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ONSOZz

Gida boyalar1 insanoglunun uzun yillar 6nce besinlerde kullanmaya basladig1 katki
maddeleridir. Bu boyalar ilk zamanlarda dogal renklendiriciler olarak bitkilerden
tiretilirken teknolojinin gelismesiyle birlikte yapay olarak iiretilmistir. Besinlere renk
vermenin yaninda onlarin raf dmiirlerini uzatmaya yarayan ve kimi zamanda lezzet veren
bu boyalar pek ¢ok saglik sorununu da beraberinde getirmektedir.

Yapilan bu ¢aligmada, destegini, bilgisini ve ilgisini benden esirgemeyen danigman
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Aym laboratuvarda calisigim arkadaslarrm sayin  Yesim TOPALOGLU’na,
Nurhayat OZBEK ’e, Tugba AK’a ve Abidin GUMRUKCUOGLU’na tesekkiir ederim.
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Yilksek Lisans Tezi

OZET

BAHARATLARDA KULLANILANYASAKLI BOYA SUDAN I’IN TAYINI IiCIN
BASIT BIR SPEKTROFLORIMETRIK METOT

Osman Can CAGILCI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Ummiihan OCAK
2017, 48 Sayfa

Bu calismada baharatlarda kullanilan yasakli Sudan I boyasinin tayini i¢in bir
spektroflorimetrik metot gelistirilmistir. Gelistirilen metotta modifiye bir standart ekleme
yontemi kullanilarak kirmizi pul biber, sumak ve kimyon numunelerinde Sudan | tayini
yapilmistir. Calismada kullanilan gida numuneleri yerel marketlerden temin edilmistir.
Onerilen metotta ¢oziicii olarak toksik olmayan etanol kullanilmistir. Numunelere degisen
miktarlarda Sudan 1 boyasi spayk edilmis ve etanolle ekstrakte edilerek analize
hazirlanmistir.  Gelistirilen metodun dogrusal araligi, dogrulugu, gozlenebilme siniri

(LOD), tayin siir1 (LOQ) ve kesinligi belirlenerek metot valide edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sudan I, spektroflorimetre, kirmizi pul biber, sumak, kimyon.
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Master Thesis

SUMMARY

A SIMPLE SPECTROFLUORIMETRIC METHOD FOR DETERMINATION OF THE
BANNED SUDAN DYE I IN SPICES

Osman Can CAGILCI

Karadeniz Technical University
Institue of Natural Natural Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Ummiihan OCAK
2017, 48 Pages

In this study, a spectrofluorimetric method was developed for the identification of the
banned Sudan | dye in spices.Sudan | was applied to red pepper, sumac and cumin samples
using a modified standard addition method in the developed method.Food samples used in
the study were obtained from local markets.Non-toxic ethanol was used as solvent in the
proposed method.The samples were spiked with varying amounts of Sudan | and analyzed
by ethanol extraction.The method has been validated by determining the linear range,
accuracy, detection limit (LOD), detection limit (LOQ) and accuracy of the developed

method.

Key Words: Sudan I, spectroflourimetric, red pepper, sumac, cumin.
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1. GENEL BiLGIiLER
1.1. Gida Boyalan

Cagimizda besinlerin tiretim ve tiiketimi arasindaki iliski gida katki maddelerinin
kullanimin1 bir zorunluluk olarak ortaya koymaktadir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte
gida endiistrisindeki tiretim faaliyetleri artmis, bu durum da gida katki maddelerinin
kullanimin1 yayginlastirmistir. Calisan niifusun giderek artmasi, beslenme aliskanliklarinin
degismesi ve besin hazirlarken fazla vakit harcamama istegi de bu katki maddelerinin
kullanilmasini kaginilmaz kilmistir. Mevsimlik gidalarin her daim tiketilmek istenmesi,
tiriinlerin piyasada daha uzun kalmasini saglamak amaciyla raf dmiirlerinin uzatilmasi ve
tiketicilerin bilinglenmesi gida sanayisinde kullanilan tekniklerin yaninda gida katki
maddelerinin de kullanimini zorunlu hale getirmistir [1].

Turk Gida Kodeksi Yonetmeligi’'ne gore gida katki maddeleri soyle
tanimlanmaktadir: Tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gida ham maddesi olarak
kullanilmayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan, segilen teknoloji geregi
kullanilan maddelerdir. Ayrica islem veya imalat sirasinda kalinti ve tlirevleri mamul
maddede bulunabilen, gidanin {iretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmast,
taginmasi, depolanmasi sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriinlis, yapt ve diger
niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve duzeltmek
amaciyla tercih edilen maddelerdir [2].

Besinlerde kullanilan gida katki maddelerinin beslenme kalitesini saglamasi,
islenmeye yardimci olmasi ve iiriinde dayanikliligi artirmasi aranan 6zelliklerdir. Bir katki
maddesi gidalarda yapilan iiretim hatalarin1 gizlememeli, tiiketicileri kandirmamali ve
besin degerini diisiirmemelidir [3]. Ayrica kullanilan katkilarin analiz edilebilir olmasi ve
analiz sonuglarinin 6l¢iilebilir olmasi1 gerekmektedir [4].

Baz1 gida katki maddelerine duyarli olan insanlar cesitli reaksiyonlar verebilirler.
Avrupa’da yapilan arastirmalara gore niifusun %0,03-0,10’unun katki maddelerine karsi
duyarli oldugu saptanmistir. Oyle ki, bu gida katki maddeleri deri dokiilmesi, astim,
migren ve hiperaktiviteye yol acabilirler [3].

Gida katki maddeleri iizerine yapilan ilk sistematik ¢alisma 1956 yilinda WHO
(Diinya Saglik Orgiitil) ve FAO (Gida ve Tarim Orgiitii) tarafindan 43 iilke iizerinde



yaptlmistir. Calismada 200 adet kimyasal maddenin gidalarda katki maddesi olarak
kullanildig1r tespit edilmistir. 1962 yilinda FAO ve WHO kuruluslarinin uzman
arastirmacilar tarafindan JECFA (Gida Katki Maddeleri icin Ortak Uzmanlar Komitesi)
olusturulmustur. JECFA; giinlimiizde de katki maddesi olarak kullanilan her tiirlii kimyasal
madde i¢in toksikolojik c¢aligmalarin diizenlenmesini ve sonuglarmin degerlendirilmesini
tistlenmistir [5].

Yaygin olarak kullanilan gida katki maddelerinden biri renk katki maddeleridir. Bu
katki maddeleri baslangicta dogal yollarla elde edilirken, ilerleyen siire¢lerde sentezlenerek
yapay olarak elde edilmeye baslanmistir.

Renk katki maddeleri gida sanayisinde bir¢ok amac i¢in kullanilirlar. Bu katkilar
besinlerde istenilen rengi saglamaya, iiriine 6zgli rengi korumaya veya yogunlastirmaya,
lezzet degerini artirmaya, renk degisimini engelleyerek goriiniisii standart hale getirmeye,
stisleyici Ozellikler kazandirarak daha cazip trlinler meydana getirmeye ve gesitli renkte
urtinler olusturmaya yardimci olurlar [6].

Kullanimima izin verilen gida boyalarinin sayis1 iilkeden iilkeye farklilik
gostermektedir. Ornegin; Iskandinav iilkelerinden Norveg ve Isveg sirasiyla 1978 ve 1980
yillarinda her tiirlii sentetik boyanin gida maddelerine katilmasin1 tamamen yasaklarken,
Avusturya’da, 8’1 sentetik olmak iizere toplam 27 boyaya misaade etmektedir [7].
Ulkemizde de gida boyalarinin kullanilmasina iliskin kurallar Saglik Bakanligi'nca
belirlenmektedir. Bu dogrultuda “Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi” hazirlanmistir.
Tiirkiye’de Saglik Bakanlig tarafindan olusturulmus Gida Katkilar1 Teknik Komisyonu,
Kodeks Alimentarius Komisyonu raporlari, AB mevzuati ve gesitli ulusal gida yasalarini
degerlendirmistir [8].

Ulkeler tarafindan birgok &nlemler alinmasina ve cezai yaptirimlar uygulanmasina
ragmen besinlere zararli boyar maddelerin katilmas1 kotii niyetli iireticilerin vazgegemedigi
bir durumdur. Ciinkii gidalarin albenisini artiran 6zelligi rengidir. Her gidanin alisilmis bir
rengi vardir ve tiiketiciler tarafindan ilk asamada dikkati ¢eken ayni1 rengin mevcudiyetidir.
Ancak gida maddeleri fabrikalar gibi {retim merkezlerinde birgok isleme maruz
birakilmakta ve dolayisiyla renk kaybi yasanmaktadir. Yine dirlinlerin tasinmasi ve
depolanmasi esnasinda gecen siirede renk degisimleri olusabilmektedir [9]. Tim bu

sebeplerle rengi degisen Urlnler tiiketiciler tarafindan tercih edilmemektedir.



1.1.1. Gida Boyalarmin Tarihi Siireci

Gidalarda kimyasal madde kullanimmin tarihsel siireci incelendiginde, M.O. 3000
yillarinda et iiriinlerini saklamak icin tuzun kullanildigina, M.O. 900 yillarinda ise odun
tiitsiisiiniin kullanildig1 bilgisine ulasilmaktadir. Ilerleyen zamanlarda ise etin rengini
olumlu yonde degistirmek amaciyla nitratin da kullanildig: bilinmektedir [10]. Yine 3500
y1l once gida katki maddesi olarak boyar maddeleri kullanan Misirhilar, Khand adini
verdikleri renkli sekerler liretmislerdir. Daha sonra Hindistan ve Cin’de deriler, sebze ve

baharat 6zleriyle boyanarak ticarete sunulmustur [11].

Tuz Odun Tiitsiisii
(AMLO. 3000) (MLO. 900)
Tuz, Odun Tiitsiisii ve Baharat @ . Tugz, Tiitsii ve Nitrat
(MO, 50 vy) ) (Orta Cag)

N, »

Sekil 1. Gida katki maddelerinin ilk kez kullanimi [12].

Teknolojinin gelismesiyle birlikte yeni katki maddeleri hayatimizda biiyiik bir yer
edinmeye baslamistir. Tatlandiricilar, renklendiriciler ve lezzet verici katki maddeleri cazip
goriinmelerine karsin insan sagligmi olumsuz yonde etkilemektedir. Her zaman daha
yisini ve daha giizelini arzu eden insanoglu zamanla gidalarin genetik yapisini bile
degistirip bozmaya baglamistir. Gidalarin tohumuna, ¢ekirdegine ve hatta hicrelerine kadar
inen ve onlart degistirmeyi amaglayan bu gida endistrisi birgok hastaliga zemin
olusturmaktadir.

Gida katki maddelerinden en c¢ok kullanilan1 ise siiphesiz boyar maddelerdir.



Sokaktaki bakkaldan, buylk marketlere kadar gida satisi yapan tim yerlerde
renklendirilmis gidalara rastlanmaktadir.

Gida boyalarmin ge¢misine bakildiginda ilk olarak hayvan ve bitkilerden dogal
yollarla elde edilen boyalar zamanla sentetik olarak elde edilmeye baslanmustir. Uretilen
ilk sentetik boya siyah anilinden elde edilmistir. Sir William Henry Perkins tarafindan
1856 yilinda iiretilen bu boya, endiistri haline gelen gida boyar madde tiretiminin temelini

olusturmaktadir [12].

1.2. Uluslararasi Numaralandirma Sistemine Gore Gida Boyalarinin Kodlari

Avrupa Birligi’nde kullanimina izin verilen maddeler “European” kelimesinin bas
harfi olan E kodu alirlar. Biitiin gida katki maddelerinin uluslararasi alanda kabul gormiis
bir numaras1 vardir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde cesitli amaclarla kullanilan
yaklasik {i¢ yiiz civarinda gida katki maddesi yer almaktadir.

Gida katki maddelerinin E kodu siiflandirmasina gore; renklendiriciler; E100-
E180; koruyucular; E200- E285, E330; antioksidanlar; E300 — E321; kalinlastirict,
jellestiriciler; E400 — E495; tatlandiricilar; E950 — E959 seklinde adlandirma yapilmistir
[13].

Gida renkleri sadece verilen E numarasi ile degerlendirilir ve bu numaralar Avrupa
giivenlik onaymi gosterir. Izinli gida boyar maddeleri i¢in kullanish bir etiketleme
modelidir. Gida renklerinin spesifik isimleri veya E numaralariyla gida bilesenleri

etiketinde bulunmasi, tiiketicilerin bilin¢li se¢im yapmalarini saglar [14].

1.3. Gida Boyalarinin insan Saghgina Etkileri

Yasaklanan gida renklendiricileri kesinlikle toksik ve kansere sebep olan
maddelerdir. Diger renklendiriciler ise hassas kisilerde genellikle deri dokiilmeleri, astim
ve alerji gibi rahatsizliklara sebebiyet verebilir [15].

Shaywitz, 1997 yilinda ¢ocuk yiyeceklerinde kullanilan gida boyalarindan mavi,
kirmizi, yesil, turuncu ve sar1 renklerin zararlarmi tespit etmek i¢in bir dizi calisma
yapmustir. Calisma neticesinde bu gida boyalarinin ¢ocuklarda hiperaktivite olusturdugu ve
sicanlarda yapilan deneyde hiperaktiviteyi tetikledigi goriilmiistiir. Yine ayni arastirmact

tarafindan yapilan bir ¢alismada hiperaktivite ve dikkat eksikligi gibi davranislar gosteren



cocuklarin diyetlerinden sentetik boyalar kaldirildiginda ¢ok belirgin gelismeler oldugunu
ileri sirmistiir. Ayrica bu gida boyalarinin bazi test hayvanlarinda tiremeyi doniisiimli

olarak inhibe ettigi goriilmiistiir [16].

1.4. Gida Boyalarmin Elde Edildikleri Kaynaklara Gore Simiflandiriimasi

Gida boyalari, dogal kaynaklardan ve sentetik olarak elde edilenler seklinde ikiye
ayrilmaktadir.

1.4.1. Dogal Kaynaklardan Elde Edilen Gida Boyalar:

Dogal boyalar bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen maddelerdir. Gidalarda
dogal halde bulunan bu renklendiriciler, farkli kimyasal 6zelliklerinden dolayr bir kismi1
suda ¢oziinlirken pek cogu ise suda ¢oziinmemektedir. Dogal boyalar 1s1, sicaklik, pH gibi
etkilere maruz birakildiklarinda kararliliklar1 ¢ok diisiiktiir ve gidalarda kullanimlar gesitli
sorunlara yol acabilir. Ancak bu olumsuzluklara ragmen yapilan arastirmalar sonucu bu
renklendiricilerin saglik iizerine olumlu etkiler yaptigi goriilmiistiir [17].

Dogal olarak elde edilen boya maddelerinden en 6nemli olanlar1 safran, roko boyasi,
havaciva, klorofil, karamel, zerdegal, sumak, kizilkdk boyasi, karoten ve karotenoidlerdir
[18].

Dogal boyalar, dogal yollarla elde edilmelerine karsin insan sagligina olumsuz etkiler
de gosterebilirler. Bu nedenle pek ¢ok uluslararasi kurulus bu boyalar1 incelemekte ve bu
boyalarin kullanimina iliskin raporlar yayimlamaktadir. Tablo 1°’de AB ve ABD yetkili

kuruluglar1 tarafindan onaylanan bazi gida boyalar1 gosterilmistir.



Tablo 1. AB ve ABD yetkili kuruluslari tarafindan onaylanan bazigida boyalar1 [19].

Dogal Gida Boyalar1 AB Kodu  Sertifika Kaynak/Renk/Ozellik

Curcumin, Zerdecal E 100 Evet Curcuma longa; turuncu-sari; keskin koku

Riboflavin E 101 Evet Fermantasyondan elde; sar1; aci tat

Karmin E 120 Evet Disi coccus bocegi; turuncu kirmizi

Karamel E 150 Evet Karbohidratlar; kahverengi

Karoten E 160a Evet Hurma yagi; turuncu; kolay okside

Anatto (Bixin) E 160b Evet  Bixa ¢ekirdegi; turuncu-kirmizi

Betanin E 162 Evet Kirmizi pancar kokii; kirmizi; 1siya
duyarlt

Antosiyanin E 163 Evet  Uziim kabugu, siyah havug, kirmizi
lahana; kirmizi

Kalsiyum karbonat E 170 Evet Mineral kayaglar; beyaz; yiizey boyasi

Demiroksit E172 Evet Mineral kayaglar; yesil, kirmizi, siyah;
yiizey boyasi

Dogal olarak olusan baslica pigmentler antosiyaninler, karotenoitler, klorofiller
olarak {i¢ grup altinda incelenmektedir. Bunlara ilave olarak betalainler, naftokinonlar,
fikosiyaninler, iridoitler, antrokinonlar, hayvansal pigmentler, karamelizasyon ve maillard

reaksiyonlar1 sonucu olusanlar da bilinmektedir [20].

1.4.1.2. Dogal Gida Boyalarimin Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Son yillarda gida boyalari iizerine bir¢ok calisma yapilmistir. 1990-1995 yillart
arasinda alinmis patent sayist 1969-1976 yillar1 arasinda elde edilenden daha fazladir.
Dogal boyalara ait patent sayis1 da sentetik boyalara ait olandan 5 kat daha fazladir. Tek
basina klorofile ait patent sayist bile 16’dan ¢oktur [21]. Her ne kadar sentetik renk
maddeleri dogal renklendiricilerin yerini almis olsa da, ¢ok bilinen bazi dogal boyalar ilag,

kozmetik ve gida sektoriinde hala kullanilmaktadir. Bu maddeler, 1960 yilinda ABD Gida



ve Ilag Kozmetik Yasasi’'nda yapilan degisiklik ile sertifikali maddeler listesinden

cikartilarak, siirekli kullanilma ihtimali olan maddeler listesine aktarilmistir [22].

1.4.2. Sentetik Olarak Elde Edilen Gida Boyalari

Sentetik boyalar potansiyel olarak daha toksik maddeler olduklari i¢in resmi
kurumlar tarafindan kullanim alanlari sinirlandirilmistir [23]. Buna ragmen sentetik

boyalarin dogal boyalara gore pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Bunlar;

e Sentetik boyalar, iyi ¢oziinmeleri, yogun renkler vermeleri, 1sil islemlere
dayanikli olmalar1 ve genis renk tonlarina sahip olduklarindan dolay1 iireticiler
tarafindan daha c¢ok tercih edilmektedir [24]. Bunun yaninda, yapay
renklendiricilerin kararlilig1 1s1, 151k, tuz, asit, pH ve koruyucular gibi faktorlerden
etkilenebilmektedir [25].

e Dogal gida boyalarinin bilesimleri, kullanilan bitkinin tiirli, mevsimler ve cografi
ozelliklere gore degisiklik gosterirken sentetik boyalarda bdyle bir dezavantaj s6z
konusu degildir. Bu yiizden dogal kaynaklar tarafindan elde edilen boyalarda her
seferinde ayni standard: yakalamak miimkiin degildir. Yine dogal boyalarin renk
katma Ozellikleri de yapay boyalara gore daha diisiiktiir [26].

e Sentetik boyalarin tiretim masraflar1 dogal boyalardan daha disiiktiir [27].

1.4.2.1. Azo Boyalar

Azo boyalar, sentetik renklendiricilerin 6nemli bir sinifin1 olustururlar. Bu boyalar,
gida maddeleri, tekstil, katki maddeleri, plastik, oyuncak, ila¢ ve kozmetik iirlinlerinde
yaygin olarak kullanilirlar. Azo boyalar; N=N kromofor grubu ya da azo bag: ile
karakterize edilmektedirler. Adlandirmalar1 yapilirken azo baglarinin sayisina bakilir ve
monoazo, diazo ve poliazo diye adlandirilirlar [28].

Azo boyalar diazolastirilan aromatikaminin baska bir naftol veya amin fenolle
birlesmesinden elde edilir. Bunlardan bazik amin veya dialkil amin grubu ihtiva edenlere
bazik azo boyar maddeleri, en az bir sulfo grubu icerenlere ise asidik azo boyar maddeleri
denilir. Ik kesfedilen asidik azo boyar maddesi B-naftoloranjdir. Bazik azo boyar madde

olarak ilk kesfedilen ise aminoazo-benzendir [29].



Endiistriyel olarak kullanilan sentetik renklendiricilerin yaklasik %50°lik bolumund
ve dispers boyamada kullanilan renklendiricilerin de yaklasik %80’lik kismin1 azo boyar
maddeleri olusturmaktadir. ilk zamanlarda azo gruplari; benzen ve naftalin halkalarma
bagli olmalarina ragmen son yillarda aromatik heterosiklik halkalara ve enol tipinde
alifatik halkalara da bagli azo grubu igeren sentetik boyar maddeler de sentezlenmistir
[30].

Yapilan deneysel galismalar sonucu azo boyalarin gidalarda kullanimina yasalar
dogrultusunda belirli sinirlar getirilmistir. Bu boyalarin gidalarda kullanimina getirilen
limit degerler boyar maddenin tiiriine ve yapisina gore farkliliklar gostermektedir. Sunset
Yellow, Allura Red ve Ponceau 4 gibi sentetik gida boyalarinin yasal limitler kapsaminda
kullanimina izin verilirken Sudan I-IV gibi azo boyalarin kullanimina higbir sekilde izin

verilmemektedir [31].

1.4.1.3. Sudan Boyalari

Sudan boyalar1 endiistride renklendirici sentetik azo boyar maddeleri olarak
kullanilirlar.  Ancak sudan boyalarimin gidalarda kullanimi kanserojen olduklar
gerekcesiyle yasaklanmigtir. Bu boyalar dogrudan karaciger hiicrelerinde etkili olarak
toksik karaciger hastaligina neden olabilen aromatik aminlere indirgenir ve ayni zamanda
hlicrede mutasyona sebebiyet verebilirler [32]. Bu olumsuz etkilerinden dolay1 AB iilkeleri
ve ABD’de yasaklanan sudan boyalari yine bu bolgelerde siki bir denetim altindadir [33].
2003/460/AB sayili Komisyon Kararma gore tim biber ve biber driinlerinde ve palm
yaglarinda Sudan I, II, III ve IV boyalarmin olmadiga dair sertifika alma zorunlulugu
vardir [34-35]. BUtin bu kontrol ve denetlemelere ragmen Avrupa Birligi Gida ve Yem
i¢in hizli alarm sistemi tarafindan pek ¢ok gidada bu boyalarin varligi tespit edilmistir [36].

Yaygin kullanilan Sudan boyalarinin agik yapilar1 Sekil 2°de verilmistir.



HO

HO,
O - O

Sudan | (1-fenilazo-2-naftol) Sudan 11 (1-[(2,4-dimetilfenil)azo]-2-naftalenol)
HO CH, CHs HO
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Sudan 111 (1-[(4-(fenilazo)fenil)azo]-2-naftalenol) Sudan 1V (1-2-metil-4-[(2-metilfenil)azo]-2-naftalenol)

Sekil 2. Sudan L, 11, III ve IV boyalarinin molekiil yapilar

1.4.1.4. Sudan Boyalarinin Tayini i¢in Kullanilan Baz1 Y6ntemler

Gida maddelerinde Sudan boyalarinin tespiti ig¢in birgok sistem gelistirilmistir. Bu
sistemler i¢inde en yaygin olani ise yiikksek performansli sivi kromatografisidir [37]. Son
yillarda elektroanalitik teknikler [38] ve UV-Visible, 'H-NMR ve Raman [39] gibi
spektroskopik yontemlerle de sudan boyalarinin analizleri yapilmaktadir. Floresans
spektroskopisi de sudan boyalarin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir spektroskopik
yontemdir [40].

Floresans spektroskopisi hizli, hassas ve maddeye zarar vermeyen bir analitik
tekniktir. Son yillarda floresans spektroskopisi gidalarin  dogrudan analizi igin

kullanilmaktadir [41].

1.5. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon; herhangi bir karisimdan istenilen maddeyi se¢imli olarak ¢oziinebildigi
bir ¢oziicliden, onunla temas halinde olan diger bir ¢oziicii icerisine tasinmasi islemidir

[42].
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1.5.1. Kati- Sivi Ekstraksiyonu

Kati-sivi ekstraksiyonu, kati maddelerden biyoaktif maddelerin elde edilmesinde
kullanilan ¢ok eski bir islemdir. Mezopotamya’da yapilan kazi ¢alismalarinda M.O. 3500
yillarinda kozmetik ve tibbi alanda kullanilan bitki ekstraktlarina rastlanmistir. Ayirma
islemlerinde kullanilan en yaygin yontem kati-sivi ekstraksiyonudur. Kati-sivi

ekstraksiyonuna ait sema Sekil 3’te verilmistir [43].

Kati Ham Madde Coziicii
On Hazirlama On Isitma

S 2

Kati-Si1vi Ekstraksiyonu

Kat1-Sivi Ayrilma

Kalint1 Ekstrat

Saflastirma ve Hedef Bilesen

Sekil 3. Kati-sivi ekstraksiyon semasi [42].
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Ekstraksiyon islemini kisa siirede ve yiiksek ekstrakt verimi ile sonuglandirmak igin
hedef maddenin segilen ¢6ziiclide ¢ok iyi ¢oziinmiis olmasi gerekmektedir. Ekstraksiyon
verimini etkileyen en ©nemli etkenlerden birisi kullanilan ¢oziiciiniin akis hizi ve
viskozitesidir [44]. Kati-s1v1 orani ve partikiil boyutu da eksrakt verimini etkileyen 6nemli
parametrelerdendir. Kii¢lik partikiillerin ylizey alanlar1 fazla oldugu i¢in, kati ve sivi
arasindaki temas fazla olur, ylizeye ulasan difiizyon yolu ortadan kalkarak hizli bir
ekstraksiyon meydana gelir. Kati-sivi ekstraksiyonunu etkileyen diger parametreler ise
sicaklik, katinin hazirlanmasi ve malzemenin nemliligidir [45].

Kati-siv1 ekstraksiyonunda ¢oziicii se¢imi ¢ok onemlidir. Coziicliniin fizikokimyasal
ozelliklerine, toksisitesine ve maliyetine bakilarak en uygun olani segilir. Coziicli se¢imi
araylizey gerilimi, kararlilik, reaktivite, viskozite ve maliyet gibi Ozelliklerin yani sira
¢cozlinen maddenin ¢oziiniirliigiine ve segimliligine baghdir. Bazi organik ¢oziiciiler
toksisiteleri yiiziinden, gida endiistrisinde siirli olarak kullanilmalidir. Gida fla¢ Dairesine
(FDA) gore, aseton, etanol, etilasetatve 1-propanol gibi ¢ozicllerin kicuk miktarda
yuzdeleri kullanilabilir ve bu ¢6ziictiler tiglincti sinif ¢oziictilerdir. Asetonitril, kloroform,
toluen, hekzan, metanol, etil metil keton ve diklorometan toksisiteleri sebebiyle ikinci
sinifa girmektedir. Birinci sinif ¢oziicliler ise ¢evreyi tahrip eden ve asir1 toksisitesi olan

benzen, karbon tetraklorir, 1,2-dikloroetan ve 1,1-dikloroetan’dir [46].

1.5.2. Bitkisel Materyallere Laboratuvarda Uygulanan Ekstraksiyon Teknikleri

Geleneksel olarak kullanilan yontemler maserasyon, kinetik maserasyon,
perkolasyon, geri dongulu sdrekli ekstraksiyon (Soxhlet) ve siperkritik akiskan
ekstraksiyondur [47].

Maserasyon; uygun c¢ozlcl icerisine alinan numunenin belirli bir siire oda
sicakliginda bekletilmesidir. Hammaddenin ¢oziicli igerisinde karistirilmasiyla yine oda
sicakliginda gerceklestirilen ekstraksiyon islemine ise kinetik maserasyon adi verilir.
Maserasyon iglemi olduk¢a yaygin kullanilmaktadir [48].

Perkolasyon; porselen, cam, paslanmaz ¢elik gibi maddelerden yapilmis perkolator
ad1 verilen tanklarda uygulanmaktadir. Bu ekstraksiyon yontemindeki esas, hammaddenin
icinden surekli olarak ¢ozicu gecirilmesidir [48].

Soxhlet yontemi uzun siiredir kullanilan standart bir yontemdir ve Kkati-sivi

ekstraksiyon metotlarinin performansini belirlemede referans olarak kullanilmaktadir [49].
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Bu sistemde numune hazne igine yerlestirilir ve bir balon igerisine ¢oziicii konularak
1sitictya yerlestirilir. Kaynama basladigi an ¢oziiclii ¢ikis borusundan ¢oziicii buharlari
yiikselmeye baslar, sogutucuda yogunlasarak hammadde iizerinde birikmeye baslar.
Ekstraktordeki ¢oziicii seviyesi sifon borusu seviyesine geldigi zaman sifon gergeklesir ve
ekstre balona doner. Bu sekilde islem ekstraksiyon tamamlanincaya kadar belli miktar
¢ozicl ile devam eder [50].

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu, bitkilerden ugucu bilesenlerin, hos kokulu
bilesiklerin ve esansiyel yaglarin endiistriyel ¢apta ekstraksiyonunda uzun yillardir

kullanilmaktadir [51].

1.6. Molektler Luminesans Spektroskopisi

Temel enerji diizeyindeki bir molekiil, uyarildiginda bir iist enerji seviyesine
yukselir. Bu molekiil tekrar temel enerji diizeyine donerken enerjisinin bir kismimni ya da
tamamini 151ma enerjisi olarak geri verir. Bu olaya emisyonya da liiminesans adi verilir
[52].

Molekiiler floresans, molekiiler fosforesans ve kemilliminesans maddenin birbirine
yakin ii¢ ayn fiziksel ozelligidir. ilk iki metotta maddenin ¢dzeltisine 151n enerjisi
gonderilerek uyarilmasi saglanir. Uyarilan bu maddenin aldig1 enerjiyi geri vererek ilk
haline donmesi esnasindaki davranislari incelenir. Boylece madde hakkinda kalitatif ve
kantitatif degerlendirmeler yapilir. Maddeyi uyarmak ic¢in gonderilen 1sinlar; ultraviyole,
gOriiniir alan ve infrared 1s1nlardir. Bu 1sinlar madde tarafindan kisa bir siire absorplanir ve
daha sonra floresans ve fosforesans isinlar1 halinde yayilirlar [53].

Madde tarafindan absorplanan bir 1s1ma, ayni veya daha uzun dalga boyunda bir
1s1ma olarak geri verilir. Bu olaya fotoliiminesans denir. Floresans ve fosforesans olmak
tizere ikiye ayrilir. Bir 151n maddeye gonderildiginde floresans Ozelligi baglar ve 1sin
kesildigi anda bu 6zellik kaybolur. Fosforesans 6zelligi ise maddeye 151n gonderildigi anda
baslar ve gonderilen 1s1n kesildigi halde bir siire devam eder [54].

Ultraviyole ve goriinlir bolge 1smmin bir molekiil tarafindan absorpsiyonu, bir
elektronun, baslangigta diisiik enerjili ve dolu elektronlu orbitalden, daha yliksek enerjili ve
bos bir orbitale gegerek uyarilmis olmasidir [55]. Molekdllerin uyarilmis halleri kararsiz
oldugu icin temel hallerine donmek isterler. Bu doniis sirasinda sistemin aldig1 enerjiyi 1s1

olarak verdigi 1s1masiz gegisler vardir. Floresans ve fosforesans ise 1s1mali gegislerdir [56].
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Temel Singlet Hal Uyarilmig Singlet Hal Uyarilmig Triplet Hal

Sekil 4. Elektronik yapilarin gosterimi [55].

Singlet uyarilmis halden temel singlet hale gecisi floresans, triplet uyarilmis halden
singlet temel hale gecise ise fosforesans ifade etmektedir (Sekil 4). Elektron spinleri
singlet uyarilmis halde iken zit yonlii, triplet uyarilmis halde iken paralel olarak

yonlenmistir [55].

1.6.1. Floresansin Esasi

Floresans, yaygmn olarak kullanilan liminesans islemlerinden biridir. Floresans
olayinda molekiil, mekaniksel, kimyasal ya da fiziksel mekanizmalar sonucu olusturulan
uyarilmis halden elektriksel olarak 1g1n yayar [57].

Elementel pargaciklarin tamamina yakini oda sicakliginda temel halde bulunurlar.
Jablonski diyagraminda (Sekil 5) molekilin 1s1m1 absorplamasi sonucu olusacak
fotofiziksel islemler gosterilmistir. Diyagram, molekiiliin c¢esitli enerji seviyelerini
icermektedir. Fotonun absorpsiyonu sonucu elektronlar temel halden (So), uyarilmis hallere
(S1, S2 vb.) gecerler [58].

Fotonun absorpsiyonu ile; i¢ doniisiim, floresans, sistemler arasi1 gegis, fosforesans,
geciktirilmis floresans ve triplet-triplet gegisler meydana gelir [58]. Bir molekilde
uyarilma sirasinda olusan islemler Polonyali bilim adami Alexander Jablonski tarafindan
Jablonski Diyagrami’nda belirtilmistir. Jablonski Diyagrami Sekil 5’te gosterilmektedir
[59].
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Sekil 5. Jablonski diyagrami

Genel olarak 151k absorpsiyonu sonucu florofor madde Siveya Spgibi bir titresim
seviyesine uyarilir (Sekil 5). Molekiiller hizla S1’in en diisiik titresim seviyesine diiser.
Buna i¢ doniisiim denir ve gogunlukla 1072 saniye gibi kisa bir siirede gerceklesir [60]. ¢
dontisiim esnasinda 1s1nim olmadig1 i¢in uyarilma enerjisi 151 enerjisi seklinde dagilir.
Floresans emisyonu da 1s1l dengeye ulasmis Sihalinin en diisiik titresim seviyesinden temel
hale donmesi sirasinda gerceklesir. Siseviyesindeki molekuller spin  yonlerini
degistirdiklerinde ilk triplet (T1) haline gegebilirler. Fosforesans emisyonu da bu
Tihalinden temel hale donme sirasindaki emisyona verilen addir [59]. Molekiil tarafindan
absorplanan enerjinin bir kismi i¢ doniisiim sirasinda kaybolur. Bunun sonucunda emisyon
spektrumu ile absorpsiyon spektrumu arasinda enerji farki meydana gelir. Emisyon
enerjisinin absorpsiyon enerjisinden daha az olmasi sonucu emisyon spektrumu daha

biiyiik dalga boylarina kayar. Buna “Stokes Kaymas1” ad1 verilir [61].

1.6.2. Floresans S6nim

Molekullin floresans siddetini azaltan birgok etken vardir. Molekiler yonlendirme
degisiklikleri uyarilmis hal siiresince gerceklesir. Bu degisiklikler; enerji transferleri, temel
hal kompleks olusumu ve carpismali soniim gibi cesitli molekiiler etkilesimler sonucu

gerceklesebilmektedir.
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Floresans soniim, mekanizmasina gore statik veya dinamik olarak siniflandirilir.
Florofor ile sondiiriicii molekiilleri arasindaki ¢arpisma sonucu dinamik soniim meydana
gelmektedir. Statik soniim ise kompleks olusumundan kaynaklanmaktadir. Statik sénlim
sirasinda sondiiriicli ile florofor arasinda floresans Ozellige sahip bir kompleks olusur.
Statik ve dinamik soniimiin ger¢eklesmesi i¢in florofor ile sondiiriicii temas halinde olmak
zorundadir. Carpisma sonucunda sOniim meydana gelebilmesi i¢in sOndiiriiciiniin,
uyarilmis hal siirecinde florofora ulagsmis olmasi gerekir.

Statik soniim farkli sekillerde meydana gelebilmektedir. Florofor (F) ile sondiricu
(Q) arasinda temel halde, floresans Ozelligi olmayan bir kompleks olusabilecegi gibi
floresans 6zelligi olmayan bu kompleks florofor uyarildiktan sonra da olusabilmektedir.

Stern-Volmer esitligi ile floresans sonim verileri Esitlik (1) ile incelenebilir [57].

Fo/F =1+ Ksv |Q|= 1+ 10kq|Q| (1)

1.6.3. Floresansi Etkileyen Faktorler

Floresansi etkileyen birgok faktor vardir. Bunlar yapi, yapisal rijitlik, pH, sicaklik,
¢Oziiciiniin polarhigi, ¢Ozlinmiis oksijen, gelen 1s1nin dalga boyu ve siddeti ve
konsantrasyon olarak siralanabilir.

Yapinin etkisi; dizlemsellik, halka yapisinin artmasi, konjiigasyon ve ddnmenin
engellenmis olmasi genel olarak molekilin floresans siddetini artirmaktadir. Elektron
yogunlugunu artiran substitiientlerin halkada bulunmasi da floresans veriminin artmasina
sebebiyet vermektedir. Sistemler arasi gec¢isin artmasina neden olan halojeniirler ise
yapinin floresansin diisiirmektedir.

pH etkisi; molekiilin veya ortamin ihtiva ettigi asit baz icerigine gore floresans
degismektedir.

Sicakligin etkisi; uyarilmis haldeki atomlarin c¢arpisma olasiligi  sicakligin
yiikseltilmesi sonucu artmaktadir. Carpisma olasiligi artinca i¢ doniisiim de artar ve i¢
doniisiimiin artmasi floresans1 azaltmaktadir.

CoOzucunun polarligmin etkisi; kullanilan ¢6ziictiniin polarligi arttikca floresans

ozellik de artig gostermektedir.
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Coziinmiis oksijenin etkisi; ¢oziinmiis oksijenin varligi genel olarak floresansi
azaltmaktadir.

Gelen 1s183in dalga boyu ve siddetinin etkisi; floresansi olusturan 1s18in dalga
boyunun alt sinir1 250 nm’dir. Gelen 15181 siddetinin artmasi floresansin da artmasin
saglamaktadir.

Konsantrasyonun etkisi; cozelti igerisindeki floresent maddenin konsantrasyonu

arttikga genellikle floresans 6zellik artar.

1.6.4. Florimetre ve Spektroflorimetre

Floresans 1smin siddetini 6lgmek ic¢in kullanilan cihazin kisimlari; 1sin kaynagi,
ornek kiiveti, uyarma ve emisyon dalga boylarini segecek bir ¢ift filtre veya monokromator

ve floresansi 6lgecek olan dedektérden olusmaktadir (Sekil 6).

Kaynak i i

?;Tg;tlm Uyarma Filtresi 1
" .
Emisyon filtresi
monokromatdr
W
Referans ‘omek
Fotomultiplier > Ok ltiptier
Amplifikatdrii
Okuma

Sekil 6. Floresans cihazi bilesenleri [62].

1.6.5. Floresans Analiz Cihazi Bilesenleri

1.6.5.1. Isin Kaynag

Isin kaynagi olarak diisiik basingli civa ark lambalar1 ve yiiksek basingli ksenon ark
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lambalar1 kullanilir. Filtreli florimetre cihazi igin ise erimis silika pencereli, diisiik basingh
civabuhar lambasi kullanilir. Uyarma kaynagi olarak kullanilan lazerler azot gazi lazeri

veya Nd-YAG lazeridir [62,63].

1.6.5.2. Filtre ve Monokromatorler

Florometrelerde girisim ve absorpsiyon filtrelerinin her ikisi de kullanilmistir. CUnkd
hem uyarma demeti hem de olusan floresans 1sinmin dalga boyu secilmistir.

Spektroflorimetrelerin ¢ogu en az bir optik agli monokromatér ile donatilmstir [62,63].

1.6.5.3. Dedektorler

Liminesans sinyalleri genellikle diistik siddetlidir ve O6lgUlebilmeleri igin
yiikseltilmeleri gerekir. Duyarli 6lgiimler alinan floresans cihazlarinda fotogogaltici tiipler
en yaygin kullanilan dedektorlerdir. Bunlar genel olarak artirilmis sinyal/giiriiltii oranlar
elde etmek i¢in foton sayim modunda calistirilirlar. Sinyal/giiriiltii oranlarini artirmak igin

dedektorlerin sogutulmasi da gerekebilir [62,63].

1.6.5.4. Hicreler ve Hiicre Bolimleri

Olgiimler igin cam veya silisten yapilmus silindirik ve dikddrtgen prizmasi seklinde

hiicreler kullanilir [62,63].

1.6.5.5. Floresent Molekiiller

Genellikle ¢ok sayida konjiige cifte baglari iceren yiiksek aromatiklige sahip yapilar
floresans Ozellik gosterir. Boyle gruplara floresent gruplar denir. Yaygin olarak kullanilan
bazi floresent gruplar Sekil 7°de gosterilmistir. Sudan boyalarinin yapilari incelendiginde
(Sekil 2) N=N grubunun da konjiigasyonu artirdig1r goriilmektedir. Bu nedenle yiiksek

floresans 6zellik gostermeleri beklenir.
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N N(CHg3)s

Piren Kinolin Dansil

Sekil 7. Bazi floresent gruplar

1.7. Metot Validasyonu

Bazi yontemlerle analitik kimyacilarin laboratuvarlarda elde ettikleri sonuglarin
dogru olup olmadig tespit edilebilir. Analizci elde ettigi sonuglari rakamla ifade ederken
yaptigi islemler sirasinda miimkiin olabilecek hata kaynaklarini ve bu hatalarin sonug
uzerindeki etkisini de belirtmelidir. Analiz en az 3 farkli numuneyle tekrarlanmalidir ve
metot validasyonu yapilmalidir. Bir analitik metodun gecerli oldugunu gosteren islemlere
metot validasyonu denir. Validasyon; metodun dogrusalligi, 6zgilinligii, kesinligi,
dogrulugu, dogrusal araligi, gozlenebilme ve tayin smir1 gibi parametrelerin

belirlenmesiyle saglanir [64].

1.7.1. Dogruluk

Analiz sonucunun gercek degere ne kadar yakin oldugunun ifadesine dogruluk
(accuracy) denir. % Hata olarak ifade edilen dogruluk; 6l¢iimlerin aritmetik ortalamasinin

dogru degere yakinligi olarak Esitlik (2)’de verildigi gibi tanimlanir.

% Hata = £E—=0%) x10p 2)

G

Xe= Dogru degeri, Xorr= Olgiimlerin aritmetik ortalamasini gosterir.

1.7.2. Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Bulunan bir degerin tekrarlanabilme kabiliyetine ya da bireysel test sonuglarinin

birbirine yakinliginin derecesine yontem kesinligi adi verilir. Yontem kesinligi, 6lglim



19

sonuglarinin birbirine olan yakinhigidir. Kesinlik % bagil standart sapma ile ifade
edilmektedir. Kesinlik analit derisimine, analiz yontemine baglidir ve bagil standart sapma
%?2’den %20’ye kadar ¢esitlilik gostermektedir. Tekrarlanabilirlik, kesinligin bir gostergesi

olarak kabul edilir ve giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik olmak tizere iki sekilde hesaplanir.

1.7.3. Secimlilik ve Duyarhhk

Se¢imlilik; numunede varlig tespit edilen analiti, analit ile girisim yapabilen diger
bilesenlerden farkli olarak tespit etme yetenegidir. Yogun matriks ortamina sahip
numunelerde analiz edilecek maddelerin dogru ve 6zgiin olarak belirlenebilmesi analitik
yontemlerin se¢imliligini gosterir. Duyarlilik ise analiz isleminin konsantrasyonundaki
kiiciik degisimleri kaydetme kapasitesi olarak tanimlanir ve kalibrasyon egrisinin egimi
olarak ifade edilir [65].

1.7.4. Gozlenebilme Sinir1 (GS, LOD)

Analitik yontemlerde performans genel olarak gozlenebilme smiri ile ol¢iiliir.
Gozlenebilme siirt Egitlik (3)’te verildigi gibi ifade edilir ve konstantrasyon birimleri ile
temsil edilir. Konsantrasyonun ¢ok diisiik oldugu analitik 6lgiimlerde tanik ile ayni degerde
cevap alinir. Pratik olarak gozlenebilme siniri, en az on tanik c¢ozelti i¢in Olgiilen

sinyallerin standart sapma degerlerinin {i¢ katinin egime orani olarak hesaplanir [64].

LOD = 30/m (3)

Burada ¢ tamigin standart sapmasi, m kalibrasyon grafiginin egimidir.

1.7.5. Tayin S (TS, LOQ)

Gozlenebilme simirinda tekrarlanabilirligin ¢ok diisilk olmasi sebebiyle gergek
tayinlerde LOD degerinin kimi zaman 5 kimi zaman 9 ya da 10 kat1 alinir ve bu degere
tayin sinir1 adi verilir (Esitlik (4)). Kabul edilebilir bir bagil standart sapma degeri bu sinir
icin 6nemli bir olgittir. Saglikli bir tayin i¢in tayin smirmin en az 3 kati kadar

konsantrasyon gereklidir [64].
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Burada o tan1gin sinyalinin standart sapmasi, m kalibrasyon grafiginin egimidir.

1.7.6. Calisma Arahgi

Dogrusal ¢aligma araligy, tayin edilen alt ve iist tayin sinirlar1 arasinda bulunan cevap

aralig1 bolgesi olarak tanimlanir.

1.8. Floresans Spektrometrisi ile Kantitatif Tayin

Cogu spektroskopik yontem standartlarla yapilan kalibrasyona dayalidir.Floresans
spektroskopisinde kantitatif tayinler de kalibrasyonu gerektirir. Analitik sinyal ile analit
konsantrasyonu arasindaki iligki kalibrasyon ile belirlenir. Kalibrasyonda dis kalibrasyon

dogrusu yontemi ve standart ekleme yontemi en sik kullanilan iki yontemdir.

1.8.1. Dis Kalibrasyon Dogrusu Ydéntemi

Floresans spektroskopisinde Lambert-Beer yasasindan faydalanarak kantitatif
analizler yapilir. Uygun bir kalibrasyon dogrusu elde edebilmek icin konsantrasyonlar
bilinen standart ¢ozeltilerin floresans siddetleri kaydedilir ve analit konsantrasyonuna kars1
grafige gecirilir. Analizi yapilan maddenin floresans siddeti olgiiliir ve grafik kullanilarak

konsantrasyonu bulunur.

1.8.2. Standart Ekleme Y o6ntemi

Analizi yapilan numunenin matriksi tam olarak bilinemeyebilir. Fiziksel ve kimyasal
girisimlere neden olabilecek bu matriksler analiz sonucglarina etki edebilir. Bu durumda
standart ekleme yontemi kullanilir. Numunenin en az ii¢ kisma ayrildigi bu yontemde,
birinci kismi hacmi saf su ile tamamlanir. Ikinci ve iigiincii kisimlara ise artan miktarlarda
standart ¢ozeltiler eklenir ve son hacim birinci kisim ile ayn1 degere gelecek sekilde saf su
ile tamamlanir. Hazirlanan her ¢6zeltinin floresans siddeti ya da absorbansi Olgiilerek

okunan degerler eklenen standart konsantrasyonlarina karsi grafige gecirilir. Kalibrasyon
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dogrusunun yatay ekseni kestigi noktanin negatif isaretlisi, ¢ozelti i¢indeki bilinmeyen

maddenin konsantrasyonuna karsilik gelir.

1.9. Literattrde Sudan (I-IV) Boyalarinin Tayini

Yassine Benmassaoud ve arkadaslar1 2017 yilinda Sudan (I-IV) boyalarini tayin
etmek icgin kat1 faz ekstraksiyonunu ve sivi kromatografisi yontemini tercih etmislerdir.
Her iki yontemde de tarimsal atiklardan geri doniistiiriilen nanoadsorbe maddesi olarak
agartilmis nanoseliiloz kullanmislardir. Onerilen iki yontemle barbekii ve ketcap sosu
orneklerinde sudan boyalarinin %93,4 ile %109,6 arasinda geri kazanim1 saglanmistir [66].

Zhang ve arkadaglar1 2012 yilinda Sudan I boyasminin biber sosu Orneklerinde
ekstraksiyonunu yapmak i¢in kati faz ekstraksiyonu yontemini kullanmislardir. Sorbent
olarak Sudan I boyasi i¢in molekiiler baskilanmis polimer sentezlemislerdir. Bu yontemle
birlikte Sudan I boyasin1t HPLC ile analiz etmislerdir [67].

Carolina V. Di Anibal ve arkadaslari 2015 yilinda baharatlara katilan Sudan
boyalarinin tayinini yapmak icin sabit dalga boylu senkron floresans spektroskopisine
dayanan bir tarama ydntemi gelistirmislerdir. Onerilen bu yontemle birlikte gidalara ¢ok az
miktarda ilave edilen Sudan boyalarinin bile miktarlarini tespit etmislerdir. Kullandiklar:
bu yontemi basit, hizli ve uygulanabilir olarak belirtmislerdir [68].

Liu W. ve arkadaslar1 2007 yilinda Sudan (I-IV) boyalarini tayin etmek i¢in HPLC-
UV kullanmislardir. Bunun i¢in ilk olarak Triton X-100 yiizey aktif maddesini kullanarak
bulutlanma noktasi ekstraksiyonunu gerceklestirerek zenginlestirmiglerdir. Bu yoOntem
dogrultusunda toz bibere ekledikleri Sudan boyalarin1 %80-%85 oraninda geri kazanimla
elde etmislerdir [69].

Michalina Oplatowska ve arkadaslar1 2011 yilinda Sudan I boyasmin tayinini
yapmak i¢in yeni bir metot gelistirmislerdir. Baharat ve soslara ilave edilen Sudan I
boyasinin tespiti i¢in enzim baglantili immunosorbent analiz (ELISA) ile birlestirilen basit
bir jel niifuz temizleme prosediiric kullanmiglardir. Sudan boyalar1 ailesinin en ¢ok
suistimal edilmis olan Sudan I boyasini dogrudan ELISA ile analiz etmislerdir. Bu yontem
Sudan I boyasi i¢in oldukga 6zgiil poliklonal antikorlara dayanmaktadir [70].

Zhixiang, X. ve arkadaslari 2010 yilinda toz biber ve Ordek yumurtas: gibi
gidalardaki Sudan boyalarini analiz etmek i¢in HPLC kullanmiglardir. Bunun 6ncesinde

katt faz ekstraksiyonu yontemini kullanarak Sudan boyalar1 igin zenginlestirme



22

yapmiglardir. 196-991 arasinda degisen zenginlestirme faktorii elde ettikleri bu yontemde
sorbent olarak aktif silikay: tercih etmislerdir. Calisilan gida 6rneklerine eklenen Sudan
boyalarini1 %70,3-%95,2 oraninda geri kazanmiglardir [71].

Zhang L. ve arkadaslari 2012 yilinda bir nanopartikil sentezleyerek Sudan
boyalarinin ekstraksiyonunu hedeflemislerdir. Ekstrakte edilen Sudan boyalar1 belli oranda
zenginlestirilerek ultra hizli sivi kromatografisi ile tayin edilmistir. Sentezledikleri bu
sorbentin yuksek tutma kapasitesine sahip oldugunu belirtmislerdir [72].

Leung ve arkadaglar1 2013 yilinda Sudan boyalarin1 dipersif sivi-sivi
mikroekstraksiyonu yontemini kullanarak ekstrakte etmisler ve bu boyalari zenginlestirme
isleminden sonra LC-DAD ile analiz etmislerdir. Ug¢ farkli iyonik siviyr ekstraksiyon
¢oOziiclisti olarak kullandiklar1 bu yontemde iyonik sivilarin etkinligini birbirleriyle
karsilastirmislardir [73].

Wang H. ve arkadaslar1 2011 yilinda Sudan boyalarini tayin etmek igin sosis
tirtinlerini kullanmisladir. Molekiiler baskili sorbent hazirlayarak analizden 6nce boyalari
zenginlestirmislerdir.  Dipersif sivi-sivi  mikroekstraksiyon yontemini kullanarak
zenginlestirme islemini gergeklestirmislerdir [74].

Santosh Lohumi ve arkadaglart 2016 yilinda 6zellikle kirmizi pul biberlere katilan
Sudan I boyasiin tayini i¢in FTIR spektroskopisi kullanmiglardir. Gida iirtinlerinin kalite
kontrollerinin tespiti icin FTIR spektroskopisinin ¢ok iyi bir analitik teknik oldugunu
savunmuglardir. Sudan boyasinin konsantrasyonunu tayin edebilmek igin literattirde hibrit
dogrusal analiz olarak gecen net analit sinyali tabanli yontem FTIR spektrum verilerine
uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gére kalibrasyon verileri incelenmis ve korelasyon
katsayis1 R?=0,98 olarak hesaplanmistir. Yontemin stvi kromatografi (LC) yontemlerine
oranla daha basit ve diisiik maliyetli oldugunu ileri siirmiislerdir [75].

Wenhua Ji ve arkadaglar1 2017 yilinda kati faz ekstraksiyonu ile Sudan boyalarimi
ekstrakte etmislerdir. Bunun i¢in molekiiler baskilanmis kati faz ekstraksiyonunu (MISPE)
kullanmuslardir. Altin nanopargaciklar, siilfidril ve Au®" arasindaki kovalent baglanma
yoluyla silika jelin yiizeyine konuslandirilmistir. Daha sonra islevsel monomer olarak
molekdler baskilanmis polimerler altin nanopartikiller kullanarak grafit polimerizasyonu
ile hazirlamisladir. FTIR spektroskopisi kullanilarak korelasyon katsayis1t R%> 0,999 olarak
tespit edilmis ve Sudan boyalar1 i¢in %87,2-%94,7 oraninda geri kazanim elde etmislerdir
[76].
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Chengjiang Zhang ve arkadaslar1 2015 yilinda Sudan boyalarin1 tayin etmek i¢in yeni
bir hidrazon bagli kovalent organik polimer adsorban basit bir Schiff bazi reaksiyonuna
dayali olarak sentezlenmistir. Sentezlenen bu {iriin iyi adsorpsiyon performansina sahip
olarak nitelendirilmistir. Daha sonra mikro-kati faz ekstraksiyonu (u-SPE) kullanilarak
Sudan boyalar1 zenginlestirilmistir. Kullanilan bu adsorbentin ticari olarak kullanilan
adsorbentlerin ¢cogundan 1 ile 11 kat daha iyi netice verdigini tespit etmislerdir. Sudan
boyalarmin tespiti i¢in de yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilmastir.
Yontem, biber tozu ve sosis orneklerinin analizi i¢in basarili bir sekilde uygulanmistir. Bir
toz biber 6rneginde Sudan II ve Sudan III, sirasiyla 8,3 ve 6,8 pg/kg konsantrasyonlarinda
tespit edilmistir. Biber tozu ve sosis orneklerinin geri kazanimlari ise sirasiyla %75,8 ve
%73,8 olarak hesaplanmigtir. Onerilen ydntemle gida orneklerinde Sudan boyalarinin

analizinin dogru, giivenilir ve kullanisli olarak yapildigini gostermislerdir [77].

1.10. Yapilan Calismanin Amaci

Sudan boyalar gidalara renk ve tat vermek amaciyla eser miktarlarda ilave edilen bir
gida katki maddesidir. Bu boyalarmn Sudan I, II, IIT ve IV gibi ¢esitli tiirevleri vardir.
Bununla birlikte gidalarda en fazla kullanilan: ise Sudan I boyasidir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve bunun gibi uluslararasi kuruluslar tarafindan kanserojen katki maddeleri sinifina
dahil edilen Sudan I boyasinin analizi i¢in pek c¢ok yontem gelistirilmis ve literatiire
kazandirilmigtir. Bu maksatla Sudan 1 boyasmin analizi i¢in HPLC, floresans
spektroskopisi, FTIR spektroskopisi, sivi kromatografisi (LC) kullanilmistir. Yapilan
calismalarin hemen hepsinde adsorbent maddeler sentezlenmis ve Sudan [ boyasi
zenginlestirme isleminden sonra analiz edilebilmistir. Bu da analizci igin ilave zaman ve
maddi kayiplar ortaya ¢ikarmustir. Onerilen yontemde ise basit ekstraksiyon yontemleri
kullanilmis ve zenginlestirme islemlerine gerek duyulmamistir. Floresans spektroskopisi
ile kirmiz1 pul biber, Kimyon ve sumak gibi numuneler analiz edilmis ve %96,6-%97,6
arasinda degisen geri kazanimlar elde edilmistir. Gelistirilen yontem numune matriksi
ortaminda Sudan I’in floresans siddetinin 6l¢iilmesine dayanan ve baharatlarda Sudan I’in
hassas tayini icin uygulanabilen oldukga basit bir yontemdir. Bu yontemde ekstraksiyon
¢oziiciisii olarak etanol kullanilarak yontemin g¢evreci ve saglhiga zararsiz olmasi da

amaglanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Diger Malzemeler

PTIQ spektroflorimetresi:  QM-4 2006 A Photon Technologies International Quanta
(K.T.U. Kimya Boliimi)

Uv-Vis spektrofotometresi:  Analytic Jena Specord 210 Plus Spektrometresi
(K.T.U. Kimya Bolimii)

Analitik terazi: Sartorius Ed244s (0,1 mg duyarlikta)
(K.T.U. Kimya Boliimii)

Vorteks galkalayict: Heidoph Instruments D-91126
(K.T.U. Kimya Bo6lumii)

Deiyonize su cihazi: Merck Milipore Direct-Q 8 UV
(K.T.U. Kimya Boliimii)

Ultrasonik banyo: Bandelin Sonarex Dipitec
(K.T.U. Kimya B6lumii)

Calkalayici: Edmund Buhler GmbH KS-15 Control
(K.T.U Kimya Boluimi)

Ogiitiicii: Waring Commercial Laboraty Blender
(K.T.U. Kimya B6lumii)

Otomatik pipet: Nichiryo (10-100-1000 pL’lik)
(K.T.U. Kimya B6lumii)

Tek kullanimlik filtre: Sartorius 0,45 pm’lik filtre

(K.T.U. Kimya Boliimii)
Adi filtre kagidi

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Ticari yoldan Sudan | (Sigma) boyasi satin alindi. Boyar maddeyi ¢oziiniirlestirmek
icin Merck marka etanol kullanildi. Trabzon yerel marketlerinden alinan kirmizi pul biber,
sumak ve kimyon numune olarak kullanildi. Analiz Oncesinde spayk edilen bu

numunelerden Merck marka etanol ile Sudan I boyasi ekstrakte edildi.
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2.3. Analitik Calismalar

Sudan I’in spektroflorimetrik yontemle tayini i¢in boyanin kendine has floresans
Ozelliginin kullanilmas1 amaglandi. Bu amagla kullanilabilecek uygun bir calisma
araliginin tespit edilmesi i¢in standart Sudan I boyasi ile bir kalibrasyon grafigi
olusturulacak sartlar belirlendi.

Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi: Boyar madde olarak kullanilan Sudan I’in
etanolde 500 pg/mL’lik 100 mL ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1-50
ug/mL’lik olacak sekilde seyreltilerek kalibrasyon grafigi icin standart cozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan ¢o6zeltilerin 300 nm’de uyarilarak floresans spektrumlari alindi
(Sekil 8). Artan Sudan I konsantrasyonu ile 330 nm’deki floresans siddetleri grafige
gecirildi (Sekil 9). Boylece cizilen grafikte dogrusal araligin 0,1-30 pg/mL arasinda oldugu
tespit edildi (Sekil 10).

2.4. Numunelerin Hazirlanmasi

Analiz edilecek kimyon, kirmizi pul biber ve sumak numuneleri Sudan | spaykli ve
Sudan | spayksiz olarak iki sekilde hazirlandi.

Sudan I spayksiz numuneler: Bunun igin 5’er ¢ tartilarak alinan ornekler 6giitiiciiye
aktarildi ve 1’er dakika sureyle 6giitiiclide toz haline getirildi. Daha sonra drnekler balon
jojelere konularak hacimleri 100 mL’ye tamamlandi. 5 dakika ultrasonik banyoda tutulan
ornekler calkalayiciya alinarak 20 dakika calkalandiktan sonra 0,45 pm’lik filtrelerden
gecirildi ve siselenerek karanlikta saklandi.

Sudan | spaykli numuneler: 5’er g tartilan 6rnekler ogiitiiciiye aktarildi ve 1’er
dakika siireyle ogiitiiciide toz haline getirildi. Behere alinan numunelere Sudan I’in son
konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde standart Sudan | ¢6zeltisinden uygun hacimde
ilave edildi ve karisimin hacmi balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. Ultrasonik banyoda 5
dakika tutulduktan sonra 20 dakika galkalayicida calkalandi. Once adi siizge¢ kagidindan

sonra 0,45 um’lik filtrelerden siiziildii. Stiziintii analiz i¢in karanlikta saklandi.
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2.5. Ol¢iim Sartlar

Floresans olgiimleri 1,0 nm’lik slit aralig1 ile 1 mL’lik kuvars hiicre kullanilarak
yapildi. Di1s kalibrasyon grafigi kullanildiginda kabul edilebilir geri kazanim degerleri elde
edilemediginden modifiye bir standart ekleme yontemi gelistirilmistir. Bu amagla yapilan
calismalarda her bir numune matriksi icin optimum uyarma dalga boyunun farkli oldugu
belirlenmistir. Optimum uyarma dalga boyunun belirlenmesinde maksimum emisyon
siddetinin elde edildigi dalga boyu kullanilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda en uygun
uyarma dalga boylarmin kirmizi pul biber i¢in 300 nm,sumak i¢in 350 nm ve kimyon igin
400 nm oldugu belirlenmistir.Her bir numune matriksi i¢in 6l¢iim yapilan emisyon dalga
boylar1 da optimize edilmistir. Bu dalga boylar1 kirmizi pul biber i¢in 330 nm, sumak igin

417 nm ve kimyon icin 465 nm olarak belirlenmistir.

2.6. Sudan I Boyasimin Tayini icin Onerilen Metot

Numunelerde Sudan I boyasi tayini i¢in modifiye edilmis bir standart ekleme
yontemi kullanilmistir. Sekil 12 uygulanan modifiye standart ekleme yoéntemini temsil
etmektedir. Bunun icin her bir deney tupine sabit konsantrasyonda Sudan | ¢ozeltisi ve
500 pL Sudan I spayksiz numuneden (matriks) ilave edildi. Sonra birinci tiip hari¢ diger
tiiplere ayn1 hacimde Sudan I spayk edilmis numune eklendi. Uciincii tiipe ve sonraki
tiplere artan konsantrasyonlarda standart Sudan | ¢ozeltisi ilave edildi. Butln tiplerin son
hacmi etanolle 1 mL’ye tamamland1 ve floresans siddeti 6l¢iildii. Hazirlanan tiipler sematik
olarak Sekil 12°de gosterilmistir.Burada Fove F1 sirasiyla birinci ve ikinci tuplerin floresans
siddetleri F2, F3 vb., ise sonraki tiiplerin floresans siddetleridir. Ttiplerdeki Sudan | miktari

CX Eyitlik (5) ile hesaplanmustir.
Cx= (Fo-F1)/m (5)

Burada m modifiye standart ekleme yontemi grafiginin egimidir. Fo ve Fi arasindaki

fark, spayk edilmis numunelerin Sudan I konsantrasyonuyla iligkilidir.

Uygulanan bu yontemde kullanilan sabit konsantrasyondaki Sudan | miktar1 en

onemli parametredir ve her bir numune matriksi i¢in optimize edilmistir.
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2.7. Sabit Sudan I Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Gelistirilen yontemde kullanilan sabit konsantrasyondaki Sudan I miktarinin dogru
sonuglarin alimmasinda belirleyici oldugu tespit edilmistir. Bu amagla kullanilacak
optimum sabit Sudan I konsantrasyonu her bir numune matriksi igin belirlenmistir. Sabit
konsantrasyonda Sudan I miktarinin belirlenmesi i¢in 0,5-10 pg/mL araliginda bir seri
konsantrasyon denenmistir. Optimum sabit Sudan | konsantrasyonu kirmizi pul biber tayini
icin 3 pg/mL, sumak tayini i¢in 6 pg/mL ve kimyon tayini i¢in 5 pg/mL olarak

belirlenmistir.



3. BULGULAR

3.1.Artan Konsantrasyon ile Sudan I’in Floresans Spektrumundaki Degisim

Etanolde 0,3-50 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda bir seri Sudan I
¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltilerin floresans spektrumlart 300 nm ile uyarilarak
kaydedildi (Sekil 8).

200000 - [Sudan 11, ue/mL
0
0,3
= 150000 - 0,5
$ 1,0
= 2,0
2 100000 20
2 5,0
=
2
L
50000
l:l T T T T 1
310 360 410 460 510

Dalga Boyu (nm)

Sekil 8. Artan konsantrasyonlarda Sudan I’in etanoldeki floresans spektrumlari

3.2. Sudan | i¢in Dogrusal Arahk

Artan Sudan | konsantrasyonuna bagli olarak boyanin 330 nm’deki floresans
siddetinin 30 ng/mL’ye kadar diizenli olarak azaldigi ve bu konsantrasyondan sonra Beer
Kanunu’ndan sapma oldugu gozlenmistir. Sudan | konsantrasyonuna karsilik floresans

siddetindeki bu azalma ve Beer Kanunu’ndan sapma Sekil 9’da gosterilmistir.
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Floresans Siddeti

200000
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Sudan | konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 9. Artan Sudan I konsantrasyonu ile 330 nm’deki floresans siddetinin degisimi

Sekil 10 Sudan I tayini i¢in belirlenen dogrusal araligr gostermektedir. Sekil 10°da

goriildiigii gibi dogrusal aralik igin yiiksek R? (0,992) degeri elde edilmistir.

Floresans Siddeti
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10 15 20 25 30
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Sekil 10. Sudan I tayini i¢in dogrusal aralik




3.3. Sudan I Tayini icin Uygulanan Modifiye Standart Ekleme Yontemi
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Sekil 11. Sudan I tayini icin uygulanan modifiye standart ekleme yontemi

3.4. Kirmizi Pul Biber Numunesinde Sudan I’in Tayini

Sekil 12 kirmiz1 pul biberde Sudan | tayini igin uygulanan modifiye standart ekleme

yontemini sematik olarak gostermektedir. Bu tayinde kullanilan sabit miktardaki Sudan I

konsantrasyonu 3 pg/mL’dir. 3ug/mL olacak sekilde spayk edilen numuneler tayin

edilmistir.
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Sekil 12. Kirmiz1 pul biberde Sudan I tayini i¢in modifiye standart ekleme yontemi

Gozeltiler 300 nm ile uyarilarak floresans spektrumlari alinmigtir. Sekil 13 bu

tiiplerdeki ¢ozeltilerin floresans spektrumlarini gostermektedir.
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Sekil 13.Kirmiz1 pul biberde Sudan I tayini i¢in kullanilan ¢ozeltilerin floresans
spektrumlari
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330 nm’deki floresans siddetlerindeki azalma artan Sudan I konsantrasyonlarina
kars1 grafige gecirilerek modifiye standart ekleme grafikleri ¢izilmistir. Sekil 14, 3 pg/mL
olacak sekilde spayk edilmis kirmizi pul biberde Sudan I tayini igin ¢izilen modifiye

standart ekleme grafigini gostermektedir.
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Sekil 14. Kirmiz1 pul biberde Sudan I tayini i¢in ¢izilen modifiye standart ekleme grafigi

3.5. Sumak Numunesinde Sudan I’in Tayini

Sekil 15 sumakta Sudan | tayini icin uygulanan modifiye standart ekleme yontemini
sematik olarak gostermektedir. Sumakta Sudan | tayini igin kullanilan sabit
konsantrasyondaki Sudan 1 ¢o6zeltisi 6 pg/mL’dir. 0,5 pg/mL Sudan | igeren sumak
numunesi analiz edilmistir. BUtln tdplerin floresans spektrumlari 350 nm ile uyarilarak

kaydedilmistir. Sekil 16 bu tiiplerdeki ¢ozeltilerin floresans spektrumlarini gostermektedir.
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Sekil 15. Sumakta Sudan I tayini icin modifiye standart ekleme yontemi
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Sekil 16. Sumakta Sudan I tayini i¢in kullanilan ¢ozeltilerin floresans spektrumlari



34

417 nm’deki floresans siddetlerindeki azalma artan Sudan I konsantrasyonlarina
kars1 grafige gecirilerek modifiye standart ekleme grafikleri ¢izilmistir. Sekil 17, 0,5
ug/mL olacak sekilde spayk edilmis kirmizi pul biberde Sudan I tayini i¢in ¢izilen

modifiye standart ekleme grafigini gostermektedir.
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Eklenen Sudan | konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 17. Sumakta Sudan [ tayini i¢in ¢izilen modifiye standart ekleme grafigi

3.6. Kimyon Numunesinde Sudan I’in Tayini

Sekil 18 kimyonda Sudan | tayini igin uygulanan modifiye standart ekleme
yontemini sematik olarak gostermektedir. Kimyonda Sudan I tayini i¢in kullanilan sabit
konsantrasyondaki Sudan 1 ¢ozeltisi 5 pg/mL’dir. 1 pg/mL Sudan | igeren kimyon
numunesi analiz edilmistir. Biitiin tiiplerin floresans spektrumlar1 400 nm ile uyarilarak

kaydedilmistir. Sekil 19 bu tiiplerdeki ¢ozeltilerin floresans spektrumlarini gostermektedir.
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Sekil 18. Kimyonda Sudan | tayini i¢cin modifiye standart ekleme yontemi
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Sekil 19. Kimyonda Sudan I tayini i¢in kullanilan ¢6zeltilerin floresans spektrumlari

465 nm’deki floresans siddetlerindeki azalma artan Sudan I konsantrasyonlarina

kars1 grafige gecirilerek modifiye standart ekleme grafikleri ¢izilmistir. Sekil 20, 1 pg/mL
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olacak sekilde spayk edilmis kimyonda Sudan I tayini igin ¢izilen modifiye standart

ekleme grafigini gostermektedir.
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Sekil 20. Kimyonda Sudan I tayini i¢in ¢izilen modifiye standart ekleme grafigi

3.7. Sudan | Tayini icin Metot Validasyonu

3.7.1. Dogrusal Arahk

Kullanilan modifiye standart ekleme yonteminde kirmizi pul biber i¢in Sudan I
konsantrasyonunun 3 pg/mL ile 10 pg/mL arasinda dogrusal oldugu, sumak i¢in bu degerin
0,5 pg/mL ile 10 pg/mL ve kimyon ic¢in 1 pg/mL ile 12 pg/mL arasinda oldugu tespit
edilmistir. Bu dogrusal araliklarda {ic numunenin R? degerlerinin kirmiz1 pul biber i¢in

0,9975, sumak ve kimyon i¢in ise 1,00 oldugu belirlenmistir.

3.7.2. Gozlenebilme Sinmir1 (GS, LOD) ve Tayin S (TS, LOQ)

Her bir numune icin 11 paralel ¢alisma yapilarak tanigin floresans siddetinin (Fo)
standart sapmas1 hesaplanmistir. Daha sonra standart sapmanin 3 kati modifiye standart
ekleme grafiginin egimine boliinerek gozlenebilme degeri hesaplandi. Numunelerin

gozlenebilme sinir1 degerlerinin 3 kat1 alinarak tayin sinirlar1 hesaplanmaistir.
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3.7.3. Dogruluk

Metodun dogrulugu ekleme-geri kazanim c¢alismalari ile gosterilmistir. Bunun igin
her bir numune matriksi i¢in spayk edilmis numuneler 6nerilen yontemle analiz edilmis ve
Sudan 1'i¢in % geri kazanim degerleri hesaplanmigtir. Her bir numune tigciin 3 paralel (n=3)

calisma yapilmistir.Sonuglar Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Numuneler i¢in Sudan I boyasinin analiz sonuglari

Numune Eklenen (ug/mL) Bulunan (ug/mL) Geri kazanim (%)
(XorT,%BSS)

Kirmiz1 pul biber 3,0 2,90, %3,08 97,6
Sumak 0,5 0,48, %4,27 96,6
Kimyon 1 1,03, %2,24 96,8

3.7.4. Kesinlik

Onerilen ydntemin kesinligi i¢in her bir numune matriksi ile giin i¢i ve giinler arasi
Olgtimler yapilmistir. Sonuglar % bagil standart sapma (%BSS) olarak ifade edilmistir. Gln
ici kesinlik 3 pg/mL Sudan | iceren kirmizi pul biber i¢in % 3,08 ve giinler aras1 kesinlik 4
pg/mL Sudan | iceren kirmizi pul biber i¢in % 3,66 olarak bulunmustur. Gun i¢i kesinlik
0,5 pg/mL Sudan I iceren sumak igin % 4,28 ve giinler aras1 kesinlik 1 pg/mL Sudan |
iceren sumak i¢in% 4,72 olarak bulunmustur. 1 pg/mL Sudan | igeren kimyon igin gin ici
kesinlik % 2,24 ve 1,5 pg/mL Sudan 1 iceren kimyon icin giinler arasi kesinlik % 2,36

olarak bulunmustur.



4. TARTISMALAR

Gida katki maddelerinin insan sagligina zararlarinin belirlenmesi Onemli bir
arastirma konusudur. Ozellikle kétii niyetli iireticiler tarafindan insan hayati hice sayilarak
her tirli katki maddesi kullanilmakta ve bunlarin birgogu kanserojen o6zellik
gostermektedir. Gida boyalari da kullanilan bu katkilarin  6nemli bir  sinifini
olusturmaktadir. Tiiketiciler bir iiriin alirken 6nce rengine bakmaktadir. Bu yilizden besin
maddelerini cazip hale getiren boyalar iiretici firmalarca kullanilmaktadir.

Gida boyalar1 dogal kaynaklardan tiretildigi gibi sentetik olarak da Uretilmektedir.
Dogal yollardan elde edilen boyalar insan saghigini daha az etkilerken, sentetik gida
boyalar1 pek cok hastaliga zemin hazirlamaktadir. Bu zararli boyalarin tehlikeli oldugu
uluslararas1 kuruluslar tarafindan deneylerle ispatlanmistir. Sonug olarak bazi boyalarin
kullanimina yasal sinirlar getirilmistir. Ancak bazi boyalarin kullanimi ise tamamen
yasaklanmistir. Bu ¢alismada, tayini i¢in yeni bir yontem gelistirilen Sudan I boyasi da
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yasaklanan gida katki maddelerinden birisidir ve
laboratuarlar tarafindan fareler iizerinde yapilan deneylerde bu boyalarin kanserojen
olduklari tespit edilmistir [78].

Sudan I boyasi 0zellikle baharat {iriinleri i¢in kullanilan bir gida katki maddesidir.
Yogun kirmizi renginden dolayr baharatlarda goriintii kalitesini artirdigi gibi tat verici
ozelligi de bulunan bu boyalar 6zellikle baharat iiretimi yapan Orta Asya iilkelerinde
merdiven alt1 iiretimde yaygin olarak kullamilmaktadir. Uretimi artirmak igin biberler
cekirdekleri ile birlikte oOgiitiillmekte ve beyaz olan kisimlar da iireticinin tepkisini
cekmemek adma Sudan 1 boyasiyla boyanmaktadir. Mutfakta sik¢a kullanilan bu
baharatlar da kanserojen ozellikler tasidigindan dolayr insanlar igin 6limcil sonuglar
dogurmaktadir.

Literatiirde Sudan I boyalarin1 tayin etmek icin pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Gaz
kromatografisi (GC), siv1 kromatografisi (LC), yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC), FTIR spektroskopisi gibi yontemler bu boyanin tayini igin Onerilmistir.
Kullanilan bu yontemler pahali analiz yontemleri oldugu i¢in cihazlara ulagim giictiir. Bu
calismada pahali olan bu metotlar yerine daha ucuz ve basit olan spektroflorimetrik
yontemler dnerilmektedir.

Kirmiz1 pul biber, Kimyon ve sumak gibi numunelerin etanoldeki ekstraktlari dogal
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yapilarinda  bulunan floresent bilesiklerden dolayr yiiksek floresans 0Ozellik
gostermektedirler. Sudan I’in kendi floresans 6zelligi de kullanilarak yeni ve basit tayin
yontemlerinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Sudan [ boyasinin etanol varliginda artan
konsantrasyonlarinin floresans siddetini diizenli olarak azalttigi belirlenmistir. Yani
Onerilen yontemler hem ekstraktlarin hem de Sudan I’in floresans o6zelligine
dayanmaktadir.

Yontemin dogrulugu ekleme-geri kazanim ¢alismalari yapilarak gosterilmistir.
Bunun igin spayk edilen kirmizi pul biber, sumak ve kimyon numuneleri 6nerilen yontemle
analiz edilmistir. Bulunan % geri kazanim degerleri Tablo 2’den goériildigi gibi %
96,6’ n1in tizerindedir.

Tablo 3 onerilen spektroflorimetrik  yontemin  analitik  parametrelerini
gostermektedir. Tablo 3’ten goriildiigii gibi Onerilen yontemin hassasiyeti oldukga
yuksektir. Calisilan numunelerden 6zellikle sumakta tayin sinirinin 0,5 pg/mL’a kadar

indigi gorulmektedir.

Tablo 3. Sudan | tayini icin onerilen spektroflorimetrik yontemin ozellikleri

Parametreler Kirmizi pul biber Sumak Kimyon
Uyarma dalga boyu 300 nm 350 nm 400 nm
Emisyon dalga boyu 330 nm 417 nm 465 nm
Gozlenebilme siniri 1 pg/mL 0,16 pg/mL 0,33 pg/mL
Tayin smirt 3 pg/mL 0,5 pg/mL 1 pg/mL
Tayin araligi 3-10 pg/mL 0,5-10 pg/mL 1-12 pg/mL
Toplam hacim 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Coziicii ortami Etanol Etanol Etanol

Korelasyon katsayis1 (R?) 0,997 1,00 1,00
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Tablo 4’te Sudan D’in gesitli baharatlarda tayini igin literatirde bildirilen yontemlerin ve bu calismada oOnerilen yontemin

karsilastirilmasi verilmistir.

Tablo 4. Baharatlarda sudan | tayini icin literatiirdeki yontemler ve 6nerilen yontemin karsilastirilmasi

Reaktif, Metot Numune Numune Hazirlama Olgiim Oncesi Islemler | Dogrusal Aralik | LOQ (ug/mL) | Referans
(Mg/mL)

Sudan I,SF Ac1 kirmizi pul biber izopropil alkol ortammda 15 | - - - 68
dakika calkalama

Sudan I, HPLC (UV) | Pul biber Su, aseton ve Triton X-100 - 0,01 69
kullanarak bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu  ile 20  kat
zenginlestirme

Sudan I, ELISA Cesitli pul biberler Asetonitril  ile 15  dakika 0,0312-0,0717 - 70
ekstraksiyon, 5 dakika santrifij
sonrast metanolle seyreltme

Sudan I, HPLC Pul biber n-Heksan ile 15 dakika ultrasonik | Molekiiler baskilama | 0,005-5,0 0,0155 76
isleminden sonra ekstraktin iki | kat1 faz ekstraksiyon
kez n-heksan ile ekstraksiyon metodu (MISPE)

Sudan I, SF Kirmizi pul biber, sumak, | 5 dakika ultrasonik iglemden | - 3-10 (pul biber) 3 Onerilen

kimyon sonra 20 dakikaetanolle metot
ekstraksiyon 0,5-10 (sumak) 0,5
1-12 (kimyon) 1
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Anibal vd.’nin yaptigi ¢alismada {i¢ farkli konsantrasyon seviyesinde (0,5, 1, 5
png/mL) senkronize floresans Ol¢limleri yapilmistir [68]. Bu ¢alismada Sudan I tayini i¢in
dogrusal aralik, gézlenebilme sinir1 ve tayin sinir1 belirtilmemistir. Liu vd.’nin 6nerdigi
metodun tayin sinir1 0,01 pg/mL olmakla birlikte analiz dncesinde su, aseton ve Triton X-
100 surfaktani karigimi kullanilarak bulutlanma noktasi ekstraksiyonu uygulanmistir [69].
Boylece HPLC tayini dncesinde numunenin 20 kat zenginlestirilmesi saglanmistir [69].
Oplatowska vd.’nin 6nerdigi metotta ise tayin sinir1 belirtilmemistir [70]. Dogrusal aralik
oldukga dar olup, boyanin ekstraksiyonu i¢in metanol ve asetonitril gibi toksik ¢ozuculer
kullanilmistir. Ji vd’nin rapor ettigi metot molekiiler baskilama kati faz materyalinin

kullanimina dayanir. Ayrica n-heksan ile boya ekstraksiyonu uygulanmustir.

Sonug¢ olarak Sudan I’in ¢esitli baharatlarda tayini i¢in literatiirdeki metotlar n-
hekzan, metanol ve asetonitril gibi toksik ¢oziiciilerin kullanimina dayalidir. Bu ¢alismada
Onerilen metotta ise ¢oziicii olarak toksik 6zellik gostermeyen etanol kullanilmistir. Ayrica
literatiirdeki metotlar genellikle pahali kromatografik sistemlerin kullanimini gerektirir.
Sunulan c¢alismada ise pahali olmayan spektroflorimetrik bir yontem gelistirilmistir.
Onerilen metotta standart Sudan 1 boyasindan baska bir kimyasal madde veya materyal
kullanilmamaktadir. Analiz 6ncesinde herhangi bir 6n deristirme veya zenginlestirme

basamag1 da uygulanmadigindan literatiirdeki yontemlere gore onemli avantajlara sahiptir.



5. SONUCLAR

Yapilan ¢aligmada, kirmizi pul biber, sumak ve kimyonda yasakli gida boyasi olan
Sudan I’in tayini i¢in yeni bir spektroflorimetrik yontem gelistirilmistir. Bu metotta analiz
oncesinde numunelere herhangi bir zenginlestirme veya On deristirme islemi
uygulanmamis ve etanolik ekstraktlar direkt olarak spektroflorimetrik yontemle tayin
edilmistir. Ekstraksiyon ¢oziclsu olarak etanol kullanilmigtir. Bu nedenle 6nerilen metot
basit ve cevreci bir metottur.

Uygulanan standart ekleme yontemi olduk¢a pratik ve hizlidir. Spektroflorimetrik
Ol¢iime dayali olmasi1 ve kimyasal madde olarak herhangi bir reaktif kullanilmamasi,
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak etanoliin kullanilmasi sebebiyle literatiirdeki metotlara gore

maliyeti ¢ok diisiik bir yontemdir.
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