 -0,308
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Cizelge 4.6 Askorbik asit- kola karisim1 ve askorbik asit-kola- APM karisimi i¢in 1,57x107
M Cu(Il) konsantrasyonu varliginda, pH 3,2’de askorbik asidin oksidasyonundan geriye
kalan miktarmin, Cu(II)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans

degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz sabitleri

10 ml kola / 100 ml [ AA (5,673(10'4 M)+ Cu(Il) (1,57x10'7 M) iceren cozelti]

[APM] (M) (té;’“l:f') Abs Zﬁ k(dak") |
2 0,721 | -0,142
4 .. . 10 0,702 | -0,154 3

1,2x10™ (100 ml kola i¢inde bulunan miktar) 30 0.62 20208 6,68.10 0,982
45 0,543 | -0,265
2 0,683 | -0,166
10 0,670 | -0,174

5,1x10™ ( Toplam = 100 ml kola i¢inde bulunan+eklenen 20 0,617 | -0,210 | 5,99.10° | 0,981
miktar) 30 0,573 | -0,242
45 0,536 | -0,271
2 0,697 | -0,157
4 .. 10 0,678 | -0,169

11,2x10™ ( Toplam = 100nrlri111(i<a(ga i¢inde bulunan+eklenen 20 0.624 | 20205 | 6.91.10° | 0,993
30 0,579 | -0,237
45 0,522 | -0,282

Cizelge 4.7 Askorbik asit- kola karisimi1 ve askorbik asit-kola- APM karisimi i¢in 1,57x107
M Cu(Il) konsantrasyonu varliginda, pH 4,5’de askorbik asidin oksidasyonundan geriye
kalan miktarinin, Cu(II)-Nc reaktifi ile olusturdugu Cu(I)-Nc kompleksine ait absorbans

degerlerinin, zamanla degisimi ve hiz sabitleri

10 ml kola / 100 ml [ AA (5,673(10'4 M)+ Cu(Il) (1,57x10'7 M) iceren cozelti]

tzaman

Log

[APM] (M) (dak) Abs | 05 |k (dak.™) r’
2 0,724 | -0,140
10 0,643 | -0,192
4 .. . 20 0,490 | -0,310 3
1,2x10™ (100 ml kola i¢inde bulunan miktar) 30 0.458 | 20.339 20,3x10 0,980
40 0,323 | -0,491
50 0,279 | -0,554
2 0,763 | -0,117
10 0,621 | -0,207
5,1x10™ ( Toplam = 100 ml kola i¢inde bulunan+eklenen 20 0,489 | -0,311 3
P miktar) 30 | 0402 | 0396 | | Ix107 | 0,982
40 0,343 | -0,465
50 0,306 | -0,514
2 0,772 | -0,112
11,2x10™ ( Toplam = 100 ml kola i¢inde bulunan+eklenen 10 0,565 | -0,248 3
P miktar) 30 | 0435 | 0362 | 1 &2X107 10,963
45 0,333 | -0,478
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Cizelge 4.8 Job Metodu ile Cu(II)-aspartam kompleksinin pH 3,2, 4,5 ve 5,6’da
spektrofotometrik incelenmesi

. 10° M Cu®, | 10° M APM, 10° M APM, Fark Abs
Cozelti No mL mL Absl | Su, mL mL Abs2 (Abs1-Abs2) Xcu
0 0 10 0,162 0 10 0,200 - 0
1 1 9 0,214 1 9 0,168 0,046 0,1
2 2 8 0,217 2 8 0,166 0,051 0,2
3 3 7 0,196 3 7 0,136 0,060 0,3
pH 3,2 4 4 6 0,209 4 6 0,114 0,095 0,4
5 5 5 0,207 5 5 0,087 0,120 0,5
6 6 4 0,166 6 4 0,070 0,096 0,6
7 7 3 0,135 7 3 0,082 0,053 0,7
8 8 2 0,105 8 2 0,038 0,067 0,8
9 9 1 0,078 9 1 0,014 0,064 0,9
10 10 0 0,034 10 0 0,002 0,032 1,0
0 0 10 0,113 0 10 0,183 - 0
1 1 9 0,268 1 9 0,161 0,107 0,1
2 2 8 0,324 2 8 0,148 0,176 0,2
3 3 7 0,331 3 7 0,125 0,206 0,3
4 4 6 0,338 4 6 0,114 0,224 0,4
pH 4,5 5 5 5 0,333 5 5 0,093 0,240 0,5
6 6 4 0,306 6 4 0,075 0,231 0,6
7 7 3 0,270 7 3 0,061 0,209 0,7
8 8 2 0,207 8 2 0,044 0,163 0,8
9 9 1 0,146 9 1 0,021 0,125 0,9
10 10 0 0,054 10 0 0,013 0,041 1,0
0 0 10 0,176 0 10 0,175 0,001 0
1 1 9 0,334 1 9 0,143 0,191 0,1
2 2 8 0,402 2 8 0,141 0,261 0,2
3 3 7 0,454 3 7 0,117 0,337 0,3
4 4 6 0,461 4 6 0,093 0,368 0,4
pH 5,6 5 5 5 0,455 5 5 0,076 0,379 0,5
6 6 4 0,424 6 4 0,065 0,359 0,6
7 7 3 0,367 7 3 0,046 0,321 0,7
8 8 2 0,295 8 2 0,034 0,261 0,8
9 9 1 0,194 9 1 0,013 0,181 0,9
10 10 0 0,058 10 0 0,001 0,057 1,0




73

Cizelge 4.9 Askorbik asidin degisik pH degerlerinde Cu (II) -aspartam katalizli
oksidasyonunun spesifik hiz sabitleri

pH 3,2 pH 4,5 pH 5,6

[APM] | K£S, (M'dak™) | r* | K£Si M 'dak™) | r* | K£Se M 'dak™) | 1

0 |(3,69+0,11)x 10" ] 0,997 | (12,0+0,69) x 10" | 0,987 | (37,6+1,95) x 10" | 0,989

10° | (3,61£0,42) x 10° | 0,960 | (8,90+0,49) x 10* | 0,988 | (19,10,89) x 10* | 0,991

5x10™ | (3,63+0,34) x 10" | 0,975 | (7,8440,32) x 10" | 0,995 | (11,6+0,27) x 10" | 0,998

1x107 | (3,72+0,38) x 10* | 0,970 | (6,84+0,35) x 10" | 0,998 | (8,29+0,37) x 10" | 0,994

2x 10™ | (3,8140,39) x 10% | 0,979 | (4,44+0,12) x 10" | 0,998 | (4,79+0,25) x 10" | 0,994

4x107 | (3,45+0,06) x 10* | 0,999 | (3,43+.0,13) x 10" | 0,996 | (2,30+0,13) x 10" | 0,990

Si= K degerlerinin standart sapmasi, r” = regresyon katsayisi

Spesifik hiz sabitlerine ait verilen standart sapma degerlerinin hesaplar1 EK-2’de verilmistir.

Cizelge 4.10 Askorbik asidin pH 4,5’de Fe(Ill)-aspartam katalizli oksidasyonunun spesifik
hiz sabitleri

pH 4,5
[APM] (M) K+£Sy, (M'dak™) r’
0 (1,09+0,08) x 10’ 0,983
10 (1,02+0,03) x 10’ 0,997
2x10™ (1,54+0,13) x 10’ 0,985
Si= K degerlerinin standart sapmast, r” = regresyon katsayisi

Spesifik hiz sabitlerine ait verilen standart sapma degerlerinin hesaplar1 EK-2’de verilmistir.
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Sekil 4.2 Aspartam yoklugunda, farkli Cu (II) miktarlar| (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D: 4,71,
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Sekil 4.3 Aspartam (10'4 M) ve farkli Cu (IT) miktarlari[ (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D: 4,71,
E: 6,28)x10” M ] varliginda pH 3,2’de askorbik asit oksidasyonu igin ile elde edilen kinetik
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Sekil 4.7 Aspartam (4x10° M) ve farkli Cu (II) miktarlari[ (A: 1,57, B:3,14, C: 4,71, D:
6,28)x10” M ] varliginda pH 3,2’de askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik
veriler
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Sekil 4.8 Aspartam olmadan ve farkli Cu (II) miktarlari| (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D: 4,71,
E: 6,28)x10”" M ] varliginda pH 4,5’de askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik

veriler
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Zaman (Dak.)

Sekil 4.9 Aspartam (10'4 M) ve farkli Cu (IT) miktarlari[ (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D: 4,71,
E: 6,28)x10” M ] varliginda pH 4,5’de askorbik asit oksidasyonu igin ile elde edilen kinetik
veriler
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Sekil 4.10 Aspartam (5x10™ M) ve farkli Cu (IT) miktarlari[ (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D:
4,71, E: 6,28)x10” M ] varliginda pH 4,5’de askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen
kinetik veriler
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Sekil 4.11 Aspartam (10"3 M) ve farkli Cu (II) miktarlar| (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D: 4,71,
E: 6,28)x10” M ] varliginda pH 4,5’de askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik
veriler
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Sekil 4.12 Aspartam (2x10° M) ve farkli Cu (IT) miktarlari[ (A: 1,57, B:3,14, C: 4,71, D:
6,28)x10” M ] varliginda pH 4,5’de askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik
veriler
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Sekil 4.13 Aspartam (4x10™ M) ve farkli Cu (II) miktarlari[ (A: 1,57, B:3,14, C: 4,71, D:
6,28)x10” M ] varliginda pH 4,5’de askorbik asit oksidasyonu igin ile elde edilen kinetik
veriler



Sekil 4.14 Aspartam yoklugunda ve farkli Cu (II) miktarlar [ (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D:
4,71, E: 6,28)x10” M ] varliginda pH 5,6’da askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen

Log Abs.
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kinetik veriler
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Sekil 4.15 Aspartam (10'4 M) ve farkli Cu (IT) miktarlar1 [ (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D: 4,71,
E: 6,28)x10”" M ] varliginda pH 5,6 da askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik
veriler
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Sekil 4.16 Aspartam (5x10™ M) ve farkli Cu (IT) miktarlar1 [ (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D:
4,71, E: 6,28)x10” M ] varliginda pH 5,6’da askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen
kinetik veriler
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Sekil 4.17 Aspartam (10'3 M) ve farkli Cu (IT) miktarlar1 [ (A: 0,785, B:1,57, C:3,14, D: 4,71,
E: 6,28)x10” M ] varliginda pH 5,6 da askorbik asit oksidasyonu igin ile elde edilen kinetik
veriler
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Sekil 4.18 Aspartam (2x10° M) ve farkhi Cu (IT) miktarlar1 [ (A: 1,57, B:3,14, C: 4,71, D:
6,28)x107 M ] varhiginda pH 5,6”da askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik

veriler
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Sekil 4.19 Aspartam (4x10~ M) ve farkli Cu (II) miktarlari [ (A: 1,57, B:3,14, C: 4,71, D:
6,28)x107 M ] varhiginda pH 5,6°da askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik
veriler
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Sekil 4.20 Aspartam yoklugunda ve farkli Fe (IIT) miktarlar [ (A: 1,57, B:3,14, C: 4,71, D:
6,28)x107 M ] varhiginda pH 4,5°de askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik

Log Abs.
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Sekil 4.21 Aspartam (10 M) ve farkli Fe (IIT) miktarlari [ (A: 1,57, B:3,14, C: 4,71, D:
6,28)x107 M ] varhiginda pH 4,5°de askorbik asit oksidasyonu igin ile elde edilen kinetik

veriler
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Sekil 4.22 Aspartam (2x10™* M) ve farkh Fe (III) miktarlar1 [ (A: 1,57, B:3,14, C: 4,71, D:
6,28)x107 M ] varhiginda pH 4,5°de askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik
veriler
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Sekil 4.23 Farkli pH degerlerinde askorbik asit oksidasyonu i¢in ile elde edilen kinetik veriler
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Sekil 4.24 Cu(II) (1,57x107 M) ve kola(A), [kola+aspartam(4x10'4 M)](B),
[kola+aspartam(10~° M)](C) varhiginda, pH 3,2’de askorbik asit oksidasyonu icin elde edilen
kinetik veriler
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Sekil 4.25 Cu(Il) (1,57x107 M) ve kola(A), [kola+aspartam(4x10™* M)](B),
[kola+aspartam(10~° M)](C) varhiginda, pH 4,5’de askorbik asit oksidasyonu icin elde edilen
kinetik veriler
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Sekil 4.26 Ug farkli pH (3,2, 4,5 ve 5,6) degerinde, 258 nm’de Slciilen absorbanslar ile Cu(II)
veya aspartamin mol kesrine karsi ¢izilen, Job egrileri
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Sekil 4.27 Asetat tamponlu aspartam ¢o6zeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu tizerine katalitik etkisi [( A:0, B:1, C:5, D:10, E:20, F:40) x 10*M APM ], kq=
pH 3,2’de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.28 Asetat tamponlu aspartam ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu iizerine katalitik etkisi [( A:0, B:1, C:5, D:10, E:20, F:40) x 10*M APM ], ka=
pH 4,5’de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.29 Asetat tamponlu aspartam ¢ozeltilerinde Cu(Il) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu iizerine katalitik etkisi [( A:0, B:1, C:5, D:10, E:20, F:40) x 10* M APM ], ka=
pH 5,6 ’da bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.30 Asetat tamponlu aspartam ¢ozeltilerinde Fe(IIl) iyonunun askorbik asit
oksidasyonu iizerine katalitik etkisi [( A:0, B:1, C:5, D:10, E:20, F:40) x 10*M APM ], ka=
pH 4,5 *de bakir varliginda ve yoklugunda birinci dereceden hiz sabitleri arasindaki fark
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Sekil 4.31 Farkli pH degerlerindeki(3,2, 4,5, 5,6) askorbik asidin Cu(II)-katalizli oksidasyonu
icin [APM] ile spesifik hiz sabitlerinin degigimi
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Sekil 4.32 Asetat tamponlu ¢ozeltilerde askorbik asit oksidasyonunda hiz sabiti ile pH
arasindaki grafik [A:0,785, B:1,57, C:3,14, D:4,71, E:6,28) x107M Cu(II) ]
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Sekil 4.33 Asetat tamponlu aspartam (2x107 M)¢dzeltilerde askorbik asit oksidasyonunda hiz
sabiti ile pH arasindaki grafik [A:0,785, B:1,57, C:3,14, D:4,71, E:6,28) x107 M Cu(Il) ]
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5. TARTISMA

Degisik pH degerlerinde (3,2-5,6) bakir ve demir iyonlarinin katalizor olarak kullanildigr AA
oksidasyonunun hiz esitligi AA’ya bagli olarak birinci mertebeden bulundu. Verilen bir pH
degerinde AA oksidasyon hiz sabiti, sabit Cu(Il) veya Fe(Ill) konsantrasyonunda, APM
konsantrasyonunun artmastyla azaldi ve sabit bir APM konsantrasyonunda Cu(II) veya Fe(III)
konsantrasyonunun artmasiyla artt. AA oksidasyon hizim1 etkileyen parametreler
monohidrojen askorbat ve Cu(Il) —aspartam kelatlar1 arasinda olusan tiglii bir ge¢is kompleksi
iceren bir mekanizma ile aciklanabilir. Ilgilenilen pH araliginda aspartamim kuvvetli bakir-
aspartam kompleks verebilmesinden dolayi, APM ¢ozeltilerinde bakir(II)’nin katalitik
aktivitesi demir(III)’tinkinden daha iyidir. Serbest sulu Cu®" iyon ve zayif Cu(Il) asetat
kompleksi kararli Cu(Il)-aspartam kompleksine gore, AA oksidasyonunu daha iyi katalizler.
Bu sonuglar Khan ve Martell’in daha dnce ulastig1 sonuclar1 destekler. AA oksidasyonunda
Cu(Il) kompleksinin kararlilig1 arttirilirsa, elektron transferinin bir aracisi olarak, katalitik
aktivitesi azalir (Khan ve Martell, 1967b). APM iceceklerde tatlandirici olarak kullanilirsa
metal katalizli oksidasyonu Onleyerek AA degerlerini korumada yardimer olabilir. Ayrica
APM, gecis metal iyon + AA karisimi ¢ozeltilerini stabilize etmek i¢in yararlidir (Fenton tipi
reaksiyonlar hidroksil radikalleri iireterek yiyeceklerin bozunmasina neden olmaktadir) ve bu
suretle yiyecek ve iceceklerin saklanmasinda yardimci olur. Yiyeceklerde bulunan AA gibi
antioksidanlar, Fe(IIl) ve Cu(Il) gibi geg¢is metal iyonlarmni diisiik oksidasyon kademelerine
rediikleyerek bir 6n oksidan olarak davranabilir ve kuvvetli oksitleyici hidroksil radikal

tiretimini katalizleyebilir (Huang vd.,2005).
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EKLER

EK-1 Bakir-asetat ve bakir-aspartam komplekslerinin bagil bolluklari

Cu — Asetat kompleksi icin hesaplar:

a =0,819

[Cur] Serbest Cu’" | Fark Komplekslesen miktar | % Kompleks
0,785x107 | 6,43 x 1078 0,142 x 107 18,10
1,570 x 107 | 1,28 x 107 0,29 x 107 18,47
3,140 x 107 | 2,57 x 107 0,57 x 10”7 18,15
4710x 107 | 3,86x 107 0,85 x 107 18,05
6,280x 107 | 5,15x 10~ 1,13x 107 18,00

Cu — Aspartam kompleksi icin hesaplar:
10* M Aspartam , o = 1,22 x 107

[Cur] Serbest Cu”* | Fark Komplekslesen miktar | % Kompleks
0,785 x107 | 9,6 x 107 7,84 x10° 99,87
1,570 x 107 | 1,91 x 107 1,57 x 107 100,00
3,140x 107 | 3,83x 1077 3,14 x 107 100,00
4710x 107 | 5,75x 107" 4,70 x 107 99,79
6,280 x 107 | 7,66 x 1077 6,27 x 107 99,84

5x 10" M Aspartam, 0. =5,58 x 107

[Cur] Serbest Cu’" | Fark Komplekslesen miktar | % Kompleks
0,785 x107 | 4,38 x 1072 7,85x 107 100,00
1,570 x 107 | 8,76 x 102 1,569 x 1077 99,94
3,140 x 107 | 1,75 x 10" 3,139 x 107 99,97
4710x 107 | 2,63x 10" 4,709 x 107 99,98
6,280 x 107 | 3,50 x 10" 6,279 x 10”7 99,98

10° M Aspartam, a. =1,42 x 10

[Cur] Serbest Cu”* | Fark Komplekslesen miktar | % Kompleks
0,785x107 | 1,11 x 107" 7,85 x 107 100,00
1,570 x 107 | 2,23x 107" 1,57 x 107" 100,00
3,140 x 107 | 4,46 x 107" 3,14x 107 100,00
4710x 107 | 6,69x 10" 4,71 x 107 100,00
6,280x 107 | 8,92x 10" 6,28 x 10”7 100,00




2 x10° M Aspartam, o =3.58 x 10°°
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[Cury] Serbest Cu’* | Fark Komplekslesen miktar | % Kompleks
0,785x107 | 2.80x 107" 7,85x 107 100,00
1,570 x 107 | 5,62x 1077 1,57x 10" 100,00
3,140x 107 | 1,12x 107" 3,14 x 107 100,00
4710x 107 | 1,69 x 107 4,71 x 107 100,00
6,280 x 107 | 2,25x 107" 6,28 x 107 100,00

4 x10° M Aspartam, o =8.99 x 10~

[Cur] Serbest Cu”* | Fark Komplekslesen miktar | % Kompleks
0,785x107 | 7,05x 107 7,85x 107 100,00
1,570x 107 | 1,41x 10" 1,57 x 107 100,00
3,140x 107 | 2,82x 107" 3,14 x 107 100,00
4710x 107 | 4,23x107"° 4,71 x 107 100,00
6,280 x 107 | 5,64 x 107" 6,28 x 107 100,00
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EK-2 Cu(Il) iyonlar: varh@inda farkh aspartam konsantrasyonlar: ve pH’ler i¢in spesifik hiz sabitlerinin standart sapma hesaplar

pH 3,2 APM yok

A B C D E F G H I J | K L M N o P R S T U

0 0 -0,00001 3,694 0 -0,00001 0,00001 1E-10 1,136073 5 3 0,378691 0,615379 13,345 2,669 -2,669 7,123561 29,08582 5,393127 0,114104

0,785 2,7715 -0,00001 3,694 2,89979 2,89978 -0,12828 0,016456 1,136073 5 3 0,378691 0,615379 13,345 2,669 -1,884 3,549456 29,08582 5,393127 0,114104

1,57 6,2215 -0,00001 3,694 5,79958 5,79957 0,42193 0,178025 1,136073 5 3 0,378691 0,615379 13,345 2,669 | -1,099 1,207801 29,08582 5393127 0,114104

4,71 16,5815 -0,00001 3,694 17,39874 17,39873 -0,81723 0,667865 1,136073 5 3 0,378691 0,615379 13,345 2,669 2,041 4,165681 29,08582 5393127 0,114104

628 | 23,7215 | -0,00001 | 3,694 | 23,19832 | 23,19831 | 0,52319 | 0273728 | 1,136073 | 5 | 3 | 0378691 | 0,615379 | 13,345 | 2,669 | 3,611 | 13,03932 | 29,08582 | 5393127 | 0,114104

pH3,2 10" M APM

A B C D E F G H I J | K L M N (0] P R S T )
0 0 -8E-06 3,6115 0 -8E-06 0,000008 6,4E-11 13,33477 5 3 4,444923 2,108299 11,775 2,355 -2,355 5,546025 24,649 4,964776 0,424651
0,785 3,5839 -8E-06 3,6115 2,835028 2,83502 0,74888 0,560822 13,33477 5 3 4,444923 2,108299 11,775 2,355 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,424651

1,57 6,8939 -8E-06 3,6115 5,670055 5,670047 1,223853 1,497816 13,33477 5 3 4,444923 2,108299 11,775 2,355 -0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,424651

3,14 8,1939 -8E-06 3,6115 11,34011 11,3401 -3,1462 9,898587 13,33477 5 3 4,444923 2,108299 11,775 2,355 0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,424651

6,28 23,8539 -8E-06 3,6115 22,68022 22,68021 1,173688 1,377544 13,33477 5 3 4,444923 2,108299 11,775 2,355 3,925 15,40563 24,649 4,964776 0,424651
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pH 3,2 5x10*M APM
A B C D E F G H | J L M N (0] P R S T U
0 0 -0,00002 3,6281 0 -0,00002 0,00002 4E-10 8,379595 5 2,793198 1,671286 11,775 2,355 -2,355 5,546025 24,649 4,964776 0,336629
0,785 2,8778 -0,00002 3,6281 2,848059 2,848039 0,029762 0,000886 8,379595 5 2,793198 1,671286 11,775 2,355 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,336629
1,57 7,2178 -0,00002 3,6281 5,696117 5,696097 1,521703 2,31558 8,379595 5 2,793198 1,671286 11,775 2,355 -0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,336629
3,14 9,0578 -0,00002 3,6281 11,39223 11,39221 -2,33441 5,449489 8,379595 5 2,793198 1,671286 11,775 2,355 0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,336629
6,28 23,5678 -0,00002 3,6281 22,78447 22,78445 0,783352 0,61364 8,379595 5 2,793198 1,671286 11,775 2,355 3,925 15,40563 24,649 4,964776 0,336629
pH32 10° M APM
A B C D E F G H 1 J L M N (0] P R S T U
0 0 0,000008 3,7159 0 0,000008 -8E-06 6,4E-11 10,51201 5 3,504003 1,871898 11,775 2,355 -2,355 5,546025 24,649 4,964776 0,377036
0,785 4,4361 0,000008 3,7159 2,916982 2,91699 1,519111 2,307697 10,51201 5 3,504003 1,871898 11,775 2,355 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,377036
1,57 5,8161 0,000008 3,7159 5,833963 5,833971 -0,01787 0,000319 10,51201 5 3,504003 1,871898 11,775 2,355 -0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,377036
3,14 9,0361 0,000008 | 3,7159 | 11,66793 | 11,66793 -2,63183 6,92655 10,51201 | 5 3,504003 1,871898 | 11,775 | 2,355 | 0,785 0,616225 | 24,649 | 4964776 | 0,377036
6,28 24,4661 0,000008 3,7159 23,33585 23,33586 1,13024 1,277442 10,51201 5 3,504003 1,871898 11,775 2,355 3,925 15,40563 24,649 4,964776 0,377036
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-3
pH 3,2 2x10° M APM
A B D E F G H 1 J K L M N (0] I R S T U
0 0 3,8135 0 0 0 0 6,693029 4 2 3,346515 1,829348 10,99 2,7475 -2,7475 7,548756 21,56788 4,644123 0,393906
1,57 7,37 3,8135 5,987195 5,987195 1,382805 1,91215 6,693029 4 2 3,346515 1,829348 10,99 2,7475 -1,1775 1,386506 21,56788 4,644123 0,393906
3,14 9,9 3,8135 11,97439 11,97439 -2,07439 4,303094 6,693029 4 2 3,346515 1,829348 10,99 2,7475 0,3925 0,154056 21,56788 4,644123 0,393906
6,28 24,64 3,8135 23,94878 23,94878 0,69122 0,477785 6,693029 4 2 3,346515 1,829348 10,99 2,7475 3,5325 12,47856 21,56788 4,644123 0,393906
-3
pH 32 4x10° M APM
A B C D E F G H 1 J | K L M N o P R S T U
0 0 -0,00002 3,4468 0 -0,00002 0,00002 4E-10 0,182857 4 2 0,091429 0,302371 12,56 3,14 -3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,060903
1,57 5,2971 -0,00002 3,4468 5,411476 5,411456 -0,11436 0,013077 0,182857 4 2 0,091429 0,302371 12,56 3,14 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,060903
4,71 16,5771 -0,00002 3,4468 16,23443 16,23441 0,342692 0,117438 0,182857 4 2 0,091429 0,302371 12,56 3,14 1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,060903
6,28 21,4171 -0,00002 3,4468 21,6459 21,64588 -0,22878 0,052342 0,182857 4 2 0,091429 0,302371 12,56 3,14 3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,060903
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pH4,5 APM yok
A B C D E F G H 1 J| K L M N (o) P R S T U
0 0 0,00005 | 12,019 0 0,00005 | -0,00005 | 2,5E-09 | 56,17238 | 6 | 4 | 14,043095 | 3,747411773 | 16,485 | 2,7475 | -2,7475 | 7,548756 | 29,27069 | 5410239 | 0,692652
0,785 | 5,486 | 0,00005 | 12,019 | 9434915 | 9,434965 | -3,94897 | 15,59432 | 56,17238 | 6 | 4 | 14,043095 | 3,747411773 | 16,485 | 2,7475 | -1,9625 | 3,851406 | 29,27069 | 5.410239 | 0,692652
1,57 | 19,986 | 0,00005 | 12,019 | 18,86983 | 18,86988 | 1,11612 | 1245724 | 56,17238 | 6 | 4 | 14,043095 | 3,747411773 | 16,485 | 2,7475 | -1,1775 | 1,386506 | 29,27069 | 5410239 | 0,692652
3,14 | 41,386 | 0,00005 | 12,019 | 37,73966 | 37,73971 | 3,64629 | 13,29543 | 56,17238 | 6 | 4 | 14,043095 | 3,747411773 | 16,485 | 2,7475 | 0,3925 | 0,154056 | 29,27069 | 5410239 | 0,692652
4,71 | 59,786 | 0,00005 | 12,019 | 56,60949 | 56,60954 | 3,17646 | 10,0899 | 56,17238 | 6 | 4 | 14,043095 | 3,747411773 | 16,485 | 2,7475 | 1,9625 | 3,851406 | 29,27069 | 5,410239 | 0,692652
6,28 | 71,486 | 0,00005 | 12,019 | 7547932 | 7547937 | -3,99337 | 15,947 | 56,17238 | 6 | 4 | 14,043095 | 3,747411773 | 16,485 | 2,7475 | 3,5325 | 12,47856 | 2927069 | 5410239 | 0,692652
4
pH4,5 10°"M APM

A B C D E F G H 1 J | K L M N (0] P R S T U
0 0 -0,00003 | 8,9044 0 -0,00003 | 0,00003 9E-10 2823788 | 6 | 4 | 705947 | 2,656966

16485 | 2,7475 | -2,7475 | 7,548756 | 2927069 | 5410239 | 04911
0,785 | 47077 | -0,00003 | 8,9044 | 6,989954 | 6989924 | -2,28222 | 5208546 | 2823788 | 6 | 4 | 705947 | 2,656966

16485 | 27475 | -1.9625 | 3.851406 | 2927069 | 5410239 | 04911
1,57 | 164077 | -0,00003 | 8,9044 | 13,97991 | 1397988 | 2,427822 | 589432 | 2823788 | 6 | 4 | 705947 | 2,656966

16485 | 27475 | -1,1775 | 1386506 | 2927069 | 5.410239 | 04911
3,14 | 30,0077 | -0,00003 | 8,9044 | 27,95982 | 27.95979 | 2,047914 | 4,193952 | 2823788 | 6 | 4 | 705947 | 2,656966

16485 | 27475 | 03925 | 0,154056 | 2927069 | 5410239 | 04911
471 | 38,5477 | -0,00003 | 89044 | 4193972 | 41,93969 | -339199 | 11,50562 | 2823788 | 6 | 4 | 705947 | 2,656966

16485 | 2,7475 | 1,9625 | 3.851406 | 2927069 | 5410239 | 04911
628 | 57,1177 | -0,00003 | 8,9044 | 5591963 | 559196 | 1,198098 | 1435439 | 2823788 | 6 | 4 | 705947 | 2,656966

16485 | 2,7475 | 3,5325 | 1247856 | 2927069 | 5410239 | 04911




pH 4,5 5x 10* M APM
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A B C D E F G H 1 J | K L M N o P R S T U
0 0 0,00002 7,8415 0 0,00002 -0,00002 4E-10 7,38091 5 2,460303 1,568535 11,775 2,355 -2,355 5,546025 24,649 4,964776 0,315933
0,785 5,4909 0,00002 | 7,8415 | 6,155578 | 6,155598 -0,6647 0,441823 | 7,38091 | 5 2,460303 1,568535 | 11,775 | 2,355 -1,57 2,4649 24,649 | 4964776 | 0315933
1,57 14,2409 0,00002 7,8415 1231116 12,31118 1,929725 3,723839 7,38091 5 2,460303 1,568535 11,775 2,355 -0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,315933
3,14 22,8909 0,00002 7,8415 24,62231 24,62233 -1,73143 2,99785 7,38091 5 2,460303 1,568535 11,775 2,355 0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,315933
6,28 49,7109 0,00002 7,8415 49,24462 49,24464 0,46626 0,217398 7,38091 5 2,460303 1,568535 11,775 2,355 3,925 15,40563 24,649 4,964776 0,315933

pH 4,5 10° M APM

A B C D E F G H I J L M N (0] P R S T U
0 0 -5E-06 6,8391 0 -5E-06 0,000005 2,5E-11 9,024426 5 3,008142 1,7344 11,775 2,355 -2,355 5,546025 24,649 4,964776 0,349341
0,785 3,6226 -5E-06 6,8391 5,368694 5,368689 -1,74609 3,048825 9,024426 5 3,008142 1,7344 11,775 2,355 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,349341
1,57 13,1226 -5E-06 6,8391 10,73739 10,73738 2,385218 5,689265 9,024426 5 3,008142 1,7344 11,775 2,355 -0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,349341
3,14 20,9526 -5E-06 6,8391 21,47477 21,47477 -0,52217 0,27266 9,024426 5 3,008142 1,7344 11,775 2,355 0,785 0,616225 24,649 4,964776 0,349341
6,28 42,8326 -SE-06 6,8391 42,94955 42,94954 -0,11694 0,013676 9,024426 5 3,008142 1,7344 11,775 2,355 3,925 15,40563 24,649 4,964776 0,349341




pH 4,5 2x 10° M APM
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A B D E F G H 1 J K L M N (0] P R N T U

0 0 4,4395 0 0 0 0 1,1109 5 0,3703 0,608523 15,7 3,14 -3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,122568
1,57 6,695 4,4395 6,970015 6,970015 -0,27502 0,075633 1,1109 5 0,3703 0,608523 15,7 3,14 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,122568
3,14 14,685 4,4395 13,94003 13,94003 0,74497 0,55498 1,1109 5 0,3703 0,608523 15,7 3,14 0 0 24,649 4,964776 0,122568
4,71 20,245 4,4395 20,91005 20,91005 -0,66504 0,442285 1,1109 5 0,3703 0,608523 15,7 3,14 1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,122568
6,28 28,075 4,4395 27,88006 27,88006 0,19494 0,038002 1,1109 5 0,3703 0,608523 15,7 3,14 3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,122568

pH 4,5 4x 10° M APM

A B D E F G H 1 J K L M N (0] P R S T U

0 0 3,4318 0 0 0 0 1,32298 5 3 0,440993 0,664073 15,7 3,14 -3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,133757
1,57 5,525 3,4318 5,387926 5,387926 0,137074 0,018789 1,32298 5 3 0,440993 0,664073 15,7 3,14 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,133757
3,14 10,135 3,4318 10,77585 10,77585 -0,64085 0,410691 1,32298 5 3 0,440993 0,664073 15,7 3,14 0 0 24,649 4,964776 0,133757
4,71 17,035 3,4318 16,16378 16,16378 0,871222 0,759028 1,32298 5 3 0,440993 0,664073 15,7 3,14 1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,133757
6,28 21,185 3,4318 21,5517 21,5517 -0,3667 0,134472 1,32298 5 3 0,440993 0,664073 15,7 3,14 3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,133757




pH 5,6 APM yok
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A B C D E F G H 1 K L M N (0] P R S T U
0 0 0,0002 37,617 0 0,0002 -0,0002 4E-08 4449137 4 111,2284 10,54649 16,485 2,7475 -2,7475 7,548756 29,27069 5,410239 1,949357
0,785 36,881 0,0002 37,617 29,52935 29,52955 7,351455 54,04389 4449137 4 111,2284 10,54649 16,485 2,7475 -1,9625 3,851406 29,27069 5,410239 1,949357
1,57 50,691 0,0002 37,617 59,05869 59,05889 -8,36789 70,02158 4449137 4 111,2284 10,54649 16,485 2,7475 -1,1775 1,386506 29,27069 5,410239 1,949357
3,14 110,341 0,0002 37,617 118,1174 118,1176 -7,77658 60,4752 4449137 4 111,2284 10,54649 16,485 2,7475 0,3925 0,154056 29,27069 5,410239 1,949357
471 192,101 | 0,0002 | 37,617 | 177,1761 | 177,1763 | 14,92473 | 222,7476 | 444,9137 4 | 1112284 | 10,54649 | 16,485 | 2,7475 1,9625 | 3,851406 | 2927069 | 5410239 | 1,949357
6,28 230,101 0,0002 37,617 236,2348 236,235 -6,13396 37,62547 4449137 4 111,2284 10,54649 16,485 2,7475 3,5325 12,47856 29,27069 5,410239 1,949357

pH5,6 10 M APM

A B C D E F G H 1 K L M N (0] P R S T U
0 0 -0,00001 19,112 0 -0,00001 0,00001 1E-10 93,6274 4 23,40685 4,8380063 16,485 2,7475 -2,7475 7,548756 29,27069 5,410239 0,894242
0,785 16,6773 -0,00001 19,112 15,00292 15,00291 1,67439 2,803582 93,6274 4 23,40685 4,838063 16,485 2,7475 -1,9625 3,851406 29,27069 5,410239 0,894242
1,57 32,7973 -0,00001 19,112 30,00584 30,00583 2,79147 7,792305 93,6274 4 23,40685 4,838063 16,485 2,7475 -1,1775 1,386506 29,27069 5,410239 0,894242
3,14 55,8273 -0,00001 19,112 60,01168 60,01167 -4,18437 17,50895 93,6274 4 23,40685 4,838063 16,485 2,7475 0,3925 0,154056 29,27069 5,410239 0,894242
4,71 84,1573 -0,00001 19,112 90,01752 90,01751 -5,86021 34,34206 93,6274 4 23,40685 4,8380063 16,485 2,7475 1,9625 3,851406 29,27069 5,410239 0,894242
6,28 125,6073 -0,00001 19,112 120,0234 120,0234 5,58395 31,1805 93,6274 4 23,40685 4,838063 16,485 2,7475 3,5325 12,47856 29,27069 5,410239 0,894242




pH 5,6 5x10*M APM
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A B C D E F G H I J | K L M N (0] P R S T U

0 0 0,00001 11,649 0 0,00001 -0,00001 1E-10 8,828667 6 4 2,207167 1,485654 16,485 2,7475 -2,7475 7,548756 29,27069 5,410239 0,2746
0,785 8,1002 0,00001 11,649 9,144465 9,144475 -1,04428 1,09051 8,828667 6 4 2,207167 1,485654 16,485 2,7475 -1,9625 3,851406 29,27069 5,410239 0,2746
1,57 18,0002 | 0,00001 | 11,649 | 18,28893 | 18,28894 | -0,28874 | 0,083371 | 8,828667 | 6 | 4 | 2207167 | 1485654 | 16485 | 2,7475 | -1,1775 | 1,386506 | 29,27069 | 5410239 | 02746
3,14 39,1902 0,00001 11,649 36,57786 36,57787 2,61233 6,824268 8,828667 6 4 2,207167 1,485654 16,485 2,7475 0,3925 0,154056 29,27069 5,410239 0,2746
4,71 54,1602 0,00001 11,649 54,86679 54,8668 -0,7066 0,499284 8,828667 6 4 2,207167 1,485654 16,485 2,7475 1,9625 3,851406 29,27069 5,410239 0,2746
6,28 72,5802 0,00001 11,649 73,15572 73,15573 -0,57553 0,331235 8,828667 6 4 2,207167 1,485654 16,485 2,7475 3,5325 12,47856 29,27069 5,410239 0,2746

pH 5,6 10° M APM

A B C D E F G H I K L M N o | R S T U

0 0 -0,00002 8,288 0 -0,00002 0,00002 4E-10 5,718051 3 1,906017 1,380586 10,205 2,041 -2,041 4,165681 14,29642 3,781061 0,365132
0,785 5,4298 -0,00002 | 8,288 6,50608 6,50606 -1,07626 | 1,158336 | 5,718051 3 1,906017 | 1,380586 | 10,205 | 2,041 | -1,256 | 1,577536 | 14,29642 | 3,781061 | 0,365132
1,57 14,8698 -0,00002 8,288 13,01216 13,01214 1,85766 3,450901 5,718051 3 1,906017 1,380586 10,205 2,041 -0,471 0,221841 14,29642 3,781061 0,365132
3,14 24,9998 -0,00002 8,288 26,02432 26,0243 -1,0245 1,0496 5,718051 3 1,906017 1,380586 10,205 2,041 1,099 1,207801 14,29642 3,781061 0,365132
4,71 39,2798 -0,00002 8,288 39,03648 39,03646 0,24334 0,059214 5,718051 3 1,906017 1,380586 10,205 2,041 2,669 7,123561 14,29642 3,781061 0,365132




pH 5,6 2x10° M APM
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A B C D E F G H | J L M N (0] P R S T U

0 0 0,000005 4,7884 0 0,000005 -5E-06 2,5E-11 3,177779 4 1,58889 1,260512 12,56 3,14 -3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,253891
1,57 7,9943 0,000005 47884 7,517788 7,517793 0,476507 0,227059 3,177779 | 4 1,58889 1,260512 12,56 | 3,04 | -1,57 | 2,4649 | 24,649 | 4,964776 0,253891
4,71 21,1243 0,000005 4,7884 22,55336 22,55337 -1,42907 2,042238 3,177779 4 1,58889 1,260512 12,56 3,14 1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,253891
6,28 31,0243 0,000005 4,7884 30,07115 30,07116 0,953143 0,908482 3,177779 4 1,58889 1,260512 12,56 3,14 3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,253891

pH 5,6 4x10°M APM

A B C D H | J K L M N (0] P R S T U

0 0 2,3019 1,29792 5 3 0,43264 0,657754 15,7 3,14 -3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,132484
1,57 2,99 2,3019 3,613983 3,613983 -0,62398 0,389355 1,29792 5 3 0,43264 0,657754 15,7 3,14 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,132484
3,14 8,06 2,3019 7,227966 7,227966 0,832034 0,692281 1,29792 5 3 0,43264 0,657754 15,7 3,14 0 0 24,649 4964776 0,132484
4,71 11,05 2,3019 10,84195 10,84195 0,208051 0,043285 1,29792 5 3 0,43264 0,657754 15,7 3,14 1,57 2,4649 24,649 4964776 0,132484
6,28 14,04 2,3019 14,45593 14,45593 -0,41593 0,172999 1,29792 5 3 0,43264 0,657754 15,7 3,14 3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,132484
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EK-2 Fe(IIl) iyonlar1 varh@inda farkh aspartam konsantrasyonlar: icin pH 4,5’de spesifik hiz sabitlerinin standart sapma hesaplari

pH4,5 APM yok

A B C D E F G H | K L M N (0] P R S T U

0 0 2E-15 1,086 0 2E-15 -2E-15 4E-30 0,49315 3 0,164383 0,405442 15,7 3,14 -3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,081664
1,57 2,075 2E-15 1,086 1,70502 1,70502 0,36998 0,136885 0,49315 3 0,164383 0,405442 15,7 3,14 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,081664
3,14 2,995 2E-15 1,086 3,41004 3,41004 -0,41504 0,172258 0,49315 3 0,164383 0,405442 15,7 3,14 0 0 24,649 4,964776 0,081664
4,71 4,835 2E-15 1,086 5,11506 5,11506 -0,28006 0,078434 0,49315 3 0,164383 0,405442 15,7 3,14 1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,081664
6,28 7,145 2E-15 1,086 6,82008 6,82008 0,32492 0,105573 0,49315 3 0,164383 0,405442 15,7 3,14 3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,081664

pH45 10*M APM

A B C D E F G H | J L M N (0] P R S T U

0 0 -2E-15 1,025 0 -2E-15 2E-15 4E-30 0,066138 5 0,022046 0,148479 15,7 3,14 -3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,029906
1,57 1,7305 -2E-15 1,025 1,60925 1,60925 0,12125 0,014702 0,066138 5 0,022046 0,148479 15,7 3,14 -1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,029906
3,14 3,1105 -2E-15 1,025 3,2185 3,2185 -0,108 0,011664 0,066138 5 0,022046 0,148479 15,7 3,14 0 0 24,649 4,964776 0,029906
4,71 4,6805 -2E-15 1,025 4,82775 4,82775 -0,14725 0,021683 0,066138 5 0,022046 0,148479 15,7 3,14 1,57 2,4649 24,649 4,964776 0,029906
6,28 6,5715 -2E-15 1,025 6,437 6,437 0,1345 0,01809 0,066138 5 0,022046 0,148479 15,7 3,14 3,14 9,8596 24,649 4,964776 0,029906




pH4,5 2x10° M APM
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A B C D E F G H I J| K L M N o) P R S T U
0 0 0.00001 | 1,5382 0 000001 | -0,00001 1E-10 | 0432017 | 4 0216009 | 0464767 | 942 | 2355 | -2.355 | 5546025 | 12,3245 | 3510627 | 0,132389
1,57 | 2,467 | 000001 | 15382 | 2414974 | 2414984 | -026828 | 0071976 | 0432017 | 4 0216009 | 0464767 | 942 | 2355 | -0785 | 0616225 | 12,3245 | 3510627 | 0.132389
3,04 | 53667 | 000001 | 15382 | 4829948 | 4829958 | 0536742 | 0288092 | 0432017 | 4 0216009 | 0464767 | 942 | 2,355 | 0785 | 0616225 | 12,3245 | 3510627 | 0,132389
471 | 69767 | 000001 | 15382 | 7244922 | 7044932 | -026823 | 0071948 | 0432017 | 4 0216009 | 0464767 | 942 | 2,355 | 2,355 | 5546025 | 12,3245 | 3,510627 | 0,132389
y=bx+a
2+
A=[Cu™]
B= kd
C=a
D=b
2+
E=b.[Cu"]

F=a+ b.[Cu®]

= ke- (atb. [Cu®])

[ke- (atb. [Cu*]) I

I= X [ke- (atb. [Cu”]) = Sy

7§

J=n (galisilan farkl Cu’ konsantrasyonlari sayisi)

K=n-2

L= 3[ kq- (a+ b.[Cu®'])]

M= [Z kg- (at+b. [Cu®]) ]

N= 3 [Cu*"]

O= (Z[Cu*])/n

P= [Cu*']- (2 [Cu*'])/n
R=[[Cu®]- (Z [Cu®'] )/ n]?

S= 3 [[Cu*']- (= [Cu*])/ n]?
T=[Z [[Cu*]- (Z [Cu”'] )/ n}"]"”

U= X [ke- (a+ b.[Cu?'T) */ [E [[Cu®']- (E [Cu®] )/ n]*]"2 =S,
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