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OZET

Karminik asitin (KA) damlayan civa elektrot iizerinde indirgenmesinden yararlanilarak
difreansiyel puls polarografisi (DPP) ile karmin gida boyalarinin tayini i¢in duyarl bir
metot gelistirilmistir. DPP ile pH 2 Britton-Robinson (B-R) elektroliti ortaminda -489
mV’daki pikinden yararlanilarak yapilan tayinde pik akimi ile derisim arasinda dogrusal
olarak calisilabilen aralik 1x10° mol/L - 9x10° mol/L olarak tespit edilmis olup
gozlenebilme sinir1 1,6x10" mol/L’dir. Onerilen elektrokimyasal tayin yontemi karmin
boyasi katilan gidalardan c¢ilekli siite ve meyveli sekere uygulanmistir. Meyveli
sekerdeki KA’nin tayini hem DPP hemde spektrofotometrik yontemle yapilarak iki
metot karsilagtirllmistir. KA’nin pH 2 BR elektroliti ortaminda asili civa damlasi
uzerinde AQ/AQCl clektroda karst 0,0 — 1000 mV araliginda donisimli
voltamogramlar1 (DV) alinmistir. Alinin DV’de -500 mV’da bir katodik ve tarama hizi
ile belirginlesen li¢ anodik pik gdzlenmistir. Ayrica KA’nin tayinine bazi organik ve

inorganik maddelerin girisim etkileri incelenmistir.
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ABSTRACT

As basis for the development of a sensitive analytical method for the determination of
carmine food dye, a study of the differential pulse polarographic (DPP) reduction of
carminic acid (CA) on a dropping mercury electrode (DME) was performed. For the
analytical DPP method running at pH 2.0 Britton-Robinson (B-R) buffer (peak at —489
mV), the relationship between the peak current and CA concentration was linear in the
range of 1x10® to 9x10™° mol/L with a detection limit of 1,6x10"mol/L. The proposed
electrochemical procedure was successfully applied to the determination of carmine
food dye in spiked commercially available strawberry flavored milk. The method was
extended to the determination of CA in candies and results were in agreement with that
obtained by spectrophotometric comparison method. Cyclic voltammogram of CA in
2.0 B-R buffer electrolyte was obtained on HMDE at pH 2.0 during the potential scan
from 0.00 mV to 1000 mV vs. Ag/AgCl. From repetitive cyclic voltammograms, one
cathodic peak at about -500 mV and three anodic peaks on the reverse scan at about
between -340 mV - -460 mV were recorded. The influences of some other commonly

found inorganic and organic salts on the determination of CA were also examined.
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1. BOLUM
GIRIS

Karminik asit Homoptera sinifinin Coccoidea familyasindan Kosinil (Dactylopius
coccus Costa) boceklerinin disi olanlarindan elde Uretilen 6nemli bir kirmizi renkli
boyar maddedir [1]. KA’nin rengi pH’a gore degismektedir. KA, pH 3-3,5’da rengi
turuncu, pH 5-5,5’da kirmiz1 ve pH 7-7,5’da mor renklidir. Al/Ca kompleksleri koyu

kirmizi renklidir. Bu koyu kirmizi renkli kompleks Carmine ismini alir [2].

Kosineal (C2H20013), (Cl Natural Red 4), 7-D-glukopiranozil-3,5,6,8-tetrahidroksi-1-
metil-9,10-dioksoantrasen-2-karboksilik asit yapisinda olup antrakinon sinifindan bir
renklendiricidir. Kosineal ekstrakti, kosinealin alkolli ekstraktindan alkoliin
uzaklastirilmasindan sonra elde edilen konsantre bir ¢ozeltidir. Baslica renk maddesi

karminik asittir.

Kosineal, zamanla bozulmaya kars1 dayanikli, dogal ve suda ¢oziinebilen bir
renklendiriciye verilen addir. Kosineal, 1s18a ve 1siya karsi oldukga stabil olup, biitiin
dogal boya maddeleri igerisinde oksidasyona en dayanikli ve bazi sentetik gida

boyalarindan daha fazla kararlidir [3].

Kimyasal ismi:7-a-D-Glukopiranozil-9,10-dihidro-3,5,6,8-tetrahidroksi-1-metil-9,10
dioksoanthrasen karboksilik asidir (Sekil 1.1). Kapali formuli CyH20013, molekil
kitlasi 492,38 g/mol, erime noktas1 120 °C karminik asit suda, alkolde, eterde
¢ozilinebildigi gibi asit ve alkali ¢ozeltilerde de ¢oziiniir. Sudaki ¢ozlintirligi 0,13g/100
cm®, piridindeki 3,34 /100 cm®diir. 135 °C nin iistiindeki sicakliklarda stabil degildir,

bozunur.



Sekil 1.1. Karminik asidin kimyasal formula [5]

Karminik asidden onceleri kosinil olarak sadece boyarmadde olarak yun ve ipek
boyamasinda yararlanilmistir. Bu amagla ilk olarak Orta ve Kuzey Amerika'daki Aztek
ve Maya toplumlar tarafindan dogal boya olarak kirmizi rengi vermek igin
kullanilmistir [4]. Ulkemizde kullanilan karminik asidin tamamu ithal edilmektedir.
Tekstil boya maddesi olarak kullanilmasinin yan1 sira karminik asit gidalarda da yaygin
olarak kullanilmaktadir. Et {riinleri (salam, sosis, sucuklarda), islenmis kanath
urtinlerinde, deniz drlinlerinde (surumi), iceceklerde (alkolli ve alkolstiz igecekler,
sodalar, kokteyl suruplari, kolalar, fonksiyonel igecekler), unlu mamullerde (biskiviler,
kekler, borekler), regeller ve marmelatlarda, dondurmalarda, meyve sular1 ve meyve
prepatlarinda, sekerlemelerde (aromali sekerler, jelibonlar, lokumlar), kirmizi meyveli
yogurtlarda, bazi soslarda, jelatinli tatlilar ve elma sarabinda kullanilmaktadir. Ayrica
maraska kiraz1 ve domates iiriinleri karminik asit ile parlatilir. Karminik asit; sakiz, hap
ve Oksuruk pastilinde kullanilir. Kozmetik ruj, ana katki maddesi olarak kosineal yaygin
olarak kozmetikte kullanilmaktadir. Ayrica bu pigment, hala organik bir sinek kovucu
olarak kullanilmaktadir [6]. Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu renklendiricileri
gidanin rengini diizelten veya renk vermek amaciyla katilan madde olarak
tamimlamaktadir. Renklendiriciler elde edilis sekillerine gore; dogal renklendiriciler
yapay renklendiriciler olmak Gzere iki temel gruba ayrilir. Dogal bir boyar madde olan

karminik asit kullanimi giiniimiizde yayginlagmustir.

Gida katki maddeleri igerisinde 6nemli bir grubu olusturan gida boyalari, endustrisinde
istenen ve tipik mevcut rengi korumak, artirmak veya modifiye etmek, renk

degisiminin, bozulmasinmi kontrol ederck goriiniisii standart kilmak, siisleyici 6zellik
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kazandirmak, yeni iirlinler olusturmak gibi ¢esitli amaclarla kullanilirlar. Gida boyalari,
diistik kaliteyi yiikseltmek ve tiiketiciyi yaniltmak i¢in kullanilmamali ve sagliga zararl
olmamalidir. Bu ve benzeri amaglarla kullanim, yasal diizenlemeler yoluyla kontrol
altina alinmistir. Gida boyalari, sekerlemelerde, yemek aras1 yenen gidalarda, alkolsiiz
iceceklerde, pastalarda, jelatinli tathilar gibi birgok gidalarda kullanilan Kkatki
maddeleridir. Gida endiistrisinde, teknolojinin geregi olarak, sentetik ve dogal boya
maddeleri kullanilmaktadir. Ancak sentetik gida boyalarinin yasalara uygun sinirlamalar
icinde kullanilmamasi toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasina ve halk saghgini
etkileyebilecek risklerin dogmasina yol agabilmektedir [7]. Deney hayvanlar tizerinde
yapilan toksisite ¢aligmalar1 ve epidemiyolojik kanitlar, belirli sartlar altinda boyalarin

karsinojenik olabilecegini ileri stirmektedir [8].

Tirk Gida Kodeksi Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligin’de kosineal,
karminik asit ve karminler, E-120 Kodu ile izin verilen gida renklendiricileri arasinda
yer almaktadir. Gidalarda kullanilan renklendiriciler tebligi’ne gore karmin kosienal ve
karminik asit kullanimina izin verilen iiriinler ve maksimum kullanim miktarlar1 [9]

Tablo 1.1’ de verilmistir.

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde 300 gida katki maddelerinin tiiketimi arttik¢a, bazi
rahatsizliklarla olan baglantilara yonelik bulgular da ortaya ¢ikmistir. Bunlarin i¢inde en
sikca goriilenleri egzema, astim, bas agrisi, alerjik kasintilar, gastrik rahatsizliklar, ishal,
ozellikle ¢ocuklarda hiperaktiflik ve asir1 duyarlilik (hypersensitivity) vb.’dir [10].
Gunimuzde gida katki maddeleri diizenlemeleri ulusal bir kavram olmaktan ¢ikip,
uluslararas1 boyut kazanmistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida Tarim Orgiitii’niin
(Food and Agriculture Organization-FAO) ortak calismalar1 ile Uluslar arasi Gida
Kodeks Komisyonu (Codex Alimantarius Comission-CAC) olusturulmustur. CAC’nin
alt kurulusu olan Gida Katki Maddeleri Eksper Komitesi; (JECFA- Joint Expert
Commiteeon Food Additives) her yil Gida katki maddeleri ile ilgili yaptiklari
toplantilarda, tiim tilkelere Oneri niteliginde bazi standartlar getirmektedirler [11].
Yapilan aragtirmalar dogrultusunda Gida Katkilari Ortak Uzmanalar Komitesi
(JoinExpert Committe on Food Additives (JECFA) kosineal ekstraktinin ve karminin

kabul edilebilir glinliik alim dozunu (ADI degeri) 5 mg/ kg olarak vermistir.
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Tablo 1.1. Gidalarda kullanilan Renklendiriciler Tebligi’ne gére karmin kosienal ve
karminik asit kullanimina izin verilen bazi {iriinler ve maksimum kullanim

miktarlari

Gida Maddesi (mg/kg) | Gida Maddesi (mg/kg)

Meyve aromali kahvaltilik hububat 200 Aromalandirilmis siit Giriinleri 150
dahil tatlilar

Recel jole ve marmelat 100 Aromalandirilmis islenmis peynir 100

Sosis, salam ve et ezmeleri 100 Surumi 500

Pastirma yerinilebilir dig kaplamalar | ----------- Fiime balik 100

Meyve ve sebze sekerlemeri 200 Kuru patates, hububat veya 200
nisasta bazl ¢erezler

Sekerlemeler 300 Diger gerezler 100

Susleme ve kaplama maddeleri 500 Alkolsiiz aromali igecekler 100 mg/L

Hafif firincilik tirtinleri 200 Aromalandirilms iglenmis peynir 100

Tablo 1.2. Bazi gida boyalarinin kaynaklar1 6zellikleri giinliik alinibilecek miktarlari ve
bazi zararh etkileri [12]

Katki Maddesi | E Kodu Kaynagi Cozundrluk | Kabul edilebilir Yan etkileri
giinliik alim
miktari
Eritrosin E127 Sentetik iyodin Igeren Suda 0.1 mg/kg. Hiperaktivite,
kirmizi boya ¢Ozundar Giines 15181na
Duyarlilik
PatentMavi V E131 Sentetik mavi renk Suda 5 mg/kg. Alerjik
¢odzlnar reaksiyonlar
Karmin, E120 Dogal kirmiz1 gida. Suda 5 mg/kg Hiperaktivite,
Karminik asit boyasi Dactylopius cozunar Alerjik
Kosinal coccus boceklerden reaksiyonlar
ekstrakte edilir

Karminik asit ile yapilan ¢aligmalar sonucunda Lucas ve arkadaglarinin yapmis oldugu
baz1 galismalar sonucunda karminik asidin alerjen oldugunu tespit etmislerdir [13].
Yapilan bir diger calismada karminik asitin canli DNA’s1 ile etkileserek kanser
hiicrelerinin gelismesine sebep oldugu belirtilmektedir [14-15]. Bazi ¢aligmalarda ise
yiyeyeceklerde bulunan karmin ve Karminik asitin bazi alerjik (anaflaktik) reaksiyonlari

hizlandirdig1 ve hiperaktivitenin bir sebebi olabilecegi belirtilmistir [16-18].




Yapilan literatiir arastirmasina gore karminik asitin tayini florimetrik [19],
spektrofotometrik  [20-21] ve kromatografik [22-23] metotlar kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada karminik asitin tayini i¢in florimetrik yontem kullanilmistir.
Tayin araligi 1,23x10°-1,23x10™ pug/mL olarak tespit edilmistir. Tayin siur1 10.92 ng
mL ™ olarak bulunmustur [19]. Karminik asitin spektrofotometrik tayini icin yontem
gelistirilmis ve gelistirilen yontem kan plazmasi ve meyve sularina uygulanmstir.
Gelistirilen yontemin konsantrasyon araligi 1.5x10°-14x10°mol/L olarak tespit
edilmistir [20]. Nevado ve arkadaglari ard arda ti¢ gida boyasinin (E-123 (Amaranth), E-
124 (Ponceau 4R) ve E-120 (karminik asit) tayinini spektrofotometrik yontem
kullanarak gergeklestirmistir [21]. Karminik asit i¢in kalibrasyon grafigi en yiiksek 64
mg/L ‘ye kadar alinabilmistir. Bener ve arkadaslart HPLC ve spektrofotometrik yontem
kullanarak dogal boyalarda bulunan fenolik bilesiklerin (alizarin, karminik asit gibi)
tayinini gergeklestirmiglerdir [22]. Gonzalez, M ve arkadaslar1 kosinaldeki pigmentlerin
ekstraksiyonu ve tayini icin ylksek performansli sivi kromatografisi ve UV GB
yontemlerini kullanmiglardir [23]. HPLC ile yapilan bagka bir calismada siit ve
yogurttaki KA tayini gerceklestirilmistir. Siit ve yogurt numuneleri 5’er dakika 1 mL of
8 mol/L NH4;OH c¢ozeltisi ile muamele edilmis 6 mol/L HCI eklenerek santrifij
yapildiktan sonra LiChroCART RP18 kolonu kullanilarak KA’nin tayini
gerceklestirilmistir [24].

Bugiine kadar yapilmis literatiir ¢aligmasinda karminik asitin elektrokimyasal tayinine
ait iki caligmaya rastlanmistir. Alghamdi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada kare dalga
adsorptif siyirma voltametrisi kullanilarak pH 3 asetat tamponu ortaminda asili civa
elektrot Uzerinde karminik asidin (E-120) tayinini gerceklestirilmistir [25].
Gézlenebilme smirt 1.43 x 107 mol/L ve kalibrasyon grafigi 5 x 107 - 1.25 x 107
mol/L olarak tespit edilmistirler. Gelistirilen metodun uygulamasinda karminik asit
katilmis dondurma ve alkolsiiz igegeklerden geri kazanimi gergeklestirilmistir. Yapilan
bir diger ¢alismada ise diferansiyel puls polarografisi kullanilmis ve gozlenebilme sinir1

5,5x10" pg/mL olarak bulunmustur [26].
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Elektrokimyasal metotlar hem inorganik hem de organik inorganik elektroaktif
ozelliklerin incelenmesinde kullanilmaktadir. Elektroanalitik yontemlerle elektroaktif
maddelerin kantitatif ve kalitatif analizi yapilabildigi gibi elektroaktif olmayan
maddelerin dolayli yolla analizleri yapilabilmektedir. Elektroanalitik tekniklerle ¢ok
kiicik konsantrasyonlarda madde tayinleri yapilabilmekte ve elektrokimyasal
yontemlerin uygulanabildigi sistemler hakkinda, ara yiizeylerdeki yiik aktariminin
stokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim hizi, adsorpsiyon ve kemisorpsiyonun derecesi,
kimyasal reaksiyonlarin hiz ve denge sabitleri gibi bilgileri de igeren ve sistemi
karakterize eden cok fazla sayida bilgiye sahip olunmaktadir. Elektroanalitik
yontemlerden en ¢ok kullanilanlar polarografi, potansiyometri, voltametri, kulometri ve

elektrogravimetri yontemleridir.

Spektroskopik ya da Kromatografik yontemlerde girisim problemlerini azaltmak icin
cozlcu ekstraksiyonu, iyon degisimi gibi zahmetli ve ekonomik olmayan 6n hazirliklar
gerektirmektedir. Bu islemler zaman alicidir ve madde kayiplar1 da olabilmektedir.
Polarografide kullanilan cihazlar kromatografi (HPLC), kiitle spektroskopisi (MS) gibi
yontemlerde kullanilan cihazlardan ¢ok daha ucuzdur. Ozellikle damlayan civa
elektrodu (DCE) kullanilarak yapilan polarografik metotlarla, daha ucuz, daha hizli ve
daha giivenilir analizler yapilabilmektedir. Validasyon farkli pH’ larda ve farkhi
elektrolitlerle caligilarak yapilabilmektedir. Her kullanimdan sonra zahmetli ve uzun
elektrot hazirlama islemlerine gerek yoktur. DCE’un davranisi ge¢misinden
bagimsizdir. DPP ile yapilan ¢alismalarda kullanilan damlayan civa elektrodunda
yiizeyi siirekli yenilendigi icin tekrarlanabilirligi ¢cok yiiksektir. DPP’de tayin sinirlari
10® mol/L siyirma analizlerinde 10™° - 10 ** mol/L’ye kadar ininelebilmektedir [27].



DPP y6nteminin bu 6zelliklerinden dolay1r maddelerin kantitatif ve kalitatif analizlerinin

yapilmasinda diger yontemlere gére daha avantajli olmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci karminik asidin elektrokimyasal 6zelliklerini incelemek; karminik
asitdin tayini icin DPP yontemi ile metot gelistirmek ve ¢esitli ortamlarda (meyveli

seker, cilekli siit ) polarografik ve spektrometrik tayinlerini gergeklestirmektir.



2. BOLUM

ELEKTROKIMYASAL YONTEMLERIN TEORISi

Elektrokimya, maddenin elektriksel davranisin1 ve elektrik enerjisi ile kimyasal tepkime
arasindaki iligkiyi arastiran bilim dalidir. Elektrokimyasal tepkimeler, elektronlarin bir
yerden baska bir yere gegisiyle, elektrokimyasal hiicre adi verilen bir hiicrede olusur.
Elektrokimyasal tepkimelerin olusabilmesi i¢in; analizi yapilacak maddeyi igeren bir
cozelti (elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla iletken ¢Ozelti gereklidir), maddenin
kimyasal doniisiime ugradig1 genellikle ti¢lii olan elektrot sistemi, elektrotlar: birbirine
baglayan c¢evirim sistemi, olmalidir. Maddelerin elektrokimyasal 0zelliklerinden
yararlanarak kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig1 yontemlere elektroanalitik
yontemler adi verilir. Elektroanalitik yontemler, degisik yilikseltgenme basamagina
sahip tarlerin kolayca bulunabilmesi bu y®éntemlerin uygulanmasini saglayan ticari
cihazlarin kromatograflara ve spektrofotometrelere gore ¢ok daha ucuzdur. Genellikle
kimyasal tiirlerin analitik derisimini  belirtmesi gibi ayricaliklara  sahiptir
[28].Elektroanalitik  teknikler —g¢ok diisiik tayin smirlarinda uygulanabilir.
Elektrokimyasal yontemlerin kullanilabildigi sistemler hakkinda, ara yiizeylerdeki yiik
aktarimimnin stokiyometrisi ve hizi, adsorpsiyon ve kemisorpsiyonun mertebesini,
kimyasal reaksiyonlarin hiz ve denge sabitleri gibi bilgileri de bulunduran, ¢ok fazla

sayida sistemi karakterize eden bilgileri icerir [29].

2.1. Polarografi

Polarografi, calisma elektrodu damlayan civa elektrodu (DCE) olan voltametrinin bir alt
birimidir. DCE’ nin yenilenebilir yiizeyi ve genis katodik potansiyel araligindan dolay1
polarografide bircok indirgenebilir ya da yiikseltgenebilir tiirlin tayini yapilabilir.
Polarografi teknigi ile kalitatif, kantitatif analizlerde ve kinetik caligmalarda
kullanilabilr. Bu teknikle bircok elementin yani sira yiikseltgenebilir veya indirgenebilir
fonksiyonel grubu bulunan organik bilesiklerin analizi de uygulanilabilir. Bu klasik
teknik 1922°de Cekoslovak Jaroslav Heyrovsky tarafindan bulunmustur. Polarografide

kullanilan damlayan civa elektrodunda herhangi bir potansiyelde, bu potansiyele ister
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yiiksek, isterse diisiik potansiyellere ulasilmis olsun, aninda tekrarlanabilir ortalama
akimlar yapilabilir. DCE’de her damla ile yeni bir elektrot yiizeyi olusturdugundan
elektrodun davranigi daha onceki durumdan iligkisiz olur. DCE’ nin aksine diger kati
metal elektrotlar, adsorplanmis veya birikmis safsizliklardan dolayr son derece

karasizdir [30].

Bir ¢ozelti icindeki M™ iyonlarmnin damlayan civa elektrodunda indirgenmesi;

M™ +Hg+ne — M (Hg)

Seklinde belirtilir. Cozelti igcindeki M™ iyonlarinin elektroda tasmmasi 3 yolla
gergeklesir.

. Konveksiyon yoluyla taginma; Termik ve mekanik karistirmadan meydana
gelir. Polarogram, ¢ozelti durgun halde iken ve sabit sicaklikta alinirsa bu yolla taginma

Onlenmis olur.

. Iyonik gé¢ (migrasyon); Bu cesit akimlarin analitik agidan bir énemi yoktur.
Calisilan bir ¢ozelti ortaminda eger yeterli miktarda tasiyici elektrolit olmazsa, elde
edilen toplam akimin bir de go¢ bileseni vardir. Bu gd¢ bileseninin kaynag: sistemdeki
elektrotlar arasindaki elektriksel alanda iyonlarin kendi yiik cinslerine gore elektrotlara
dogru hareket etmeleridir. Calisma ortamina elektroaktif madde konsantrasyonunun 10-

100 kat1 arasinda destek elektrolit ilavesiyle go¢ akimi bileseni en aza indirilir.

. Difiizyon; lIyonlarin diflizyon yoluyla elektrot yiizeyine tasimnmasi, elektrot
yiizeyi ile ¢ozelti arasindaki net derisim farkindan meydana gelir. Cozeltiye daldirilan
calisma elektrodunun yiizeyindeki madde, bozunma potansiyeline gelindiginde
indirgenme veya yikseltgenme yoluyla tukenir. Elektrot yiizeyine yakin bolgedeki
elektroaktif maddeler elektrot yiizeyine hizla difiizlenir. Béylece ¢6zelti i¢inden elektrot
yiizeyine dogru bir kiitle aktarimi olur ve akim siddeti artar (difiizyon akimi). Belirli bir
stire sonra elektrot yiizeyi civarinda sabit kalinlikta bir difiizyon tabakas1 meydana gelir.

Bu noktadan itibaren elektrot ylizeyinde tepkimeye giren tirler ancak diflizyonla



taginacaga icin akim diflizyon kontrollii olur ve sabit kalir. Bu nedenle yukarida
belirtilen sartlar olusturularak konveksiyon ve iyonik goé¢ yoluyla kiitle aktarimi
Oonlenmis olur. Diflizyon yolu ile tasmip elektrot ylizeyinde indirgenen ya da
yukseltgenen bir madde icin elde edilen potansiyel akim egrileri polarogram olarak
adlandirilir. Polarografide akim, ¢alisma elektrodu Uzerinde maddelerin indirgenmesi
veya yiikseltgenmesi sonucunda meydana gelir. Indirgenmeden dolay1 olusan akima
katodik akim, yikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim adi verilir. Belli
bir potansiyelden sonra akimin sabit kaldig1 bir plato bolgesine ulasilir. Bu akima sinir
akimi adi verilir. Elektrot tizerinde reaksiyon olmadig1 zamanda kiigiik de olsa bir akim
gbzlenir. Bu akima da artik akim adi verilir. Sinir akimi ile artik akim arasindaki
yiikseklik dalga yiiksekligidir. Dalga yiiksekligi, elektroaktif maddenin konsantrasyonu
ile dogrusal olarak artar. Bu 0Ozellik nedeniyle polarografi kantitatif analizlerde de
uygulanabilmektedir. Akimin, sinir akimi degerinin yarisina esit oldugu potansiyel yari
dalga potansiyeli olara adlandirilir. Yar1 dalga potansiyeli Eq/, ile gosterilmektedir. E;f
degeri genellikle elektroaktif maddenin konsantrasyonu ile iligkli olmamasina karsin
standart yar1 hiicre potansiyeli ile yakindan iliskilidir. Yar1 dalga potansiyelinin her
madde i¢in Kkarekteristik olmasindan dolay1r polarografi kalitatif analizlerde de
uygulanabilmektedir. Polarografide diflizyon kontrollii sinir akimindan baska kinetik ve
adsorpsiyon kontrollii akimlara da gozlenir. Kinetik akim, elektroaktif maddenin bir
kimyasal reaksiyon sonucu olusmasi ile olusur. Elektroaktif maddenin konsantrasyonu
kimyasal reaksiyonunun hizi ile kontrol edildigi i¢in bu akima kinetik akim olarak
adlandirilir. Bazen de akim, elektrot yiizeyine elektroaktif maddenin, Uriniin veya
ortamda bulunan diger maddelerin adsorpsiyonu ile kontrol edilir. Bu akimada

adsorpsiyon akimi olarak adlandirilir [31].

2.1.1. Dogru akim polarografisi

Onceleri normal polarografi; cok sayida inorganik ve organik tiiriin kantitatif tayininde
kullanabiliniyordu. Ancak 1960’ larda spektroskopik yontemlerin ortaya ¢ikmasi bu
teknigin gelistirilmesi zorunlulugunu getirmistir. Yapilan birka¢ temel gelisme
sayesinde bu metodun duyarliligt ve seciciligi biiyiikk oranda yiikseltmistir.

Polarografide ticlii elektrot sistemi kullanilir:
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* Calisma elektrodu; damlayan civa elektrot (DCE)
* Referans elektrot; doymus kalomel elektrot (DKE) veya Ag /AgCl elektrot
* Karsit elektrot; platin elektrot (Pt)

Polarografik analizin temelinde analiz edilecek olan ¢ozeltideki indirgen ve yikseltgen
maddelerin uygulanan gerilim taramasi karsisinda akim degerindeki degisim vardir.
Ayni sisteme hem gerilim uygulamak ve ayn1 zamanda olusan akimi 6l¢gmek i¢in ikili
(DCE - DKE) veya ucli elektrot sistemi uygulanilabilir. Calisma elektrodu damlayan
civa elektrodu (DCE) polarize ve iizerindeki hidrojen asir1 gerilimi oldukga yliksek olan
bir elektrottur. Bu elektrodun potansiyeli zamanla dogrusal olarak degistirilir. Referans
elektrot olarak cogunlukla doymus kalomel elektrot (DKE) kullanilir. Potansiyeli deney
stiresince sabit kalir. Bu elektrodun direnci yliksektir ve {izerinden akim gegmez. Biitiin
akim karsit elektrot iizerinden ¢alisma elektroduna (DCE) taginir. Karsit elektrot olarak
ise genellikle platin elektrot kullanilir. Karsit elektrot, kaynaktan gelen akimi ¢ozelti
lizerinden calisma elektroduna tasinir. Uglii elektrot sisteminde; potansiyel ¢alisma
elektrodu ile referans elektrot arasina uygulanir, akim ise calisma elektrodu ile karsit
elektrot arasinda Olgiiliir. Boylece calisma ile referans elektrot arasinda akim olugmaz.
Ciinkii referans elektrodun potansiyeli kiigiik akimlarda sabittir ancak akim arttiginda
potansiyel sabit kalmaz. Uglii elektrot sisteminin kullanilmasi ile ayni sistemde hem

gerilim uygulanabilir hem de olusan akim gozlenebilir.

Polarize elektrot (DCE) uygulanan potansiyeli elektrot reaksiyonu hizinda bir degisiklik
olmadan takip eder. Polarize olmayan elektrodun (DKE) potansiyeli degismez, akimdan
ve uygulanan potansiyelden etkilenmez. Eger polarografi hicresinde bulunan
elektrotlardan biri polarize olabilen, digeri polarize olmayan elektrot ise hiicre
potansiyeli uygulanan potansiyel kadar degisir. Polarografide bu iki elektrot arasina
sabit bir hizla artan potansiyel uygulanirken, -elektroaktif tlriin indirgenme
potansiyelinde (veya yiikseltgenme) olusan akim ol¢iiliir. Gozlenen bu akim elektroaktif
tiirtin derisimiyle orantili oldugundan kantitatif tayine olanak verir. Bu akim-potansiyel

iliskisi Sekil 2.1’de gosterilmistir. Bu egriye polarogram adi verilir.
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Sekil 2.1. Normal polarografide gozlenen akim-potansiyel egrisi [32]

2.1.2. Normal puls polarografisi

Normal puls polarografisinde elektroda uygulanan potansiyel pulslar faradayik akimin
olmadig1 baslangi¢ potansiyelinden itibaren artan genliklerle uygulanir. Pulslar arasinda
elektrot, analitin reaksiyonunun olmadig: sabit bir potansiyelde tutulur. Pulsun genligi
her bir damlada dogrusal olarak artirilir, puls uygulandiktan 40 ms sonra akim ol¢iiliir ki
bu anda yiikleme akimi yaklagik 0’ dir dir. Ek olarak kisa puls siiresinden dolay1
diftizyon tabakasi dogru akim polarografisindekinden (DC) daha incedir ve bdylece
faradayik akim en yuksektir Alinan polarogram sigmodial seklindedir ve sinir akim
Cotrell esitligindeki gibidir (Esitlik 2.1 ) [33].

ii= nFADYC (2.1)

Normal puls polarografisi DC’den 5-10 kat daha hashasdir. Normal puls
polarografisinin kati elektrotlarda kullanimi daha avantajli olabilir. Bu polarografide
taramanin biiylik kismi boyunca diisiik baglangi¢ potansiyeli kullanilmasi, elektrot
yiizeyini kirletici problemleri azaltir (adsorblanmig reaksiyon {irlinlerine ragmen).
Ayrica Barker ve Gardner [34] tarafindan gergeklestirilen calismaya gore normal puls

polarografisinin polarografik olmayan (Pt disk gibi) elektrotlara da uygulanabilecegini
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bulunmustur. Normal puls polarografisi 0Ozellikle c¢evresel Orneklerdeki diisiik
derigimlerdeki organik maddelerin ve agir metallerin 6l¢iimii i¢in analitik ara¢ olarak

yaygin sekilde kullanilmaktadir [35].

2.1.3. Diferansiyel puls polarografisi

1960’ larda normal polarografi, bir¢cok laboratuarda analitik bir ara¢ olarak 6nemini
yitirmistir. Bunun en Onemli nedeni, oldukca diisiik miktarlardaki tayinlerin
gergeklestirilebildigi spektroskopik tekniklerin ortaya cikmasiyla bu yontemin geri
planda kalmasiydi. Normal polarografi ile yapilan analizlerde tayin siniriin yeterince
iyl olmamasiin nedeni; elektrottaki elektriksel ¢ift tabakanin yiiklenmesinden olugan
yiikleme akiminin, faradayik akima gore oldukg¢a biiyiik olmasidir. Eger yilikleme
akiminin Olgiilen toplam akim igindeki katkis1 azaltilirsa, daha kii¢iik degerdeki
faradayik akimlar 6lgiilebilir hale gelebilir ve bdylece yontemin hassasiyeti arttirilabilir.
Polarografik yontemlerin duyarlilifint gelistirmek amaciyla puls ve diferansiyel puls
teknikleri gelistirilmistir [36] (Sekil 2.2). Diferansiyel puls polarografi cihazlarinda
kullanilan uyarma islemini gostermektedir. Burada her bir damlaya belli genlikte
potansiyel pulslar1 uygulanarak faradayik akim orami arttirilmaktadir. Civa damlasinin
omrindn son 50 ms’si iginde 50 mV’ luk bir puls uygulanir. Burada damla ile puls
arasinda uyum saglamak icin, damla Onceden belirlenen anlarda mekanik olarak

azaltilir.

i Damla
! siiresi

Zaman

Sekil 2.2. Diferansiyel puls polarografisinde kullanilan uyarma sinyali [32]
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Sekil 2.2 te gorildiigii gibi potansiyel taramasi siiresince, civa damlasina uygulanan
sabit genlikteki pulstan iki tane akim 6l¢limii yapilmaktadir. Bunlardan birincisi, dogru
akim pulsundan 16,7 ms 6nce (S;) , digeri ise puls bitiminden 16,7 ms once (S4) yapilir.
Puls basina akimdaki fark (Ai) dogrusal olarak artan (taranan) potansiyelin fonksiyonu
olarak kaydedilir. Elde edilen diferansiyel egri pik seklinde olup yiiksekligi derisimle
orantilidir. Normal polarografide S egrisi elde edilirken diferansiyel puls
polarografisinde pik bulunur. Bunun nedeni S egrisinin yiikselen kisminda Ai artarken,

plato bolgesinde akimin sabit olmasi dolayisiyla Ai = 0 olmasidir.

DPP normal puls polarografisine benzerdir, angak, farkli yonleri de vardir.

a) Damlanin biiylimesi boyunca uygulanan temel potansiyel, damladan damlaya
degiskendir, dogrusal olarak artig gosterir.

b) Dogrusal olarak artan potansiyele bindirilen puls yiiksekligi 10-100 mV arasinda
degisebilen, ancak her damlaya ayni olarak uygulanan bir degerdir (Sekil 2.3).

¢) Her bir damlanin yasam dmrii boyunca iki akim &lgiiliir. ilki puls uygulamadan énce
ikincisi ise damla maksimum biiyiikliigiinde iken diismeden hemen dnce 6l¢lir (Sekil
2.4).

d) Olgiilen bu iki akim arasindaki fark [8i= i(t) — i(f)] potansiyele kars1 grafige gecirilir.
Yonteme verilen ad diferansiyel akim dl¢timlerinden tiiretilmistir. Puls genligi (yaklasik
50 ms) ve damlanin biiyiimesi i¢in bekleme periyodu (0,5-4s) normal puls metodundaki

ile esittir.

s [T

10—100mv | 2
_l \& Damla diigmesi

< 05—4s —>

J1

Damla diis‘r'ne si

1
— fe—

Sekil 2.3. Diferansiyel puls polarografisinde her damla i¢in potansiyel polarogrami [27]
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Sekil 2.4. Diferansiyel puls polarografisinde tek bir damlanin gelisimi [27]

Diferansiyel puls polarogramiin bir ayricaligida, yar1 dalga potansiyelleri 0,04 V ile
0,05 V kadar farkli olan maddeler igin bile pik maksimumlar1 elde edilmesidir. Oysaki
klasik ve normal puls polarografisi i¢cin dalga potansiyel farki en az 0,2 V olmalidir,
aksi takdirde dalgalarda iyi bir ¢6zim elde edilemez. Ancak daha da o6nemlisi,
diferansiyel puls polarografisi yontemin hassasiyetini arttirir. Diferansiyel puls
polarografisinin yuksek duyarligi iki sebebi vardir. Bunlardan birincisi, faradayik
akimin artmasi, ikincisi ise kapasitif akimin artmamasidir. Birincisini agiklamak igin,
potansiyel aniden 50 mV arttirildiginda elektrodu c¢evreleyen ylizey tabakasinda
meydana gelen olaylar1 inceleyelim. Bu tabakada elektroaktif bir tiir var ise, analit
derisimini yeni potansiyel tarafindan istenen seviyeye azaltacak bir akim artig1 gozlenir.
Fakat bu potansiyel i¢in gerekli olan denge derisimine ulasilinca, akim difliizyonu
karsilayacak bir seviyeye diiser ki, buna diflizyon kontrollii akim denir. Klasik
polarografide baslangigtaki bu akim artis1 gdzlenmez, ¢ilinkii 6l¢timiin yapildigi siire, bu
anlik akimin siiresinden biiyiiktiir. Diger taraftan puls polarorafisinde akim 6l¢iimii, bu
akim artig1 tamamen sona ermeden Once yapilir. Boylece oOlgiilen akim hem difiizyon
kontrollii bir bileseni hem de yiizey tabakasindaki derisimi Nerst Esitligi’nin
gerektirdigi bir degere indirecek bir bileseni igerir. Yani toplam akim difiizyon
akimindan birkag kat daha biiyiiktiir. Damla diisiince, ¢Ozeltinin yeniden analit
yoniinden homojen hale geldigine dikkat edilmelidir. Dolayisi ile verilen herhangi bir
potansiyel degerinde, her bir potansiyel pulsuna eslik eden benzer bir akim artis1 olur.

Elektroda potansiyel pulsu ilk uygulandiginda, damla {izerindeki yiik arttig1 igin
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faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma gozlenir. Bu akim zamanla iistel olarak
azalir ve yiizey alanmin ¢ok az degistigi damla dmriiniin sonuna dogru sifira yaklagir.
Dolayistyla akimi bu anda 6lgmek sureti ile faradayik olmayan artik akim biiyiik oranda
azaltilir ve sinyal/giiriiltii oran1 da artar. Bunun sonucunda duyarlilik artar. Diferansiyel
puls polarografisinde tersinir elektrot reaksiyonlarinda 1x10® mol/L, tersinmez elektrot
reaksiyonlarinda ise 5x10°® mol/L madde tayini yapilabilmektedir. Destek elektrolit
derisimi normal puls polarografisine gére daha az olup 1x102 mol/L yeterlidir.
Diferansiyel puls polarografisi tekniginin normal puls polarografisinden farki burada
puls genliginin sabit olmasidir ve belli bir siirede dogrusal olarak artan bir potansiyel
izerine bindirilmistir. Puls genligi 50-100 mV olabilir. Diferansiyel puls
polarografisinde puls uygulamasimnin damla sonuna dogru yapilmasinin nedeni damla
bliylikliigliniin maksimum oldugu anda faradayik akimin da maksimum, kapasitif
akimin ise minimum olmasidir (Sekil 2.5). Ayrica pulslar damlayan civa elektroduna

damlama suresinin sonuna dogru uygulandig i¢in puls siiresi iginde elektrodun alani

cok az degisir.
1 1
Drop fall
Diamila didgmesi
Faradayik alam t > Yiikleme akim t >
1
Drop fall
Toplam alam t—

Sekil 2.5. Damlayan civa elektrodunda damla 6mriine gore faradayik ve
kapasitif akimin kiyaslamasi [27]
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2.1.4. Polarografide nitel analiz

Polarografi c¢aligmalarinda uygulanan potansiyele karsi Olgiilen akim grafige
gecirildiginde elde edilen S-dalgasindan nitel analiz yapilir. Dalga yiiksekliginin
yarisina karsilik gelen potansiyele (Igr'ye karsilik gelen potansiyel) yar1 dalga
potansiyeli adi verilir ve Ejp, ile gosterilir. Polarogramlardan olgllen Ej, degerleri,
belirli bir ortamda her elektroaktif madde i¢in nitel bir 6zellik tagir. Eger iki ayr1 tiirlin
Eir’leri ayn1 ortamda ayni ise, yani pikleri oOrtiisliyorsa, destek elektrolit ya da pH’ nin
degistirilmesiyle veya komplekslestirici ilavesiyle bu pikler birbirinden ayrilabilir.
Voltametride akim potansiyel iliskisi ilk kez Ilkovig ve Heyrovsky tarafindan
tiiretilmistir ve bu esitlik “Heyrovsky-Ilkovi¢ Esitligi” olarak bilinir:

E=Ewp+ = == (2.2)
Burada;

E : Uygulanan potansiyel (mV)

E1 : Yar1 dalga potansiyeli (mV)

1: Akim siddeti (nA)

ig : Diflizyon akim1 (nA)

n : Aktarilan elektron sayisi

F : Faraday sabiti (96500 C/mol)

Olgiilen akim siddeti i, difiizyon akimmn yarisina esit oldugunda yani i = igp
oldugunda; log[ (ig — 1) / i ] = 0 olur. Bunun sonucunda da E = Ejj; olur. Yar1 dalga
potansiyeli E;/, belirli bir tiir i¢in sadece ortamin pH’ sina ve destek elektrolitin cinsine
bagli iken. Elektroaktif maddenin derisimine bagl degildir. iki elektroaktif maddenin
birbirinden ayrik polarografik dalga verebilmeleri i¢in bunlarin E;/, degerleri arasinda
100 mV’ tan fazla bir farkin olmasi gerekir. Bu farkin 100 mV’ tan daha az oldugu
durumlarda iki dalga birbiri ile ortiisiir. Ortiisen dalgalar ortamin pH’ sin1 veya destek
elektrolit tiiriinii degistirerek ya da ortama analizi yapilacak maddelerden biri ile

kompleks olusturabilen bir ligand ekleyerek birbirinden ayrilabilir.
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2.1.5. Polarografide nicel analiz

“Polarografide diflizyon akimi, siir akimi ile artitk akim arasindaki farktir ve
blytlikligl elektroaktif tiirtin derisimi ile dogru orantilidir. Ayrica polarografik ve
voltametrik analizlerde analitin ithmal edilecek kadar az kismi elektrolizlendiginden,
madde tiiketimi s6z konusu degildir. Bu ylizden diflizyon akimi nicel analizde kullanilir.
Ilkovig difiizyon akiminin nelere bagl oldugunu incelemis ve

lg = 607 n D¥?m?*t¥6 (2.3)
denklemini tiiretmistir. Burada;

lg : Diflizyon akimi1 (pA)

D : Difiizyon katsayisi (cm?/ s)

m : Civa akis hizi (mg/s)

t : Bir damlanin kopma siiresi (s)

C : indirgenen maddenin derisimi (mmol/L)

n : Aktarilan elektron sayisi

Belirli bir analit i¢in sabit sartlarda (sicaklik, civa akis hizi, damla 6mrii)
k =607 nDY2m?3 ¢ olup akim sadece derisime bagl olur ve derisimle akim arasindaki

iliski agsagidaki formiilde verildigi gibi sadelestirilebilir.
lg=lg=k.C (2.4)
Polarografide nicel analiz igin asagidaki yontemler kullanilir;

Dogrudan karsilastirma yontemi: Tayini yapilmak istenen analitin bilinen derisimde bir
cOzeltisi hazirlanir (standart c¢ozeltisi) ve polarogrami alinir. Daha sonra derigimi
hesaplanmak istenen ¢dzeltinin polarogrami aliir. Her iki polarogramdan elde edilen

difiizyon akimlar1 karsilastirilir ve orant1 yolu ile bilinmeyen derisim hesaplanir.

Kalibrasyon grafigi yontemi: Tayini yapilmak istenen analitin saf hali alinip bundan
bilinen derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlanir. Daha sonra her birinin polarogrami

alinir ve difiizyon akimlan 6l¢iiliir. Derigsimlere karsilik gelen difiizyon akimlar1 grafige
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gecirilerek kalibrasyon dogrusu elde edilir. Bilinmeyen derisimdeki ¢ozeltinin de
polarogrami alinarak difiizyon akimi olgiiliir ve elde edilen bu akim degerine karsilik

gelen derigim kalibrasyon dogrusundan hesaplanir.

Standart ilave yontemi: Tayini yapilmak istenen analit ¢zeltisinin polarogrami alinip
difiizyon akimi Olgiiliir. Daha sonra bu analit ¢Ozeltisine, ayn1 maddenin bilinen
derisimdeki ¢ozeltisinden bilinen hacimlerde ilaveler yapilarak her ilaveden sonra
polarogramlar alinir. Difilizyon akimlar1 Olgiilerek derisime karsi grafige gecirilir. Elde
edilen dogrunun derisim eksenini kestigi noktanin akim eksenine olan uzakligi

bilinmeyenin derigimine karsilik gelir [37].

I¢ standart ilave yontemi: Ig¢ standart, bir analizde belirli miktarda numuneye ve
kalibrasyon standartlarina ilave edilen maddedir. Bu yontemle hem sistematik hem de
rastgele hatalarin giderilmesi miimkiindiir. Gerek kalibrasyon dogrusu yontemi ile
calisirken, gerek standart ekleme yontemi kullanilirken civa kolonunun yiiksekligi, yani
ctvanin kapilerden akis hizi degistirilmemelidir. Kalibrasyon dogrusu olusturulurken
ortamin ayni iyonlar1 icermesine dikkat edilmelidir. Standart ekleme y&ntemi
kullanilirken bazen ortama derigimi bilinen bagka bir iyon eklenir ve bu i¢ standardin
diflizyon akimi ile bilinmeyen derisimdeki maddenin difiizyon akimlar1 birbiriyle
karsilastirilir. i¢ standart ekleme yontemi ile iki kez polarogram elde etmek yeterlidir.
Ozellikle karisimlarin analizinde, i¢ standart ekleme yontemi kullanmak daha uygundur.
Sabit miktarda i¢ standart ve degisen miktarda analizi yapilacak madde iceren bir dizi
cozelti ile kalibrasyon dogrusu da olusturulabilir. Bu dogrunun analizde
kullanilabilmesi i¢in i¢ standardin kantitatif analizin yapilacagi ¢o6zeltiye de ayni
miktarda eklenmesi gerekir. Bu tiir bir yontemin kullanilmasi ile yapilan 6l¢timlerin
ortamin sicakliginda ve viskozitesinde olabilecek degismelerden olusan etkiler 6nlenmis

olur.
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2.2. Doniisiimlii Voltametri (DV)

Doniistimlii  voltametri, elektroaktif maddelerin ¢alisilmasinda en sik kullanilan
metotlardan biridir. Bu metot genellikle bir bilesigin, bir biyolojik materyalin veya bir
elektrot yuzeyinin elektrokimyasal ¢alismasinda ilk basvurulan metottur. Doniistimlii
voltametri sonuglarinin  gegerliligi, genis bir potansiyel araliginda indirgenme-

yiikseltgenme olaylarinin hizli bir sekilde gozlenebilmesidir.

Bir doniisiimlii voltamogram, potansiyel taramasi siliresince calisma elektrodunda

akimin 6l¢iilmesiyle bulunur.

I 1 I 1 ;
02 0.1 0 01 02 EW)

*— Egpa

Sekil 2.6. Ornek DV voltamogrami [38]

Doniisiimlii voltametride ileri yonde tarama yapilirken madde indirgendi ise katodik bir
pik (Epk), geri yondeki potansiyel taramasinda da bu indirgenmis maddenin elektrotta

tekrar ylkseltgenmesinden dolay1 anodik bir pik (Epa) ulusabilir (Sekil 2.6).

Donuistimlil voltametride kapasitif akimin en az oldugu bdlgede calisilir. Duyarlilik 107
ile sirhdir. Yapilan taramanin hizi degistirilebilir. Bunun sonucunda olusan pik
maksimumlarinda, kaymalar ve sekil degisikligi olusabilir. Voltamogramlarda gozlenen

pik sekillerinden, calisilacak maddenin hangi potansiyelde en uygun cevabi verecegi
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anlagilir. Doniigtimlii voltamogramlarin sekli ve yapisinda segilen potansiyel araliginin
yani sira se¢ilen tarama hizi ile yapilan tarama sayisinin da etkisi vardir. Bir doniisiimlii
voltamogramdaki indirgenme yiikseltgenme arasindaki gerilim farki AEp ile ifade edilir.
AEp bu degere yakin ise doniistimlii (tersinir), uzak ise doniisiimsiiz (tersinmez) olarak

tanimlanir.

Bu yontem prensip olarak redoks tepkimelerinin mekanizmalarini arasgtirmak ve
bilesiklerin redoks 6zelliklerini karakterize etmek i¢in kullanilir. Ayrica; biyosentetik
reaksiyonlarin incelenmesinde ve elektrokimyasal olarak sentezlenen serbest
radikallerle ilgili ¢alismalarda, gesitli komplekslerde ve organo metalik bilesiklerde

ligandin veya metal iyonunun 6zelliklerini agiklamak i¢in kullanilmaktadir [39].

Doniisiimlii  voltamogramlarin  ayrintili  incelenmesi ile bir sistemin hangi
potansiyellerde ve ka¢ adimda ylkseltgenip indirgendigini, elektrokimyasal agidan
tersinir olup olmadigini, indirgenme ya da yukseltgenme drinlerinin kararli olup
olmadigini, elektrot tepkimesinde rol alan maddelerin yilizeye tutunup tutunmadiklarini
kolayca tespit etmek mimkindir AEp degerleri elektrot tepkimesinin hiz sabitinin bir

Olcusadar.

Tersinir Sistemler

Elektroaktif madde ile {riin arasinda dengenin hizli kuruldugu sistemlere tersinir
sistemler olarak adlandirilir. Elektrot tepkimesinin hizini belirleyen iki unsur vardir.
Bunlar; elektron transferi ve kiitle tasimasidir. Bir elektrot tepkimesinin tersinir olup

olmadigini belirleyen en temel unsur, elektron transfer isleminin hizidir [40].

Tersinir sistemlerde potansiyel tarama hizi ileri yonde artirilarak, belli bir potansiyelden
sonra siir akimina ulagilir. Bu noktadan sonra akim potansiyel ile degismez. Potansiyel
taramasi ters yonde yapildiginda anodik pik gozlenir [41]. DV verileri ile tepkimenin
tersinirlik testi yapilabilir. DV’ de tersinir tepkimeler i¢in pik akimi Randles-Sevcik

esitligi ile bulunur;
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l, = 2,69x10° n® A D2 C v (2.5)

Bu esitlikte, I, pik akimi (amper); n, alinan-verilen elektron sayisi; A, elektrot yiizey

alan1 (cm?); D, difiizyon katsayisi (cm?/s); C, konsantrasyon (mol/cm?®); v, tarama hizi

(VI/s) olarak verilir [31]. Bu esitlige gore ¢izilen I, - V2 grafigi dogrusal ve orjininden
geciyorsa sistem tersinirdir. Tersinir bir reaksiyonda anodik ve katodik pik akimlar
yaklasik olarak birbirine esittir. Gergekte ise tersinir bir reaksiyonda katodikpik akimi
anodik pik akimindan biraz yiiksektir. Bunun nedeni de elektroliz sirasinda elektrodun
ylizeyinde indirgenmis olan elektroaktif maddenin bir kisminin ¢ozeltiye dogru
diftizlenmesidir [39].Tersinir sistemlerin birgogunda eger transfer edilen elektron sayisi
(n) biliniyorsa, bir doniisiimlii voltamogramdan bir¢cok bilgi elde edilebilir. Eger
calisilan ortam i¢inde iki elektroaktif tiir bulunuyorsa veya elektroaktif madde iki
basamakta yukseltgeniyor veya indirgeniyorsa, indirgenme ve yikseltgenmeye ait
tarama bolgesinde iki pik goralir. Boyle bir sistem tersinir ve her bir elektron transfer
basamagindaki n degerleri aym ise pik akimlar1 esit ylikseklikte olur. Normal
polarografik ve voltametrik sonuclar1 kullanarak hizli bir elektron transferinden sonra
nispeten yavas tersinir veya tersinir olmayan bir kimyasal reaksiyonun varligini fark
etmek miimkiin degildir. Doniisiimlii voltamogram ise bdyle eslesmis bir kimyasal
reaksiyonun varligimi ilk bakista gdosterir. Ciinkii eger boyle bir durum varsa ve
baslangic maddesi de elektroaktif ciftin yilikseltgenmis tiirii ise, anodik pikin
yiiksekliginden bir miktar daha azdir ya da anodik pik goézlenmez. Yine aym sekilde
doniisimlii bir voltamogramdan, hizli bir elektron transfer reaksiyonundan once

gerceklesen nispeten yavas bir kimyasal reaksiyonun varligi da fark edilebilir [40-41].
Tersinmez Sistemler

Eger madde elektrotta tersinmez olarak indirgenir veya ylikseltgenirse, elektrot
yiizeyindeki elektron transfer mekanizmasi, yiiksek bir aktivasyon enerjisine sahip
yavas bir basamagi igerir. Bu nedenle, elektrolizin meydana gelebilmesi icin elektroda
fazladan bir potansiyel uygulanmalidir. Tersinmez sistemlerde elektron aktarim hizi
yavas oldugu icin Nerst esitligi kullanilmaz. Bu durumda ters tarama yoninde

yukseltgenme piki olusmaz. Ayni durum, elektron aktarim basamagini takip eden ¢ok
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hizli bir kimyasal tepkime i¢in de gecerlidir. Olusan {iriin hizli bir sekilde baska bir

maddeye doniisecegi i¢in anodik pik gozlenmeyebilir.
Doniisiimlii Voltametride Tersinirlik Testleri

DV’ de bir elektrot reaksiyonunun tersinir olup olmadigini belirlemek i¢in bazi kriterler

vardir [42]. Bunlar asagida 6zetlenmistir:

Tersinir elektrot reaksiyonlari i¢in kriterler ;
1. AEp= |Ta/ Ik | =1
2.AEy=Ep-Ex=0059/nV

3. Epkveya Epa v’ dan bagimsizdir.

4. lpk veya lpa, v ile dogrusal olarak degisir.

Bir sistemin tersinir olmasi i¢in yukaridaki kriterlerin hepsinin gegerli olmasi gereklidir.
I, ve Ep’ nin v ile iliskisi yeteri kadar genis bir tarama hiz1 aralifinda test edilmelidir.
Yukaridaki kriterlerden biri veya birkac1 gecerli degilse elektrot reaksiyonu ya

tersinmez ya da kabul edilenden daha kompleks bir mekanizmaya sahiptir.

Tersinmez elektrot reaksiyonlart i¢in kriterler;

1. ok, v2ile dogrusal olarak degisir

2. Anodik pik gozlenmez.

3.. Ep- Ep2=0,048 /an V’ tur

4. Epk 25°C’ de tarama hizindaki 10 birimlik artmada -30/ n mV’a kadar kayar

Tersinmez sistemlerde yukaridaki kriterlerin tiimiiniin saglanmas1 gereklidir.
Yar - tersinir elektrot reaksiyonlar1 i¢in kriterler;

1.1, v"2ile artar ancak dogrusal degildir.

2. lpa ! Ik =17 dir (eger ox = 0a = 0,5 ise).

3. AE, ,0,059/n degerinden oldukga biiyiiktiir ve tarama hizinin artisi ile artar.

4. Epk, v’ nin artmasi ile negatif degerlere kayar.

23



Bazi durumlarda bir elektrot tepkimesini izleyen c¢ozelti tepkimesinin {iriinleri de
elektroaktif ise doniisiimlii voltamogramlarda bunlara ait pikler de gozlenir ve bdylece

elektron aktarimina ait olayin mekanizmasi aydinlatilabilir.

DV’de Elektrot Yiizeyindeki Adsorpsiyonun Incelenmesi

Coziinmiis ve Adsorbe Olmus Tiirlerin Elektroaktif Oldugu Durumlar

Bu durum ig¢in kiitle transferiyle ilgili kismi diferansiyel denklemler kullanilacag: igin
matematiksel tliretmeler olduk¢a karmasiktir. Burada ya sadece adsorbe olmus
reaktantin (O) veya sadece adsorbe olmus iiriiniin (R) tersinir elektron transfer

reaksiyonu durumlar1 incelenmektedir.

a) Reaktantin (O) Kuvvetli Adsorbsiyonu:

Adsorbe olmus O’ dan dan dolay: reaktan sonra arka pik gozlenir [43]. Bu arka pikin
ortaya ¢ikma sebebi, adsorbe olmus tiiriin ¢ozeltideki tiire gére daha kararli olmasidir.
Bu durumun genel tartismas: iiriiniin (R) adsorpsiyonunda yapildig1 gibidir. ileri
taramadaki difuzyon piki, O’ nun adsorpsiyonundan etkilenmez. Clnku tarama
baslamadan dnce elektrot yiizeyinden her uzaklikta Co(x,t)=Co dur ve adsorpsiyon
dengesine ulasildig1 kabul edildigi i¢in difiizyon dalgasi degismez. Coziinmiis “O” nun
indirgenmesi muhtemelen hem serbest ylizeyde hem de adsorpsiyon tabakasinda
meydana gelir. Bu arka pikin sekli paraboliktir ve bir onceki bolimde tartisilan
adsorpsiyon dalgasinin 6zelligini gosterir.

Adsorpsiyonun siddetli olmamasi halinde ise, adsorpsiyon piki, diflizyon piki ile
cakisacagindan dolayi, adsorpsiyon olup olmadigini anlamak igin baska bir yonteme
bagvurulur. Bu yonteme gére, log i, degerleri, log v’ ye kars1 grafige gegirilir. Uriin veya
analit, elektrot ylizeyine adsorbe oluyorsa, DV’ de pik akim1 tarama hizinin karekdkii ile

orantili olarak degismez ve log i,’nin log v ile degisiminin egimi 0,5’ten farkl olur [31].
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b) Uriintin (R) Kuvvetli Adsorbsiyonu:

Baslangicta elektrot yiizeyindeki konsantrasyon, ana ¢ozelti konsantrasyonu ile aynidir
ve R’ nin adsorpsiyonu sifirdir. Bu durumda, O ve R’nin diflizyon esitlikleri, toplam
madde gocii esitligi, adsorpsiyon izotermi ve adsorpsiyon tersinir kabul edildigi igin
Nernst esitligi ile ¢oziiliir. Bu ¢oziimlerden elde edilen sonuglar sdyle 6zetlenebilir. Bir
on dalga veya On pik gozlenir ki bu pikin davranisi yalniz adsorbe olmus tiirlerin
elektroaktif oldugu durumda gozlenen pikin davranisi ile aynidir [44]. Bu pik diflizyon
kontrollli pikten daha pozitif potansiyellerde gozlenir. Clinkii R” nin adsorpsiyon serbest
enerjisi, O’nun adsorbe olmug R’ ye indirgenmesini, ¢6ziinmiis R’ ye indirgenmesine
gore kolaylastirir. Adsorpsiyon olmadigi durumdaki dalgaya benzemesine ragmen
difizyon dalgasinin sekli degisir (Sekil 2.7). Bu 6n pikin yiiksekligi tarama hiziyla
dogru orantili oldugu icin ve difiizyon pikinin akimi ise tarama hizinin karekokii ile

artt1g1 i¢in (ip)ags /(Ip)aif Oran1 tarama hizi arttikga artar.

- a = h |
|
{
1 3
1

Sekil 2.7. a) Uriiniin kuvvetli adsorpsiyonunda gézlenen 6n pik [36]
b) reaktantin kuvvetli adsorpsiyonunda gézlenen arka pik
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3.BOLUM
DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Polarografi Cihaz
Diferansiyel puls polarografisi (DPP) ve doniisiimlii voltametri (DV) Ol¢limleri igin
BAS model elektrokimyasal analizor (Bioanalytical Systems, epsilon potentiostat/

galvanostat, USA) kullanilmistir.

Cihazinin ana kisimlar1 Resiml 3.1 de gorulmektedir.

Resiml 3.1. BAS model elektrokimyasal analizor

3.2. Hiicre Ve Elektrotlar

Calismada ti¢ elektrotlu bir sistem kullanilmistir. Calisma eloktrodu olarak damlayan

civa elektrodu, referans elektrot olarak Ag/AgCl (3 M NacCl) elektrot kullanilmistir.
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3.2.1. Damlayan civa elektrot

Diferansiyel puls polarografisi c¢aligmalarinda, ¢alisma elektrodu olarak kullanilan
damlayan civa elektrodu ile doniisiimlii voltametri calismalarinda yer alan asili civa
damla elektrodunda kullanilan civa Merck’ ten saglanmistir. Damlayan civa elektrot
cam hiicreye yerlestirilir. Damlayan civa elektrotta damla biyiikligii, civa hazne
yiiksekligi ve kapiler ¢apina baglidir. Damla hizi zaman ayarli mekanik bir vurucu ile
ayarlanir. Bu sekilde 0,5, 1 ve 2 saniye Oomrii olan damlalar olusturulabilir. Tiim

caligmalarda kolon yiiksekligi ve civa haznesi sabit bir yiikseklikte tutulmustur.

3.2.2. Ag /AgCl elektrot

Diferansiyel puls polarografisi ve doniisiimlii voltametri calismalarinda referans elektrot
olarak Ag/AgCl (3 M NaCl) kullanilmistir ve cam hiicre icerisinde bulunan analit

cozeltisine temas edecek sekilde hiicreye baglanmistir.

3.2.3. Karsit elektrot

Platin tel karsit elektrot olarak kullanilmis ve cam hiicre icerisinde bulunan analit

cozeltisine temas edecek sekilde hiicreye baglanmistir.

3.2.4. Azot gazi

Polarogramlarda oksijenin indirgenmesine ait dalgalar gozlenebilir. Bundan dolayr bir
maddenin polarogrami alinmadan oOnce, ortamda ¢oOziinmiis olan oksijenin
uzaklastirilmasi gerekir. Bunun i¢in maddenin ¢6zeltisinden inert bir gaz olan azot gazi

gecirilmistir.

3.3. pH Metre

pH Olcumleri WTW pH/ION 735 (WTW Instruments, Germany ) model dijital pH

metre kullanilarak yapilmistir.
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3.4. Ultraviyole-Gorunar Bélge Spektrometresi

Spektroskopide tayin ¢alismalart UV-VIS Spektrometresi (Perkin Elmer, Lambda 25
USA.) model UV-GB kullanilarak yapilmistir.

3.5. Civanin Temizlenmesi

Damlayan civa elektrodunda kullanilan civa yiiksek saflikta olup Merck'ten temin
edilmistir. Puls polarografisi teknigi ile 1x10® - IxI0”" mol/L madde tayini yapildigindan
kullanilan civanin oldukg¢a saf olmasi gerekmektedir. Bu sebepten dolay1 yiiksek saflikta
civa kullanilmis ve kirlenen civa asagida aciklandigi gibi temizlenmistir. Kirlenen civa
bir behere alindiktan sonra bagetle karistirilarak iizerinden bir siire ¢esme suyu
gecirilmistir. Bir litrelik cam meziire ¢gesme suyu konmus ve iizerindeki ¢esme suyu
uzaklagtirilan civa, meziiriin {ist kisminda tutulan ince platin tel siizgecten gecirilerek
yikanmigtir. Meziirdeki ¢cesme suyu uzaklastirilip, siiziilen civa behere aktarildiktan
sonra ¢esme suyu ile yikama islemi ayni sekilde dort defa tekrarlanmistir. Daha sonra
bir litrelik mezir, 15 mol/L’ ik derisik HNOj3 ¢0zeltisinden 1:5 oraninda (HNO3:H,0)
seyreltilerek hazirlanmig olan 3 mol/L HNO; c¢ozeltisi (civa yikama suyu) ile
doldurulmus ve civa platin tel slizgecten meziir boyunca zerrecikler halinde
stiziilmistiir. Civa yikama suyu ile yikama islemi dort kez tekrarlanmigtir. Temizlenen
civa, platin tel siizgecten gecerek igine saf su konmus olan mezir boyunca zerrecikler
halinde siiziilmiistiir. Bu islem civanin asitligi giderilinceye kadar tekrarlanmistir.
Asitligi giderilen temiz civa bir behere alinmis ve siizge¢ kagidi ile iyice kurutulmustur.
Kurutulan civa, civa haznesine alindiktan sonra herhangi bir safsizlik icerip igermedigi

alinan polarogramlar incelenerek kontrol edilmistir.
3.6. Reaktifler Ve Ozellikleri

Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve biitiin ¢alisma boyunca saf su
kullanilmistir.  Biitiin reaktifler analitik safliktadir. Damlayan civa elektrodunda
kullanilan civa yiiksek saflikta olup Merck’ ten saglanmistir. Kullanilan reaktifler ve

ozellikleri asagida verilmistir:
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Karminik asit: (C22H20013), 492,38 g/mol, Merck

Perklorik asit: (HCIO,), d=I,60 kg/L, %60, 100, 46 g/mol, Merck
Hidroklorik asit: (HCI), d=1,19 kg/ L; %37; 36,46 g/mol, Sigma-Aldrich
Asetik asit: (CH3COOH), d=I,05 kg/ L; %100’lik; 60,05 g/mol, Sigma-Aldrich
Fosforik asit: (HsPO,4), d=1,71 kg/L; 98 g/mol, %85, Riedel

Borik asit: (H3BOs3), 61,83 g/mol, Sigma

Sodyum hidroksit: (NaOH), 40 g/mol, Sigma-Aldrich

EDTA: (C,,H14N2Na,0g.2H,0), 372,24 g/mol, %99-100 saflikta, Sigma
Demir(l)klortr hekzahidrat: (FeCls.6H20), 270,30 g/mol, Merck
Krom(lI)klorur hekzahidrat: (CrCl3.6H,0), 266,45 g/mol, Merck
Kursun(IDnitrat: (Pb(NO3),) , 331,20 g/mol, Merck

Cinko nitrat hekzahidrat: (Zn(NO3)..6H,0), 297,4 g/mol, Merck.
Kadmiyum nitrat tetrahidrat: (CdN,Os. 4H,0), 308,47 g/mol, Sigma-Aldrich
Kobalt (1) nitrat hekzahidrat: (CoN,Og.6H,0), 291,03 g/mol, Sigma-Aldrich
Nikel sulfat hekzahidrat: (NiSO4. 6H,0), 262,85 g/mol, Sigma-Aldrich
Sodyum silfit: (Na,SO3), 126,04 g/mol, Sigma-Aldrich

Magnezyum nitrat hekzahidrat: (Mg(NO3),. 6H,0), 256,41 g/mol, Sigma
Asetonitril: (C,H;N), d=0,78 kg/ L, 41,05 g/mol, Sigma-Aldrich

Etanol: (C,Hg0), d=0,788 kg/ L, 46,07 g/mol, Sigma-Aldrich

Mangan silfat monohidrat : (MnSQO,4.H,0), 169,02 g/mol, Sigma
Kobalt(INnitrat hekzahidrat: (Co(NO3),. 6 H,0) , 291,03 g/mol, Merck
Kalsiyum nitrat tetrahidrat: (Ca(NOs).. 4H,0), 236,15, Sigma

Bakir (Il)nitrat monohidrat: (Cu(NO3),. H,0), 232,5 g/mol, Merck
Criva(ID)nitrat hekzahidrat: (HgN,Og. 6H,0), 342,62 g/mol, Sigma-Aldrich
Sodyum klorur: (NaCl), 58,44 g/mol, Sigma

Sodyum nitrit : (NaNO,), 68,99 g/mol, Merck

Baryum klordr dihitrat: (BaCl, 2H,0), 244,263 g/mol, Merck
Aliminyum Klorlr hekzahidrat: (AlICI3-6H,0), 241,431 g/mol, Merck
Selenyum dioksit: (Se0;),110,959. g/mol, Sigma

Tannik asit: (C76H150s), 1701,2. g/mol, Merck.

Gallik asit: (C7He0s), 170,12. g/mol, Merck.
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3.6.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

0,01 mol/L Karminik asit stok ¢ozeltisi

0,49 g KA katis1 tartilmis ve saf su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’ lik balon jojede saf

suile 100 mL’ ye tamamlanmistir.

0,1 mol/L Gallik asit stok ¢ozeltisi

1,70 g.Gallik asit katist tartilmis ve saf su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’ lik balon

jojede saf su ile 100 mL’ ye tamamlanmistir.

0,01 mol/L Tannik asit stok ¢ozeltisi

1,70 g Tannik asit tartilmis ve saf su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’ lik balon jojede saf

su ile 100 mL’ ye tamamlanmustir.

0,1 mol/L HCI ( %37 ‘lik d=1,19 g/mL )

HCI c¢ozeltisinden 0,83 mL 6lglili balona alinarak saf su ile 100 mL’ vye
tamamlanmustir.

Britton-Robinson (BR) tamponunun hazirlanmasi

Britton-Robinson tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 2,3 mL saf asetik asit, 2,7 mL
%85’ lik fosforik asit ve 2,5 g borik asit karistirilip saf su ile 1 L’ ye tamamlanmustir.
Hazirlanan B-R tamponu 0,1 M NaOH veya 0,1 M HCI ¢0zeltisinden damla damla ilave

edilerek pH’ s1 istenilen degerlere ayarlanmistir.
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0,1 mol/L EDTA cozeltisi

3,7724 g EDTA’ nin sodyum tuzu tartilmis ve bir miktar saf su ilave edildikten sonra

1sitilarak ¢6ziilmiistiir. Daha sonra 6l¢iilii balona alinip 100 mL’ye tamamlanmustir.

0,1 mol/L NaOH cozeltisi

0,40 g NaOH katis1 tartilmis ve saf su ile ¢cozildikten sonra 100 mL’ lik balon jojede

saf suile 100 mL’ ye tamamlanmuistir.

Cesitli iyonlarin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Oncelikle deneylerde kullanilan iyonlarin 0,01 mol/L’ ik stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.
1x10°3, IxI0* Lik ¢ozeltiler stok ¢ozeltilerin seyreltilmesiyle giinliik olarak hazirlanmistir.
Ciinkii seyreltik ¢ozeltilerin derisimleri zamanla degisebilmektedir. Calismalarda

kullanilan biitiin stok ¢ozeltiler asagida agiklandig1 gibi hazirlanmistir.

0,01 mol/L Cr(I1l) ¢ozeltisi: 0,1332 g CrCl3.6H,0 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve 6l¢iilii

balona alinarak 50 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 mol/L Pb(ll) cozeltisi: 0,331 g Pb(NOs), tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve Olgiilii

balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 mol/L Zn ¢ozeltisi: 0,1487 g Zn(NO3),.6H,0 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve ol¢iilii

balona alinarak 50 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 mol/L Cd(Il) ¢ozeltisi: 0,308 g CdN20g.4H,0 tartilip saf suyla ¢oziilmiis ve Sl¢iilii

balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 mol/L Hg(ll) ¢ozeltisi: 0,857 g Hg(NO3),.6H,0 tartilip saf suyla ¢oziilmiis ve

Olciilii balona alinarak 250 mL’ ye tamamlanmustir.
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0,01 mol/L Co(ll) cozeltisi: 0,1455 g CoN20¢.6H,0 tartilip saf suyla ¢oziilmiis ve

o6l¢iili balona alinarak 50 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 mol/L Ni(ll) ¢ozeltisi: 0,066 g NiSO,4. 6H,0 tartilip saf suyla ¢oziilmiis ve 6l¢iilii
balona alinarak 25 mL’ ye tamamlanmistir.
0,01 mol/L Cd ¢0zeltisi: 0,308 g Cd(NO3),. 4H,0 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve 6l¢iilii

balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmuistir.

0,01 mol/L Mg ¢ozeltisi: 0,128 g Mg(NO3)..6H,0 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve 6l¢iilii

balona alinarak 50 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 mol/L Fe(lll) ¢ozeltisi: 0,135 g FeCl3.6H,0 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve Sl¢iilii

balona alinarak 50 mL’ ye tamamlanmistir.

0,01 mol/L Mn(ll) ¢ozeltisi: 0,084 g MnSO4.H,0 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve ol¢iilii

balona alinarak 50 mL’ ye tamamlanmistir.

0,01 mol/L Ca ¢0zeltisi: 0,236 g Ca(NO3)2.4H,0 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve Olgiilii
balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmustir.
0,01 mol/L Cu(ll) ¢ozeltisi: 0,232 g Cu(NO3),.H20 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve ol¢iilii

balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmustir.

0,01 mol/L NOs™ ¢ozeltisi: 0,236 g Ca(NO3), 4H,0, tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve

oOl¢iilti balona alinarak 100 mL’ ye tamamlanmuigtir.

0,01 mol/L CI" ¢ozeltisi: 0,5844 g NaCl, tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve 6l¢iilii balona

alinarak 100 mL’ ye tamamlanmuistir.

0,01 mol/L SOs* cozeltisi: 0,126 g Na,SOg, tartilip saf su ile ¢ozlilmiis ve 6lgiilii balona

alinarak 100 mL’ ye tamamlanmustir.
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0,01 mol/L NO; ¢ozeltisi: 0,069 g NaNO; tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve olgiili balona

alinarak 100 mL’ ye tamamlanmuistir.

0,01 mol/L Ba ¢ozeltisi: 0,122 g BaCl,.2H,0 tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve Ol¢iilii

balona alinarak 50 mL’ ye tamamlanmaistir.

0,01 mol/L Al ¢ozeltisi: 0,121 g AICI3.6H,0, tartilip saf su ile ¢oziilmis ve Olgiilii

balona alinarak 25 mL’ ye tamamlanmistir.

0,01 mol/L Se(IV) ¢ozeltisi: 0,055 g SeO, tartilip saf su ile ¢oziilmiis ve olgiilii balona

alinarak 50 mL’ ye tamamlanmuigtir.
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4. BOLUM

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Karminik Asidin Elektrokimyasal Davramisinin Incelenmesi, Tayini Ve

Analitik Uygulamalari

Calismanin ilk kisminda karminik asidin polarografik tayini icin en uygun destek
elektrolit ortami belirlenmistir. Ardindan karminik asidin tayinine pH’nin etkisi
incelenmistir. Baz1 iyonlarin karminik asit tayinine girisim etkileri incelenmis, seker ve
st numunelerindeki karminik asitin tayini polarografik yontemle yapilmistir. Seker
numunesindeki karminik asit tayini hem polarografik hem de spektrofotometrik yontem
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica karminik asidin voltametrik davranisini

incelemek i¢in dontisiimlii voltametri (DV) kullanilmustir.

4.1.1. Destek elektrolit secimi

Karminik asidin tayini i¢in, pH 2-13 araliginda Britton-Robinson tamponu (BRT)
kullanmilmistir. Yukarida bahsedilen destek elektrolitten polarografi hiicresine 10,0’ar
mL alinmis ve ¢Ozelti iginde ¢Oziinmiis halde bulunan oksijeni uzaklastirmak igin
igerisinden 5 dakika % 99,999 saflikta azot gaz1 gegirilmis polarogrami kaydedilmistir.
Karminik asitin standart ¢o6zeltisinden polarografi hiicresine ard arda yapilan her
ilaveden sonra hiicreden tekrar azot gazi gecirilmis ve polarogramlar kaydedilmistir.
Polarogramlar 5 mV/s potansiyel tarama hizi ve 50 mV/s puls genligi uygulanarak

alinmustir.
Karminik asidin tayini igin yapilan ¢aligmalar neticesinde pH 2 B-R tamponunda

standart karminik asit ilaveleriyle pik akimlarindaki artiglarin orantili oldugundan tayin

icin uygun ortam olduguna karar verilmistir.

34



4.1.2. pH etkisi

B-R tamponu ile yapilan pH taramasi neticesinde karminik asidin indirgenmesinin
pH’ya bagli oldugu tespit edilmistir. Bunun sonuncunda pH=1 den pH=12’ye kadar
genis B-R tampon araliginda ¢alisilmistir (Sekil 4.1). pH etkisi incelemek icin hiicreye
10 mL B-R tamponu konulduktan sonra hiicreden azot gazi bes dakika siireyle
gegirilmis ardindan hiicreye 0,1 mL 1x10 mol/L standart karminik asit cozeltileri ard

arda ilave edilerek polarogramlar alinmistir.

Karminik asit tayini icin kaydedilen pH 1 B-R tampon ¢dzeltisi igerisinde alinan
diferansiyel puls polarogramda -436 mV’ta keskin ve standart eklemelerde diizensiz
artis gosteren bir pik goriilmistiir. pH 2 elektroliti ortaminda alinan polarogramda —489
mV’ta keskin ve standart eklemelerde diizenli artis gosteren bir pik tespit edilmistir. pH
3 ortaminda alinan polarogramda -515 mV’ta ilk alti standart eklemede artig gosteren
sonraki eklemelerde artis gostermeyen keskin bir pik gézlenmistir. pH 4’te ise -190 mV
ve -580 mV’ta iki ayr1 pik gozlenmis. Bu piklerden -190 mV’taki ilk ¢ standart
eklemede artis gosterirken sonraki eklemelerde artis gostermeyen yayvan bir pik elde
edilmis; -580 mV’taki pik ilk bes standart eklemede artig gosterirken diger eklemelerde
artig gostermeyen keskin bir pik tespit edilmistir. pH 5’te alinan polarogramda -250
mV, -667 mV, -1110 mV’ta olmak Uzere ¢ potansiyelde ii¢ ayr1 pik gozlenmistir. -250
mV’taki pik ilk standart eklemede artis goterirken diger standart eklemelerde artis
gOstermeyen yayvan bir pik olarak tespit edilmistir. -667 mV’taki pik standart
eklemelerde diizensiz artis gostermekte,-1110 mV ‘taki pik ise standart eklemelerde
kiiclik artig gosteren yayvan bir pik olarak gézlenmistir. pH 6 da ise -180 mV,-700 mV’
ta iki ayr1 pik gozlenmis bunlardan -180 mV’ta g6zlenen pik standart eklemelerde pik
artis1 az olan yayvan bir pik iken -700 mV ‘taki pik ilk bes standart eklemede diizensiz
bir artis gostermekle beraber sonraki eklemelerde artis gostermeyen keskin bir piktir.
pH 8 de alinan polarogramda -180mV,-830mV’ta standart eklemelerde diizensiz artis
gosteren iki pik gozlenmistir. pH 9’da alinan polarogramda -498 mV, -942 mV’ta
yayvan ve standart artislar1 diizensiz iki yayvan pik gozlenmistir. pH 10 da alinan
polarogramda -527 mV ,-975 mV’ ta standart eklemelerde diizensiz artig gosteren
yayvan iki pik gozlenmistir. pH 12 polarogramda -810 mV, -1106 mV’ ta standart
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eklemelerde diizensiz artig gosteren iki yayvan pik gézlenmistir. Bu yapilan ¢alismalar
sonucunda pH 1 - 12 BR tamponu elektroliti ortaminda karminik asitin indirgenmesine
ait piklerden, tayin i¢in en uygun olabilecek pikler Sekil 4.1 ‘de gosterilmis ¢aligsmalarin

verileri tablo 4.1°de 6zetlenmistir.

Sonug olarak pH 2 B-R tamponundaki karminik asitin indirgenmesine ait -489 mV taki
pikin hicreye ard arda standart karminik asit ¢Ozeltisinin eklemesi ile pik akimlar

derisimle dogrusal bir artis gostermis Ve pik seklinin diizgiin-keskin oldugu tespit

edilmistir.
153 8
pHE
115681
pHE
i | pH4
£ 714 i
Pl pHg
03r i
11 _I 1 1 1 1
-0.100 -0.400 -0.700 -1.000 -1.300

EmV (vs. AgfAgCl)

Sekil.4.1. 2x10° mol/L karminik asidin pH 1-9 aralizinda B-R tamponundaki
diferansiyel puls polarogramlar1 ( 5 mV/s potansiyel tarama hiz1 ve 50 mV/s
puls genligi)
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Tablo 4.1. 2x10™° mol/L karminik asidin Britton-Robinson tamponunda polarografik
davraniginin incelenmesi ( 5 mV/s potansiyel tarama hizi ve 50 mV/s puls

genligi)
Iyon pH E-pik(mV) Ipik(nA) | Pik sekli Pik davranisi
pH=1 -436 75 Keskin Standart eklemelerde artislar orantisiz
iz{tmlnlk pH=2 -489 77 Keskin Standart eklemelerde artiglar orantili

pH=3 -515 74 Keskin Standart eklemelerde artiglar alt1
eklemeye kadar diizenli sonraki
eklemelerde artislarda artma
g6zlenmemekte

pH=4 -190 10 Yayvan Standart eklemelerde artislar orantisiz

-580 79 Keskin Standart eklemelerde ilk bes eklemede
diizenli artig sonraki eklemelerde artis
diizensiz artmakta

pH=5 -250 5 Yayvan ilk standart eklemede artis gdzlenirken
sonraki eklemelerde artis
gozlenmemekte

-667 65 Yayvan Standart eklemelerde artislar diizensiz
-1110 10 Yayvan Standart eklemelerde artiglar kiigiik ve
dlzensiz
pH=6 -180 15 Yayvan Standart eklemelerde artislar kiigiik
ve duzensiz
-700 140 Keskin Tlk bes standart eklemelerde artislar
dizenli
pH=8 --180 15 Yayvan Standart eklemelerde artislar orantisiz
-830 95 Keskin Standart eklemelerde artiglar orantisiz
pH=9 -498 10 Yayvan Standart eklemelerde artislar orantisiz
-942 45 Yayvan Standart eklemelerde artislar orantisiz
pH=10 -527 20 Yayvan | Standart eklemelerde artiglar orantisiz
-975 15 Yayvan Standart eklemelerde artiglar orantisiz
pH=12 -810 10 Yayvan | Standart eklemelerde artiglar orantisiz
-1106 15 Yayvan | Standart eklemelerde artiglar orantisiz
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4.1.3. Karminik asidin destek elektrolitteki tayini

Karminik asidin tayini igin galisma ortami olarak pH 2 B-R tamponu belirlendikten
sonra karmink asidin kantitatif tayini ¢aligilmistir. Potansiyel taramasi 0,0 mV ile -
1000mV araliginda yapilmistir. Hicreye 10 mL B-R tamponu eklendikten sonra
hiicreden azot gazi bes dakika siireyle gegirilmis sonra hiicreye 0,1 mL 1x10™° mol/L
standart karminik asit ¢Ozeltisinden ard arda ilave edilerek karminik asit tayini
yapilmistir. pH 2 B-R tamponu elektrolitindeki derisimi 1x10™ mol/L olan karminik asit
miktari; standart ekleme yoOntemiyle, %95 guven seviyesinde, deney 6 kez

tekrarlandiginda (1,01 + 0.02) x 10" > mol/L olarak bulunmustur.

Tablo 4.2. pH 2 B-R tamponunda 1x 10 mol/L (hiicre i¢indeki derisim) karminik asit

miktar tayini
Eklenen Karminik asit | Bulunan Karminik asit e
C .. — S +
derisimi (mol/L) derisimi (mol/L) X ts/VN(mol/L)
1x10° 1,01 x 10° 1.01 x 107 (1,01 0,02 x 10”°)
%95 GS, N=6

Karminik asit tayin edilebilir araligin1 belirlemek igin kalibrasyon c¢alismalari
yapilmustir. Karminik asitin  1x10°, 1x10* ve 1x10% mol/L> lik ¢bzeltileri
hazirlanmistir. Karminik tayin smirmi belirlemek icin ilk olarak 1x10™ *hk mol/L’
karminik asit ¢ozeltisinden 10,0 mL B-R tamponu bulunan elektrolit icine 0,1’er mL’lik
ilaveler yapilmis, fakat bu derisimdeki karminik asit piki DPP ile gdzlenememistir.
Tayin araligmi belirlemek i¢in 1x10™ ve 1x10°® mol/L’ lik karminik asit ¢ozeltilerinden
de standart ilaveler yapilarak polarogramlar kaydedilmis ve kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Sekil 4.2°de karminik asitin bazi derisimlerde alinan polarogramlari
gosterilmistir. Yapilan g¢alismalardan pH 2 B-R tamponu ortaminda hiicreye farkli
derisimlerdeki karminik asit ¢ozeltisinin standart eklemeleriyle 1x10° mol/L - 9x10

mol/L araliginda pik akimi ve derigim arasinda dogrusal bir iligki tespit edilmistir.

Yapilan caligmalar sonucunda gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirasi ile

1,6 107 ve 55x107 mol/L olarak tespit edilmistir. 10Sb /m ve 3Sb/m formiilleri
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kullanilarak bulunmustur. m kalibrasyon grafiginin egimi, Sb ise elektrolit ¢ozeltinin

akiminin  standart sapmasidir. DPP’ nin yliksek duyarliligiyla ¢ok iyi

tekrarlanabilirlik elde edilmistir.

201.0F
0.35 -
Ip/uA = 0.003 CAM + 0.004
0.3 1 (R2=0994) (n=14)
0,25 -
1515F 0.2
0,15
0.1
0,05
L 1021k 0 —
= 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
538+
31 i s ;
0.000 -0.344 -0.688

E(V) ve Ag/AgCl

Sekil 4.2. Karminik asidin farkli derisimlerdeki diferansiyel puls polarogramlari
(5 mV/s potansiyel tarama hizi ve 50 mV/s puls genliginde
a) 10,0 mL pH 2 B-R tampon ¢ozeltisi
b) a + 0,2 mL 1 x 10" mol/Lkarminik asit
¢) b +0,3mL 1 x 10" mol/L karminik asit
d) ¢ + 0,4 mL 1 x 10™* mol/L karminik asit
e)d+0,5mL 1 x 10 mol/L karminik asit
f) e+ 0,1 mL 1 x 10° mol/L karminik asit
g) f+0,1 mL 1 x 10° mol/L karminik asit
h) g + 0,1 mL 1 x 10" mol/L karminik asit
1) h+0,1 mL 1 x 10°mol/L karminik asit

i)1+0,1 mL 1 x 10" mol/L karminik asit

Bu grafige ait denklem ile verilmistir.

lp (MWA) = 0,03C (umol/L) + 0,004 (R* = 0,994) (n=14)
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4.1.4. Girisim etKkisi

4.1.4.1. Elektroaktif iyonlarin girisim etkilerinin incelenmesi

Karminik asit tayini igin gelistirilen yontemin segiciligini belirlemek amaciyla, seker ve
stitte bulunabilecek bazi iyonlar (Ca*?, Mg*?, Na', K*, Fe*® Cu*® Co*?, Ni*?, Pb*?, Zn*?,
Cd*?, Hg™, Mn*?, Se™ Al Ba™, NO,", SO, ,Cl") ve ( gallik asit, tannik asit) gibi

organik maddelerin karminik asit tayinine girisim etkileri incelenmistir.

Oncelikle galisilan ortamda girisim etkileri incelenecek iyonlarin, piklerinin olup
olmadigin1 6grenmek icin iyonlarin 0-1000 mV araliginda ayr1 ayri1 polarogramlari
kaydedilmistir. Daha sonra temizlenen polarografi hiicresine 10,0 mL destek elektrolit
ilave edilip. Icine swrasiyla; 0,1 mL 1x10° mol/L’lik standart karminik asit
cozeltisinden, ardindan 0,1 mL 1x102 mol/L girisim etkisi incelenecek iyondan, ilave
edildikden. Sonra da ard arda 3 kez standart karminik asit 0,1 mL 1x10° mol/L

cozeltisinden ilave edilmis ve geri kazanim hesaplamalar1 yapilmistir.

pH 2 B-R tamponunda, Se** (-680 mV), Cd** (-675 mV) iyonlarina ait pikler belirtilen
potansiyellerde kaydedilmistir. Bu iyonlarin pik potansiyelleri karminik asidin -489
mV’ taki pikinden farkli potansiyellerde oldugundan karminik asit piki ile iist iiste
cakismamistir. Tablo 4.3’te belirtilen elektroaktif iyonlarin pik potansiyelleri karminik
asit potansiyelinden farkli yerde oldugu ve karminik asit bu iyonlarla herhangi bir

etkilegsmesinin olmadig1 karminik asitin pik akimlarinin degismemesinden anlagilmstir.

Elektroaktif iyonlardan Zn®* nin karminik asitle girisimi ornek olarak asagida
verilmistir. Hiicreye karminik asit ilavesinden sonra Zn?* ilavesiyle -489 mV’taki
karminik asit pik yiiksekliginde herhangi bir degisme olmamus (Sekil 4.3.) Zn*?
varliginda karminik asit geri kazanimi %105 olarak hesaplanmigtir. Tayinin
gergeklestirilecegi ortamda, karminik asit ve Zn** iyonlar1 arasinda herhangi bir

reaksiyonunun gergeklesmedigi, yani girisim yapmadiklari tespit edilmistir.
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Sekil 4.3.  Zn*" iyonunun karminik asit tayinine girisim etkisinin incelenmesi.
(5 mV/s potansiyel tarama hizi ve 50 mV/s puls genliginde)
a) 10,0 mL pH 2 B-R tampon ¢0zeltisi
b) a + 0,1 mL 1x10°° mol/L karminik asit
¢) b +0,1 mL 1x10? mol/L Zn**
d) ¢ + 0,1 mL 1x10" mol/Lkarminik asit
e) d + 0,1 mL 1x10" mol/L karminik asit

Karminik asit derisiminin 10 kat1 dersime sahip Pb** iyonlar1 ortama katildiginda ise
karminik asite ait olan pik akimmnmn degistigi gozlemistir. Bu nedenle énce Pb**’nin
girisim etkisini ortadan kaldirmak i¢in ortama Pb* ile kararli bir kompleks veren,
EDTA ilaveleri yapilarak kursun iyonlart kompleks olusturmus ve bu kompleksin
karminik asitin tayinine engel olup olmayacagi arastirilmistir. Polarografi hiicresine 0,1
mL 1x10" mol/L karminik asit ilavesi ile karminik asitin piki gézlendikten sonra ortama
10 kat olacak miktarda Pb*" ilavesi yapilmistir. -498 mV’da Pb®* iyonlarina ait pik
gozlenmistir. Karminik asit piki ile Pb* iyonlarinin indirgenme piki ayni
potansiyeldedir. Bu girisimi ortadan kaldirmak amaci ile ortama ard arda EDTA
cozeltisinden toplam 1,0 mL 1x102 M ilave edilerek Pb iyonlarmim komplekse alinmas1
saglanmistir. Olusan Pb-EDTA kompleksinin piki karminik asidin pikinden daha

negatif potansiyele kaymistir. Sonug olarak Pb** iyonlarimin girigimi etkisi
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engellenmistir (Sekil 4.4.). Ardindan hiicreye standart karminik aisit ¢ozeltisi ilaveleri

yapilarak karminik asitin geri kazanimi hesaplanmistir (Tablo.4.3).

4749 | -
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b
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-0.100 -0.325 0550 -0.65

Potansiyel (W)

Sekil 4.4. Pb*? iyonun karminik aside girisim etkisinin giderilmesi
(5 mV/s potansiyel tarama hizi1 ve 50 mV/s puls genliginde)
a) 10,0 mL pH 2 B-R tampon ¢0zeltisi
b) 0,1 ml 1x10° mol/L karminik asit
c¢) 0,1 ml 1x10" mol/L Pb**
d) 0,3ml 1x10 mol/L EDTA
e) 0,1 ML 1x10° mol/L karmimnik asit
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4.1.4.2. Elektroaktif olmayan iyonlarin girisim etkilerinin incelenmesi

Bazi elektroaktif iyonlarin girisim etkileri incelendikten sonra elektroaktif olmayan
Al K*, Ba™, Na', Ca™ Mg™, NOs, SOs* ve CI' iyonlarinin da girisim etkileri
incelenmistir. Deneyler elektroaktif iyonlarin girisim etkilerinin incelenmesinde
anlatildigr gibi yapilmistir. Sekil 4.5’ te 6rnek olarak NOs™ iyonu icin elde edilen
polarogram verilmistir. NO3  varliginda karminik asit geri kazanimi % 100 olarak

hesaplanmustir.

1603 o

1228

0.853

Llom (Amper x 10-7)

0479

0.000 -0,175 -0,35 -0,525 -0,70
Potanstyel (V)

Sekil 4.5. NOj™ iyonunun girisim etkisinin incelenmesi
(5 mV/s potansiyel tarama hive 50 mV/s puls genliginde)
a) 10,0 mL pH 2 B-R tampon ¢ozeltisi
b) a + 0,1 mL 1x10° mol/L karminik asit
c¢) b +0,1 mL 1x10? mol/L NO5"
d) ¢ + 0,1 mL 1x10™ mol/L Karminik asit
e) d + 0,1 mL 1x10™ mol/L Karminik asit

Diger elektroaktif olmayan iyonlar (A1}, K*, Ba*?, Na*, Mg*?, NOs5, SO, ve CI') icin
de benzer yolla elde edilen polarogramlardan yararlanarak, girisim etkisi incelenenen

iyonun bulundugu ortamda karminik asit geri kazanimi hesaplanmigtir. Polarografik
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olarak inaktif olan Al*3, K*, Ba*?, Na', Ca*?, Mg, NO3, SO,%, CI iyonlar1 ve gallik
asit, tannik asitin karminik asit indirgenme pikine Onemli bir girisim etkilerinin
olmadig1 tespit edilmistir. Karminik asidin incelenen iyonlar varliginda geri kazanim

sonuclar1 Tablo.4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. pH 2 B-R tamponunda 1x10™° mol/L karminik asite bazi iyonlarin girigim
etkilerinin incelenmesi (5 mV/s potansiyel tarama hizi ve 50 mV/s puls

genliginde)
_ Girigim etkisi Karminik asitin _ Girigim etkisi Karminik asitin
incelenen iyonlar N . incelenen iyonlar o .
1x10mol/L % geri kazanimi 1x10“mol/L % geri kazanimi
Pb** 93 Al 95
NiZ* 99 K* 87
[ 96 Ba’" 102
Fe* 85 Mg”* 88
Zn”* 105 Ca” 96
Co** 90 NO5 100
cu® 94 S0,* 87
Tannik asit 100 Se™ 98
Mn?* 98 Gallik asit 91
CI 85 Hg™ 105
S05° 100

Tablo 4.3’ te gorildigii gibi incelenen iyonlarin varhiginda karminik asidin geri
kazanimi % 85 - 105 arasindadir. Incelenen iyonlar varliginda karrminik asit icin
yiiksek geri kazanim degerleri elde edilmistir ve bu ylizden bu iyonlarin karminik asit

tayinine 6nemli bir girisim etkileri olmadigi belirlenmistir.

4.1.5. Meyveli seker ve cilekli sttteki karminik asitin tayini

Karminik asit tayini icin DPP ile gelistirilen yontemin ger¢ek numunelere uygulamasini
test etmek icin, 6nerilen metot meyveli seker ve ¢ilekli siit numunelerine uygulanmustir.
Yeni gelistirilen metodun baslica avantajlar1 daha yiiksek duyarlilifa sahip olmasi ve
matriks etkisinin en az olmasidir. Buna ek olarak metot basit, hizl1 ve ucuz oldugu i¢in
seker, cilekli siit numunelerindeki karminik asitin hizli tayini i¢in miikemmel alternatif
bir aractir. Metot; temizleme, on deristirme gibi zahmetli, zaman alan ve kirlilige sebep

olan basamaklar gerektirmemektedir.
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4.1.5.1. Meyveli seker numunelerindeki karminik asitin tayini

Seker numunesinin hazirlanmasi: 12,1 g meyveli seker 6rnegi iizerine 8,0 mL pH 2 BR
tampon c¢oOzeltisi ilave edilerek son hacim 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu
numuneden, icerisinde 8 mL pH 2 BR tampon c¢ozeltisi bulunan hiicreye 2 mL ilave
edilerek hacim 10 mL’ye tamamlandiktan sonra hiicreden 5 dakika siireyle azot gazi
gegirildikten sonra polarogrami alindi. Ardindan hiicreye 1x102 mol/L karminik asit
cozeltisinden 0,1 mL ilave edilip polagrami alind1 (Sekil 4.6.a) . Bu ilaveler ard arda 2
defa yapildiktan sonra numunede bulunan karminik asit miktar1 standart karminik asit
eklenmesi sonucu olusan pik akimlarinin artis1 yardimiyla hesaplandi. Bu islem 5 kez
daha yapilarak seker numunesindeki karminik miktar1 28,4 pg KA/g seker olarak
bulunmustur (Tablo 4.4).

4.1.5.2. Cilekli sutte karminik asit tayini

Cilekli siitte karminik asit tayini i¢in 2,0 mL cilekli siit 6rnegi iizerine ¢ilelekli siitteki
proteinleri ¢oktiirmek amaciyla 8,0 mL asetonitril ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ardindan
numunenin homojen hale gelmesi igin bir stre beklendikten sonra, 9000 rpm’de 20
dakika santrifiij edilip berrak kisim alinmig ve siit proteininin artiklar1 atilmistir. Bu
sekilde hazirlanan Ornekten hiicreye 4 mL alinarak tizerine pH 2 B-R tampon
cozeltisinden 6 mL ilave edilerek hacim 10 mL’ye tamamlanmis 5 dakika siireyle azot
gaz1 gegirildikden sonra polarogrami ahnmustir. Hiicreye 1x10° mol/L karminik asit
cozeltisinden 0,1 mL ilave edilip polagrami alind1 (Sekil.4.6.b ). Bu ilaveler ard arda 2
defa yapildiktan sonra numunede bulunan karminik asit miktar1 standart karminik asit
eklenmesi sonucu olusan pik akimlarinin artis1 yardimiyla hesaplandi. Bu islem 5 kez
daha yapilarak siit numunesindeki karminik miktart 112 ug KA/mL cilekli sut olarak

bulundu.
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Sekil.4.6. a. Meyveli sekerdeki karminik Sekil .4.6. b. Cilekli sutte karminik asit
asit tayini tayini
1) 8 mL BR tamponu (pH=2) 1) 6 mL BR tamponu (pH=2)
+ 2.0 mL meyveli seker +4.0 mL cilekli siit 6rnegi
2) 1+ 0.1 mL 1x10° mol/L KA 2) 1+0.1 mL 1x10° mol/L
3) 2+ 0,1 mL 1x107° mol/L KA KA
3) 2+ 0.1 mL 1x107 mol/L KA

(5 mV/s potansiyel tarama hizi ve 50 mV/s puls genliginde)
4.1.5.3. Karminik asidin spektrofotometrik tayini

UV spektrometrik metodu hem karminik asit tayini hemde meyveli sekerdeki KA tayin
calismalarinin dogrulugunu anlasiimasi i¢in kullanilmistir. {lk olarak pH 12 BR tampon
cozeltisinde hazirlanan karminik asit ¢Ozeltisinin dalga boyu taramasi yapilmistir ve
karminik aside ait 235, 292, 567 nm’de absorpsiyon bantlar1 gériilmiistiir maksimum
absorpsiyonun gozlendigi 567 nm’de tayin ¢alismalari yapilmistir [20]. 1x107-2 x10®
mol/L KA ile yapilan ¢alisma sonucunda bir kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Elde
edilen kalibrasyon dogrusu denklemi A = 1.2 x 10° (C) + 0.055 olarak bulunmustur.
Meyveli sekerdeki karminik asidin spektrofotometrik tayini icin 4,56x10" g seker
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numunesi lzerine pH 12 B-R tampon ¢6zeltisi ilave edilmis ve absorbanslari
okunmustur. Bu derisimler i¢in absorbans degerleri saf karminik asit i¢in elde edilen
kalibrasyon dekleminde yerinde kullanilarak meyveli sekerdeki karminik asit derisimi
hesaplanmistir (Tablo4.4).

Tablo 4.4. DPP ve UV-spekrofotometresi ile yapilan tayin sonucunda ¢ilekli sut ve
meyveli seker numunelerinde bulunan karminik asit miktarlari

Teknik ornek n Bulunan KA miktari X +ts/ N BSS(%)
St 5 121+4 )
DPP (ug KA mL™ Siit)
Seker e 284+15 4
(mgKA gseker)
Siit
uv
271+25
Seker 4 (mgKA g'lseker) !
95% GS

4.1.6. Karminik asitin doniisiimlii voltametri ¢calismalar:

Karminik Asitin voltametrik davranisin1 incelemek i¢in doniisiimlii voltametri (DV)
calismalar1 yapilmistir. Bunun i¢in 10,0 mL B-R tamponu igeren hiicreden 5 dakika
boyunca azot gazi gecirilmistir. Sonra hiicreye 0,1 mL 1x10° mol/L’lik standart
karminik asitin ¢ozeltisinden ilave edilerek polarogrami alinmistir. Daha sonra tekrar
ayni standart karminik asit ¢ozeltisinden 0,1 mL’lik karminik asit ilaveleri yapilarak,
karminik asitin pik akimindaki artilar takip edilmistir. Doniistimlii voltamogramlarin
alinmasi i¢in genis bir aralikta (0 V’tan baslanarak -2000 V’a kadar) dnce negatif yonde
daha sonra da pozitif yonde potansiyel taramasi yapilmistir. Dontisiimlii voltamogramda
genis aralikta yapilan potansiyel taramasinda herhangi yeni bir pik kaydedilmedigi i¢in,
sonraki ¢alismalarda pik sekillerinin daha diizglin elde edildigi 0 V ile -900 mV

araliginda potansiyel taramasi yapilarak voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7.  Karminik asitin pH 2 B-R tamponundaki dénusiimlii voltamogrami
a)  10mL BRT elektroliti + 0,1 mL 1x10 mol/L KA (Tarama hiz1; 25
mV s?)
b) a+0,1mL 1x10°KAmol/L (Tarama hizi; 50 mV s™)

Karminik asitin pH 2 B-R tamponundaki doniisiimlii voltamograminda yaklasik-500
mV’ta bir katodik pik, yapilan geri tarama sonucunda tarama hizinin artmasi ile belirgin
hale gelen -500 ile -300 mV arasinda 3 tane anodik pik gozlenmistir. -500 mV taki
katodik pik kantitatif tayin i¢in uygun oldugundan tayin caligmalarinda kullanilmistir
(Sekil 4.7).

DV verilerinden vyararlanarak KA’nin indirgenme reaksiyonunun tersinirligi
incelenebilir. Tersinir bir elektrokimyasal tepkimede anodik pik potansiyeli (Eya) ile
katodik pik potansiyeli (Epk) arasinda en fazla 59/n mV’luk bir gerilim farki olmal1 ve
ayni zamanda anodik pik akimi (Iya) Katodik pik akimina (I) esit olmalidir. Buradaki n
aktarilan elektron sayisidir. Elektrot tepkimesinin tersinirligi azaldik¢a anodik ve
katodik pikler birbirinden daha farkli gerilimlerde ve daha yayvan olarak gdzlenir. Tam
tersinmez bir elektrot tepkimesinde ise iiriiniin ¢ok hizli bir sekilde tiiketilmesinden
Oturd geri pik tamamen kaybolur [45]. Karminik asitin artan tarama hizlarinda alinan
dondsimli voltamogramlarinda tarama hizi artikca pik akimlarinin artigi ve pik

potansiyellerinin negatife kaydigi gozlenmistir (Sekil 4.8). Katodik potansiyelinin

48



yiiksek tarama hizlarinda negatife kaymasi sistemin tersinmezliginin bir gostergesidir

(Sekil 4.8) [29,44,46].

672

4325

551

0.000 -2.250 -4.500 -6.750 -9.00u
E(V) vs. Ag/AgCl

Sekil 4.8. 1x10 mol/L KA gesitli tarama hizlarindaki voltamogramlari a) 100 mV s,
b) 200mVs™, ¢) 300mV s, d) 400 mV s, e) 500 mV s™ f) 600 mV s?, g)
700 mV s h) 800 mV s ve j) 900 mV s

Karminik asitin dontigiimlii voltamogramlar1 pH 2 B-R tamponunda farkli tarama
hizlarinda kaydedilmistir. KA’nin Sekil 4.7°de alinan donisiimlii voltamograminda
goriilen 6n pikler KA’nin indirgenmesi sonucu olusan iirliniin kuvvetle adsorplandigini
gostermektedir [31]. Tarama hizi ile pik yiiksekliginin degisimi incelendiginde
difiizyon, adsorpsiyon ve elektron aktarimina eslik eden kimyasal reaksiyonlarla ilgili
bircok bilgi edinilebilir. Bu nedenle KA’nin pH 2 B-R tamponunda farkli tarama
hizlarinda doniisiimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir. Potansiyel taramalar1 25, 50,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,800 ve 900 mV/s’ lik tarama hizlarinda yapilmstir.
Sekil 4.8°de pH 2 BRT’ de 25-1000 tarama hiz1 arahiginda 1x10°mol/L KA’nmn -500
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mV’daki indirgenme piki i¢in (tayin amacgh kullanilan pik) tarama hizi ile pik

potansiyelleri ve pik akimlarindaki degisimi gosteren voltamogramlar verilmistir.

KA’nin indirgenme mekanizmasinin difiizyon ya da adsorpsiyon kontrollii olup
olmadig1 yapilan DV c¢aligsmalariyla anlasilabilir. Bu nedenle KA’nin indirgenme
mekanizmasinda adsorpsiyonun etkili olup olmadig1 arastirilmistir. Doniistimli
voltametri tekniginden elde edilen voltamogramlara ilk bakista adsorpsiyon testi
yapilabilir. Elektrot yiizeyine kuvvetli bir sekilde adsorplanma dzelligine sahip olan bir
molekiile ait voltamogramda, adsorplanan tiire bagl olarak difiizyon pikinden daha
negatif veya daha pozitif potansiyellerde farkli bir pik gézlenir. Bu pike adsorpsiyon
piki denir. Ayrica difiizyon pikine gore bulundugu konumdan hangi tiiriin adsorbe
oldugu anlagilabilir. Fakat adsorplanma zayif bir sekilde gergeklesiyorsa bu pik
g6zlenmez [29].

KA’nin dontlisimlii  voltamograminda kuvvetli adsorpsiyonun varligin1 gdsteren
adsorpsiyon piki kaydedilmistir (Sekil.4.7). Tarama hizina karsi pik akimlarinin
degisimi grafige gegirilmistir (Sekil 4.9). KA’nin pik akimiyla tarama hizi arasinda
dogrusal bir iligki goriilmektedir Esitlik 4.2°deki R? degeri, dogrusal iliskinin oldukca
yiiksek oldugunu gostermektedir.

lok (WA) = 0,508 v (mV/s) + 138,9  (R*=10,998) (4.2)

lok - v arasinda dogrusal iliski gézlenmesi adsorpsiyon kontrollli bir siirecin varligini
gostermistir [30]. Ayrica tarama hizinin logaritmasina karst pik akimimin logaritmasi
grafige gecirilmistir (Sekil 4.10). Bilindigi gibi, difiizyon dikkate alinarak tiiretilen ve
doniistimlii voltamogramdaki pik akimini veren Randless-Sevcik esitliginden, log Ip ve
log v arasinda, egimi 0,5 olan bir dogru elde edilir. Maddenin elektrot yuzeyinde
adsorpsiyonu s6z konusu ise, bu bagintidan ve dolayisiyla 0,5’den sapmalar meydana
gelir ve genellikle bu durumda grafiklerin egimi 0,5’den biyuk olur [31]. KA’nin log I -
log v grafiginin egimi 0,622 olarak bulunmustur (Sekil 4.10). KA icin elde edilen log Ip
- log v grafiklerinin egimlerinin 0,5°den biiyiikk olmasi maddenin elektrot yiizeyine

adsorbe olabilecegini gostermistir.
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log Ipk (A) = 0, 622 logv (mV/s) + 0,933 (R?=0,999) (4.3)

800
600 -
1
400 -~
iy
200 -+ L lp] = 0508 v ] #1385
B o= 0Ees
':l I I I I 1

a 250 500 7750 1000 1250
vimVis)

Sekil 4.9. 1x10° mol/L KA pH 2 BRT de pik akimmmn tarama hizina karsilik

incelenmesi
3
logl, = 0,622 log v+0,933
2.8 R*=0,900
26
Lo
5
=74
2.2 4
2
2 2.4 2.8 3.2

log v
Sekil 4.10. KA’ nin pH 2 BRT’de log v’ ye karsilik log Ipk‘nin degisiminin incelenmesi

51



5. BOLUM

SONUCLAR

Bu ¢alismada karminik asitin (KA) diferansiyel puls polarografisiyle (DPP) tayini icin
yontem gelistirilmis ve bu yontem UV-GB spektrofotometrik yontem ile
desteklenmistir. Gelistirilen bu ydntem ¢ilekli siit ve meyveli seker numunelerine
uygulanmistir. Karminik asidin elektrokimyasal davramiglari DPP ve DV teknikleri

kullanilarak incelenmistir.

Karminik asidin tayini icin destek elektrolit olarak B-R tampon ¢ozeltesi (pH 1-12) ile
caligilmis ve en uygun caligma ortami olarak pH 2 B-R tamponu belirlenmistir. Yapilan
calismalarda karminik asidin indirgenmesinin pH’ya bagli oldugu tespit edilmistir.
Karminik asit tayini i¢cin pH 2 B-R tampon ¢6zeltisi igerisinde alinan polarogramlarda
-489 mV’ta goOzlenen indirgenme piki derisimle dogrusal bir artis gosterdigi ve pik

sekilleri diizgiin oldugu i¢in tayin amagli kullanilmistir.

Karminik asidin destek elektrolitteki tayini igin standart ekleme yontemi
kullamldiginda, % 95 giiven seviyesinde 1x10™° mol/L karminik asidin pH 2 BRT
elektrolitindeki derisimi, (1,01 + 0,02 ) x 10" mol/L olarak bulunmustur. Kalibrasyon
grafigiyle yapilan calismada karminik asidin tayin araligi 1,x10° mol/L — 9x10®° mol/L
olarak hesaplanmistir. Bu dogrusallik KA’nin DPP yontemiyle tayin edilebilecegini
gdstermistir. Gozlenebilme sinirt 1,6x107 mol/L ve tayin simr1 da 5,5x107 mol/L olarak

hesaplanmustir.

Karminik asit icin oOnerilen metodun segiciligi meyveli seker veya ¢ilekli siitte
bulunabilecek bazi inorganik iyonlarin varliginda arastirilmigtir (Tablo 4.3). Girisim
etkileri arastirilan iyonlardan Fe*3, Co™, Ni*%, Cu™,zn*, Cd*? Mn*? Se** SO, NO,
K*, Ba*, Na', Ca™, Mg*, SO,, CI', Hg"? iyonlar i¢in girisim etkisi gdzlenmezken
Pb*? iyon derisiminin karminik asitin derisiminin 10 kat1 kadar ilave edildiginde girisim
yaptig1 tespit edilmistir. Pb*® nin girisimi toplamda 1,0 mL 1x10 mol/L EDTA ilave

edilerek giderilebilmis ve geri kazamimlar1 hesaplanmistir (Sekil.4.4). Incelenen
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iyonlarin varliginda karminik asidin geri kazanimimin % 85 - 105 araliginda oldugu
belirlenmistir. Karminik asit igin yiksek geri kazanim degerleri elde edilmistir. Bu da

KA tayini igin gelistirilen yontemin seciciliginin iyi oldugunu gostermektedir.

Gercek numunelerde karminik asit tayin icin meyveli seker ve ¢ilekli siit numuneleri
kullanilarak polarografik yapilan tayinler sonucunda meyveli seker numunesinde %95
giiven seviyesinde 28.4 + 1.5 (mgKA g’seker) karminik asit bulunurken UV-GB
spektrometresi ile yapilan tayinde 27.1 + 25 (mgKA g¢’seker) karminik asit
bulunmustur. Cilekli siit numunesinde DPP ile yapilan tayinde %95 given seviyesinde
121 +4 (ug KA mL™?) siit olarak bulunmustur. Yapilan tayin sonuglart her iki yontemde
birbirine yakin ¢ikmis olmasi gelistirilen metodun dogrulugunu gostermistir (Tablo 4.4).

Karminik asitin pH 2 B-R tamponundaki doniisiimlii voltamograminda yaklasik-500
mV’ta bir katodik pik, yapilan geri tarama sonucunda tarama hizinin artmasi ile belirgin
hale gelen -500 ile -300 mV arasinda 3 tane anodik pik gozlenmistir. -500 mV’taki

katodik pik kantitatif tayin i¢in uygun oldugundan tayin ¢alismalarinda kullanilmistir.

Karminik asidin 100-900 mVs™ araliginda doniisiimlii voltamogramlari alimmis ve
tarama hizina (v) kars1 pik akimlar1 (Ip) grafige gecirilmistir. Karminik asit I, ile v
arasinda dogrusal iliski gozlenmistir (Sekil 4. 9). | - v arasinda dogrusal iliski
g6zlenmesi adsorpsiyon kontrolli bir siirecin varligini1 géstermistir. Ayrica log I - log v
grafigi ¢izilmis ve grafiginin egimi 0,622 olarak olarak bulunmustur. KA ic¢in elde
edilen log Ip-log v grafiklerinin egimlerinin 0,5’den biiyiik olmasi maddenin elektrot
yiizeyine adsorbe olabilecegini gostermistir. DV verilerinden yararlanarak karminik
asitin indirgenme reaksiyonunun tersinirligi incelendiginde artan tarama hizlarinda
aliman doniisiimlii voltamogramlarda tarama hizi artik¢a pik akimlarinin artigi ve pik
potansiyellerinin negatife kaydigi gozlenmistir. Katodik potansiyelinin yuksek tarama

hizlarinda negatife kaymasi sistemin tersinmezliginin bir gostergesidir.

Sonug olarak; karminik asidin tayini i¢in hizli, kolay, dogru, kesin, duyarl, segici ve
herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmayan polarografik teknik gelistirilmis ve

bunlarin karminik asit igin gilekli siit ve meyveli seker 6rneklerine, uygulanabilirligi
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gosterilmistir. Gelistirilen yontemin basit ve hizli olmasi nedeniyle kaynaklardaki

karminik asit tayini igin gelistirilmis yontemlere alternatif bir metot olarak sunulmustur.
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