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ABSTRACT

In the present work, the kinetics of uncatalyzed and Cu(II) ion-catalyzed oxidation of L-ascorbic acid, [HoA],
by molecular oxygen in citrate buffer was studied at different temperatures (20°-35°C) and pH levels (3.35-
6.50 ). The H,A concentration was determined by 2,6-dichlorophenolindophenol titration. In the pH range
investigated, the rate of cupric ion-catalyzed oxidation was found to be first order with respect to ascorbic
acid. At a given temperature the specific rate constants increased with pH to about 4.50 and decreased at pH
6.00. At a given pH specific rate constants increased with temperature. Specific rate constants at pH 4.50
ranged from 48.56 M'min (20°C) to 256.92 M'min™ (35°C) . Activation energies calculated at different pH
levels ranged from 9.66 to 19.03 kcal mole”. The enthalpy (AH*), entropy (AS*) and Gibbs free energy
(AG*) of activation were determined at 20°- 35°C temperature range.

Keywords: Ascorbic acid, copper (II) — catalyzed oxidation, kinetics, molecular oxygen, temperature and pH
effect.

L-ASKORBIK ASIDIN BAKIR (II) [YON KATALIiZLI OKSIDASYON KiNETIGINE SICAKLIK
VE pH ETKISi

OZET

Bu ¢alismada, askorbik asidin, [H,A], oksidasyon kinetigi, , pH (3,35 — 6,0) seviyelerinde, havaya agik bir
sistemde ve Cu(ll)-iyon katalizli ¢ozeltiler ve katalizsiz ¢ozeltilerde, sitrat tampon sisteminde, farkli
sicakliklarda ( 20°— 35 ° C ) arastirildi. Oksidasyondan geriye kalan H,A konsantrasyonu, 2,6-diklorofenol-
indofenol reaktifi ile titrasyonla saptandi. Arastirilan pH araliginda bakir katalizli oksidasyon hizinin birinci
mertebe hiz kinetigine uydugu bulundu. Verilen bir sicaklikta spesifik hiz sabitleri yaklasik pH 4,50’e kadar
artt1 ve pH 6,00 de azaldi. pH 4,50 de spesifik hiz sabitleri, 20° — 35° C sicaklik araligma karsilik sirasiyla,
48,56 M dak’ ve 256,92 M dak’ seklinde degisim gosterdi. Bu sicaklik araliginda ve pH degerlerinde,
aktivasyon enerjileri ve aktivasyonun entalpi (AH*), entropi (AS*) ve Gibbs serbest enejisi (AG*) tayin
edildi.

Anahtar Sozciikler: Askorbik asit, bakir(II)-iyon katalizli oksidasyon, kinetik, molekiiler oksijen, sicaklik ve
pH etkisi.
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1. GIiRiS

C vitamini (Askorbik Asit, H,A ) birgok besin ve meyve sularinin iiretiminde yer alan dnemli bir
suda ¢Oziinen antioksidan vitamindir. Bu iriinlerde askorbik asidin stabilitesi genis Olgiide
¢ozeltinin bilesimi ve oksijen icerigine baglidir [1]. Askorbik asidin oksidasyonunda keza Cu gibi
eser-gegis metal iyonlarimin da katalizor olarak etkisi vardir. Besin ve farmasotik
endiistrilerindeki biyokimyasal Oneminden dolayi, askorbik asidin bakir(Il) iyon katalizli
oksidasyonu arastirma konusu olmustur [2-8].

Cu(Il)-komplekslerinin katalitik etkinliginin ligandlarin tabiatina ve metal iyonlarin
koordinasyon geometrisine bagli oldugu bilinmektedir [9, 10]. HA nin, metal-iyon katalizli
oksidasyonunda, Cu(Il) ve Fe(III) in baz1 ligantlarla, 6rnegin; TEDTA, CDTA, NTA, sitrat, asetat,
tartarat, fitalat, bishistidin, glutatyon ve amino asitler, komplekslesmesi katalitik aktiviteyi
degistirmektedir [4, 11-18]. Ornegin, askorbik asidin molekiiler oksijen ile Cu (II)- iyon katalizli
oksidasyonu, cesitli pH kosullarinda, sitrat anyonu tarafindan 6nlenmektedir [13, 16]. Askorbik
asidin oksidasyon kinetigine pH ve sicaklik etkisi ise yeterince ¢alisilmamustir [19-20].

Bu c¢alismada, askorbik asidin, [H,A], oksidasyonu, pH (3,35 — 6,0) araliginda, havaya
acik bir sistemde ve Cu(Il)-iyon katalizli ¢ozeltiler ve katalizsiz ¢ozeltilerde, sitrat tampon
sisteminde, farkli sicakliklarda (20°— 35 °C ) da incelendi.

2. DENEYSEL CALISMALAR
Reaktifler

Tiim kimyasallar analitik saflikta ve E. Merck, (AG Darmstadt, Germany) firmasindan saglandi.
Tim ¢ozeltilerin hazirlanmasinda deionize destillenmis su kullanildi. Kullanilan L-askorbik asit
ileri bir saflastirmaya tabi tutulmadi. 2,6-diklorofenol-indofenol, metafosforik / asetik asit ( %3 /
%38), tampon ¢ozeltiler (pH 3.2-6.5) ve katalizér Cu(I)-nitrat kullanildi. Sitrat tamponu 0.5 M
olarak [13 ]’a gore hazirlandi.

Metot

Askorbik asit tayin yontemi igin AOAC Official Method 967.21, kullanildi [21]. Bu y6ntemin
prensibi, indikatdr olarak 2,6-diklorofenol-indofenol (DCPIP) ile + % 1 bir duyarlilikl
titrasyondur. Askorbik asit DCPIP ile (mavi rengin kaybolmasi seklinde ) reaksiyona girer.
Kullanilan DCPIP miktari, mevcut askorbik asidin direkt dl¢limiinii verir.

pH olglimleri, kombine pH elektrotlu bir Metrohm 632 Digital pH metre (CH-9100
Herisau, Switzerland) ile yapildi. Kinetik iglemler sirasinda, tiirlerin aktivite katsayilarinin sabit
kalabilmesi i¢in, reaksiyon ortaminin iyonik kuvveti [=0,5 M de tutuldu. Caligilan pH’lerde sitrat
tampon iyonizasyonlarindaki degismeleri kompanse etmek igin, ¢6zeltiye bir miktar sodyum ya
da potasyum nitrat ilave edildi. Tiim deneyler, i¢inde bir daldirma sirkiilatdriin bulundugu bir
termostat sistemi [ Thermomix 1419 B. Braun model, AG Melsungen, W. Germany] yardimiyla,
+0,5° C hassasiyetle, 20°-35°C araliginda gergeklestirildi.

Ornek Hazirlama ve Kinetik Olgiimler
Stok bir bakir nitrat ¢ozeltisi 1 mg mL™" Cu®" konsantrasyonunda giinliik hazirlandi. 1 mL stok

¢ozelti, 100 mL reaksiyon karisiminda seyreltildi. 0,5 M KNOj; , 0,075 M tampon ve 3,15 x 10° -
31,5 x 10° M konsantrasyon arahiginda Cu®' igeren &rnek ¢ozeltiler 100 mL’lik balonjojede

¥ Kisaltmalar: CDTA, Ciklohekzandiamintetrasetik asit; EDTA, Etilendiamintetrasetik asit; NTA,
Nitrilotriasetik asit.
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hazirlandi. Daha sonra 20° — 35°C araligindaki bir su banyosuna yerlestirilmis olan 250 mL’lik
erlenmayere aktarildi. Cozeltiden reaksiyon siiresince akis hizi 60 L /saat olan hava gegirildi.
Hava akimi 6nce bir su dolu yikama sigesinden gegirilerek su buhariyla doyuruldu. Reaksiyon
hiz1, oksijenin ¢6ziinme hizindan diisiik oldugu i¢in reaksiyon ¢ozeltisinin oksijenle doyurulmus
oldugu kabul edildi [13]. 100 mg askorbik asit, reaksiyon ¢ozeltisine birden ilave edilerek kinetik
¢alisma baglatild.

Askorbik asit ilavesinden sonra ¢ozeltinin pH’1 dlgiildii. Reaksiyon boyunca belli
araliklarla 2°ser mL ornekler ¢ekildi. Askorbik asidin daha ileri oksidasyonunu dnlemek igin 5
mL metafosforik / asetik asit karisimi ilave edildi. Sonra oksidasyondan geri kalan askorbik
asidin, DCPIP reaktifi ile, AOAC metoduna gore titrasyonu yapildi. Tiim deneyler iki kez
tekrarlanarak sonuglar ortalama olarak verildi.

3. TARTISMA VE SONUC
Teorik Yaklasim

Askorbik asidin pKa degerleri 4,1 ve 11,79’ dur [22]. pH 3,2 — 6,5 arasinda ¢dzeltide bulunan
baslica tiirler, askorbik asidin dissosiye olmamus (H,A) ve monoiyonik (HA") sekilleridir. Bakir,
inorganik anyonlar arasinda nitrat ile daha az stabil kompleks verdigi icin Cu(NOs), katalizor
olarak kullanilmistir. Siilfat ve kloriir bakir ile daha stabil kompleksler olusturur, bunlarin hepsi
de nispeten zayiftir.

(Doymus) Oksijen varliginda askorbik asidin oksidasyonunun birinci derece reaksiyon
kinetigini izledigi bilinmektedir [3-5]. Reaksiyon hiz1 soyle ifade edilir;

-d[H,A] /dt =k [HhA] (1)

Burada; [H,A] = Oksidasyon sirasinda geriye kalan askorbik asit konsantrasyonu (mol .
L"), t=Reaksiyon siiresi (dak), k= birinci derece reaksiyon hiz sabiti ( dak™) olup Log [H,A]
nin zamana,t, gore grafiginin egiminden hesaplanir. Dogrunun egimi (— k/2,303) ‘e esittir. Eger
kq , Khan ve Martel [3,4], tarafindan tanimlandig1 gibi bir metal iyonu varliginda ve yoklugundaki
birinci derece hiz sabitleri arasindaki fark ise, o zaman konsantrasyondan bagimsiz olan (K)
spesifik hiz sabiti agagidaki esitlik ile ifade edilir [13].

K =kq, [Cu(ID] 2

Spontane ve Cu(II) fyon Katalizli Oksidasyon

H,A ’min (5,67 x 10~ M ) spontane ve Cu®" iyon katalizli oksidasyonunu incelemek i¢in, askorbik
asit ¢ozeltileri bakir konsantrasyonlar; 0; 3,15 x 107; 7,87x 107 15,7 x 107 ve 31,5x 10° M
almarak caligildi. Reaksiyon ortalama 60 dakika siiresince pH araligi 3,3 — 6,5 arasinda sitrat
tamponlu c¢ozeltilerde izlendi. Askorbik asidin bakir katalizsiz (bakir yokken) oksidasyonu, ilk
birinci saatte sadece % 1,5 kadar oldu. Deneylerimizde askorbik asit konsantrasyonunun
logaritmasinin zaman ile degisimi daima bir dogru vermektedir. Yani birinci derece reaksiyon
kinetigi izlenmektedir. Birinci derece hiz sabitleri lineer regrasyon analizi ile bulunmustur. Belli
bir pH da reaksiyon hizlar1 bakir konsantrasyonu ile artmistir. Askorbik asidin sitrat
tamponundaki, pH= 3,35, kinetik verileri 20°C i¢in Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Askorbik asidin oksidasyonu i¢in, ¢esitli Cu (II) iyon konsantrasyonlarinda [( A: 3,15;
B:7,87,C:15,7; D: 31,5) . 10°M ], pH:3,35 ve 20°C de kinetik veriler

H,A ’nin Reaksiyon Hiz1 Uzerine pH 1n Etkisi

Reaksiyon hizlar1 tiim Cu(Il) iyon konsantrasyonlar1 i¢in pH 4,5 ‘e kadar artmis ve sonra pH 6,0
degerine dogru azalmistir (Sekil 2). Bu durum, farkli katalitik etkiye sahip olan ve her pH de
farkli Cu(Il)-sitrat kelatlarin olugsmas: nedenine atfedilir [13]. Bu Cu(I)-sitrat kelat tiirleri, pH
3,50 de HCiCu , pH 4,50 de HCiCu and CiCu® ve pH 6,00 de CiCu” seklindedir [23]. pH
arttiginda daha kararli kompleksler olusur ve Cu(Il) iyonu ve sitrat anyonu arasindaki bag daha
giiclenir. CiCu® en kararh kelattir (kararhlik sabiti yaklagik 10" olarak rapor edilmistir[23] ) ve
pratik olarak tiim bakir iyonu pH 6,00 da bu komplekse baglanir.

Sekil 2. Askorbik asidin oksidasyon hiz sabiti (k) nin, ¢esitli Cu (II) iyon konsantrasyonlarinda
[(A:3,15; B:7,87; C:15,7; D: 31,5 ) . 10™ M], 20°C igin, pH ile degisimi
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H,A’ nin Reaksiyon Hiz1 Uzerine Cu(II) iyon Konsantrasyonun Etkisi

Cu(Il) iyon konsantrasyonundan bagimsiz (K) spesifik hiz sabitleri, (kd) nin [Cu(ID)] ’e karst
grafiklerinin egimlerinden, Cu(Il)-sitrik asit- H,A sistemi i¢in, bulundu (Sekil 3). Regrasyon
analizi yardimi ile hesaplanan spesifik hiz sabitleri Cizelge 1 de verildi.
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Sekil 3. Cu(IT) iyon varliginda askorbik asid oksidasyonuna, 20°C i¢in Cu(Il) iyonunun katalitik
etkisi. kg = Cu(Il) iyon varliginda ve yoklugundaki birinci derece hiz sabitleri arasindaki fark, pH
degerleri ( A: 3,35; B:4,5; C: 6,0; D: 6,5)

Cizelge 1. Farkli sicaklik ve pH lerde askorbik asidin Cu(II) iyon katalizli oksidasyonunun (K),
Spesifik hiz sabitleri

pH t°C K + Sx (M!.dak. ™" r
3,35 20,0 31,09 + 3,00 0,983
25,0 34,63 £ 0,60 0,999
30,0 53,41 £ 6,00 0,974
35,0 66,10 = 22,00 0,815
4,50 20,0 48,56 + 1,00 0,999
25,0 99,49 + 5,30 0,994
30,0 137,50 + 15,00 0,976
35,0 185,60 + 28,00 0,956
6,00 20,0 40,64 + 1,15 0,998
25,0 75,43 £ 4,40 0,993
30,0 107,60 + 13,8 0,968
35,0 122,30 + 9,40 0,988
6,50 20,0 33,83 +2.20 0,992
25,0 53,68 + 3,40 0,992
30,0 87,65 + 8,90 0,980
35,0 103,00 + 5,20 0,995

Sk : K degerlerinin standart sapmasi
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Sicaklik Etkisi

izlenen sicaklik arahi1 dar olmasina ragmen, sicaklik arttikga tiim spesifik hiz sabitlerinin arttig:
goriildii (Cizelge 1). Oksidasyon aktivasyon enerjisi, E, , Arrhenius esitligi (3) ve (4) ile
verilmigtir

[24, 25].
K =A ™/ 3)
LogK=Log A -E,/2.303 RT 4

Burada K, birinci derece reaksiyonun spesifik hiz sabiti; A, Arrhenius sabiti ya da
Frekans faktorii; R, gaz sabiti (8,314 J mol. K! ); T, mutlak sicaklik (K) ve E, , aktivasyon
enerjisidir. (Log K) nin (1/T) ye kars1 ¢izilen grafiklerindeki dogrularin (Sekil 4) egimlerinden ( -
Ea/2.303 RT ) aktivasyon enerjileri, y eksenini kesim noktalarindan da (Log A) ve dolayisiyle A
Frekans faktorleri hesaplanmustir.

2,4

2,3 1
2,2
2,1 1

1,9

Log K

1,8 A

1,7 1
1,6

&

1,4 T T T T

1,5

32 325 33 335 34 345
UT.10%, K*

Sekil 4. Askorbik asidin Cu(II) iyon katalizli oksidasyonunun sicaklik ile degisimi, Arrhenius
Egrisi

Gegis hali teorisinde,
K=RT/Nh.e A5"/R ¢-AH/RT 5)
dir. Burada N, Avogadro sayisi ( 6,02 x 10% ); h, Planck sabiti ( 6,624 x 10 4 Js ); AS’,
aktivasyonun entropisi; AH" aktivasyonun entalpisidir.
(5) denklemi (3) denklemi ile karsilastirildiginda A Frekans faktoriinin RT /Nh . e AST/R ye esit
oldugu goriiliir (6 esitligi).
A=RT/Nh.e *"/® (6)

S1v1 ve katilar i¢in, aktivasyon enerjisi ile aktivasyon entalpisi arasinda (7) bagintisi, aktivasyon
serbest enerjisi, entalpisi ve entropisi arasinda da (8) bagintis1 vardir.

260



F. Imer, M. Kozcaz, I. Sonmezoglu Sigma 27, 255-263, 2009

E,= AH® + RT 7
AG™ = AH'- TAS ®)

Sekil 4 deki dogrularin egimleri ve y eksenini kesim noktalart ile tiim termodinamik
parametreler, 20° - 35°C sicaklik araliginda yukaridaki denklemler yardimiyla hesaplanarak
Cizelge 2 de verildi.

Cizelge 2. Termodinamik parametreler

pH Egim Kesim noktasi A? E,’ + Sg, Y  AH® AG® AS™
10
3,35 -0,212 8,674 7,80 =x10° 40,4 + 0,17 0,952 37,9 52,7 -49,1

4,50 -0,3417 13,398 4,17x10" 654 £ 0,28 0,955 62,9 659 -9,79
6,00 -0,2882 11,497 523x10° 552 + 023 0,926 52,7 60,4 -256
6,50 -0,3011 11,829 1,12x10'° 57,7 + 024 0,968 55,1 62,0 -228

a:s!, b: kI.mol", ¢ J.mol'K™, ,Sg.:E, degerlerinin standart sapmasi

Atmosferdeki havanin yaklasik olarak hacimce % 21’ i oksijendir ve ns. da yogunlugu
1.429 g/ L dir. 1 litre ¢ozeltide 31 mL oksijen ¢éziinmektedir [25]. Elde edilen sonuglar; hava
oksijeni ile doyurulmus ¢ozeltilerde askorbik asidin oksidasyonuna aittir ve reaksiyon hizi,
oksijenin ¢6ziinme hizindan diisiik oldugu icin reaksiyon ¢ozeltisinin oksijenle doyurulmus
oldugu kabul edilmistir [13]. Askorbik asidin, sitrat tamponunda, molekiiler oksijen ile, bakir-
iyon katalizli ve katalizsiz oksidasyonu, degisen sicaklik ve pH degerlerinde aragtirildi. pH 4.5 de
askorbik asidin oksidasyonunun caligilan diger pH’ lere gore en fazla oldugu ve dolayisiyle
aktivasyon enerjisinin, E, 65.4 kJ / mol , en biiylik degerde oldugu saptandi. Eison- Perchonok
ve Downes, askorbik asidin oksidasyon kinetiginin ¢oziinen oksijenin konsantrasyonuna bagl
olarak aktivasyon enerjilerini; oksijen % 10 iken E, 39.58 kJ / mol ve % 21 iken 68.68 kJ / mol
oldugunu bulmuslardir [19]. Blasco ve arkadaslari, askorbik asidin termal oksidasyonunu gesitli
sicakliklarda (110-140°C) aerobik ve anaerobik kosullarda c¢aligmislardir. Birinci derece
reaksiyon kinetigini izleyen oksidasyonda, E, y1 swrasiyla 46.36 ve 49.57 kJ / mol olarak
bulmuslardir [26].

4. SONUC

Askorbik asidin kararlilig1 tizerine, Cu(Il) iyonlu ¢dzeltilerinde, ¢esitli pH kosullarinda ve tampon
bilesenlerinin kimyasal rolii [16]; besin hazirlama, saklama ve formiilasyonunda pratik
uygulamalar icin 6nemli bir temel saglar. Askorbik asit oksidasyonu, asetat ve tartarat gibi
anyonlardan daha cok sitrat anyonu tarafindan engellendigi icin, sitrat anyonu bu 6zelligi ile
meyve sulart ve igeceklere, i¢indeki askorbik asidi oksidasyondan koruma amaci ile, koruyucu
olarak katilir.

Bu calismada, askorbik asidin, sitrat tamponunda, molekiiler oksijen ile, bakir-iyon
katalizli ve katalizsiz oksidasyonu, degisen sicaklik ve pH degerlerinde arastirildi. pH 4.5 de
askorbik asidin oksidasyonunun en fazla oldugu ve dolayisiyle aktivasyon enerjisinin en bilyiik
degerde oldugu saptandi. Hesaplanan birinci derece spesifik hiz sabitleri; pH 3,35 de 31,09 (20°C)
— 66,10 (35° ; pH 4,5 de 48,56 (20°C) — 185,6 (35°C) ; pH 6,0 da 40,64 ( 20°C) — 122,3 (35°C) ;
pH 6,5 de 33,83 (20°C) — 103,0 ( 35°C) M .dak™ olarak bulundu. Spesifik hiz sabitleri yardimi
ile hesaplanan aktivasyon enerjileri de degisen pH’lerde ; 40,4 - 65,4 kJ.mol' araliginda,
aktivasyon entalpileri; 37,4 — 62,9 KJ.mol!, aktivasyon entropileri; - 9,79 ile — 49,1 JTmol 'K
ve aktivasyon Gibbs serbest enerjileri ise 52,7 — 65,9 kJ. mol” araliginda bulundu. Askorbik
asidin bakir katalizli oksidasyonunda sitrat anyonunun koruyuculugu sicaklikla azalmustir.
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KISALTMALAR

CDTA: Ciklohekzandiamintetrasetik asit
EDTA: Etilendiamintetrasetik asit

NTA:
HA™:
HA.:
HzAI

Nitrilotriasetik asit

Askorbik asidin monoanyonik sekli
Askorbik asit radikali

Askorbik asidin disosiye olmamus sekli

DCPIP:2,6-diklorofenol-indofenol

k:
kd .

Birinci derece hiz sabiti ( dak™)

Cu(Il) iyonu varliginda ve yoklugundaki hiz sabitleri arasindaki fark
Bakir konsantrasyonundan bagimsiz spesifik hiz sabiti, K= ky/ [Cu(II)],
K degerlerinin standart sapmast

Aktivasyon enerjisi (kJ.mol™")

Aktivasyon enerjisi degerlerinin standart sapmast

Mutlak sicaklik, (Kelvin )

Aktivasyon entropisi (J.mol' . K™")

Aktivasyon entalpisi ( kJ.mol™)

Aktivasyon serbest enerjisi (kJ.mol™ )

Frekans faktorii ya da Arrhenius sabiti (s )

Avogadro sayist (6,02 x 10%)

Planck sabiti (6,624 x 10>*Js)

Gaz sabiti (8,314 J/ mol. K)
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