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OZET

Fenolik asitler antioksidan ozellige sahip bilesiklerdir. Bitkisel kaynaklarda
cogunlukla diger antioksidan O6zelligi olan bilesiklerle birlikte 6nemli miktarda
bulunurlar. Antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesiklerin hastaliklardan korunma
ve saglikli beslenmede Onemli olmalar1 sebebiyle bitkisel besin kaynaklarinda
iceriklerinin belirlenmesi 6nemlidir.

Voltametrik analiz yontemleri, yiiksek duyarliliklart ve segicilikleri yaninda
hizli, kolay ve diisiik maliyetli olmalar1 sebebiyle, organik ve inorganik tiirlerin
kalitatif ve kantitatif analizlerde yaygin olarak kullanilirlar. Son yillarda yeni
malzemelerin gelistirilmesi ile aragtirmalarda kullanilan elektrot gesitleri segicilik ve
duyarlilig1 artirma amaclh gelistirilmektedir. Bu tez kapsaminda antioksidan degeri
oldugu bilinen ferulik ve kafeik asidin bazi bitkisel iiriinlerde voltametrik tayinleri
amaglanmistir. Calismada, camsi karbon (glassy carbon, GC) ve kenar diizlem
pirolize grafit (edge plane pyrolytic graphite, EPPG) elektrotlar1 ile dongiisel
voltametri (CV) ve diferansiyel puls voltametri (DPV) yontemleri kullanilarak
ferulik ve kafeik asidin elektrokimyasal oksidasyonu, pH, derisim ve tarama hizi
parametrelerinin etkileri incelendi. Sec¢ilen yontem ve parametreler kullanilarak
ferulik ve kafeik asidin standart ¢ozeltileri ile kalibrasyon grafikleri olusturuldu.
Kafeik asit icin DPV ve GC elektrot ile bulunan dogrusal aralik 2,86-36,6
pmol L1, DPV ve EPPG elektrot ile bulunan dogrusal aralik 0,34-30,5
umol L™ dir. Ferulik asit igin DPV yontemi ve EPPG elektrot ile bulunan dogrusal
aralik 0,34-13,40 umol =1 dir. Kafeik asidin GC elektrotta tayin smnirt ve
gozlenebilme smir1 1,43 pmol L™ ve 4,76 umol L™t (N=8), EPPG elektrotta ise 0,13
umol L1 ve 0,44 pmol L1 (N=10) olarak bulundu. Ferulik asidin EPPG elektrottaki
LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,15 pmol L™* ve 0,50 pmol L~ (N=8) olarak
belirlendi. DPV yontemi ve EPPG elektrot ile baz1 bitki ¢aylarinda kafeik asidin
tespiti i¢in uygulandi ve geri kazanim 97,2-102,3 % arasinda elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Ferulik asit, kafeik asit, cams1 karbon elektrot (GCE),
kenar diizlem pirolize grafit elektrot (EPPGE), dongiisel voltametri (CV),
diferansiyel puls voltametri (DPV).



SUMMARY

Phenolic compounds (such as ferulic and caffeic, coumaric, sinapic acid and
flavonoids) having antioxidant properties are abundantly found in herbal products.
These compounds have an important role in human health and nutrition.

Voltammetric analysis methods are widely used in both qualitative and
quantitative analysis of organic or inorganic species because of their high sensitivity,
selectivity ease of use, speed and low costs. In recent years, by use of new materials,
electrodes have been developed to enhance the sensitivity and selectivity. In this
thesis, the electrochemical oxidation of ferulic acid and caffeic acid which have
antioxidant properties were investigated by using cyclic voltammetry (CV) and
differential pulse voltammetry (DPV) methods in acetate buffer pH 4, on glassy
carbon electrode (GCE) and edge plane pyrolytic graphite electrode (EPPGE). The
pH, concentration and scan rate parameters were investigated and then the calibration
graphs were obtained. Linear ranges were attained 2,86-36,60 umol L~ for caffeic
acid by GC electrode and 0,34-30,50 umol L1 for caffeic acid by EPPG electrode
and 0,34-13,40 umol L1 for ferulic acid by EPPG electrode from calibration graphs
by DPV method. The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
values were found to be 1,43 umol L™ and 4,76 pmol L1 (N=8) for of caffeic acid
at the GC electrode and 0,13 umol L™* and 0,44 umol L™t (N=10) at the EPPG
electrode. LOD and LOQ values for ferulic acid were determined as 0,15
umol L™t and 0,50 umol L™ (N=8) at the EPPG electrode, respectively. This method
has been applied to detect contents of caffeic acid in some herbal teas and the

recovery was obtained from 97,2-102,3 %.

Key Words: Ferulic acid, caffeic acid, glassy carbon electrode (GCE), edge
plane pyrolytic graphite electrode (EPPGE), cyclic voltammetry (CV),
differential pulse voltammetry (DPV).
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A Elektrodun yiizey alant

Ag/AgCI Gumis/ Gumis klortir

Co Analit derisimi

°C Santigrad derece

D Diflizyon katsayis1

E Potansiyel

Ep Pik potansiyeli

E1p Yari dalga potansiyeli

Epa Anodik pik potansiyeli

Epe, Epk Katodik pil potansiyeli

AE Puls genisligi

AE, Pik potansiyelleri arasindaki fark
AE; Kare dalganin basamak yiiksekligi
F Faraday sabiti

g Gram

Hg/Hg2Cl> Civa/Civa (1) kloriir

I i Akim

Ip Pik akimi

ipa Anodik pik akimi

Iper Ipk Katodik pik akimi

ig Sinir akim

Ai Akimlar arasindaki fark

Ks Elektrot reaksiyon hiz sabiti

log Ip Pik akiminin logaritmasi

log v Potansiyel tarama hizinin logaritmasi
ml Mililitre

M Molar

mM Milimolar



mV : Milivolt

Ms : Milisaniye

mV/s . Milivolt/saniye

mol L' . Mol litre™!

pA . Mikroamper

umol L1 : Mikromol litre
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N . Olgiim say1s1
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R . Ideal gaz sabiti

R . Korelasyon katsayist

S . Standart sapma

S/IN . Sinyal/ giiriiltii

T . Sicaklik (Kelvin)

t % 95 giiven seviyesindeki t degeri

\% : Volt

Xort . Omeklerin ortalamasi

a . Elektrot reaksiyonunun transfer katsayisi

p1/2 . Potansiyel tarama hizinin karekokii

T . Periyot

Ccv . Déniisiimlii (Cyclic) Voltametri

CA . Kafeik asit (Caffeic acid)

CE . Caligsma elektrodu
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EPPGE . Kenar diizlem pirolize grafit (Edge plane pyrolytic graphite
electrode)

FA . Ferulik asit

GCE . Camsi karbon elektrot (Glassy carbon electrode)

LOD . Tayin sinir1 (Limit of detection)

LOQ . Kantitatif 6l¢tim smurt (Limit of quantification)

NPV : Normal puls voltametri
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RE . Referans elektrodu

SWv . Kare dalga voltametri (Square Wave Voltammetry)
uv . Ultraviyole

YE . Yardimci elektrot
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Ferulik asidin EPPG elektrot ile elde edilen CV voltamogramlarinin
pik akimi - derisim grafigi.
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pik akimi - derisim grafigi.
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1. GIRIS

Viicutta, stres, sigara, alkol, ¢evre kirliligi, radyasyon, UV 1sinlar1 gibi ¢evresel
faktorlerin etkisi ve hiicrelerde meydana gelen cesitli oksidasyon ve lipid
peroksidasyon reaksiyonlart sonucu, siiperoksit anyon radikali (O2--), hidroksil
radikali (OH-), peroksil radikali (ROO-), nitrik oksit radikali (NO-), organik peroksit
radikal (RCOO-) gibi serbest radikal molekiilleri olusur. Bu radikal molekiillerinin
elektronlar1, hiicrede bulunan diger molekiillerle reaksiyona girerek hiicredeki
antioksidanlar ile serbest oksijen tiirleri arasindaki dengeyi bozar ve oksidatif stres
olusturur. Oksidatif stres, viicudun bagisiklik sistemini zayiflatarak, kanser basta
olmak iizere kalp ve damar hastaliklari, diyabet, norolojik rahatsizliklar gibi birgok
hastaligin olugmasina ve ilerlemesine neden olur [1].

Serbest radikal molekiilleri ile reaksiyona girerek onlarin zararli etkilerini
azaltan veya ortadan kaldiran kimyasal maddelere antioksidan denir [1]. Antioksidan

molekiilii ve radikal molekiilii arasindaki reaksiyon Sekil 1.1°de gosterilmistir [2].

l
ﬁ?

4+ ROOH

Sekil 1.1: Antioksidan ve radikal molekiilii arasindaki kimyasal reaksiyon
mekanizmasi.



Antioksidanlar doku hiicrelerinde oksidasyon reaksiyonlarinin olusumunu
azaltarak ve yavaglatarak viicutta meydana gelen kanser, kalp ve damar hastaliklari
gibi rahatsizliklarin olusma riskini azaltir. Bu maddeler viicutta sentezlendigi gibi
gidalardan da alinabilir [3]. Antioksidanlar sentetik ve dogal olmak iizere ikiye
ayrilir.

Sentetik antioksidanlar ¢ogu zaman gidalarda raf Omriinii uzatmak ve gidanin
kalitesini arttirmak i¢in katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Bunlar baslica
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve tersiyer-
biitilhidrokinon (TBHQ)’dir. Yirminci yiizyilin basindan beri sentetik antioksidanlar,
ucuz olduklar i¢in gidalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bugiine kadar
yapilan arastirmalarda sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen etkiye sahip
oldugu One siirtilmiigtiir.

Dogal antioksidanlar ise bitkilerin yapisinda dogal olarak bulunan ve fenolik
yapidaki bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitkisel kaynakli besinlerin rengi, tad1 ve kokusu
tizerinde etkileyici bir role sahiptir. Sebze, meyve, tahil, cay, bitkisel yaglar gibi
gidalar dogal antioksidan agisindan oldukca zengindir [4].

Fenolik bilesiklerin serbest radikal molekiillerini sondiirmesi ve lipid
peroksidasyonunu Onlemesi nedeniyle insan sagligi i¢in polifenol icerigi zengin
gidalarin tiikketimi tavsiye edilir. Bir¢cok epidemiyolojik calismalarda polifenoller
bakimindan zengin sebze ve meyvelerin diizenli tiiketilmesi ile kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin olugsma riskinin azaldigi one siirlilmiistiir. Katesin,
epikatesin, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit gibi fenolik bilesikler meyve ve
sebzelerin yapisinda bol miktarda bulunur [5].

Antioksidan 6zellige sahip fenolik bilesikler, sebze ve meyvelerin yani sira
bitki ¢aylarinin yapisinda da bol miktarda bulunur. Dogal antioksidanca zengin olan
bitki caylar1 tiiketildiginde insan sagligimin korunmasinda ve hastaliklarin
tedavisinde 1yilestirici bir etkiye sahiptir [4]. Bugiine kadar yapilan arastirmalarda
bitki ¢caylarinin kronik ve akut, kalp ve damar hastaliklari, karaciger rahatsizliklar ve
kanser gibi hastaliklarin olusumunu 6nledigi veya azalttig1 bildirilmistir [6]. Bilimsel
arastirmalar sonucunda c¢aylarin biyolojik igeriginin ve faydalarinin ortaya
konulmasi, giintimiizde bitki ¢caylarinin tiiketimini arttirmastir.

Gidalarda antioksidan 6zelligi gdsteren fenolik bilesiklerin giivenilir ve pratik
metotlarla tayin edilmesi ¢ok oOnemlidir. Polifenollerin  belirlenmesinde

spektroskopik, kromatografik ve enzimatik yontemler kullanilmaktadir. Fakat bu



yontemler pahali ve zaman alicidir. Bu nedenle son yillarda diisiikk maliyetli,
giivenilir, hassas, duyarli ve numunenin hizli analizini saglayan elektrokimyasal
yontemler, fenolik bilesiklerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [5],
[7]-[12]. Bu yontemler, numunede herhangi bir degisikligin yapilmasina gerek
kalmadan numunenin analizini ve olduk¢a kompleks biyolojik matrislerde fenolik
bilesiklerin belirlenmesi ve Olciilmesine olanak saglar. Voltametri ve amperometri
teknikleri fenolik bilesiklerin elektrokimyasal analizi i¢in kullanilan en yaygin

elekrokimyasal yontemlerdir [5].
1.1. Tezin Amaci, Icerigi ve Katkisi

Bu tez kapsaminda standart ferulik asit ve kafeik asidin voltametrik yontemler
ile elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi ve bu yontemler ile bitki caylarin
fenolik asit igeriklerinin kantitatif analizi amaclanmistir. Bu amacla dncelikle pH,
derigim, tarama hizi gibi parametreler incelenerek en uygun caligma kosullarinin
belirlenmesi ve bu kosullarda miktar tayini ¢caligmalarinin yapilmasi planlanmistir.

Deneysel calismalar i¢in dongiisel voltametri (CV) ve diferansiyel puls
voltametri (DPV) yontemleri kullanilmistir. Voltametrik ol¢limler i¢in camsi karbon
(glassy carbon, GC) ve kenar diizlem pirolize grafit (edge plane pyrolytic graphite,
EPPG) elektrotlart kullanilmistir. Uygun c¢alisma kosullarinin belirlenmesinin
ardindan nane (Mentha spicata), civanpercemi (Achillea millefolium), ada ¢ay1
(Salvia officinalis), biberiye (Rosmarinus officinalis) ve pitrak (Arctium lappa)
caylarinin kafeik asit iceriginin voltametrik tayini gerceklestirilmistir.

Bu tez calismasinda fenolik bilesiklerin tayinine yonelik diisiik maliyetli,
pratik, hizli, segici ve giivenilirligi yiiksek yeni bir yontem gelistirmek ve bu
yontemin ticari olarak gida, ilag gibi endiistriyel amaglarda kullanimi ve bilimsel

arastirmalara 151k tutmasi hedeflenmistir.



2. FENOLIK BILESIKLER

Fenolik bilesikler, yapisinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren
aromatik bilesiklerdir [5]. Polifenoller ise bir veya daha fazla benzen halkasina bagli
birden fazla fenolik hidroksil grup iceren bilesik gruplaridir. Sebze ve meyvelerde,
tahil ve caylarin tohum, c¢icek, yaprak, dal ve govdelerinde bol miktarda bulunan
fenolik bilesikler, genel olarak fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki ana

gruba ayrilir [13], [14].
2.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler bitkilerde genellikle serbest halde bulunmazlar. Yapisinda
bulunan karboksil ve hidroksil gruplar1 oldukg¢a aktif olup, karbonhidrat, aminoasit
veya protein gibi hiicresel metabolitler ile reaksiyona girebilirler. Fenolik asitler
yapisal olarak hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olmak iizere iki grupta
incelenir. Hidroksibenzoik asitler bitkisel gidalarda ¢ok az miktarlarda
bulunmaktadir. Hidroksisinamik asitlerin ise 6zellikle kumarik, kafeik ve ferulik asit
tiirevleri bitkisel gidalarda ¢ok az miktarda serbest halde, genellikle hidroksisinamik
asitlerin glikozitleri, esterleri ve amitleri seklinde bolca bulunur. Fenolik asitlerin

genel yapist Sekil 2.1 ve 2.2°de gosterilmistir [14].

Rs Rs= OH, m-hidroksibenzzoik asit
Rs=Rs= OH, prokatesuik asit
R4=0H, p- hidroksibenzoik asit

Rs= OCHs, Rs= OH, vanilik asit

Rs= Rs= OCHs, Rs= OH, siringik asit
Rs Rs=Rs=Rs= OH, gallik asit

R, CO,H

Sekil 2.1: Hidroksibenzoik asit tiirevleri.



Rs R,= OH, o-kumarik asit

COH R3= OH, m-kumarik asit

/ Rs= OH, p- kumarik asit
R3=R4= OH, kafeik asit
R3=0CHs3s, R4= OH, ferulik asit

R; R, R3=Rs= OCHj3 Rs= OH, sinapik asit

Sekil 2.2: Hidroksisinamik asit tiirevleri.

2.2. Flavonoidler

Flavonoidler de gidalarda en yaygin bulunan fenolik bilesiklerdendir. Serbest
radikallerle reaksiyona girerek giiglii antioksidan ozelligi gosterirler. 4000’in
tizerinde tiirevi oldugu tahmin edilen flavonoidler elma, baklagiller, ¢ay, sogan ve
kirmizi sarapta bol miktarda bulunmaktadir. Bu bilesikler karbonhidratlar ve
aminoasitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler. Flavonoidler farkli molekiiler
yapilarma gére Flavanonlar, Flavonlar, Flavonoller, Flavan-3-oller, Izoflavonlar
seklinde siniflandirilabilir. Flavonoidlerin genel iskeletyapist Sekil 2.3’de verilmistir

[15].

Sekil 2.3. Flavonoidlerin iskelet yapisi.



3. ELEKTROKIMYASAL YONTEMLER

Elektrokimya iletken bir maddenin iyonik ¢ozeltisi i¢erisinde elektrokimyasal
bir hiicrede gergeklesen kimyasal reaksiyonlarin ve maddenin elektriksel
ozelliklerinin incelenmesine dayanir [16].

Elektrokimyasal veya elektroanalitik yontemler Olgiilen elektriksel sinyalin
tiirtine gore farklilik gosterir. Yaygin olarak kullanilan elektrokimyasal yontemlerden
Potansiyometri, Voltametri, Amperometri, Kulometri ve Kondiiktometri yontemleri
sirastyla derisim-potansiyel, akim-potansiyel, derisim-akim, akim miktar1 ve
iletkenlik sinyallerinin Ol¢iilmesi ilkelerine dayanir. Bu yontemler ¢ok sayida
inorganik ve organik maddenin kalitatif ve kantitatif analizini saglar. Ayrica
elektrokimyasal ve kimyasal reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasina, kinetik
ve adsorpsiyon olaylariin incelenmesine, standart indirgenme potansiyellerinin
belirlenmesine, denge sabitlerinin ve difiizyon katsayisinin bulunmasina olanak
verirler [17], [18].

Elektrokimyasal yontemler pratik, hizli, hassas, se¢iciligi yiiksek ve maliyeti
diisiik yontemlerdir. Bu yontemler son yillarda spektroskopi ve kromatografi gibi
tekniklere alternatif olarak kullanilmaktadir. Elektrokimyasal yontemlerin
uygulamalarina sensorler, bataryalar, elektrokimyasal polimerizasyon, iletken
polimerler, ¢evre analizleri 6rnek verilebilir. Ayrica bu yontemler, gida analizlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir ve gida 6rneklerinde fenolik bilesiklerin belirlenmesi
icin uygun yontemlerdir. Analizler i¢in giivenilir bir teknik olan elektrokimyasal
yontemler fenolik bilesiklerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin kantitatif analizini

saglar [5].
3.1. Voltametri ve Voltametrik Yontemler

Voltametri bir indikator veya calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar
altinda, uygulanan potansiyele karsilik gelen akimin Olgiilmesi ilkesine dayanan
elektrokimyasal bir yontemdir.

Voltametride akim, ¢alisma elektrodu tlizerinde maddelerin indirgenme veya
yiikseltgenme reaksiyonlar1 sonucunda olusur. Indirgenme reaksiyonu sonucu

katodik akim, yiikseltgenme reaksiyonu sonucu ise anodik akim olusur. Belirli



potansiyel araliginda dl¢iilen akim miktar1 elektroaktif madde miktar ile orantilidir.
Voltametrik yontemlerde akim, potansiyel ve derisim arasindaki iliski incelenir. Bu
iliskileri gbsteren akim-potansiyel egrilerine voltamogram denir. Calisma elektrodu
olarak civa damla elektrodunun kullanildig1 voltametrik yontemlere polarografi, bu
yontem ile elde edilen akim-potansiyel egrilerine ise polarogram denir [19], [20].

Voltametri ve polarografi yontemleri elektrot reaksiyon mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda, reaksiyonlarin  stokiyometrik ve kinetik  6zelliklerinin
incelemelerinde, element analiz yontemlerinde, hidroliz, ¢oziiniirliik, adsorbsiyon,
kopleks olusumu ve ila¢ etken maddeleriyle ilgili arastirmalarda siklikla kullanilan
elektrokimyasal yontemlerdir. Voltametrik yontemler, diisiik derisimlerde numune
analizlerinin yapilabilmesi, numunelerin kolayca ve c¢ok kisa bir siirede
hazirlanabilmesi, analiz sirasinda ¢ok az miktarda numuneye ihtiya¢ duyulmasi,
analiz siiresinin kisa olmasi, herhangi bir ayirma islemine gerek olmadan analizlerin
yapilabilmesi gibi avantajlara sahiptir. Ayrica bu yontemlerin diger bir avantaji da
ekonomik olmasidir [21].

Voltametrik yontemler, uygulanan potansiyel uyarma sinyalinin tiiriine gore
farkli akim sinyalleri verir. Voltametride yaygin olarak kullanilan uyarma
sinyallerine gore sirasi ile Dogrusal Taramali, Normal ve Diferansiyel Puls, Kare
Dalga ve Déngiisel (Uggen, Cyclic) Voltametri ydntemleri Sekil 3.1°de gdsterilmistir
[17].
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Sekil 3.1: Voltametride kullanilan zamana kars1 potansiyel uyarim sinyalleri ve elde
edilen voltamogramlarin sekilleri.



3.1.1. Dogrusal (Lineer) Taramal Voltametri

Dogrusal Taramali Voltametri (DTV) en temel ve en basit voltametri
yontemidir. Bu voltametrik yontemde genellikle 2-5 mV/s potansiyel araliginda
dogrusal olarak artan veya azalan potansiyel taramasi uygulanir. Hiicrede olusan
akim, zamanin ve dolayisiyla potansiyelin bir fonksiyonu olarak dl¢iiliir (Sekil 3.2).
Bu yontem yaklasik 10® M duyarliliga sahiptir. Dogrusal taramali voltametri,

polarografi ve hidrodinamik voltametri olmak tizere iki tiptir [17].
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Sekil 3.2: Dogrusal taramali voltamogram.

Sekil 3.2°¢ gore smir akimin (ig) biiytikligi elektroaktif maddenin derisimi ile
dogru orantilidir. Yar1 dalga potansiyelinin (E12) degeri yar1 reaksiyonun standart
potansiyeli ile iliskilendirilebilir. Bu degerler elektroaktif maddenin Kkalitatif ve
kantitatif analizlerde kullanilabilir [17].

3.1.2. Normal Puls Voltametri
Voltametride 6l¢glim esnasinda eser miktardaki safsizliklarin indirgenmesi (az

miktardaki ¢6zlinmiis oksijen, distile sudaki agir metal iyonlar1 ve destek elektroliti

olarak kullanilan tampon c¢ozeltisindeki safsizliklar) ile ortaya ¢ikan artik akim



duyarlilig1 azaltir. Bu nedenle duyarliligin artirilmasi i¢in artik akimi giderici gesitli
teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerden birisi puls seklindeki gerilimlerin
uygulandig1 Normal Puls Voltametri (NPV) yontemidir (Sekil 3.3a) [17].

3.1.3. Diferansiyel Puls VVoltametri

NPV’de pulsun sonunda oOlgiilen akim az da olsa kapasitif akim igerir. Bu
durum sinyal/giiriiltii oraninin ve segiciligin azalmasima neden olur. Bu sorunlar
azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in pulsun basinda ve sonundaki akimlar 6l¢iiliir
ve bunlarin arasindaki akim farki dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu
seklinde kaydedilir. Boylece bir akim pikinin bulundugu diferansiyel bir egri elde
edilir (Sekil 3.3b). Pikin yiiksekligi konsantrasyonla dogru orantilidir. Bu teknikle
calisan yonteme Diferansiyel Puls VVoltametrisi (DPV) denir [17].
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Sekil 3.3: Potansiyel uyarim sinyalleri ve elde edilen voltamogramlarin sekilleri.
a) NPV, b) DPV

Bu teknik 107-10® M arasinda bir duyarliliga sahiptir. Bu teknik Normal Puls
Voltametri tekniginden daha duyarli ve daha segicidir. Ep = E12 — AE/2 esitliginden
yar1 dalga potansiyeli hesaplanabilir. Burada; AE, puls genligidir. Puls genliginin ve
potansiyelin iyi se¢ilmesiyle duyarlilik artirilabilir. 50 mV’luk bir potansiyel farki ile
pikler birbirinden ayirt edilebilir. DPV yontemi bir¢ok elektroaktif maddelerin ¢ok

kiigiik miktarlarinin tayininde kullanilmaktadir [17].

10



3.1.4. Kare Dalga Voltametrisi
Kare Dalga Voltametri (SWV) son derece hizli ve duyarli bir tekniktir. Kare

dalga voltamogramlar1 10 ms’den daha az siirede elde edilir. DPV’ye gére SWV nin

analiz siiresi oldukea kisadir. Tayin sinir1 ise 107-10% M arasindadur.
Bu teknigin potansiyel-zaman dalga grafigi simetrik kare dalgalardan olusur.

Her bir kare dalga dongiisii boyunca akim iki kez Olgiliir. Birincisi, ileri yondeki
pulsun sonunda, ikincisi ise geri yondeki pulsun sonundadir. Bu iki akim arasindaki

fark, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafige gecirildiginde kare dalga

voltamogrami elde edilir (Sekil 3.4) [17].
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Sekil 3.4: Kare dalga voltamogramu.

SWV, hizli ve tayin sinirinin diisiik olmas1 gibi avantajlar saglar. Bu nedenle
madde analizlerinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir [17].

3.1.5. Dongiisel (Cyclic) Voltametri
Dongiisel Voltametri (CV) en yaygin kullanilan voltametrik ydntemlerden

biridir. Bu yontemde tiggen dalga potansiyel taramasi uygulanir ve potansiyel-zaman
11

grafigi liggen dalgalardan olusur. Potansiyel 6nce dogrusal olarak artar ve en yiiksek



degerine ulagir. Daha sonra baglangi¢ noktasina geri doner. Bu yontemin duyarlilig:
10 ile simirhdir. Uygulanan potansiyelin zamanla degisim grafigi Sekil 3.5°de

verilmistir [17].
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Sekil 3.5: Dongiisel voltametride potansiyelin zamanla degisim grafigi.

CV yonteminde c¢alisma elektroduna potansiyel uygulandiginda olusan akimin
Ol¢iilmesi sonucu dongiisel voltamogramlar olusur. CV’de ileri yonde tarama
yapilirken madde yiikseltgeniyor ise anodik akim (Ipa) ve potansiyel (Epa) olusur.
Daha sonra geri yondeki potansiyel taramasinda bu yiikseltgenmis maddenin
elektrotta tekrar indirgenmesinden dolay1 katodik akim (Ipk) ve potansiyel (Epk)
olusur (Sekil 3.6) [17].

Cyclic Voltammogram

Faradaic EPa Anodic (oxidation)
Current - Positive Current
Capacitive (analyte)

Current
(background)

Potential / V

s T

Current/ A

Cathodic (reduction)
- Negative Current

‘ 'pe

Sekil 3.6: CV voltamogrami.
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CV yontemi bir bilesigin, bir biyolojik materyalin veya bir elektrot yiizeyinin
redoks tepkime mekanizmalarinin incelenmesinde, kinetik c¢alismalarda ve
adsorpsiyon olaymin arastirilmasinda kullanilir [22]. Bu yontem ile elektrot
yiizeyinde gergeklesen reaksiyonlarin tersinir olup olmadigini, elektrot tepkimesinde
rol alan maddelerin yiizeye tutunup tutunmadiklarini ve yiikseltgenme ve indirgenme
potansiyellerini tespit etmek miimkiindiir [17].

CV’de tarama hizi ile akim piklerinin arasindaki elektrokimyasal iliski
incelenerek difiizyon, adsorpsiyon veya elektron aktarimina eslik eden kimyasal
reaksiyonlar belirlenebilir. Bunun i¢in pik akimi ile tarama hizi arasindaki iliskiyi
veren Randles-Sevcik esitlikleri (3.1 ve 3.2) [23];

Ip = 0,4463 n F (nFRT)Y/? C, DY/? v1/? (3.1)

Ip = 2,69 x10° n3/?2 ADY/? ¢, v'/? (3.2)

kullanilir. Bu esitliklerde, Ip: akim siddeti, n: elektron sayisi, F: faraday sabiti, C:
derisim, R: ideal gaz sabiti, D: difiizyon katsayisi, v: tarama hizi, A: elektrot yiizey
alanidir. CV voltamogramlarin pik akimi aktarilan elektron sayisina, sicakliga,
elektroaktif maddenin derisimine, diflizyon katsayisina, tarama hizina ve elektrot
ylizey alanina baglidir. Randles-Sevcik esitliklerine gore pik akimi, elektroaktif
maddenin derisimi ve tarama hizinin karekokdi ile dogru orantilidir.

Elektrot ylizeyinde gerceklesen reaksiyonlar sirasinda elektroaktif molekiillerin
elektrot yiizeyine adsorblanmasi elektrot reaksiyon mekanizmasmi ve elektron
aktarim hizim1 degistirerek farkli iiriin olusumuna neden olabilir. Bu nedenle
adsorbsiyon voltametrik sonuglari etkileyen 6nemli bir faktordiir. Kuvvetli ve zayif
adsorbsiyon varliginda CV voltamogramlarinda ©on veya arka pik olusur.
Adsorbsiyon pikinin akimi tarama hiziyla dogru orantili olarak artarken difiizyon
pikinin akimi ise Randles-Sevcik esitligine gore tarama hizinin karekokii ile artar.
Adsorbsiyon varliginda ise diflizyon pik akimi tarama hizinin karekokii ile dogrusal
olarak degismez. Adsorbsiyonun varligi log Ip-log v grafiginden yararlanilarak
belirlenebilir [24]. Bu grafigin egimi 0,5’den biiyiik ise elektrot yiizeyinde

gerceklesen reaksiyonlarda adsorbsiyonun varligindan soz edilebilir [25].

13



CV basglica elektrokimyasal reaksiynlarda kantitatif analizlerde, redoks
reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda ve reaksiyonlarin kinetiginin

incelenmesinde en yaygin kullanilan voltametrik yontemlerdir.

3.2. Voltametride Kullanilan Hiicre Elemanlari

Voltametrik deneylerin ¢alisma sistemleri destek elektrolit, ¢alisma (indikator)
elektrotu, referans elektrot ve yardimer (karsit) elektrot olmak iizere dort bilesenden
olusur. Sekil 3.7°de voltametrik Olgiimlerde kullanilan bir hiicrenin semasi

gosterilmistir [25].

=N, gan

Sekil 3.7: Voltammetrik 6l¢timlerde kullanilan bir hiicrenin semasi. CE: Calisma
elektrodu; RE: referans elektrodu, YE: yardimci elektrot.

3.2.1. Destek Elektrolit

Voltametrik deneyler destek elektrolit ¢ozeltisi igerisinde gercgeklestirilir.
Elektroaktif madde, secilen destek elektrolit ¢ozeltisinde iyi ¢éziinmelidir. Ayrica
secilen destek elektrolit ¢ozeltisi elektroaktif madde ile reaksiyona girmemeli ve
calisilan potansiyel araliginda herhangi bir pik meydana getirmemelidir. Elektrolit
cozeltisi i¢in kullanilan reaktifler saf olmali veya icerdigi safsizlik elektroaktif
madde derisiminin %1’inden daha az olmalidir. Cozeltide elektrot ve analit arasinda
itme ve ¢ekme kuvvetlerinin azaltilmasi i¢in destek elektrolitin derisimi elektroaktif

maddenim 50-100 kat daha fazla olmas1 gerekir. Bu nedenle voltametrik deneylerde
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0,1-1,0 M araliginda destek elektrolit ¢ozeltileri hazirlanmaktadir [17]. Voltametrik

deneylerde organik molekiillerin ¢ogu elektrottaki tepkimeleri sirasinda H iiretimi

veya tliketiminden dolay1 akim-potansiyel iliskisi pH’a baglidir. pH kontrolii yapilan

bu deneylerde fosfat, asetat ya da sitrat tampon c¢ozeltileri ile hazirlanmis tampon

sistemler kullanilir [18].

3.2.2. Cahsma Elektrotu

Voltametrik Olgiimlerde potansiyeli zamanla degistiren elektrot c¢alisma

(indikator) elektrotudur. Elektroaktif madde bu elektrot iizerinde yiikseltgenir veya

indirgenir. Voltametride kullanilan calisma elektrotlarinin siiflandirilmas: Sekil

3.8’de gosterilmistir [25].
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Civa kokenli
elektrotlar
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elektrotlar

Damlayan civa elektrodu
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Kompozit ‘
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Kimyasal baglanma
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Sekil 3.8: Voltammetride kullanilan ¢alisma elektrotlarinin siniflandirmasi.

15



Voltametride c¢alisma elektrotu olarak, karbon elektrot (grafit, karbon pasta,
cams1 karbon elektrot), platin, civa, altin, paladyum gibi elektrotlar yaygin olarak

kullanilmaktadir [25].

3.2.3. Referans Elektrot

Voltametrik sistemde, referans elektrotun potansiyeli, elektroaktif maddenin
ozelliklerinden bagimsiz olup deney siiresince sabit kalir. Elektrot potansiyeli tam
olarak bilinen bir yar hiicredir. Ag/Ag", standart hidrojen elektrot (SHE) ve standart
kalomel elektrot (SCE) kullanilan en yaygin referans elektrotlardir [25].

3.2.4. Yardimci Elektrot

Yardimcr (karsit) elektrot, elektrigin ¢ozelti iginden gegerek elektroda
aktarilmasini saglar. Voltametrik sistemlerde yardimci elektrot olarak genellikle
platin (Pt) tel kullanilir. Yardime1 elektrotun ¢alisma elektrotundaki tepkimeye higbir
etkisi olmaz. Sadece onu elektronlarla besler.

Voltametride ticlii elektrot sistemleri arasindaki iliski kisaca akimin ¢alisma ve
yardimc1 elektrotlar arasinda akarak c¢alisma ve referans elektrotlar1 arasinda

olusturdugu voltajin kaydedilmesi olarak tanimlanabilir [25].
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4. KAYNAK ARASTIRMASI

Bianchini ve arkadaslar tarafindan galvanostatik yontemle sulu ortam iginde Pt
elektrot, poly (3,4-ethylenedioxy) thiophene (PEDOT) ile kaplanarak modifiye
edilmis ve bu modifiye elektrot ile CV yontemi kullanilarak sarap Orneklerinde
kafeik asit icerigi incelenmistir. Polimerin varligi Pt elektroda yiiksek iletkenlik
ozelligi kazandirmig ve kafeik asidin oksidatif reaksiyonunu kolaylastirdig
gozlenmistir. CV  yontemi, 10,0 nM-6,5 mM derisim araliginda analitin
belirlenmesine izin vermis ve duyarlilig: yiiksek bir yontem gelistirilmistir [7].

Abdel-Hamid ve arkadaglar1 misir 6rneklerinde ferulik asit tayini igin polipirol-
cok duvarli karbon nanotlip modifiye camsi karbon elektrot gelistirerek, CV ve
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanarak karakterize etmistir. Modifiye
elektrot, ferulik asit oksidasyonuna karsi miitkemmel bir elektrokimyasal katalitik
aktivite gosterdigi ve optimum kosullar altinda ferulik asidin konsantrasyonunun
dogrusal tayin arah@ 3,32x10°-2,59x10° M ve tayin smir1 1,17x10° M (S/N = 3)
olarak rapor edilmistir [26].

Liu ve arkadaglar1 Cin’de yetisen A. Sinensis sifali ot ve biyolojik 6rneklerde
ferulik asit tayini igin, elektrokimyasal indirgenmis grafen oksit (EDGO) ile
kaplanmis GCE kullanarak yeni bir voltametrik sensor gelistirmistir. Ornekler CV ve
DPV yontemleri ile incelenmis ve optimum kosullar altinda, ferulik asidin
konsantrasyonun dogrusal tayin aralig1 8,4910% mol L™-3,89x10° mol L? ve tayin
sinirt 2,06x10°8 mol L7 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada iiretilen yeni sensor ile
yontemin tekrarlanabilirlik, uzun siire kararlilik ve ytiksek segicilik 6zeliklerine sahip
oldugu gosterilmistir. Bu calismada CV ve DPV yontemleri ile 99,91%-101,91%
araliginda geri kazanim elde edilerek A. Sinensis ve biyolojik numunelerinde ferulik
asit tayininin basarili bir sekilde uygulanabilecegi gosterilmistir [27].

Sousa ve arkadaslari tarafindan pH 5,6 asetat tampon ortaminda kafeik,
Klorojenik, sinapik, ferulik ve p-kumarik asitlerin CV yontemi ile GCE ve modifiye
edilmis GCE kullanilarak elektrokimyasal oksidasyonu incelenmistir. Fenolik
asitlerin voltametrik davranislarina gore, antioksidan aktivitesi degerlendirilmis ve
sonuclar sirasiyla kafeik asit (Ea = +0,31 V) < klorojenik asit (+0,38 V) < sinapik
asit (+0,45 V) < ferulik asit (+0,53 V) < p-kumarik asit (+0,73 V) olarak

bulunmustur. Fenolik asitlerin belirlenmesinde lineer kalibrasyon grafikleri 10-10
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mol L konsantrasyon araliginda elde edilmis ve bu metot meyve suyu drneklerinde
uygulanmistir. Ayrica bu calismada GC elektrodu kafeik ve klorojenik asit ile
kaplanarak hazirlanmis modifiye GCE ile askorbik asid tayini yapilmis ve segiciligi
incelenmistir [28].

Tyszczuk ve arkadaslar1 tarafindan kafeik asidin kursun film elektrot (PbFE)
kullanilarak adsorbtif siyirma voltametri yontemi ile elektrokimyasal analizi
gerceklestirilmistir. Bu yontem, kafeik asidin PbFE {izerine adsorbsiyonla
birikmesine ve daha sonra siyirma adimi esnasinda kafeik asidin oksidasyonuna
dayanmaktadir. Asetat tamponu igerisinde kafeik asidin dogrusal tayin aralig1 1x1078-
5x107 mol/L, tayin smir1 ise 4x10° mol/L olarak rapor edilmistir. Bu metot, kare
dalga voltametri metodu ile Plantago lanceolata bitki 6rneginde kafeik asit i¢eriginin
belirlenmesinde uygulanabilecegi gosterilmistir. Bu g¢alismada ek olarak kafeik
asidin yiiksek performansl ince tabaka kromatografisi (HPTLC) yontemi ile tayini
yapilmis ve elde edilen sonuglarin voltametrik ¢alismalar ile uyum iginde oldugu
gosterilmistir. Boylece karmasik bir matriks i¢indeki organik bilesiklerin tespiti i¢in
voltametrik yontemlerin uygulanabilecegi 6ne siiriilmiistiir [10].

Wang ve arkadasglart tarafindan GCE yiizeyine D-glutamik asidin
elektropolimerizasyon yontemi ile kaplanarak poliglutamik asit modifiye elektrot
elde edilmis ve pH 4,2 asetat tampon ¢oOzeltisi igerisinde ferulik asidin
elektrokimyasal tepkimeleri incelenmistir. Oksidasyon pik akimi 2x107 mol L*-
3x10* mol L konsantrasyon araliginda dogrusal bir iliski elde edilmis ve tayin sinir1
7x10® mol L7 olarak tahmin edilmistir. Bu yontem, Cin’de yetisen sifali ot
orneklerinde ferulik asit igeriginin tespitinde kullanilmis ve 97,8-102,4% geri
kazanimli sonuglar elde edilmistir [11].

M. Brcanovic ve arkadaglar1 kakao tozu, bitter ¢ikolata ve siitlii ¢ikolata
orneklerinde fenolik antioksidan igeriklerinin GCE ile 0-800 mV potansiyel
araliginda 100 mV/s tarama hizinda CV yontemi ile elektrokimyasal reaksiyonlarini
incelemislerdir. pH 4 asetat tamponunda yapilan CV ol¢timleri sonucu 370 ve 460
mV potansiyel araliginda olusan birinci oksidasyon piki, orto-difenol gruplarini, 670
mV potansiyeline yakin meydana gelen birinci ve itglincii anodik pikleri
flavonoidleri ve 560 mV civarinda olusan ikinci anodik piki ise fenolik asitlerin
varligin1 gostermistir [29].

Romani ve arkadaslar1 dogal kompleks matrislerde polifenolik bilesiklerin

tespiti i¢in DPV, HPLC/DAD ve tirosinaz biyosensorii kullanmistir. Bu teknikler
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birbirinden bagimsiz olarak kullanilmig ve {iziim, zeytin ve yesil ¢ayin dogal
ekstraktlarinda fenolik asit icerikleri analitik olarak belirlenmistir. DPV
caligmalarinda screen-printed elektrotlar kullanilmis ve bu yoOntemin diger
yontemlere gore daha hizli sonug verdigi 6ne stiriilmiistiir [30].

Magarelli ve arkadaslar1 tarafindan kafeik asit oksidasyonuna dayali GCE
kullanarak son derece hassas ve segici DPV yontemi ile toplam fenolik asitlerin
(TPAS) tayini gergeklestirilmistir. Optimum kosullar altinda (0,2 M fosfat tamponu,
pH 3,50 mV puls genlik, 50 mV s tarama hiz1) kafeik asit konsantrasyonunun
lineer tayin araligi 1077-107® M ve korelasyon katsayist (R) 0,9985 olarak rapor
edilmistir. Tayin ve 6lgiim snir1 sirasiyla 6,8 X108 M ve 1,0 X107 M elde edilmis ve
DPV yontemiyle TPAS belirlenmesi sirasinda matrisin higbir etkisinin olmadig F-

testi ve t-testleri (% 95 giiven diizeyi) uygulanarak ortaya konulmustur [31].
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5. DENEYSEL BOLUM

5.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu ¢alismada, standart c¢ozeltiler igin trans-ferulik asit (CioH100: Sigma-
Aldrich) ve kafeik asit (CoHgOas; Alfa Aesar) kullanildi. Destek elektrolit
cozeltilerinin hazirlanmasinda fosforik asit (HsPOs; Sigma-Aldrich), potasyum
dihidrojen fosfat (KH2POs; Sigma-Aldrich), dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPOu;
Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit (NaOH; Sigma-Aldrich), hidroklorik asit (HCI;
Sigma-Aldrich), asetik asit (CH3COOH; Sigma-Aldrich), sodyum asetat
(NaCH3COO; Sigma-Aldrich), aseton (C3HeO; Merck) ultra saf su kullanildi.
Bitkisel iiriin denemelerinde ise bitki gaylar1 (nane, civanpergemi, ada cayi, biberiye
ve pitrak) kullanildi. Voltametrik 6lgiimler sirasinda oksijenin uzaklastirilmasi igin

argon gazi kullanildu.
5.2. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Elektrokimyasal oOlgiimler i¢in CH Instruments, Inc, Model 842B
Electrochemical Detector, USA Voltametri cihazi ile elektrokimyasal cam hiicre
kab1, tcli elektrot sistemi (referans elektrot olarak Pt tel, yardimci elektrot olarak
kalomel (Hg/Hg2Cl,) elektrot ve calisma elektrotlart olarak GCE (3 mm ¢apli) ve
EPPGE (6 x 3 mm) elektrotlar kullanildi. Elektrotlarin temizlenmesi ise parlatma kiti
(temizleme kagidi) ve 0,05 mikron’luk aliimina tozu (MicroPolish Powder, CHI) ile
yapildi. pH metre (PHM210, Meterlab), ultrasonik banyo, hassas tarti, mikro pipet,

1s1tici, etiiv, siizge¢ kagidi, huni, cam beher ve balon joje kullanildu.
5.3. Elektrot ve Cam Malzemelerinin Temizlenmesi

Elektrotlar temizleme kagidi {izerine aliimina tozu ve saf su konularak
elektrotlar dairesel hareketlerle temizlendi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi. Elektrot

tizerinde kalan aliimina tozlar1 uzaklastirmak ig¢in sirasi ile ultra saf su ve asetonla
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yikandi. Ayni sekilde cam malzemelerde kullanilmadan 6nce ultra saf su ve aseton

ile yikandi. Temizleme iglemi her voltametrik 6l¢iim 6ncesinde tekrar edildi.

5.4. Destek Elektrolit (Tampon) Cozeltilerin Hazirlanmasi

Destek elektrolit ¢ozeltilerinde kullanmak amaciyla 0,1M KH2PO4, H3POg,
K2HPO4, NaCH3COO, CH3COOH, HCI ve 0,02 M KzHPQO4, 0,2 M KH2PO4, 0,04 M
NaOH c¢ozeltileri hazirlandi.

10 ml 0,1 M pH 2 fosfat tamponu: 4,3 ml 0,1 M KH2POj4 ¢6zeltisi ile 5,7 ml 0,1
M H3PO4 ¢ozeltisi kullanildi. pH metre yardimi ile NaOH veya HCI ¢ozeltisinden
gerekli ilaveler yapilarak yaklagik 25 °C de pH 2’e ayarlandi.

10 ml 0,1 M pH 3 fosfat tamponu: 8,8 ml 0,1 M KH2PO4 ¢6zeltisi ile 1,2 ml 0,1
M H3PO4 ¢ozeltisi kullanildi. pH metre yardimi ile NaOH veya HCI ¢6zeltisinden
gerekli ilaveler yapilarak yaklagik 25 °C de pH 3’e ayarlandi.

10 ml 0,1 M pH 4 asetat tamponu: 1,5 ml 0,1 M NaCH3COO ¢ozeltisi ile 8,5
ml 0,1 M CH3COOH ¢ozeltisi kullanildi. pH metre yardimi ile NaOH veya HCI
cozeltisinden gerekli ilaveler yapilarak yaklasik 25 °C de pH 4’e ayarlandi.

10 ml 0,1 M pH 5 asetat tamponu: 6,35 ml 0,1 M NaCH3COO ¢ozeltisi ile 3,65
ml 0,1 M CH3COOH ¢ozeltisi kullanildi. pH metre yardimi ile NaOH veya HCI
cozeltisinden gerekli miktarda ilave edilerek yaklagik 25 °C de pH 5’e ayarlandi.

10 ml 0,1 M pH 6 fosfat tamponu: 2,9 ml 0.02 M K2HPOs ¢6zeltisi ile 4,71 ml
0,2 M KH2POs4 ¢ozeltisi kullanildi. pH metre yardimi ile NaOH veya HCI
cozeltisinden gerekli ilaveler yapilarak yaklasik 25 °C de pH 6’e ayarland1 ve ultra
saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

10 ml 0,1 M pH 7 fosfat tamponu: 3,8 ml 0,1 M KoHPOj4 ¢6zeltisi ile 6,2 ml 0,1
M KH2POy4 ¢ozeltisi kullanildi. pH metre yardimi ile NaOH veya HCI ¢6zeltisinden
gerekli ilaveler yapilarak yaklasik 25 °C de pH 7’e ayarlandi.

5.5. Standart Ferulik ve Kafeik Asit Cozeltilerinin
Hazirlanmasi

10 ml 1x1073 M standart ferulik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin hassas tarti

ile 1,942 mg ferulik asit tartild1 ve tizerine 10 ml ultra saf su ilave edildi. Daha sonra
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ultrasonik banyoda 5 dakika boyunca bekletilerek ¢oziinmesi saglandi. Standart
ferulik ¢ozeltileri giinliik hazirlandi.

10 ml 1x10° M standart kafeik asit ¢cozeltisinin hazirlanmasi icin hassas tart:
ile 1,802 mg kafeik asit tartildi ve {izerine 10 ml ultra saf su ilave edildi. Daha sonra
ultrasonik banyoda 5 dakika boyunca 90 °C sicaklikta bekletilerek ¢oziinmesi

saglandi. Standart kafeik asit ¢ozeltileri giinliik hazirlandi.
5.6. Bitki Caylarinin Hazirlanmasi

Bitki caylariin hazirlanmasinda haslayarak demleme yontemi kullanilmstir.
Bu tez kapsaminda aktarlardan satin alinan nane, civanpergemi, biberiye, ada ¢ay1 ve
pitrak olmak {iizere bes farkli kuru bitki ornekleri kullanildi. 2 g kuru bitki
orneklerinden tartildi ve 50 ml ultra saf su igerisinde 15 dakika boyunca 100 °C
sicaklikta bekletildi. Daha sonra c¢ay ornekleri 1siticit ilizerinden alinarak oda
sicakliginda sogumaya birakildi. Cay ornekleri huni ve siizge¢ kagidi yardimu ile

sliziildli ve homojen ¢ay ornekleri hazirlandi. Biitiin ¢ay 6rnekleri giinliik hazirlandi.
5.7. Oksijenin Uzaklastirilmasi

Cozeltilerin i¢inde ¢6ziinmiis olarak bulunan oksijen molekiilleri, elektrot
yiizeyinde indirgenir. Oksijen molekiiliiniin indirgenme pikleri ¢ok biiyiikk oldugu
icin, ortamda bulunan diger tiirlerin indirgenme piklerini kapatir. Bu yiizden
oksijenin indirgenme piki, diger tiirlerin indirgenme piklerinin dl¢iimlerinde hatalara
neden olur. Bunu 6nlemek ve daha hassas Olgiimler alabilmek i¢in, voltametrik
deneylere baslamadan 6nce mutlaka ¢6zeltiden en az 3 dakika boyunca azot ve argon
gibi inert bir gaz gecirilmelidir. Bu tez kapsaminda yapilan deneylerde voltametrik
Olgtimler alinmadan Once tiim ¢ozeltiler 3 dakika boyunca argon gazindan gegiriler

oksijenin girisim etkisi engellendi.

5.8. Ferulik ve Kafeik Asidin Elektrokimyasal Davranisi

Deneysel calismalarda ilk olarak ferulik ve kafeik asit c¢ozeltilerinin

voltametrik tayini yapildi ve optimum ¢aligma kosullarinin belirlenmesi i¢in en
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uygun sinir potansiyel araligi, tarama hizi, c¢alisma elektrodu, pH ve voltametrik
yontem belirlendi. Daha sonra standart ferulik ve kafeik asit c¢ozeltilerinin
kalibrasyon grafikleri olusturularak dogrusal araliklar, tayin smir1 (LOD) ve
gozlenebilme smir1 (LOQ) belirlendi. Belirlenen optimum ¢alisma kosullar altinda
bitki caylarinda DPV yontemiyle kafeik asit igeriginin tayini yapildi. Voltametrik
deneylerde CV i¢in (-1,5 V) - (+1,5 V), DPV ig¢in ise (-1,0 V) - (+1,2 V) potansiyel

araliklar ¢caligma aralig1 olarak segildi.

5.8.1. Tarama Hizinin Etkisi

Oda sicakliginda, 9,1x107° M ferulik asit ¢ozeltisinin 0,1 M asetat tamponunda
(pH: 4) GC elektrot kullanilarak farkli tarama hizlarinda CV voltamogramlari alind.
Standart ferulik asit ¢ozeltisinin anodik ve katodik pik akimlarinin farkli tarama

hizlarindaki degisimi Sekil 5.1°de gosterildi.

Current / 1e-5A

Potential / V

Sekil 5.1: GC elektrot ile standart 9,1x10° M ferulik asit ¢6zeltisinin CV ydnteminde
pik potansiyelinin tarama hiz1 ile degisimi, a) 40 mV/s, b) 60 mV/s, c) 80 mV/s, d)
100 mV/s, e) 120 mV/s, f) 150 mV/s.

Oda sicakliginda, 9,1x10° M ferulik asit ¢dzeltisinin asetat tamponunda (pH:
4) EPPG elektrot kullanilarak farkli tarama hizlarinda CV voltamogramlar1 alindi.
Standart ferulik asit ¢ozeltisinin anodik ve katodik pik akimlarimin farkli tarama

hizlarindaki degisimi Sekil 5.2°de gosterildi.
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Current / 1e-5A

Potential / V

Sekil 5.2: EPPG elektrot ile standart 9,1x10° M ferulik asit ¢ozeltisinin CV ydntemi
ile elde edilen pik potansiyelinin tarama hizi ile degisimi. a) 40 mV/s, b) 60 mV/s, c)
80 mV/s, d) 100 mV/s, e) 120 mV/s, f) 150 mV/s, g) 180 mV/s, h) 230 mV/s.

Ferulik asidin oksidasyon pik potansiyel degerleri tarama hizinin artmasiyla
pozitife kaydig1 gdzlendi. Ayrica 9,1x10™° M’lik ferulik asit ¢dzeltisinin oksidasyon
pik akimlart GC elektrot kullanildiginda 40-100 mV/s araliginda, EPPG elektrot
kullanildiginda ise 40-230 mV/s tarama hizi araliginda dogrusal bir artis gosterdi.
GC ve EPPG elektrotlarinin farkli tarama hizlarina gore performanslarinin

karsilastirilmast Sekil 5.3’de gosterildi.

5.0
4.0 ——GCE
——EPPGE

& 3.0 4
=
o
g 2.0 -
o
- 1.0 -

0.0 . .

0 0.1 0.2 0.3
Tarama hiz1 (V/s)

Sekil 5.3: Standart ferulik asit ¢ozeltisinin GC ve EPPG elektrotlarinin farkli tarama
hizlarina gore performanslarinin karsilagtirilmasi.
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Current / 1e-5A

Potential / V

Sekil 5.4: EPPG elektrot ile standart 9,1x10° M kafeik asit ¢dzeltisinin CV yontemi

ile elde edilen pik potansiyelinin tarama hizi ile degisimi. a) 40 mV/s, b) 60 mV/s, c)

80 mV/s, d) 100 mV/s, ) 120 mV/s, f) 140 mV/s, g) 160 mV/s, h) 180 mV/s, 1) 200
mV/s, ) 220 mV/s.

Tarama hizi ile akim pik yiiksekliginin degisimi incelendiginde difiizyon,
adsorbsiyon ve elektron aktarimina eslik eden kimyasal reaksiyonlarla ilgili birgok
bilgi edinilebilir [32]. Bu amagla ferulik ve kafeik asidin EPPG elektrottaki tarama
hiz1 etkisi ile elektrot yiizeyinde gergeklesen kimyasal reaksiyonlarin difiizyon ve
adsorbsiyon 6zellikleri incelendi. Ferulik ve kafeik asit i¢in pik potansiyellerinin ve
pik akimlariin tarama hizi ile degisimini gosteren voltamogramlar Sekil 5.2 ve

5.4°de gosterildi.
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Tablo 5.1: 0,1 M asetat tamponunda (pH: 4), EPPG elektrot ile 9,1x10° M ferulik ve
kafeik asidin CV yontemi ile elde edilen pik potansiyellerinin tarama hizina gore
degisimi.

Ferulik Asit Kafeik Asit

v (VIs) | Epa(V) | Epk(V) | v (VIs) | Epa (V) | Epk (V)
0,04 0,328 0,265 0,04 0,346 0,321
0,06 0,328 0,256 0,06 0,346 0,330
0,08 0,328 0,256 0,08 0,346 0,330
0,10 0,337 0,245 0,10 0,347 0,329
0,12 0,346 0,227 0,12 0,350 0,330
0,15 0,346 0,236 0,14 0,356 0,329
0,18 0,355 0,227 0,16 0,355 0,330
0,20 0,355 0,227 0,18 0,355 0,330
0,23 0,366 0,218 0,20 0,355 0,329
0,24 0,366 0,209 - - -
0,25 0,366 0,218 - - -

Tablo 5.1’de ferulik ve kafeik asit i¢cin tarama hizi ile degisen anodik ve
katodik pik potansiyel degerleri verilmistir. Standart ferulik asidin tarama hizi
arttik¢a anodik pik potansiyeli artarken, katodik pik potansiyelinin azaldig1 gozlendi.
Standart kafeik asit i¢in ise hem anodik hem de katodik pik potansiyeli tarama
hizinin artmasi ile arttig1 gorlendi.

Organik maddelerin 6nemli bir kismi elektrot yiizeyine adsorbe olur ve bu
molekiillerin elektrot yiizeyine adsorbe olmasi elektrot reaksiyonlarin1 6nemli 6lglide
etkilemektedir. Incelenen maddelerin elektrot yiizeyine kuvvetli adsorblandigini
anlamanin en kolay yolu, indirgenme pikinden daha negatif veya daha pozitif
potansiyellerde farkli bir pikin gézlenmesidir. Ayrica adsorbsiyonun olup olmadiginm
belirlemek i¢in bir diger yontem ise incelenen maddelerin farkli tarama hizlarinda
CV voltamogramlar1 alinarak pik akimlarimin tarama hiz1 arasindaki iligkinin
incelenmesi ile belirlenmesidir. Elektrot yiizeyinde gerceklesen reaksiyonlarin
adsorbsiyon kontrollii olup olmadigini belirlemek amaci ile ferulik ve kafeik asit i¢in

log Ipk-log v grafikleri gizildi (Sekil 5.5 ve 5.6).
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Sekil 5.5: Ferulik asidin log Ipk-log v grafigi.
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Sekil 5.6: Kafeik asidin log Ipk-log v grafigi.

Difiizyon dikkate alinarak tiiretilen ve CV voltamogramlarindaki pik akimini
veren Randless-Sevcik esitliginden, log Ipk ve log v arasinda, egimi 0,5 olan bir
dogru elde edilir. Maddenin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu s6z konusu ise, bu
bagintidan ve dolayisiyla 0,5’den sapmalar meydana gelir ve genellikle bu durumda
grafiklerin egimi 0,5’den biiyiik olur [24]. Ferulik ve kafeik asit i¢in elde edilen log
Ipk-log v grafiklerinin egimlerinin 0,5’den biiyiikk olmasi bu molekiillerin elektrot

yiizeyine adsorbe olduklarini gosterdi (Sekil 5.5 ve 5.6). Ayrica Randless-Sevcik
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esitligine gore difiizyon kontrollii reaksiyonlarda pik akiminin tarama hizinin
karekokii ile dogrusal bir iliski oldugu goriiliir. Elektrot ylizeyinde gergeklesen
reaksiyonlarin difiizyon kontrollii olup olmadigini belirlemek icin ise ferulik ve

kafeik asidin Ipk-v'/? grafikleri ¢izildi (Sekil 5.7 ve 5.8).

8.E-6
6.E-6 - y = 2E-05x - 2E-06
. R2=0.9917
<
Z 4.E-6 -
=
2.E-6 -
¢ ¢ Ferulik asit
0.E+0 . . .
0.15 0.25 0.35 0.45 0.55
V1/2
Sekil 5.7: Ferulik asidin Ipk-v'/? grafigi.
5.E-6
4.E-6 - y = 1E-05x - 6E-07
R2=0.9987
gS.E-6 1
X
Z2E6 -
1E-6 - ¢ kafeik asit
0.E+0 . . .
0.15 0.25 0.35 0.45 0.55
V1/2

Sekil 5.8: Kafeik asidin Ipk-v'/? grafigi.

Ferulik ve kafeik asit i¢in farkli tarama hizlarinda alinan CV
voltamogramlarindan yararlanilarak gizilen Ipk-v'/2 grafiklerinin (Sekil 5.7 ve 5.8)
dogrusal olmasi elektrot ylizeyinde gerceklesen reaksiyonlarin adsorbsiyon kontrollii

olmasinin yaninda difiizyon kontrollii oldugunu da gostermektedir [24].
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5.8.2. pH’1n Etkisi

Organik maddelerin elektrot yiizeyindeki elektrokimyasal reaksiyonlarinda
cogunlukla proton gorev alir. Bu nedenle akim ile potansiyel arasindaki iliski
ortamin pH’ina gore degisiklik gosterir. Voltametrik yontemlerde ortamin pH’indan
kaynaklanacak hatalardan kurtulmak igin analit c¢ozeltilerinin  mutlaka
tamponlanmasi gerekir [34].

Bu tez kapsaminda ferulik asidin voltametrik yontemler ile tespitinde pH’a
bagliliginin incelenmesi i¢in 0,1 M pH’1 2, 3, 6 ve 7 olan fosfat tamponlar1 ve pH’1 4
ve 5 olan asetat tamponlart hazirlandi ve bu pH degerlerine sahip tamponlar
kullanilarak  1,67x10% M ferulik asidin GC elektrotta CV yontemi ile
voltamogramlar alindi (Sekil 5.9).

Current / 1e-6A

06 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0 -0.1 -0.2 -0.3 -0.4

Potential / V

Sekil 5.9: Farkli pH’da 1,67x10™* M ferulik asit ¢ozeltisinin CV voltamogramlari
((-0,4 V) - (+0,6 V) potansiyel araliginda; GCE; tarama hizi: 0,1 V/s).

3.4
3.1 -
2.8
2.5
2.2 -
1.9 -
1.6 -
13 — T T T

1 2 3 4pH5 6 7 8

Ip (nA)

Sekil 5.10:Farkli pH’a sahip destek ¢ozeltilerinde anodik pik akimlarinin degisime
kars1 grafigi.
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CV voltamogramlar1 incelendiginde pH’1n artmasiyla anodik ve katodik pik
potansiyellerinin negatife kaydigi gozlendi. Ayrica Sekil 5.10°da gorildiigi gibi
maksimum pik akimi, pH’1 4 olan asetat tamponu ortaminda elde edildi. Bu nedenle
ferulik ve kafeik asidin tespiti i¢in yapilan sonraki deneylerde pH'1 4 olan asetat

tampon ¢ozeltisi destek elektrolit ¢ozeltisi olarak secildi.

5.8.3 Calisma Elektodunun Secilmesi

Standart ferulik asit ¢ozeltilerinin 0,1 M asetat tamponunda (pH: 4) GC ve
EPPG clektrotlar1 kullanilarak (-1,5 V) - (+1,5 V) potansiyel araliginda, 0,1 V/s
tarama hizinda CV voltamogramlar1 (Sekil 3.11) ve (-1,0 V) - (+1,2 V) potansiyel
araliginda 0,05 V puls genliginde DPV teknikleriyle voltamogramlar (Sekil 5.11 ve

5.12) alind1. Segilen elektrotlarin performanslari karsilagtirildi.

Current / 1e-5A

16 12 0.8 0.4 0 04 08 -1.2 -16

Potential / V

Sekil 5.11: 8,3x10™° M ferulik asit ¢dzeltilerinin GC ve EPPG elektrotla &lgiilen pik
akimlarinin CV voltamogramlari ((-1,5 V) - (+1,5 V); tarama hizi: 0,1 V/s).

Tablo 5.2: 8,3x10™ M standart ferulik asit i¢in 0,1 M asetat tamponu ortaminda (pH:
4) farkli elektrotlarda CV yontemleri ile elde edilen potansiyel ve pik akimi1
parametrelerinin kargilastirilmasi.

Elektrot Epa (V) Epk (V) | Ipa (nA) | Ipk (nA)
GCE 0,384 - 1,00 -
EPPGE 0,346 0,209 2,90 -3,47
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Current / 1e-6A

20
] GCE

o+
12 1.0 08 06 04 0.2 0 02 04 -06 -08 -10

Potential / V

Sekil 5.12: 1,1x10* M ferulik asit ¢dzeltilerinin asetat tamponunda GC ve EPPG
eletrotlari ile dl¢iilen pik akimlarinin DPV voltamogramlari ((-1,0 V) - (+1,2 V);
puls genligi: 0,05 V).

Tablo 5.3: 1,1x10™* M ferulik asit i¢in 0,1 M asetat tamponu ortaminda (pH: 4) farkli
elektrotlarda DPV yontemleri ile elde edilen potansiyel ve pik akimi parametrelerinin

karsilagtirilmasi.
Elektrot Epa (V) Ipa (nA)
GCE 0,308 0,84
EPPGE 0,288 3,54

CV ve DPV yontemleri ile GC ve EPPG elektrotlar1 kullanilarak alinan
voltamogramlarda EPPG elektrodunun ferulik asit tayininde daha duyarli oldugu ve

pik akimlarimin EPPG elektrodunda daha belirgin pikler verdigi gozlendi (Tablo 5.2
ve 5.3).

5.8.4.Voltametrik Yontemin Secilmesi

Standart ferulik asit ¢ozeltilerinin CV voltamogramlar (Sekil 5.13) ve DPV
voltamogramlar1 (Sekil 5.14) alindi. Segilen voltametrik yontemlerin performanslari

karsilastirildi.
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Current / 1e-5A

Potential / V

Sekil 5.13: Farkli derisimlerdeki ferulik asidin CV voltamogramlar: (EPPG elektrot,

(-1,5 V) - (+1,5 V); pH: 4 asetat tamponu; tarama hizi: 0,1 V/s). a) 8x10° mol/L, b)

9,9x10° mol/L, ¢) 1,28x10° mol/L, d) 2x10° mol/L, e) 3,9x10° mol/L, f) 5,7x10°
mol/L, g) 8,3x10° mol/L, h) 1,07x10“*mol/L, 1) 1,45x10* mol/L.

60 P N — T P I B ——
50 -
401

30 N

Current / 1e-6A

Potential / V

Sekil 5.14: Farkli derisimlerdeki ferulik asidin DPV voltamogramlari (EPPG
elektrot, (-1,0 V) - (+1,2 V); pH: 4 asetat tamponu; puls genligi: 0,05 V). a) 2x107°
mol/L, b) 4x10°® mol/L, c) 8x10® mol/L, d) 1,3x10°° mol/L, e) 2x10"° mol/L, f)
3,9x107° mol/L, g) 5,7x10° mol/L, h) 1,1x10* mol/L.
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7.E-6
6.E-6 -
5.E-6 -
€4E-6 .
§-3.E-6 .
2.E-6 -
1.E-6 -
0.E+0 -

y = 0.0455x - 3E-07
R?=10.9963

0.E+0

5.E-5

1.E-4

2.E-4

Derisim (mol/L)

2.E-4

akimi-derigim grafigi.

2.5E-6
2.0E-6 -
g 1.5E-6 -
=
1.0E-6 -
y =0.1381x + 9E-08
5 0E-7 - R2=0.9977
0.0E+0 . .
0.0E+0 5.0E-6 1.0E-5
Derisim (mol/L)

1.5E-5

Tablo 5.4: Farkli standart ferulik asidin ¢ozeltilerinin 0,1 M asetat tamponu
ortaminda (pH: 4) EPPG elektrotta CV ve DPV yontemleri ile elde edilen analitik

akimi-derigim grafigi.

parametrelerinin karsilastirilmasi (N=5).

Voltametrik Dogrusal Aralik LOD LOQ
Y 6ntem (mol L) (mol LY (mol L)
cv 7,94x10%-1,45x10* 2,04x10 6,81x10°
DPV 1,00x10°-1,07x10* 9,20x107’ 3,07x10®

Sekil 5.15: Ferulik asidin EPPG elektrot ile elde edilen CV voltamogramlarinin pik

Sekil 5.16: Ferulik asidin EPPG elektrotta elde edilen DPV voltamogramlarinin pik
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Standart ferulik asidin tespitinde daha duyarli olan yontemin belirlenmesi Sekil
5.15 ve 5.16 grafiklerinden yararlanilarak hesaplanan dogrusal aralik, LOD ve LOQ
analitik parametreleri Tablo 5.4°de gosterildi. CV ve DPV yontemleri arasindaki bu
parametreler karsilastirildiginda DPV yonteminin daha duyarli sonuglar verdigi

goriildii.

5.8.5. Kalibrasyon Grafiklerinin Olusturulmasi

Ferulik ve kafeik asidin tayin edilebilir araligini (lineer aralik) belirlemek igin
kalibrasyon ¢aligsmalar1 yapilmalidir. Dogrusal aralifin saptanmasi i¢in 5 ml pH 4
asetat tamponu iizerine, artan derisimlerde standart ¢ozeltilerden eklendi ve DPV
voltamogramlart kaydedildi (Sekil 5.17, 5.18 ve 5.19). Derisime karsi pik akimi
degerleri grafige gecilerek kalibrasyon egrileri ¢izildi (Sekil 5.20, 5.21 ve 5.22).
Kalibrasyon grafiklerinden ferulik ve kafeik asidin dogrusal aralik, LOD ve LOQ

analitik parametreleri hesaplandi.

30 L L L | L L L | L L L | L L L

27| :

Current / 1e-6A

Potential / V

Sekil 5.17: Standart ferulik asidin farkli derisimlerdeki EPPG elektrot ile elde edilen
DPV voltamogramlari; a) 6,5x10” mol/L, b) 8,8x107" mol/L, c) 1,5x10° mol/L, d)
2,910 mol/L, e) 4,7x10° mol/L, f) 7,0x10°° mol/L, g) 9x10® mol/L, h) 1,3x10°°

mol/L ((-1,0 V) — (+1,2 V); pH: 4 asetat tampon; puls genligi: 0,05V, EPPG
elektrot).
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Sekil 5.18: Standart kafeik asidin farkli derisimlerdeki EPPG elektrot ile elde
edilen DPV voltamogramlar1; a) 2,8x10” mol/L, b) 8,8x10”" mol/L, c) 1,2x10®
mol/L, d) 2,9x10°° mol/L, e) 4,7x10° mol/L, f) 1,4x10° mol/L, g) 3x10° mol/L, h)
4,2x10° mol/L, 1) 5x10°mol/L, j) 6,7x10° mol/L ((-1,0 V) - (+1,2 V); pH: 4 asetat
tampon; puls genligi: 0,05 V, EPPG elektrot).

0 T————

Current / 1e-7TA

TUi'\\\\'\'\\""\'*"\H'*\H"7
0.60 0.50 040 0.30 0.20 0.10 0

Potential / V

Sekil 5.19: Standart kafeik asidin farkli derisimlerdeki GC elektrotta DPV
voltamogramlari. a) 7,4x107 mol/L, b) 1,5x107° mol/L, c) 1,8x10° mol/L, d)
2,17x107° mol/L, e) 2,5x10° mol/L, f) 2,8x10° mol/L, g) 3,1x10° mol/L, h) 3,5x107
mol/L, 1) 3,8x107° mol/L, i) 4x10° mol/L, j) 4,4x10° mol/L ((-1,0 V) - (+1,2 V); pH:
4 asetat tampon; puls genligi: 0,05 V, GC elektrot).
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2.5E-6

2.0E-6 -
_15E-6 -
<
=

1.0E-6 -

y =0.1381x + 9E-08
0.0E+0 . . .
0.0E+0 4.0E-6 8.0E-6 1.2E-5 1.6E-5
Derisim (mol/L)

Sekil 5.20: DPV yontemi ile ferulik asidin pH 4 asetat tamponu ortaminda EPPG
elektrotta derisim artis1 ile olusan pik akimlarinin kalibrasyon egrisi.
Ip (A) =0,1381 Co (mol/L) + 9x108 (R? = 0,9977) (N=11).

5.0E-6
4.0E-6 -
_3.0E-6
<
=
2.0E-6 -
y =0.1483x + 2E-07
2=0.9963
1.0E-6
0.0E+0 . . .
0.0E+0 1.0E-5 2.0E-5 3.0E-5
Derisim (ml/L)

Sekil 5.21: DPV yontemi ile kafeik asidin pH 4 asetat tamponu ortaminda EPPG
elektrotta derisim artis1 ile olusan pik akimlarinin kalibrasyon egrisi.
Ip (A) = 0,1483 Co (mol/L) + 2x107 (R? = 0,9963) (N=12).
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4.0E-7
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o
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0 1E-05 4E-05

Sekil 5.22: DPV yontemi ile kafeik asidin pH 4 asetat tamponu ortaminda GC

elektrotta derisim artis1 ile olusan pik akimlarinin kalibrasyon egrisi.
Ip (A) = 0,0092 Co (mol/L) — 1x10° (R? = 0,9969) (N=8).

Kalibrasyon grafiklerinden yararlanilarak ferulik ve kafeik asit icin dogrusal

aralik, LOD ve LOQ degerleri belirlendi ve Tablo 5.5’de gosterildi.

Tablo 5.5: Standart ferulik ve kafeik asitlerinin tayininde 0,1 M asetat tamponu
ortaminda (pH: 4) DPV yontemleri ile elde edilen analitik parametrelerinin

karsilastirilmasi.
Standart Elektrot Dogrusal LOD LOQ
¢ozelti Aralik (mol L) (mol LY (mol L)
Ferulik Asit | EPPGE | 3,39x107- 1,34x10° 1,49x1072 | 4,97x1072
Kafeik Asit | EPPGE 3,39x107- 3,05x10° | 1,33x107P | 4,44x107°
Kafeik Asit GCE 2,90x10° - 3,70x10° | 1,43x10%¢ | 4,76x10°°¢
N i¢in a=8; b=10 ve c=8.

5.9. Bitkisel Caylarda Kafeik Asit Tayini

Bitkisel tiriinlerin antioksidan etkileri 6zellikle flavonoidler basta olmak {izere
ferulik ve kafeik asit tirevleri gibi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir.

Antioksidan etkisi kanitlanan fenolik asit ve flavonoidleri igeren bitki ¢aylar1 yaygin
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olarak kullanilmaktadir. Tablo 5.6’de son yillarda bu tez kapsaminda kullanilan bitki
caylartyla ilgili ferulik ve kafeik asit igeriklerinin farkli yontemlerle belirlenmis
degerleri gosterilmistir. Ayrica bu tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalarin
sonucunda bitki ¢aylarinda elde edilen kafeik asit degerleri gosterildi.

Bu tez kapsaminda standart ekleme metodu ile bitkisel ¢ay Orneklerinde
standart kafeik asit ¢Ozeltisini referans alarak toplam fenolik asidin voltametrik
yontemlerle miktar tayini yapildi. Cay numunelerinin hazirlanmasi i¢in 2 g tartilan
kuru bitki 6rnekleri 50 ml saf su igerisinde 30 dakika boyunca 100 °C de kaynatildi.
Hazirlanan cay numuneleri sogumaya birakildi ve daha sonra siizme kagidi ile
stiziildi. 10 ml pH 4 asetat tamponunda hazirlanmig bitki ¢ayr 6rneklerinin belirli
miktarlar1 alind1 ve standart ekleme metodu ile standart 1x10° M kafeik asit cozeltisi

eklenerek diferansiyel puls voltamogramlar: alinmistir.
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Tablo 5.6: Bitki caylarinda kafeik ve ferulik asit icerikleri.

Bitki ¢ay1 CA (mg/g) FA (mg/g) Yontem Kaynak
1.02 1.3 HPLC-PDA [35]
0.25 <0.05 LCxLC-MS [36]
2.15 0.5 HPLC [37]
0.22 - HPLC [38]
Nane
0.4-1.9 1.55-5.7 RP-HPLC [39]
0.2-0.3 - HPLC [40]
0.15 0.64 HPLC [41]
2.44 - DPV Bu ¢alismada
4.29 0.35 RP-HPLC [42]
Civanpergemi 0.46 - MIC [43]
0.87 - DPV Bu ¢alismada
0.11 <0.05 LCxLC-MS [36]
0.8 0.77 HPLC [37]
1.49 1.48 HPLC-PDA [35]
Ada Cay1 0.3-0.4 HPLC [40]
2.96 0.13 RP-HPLC [42]
0.08 <0.05 LCxLC-MS [36]
0.29 - DPV Bu ¢alismada
0.4-14 0.85-7.55 RP-HPLC [39]
0.1-0.2 - HPLC [40]
Biberiye 1.031 0.603 HPLC [44]
0.63 - HPLC [37]
0.24 - DPV Bu c¢aligmada
UMAE ve ME
1.47-1.08 1.82-1.11 [45]
ekstraktlari
Pitrak UMAE ve
0.281-0.256- 0.261 - [46]
HRE
3.71 - DPV Bu c¢aligmada

HPLC-PDA: Fotodiyot array yontemi ile yiiksek performansli sivi
kromatografisi; LCxLC-MS: Iki boyutlu sivi kromatografisi (LCxLC) sistemi-
kiitle  spektrometrisiy UMAE ve ME  ekstraktlari:  Es  zamanh
ultrasonik/mikrodalga destekli ekstraksiyon ve maserasyon ekstraksiyonu; HRE:
Is1 geri akis ekstraksiyon; MIC: Minimum inhibe edici konsantrasyon yontemi,

DPV: Diferansiyel puls voltametri.
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5.9.1. Nane Cayinda Kafeik Asit Tayini

Nane cayinda kafeik asit tayini i¢in standart ekleme metodu kullanilmistir.
Hazirlanan nane ¢ayr numunesinden igerisinde 10 ml 0,1 M asetat tampon ¢dzeltisi
(pH:4) bulunan hiicreye 0,03 ml ilave edildi. Cozeltiden 3 dakika boyunca argon gazi
gecirildikten sonra DPV ile voltamogramlari alindi. Ardindan hiicreye 1x107 mol/L
standart kafeik asit c¢ozeltisinden ard arda altt defa 0,005 ml ilave edilerek
voltamogramlar alind1 (Sekil 5.23).

36 ] | | | I | | | I | | | I | I I I | I I I | | | I
] 300506 Nane
3.2 ] 250506 r
28 _ h i 200506 i
< ] ."I %‘1-595'”5 y=0.5554x + 9E-07 i
o 241 oo R?=0.9868 -
0 ; i
- 20 500507 B
-~ ] r
E 16 ] e 0 UUUIDDM UUUIDUUZ 0006003 0006004 B
8 I ] a ! Derigim (mol/L)
5 129
@) :
08 %
04 1
0 ] — T 1 T T T 1 T T T 1 r T T 1 T T T T T T T T T T
08 06 04 02 0 02 04 06
Potential / V

Sekil 5.23: Nane 6rneginin standart ekleme metodu ile DPV yonteminde alinan
voltamogramlari ve pik akimlarinin derisim artisi ile olusturulan egrisi ((-1,2 V) -
(+1,0 V), pik genligi: 0.05 V, EPPG elektrot). a) 10 ml pH 4 asetat tampon ¢ozeltisi,
b) a+0,03 ml nane ¢ay1, ¢) b+0,005 ml 1x10-3 mol/L kafeik asit, d) c+0,005 ml 1x10°3
mol/L kafeik asit, €) d+0,005 ml 1x107 mol/L kafeik asit, f) e+0,005 ml 1x10 mol/L
kafeik asit, g) f+0,005 ml 1x10° mol/L kafeik asit, h) g+0,005 ml 1x10- mol/L
kafeik asit.

Standart kafeik asit eklenmesi sonucu olusan pik akimlarinin artis1 yardimiyla
nane ¢aymin kafeik asit igerigi hesaplandi. 1 g nane cayinda kafeik asit miktar

yaklasik 2,44 mg CA olarak bulunmustur.
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5.9.2. Civanpercemi Cayinda Kafeik Asit Tayini

Civanpercemi c¢aymnda kafeik asit tayini i¢in standart ekleme metodu
kullanilmistir. Hazirlanan civanpergemi ¢aylr numunesinden, igerisinde 10 ml pH 4
asetat tampon ¢ozeltisi bulunan hiicreye 0,03 ml ilave edildi. Cozeltiden 3 dakika
boyunca argon gazi gecirildikten sonra DPV ile voltamogramlar1 alindi. Ardindan
hiicreye ard arda alti defa 0,005 ml 1x10° mol/L standart kafeik asit ¢ozeltisinden

ilave edilerek voltamogramlar alind1 (Sekil 5.24).

40 L L L TR R T N SRR R PR T T T T TN N Y SO H N
1 R Civanpercemi
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& ] y = 0.8695x + 5E-07
S 297 i/ 100505 R?= 0.9825 r
: E | : 5.00E-07
N 20 i 0.00E+00 - ; ; ; . L
: : a 1] 0.000001 0.000002 0.000003 0.000004 :
@ B Derisim (mol/L)
S 45° l
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Sekil 5.24: Civanpergemi 6rneginin standart ekleme metodu ile DPV yonteminde
alinan voltamogramlari ve pik akimlarinin derigim artis1 ile olusturulan egri ((-1,2V)
- (+1,0 V), pik genligi: 0,05 V; EPPG elektrot). a) 10 ml pH 4 asetat tampon
¢ozeltisi, b) a+0,03 ml civanpergemi gay1 ¢) b+0,005 ml 1x10- mol/L kafeik asit, d)
¢+0,005 ml 1x10° mol/L kafeik asit, &) d+0,005 ml 1x10° mol/L kafeik asit, f)
e+0,005 ml 1x10° mol/L kafeik asit, g) f+0,005 ml 1x10-3 mol/L kafeik asit, h)
g+0,005 ml 1x107 mol/L kafeik asit.

Eklenen standart kafeik asit miktarinin olusan pik akimlarina karsi grafigi
olusturuldu ve bu grafik yardimiyla civanpercemi caymin kafeik asit miktar
hesaplandi. 1 g civanpercemi ¢ayinda kafeik asit miktar1 yaklasik 0,87 mg CA olarak

bulunmustur.
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5.9.3. Ada Cayinda Kafeik Asit Tayini

Ada c¢ayinda kafeik asit tayini i¢in standart ekleme metodu kullanilmistir.
Hazirlanan ada ¢ayr numunesinden, igerisinde 10 mL pH 4 asetat tampon ¢ozeltisi
bulunan hiicreye 0,18 ml ilave edildi. Cozeltiden 3 dakika boyunca argon gazi
gecirildikten sonra DPV ile voltamogramlar1 alindi. Ardindan hiicreye ard arda alti
defa 0,005 mL 1x10° mol/L standart kafeik asit ¢Ozeltisinden ilave edilerek

voltamogramlar alind1 (Sekil 5.25).

50 ——— . P P R
.5 _E 400606 Ada cay _
| g 3.00E-06
40 _: h 250606 F
] ' g2.005-05
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%) 3.0 4 ! 100506 4 L
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Sekil 5.25: Ada ¢ay1 6rneginin standart ekleme metodu ile DPV yonteminde alinan
voltamogramlari ve pik akimlarinin derigim artig1 ile olusturulan egri ((-1,2 V) -
(+1,0 V), pik genligi: 0,05 V, EPPG elektrot). a) 10 mL pH 4 asetat tampon ¢ozeltisi,
b) a+0,18 ml ada ¢ay1 ¢) b+0,005 ml 1x10- mol/L kafeik asit, d) c+0,005 ml 1x10°3
mol/L kafeik asit, €) d+0,005 ml 1x10° mol/L kafeik asit, f) e+0,005 ml 1x10- mol/L
kafeik asit, g) f+0,005 ml 1x10- mol/L kafeik asit, h) g+0,005 ml 1x10- mol/L
kafeik asit.

Eklenen standart kafeik asit miktarmin olusan pik akimlarina kars1 grafigi
olusturuldu ve bu grafik yardimiyla ada ¢aymnin kafeik asit miktar1 hesaplandi. 1 g
ada cayinda kafeik asit miktar1 yaklagik 0,29 mg CA olarak bulunmustur.
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5.9.4. Biberiye Cayinda Kafeik Asit Tayini

Biberiye ¢ayinda kafeik asit tayini i¢in standart ekleme metodu kullanilmistir.
Hazirlanan ada ¢ayr numunesinden, igerisinde 10 mL pH 4 asetat tampon ¢ozeltisi
bulunan hiicreye 0,10 ml ilave edildi. Cozeltiden 3 dk boyunca argon gazi
gecirildikten sonra DPV ile voltamogramlar1 alindi. Ardindan hiicreye ard arda alti
defa 0,005 mL 1x10° mol/L standart kafeik asit ¢Ozeltisinden ilave edilerek

voltamogramlar alind1 (Sekil 5.26).
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Sekil 5.26: Biberiye drneginin standart ekleme metodu ile DPV yonteminde alinan
voltamogramlari ve pik akimlarinin derisim artisi ile olusturulan egri ((-1,2 V) -
(+1,0 V), pik genligi: 0,05 V, EPPG elektrot). a) 10 mL pH 4 asetat tampon ¢ozeltisi,
b) a+0,10 ml biberiye ¢ay1, ¢) b+0,005 ml 1x10 mol/L kafeik asit, d) c+0,005 ml
1x107° mol/L kafeik asit, €) d+0,005 ml 1x10°3 mol/L kafeik asit, f) e+0,005 ml 1x10-
¥ mol/L kafeik asit, g) f+0,005 ml 1x107 mol/L kafeik asit, h) g+0,005 ml 1x10°
mol/L kafeik asit.

Eklenen standart kafeik asit miktarinin olusan pik akimlarina karsi grafigi
olusturuldu ve bu grafik yardimiyla biberiye ¢ayinin kafeik asit miktar1 hesaplandi. 1

g biberiye ¢ayinda kafeik asit miktar1 yaklasik 0,24 mg CA olarak bulunmustur.
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5.9.5. Pitrak (Arctium lappa) Cayinda Kafeik Asit Tayini

Pitrak (Arctium lappa) cayinda kafeik asit tayini igin standart ekleme metodu
kullanilmistir. Hazirlanan pitrak ¢ayr numunesinden, igerisinde 10 mL pH 4 asetat
tampon ¢6zeltisi bulunan hiicreye 0,10 mL ilave edildi. Cozeltiden 3 dakika boyunca
argon gazi gegirildikten sonra DPV ile voltamogramlar1 alindi. Ardindan hiicreye ard
arda alt1 defa 0,005 ml 1x10° mol/L standart kafeik asit ¢ozeltisinden ilave edilerek

voltamogramlar alind1 (Sekil 5.27).

e Pitrak
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Sekil 5.27: Pitrak ¢ay1 6rneginin standart ekleme metodu ile DPV yonteminde alinan
voltamogramlari ve pik akimlarinin derigim artisi ile olusturulan egri ((-1,2 V) -
(+1,0 V), pik genligi: 0,05 V, EPPG elektrot). a) 10 ml pH 4 asetat tampon ¢ozeltisi,
b) a+0,03 ml pitrak cayi, ¢) b+0,005 ml 1x107 mol/L kafeik asit, d) ¢ +0,005 ml
1x1073 mol/L kafeik asit.

Eklenen standart kafeik asit miktarinin olusan pik akimlarina karsi grafigi
olusturuldu ve bu grafik yardimiyla pitrak ¢ayinin kafeik asit miktar1 hesaplandi. 1 g
pitrak ¢ayinda kafeik asit miktar1 yaklasik 3,71 mg CA olarak bulunmustur.
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5.10. Bitkisel Cay Orneklerinde Kafeik Asit iceriklerinin
Karsilastirilmasi ve Geri kazanim Hesabi

Standart ekleme metodu ile bitki ¢aylarinda miktar tayini yapilmistir. Sekil

5.28’da 1 g kuru ¢ay orneklerinin igerdigi kafeik asit oranlar1 gosterilmistir.

4 -
5 35 - m Pitrak
.E 3 - = Nane
3 25 - ® Civanpergemi
%Eg 2 B Ada cay1
=L o
8~ 15 | m Biberiye
2 1
=
g/ 05 -

Bitkisel cay

Sekil 5.28: 1 g bitki ¢ayinda bulunan kafeik asit miktari.

Standart kafeik asit ¢oOzeltileri i¢in uygulanan calisma kosullari, bitki
caylarinda kafeik asit iceriginin belirlenmesinde kullanildi. Bitki ¢caylarinin 10 ml pH
4 asetat tamponunda (-1.0 V) - (+1,2 V) potansiyel araliginda, 0.1 V/s tarama hizinda
EPPG elektrot kullanilarak DPV voltamogramlar1 alindi. Nane, civanpercemi ve
pitrak caylarindan 0,03 ml, ada g¢ayindan 0,18 ml, biberiye ¢aymmdan 0,10 ml
kullanildi. Bu numunelere 6 mM, 8 mM ve 10 mM standart kafeik asit

cozeltilerinden ilave edilerek geri kazanim degerleri Tablo 5.7 de gosterildi.
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Tablo 5.7: Bitki ¢aylarinin kafeik asit tayininde EPPG ¢alisma elektrodu ve DPV
yontemi ile elde edilen % geri kazanim degerleri.

L [lk bulunan Eklenen Son bulunan % Geri
Cay omegl | 103mg CA) | (x109mg CA) | (x10°mg CA) lgftz?;lrlr?;

10,42 10,81 21,04

Nane 6,18 14,41 19,70 97,18
7,97 18,02 25,89
0,85 10,81 11,51

Civanpercemi 0,65 14,41 14,42 96,36
1,37 18,02 18,48
3,83 10,81 14,66

Ada ¢ay1 9,37 14,41 24,42 101,56
10,72 18,02 28,76
10,06 10,81 21,62

Biberiye 11,94 14,41 26,76 102,26
12.87 18,02 32,01
49,60 10,81 60,21

Pitrak 49,91 14,41 65,31 97,55
78,51 18,02 94,31
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6. SONUCLAR

Ferulik ve kafeik asitin elektrokimyasal davranigsinin voltametrik yontemler ile

incelenmesi ve bazi bitki 6rneklerinde tayini amacglanan bu ¢alismada;

e Optimum pH 4 olarak belirlendi.

e Ferulik ve Kkafeik asidin elektrot yiizeyine diflizyon ile tasindigi ve aymi
zamanda elektrot yiizeyine adsorbe oldugu belirlendi.

e GC ve EPPG ¢alisma elektrotlarinin kullanildigi voltametrik 6lgiimlerde EPPG
elektrotunun GC elektroda gore daha iyi ve genis potansiyel araligina sahip
oldugu, daha hassas ve duyarli sonuclar verdigi gozledi.

e Voltametrik yontemin se¢imi i¢in yapilan deneysel calismalar sonucunda CV ve
DPV yontemlerinin verdigi sonuglar karsilastirildiginda DPV’nin daha duyarli ve
hassas sonuglar verdigi goriildii.

e Ferulik asidin EPPG elektrotta DPV yontemi ile gozlenen pik akimlarinin
derisime kars1 grafige gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon grafiginde 3,39x107-
1,34x10° M araliginda dogrusal oldugu LOD ve LOQ degerlerinin sirasi ile
1,49x10" ve 4,97x107 M olarak,

e Kafeik asidin EPPG elektrotta DPV yontemi ile gozlenen pik akimlarinin
derisime kars1 grafige gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon grafiginde 3,39x107-
3,05x10° M araliginda dogrusal oldugu LOD ve LOQ degerlerinin sirasi ile
1,33x107" M ve 4,44x107" M olarak,

e Kafeik asidin GC elektrotta DPV yontemi ile gézlenen pik akimlarinin derisime
kars1 grafige gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon grafiginde ise 2,9x107°-
3,7x10° M araliginda dogrusal oldugu LOD ve LOQ degerlerinin sirasi ile
1,43x10° M ve 4,76x10° M olarak hesaplandi.

Calisma kosullarinin belirlenmesinden sonra, EPPG elektrotta DPV yontemi ile
bitki ¢aylarinda fenolik asitlerin miktar tayini i¢in referans olarak kafeik asit se¢ildi

ve uygulanabilirligi arastirildi.

e Nane, biberiye, ada cayi, civanpercemi ve pitrak bitki ¢aylarinda kafeik asit

miktar tayini standart ekleme metodu ile yapildi. Hazirlanan bitki c¢aylarinin
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arasinda en fazla pitrak bitki caymin kafeik asit igerigine sahip oldugu goriildii
(Sekil 5.28).

e Bu tez kapsaminda kullanilan bitki ¢aylariyla ilgili son yillarda yapilan
calismalarda ferulik ve kafeik asit igerikleri farkli yoOntemlerle belirlenmis
degerleri ve bu tez kapsaminda 6l¢iilmiis olan degerler Tablo 5.7°de gosterilmistir.
HPLC gibi pahali ve uzun analiz siiresi gerektiren yontemlerin aksine daha diisiik
maliyetli, pratik, hizl1 ve duyarli olan voltametrik yontemler kullanilarak fenolik
asit tespitinin yapilabilecegini gosterdi.

e Ayrica kafeik asidin kalibrasyon grafigi yardimiyla bulunan degerlerden
standart ¢ozeltiye ilave edilen bitki ¢ay1r numunesinin %95 giiven seviyesinde geri

kazanimi Tablo 5.8 verildi ve geri kanim % 97,2-102,3 arasinda elde edildi.
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EKLER

EK A: LOD ve LOQ Hesaplanmasi

Ferulik ve kafeik asitin LOD ve LOQ hesaplamalari igin;
LOD =3 (AL.1)
m
=703
LoQ = 10— (AL.2)
esitlikleri kullanildi [7]. Bu esitlikte;

e 5: standart sapma

em: kalibrasyon grafiginin egimidir.
EK B: Geri Kazanimin Hesaplanmasi

Bitki caylarinda standart kafeik asit ilave edilerek yapilan geri kazanim

deneyleri i¢in;

Geri kazamum = 22 % 100 (B1.1)

mg
esitligi kullanildi [34]. Bu esitlikte;
e m;: Olgiilen 6rnegin kiitlesi

e m2: Olgiilen 6rnegin kiitlesi + standardin kiitlesi

e ms: Ornege eklenen standardin kiitlesidir.
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