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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GIDALARA KATILAN BAZI SUDA COZUNEN SENTETIK BOYALARIN
BELIRLENMESI

Mithat DINC

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Dog¢. Dr. Muhammet ARICI

Bu arastirmanin amaci, alkolsiiz aromali iceceklere, yenilebilir buzlara ve sekerlemelere
renk vermek ic¢in katilan bazi suda ¢oziinen sentetik boyalarin varlifn ve miktarinin HPLC
(High Pressure Liquid Chrpmatography) ile belirlenerek, Tiirk Gida Kodeksi Gidalarda
Kullanilan Renklendiriciler Tebligi’ne gore uygunlugunun karsilastirilmasinin yapilmasidir.

C18 kolon kullanilarak gerceklestirilen kromatografik ayrim sonrasinda Tartrazin, Sunset
Yellow, Karmoisin, Amaranth, Ponceau 4R, Allura Red ve Brilliant Blue sirasiyla 430, 484,
520, 520, 512, 509, 630 nm dalga boylarinda UV-DAD dedektor kullanilarak tespit edilmistir.
Yedi boyanin teshis limiti 0,016-0,055 ppm arasinda degismistir.

Bu calismada sentetik renklendiricilerin geri alimlart % 93 -101 olarak bulunmustur.
Farkli 12 firmaya ait toplam 27 adet aromali igecek tozu ve aromali igecek, 2 farkli firmaya
ait toplam 9 adet yenilebilir buz ve 3 farkli firmaya ait toplam 10 adet sekerleme kullanilarak
analizler gerceklestirilmistir.

Analiz edilen yenilebilir buzlarda bir numune Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde
belirtilen limit degerin (max. 150 ppm) iizerinde Tartrazin (167,21 ppm) i¢ermektedir. Diger
bir numunede tespit edilen Karmoisin miktar (79,18 ppm) tek basina izin verilen yasal limiti
(50 ppm) asmaktadir. Alkolsiiz aromali igeceklerde bir numunenin icerdigi Ponceau 4R
miktar1 tek basima izin verilen yasal limitten (50 ppm) fazladir. Sekerlemelerde elde edilen
sonuclara gore toplamda en fazla renklendirici igceren numune (85,58 ppm) yasal limitin (300
ppm) altinda kalmaktadir.

Tiiketici sagliginin korunmasi ve gida giivenliginin saglanmas1 amaciyla, gidalara katilan
suda ¢oziinen sentetik boyalarin belirlenmesi icin hassas ve giivenilir metotlar kullanilmalidir.
Gidalara eklenen renklendiricilerin varligi ve miktarinin kontrolleri siklikla yapilmalidir.

Anahtar kelimeler: Tartrazin, Sunset Yellow, Karmoisin, Amaranth, Ponceau 4R, Allura
Red, Brilliant Blue, HPLC

2007, 67 sayfa



ABSTRACT

MSec. Thesis

DETERMINATION OF SOME WATER SOLUBLE SYNTHETIC DYES IN
FOODSTUFFS

Mithat DINC

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammet ARICI

The aims of this research were to determine the presence and amount of some water
soluble synthetic dyes added for colouring by HPLC in non-alcoholic aromatic beverages,
eatable ices and sweets and compare the suitability for Turkish Food Codex Colorant
Notification in Foods.

After chromatographic seperation using C18 column, Tartrazine, Sunset Yellow,
Carmoisine, Amaranth, Ponceau 4R, Allura Red and Brilliant Blue were detected by DAD
detector at 430, 484, 520, 520, 512, 509, 630 nm wavelength, respectively. The quantitation
limits of seven dyes ranged from 0.016 ppm to 0.055 ppm.

In this research, the recoveries of colorants were determined from 93 to 101 %. The
analyses were done for 27 aromatic beverage powders and aromatic beverages of 12 different
companies, 9 eatable ices of 2 different companies and 10 sweets of 3 different companies.

One of eatable ice sample had 167.21 ppm Tartrazin, which was over the limits of Turkish
Food Codex (150 ppm). The amount of Carmoisin including another sample (79.18 ppm) was
over the allowed limits (50 ppm). The amount of Ponceau 4R in another sample, which
classified in nonalcoholic beverages, was over the allowed limits (50 ppm). The results of
colorant determination of sweets were indicated that the most of the colorant containing
sample had 85.58 ppm colorant, where the legal limit is 300 ppm.

To protect consumer health and to provide food safety, sensitive and reliable methods
must be used to determine water soluble synthetic dyes added foods. The presence and
amount of colorants in foods must be controlled frequently.

Keywords: Tartrazine, Sunset Yellow, Carmoisine, Amaranth, Ponceau 4R, Allura Red,
Brilliant Blue, HPLC
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1. GIRIS

Giiniimiizde 80,000 civarinda kimyasal madde farkli alanlarda cesitli amaglar icin
kullanilmakta ve bu say1 her gecen yil artmaktadir. Yirminci yiizyilin basinda ¢ogu dogal
kaynakli olmak iizere bir ka¢ bin kimyasal madde kullanilmaktaydi. Kimyasal maddelerin
kullanimi 6zellikle 1940’lardan sonra hizla artmistir. Kimyasal madde iiretimi 1950 yilinda 7
milyon ton/yil olmustur, bu rakam 1985 yilinda 250 milyon ton/yil’a yiikselmistir. Bugiin
tiretilen kimyasal madde miktar1 400 milyon ton/y1l’a ulagsmistir. Kimyasal maddelerin yogun
ve nispeten kontrolsiiz olarak kullanilmaya baslandig: yillarda yapilan hatalardan insan sagligi
ve ¢evre zarar gormiistiir. Gerek kimyasal maddelerin her alanda yogun olarak kullanilmaya
baslanmas1 gerekse kontrolsiiz kullamimin olusturdugu ciddi saghk ve cevre sorunlari
toplumlarda kimyasal kullanimina kars1 olusan korku ve tepkinin nedenidir. Kimyasallarin
insan sagligi iizerindeki etkileri tartisma konusu olmaktadir (Anonim 2006a).

Diinyada niifusun artisiyla birlikte gida iretimi ve tiikketimi artmistir. Bu artisa bagh
olarak gida maddelerinin tasima, depolama gibi islemler sirasinda korunmasi ve
bozulmalarinin onlenmesi i¢in gida katki maddelerinin kullanilmast zorunlulugu dogmustur
(Alperdan vd. 1979, Yentiir ve Bayhan 1990, Karaali ve Ozcelik 1993). Bu 6zel maddeler
giiniimiizde gida endiistrisi ile ugrasan iireticiler tarafindan amacli ve bilingli olarak yasalarin
ongordiigii miktarlarda ve {retimin belirli asamalarinda kullanilmaktadir. Gida katki
maddelerinin bir grubunu olusturan renk maddeleri giiniimiizde ayr1 ve 06zel bir oneme
sahiptir (Saldamli 1985).

Renklendiriciler, uluslararasi Gida Kodeks Komisyonu tarafindan “gidanin rengini
diizenleyen veya renk vermek amaciyla katilan madde” olarak tanimlanmaktadir. Renk verme
ozelligine sahip pek cok madde kimyasal yapilarindaki farkliliklar nedeniyle farkl fiziksel,
kimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptirler ve bu 6zellikler onlarin hangi tip iiriinlerde
ve hangi amacla ne sekilde kullanilacaklarini belirlemektedir. Giiniimiizde uygulanan gida
isleme tekniklerinin, gidalarin goriiniis Ozellikleri tizerinde meydana getirdikleri olumsuz
etkiler, gidalarin teknolojik nedenlerle renklendirilmesi gereksinimini ortaya g¢ikarmigtir
(Anonim 2006Db).

Gidanin albenisini artiran 6zelligi rengidir. Cisimlerde renk, 1s18in spektral dagilimina
bagh olarak ortaya c¢ikan bir goriiniis olgusudur. Hemen her gida maddesi icin alisilmis bir
renk istenmektedir. Teknolojik islem gormiis gida maddelerinde renk kaybi mutlaka

goriilmektedir. Bu nedenle modern gida endiistrisi agisindan gida maddelerini ¢ekici hale
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getirmek ve gidalarin albenisini artirmak i¢in renk maddeleri etkili olmaktadir (Cakmake¢1 ve
Celik 1995).

Renk katki maddeleri gida sanayinde ¢esitli amaglarla kullanilirlar. Bunlar; istenilen rengi
saglamak, iliriine 0zgii rengi korumak ve arttirmak veya modifiye etmek, lezzet degerini
arttirmak, renk degisiminin bozulmasini kontrol ederek goriiniisii standart kilmak, siisleyici
ozellik kazandirmak, yeni ve cesitli renklerde iiriinler olusturmaktir. Renk maddeleri diisiik
kaliteyi yiikseltmek ve tiiketiciyi yaniltmak amaci ile kullamilmamahdir ve sagliga zararl
olmamalidir. Renk maddelerinin bu amagla kullanim1 yasal diizenlemeler yoluyla kontrol
altina alinmistir (Giil 2004).

Diinya Saglik Orgiitii, 1956 yilinda 40 iilkeyi kapsayan ve 114 yapay renk maddesi ile 50
dogal renk maddesini iceren listeleri yayinlayarak renklendiricilerin kullanimina izin vermis
ve gida sektoriinde uygulamaya alinmasina yol agcmistir (Saldaml1 1998).

Dogal kaynaklardan elde edilmis renk maddeleriyle ilgili olarak alinan patent sayisi
1964-1984 yillar1 arasinda 700’e yakindir. Aym1 donemde yapay renk maddeleri patentleri
ise, dogal olanlarin ancak 1/5°i kadardir. Dogal renk maddeleri patentlerini alan iilkelerin
basinda Japonya, ABD ve Almanya gelmektedir (Giil 2004).

Genel olarak dogal renk katki maddeleri, yapay olanlarla kiyaslandiginda degisik
dezavantajlar gosterirler. Bunlar; 151k, 1s1 ve pH’ya daha hassastirlar, oksidasyona
duyarhdirlar, daha zor ¢oziiniirler, daha az renk verme giiciine sahiptirler, iiretim masraflar ve
dolayisiyla maliyetleri bazen daha yiiksektir. Buna karsilik yapay renk maddelerinde istenilen
sonucun alinamadigi durumlarda dogal renk maddeleri kullanilmaktadir. En 6nemlisi de,
yapay katki maddelerine oranla daha saglikli olmalar1 ve tiiketici psikolojisine uymalaridir
(Saldamli 1985). Gidalarda dogal olarak olusan ve bu kaynaklardan elde edilen renk
maddeleri farkli kimyasal yapilara sahip olmalar1 nedeniyle bir kism1 suda ¢oziiniir nitelikte
olup pek cogu ise suda coziinmemektedir. Bu durum dogal renk maddelerinin gida
uygulamalarinda renk cesitliliginin sinirlanmasina neden olmaktadir (Anonim 2006b). Bunlar
sekerlemeler, siit iiriinleri, margarinler ve alkolsiiz iceceklerde usuliine uygun olarak
kullanildiginda istenilen sonuclar elde edilebilmektedir (Ozcan ve Akgiil 1995).

Gidalarda mikrobiyolojik kalitenin disinda kalan kalite kavrami igine iriiniin rengi,
tat-kokusu, tekstiirii ve besleyici Ozellikleri girmektedir. Bu nedenle tiiketici acgisindan fark
edilen kalite daha c¢ok duyusal oOzelliklere ve bunun da O&tesinde gidanin rengine
dayanmaktadir. Gidanin tiikketim Oncesi gozlenen bu ozelligi hammaddenin yetistirilmesi
sirasindaki etmenlerle ve imalat siirecindeki iiretim parametrelerinin etkisi ile degisime

ugramaktadir. Renkte goriilen bu farklilagmalar tiiketici tercihini genellikle olumsuz bir
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bicimde etkilemektedir. Bu nedenle renk maddeleri gida iiriinlerinde cok sik kullanilmaktadir.
Renk maddeleri i¢in farkli disiplinlerde degisik simiflandirmalar yapilmaktadir. Bunlar;
sertifikali ve sertifikasiz renk maddeleri veya dogal, dogala 6zdes ve yapay renk maddeleridir
(Saldaml1 1998).

Yapay renklendiriciler, kimyasal yapilar itibariyle dogada bulunmayan ancak kimyasal
sentez yoluyla iiretilebilen renk maddeleridir. Hemen hepsinin sentezinde baslangic materyali
olarak  komiir kullanmilmaktadir. Dogal  renklendiricilerle  karsilastirildiginda  yapay
renklendiricilerin; renk verme giicleri, renk araliklar, stabiliteleri, kullanim kolayliklar1 ve
fiyat uygunluklan gibi faktorler agisindan iistiinlitk sagladiklar1 ¢ok iyi bilinmektedir. Yapay
gida renklendiricilerinin gida isleme kosullarina kars: stabilitelerinin yiiksek olmasina karsin,
bu renklendiricilerin stabiliteleri, renklendiricinin kullanildigi ortama, renklendiricinin
konsantrasyonuna, kullanilan cesitli gida katki maddelerinin konsantrasyonuna, sicaklik, siire
gibi cesitli faktorlere baghidir. Bu faktorler her bir renklendirici icin farklilik gostermektedir
ve bu nedenle kullanilacak renklendiricinin secimi dnem kazanmaktadir (Saldamli 1985).

Yapay renklendiriciler ¢ok yiiksek oranlarda suda c¢oziinme o6zelligine sahiptirler. Pek
cogu 1s1ya, 15183, asitlere, alkalilere ve koruyucu maddelere kars1 stabildirler ve bu nedenle raf
Omiirleri de olduk¢a uzundur. Sertifikali renk katkilar1 kullanildiklar gidalarda stabil 6zellik
gostermektedirler. Uriine konulduklar1 miktarlarda zamana bagli bir azalma goriilmemektedir.
Bu konuda yapilan arastirmalara gore 15 yil siire ile depolanan gidalara konulan sertifikali
renk katkilarinda miktar azalmasi ve bir degisme saptanmamustir. Bir¢ok farkli formda yapay
renklendirici iiretilebilmesi nedeniyle bu maddelerin renk tonu araliklar1 olduk¢a genistir ve
renklendirme giicleri ¢cok yiiksektir. Yapay renklendiricilerin siniflandirilmasinda kimyasal
ozellikleri acisindan ¢oOziiniirliikk ozellikleri 6nem kazanmaktadir. Yapay renklendiriciler
¢Oziiniirliiklerine gore; suda ¢oziinenler, yagda ¢oziinenler, lake renklendiriciler olmak iizere
ic gruba ayrilmaktadir (Anonim 2006b, Keskin 1999).

Sertifikali renk katkilarinin hepsi yapay kaynakli boyalardir. Bu grupta, 1959 yilindan
once yalnizca boyalar yer alirken, daha sonra boyalarin lake tiiriinde olanlar1 da bu gruba
dahil edilmistir. Lake boyalar diger bir deyisle pigmentlerdir. Bilindigi gibi boyalar, renk
verme giiclerini ¢oOziindiikten sonra, lake boyalar ise c¢oziinmeyen pigmentler olarak
dispersiyon yolu ile ortaya koymaktadirlar (Tosun ve Bulama 2002).

Gida endiistrisinde kullanilan renk maddeleri, ncelikle uygun ¢oziiciisiinde ¢oziindiiriiliip
daha sonra iiretime alinmaktadir. Bu bilesikler genellikle degisik formlarda bulunurlar.

Ornegin toz, graniil, s1v1, sulandirilmis, macunsu gibi. Bu nedenle kullanilacak renk katkisinin
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bulundugu durum kullanilma hacim ve miktarim etkileyeceginden kullanilmalarinda boyanin
formu dikkat edilmesi gereken 6nemli bir noktadir (Anonim 2006b).

Yagda veya organik coziiclilerde ¢oziinen yapay renklendiriciler, suda ¢oziinen
renklendiricilerde oldugu gibi tuz formu olusturabilen gruplar icermedikleri icin suda
¢oziinmezler. Bu grup renklendiricilerin toksik 6zellikleri nedeniyle gidalarin renklendirilmesi
amaci ile kullanimlarina izin verilmemektedir (Anonim 2006b).

Gidalarda siklikla kullanilan suda ¢6ziinen yapay renklendiriciler; Allura Red, Amaranth,
Azorubin, Brilliant Black, Brilliant Blue, Brown HT, Eritrosin, Green S, indigotin, Kinolin
Sarisi, Litolrubin BK, Patent Blue V, Ponceau 4R, Red 2G, Sunset Yellow ve Tartrazin’dir
(Anonim 2006Db).

Gida maddeleri agisindan bakildiginda alkolsiiz icecekler endiistrisinde renk maddeleri
kullanim1 olduk¢a yaygindir (Ozcan ve ark. 1997). Alkolsiiz iceceklerde kullanilan
renklendiricilerin 151k stabilitelerinin iyi olmasi ve asidik ortama, koruyucu maddelere ve
lezzet verici maddelere karsi iyi bir stabilite gostermeleri gerekmektedir. Askorbik asit,
iceceklere vitamin aktivitesi ve antioksidan 6zelliginden dolay1 katilmakla birlikte, kimyasal
tepkimeler sonucu zellikle yapay renklendiricilerde, renkte agilmaya neden olabilmektedir.
Bu nedenle askorbik asidin kullanildigi durumlarda dogal renklendiricilerin katilmasi
onerilmektedir. Iceceklerde, askorbik asidin renklendiriciler iizerindeki etkisini engellemek
icin etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) kullanimi belirli bir diizeye kadar etkili olmakla
birlikte bu etkinin tamamen giderilmesi agisindan yeterli olmamaktadir. Karmoisin,
Amaranth, Allura Red, Sunset Yellow ve Tartrazin alkolsiiz iceceklerde sikca kullanilan
yapay renklendiricilerdir. Ponceau 4R, Brown HT, Brilliant Blue, Green S, Kinolin Saris1 ve
Indigo Karmin gibi diger renklendiriciler de kullanilmaktadir. Meyve aromali pek cok
icecekte de yapay renklendiriciler kullanilirken kola ve biralar karamel ile
renklendirilmektedir (Borcakli 1999).

Renklendiriciler ayrica hamur {iriinlerinde, biskiivilerde, kek kremalarinda ve
kaplamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Hamurlarin yiiksek nem igerigi nedeniyle
renklendirici katilmasinda cok fazla problem ortaya ¢ikmamaktadir. Ancak istenilen renk
tonunun elde edilmesi cogu kez problem olabilmektedir. Bu durum o6zellikle koyu renkli
cikolata eldesi icin gecerli olup yapay renklendiricilerin tek basina katilmalar fazla miktarda
renklendirici kullanimina yol agmakta, bu nedenle de bu gibi iiriinlerde yapay
renklendiricilerin dogal renklendiricilerle kombinasyonu onerilmektedir. Kekler, biskiiviler,
gofretler ve hububat iiriinlerinde oldugu gibi, renklendiricilerin pisirme sirasindaki yiiksek

sicakliklara (250°C), karbondioksite ve bazi durumlarda alkali kabartma tozlarina karsi renk
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stabilitelerinin yiiksek olmas1 gerekmektedir. Bu 6zelliklere uygun olarak Ponceau 4R, Allura
Red, Sunset Yellow, Tartrazin ve Brown HT firinlanmis iiriinlerde en sik kullanilan yapay
renklendiricilerdir (Anonim 2006Db).

Siit bazl iiriinlerde kullanilan renklendiricilerin pastorizasyon sicakliklarina ve 1s18a karsi
stabilitelerinin yiiksek olmas1 gerekmektedir. Karmoisin, Ponceau 4R, Amaranth, Allura Red,
Sunset Yellow, Tartrazin, Eritrosin ve Indigo Karmin siit iiriinlerinde siklikla kullanilan yapay
renklendiricilerdir. Dondurmalarda renklendiriciler sivi formda pastorizasyondan hemen
sonra katilmaktadirlar. Cogunlukla biitiin dondurma c¢esitlerinde yapay renklendiriciler
kullanilmaktadir (Hiisrevoglu 1977). Peynirlerde ise yapay renklendiriciler yeterince stabil
olmadiklarindan anotta ve P-karoten gibi dogal renklendiriciler tercih edilmektedir. Ayni
sekilde margarin ve tereyagi endiistrisinde de - karoten ve yagda ¢oziinen anotta tercih edilir
(Ozcan ve ark. 1997).

Oldukc¢a genis bir renk araligina sahip olan sekerleme {iriinlerinin renklendirilmesinde
kullanilan renklendiricilerin sekerin kaynama sicakliklarina (150°C), lezzet verici maddelere,
seker ve glikoz gruplarindaki SO, konsantrasyonuna karsi stabil olmalar1 gerekmektedir.
Karmoisin, Ponceau 4R, Amaranth, Allura Red, Sunset Yellow ve Tartrazin sekerlemelerde
en ¢ok kullanilan yapay renklendiricilerdir. Uretim sirasinda ulagilan yiiksek sicakliklar renkte
solma ve donuklagsmaya neden oldugundan, renklendiricilerin miimkiin oldugunca islemin son
asamalarinda katilmalarnn gerekmektedir. Bu nedenle kullanilacak renklendiricinin seker
suruplarindaki ¢oziiniirligii yiiksek olmalidir. Katilan renklendirici maddenin orami istenilen
renk tonuna bagli olup asin renklendirici kullanimi c¢ekici olmayan donuk renklere neden
olmaktadir. Cikletlerde, bonbon tipi sekerli tablet ve drajelerde yapay renklendiricilerin
agizda renk birakmalann nedeni ile bu tip iiriinlerde lake renklendiricilerin kullanimi
onerilmektedir (Anonim 2006b).

Kuru toz icecekler, tathilar, krema tozu, ¢orbalar ve soslarda yiiksek ¢oziiniirliige sahip,
1s51ga dayanikli renklendiricilerin kullanilmalar1 gerekmektedir. Bu tip gidalarda kullanilan
renklendirici madde orta dereceli 1s1l islemlere karsi stabil olmalidir. Karmoisin, Ponceau 4R,
Amaranth, Allura Red, Sunset Yellow ve Tartrazin en sik kullanilan yapay renklendiricilerdir.
Bu tip iiriinlerde maksimum rengi elde etmek icin renklendirici maddenin iyi bir sekilde
¢Oziindiiriilmesi gerekmektedir (Anonim 2006b).

Et ve balik iiriinlerinde kullanilacak renklendiriciler elde edilecek {iriiniin islem
kosullarina uygun olarak kullanilmalidir. Ornegin sosis eldesinde sosis hamuruna katilacak
renklendiriciler koruyucu olarak katilan bisiilfit veya meta-bisiilfit formundaki kiikiirt dioksite

karsi stabil olmalidir. Karmoisin, Ponceau 4R, Red 2G, Allura Red, Tartrazin ve Eritrosin bu
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amagla kullanilabilecek en uygun renklendiricilerdir. Et ve balik hamurlar ise sterilizasyon
sicakliklarina kars1 yeterli stabiliteye sahip renklendiricilere ve parlak renklere gereksinim
duyarlar. Red 2G, Sunset Yellow, Brown HT, Green S ve Eritrosin bu amag i¢in en uygun
renklendiriciler olarak gosterilmektedir (Anonim 2006b).

Konserve edilerek iiretilen gidalarda kullanilacak renk maddelerinin yiiksek sterilizasyon
veya pisirme sicakliklaria ve asidik ortam kogsullarina karsi dayanikli olmasi gerekmektedir.
Konserve gidalardaki herhangi bir asidik bilesen metal kap iizerinde korozyon olusturarak
renk stabilizesini bozan kosullarin olusmasina neden olabilmektedir. Karmoisin, Ponceau 4R,
Amaranth, Allura Red, Sunset Yellow, Red 2G ve 1ndigo Karmin konserve meyvelerde en
¢ok kullanilan yapay renklendiricilerdir. Antosiyaninler, B-karoten, kosineal, klorofil gibi
dogal renklendiriciler de konserve meyve sebze iirlinlerinde kullanilmaktadir (Anonim
2006b).

Gidalara renk vermek amaciyla yaygin olarak kullanilan yapay renklendiricilerin kullanim
miktarlan tiiketici saglig1 agisindan onem tasimaktadir. Bu nedenle getirilen diizenlemeler
gidalarda renklendiricilerin kullanimini kontrol altinda tutmaktadir. Gergeklestirilen bu
calismayla gidalardaki baz1 suda ¢oziinen sentetik boyalarin, yaygin olarak kullanilan HPLC
teknigi ile kantitatif analizi yapilarak yasal sinirlamalara uygunlugunun degerlendirilmesi ve
titketici saglig1 dikkate alindiginda {iireticilerin, tiiketicilerin ve yetkililerin bilin¢lendirilmesi

konusunda katkida bulunulmasi hedeflenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Suda Coziinen Sentetik Boyalar

Gida renklendiricileri gidanin rengini optimize etmek icin yaygin sekilde kullanilirlar,
ciinkii tazelik, olgunluk ve lezzet gibi Ozelliklerin hepsi gidanin rengiyle iliskilidir
(Otterstatter 1995). Renklendiriciler belirli grup tiiketicinin 6zellikle ¢ocuklarin dikkatini
cekmek icin kullanmlirlar (Hofer ve Jenewein 1997). Gida renklendiricilerine ihtiyag
duyulmasinin bir nedeni de tiiketiciler tarafindan gidanin daha kolay kabul edilmesidir. Diger
olast nedenler, teknolojik islemler sonrasi renk kayiplar veya farkli renkli ham maddelerin
kullanilmasidir (Otterstatter 1995, Furia 1981).

Gidalar estetik ve psikolojik bakimdan cazibeli yapmak i¢in renklendiricilerin kullanimi
yiizyillardir bilinmektedir (Walford 1980). Gidalarin renklendirilmesi belirli {irlinlerin
istenilen estetik kalitesine izin verdiginden dolay1 gida endiistrisi icin 6nemlidir (Urguiza ve
Beltran 2000). Cesitli sosyolojik, teknik ve ekonomik faktorler gecen yirmi yildir gida
endiistrisini etkilemistir. Tiketicilerin ihtiyag¢larim karsilamak i¢in gidalarin  biiyiik
cogunlugunun islenmesiyle gida pazarlama hizli bir sekilde degismistir. Bundan dolayi,
titketicinin kalite ve fiyat talebini karsilayan ve iyi lezzete sahip gorsel olarak ¢ekici gidalarin
saglanmasi i¢in gida endiistrisi calismaktadir (Downham ve Collins 2000).

Renk katkis1 terimi gida, ilag veya kozmetikte renk verme kabiliyetinde olan bitkisel,
hayvansal, mineral veya diger dogal kaynaklardan elde edilen boya, pigment veya diger
maddeler (yapay renklendiriciler) i¢in kullanilmaktadir (Branen ve ark. 1989).

Gida renklendiricileri ¢ogu kez sadece kozmetik iceriginde dikkate alinmistir, fakat gida
endiistrisindeki rolleri gergcekten ¢cok onemlidir. Gidalarin degerlendirilmesinde ilk duyusal
kalite renktir, gidanin kalite ve aromasi renkle yakindan iligkilidir. Tiiketiciler belirli renkteki
gidalara kosullanmiglardir ve kendi beklentilerinden her hangi bir sapmay1 reddederler. Gida
renklendiricilerine gereksinim psikolojik temelde iyi yerlesmistir (Amerind ve ark. 1965).

Son yillarda, genel olarak gida katkilar1 ve belirli renklendiricilerin kullaniminin giivenligi
degerlendirme altina alinmistir. Gida kalite kriteri i¢in mikrobiyolojik goriiniisten ayr1 olarak
genellikle renk, aroma, tekstiir ve besleyici degeri temel alinmaktadir. Bununla birlikte,
besleyici, aromali veya iyi tekstiirlii bir gidanin nasil oldugu sorun degildir, ancak cekici

renkli olmadik¢a yenmesi miimkiin olmamaktadir (Francis 1985).
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Gida boyalan sekerlemelerde, yemek arasi yenen gidalarda, alkolsiiz igeceklerde,
pastalarda, jelatinli tathilar gibi bircok gidalarda kullanilan katki maddeleridir (Furia 1980,
Newsome 1990).

Sentetik organik gida renklendiricileri, gidalara soliisyon veya dispersiyon halinde
eklenebilen maddelerdir. Gida boyalar icerisinde sentetik olanlar, dogal kaynaklardan elde
edilenlere gore bir¢ok avantaja sahiptirler. Sentetik organik gida renklendiricileri renk verme
giicli, kuvvetinin yogunlugu, renk tonunun genisligi ve parlaklii, stabilitesi ve uygulama
kolayliginda dogal boya ekstraktlarina gore daha iistiindiir (Coulson 1980, Love 1984, Crosby
1981, Demirag ve Altug 1990, Griffiths 2005). Genel olarak, ¢oziiniirliigii temel alinarak
sentetik renklendiriciler suda c¢oOziinen ve yagda c¢oOziinen renklendiriciler olarak
siniflandirilabilirler (Su ve ark. 2000, Anonim 1996).

Sentetik renklendiriciler, baslica azo boyalari, uzun yillardir genis araliktaki gida
tiriinlerinde kullanilmaktadir. Renklendiricinin duyusal algilanis1 dnemli bir kalite 6zelligidir.
Bununla birlikte, maruz kalimlarin kapsamli toksikolojik izlenmelerine ragmen sentetik
boyalarin listesi devaml olarak azaltilmaktadir ve gida isleyicileri {iriinlerine istenen rengi
vermek icin dogal renklendiricilerin kullamimina itimat etmektedirler. Maalesef, dogal
renklendiricilerin ¢ogu (antosiyaninler, karotenoidler ve betalainler) sentetik renklendiriciler
gibi proses kosullarinda ayni stabiliteye sahip degildirler (Damant ve ark. 1989).

Gida renklendiricileri genellikle dogal (veya dogala 06zdes) veya sentetik olarak
siniflandirilirlar. Dogal renklendiriciler genellikle sentetik renklendiricilerden daha diisiik
renk verme kuvvetine sahiptirler ve genellikle 151k, sicaklik, pH ve redoks ajanlarina daha
fazla hassastirlar (Macrae ve ark. 1993).

Son yillarda tiiketici sagligi nedenleri icin izin verilen sentetik renklendirici miktarlarinin
azaltilmasina ragmen, cok cesitli sentetik gida boyalan diisiik maliyetleri, yiiksek etkinligi ve
milkemmel stabilitelerine bagl olarak diinyanin her yerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Sadecka ve Polonsky 2000).

Siilfonlanmis azo boyalar1 gida maddelerinde, gazete, tekstil ve pek cogunda yaygin
sekilde renklendirici ajan olarak kullanilmaktadir (Boeninger 1980, Robens ve ark. 1980,
Hueper 1969).

Sentetik renklendiricilerin gida sanayinde kullanimi, onlarin giivenligi hakkinda herhangi
bir bilgi olmaksizin 1800’lerin sonlarinda baglamistir. Gidalarda 1800’lerin ortalarina kadar,
sadece dogal kaynakli renklendiriciler kullanilmistir: safran, havug, dut, cicekler, bakir ve

demir cevherlerini iceren mineraller, hayvansal iiriinler ve sebzeler. Ik sentetik boya 19.
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ylizyilin sonlarinda organik komiir katranindan tiiretilmistir ve ilk olarak tereyagi ve
peynirlerde kullanilmistir (Griffiths 2005).

[lk sentetik organik boya 1856 yilinda William Henry Perkin tarafindan bulunan ve leylak
rengi ad1 verilen renklendiricidir. Son zamanlarda ¢ok sayida benzer organik anilin boyalar
gelistirilmistir ve giivenilirlikleri hakkinda ¢ok az diisiiniilerek veya az sayida testler yapilarak
gida renklendiricisi olarak kullanilmislardir. Cogu anilin ve katran bazli renklendiricilerin
onemli toksisitesi, yoneticileri gida renklendiricisi olarak kullanilan boyalarin tam olarak
incelenmesi hususunda harekete gecirmistir (Griffiths 2005).

Renklendirici olarak 1907 yilinda satilan 80 sentetik gida renklendiricisinden sadece 16
tanesinin zararsiz oldugu zannedilmektedir. Bu liste 7 sentetik renklendiriciye kadar kademeli
olarak azaltilmistir ve sonunda toksik safsizliklarin teshis ve limitleri i¢in grup sertifikasyonu
sunulmustur. Sertifikali renklendirici listesi 10 yili agkin siiredir genisletilmistir ve kimyasal
olarak dokuz sertifikali renklendirici dort kimyasal aile icinde simiflandirilmistir : Azo,
xanthene / fluoroscein, triphenylmethane ve siilfonlanmis indigoid (Griffiths 2005).

Halk sagligim toksik safsizliklardan korumak icin her bir grup ozenli bir sekilde
incelenmeli ve sertifikalandirilmalidir. Sertifikasyon tamamlanana kadar renklendiriciler
gidalarda kullanilamaz ve sertifikali gruplardan ayr olarak depolanir. Sertifikasyonda, Gida
ve Ila¢ Dairesi tek lot sayili sertifika yayinlar ve endiistriyel veya yaygin renklendirici adi
gerekli Federal Gida, Ila¢ ve Kozmetik Yasas1 ismi olarak degistirilir, 6rnegin FD&C Red No.
40 (Griffiths 2005).

Dogal renklendiriciler beslenmenin daima bir pargasidir. Bunlar izole edilirler ve
sertifikali renklendiriciler gibi aymi nedenlerden (tamimlama ve goriiniis) gidaya geri
eklenirler. Klorofiller, karotenoidler ve antosiyaninler her giin tiikkettigimiz gidalarla alinirlar.
Dogal renklendiricilerden anotta, safran, kirmizi biber, {iziim kabugu, ¢inko oksit, karamel,
kirmizi pancar, kosineal ve turmerik yaygin olarak kullanmilir. FDA (Food and Drug
Administration) “dogal renk katkilar1” terimini kullanmaktadir, bunlar sertifikasyon
prosesinden muaftirlar (Griffiths 2005).

Dogal renklendiriciler sentetiklere gore daha yiiksek diizeyde kullanmilmaya gereksinim
duyarlar. Sonug¢ olarak, gidalarin yapisini, kokusunu veya aromasinmi degistirirler. Daha az
stabil ve daha az tutarhdirlar, tiiketicilerin gidayr kabul etmemesine sebep olurlar. Dogal
renklendiriciler genellikle canli ve parlak olmayan, soluk renklidirler. Ayrica gida
matrikslerinden, pH’dan, tuzlardan, vitaminlerden, flavorlardan ve diger faktorlerden daha
kolay etkilenirler. Ayrica, yliksek olasilikla istenmeyen iz metaller, insektisitler, herbisitler ve

bakterilerle kontamine olurlar. Yine de, dogal renklendiricilerin tiiketiciler tarafindan saglik
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tehlikelerinin petrol tiirevi sentetiklerden (Tartrazin, indigotin, Eritrosin gibi) daha az oldugu
kavranmaktadir (Griffiths 2005).

Gelecekte daha fazla bitkisel renklendirici izole edilecek ve hem antioksidan hem de renk
veren bilesiklerin fonksiyonlarini yerine getirmesi icin eklenecektir. Buna ragmen, sertifikali
sentetik renklendiriciler biitiin gidalarda kullanilmaya uygundur, teknoloji geregi
katilabilirler, her gidada iyi tiretim uygulamalarinin sinirlamasiyla sinirlandirilirlar (Griffiths

2005).

2.2. Suda Céziinen Sentetik Boyalarm Saghk Ac¢isindan Onemi

Gida katkilann koruma, renklendirme ve tat vermeyi iceren farkli amaclar icin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bununla beraber, baz1 gida katkilarinin toksisiteleri yiiziinden
kullanimlar1 yasaklanmigtir (Anonim 1983).

Gida katkilarinin  epidemiyolojik  calismalari  insanlar icin toksikolojik  risk
degerlendirmesinde onemli olmakla beraber, bu calismalar zordur ¢iinkii maruz kalma tam
olarak ol¢iilemeyebilir. Bu nedenle, risk degerlendirmesi biiyiik 6l¢iide laboratuvar toksisite
calismalarina baghdir (Sasaki ve ark. 2002).

Tehlike, baz1 sentetik azo boyalarinin insan saghigina zararlh olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bazi ilaclara temas edildigi zaman bazi insanlarda alerji ve astim
reaksiyonlarina (Berzas ve ark. 1995), kanser gelisimine (Fuh ve Chia 2002) ve diger
hastaliklara (Greenway ve ark. 1992) neden olabilmektedir. Boylelikle, fazla toksik boyalarin
yasaklanmasina dayanarak (Gennaro ve ark. 1997) gidalara eklenen sentetik renklendiricilerin
miktarin1 kontrol etmek ve sinirlamak i¢in son yillarda gayret edilmektedir (Giovine ve Boca
2003). Bununla beraber, bu boyalarin bazilar insan saglig1 icin potansiyel risk tasimaktadir ve
hatta karsinojeniktir (Boeninger 1980, Robens ve ark. 1980, Hueper 1969).

Biitiin gida katkilar i¢inde boyalar, gastrointestinal organlarda etkili genotoksinlerdir (en
disiik etkili dozlart 10 ppm’dir), fakat her hangi bir gida boyasi i¢in karsinojenisite
dogrulanmamustir (Sasaki ve ark. 2002). Ozellikle asir1 tiiketildiklerinde bazi sentetik
renklendiriciler patojenik olabilmektedir, bunlar hem iireticiler hem de FAO (Food and
Agriculture Organization) ve WHO (World Health Organization) tarafindan analiz edilir ve
degerlendirilirler. Her iilkenin spesifik direktifleri, sentetik gida renklendiricilerinin

kullanimini kat1 sekilde diizenlemistir (Urguiza ve Beltran 2000).

21



Gida veya ila¢ iriinlerine diisiik miktarlarda eklenen renklendirici olarak kullanilan
bilesikler genellikle sentetik iiriinlerdir (Anonim 1962, Anonim 1985a, Anonim 1989).

Cocuklar, genellikle, kimyasal etkilere karsi daha hassastirlar ve tiiketim sekilleri
yetiskinlerden farklidir (Larsen ve Pascal 1998).

Cesitli gida renklendiricilerinin, sentetik veya dogal, gida katkilar1 olarak kullanimina izin
verilmekle birlikte, sentetik renklendiricilerin izin verilen miktarlart bunlarin potansiyel
toksik yapilarindan dolayi1 kati bicimde sinirlandirilmistir (Huang ve ark. 2002).

Gida kimyasinin son zamanlardaki ilgisi insan saghigim ilgilendiren, genellikle dogal
renklendiricilere tercih edilen, endiistriyel proses sirasinda miikemmel stabiliteye sahip
olmalarindan dolay1 yaygin olarak cok sayida gidaya eklenen sentetik boyalardan
korunmasina adanmistir (Gianotti ve ark. 2005). Tiiketilen boya dozunun yilda 10 g civarinda
oldugu degerlendirildiginden bu ilgi cok hakli bir mazerete dayanmaktadir. Toksisite riski
genellikle, kullamimi EEC (European Economic Community) direktifleriyle diizenlenen
renklendiricilerin kendisine bagli degildir (Anonim 1994a), fakat sentez prosesinde yan {iriin
olusumundan veya sentezde kullanilan bilesiklerde olusan safsizliklardan tiireyebilir
(Lancaster ve Lawrence 1983, 1987, Kirchmayr ve ark. 1988). Son zamanlarda uygun
olmayan saklama kosullarina bagl olarak ticari iiriinlerde dogal olarak olusabilen bozulma
reaksiyonlarinda bu gibi istenmeyen iiriinlerin c¢ok fazla endise verici kaynaklari
ongoriillmektedir. Bu durum, yaz mevsiminde mesrubatlarda sicaklik ve giines 1s181nin siddetli
kosullart nedeniyle siklikla aciga cikmaktadir (Lancaster ve Lawrence 1992).

Sentetik gida boyalarimin yasalara uygun smirlamalar icinde kullanilmamasi toksik
etkilerinin ortaya c¢ikmasina ve halk saghgim etkileyebilecek risklerin dogmasina yol
acabilmektedir. Deney hayvanlar1 iizerinde yapilan toksisite calismalan ve epidemiyolojik
kanitlar belli sartlar altinda boyalarin karsinojenik olabilecegini ileri siirmektedir (Anonim
1978, Misra ve Misra 1986).

Sasaki ve ark. (2002) tarafindan yapilan calismada gida katkisi olarak kullamilan 39
kimyasalin genotoksisitesi incelenmistir. Bunlar, boyalar, renk tespit maddesi ve
koruyuculari, koruyucular, antioksidanlar, fungisitler ve tatlandiricilar olmak iizere alti
kategoriye ayrilirlar. Dort erkek fare grubuna oncelikle oral yolla 0,5xLDsy veya limit dozda
(2000 ppm) her bir katki verilmistir. 3 ve 24 saat sonra mide salgi bezi, kolon, karaciger,
bobrek, iiriner, akciger, beyin ve kemik iligi incelenmistir. Biitiin katkilar i¢cinde boyalar en
genotoksik olanlaridir. Amaranth, Allura Red, New Coccine, Tartrazin, Eritrosin, Phloxine ve
Rose Bengal mide salgi bezi, kolon ve/veya iirinerde dozla alakali DNA parcalanmasina

neden olmaktadir. Yedi boyanin hepsi diisiik dozda (10 veya 100 ppm) gastrointestinal

22



organlarda DNA parcalanmasina neden olmaktadir. Bunlar arasinda Amaranth, Allura Red,
New Coccine ve Tartrazin kabul edilebilir giinliik alim miktarma (ADI) yakin, kolonda DNA
parcalanmasina neden olmaktadir.

Bes azo boyasi arasinda Amaranth, Allura Red, New Coccine ve Tartrazin (baslangicta 10
ppm) kolonda dozla alakali DNA parcalanmasina neden olmaktadir. Alimdan sonraki 3 saat
cok Onemlidir. Diger organlar 3 saatte DNA pargalanmasi gosterirler. 24 saatte Amaranth,
Allura Red ve Tartrazin gastrointestinal organda DNA parcalanmasina neden olmaktadir.
New Coccine karaciger, bobrek, iiriner ve akcigerde DNA parcalanmasina neden olmaktadir.
Sunset Yellow FCF, calisilan herhangi bir organda DNA parcalanmasinda istatistiksel olarak
onemli bir artisa neden olmamaktadir (Sasaki ve ark. 2002).

Sasaki ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada en az bir organda DNA par¢alanmasina
neden olan en diisiik doz alt1 boya icin 10 ppm’dir (Amaranth, Allura Red, New Coccine,
Tartrazin, Phloxine ve Rose Bengal). Bu, karsinojenisite ¢alismalarinda genellikle kullanilan
dozdan daha diisiiktiir.

Ponceau 4R‘nin toksikolojik calismalarinda, Gaunt ve ark. (1967), akut intraperitoneal
LDs erkek ve disi sicanlarda sirasiyla 600 ppm ve 2600 ppm ve benzer degerler farelerde
1900 ppm ve 1600 ppm olarak rapor etmislerdir. Oral LDsy her iki tiirde de 8000 ppm’i
agmaktadir. Brantom ve ark. (1987a) uzun donem toksisite caligmalarinda Ponceau 4R’nin
herhangi bir etki goriilmeyen diizeyini (NOEL) 500 ppm/giin olarak rapor etmislerdir.
Brantom ve ark. (1987b) ii¢ jenerasyon ¢ogalma calismasinda siganlarda Ponceau 4R’nin
herhangi bir olumsuz etki goriilmedigi diizeyi (NOAEL) 1250 ppm/giin olarak rapor
etmislerdir.

Uretkenlik ve gelismeye yonelik toksisite caligmalari dikkate alindiginda, Meyer ve
Hansen (1975) lastik sonda ile beslenen (1000-4000 ppm/giin) sicanlarda Ponceau 4R’nin
embriyotoksik etkiye neden olmadigim1 bulmuslardir. Momma ve ark. (1981) farelerde
gebelik boyunca diyetlerindeki Ponceau 4R’nin (0,05-0,7 %) teratojenik veya dogum sonrasi
gelismeye etkisinin olmadigim rapor etmislerdir.

Tanaka (2006) tarafindan yapilan caligmada, norodavramigsal parametreler iizerine
Ponceau 4R birka¢ onemli olumsuz etki gostermistir. Laktasyon periyodu boyunca disi ve
erkek yavrularda dogumdan sonra 4. ve 21. giinlerinde yiiksek doz uygulanan grupta ortalama
viicut agirligi onemli sekilde artmistir. Bununla birlikte, yliksek doz uygulanan gruplar
arasinda disi ve erkek yavrularin agirligindaki fark Ponceau 4R alimlarindan olugsmamuistir,
fakat dogumda viicut Ol¢iilerindeki farklardan olusmaktadir. Laktasyon boyunca hayatta

kalma belirtileri Ponceau 4R’nin olumsuz etkilerini gostermemistir. Ponceau 4R alimi
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laktasyon periyodu boyunca yavrularin hayatta kalmalar: tizerinde olumsuz etki yapmamustir.
Erkek farelerde T-labirenti performansi 7 hafta stirmiistiir. Nagy ve Sandmann (1973),
neonatal farelerin 11 giinden sonra gercek hafizay1 elde ettiklerini bulmuglardir. Bu yiizden,
labirent 6grenmedeki degisiklikler merkezi sinir sistemi {izerine sigan, fare ve domuzlarda,
oral yolla verilmesinden sonra beyinde biriktigi icin Ponceau 4R’nin etkilerinin nedeni
olabilir (Phillips ve ark. 1982). Bu calismada Ponceau 4R’nin doz diizeyleri, iireme iizerine
olumsuz etki tiretmemistir ve yiiksek diizeyleri labirent 6grenme iizerine cinsiyetle iligkili
birkag¢ olumsuz etki yapmistir (Tanaka 2006).

Japonya’da Ponceau 4R’nin giinlik alimmin daha disiik oldugu zannedilmektedir,
yaklagik olarak 1982’de 0,34 ug/kg/giin ve 1991°de 1,98 pg/kg/giin (Ito 1995, Nakamura
1995). Ponceau 4R’nin giinlik alim diizeyinin insanlarda olumsuz iiretkenlik veya
norodavranigsal etkiler iiretmesi miimkiin olmamaktadir (Tanaka 2006).

Tartrazin ve Ponceau 4R gidalarda (6rnegin; sekerli bonbon, seker kapl haplar, joleler,
icecek tozlari, sekerlemeler ve dondurmalar) yaygin olarak bulunabilen azo boyalardir.
Tartrazin hassas insanlarda alerjik ve astim sorunlarina neden olabilir. Bu bilesiklerin analitik
kontrolii toksisite ve karsinojenisiteleri yiiziinden gida endiistrisi i¢in olduk¢a 6nemlidir (FAO
1984, Ashkenazi ve ark. 1991).

Sentetik boyalarin (Ponceau 4R, Karmoisin, Eritrosin, Sunset Yellow, Tartrazin, Fast
Green, indigotin, Brilliant Blue ve Brilliant Black) ve dogal boyalarin (kirmizi pancar, anotta,
karmin, kurkumin, klorofil, antosiyanin, f-karoten ve karamel) toksik etkileri biokimya ve
histopatalojik tetkikler kullanilarak farelerde incelenmistir. 30 giin boyunca her giin fareler,
sentetik ve dogal boyalar ilave edilmis dietle (80 ve 400 ppm) beslenmistir. Boyalar serum
GOT, GPT, alkalin fosfataz, kreatinin ve toplam protein konsantrasyonunda artisa neden
olmustur. Bunun aksine serum kolinesteraz aktivitesi uygulamadan sonra azalmistir. Boyalar
farelerin karaciger ve bobrek dokular iizerine hiicrelerinde bosluk olusma, sislik, nekroz ve
piknoz goriildiigii histopatolojik etkilere neden olmaktadir. Sentetik boyalarin veya dogal
pigmentlerin her birinin iki dozunun (diisiik doz ve yiikksek doz) hepatoseliiler bozulma ve
bobrek yikimina cogunlukla neden oldugunu sonuglar gostermektedir (Mekkawy ve ark.
1998).

Ali ve ark. (1998) tarafindan yapilan calismada beyin, karaciger ve bobrek dokularinda
spektrofotometre ile kemik iligi hiicrelerinin ve niikleik asitlerin (DNA ve RNA) kromozom
analizleri yoluyla genetik materyaline bakilarak yaygin olarak kullamilan gida
renklendiricisinin (Karmoisin) yan etkileri degerlendirilmistir. Calismada 45 olgun erkek fare

kullanilmigtir. Uygulamanin 30, 60 ve 90 giinlitkk farkli periyotlar1 boyunca bu farelere
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Karmoisin diisiik doz (0,11 ppm/giin) ve yiiksek doz (0,22 ppm/giin) olmak iizere iki doz
uygulanmistir. Bu calisma, kemik iligi hiicrelerinde Karmoisin’in neden oldugu kromozom
kusurlarinin farkli durumlarim ortaya koymustur. Siirhi ve yiiksek doz Karmoisin uygulanan
belirli periyotlarda kontrol grubunda istatistiksel olarak onemli artisin oldugu yapiskanlik,
sentromerik incelme, merkezi kaynasma, sira ile veya ug uca dizilmis gruplar, hiperploitlik ve
silinme olarak goriilmiistiir. Diger taraftan, bu ¢alismada biokimyasal analiz, uygulamanin
farkli periyotlar1 boyunca niikleik asitler ve toplam proteinin belirgin sekilde arttigini
gostermistir. Toplam protein ve riboniikleik asitlerin (RNA) miktarinda 90 giin boyunca
farelere yiiksek doz uygulandigi zaman c¢ok fazla artis olurken, normal dokularla
karsilastirildigr zaman uygulamanin 30, 60 ve 90 giinlerinde sinirli dozda istatistiksel olarak
onemli artis oldugu bulunmustur. Buna karsin, deoksiriboniikleik asit (DNA) miktari
uygulamanin belirli periyotlarinda istatistiksel olarak dnemli diizeyde azalmistir.

FDA (Food and Drug Administration), Tartrazin (E 102) i¢in 5,0 mg/kg viicut agirhig
olan kabul edilebilir giinlitkk alim miktarin1 (ADI) saptamistir. Amaranth (E 123) kullanimi en
cok tartisilan renk maddesidir. Bu renklendirici 1908’den beri gidalarda kullanilmaktadir,
fakat ABD’de kullanimi yasaklanmustir. Iki Rus arastirmaci 1970°de Amaranth’in hem
karsinojenik hem de embriyotoksik oldugunu iddia etmistir. FDA kendi ¢alismasim yiiriitmiis
ve onlarin sonuglarimi dogrulamistir. Bulgular tartismak icin diger ¢alismalar denenmis fakat
giivenligi hakkinda c¢oziillemeyen sorulara baghi olarak, 1976’da gidalarda kullanimindan
uzaklagtinlmigtir. Buna ragmen Amaranth, kirmizi renklendirici olarak hala diinyada yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sunset Yellow (E 110) 1929’dan beri kullanilan azo gida boyasidir.
Gidalara ve ilaglara kirmizimsi sar renk vermektedir. Yiiksek renk verme kabiliyeti yiiziinden
sadece diisiik miktarlarda kullanilmaktadir. FDA tarafindan maksimum giinliik alim 65 kg’lik
kisi i¢in 225 mg olarak saptanmistir (Edlefsen ve Brewer 1996).

Izin verilen renklendiricilerin yasal limitlerin iizerinde gida madedelerine katilmas1 veya
izin verilmeyen gidalarda kullanimi kaygiy1 arttirmaktadir (Bhat ve Mathur 1998, Padmaja ve
ark. 2003, Pratima ve Bhat 2003). Izin verilen sentetik renklendiricilerin tekrarlanan
alimlarinin giivenligi sorgulanmistir (Lockey 1977). Farelerde kisa donem calismalarinda
tiroid fonksiyonu iizerine toksik etkiler iireten Eritrosin’in ADI degeri 2,5’ten 0,1 mg/kg
viicut agirligi’na diisiiriilmiistiir (Larsen 1991). Ponceau 4R, Tartrazin ve Sunset Yellow gibi
izin verilen renklendiriciler diisiik diizeylerde alinsa bile farkli bireylerde alerjik reaksiyonlara
neden olmaktadir (Lockey 1977). Alerjik etkiler iirtikerden deri iltihabina kadar degismekte,
anjio 0demi ve astimli hastalarin kétiilesmesi olarak goriilmektedir (WHO 1991). Yiiksek

diizeylerde Ponceau 4R iceren belirli anason markalarinin cocuklarda dil iltihab1 semptomlari
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sergiledigi rapor edilmistir (Anonim 1994b). Yaslar1 2 ve 14 olan atopik ve yiiksek tansiyonlu
cocuklarda Tartrazin sinirlilik, huzursuzluk ve uyku bozukluguyla iliskilidir (Rowe ve Rowe
1994).

Alerjik reaksiyonlarla FD&C Yellow 5 (Tartrazin)’in baglantis1 yeterli raporlarla 1986’ya
kadar kabul edilmistir. FDA, Yellow 5’in etikette listelenmesini istemis, boylece duyarli
bireylerin bu kimyasali iceren gidalardan kacinabilmesi saglanmistir (Anomim 1985b). Biitiin
sentetik sertifikali renklendiriciler bireysel olarak her gida etiketinde listelenmek zorundadir.
Canli kirmiz1 renk FD&C Red 3 laboratuvar hayvanlarinda tiroid tiimoriiyle baglantilidir ve
hala izin verilen sertifikali renklendiricilerdendir, ¢ogu iiretici goniillii olarak kullanimim

birakmustir (Griffiths 2005).

2.3. Suda Coziinen Sentetik Boyalar Icin Yasal Diizenlemeler

Gida ve iceceklere eklenen sentetik renklendiricilerin yasal diizeyleri agsmasi olasidir.
Mesrubatlar gibi ¢ok fazla tiiketilen {iriinlerde boyalarin diizeylerinin izlenmesi fevkalade
onemlidir. Gida renklendiricilerinin kullaniminin diizenlenmesi amaciyla kapsaml bir plan
dahilinde, Avrupa Birligi tarafindan gidalar icin yasal kosullar, direktif 94/96/EC,
yaymlanmistir. Diizenlemeler, gidalara eklenen boya diizeylerinin test edilmesinde analitik
kimya i¢in faaliyet alam gostermektedir. Gida iiretiminde kullanilan ¢ogu katki maddesinin
ilgilenilen diizeyi ppm cinsindendir. Ozsu ve/veya aroma eklenmis alkolsiiz iceceklerde
sentetik gida renklendiricileri siklikla kullanilirlar (E 102, E 104, E 110, E 122 ve E 124) ve
bu sentetik renklendiricilerin toplam konsantrasyonu 100 ppm’i asmamalidir. Bu
renklendiricilerin bazilar1 (E 110, E 122 ve E 124) ayr ayr1 50 ppm limitini gegmemelidir.
Diger cografi alanlarda, gidalarda kullanilan renklendiricilerin diizeylerini sinirlandiran
diizenlemeler ve gida renklendiricisi sertifikasyon programlar1 vardir (CFR 2002).

Avrupa Birligi 94/36/EC direktifi sadece renklendiricilerin kullamim alanlarim
diizenlemez, gidalarmn renklendirilmesi igin izin verilen maksimum miktarlar1 da
diizenlemektedir. Bu nedenle, renklendiricilerin hem nitel hem de nicel olarak belirlenmesi
zorunludur (Neier ve Matissek 1998).

Gida renklendiricilerinin giivenligini degerlendirmek icin Gida Katkilar1t Ortak

FAO/WHO Uzman Komitesi deney hayvanlan iizerine toksikolojik calismalari ve insan
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klinik ¢aligmalarindan elde edilen verileri temel alarak, izin verilen her renklendirici icin
kabul edilebilir giinlikk alim miktarin1 (ADI) belirlemistir. ADI, herhangi bir fark edilir
olumsuz saglik etkisi olmaksizin bir bireyin yasami boyunca her giin tiiketebilecegi bilesigin
miktar1 olarak tamimlanmistir (JECFA 1996). Elde edilen deneyimler, bu uygulamanin insan
saglig i¢in yeterli koruma getirdigi goriisiinii kuvvetlendirmektedir (Benford 2000, Anonim
1997).

Izin verilen renklendiriciler icin ADI degeri Eritrosin igin 0,1 mg/kg viicut agirligi’ndan
Fast Green FCF icin 25 mg/kg viicut agirhgina kadar degismektedir. Biitiin gida
renklendiricilerinin toplam giinlilk alimlarimin izlenmesi asinn derecede onemlidir (WHO
1991).

Gida Katkilar1 Ortak FAO/WHO Uzman Komitesi tarafindan tavsiye edilen kabul
edilebilir giinliik alim miktar1 (ADI) Amaranth, Allura Red, New Coccine ve Tartrazin icin
sirastyla 0,5, 7,0, 4,0 ve 7,5 ppm‘dir (Anonim 1999). Test edilen bu dort gida renklendiricisi
ADI degeri yakininda baslica kolonda DNA parcalanmasina neden olmaktadir (Sasaki ve ark.
2002).

Ponceau 4R gida iiriinlerinde, ilaglarda, kozmetikte ve eczacilikta yaygin olarak kullanilan
kirmizi, suda ¢oziinebilen tozdur. 1996 yilinda Japonya’da iiretilen Ponceau 4R’nin tahmin
edilen miktar1 yaklasik olarak 32,78 tondur (Ishimitsu ve ark. 1998). Insanlar igin kabul
edilebilir giinliik alim miktar1 (ADI) 0-4,0 mg/kg viicut agirhgidir (JECFA 1983, 1996).

Cogu iilke, gida maddelerinde bazi azo boyalarinin kullanimini diizenlemistir. Bundan
dolay1 gida maddelerindeki bu kimyasallarin analizi i¢in basit, duyarli ve dogru test
metotlarinin gelistirilmesi dnemli bir gorevdir (Fuh ve Chia 2002).

Gidalarin tiiketilmesiyle insanlarda yapay renklendiricilerin olas1 zararh etkileri diinyada
genel kaygi konusudur. Bundan dolayi, izin verilen diizeylerle beraber spesifik iiriinler icin
insan populasyonuna toksisite arz etmeyen gida renklendiricilerinin kullanimin1 simirlamak
icin yasal kontrol uygulamalar1 artmaktadir (Collier ve ark. 1993).

Son 20 yildir sentetik renklendiriciler, tiiketiciler tarafindan istenmeyen veya zararl
olarak algilanmaktadir (Downham ve Collins 2000). Avrupa Birligi ve Birlesmis Milletler
gidalarda katki olarak sentetik renklendiricilerin kullanimimi sinirlamislardir, zararl olanlar
yasaklanmistir, gida endiistrisi i¢in dogal pigmentlerin kullanimu asir1 derecede ©nemli
olmustur (Anonim 1994a, Anonim 2001).

Farkli iilkeler, izin verilen gida renklendiricileri icin kendi bireysel listelerini
yaymlamislardir. Bu listelere uyum saglanmasi Avrupa Birligi’nde basarilmistir, fakat AB

tilkelerinin disgindaki iilkelerde basarilamamistir (Otterstatter 1999). ABD’de gida
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renklendiricilerinin kullanim1 Federal Kanun diizenlemeleri ile yonetilmektedir. Onaylanan
renk katkilar1 arasinda yedi tanesi sentetik boyadir (Downham ve Collins 2000). Cin’de
gidalarda yaygin olarak kullanimina izin verilen suda ¢oziinen sentetik boyalar; Amaranth,
Brilliant Blue, Ponceau 4R, Sunset Yellow ve Tartrazin’dir (Su ve ark. 2000, Anonim 1996).

Hindistan’da gida renklendiricilerinin kullanimi 1954’te Gida Tagsisi Onleme Yasasi
altinda diizenlenmistir. Karmoisin, Ponceau 4R, Eritrosin, Sunset Yellow, Tartrazin, Brilliant
Blue, indigo Karmin ve Fast Green’in Hindistan’da belirli gida maddelerine katilmasina izin
verilmektedir. Ek olarak, tiiccarlar farkli yapay renklendiricili tiikketime hazir gida maddelerini
ithal etmektedirler (Bhat ve Mathur 1998, PFA 2003).

FDA giivenli renklendiricilerin pozitif listesini yayinlamaktadir. Bu, baz1 iilkelerde
yapilanin tam tersidir, bunlar negatif liste yaymlamaktadir. Bu durum yasaklananlari i¢eren bu
spesifik liste haricinde biitiin renk maddelerinin kullanimina izin vermektedir. Her iilkenin
yurt ici ve yurt dist gida tedarikgileri i¢in gida renklendiricilerinin kullanimi ¢ok fazla
diizenlenmistir, cogu {iilkenin renklendirici diizenlemeleri iic biiyiikk diinya pazarni
izlemektedir; ABD, Avrupa Birligi ve Japonya. Biitiin pazarlar kullanimina izin verilen
renklendiriciler i¢in pozitif listeye sahiptir ve izin verilen renklendiriciler her pazar icin
olduk¢a degismektedir. Avrupa Birligi ve Japonya’daki pozitif listelerin her biri FDA’nin
pozitif listesinden daha fazla renklendirici icermektedir. Yaygin olarak kullanilan biitiin FDA
dogal renk katkilart hem AB hem de Japonya pozitif listesinde yer almaktadir (Anonim
1985Db).

Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligi’ne gore
renklendiriciler, tek basina gida olarak tiiketilmeyen veya gidalarda ana bilegsen olarak
kullanilmayan, gidaya renk artiric1 veya renk diizenleyici olarak katilan maddeleri ifade
etmektedir. YoOnetmelik, gidalara katilabilecek renk maddelerinin kullanimina yo&nelik
birtakim yasal diizenlemeler getirmekte, hangi renk maddelerinin, hangi iiriinlere ve ne
diizeyde katilacaginmi bildirmektedir. Bu sekilde iireticilerin teknolojik acidan aydinlatilarak
yonlendirilmesi hedeflenmektedir. Bu Teblig, 94/36/EC sayili gidalarda kullanilan
renklendiriciler tizerine Avrupa Parlamentosu ve Konsey Direktifi dikkate alinarak, Avrupa
Birligi’ne uyum cergevesinde hazirlanmistir (Anonim 2006c¢).

Tiirk Gida Kodeksi Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligi’ne gore, 43 adet renk
maddesinin gidalarda kullanilmasina izin verilmektedir. Bunlardan 16 tanesi yapay, digerleri
dogal veya dogala 0zdes maddelerdir. Teblig’de; izin verilen gida renklendiricileri,
renklendirici icermeyecek gida maddeleri, sadece belirli renklendiricilerin kullanimina izin

verilen gida maddeleri, sadece belirli kullanimlar icin izin verilen renklendiriciler
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belirtilmektedir. Teblig’de sentetik renklendiricilerden Tartrazin, Kinolin sarisi, Sunset
Yellow, Karmoisin, Amaranth, Ponceau 4R, Eritrosin, Red 2G, Allura Red, Patent Blue,
1ndig0tin, Brilliant Blue, Gren S, Black PN, Brown FK, Brown HT kullammmina belirli

limitlere kadar izin verilmektedir (Anonim 2006c).

2.4. Suda Coziinen Sentetik Boyalar icin Analiz Yontemleri

Gidalardaki sentetik boyalarin tanimlanmasi i¢in 6zellikle su sebeplerden dolay1 iyi
tanimlanmis kesin ve dogru metotlara ihtiya¢ vardir: gidalarda sentetik boyalarin var olup
olmadigint belirlemek i¢in, var olan boyalarin miktarimi belirlemek icin, gidalarda beyan
edilmeyen boyalarin yoklugunun dogrulanmasi icin, proses ve depolama sirasinda boyalarin
stabilitesinin kontrolii i¢in (Damant ve ark. 1989).

Metotlarin bilimsel literatiir incelemeleri, iceceklerdeki sentetik renklendiricilerin analizi
icin kullanilan cok sayida teknik olduguna isaret etmektedir. Igeceklerdeki renklendiricilerin
belirlenmesiyle ilgili baglica problemler renklendirici karigimlar1 ve potansiyel etkilesimlerin
olusumundaki farkliliklardir. Renklendiricilerin analizi c¢esitli yontemlerle gerceklestirilir.
Renklendiricilerin yiin ipi veya poliamid iizerine adsorpsiyonu ve metanolik alkalin
cozeltisinde desorpsiyonundan sonra kalitatif ve yar kalitatif analizi ince tabaka
kromatografisi, yiiksek performansh ince tabaka kromatografisi veya kagit kromatografisi
kullanilarak gerceklestirilebilmektedir (Rizova ve Stafilov 1995, Oka ve ark. 1987).
Spektrofotometrenin kullanimi renklendirici karisimlarinin ayrn ayr kantitatif analizine izin
vermektedir. Bu metot siklikla kullanilmaktadir, ¢iinkii hizli ve basittir (Hofer ve Jenewein
1997). Yiiksek basinghi sivi kromatografisi (HPLC) de renklendiricilerin Ol¢iilmesi igin
kullanilmaktadir. Kiitle spektrometresi (Harada ve ark. 1991), diferansiyel pulse polarografi
(Becerro ve ark. 1990), voltametri (Fogg 1983), iyon degistirici HPLC (Chen ve ark. 1998),
iyon cifti ters fazli kromatografi (Berzas ve ark. 1997) veya ters fazli kromatografi (Berzas ve
ark. 1998a) tanimlanmistir. Renklendiricilerin analizi i¢in diger metotlar kapiler zon
elektroforez (Berzas ve ark. 1999a) ve misel elektrokinetik kapiler kromatografidir (Desiderio
ve ark. 1998).

Literatiirde bulunan ¢ogu calisma gida boyalarimin belirlenmesi icin likit kromatografisi
metotlarin1 (Chen ve ark. 1998, Angelino ve ark. 1998, Gennaro ve ark. 1997) veya

spektrofotometri tekniklerini temel almistir. Boya kalintilar1 polar 6zellikleriyle karakterize
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edildigi zaman iyon degistirici ve iyon cifti kromatografisi en uygun tekniklerdir (Berzas ve
ark. 1998b, 1999b, Cruces ve ark. 1996, Sayar ve Ozdemir 1998). Son zamanlarda, gida ve
iceceklerde yedi boyanin ayni anda belirlenmesi icin kapiler zon elektroforez kullanilmaktadir
(Berzas ve ark. 1999a).

Elektrospray mass spektrometri (ES-MS), atmosferik basin¢ kimyasal iyonizasyon MS
(APCI-MS), termospray MS ve tanecik 151n MS siilfonlanmis azo boyalarmi ve cesitli
boyalan karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir (Straub 1992, Bruins 1987, Rafols ve Barcelo
1997, Smyth 1999, Chen ve ark. 1998, Holcapek 1999). Yine de, bu calismalarin ¢cogunda
nicel analiz gerceklestirilememistir. LC-APCI-MS suda mono ve disiilfonlanmis azo
boyalarinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Rafols ve Barcelo 1997). Ek olarak, nispeten
biiyiik hacimli enjeksiyonlar (50 ul), gida maddelerinin analizi i¢cin ¢ok uygun degildir (Fuh
ve Chia 2002).

Diferansiyel pulse polarografi dogal boyalardan sentetik boyalarin ayirt edilmesini,
sentetik boyalarin kolay ve dogru sekilde tanimlanmasini ve belirlenmesini saglar. Son olarak
bu teknik, zaman harcanilan numune hazirlamalar1 gerektirmez (Combeau ve ark. 2002).

Kromatografik teknikler yillardir etkinligini ispat etmistir (Chen ve ark. 1998) ve hala
yaygin olarak test edilir ve gelistirilirler (Fuh ve Chia 2002). Kromatografik teknikler
boyalarin analizi i¢in uygundur, fakat islenmemis numuneler kimyasal uygulamalar
yapilmadan kolona verilemez (Combeau ve ark. 2002). Bununla birlikte, bu metotlarin
spektral absorpsiyon bantlarinin iist iiste binmesi ve analitik sinyal 6l¢iimii iizerine matriksin

etkisi gibi bazi sakincalan vardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Numuneler

Suda c¢oziinen sentetik boyalarin siklikla kullamldigi alkolsiiz aromali igecekler,
yenilebilir buzlar ve sekerlemeler analiz numunesi olarak kullanilmistir. Farkli 12 firmaya ait
toplam 27 adet aromali icecek tozu ve aromali icecek, farkli 2 firmaya ait toplam 9 adet
yenilebilir buz ve farkli 3 firmaya ait toplam 10 adet sekerleme kullanilarak analizler

gergeklestirilmistir. Her bir analiz numunesi i¢in 5 farkli zamanda alim yapilmistir.

3.1.2. Kullanmilan alet ekipman

e 5 ve 10 ml’lik pipetler, ISOLAB Germany A Sinifi

° C)lgiilii balonlar; silifli, kapakli, 100 mI’lik, ISOTHERM DIN A
¢ Disposable enjektorler, 5 ml’ lik

e Seppak Plus C 18 Kartus, Waters, Ireland

e Ultrasonik Banyo, Elma Transsonict 660/H

e Hassas Terazi, Precisa XB 220A

e HPLC, Agilent 1100 Serisi

e UV-DAD dedektor, Agilent

e Pompa, pH metre, Millipore ultra saf su cihazi

e Eppendorf otomatik pipet, 100-1000 pul ve 500-5000 pl

e HPLC C18 Kolon, Waters Spherisorb SSODS2-14559 , 5 um, 4,6 x 250 mm, ABD
e 0,45 pm filtre, Sartorius Minisart RC 25 Membran, Germany

® 0,45 pm filtre, Sartolon Polyamid, Sartorius AG, Germany

e Vial, Agilent, 2 ml, ABD

¢ Genel laboratuar ara¢ ve gerecleri.
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3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler

Analiz sirasinda, asagida belirtilen analitik safliktaki kimyasallar ve ultra saf su

kullanilmastir.

Tartrazine E 102 (Fluka Chemika, C;¢HgN4Na3;O09S,, MA : 534,37 g/mol, C.I. No.
19140)

Sunset Yellow FCF E 110 (Sigma-Aldrich, C;cH2N,07S;2Na, MA : 452,38 g/mol)
Karmoisin E 122 (C. I. 14720 BDH - 341712V)

Amaranth E 123 (Fluka Chemika, Cy0H;;N,Na3;O;¢S3;, MA : 604,46 g/mol, C. 1. No.
16185)

Ponceau 4R E 124 (Fluka Chemika, CyoH;1N2Na3O,0S3, MA : 604,46 g/mol, C. L
No. 16255)

Allura Red AC E 129 (Aldrich Chemical Company, Inc., MA : 496,43 g/mol)

Brilliant Blue E 133 (Fluka Chemika, C37H34N2NayO9S3, MA : 792,85 g/mol)

Metil Alkol, Sigma - Aldrich

Sodium hydroxide, NaOH, M : 40,00 g/mol, Saflik : %99-100,5, Riedel-de Haen
Sodium dihydrogen phosphate dihydrate, NaH,PO4.2H,0, M : 156,01 g/mol, Saflik :
%98,0-100,5, Merck

Tetrabutyl ammomium hydrojen sulphate, TBA, C;cH3;NO4S, M : 339,54 g/mol,
Saflik : > %98, Merck

TBA - FB I (0,02 M TBA, 0,02 M Fosfat pH 6,5) : 3,40 g Tetra Biitil Amonyum
Hidrojen Siilfat ve 1,56 g Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat 450 ml ultra saf suda
¢Oziilmiis, 2 M NaOH ile pH 6,5’e getirilmis ve 500 ml’ye su ile tamamlanmistir. Bu
cozelti 0,45 pm filtreden siizme diizenegiyle siiziilmiis ve ultrasonik banyoda 15
dakika degaze edilmistir.

TBA — FB II (0,005 M TBA, 0,005 M Fosfat pH 6,5) : 1 hacim TBA — FB I ve 3
hacim ultra saf su ile hazirlanmis ve ultrasonik banyoda degaze edilmistir.

Mobil faz: 50 TBA — FB II + 50 metanol (v:v)

Boya standartlar1 standart stok ¢ozeltisi (1000 ppm): 0,0001 g duyarhilikta 0,1 g boya

tartilmig ve ultra saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir.

Standart calisma c¢ozeltisi (10 ppm): 100 mI’lik balon jojeye standart stok ¢ozeltiden 1 ml

aktarilmis ve ultra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

32



3.1.4. Numunelerin hazirlanmasi

Aromal1 igecek tozlarn ve sekerlemeler oda sicakliginda, yenilebilir buzlar derin
dondurucuda muhafaza edilmistir. Analiz 6ncesi numuneler numune hazirlama asamasinda
homojen hale getirilmistir. Homojen hale getirilmis numuneden 2 g tartilmis ve hacmi 50 ml
olacak sekilde ultra saf su ilave edilerek c¢oziindiiriilmiistiir. Ultrasonik banyoda 15 dakika
degaze edilerek sartlandirilmis kartusa verilmistir. Homojen hale getirilmis sivi numuneler

dogrudan ya da seyreltilerek kartusa verilmistir (UDC 1989).

3.2. Metot

3.2.1. C18 Seppak Kartusun hazirlanmasi

C18 Seppak kartus once 2 ml metanol ile yikanmis ve 5 ml TBA-FB II ile
sartlandirilmistir. Daha sonra 3 ml numune kartustan gecirilmis, kartustaki numune 10 ml
TBA-FB II ve 10 ml ultra saf su ile yikanmis ve siiziintii atilmistir. Daha sonra 3 ml metanol
ile kartusta tutulan boya yikanarak tiipe alinmistir. 3 ml metanol boyanin tamamini kartustan
almaya yeterli olmadiysa tekrar metanol ile yikama yapilmis ve seyreltme oran
hesaplamalarda dikkate alinmistir. Daha sonra elde edilen boya 0,45 pum filtreden gecirilerek

viallere alinmis ve cihaza enjeksiyon yapilmistir (UDC 1989).

3.2.2. Kromatografik sartlar

Bu calismada Yiiksek Basinghi Sivi Kromatografisi cihaziyla, Instrument-1 Online
software programi yardimiyla, enjeksiyon blogu, DAD dedektor, pompa, degaze tinitesi ve
25 cm uzunlugunda 4,6 mm i¢ capinda 5 um partikiillii silika iceren C18 kolon kullanilmustir.
Kromatografik veriler, windows software bulunan kisisel bilgisayar kullanilarak toplanmis ve
calisilmigtir. Analiz oda sicakliginda (24°C) gerceklestirilmistir. Analiz 6ncesi kolondan
yaklagik 1 saat 0,7 ml/dak akis hiziyla mobil faz (%50 TBA-FB II ve %50 Metanol)
gecirilerek kolon sartlandirilmistir. Kromatografik ayrim boyunca mobil faz akis hizi 0,7
ml/dak olarak calisilmigtir. Tartrazin, Sunset Yellow, Karmoisin, Amaranth, Ponceau 4R,

Allura Red ve Brilliant Blue igin sirasiyla 430, 484, 520, 520, 512, 509 ve 630 nm dalga
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boyunda calisilmigtir. Miktar Sl¢iimil i¢cin pik alanina (y) karst konsantrasyon (x, mg/L)
grafigi kullanilmigtir. Teshis limiti sinyal/giiriiltii oraninin 3 kati alinarak, tespit limiti i¢in 10
kat1 alinarak bulunmustur (UDC 1989).

Metodun dogrulugu iizerine fakli matrikslerin etkisini belirlemek i¢cin numunelerin geri
alimlar1 calhisilmistir. Miktart bilinen sentetik boyalar numunelere ilave edilerek ekstrakte
edilmistir. Daha sonra HPLC — DAD metoduyla 6l¢iilmiistiir.

Dedektor : UV-DAD (diode array dedector)

Kolon : Waters Spherisorb SSODS2-14559 , 5 um, 4.6 x 250 mm C18 Kolon

Mobil Faz : % 50 TBA-FB II ve % 50 Metanol (v:v)

Mobil faz akis hizi : 0,7 ml/dak

Kolon sicakligi : 24°C

Enjeksiyon miktar1 : 20 pl

Dalga boylar1 (nm) : E 102 Tartrazin 430 nm E 124 Ponceau 4R 512 nm
E 110 Sunset Yellow 484 nm E 129 Allura Red 509 nm
E 122 Karmoisin 520 nm E 133 Brilliant Blue 630 nm

E 123 Amaranth 520 nm

3.2.3. Calisma Prosediirii

Bu caligmada, gida maddelerine iiretim asamasinda ilave edilen ve yaygin olarak
kullanilan yedi renklendiricinin alkolsiiz aromali igeceklerde, yenilebilir buzlarda ve
sekerlemelerde varligim dogrulamak ve miktarin1 belirlemek amaciyla HPLC cihaz
kullanilmig ve ¢alismada UDC metodu esas alinmistir (UDC 1989). Farkli satis noktalarindan
alman cesitli firmalara ait numuneler numune hazirlama isleminden sonra Yiiksek
Performanshi Stvi Kromatografisi (HPLC) cihazina verilmistir. Renklendiricilerin tespitinde
kromatografik pik alam kullanilmis ve standart ¢ozeltiler kullanilarak olusturulan kalibrasyon
grafiginden yararlanilmistir.

Calisgilan yedi sentetik boyamin 10, 25, 50 ppm konsantrasyonlarinda hazirlanan
standartlar1 kullanilarak HPLC cihazinda kalibrasyon grafikleri (pik alanina karsi
konsantrasyon grafigi) olusturulmustur. Ornek olarak Sunset Yellow icin kalibrasyon grafigi
Ek 1’de sunulmustur. Her bir sentetik boyanin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda
calisilmustir.

Kalibrasyon grafigi olusturulduktan sonra konsantrasyonu bilinen standart, cihazda

okutulmus ve uygulamanin dogrulugu kontrol edilmistir. Numuneler cihazda okutularak
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verdikleri pik alanma karsilik hesaplamalar yapilarak numunenin icerdigi boya miktar
bulunmustur. Ek 2 ve Ek 3’te standart ve numune i¢in 6rnek pikler sunulmustur.

Kullanilan DAD dedektorlic HPLC tek bir uygulamada cok sayida dalga boyunda aym
anda okumanin yapilmasini saglamaktadir. Boylece tek bir enjeksiyonda numunedeki biitiin
renklendiricilerin varli§i ve miktan tespit edilebilmektedir. Ek 4 ve Ek 5’te ¢oklu dalga
boyunda standart ve numune pikleri sunulmustur.

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi, Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligi’ne gore
alkolsiiz aromali iceceklerde 100 ppm, yenilebilir buzlarda 150 ppm ve sekerlemelerde 300
ppm limite kadar renklendiricilerin kullanimina izin verilmektedir. Ancak E 110, E 122, E

124 ve E 155 kodlu renklendiricilerin hi¢ birisinin miktar1 50 ppm’i gecemez.

3.2.4. Geri alim, alikonma zaman, teshis ve tespit limitleri

Metodun dogrulugu iizerine fakli matrikslerin etkisini belirlemek amaciyla numunelerin
geri alimlan calisilmistir. Miktar bilinen sentetik boyalar numunelere ilave edilmis ve dnceki
boliimde anlatilan metotla ekstrakte edilmistir. Daha sonra HPLC — DAD metoduyla 6l¢iim
yapilmistir. Sentetik yedi boyanin kabul edilebilir geri doniisiim oranlar1 % 93-101 olarak
belirlenmistir.

Cizelge 3.1.’den de goriildiigii iizere yedi sentetik boya i¢in belirlenen alikonma zamanlari
degiskenlik gostermektedir. Bu durum boya maddelerinin molekiiler yapilarindaki
farkliliklardan ileri gelmektedir. Ayrica aym sentetik renklendirici i¢in alikonma zamanlarinin
degismesine kullanilan kolonun karakteristikleri, mobil fazin etkisi ve kolon giris
basincindaki degismeler neden olmaktadir.

Bu bilesiklerin farkli UV absorpsiyon spektrasina sahip olmalarindan dolayi, her bir
bilesigi belirlemek i¢cin maksimum pik verdikleri spesifik dalga boylar1 kullanilmistir. Analiz
edilen numunelerde Tartrazin, Sunset Yellow, Karmoisin, Amaranth, Ponceau 4R, Allura Red
ve Brilliant Blue sirastyla 430, 484, 520, 520, 512, 509, 630 nm dalga boylarinda ¢aligilmistir.

HPLC cihaz1 kullanilarak gerceklestrilen analizlerde Tartrazin, Sunset Yellow, Karmoisin,
Amaranth, Ponceau 4R, Allura Red ve Brilliant Blue i¢in teshis limitleri, tespit limitleri, geri
alimlar ve alikonma zamanlar1 Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Incelenen bilesiklerin teshis limitleri ve tespit limitleri, minimum konsantrasyonun verdigi

sinyal / giiriiltii oraninin (S/N) sirasiyla 3 ve 10 kat1 alinarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.1. Baz1 Suda Coziinen Sentetik Boyalarin HPLC verileri

Max. Dalga Teshis  Tespit Geri Alikonma

Sentetik Boya E kod boyu limiti limiti Alim Zamani
(nm) (ppm)  (ppm) (%) (dak)

Tartrazin E 102 430 0,016 0,053 99,54 3,84 —4,38
Sunset Yellow E 110 484 0,027 0,089 95,28 5,70 - 7,10
Karmoisin E 122 520 0,055 0,183 96,27 40,31 — 44,34
Amaranth E 123 520 0,052 0,172 94,85 4,62 -5,23
Ponceau 4R E 124 512 0,044 0,146 94,38 8,56 — 8,94
Allura Red E 129 509 0,044 0,147 101,21 9,67 — 10,47
Brilliant Blue E 133 630 0,046 0,153 93,05 11,56 — 14,06

3.2.5. Hesaplamalar

Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak, elde edilen pik alanlar1 kullanilarak analiz edilen

numunede bulunan boya konsantrasyonu hesaplanmustir.

Diliisyon faktorii, DF : standart diliisyonu / numune diliisyonu
As : Standardin pik alam

An : Numunenin pik alanm

ms : Standardin miktari, g

mn : Numunenin miktari, g

Boya miktar1 (ppm) = (An / As) x DF x (ms / mn) x 10°

3.2.6. Istatistiksel yontemler

Yapilan analizlerde numuneler arasindaki farkliliklarin belirlenmesi i¢in varyans analizleri
SPSS 9.0 paket programindan yararlanilarak yapilmistir. Varyans analizlerinde onemli

bulunan degiskenlerin 6nem seviyelerini belirlemek amaciyla Duncan Testi yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Alkolsiiz Aromah Icecekler ve icecek Tozlar

Diinya genelinde tasidiklar1 saglik risklerine ragmen yaygin sekilde kullanilan
renklendiriciler genellikle ikili veya {ii¢lii karisgimlar halinde gidalara eklenmektedir. Bu
calismada renklendirici varlig1 tespit edilen numunelerde yalnmiz basina bir renklendiricinin
veya iki renklendirici karigiminin kullamildigi gézlenmistir. Analiz edilen numunelerde iiclii
veya daha fazla renklendirici karigimi bulunmamaktadir.

12 numunede tek bir renklendirici bulunurken 13 numunede ikili renklendirici karigimi
bulunmus ve 2 numunede tespit edilebilir diizeyde renklendirici bulunamamastir.

Farkli 27 numunede aranan yedi renklendiriciden Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne gore
kullanimi belirli iiriinlerle sinirlanan Amaranth ve kullanimi belirli limitlerde olan Brilliant
Blue hi¢bir numunede tespit edilebilir diizeyde bulunamazken Tartrazin, Sunset Yellow,
Ponceau 4R, Allura Red ve Karmoisin tespit edilmistir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.1.’de sunulmustur. Sonuglar
ppm (mg/L) cinsinden verilmistir. Elde edilen verilere gére numunelerdeki suda ¢oziinen
sentetik boya miktar1 toplamda en fazla 99,09 ppm olarak bulunmustur.

Numuneler toplam renklendirici igerigi bakimindan yasal limitlerin (max. 100 ppm)
altinda bulunurken yalnizca bir numunede Ponceau 4R’nin tek basina izin verilen miktardan
(tek basina kullanildiginda max. 50 ppm) fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica iki numunenin

de yasal limitlere yakin miktarlarda renklendirici ihtiva ettigi gozlenmistir.
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Cizelge 4.1. Alkolsiiz aromali icecekler ve icecek tozlarinda belirlenen bazi suda ¢6ziinen
sentetik gida boyalar1 (mg/L)

Numune Tartrazin Sunset Ponceau 4R Allura Red Karmoisin TOPLAM
No Yellow

1 1,83 - - - - 1.83
2 14,03 4,83 - - - 18,87
3 15,22 4,18 - - - 19,39
4 4424 4,44 - - - 48,68
5 11,44 5,04 - - - 16,48
6 3,75 - - - - 3,75
7 2,15 - - - - 2,15
8 - 12,09 - - - 12,09
9 - - 27,67 - - 27,67
10 - - - 86,05 - 86,05
11 - - - 32,37 - 32,37
12 - - 69,43 29,66 - 99,09
13 12,89 - - 30,23 - 43,12
14 - 11,60 - - 15,27 26,87
15 - - - - 36,57 36,57
16 28,91 13,24 - - - 42,15
17 - - - - - -
18 2,51 - - - - 2,51
19 - - - - - -
20 2,97 6,49 - - - 9,47
21 14,26 7,58 - - - 21,84
22 2,14 13,36 - - - 15,50
23 8,15 18,07 - - - 26,22
24 16,48 - - - - 16,48
25 - 13,29 - - 19,21 32,51
26 - R - - 4,52 4,52
27 - - - - 13,92 13,92

Min. deger - - - - -

Max. deger 44,24 18,07 69,43 86,05 36,57

Ortalama 12,06 9,52 48,55 44,58 17,90

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamigtir

4.1.1. Tartrazin

Analizi yapilan alkolsiiz aromali icecekler ve toz igeceklerin igerdikleri Tartrazin
miktarinin minimum degeri tespit edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 44,24
ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin icerdigi Tartrazin miktar1 Sekil 4.1.°de sunuldugu sekilde dagilim

gostermektedir. Numunelerin yaklasik yarisi diisiik miktarlarda Tartrazin icermektedir.
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Sekil 4.1. Alkolsiiz Aromal1 iceceklerde Tartrazin Dagilimi

Numunelerin icerdigi Tartrazin miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.2a.).

Cizelge 4.2a. Alkolsiiz aromali igeceklerdeki Tartrazin miktar1 varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynaklari SD KT KO F

Numune 26 43320,161 1666,160 5008,595%**

Tekerriir 4 6,938 1,735 5,2414%%*

Hata 374 124,415 - -

Genel 404 - - -
*:P<0,05 ** . P<0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Tartrazin igerigi
arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde
numuneler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi icin Duncan testi yapilmstir.

Alkolsitiz aromali igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gére numuneler
Tartrazin icerigi bakimindan farkli gruplar olusturmakla beraber 12 numune ayni grupta yer
almaktadir. Bu 12 numunede tespit edilebilir diizeyde Tartrazin bulunamamistir. Tartrazin
iceren numuneler arasinda Tartrazin igerigi bakimindan ©onemli farkliliklar goriilmiistiir.
Ayrica numuneler Tartrazin icerikleri dikkate alindiginda yasal sinirin (max. 100 ppm) altinda

kalmaktadirlar.
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Cizelge 4.2b. Alkolsiiz aromali iceceklerdeki Tartrazin miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Numune Ortalama  Gruplar Numune Ortalama  Gruplar
(mg/L) (mg/L)

8 - A 7 2,15 BC
9 - A 18 2,51 C
10 - A 20 2,97 D
11 - A 6 3,75 E
12 - A 23 8,15 F
14 - A 5 11,44 G
15 - A 13 12,89 H
17 - A 2 14,03 I
19 - A 21 14,26 I
25 - A 3 15,22 J
26 - A 24 16,48 K
27 - A 16 28,91 L
1 1,83 B 4 44,24 M
22 2,14 BC

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir

Yapilan varyans analizine gore; aymi iriiniin farkli orneklerinin Tartrazin igerigi
arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.2c. Tekerriirlerde numunelerin igerdigi Tartrazin miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
3 6,61 A
1 6,61 A
2 6,62 A
5 6,79 A
4 6,95 B

Alkolsitiz aromal1 igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler
arasinda numuneler Tartrazin igerigi bakimindan iki grup olusturmaktadir. Orneklerden dort
tanesi ayn1 grupta yer alirken bir tanesi farklilik géstermektedir.

Analizi yapilan alkolsiiz aromali igecekler ve toz iceceklerin icerdikleri maksimum
Tartrazin miktan (44,24 ppm), Yentiir ve ark. (1998) tarafindan icecek tozlarinda yapilan
calismada bulunan degerden (Tartrazin miktar1 201,19 ppm) daha diisiiktiir, Altinéz ve Toptan
(2001) tarafindan yapilan calismada icecek tozlarinda bulunan Tartrazin miktaria (51,00

ppm) yakindir.
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4.1.2. Sunset Yellow

Analizi yapilan alkolsiiz aromali igecekler ve toz iceceklerin icerdikleri Sunset Yellow
miktarinin minimum degeri tespit edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 18,07
ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin icerdigi Sunset Yellow miktar1 Sekil 4.2.°de sunuldugu sekilde dagilim

gostermektedir. Numunelerin yaklasik yarisi diisiik miktarlarda Sunset Yellow icermektedir.
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Sekil 4.2. Alkolsiiz Aromali Igeceklerde Sunset Yellow Dagilim1

Numunelerin igerdigi Sunset Yellow miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.3a.).

Cizelge 4.3a. Alkolsiiz aromali igeceklerdeki Sunset Yellow miktar1 varyans analizi sonuglar

Varyans Kaynaklar SD KT KO F
Numune 26 12600,6 484.,6 1837,4%*
Tekerriir 4 9,901 2,475 9,384 %%
Hata 374 98,648 - -
Genel 404 - - -

*#: P< 0,05 #% 1 P< 0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Sunset Yellow
icerigi arasmdaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans
analizinde numuneler arasinda énemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi

yapilmuistir.
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Cizelge 4.3b. Alkolsiiz aromali iceceklerdeki Sunset Yellow miktarinin Duncan testine gore

dagilimlan
Numune Ortalama  Gruplar Numune Ortalama  Gruplar
(mg/L) (mg/L)

1 - A 27 - A
6 - A 3 4,15 B
7 - A 4 4,44 B
9 - A 2 4,83 C
10 - A 5 5,04 C
11 - A 20 6,49 D
12 - A 21 7,58 E
13 - A 14 11,60 F
15 - A 8 12,09 G
17 - A 16 13,24 H
18 - A 25 13,29 H
19 - A 22 13,36 H
24 - A 23 18,07 I
26 - A

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir

Alkolsitiz aromali igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gére numuneler

Sunset Yellow igerigi bakimindan farkli gruplar olusturmakla beraber 15 numune aynm grupta

yer almaktadir. Bu 15 numunede tespit edilebilir diizeyde Sunset Yellow bulunamamustir.

Numuneler arasinda Sunset Yellow icerigi bakimindan onemli farkliliklar vardir. Ayrica

numuneler Sunset Yellow igerikleri dikkate alindiginda yasal sinirin altindadirlar (tek basina

kullanildiginda max. 50 ppm).

Yapilan varyans analizine gore; aym iiriiniin farkli orneklerinin Sunset Yellow icerigi

arasindaki farkliligim P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirlerde 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.3c. Tekerriirlerde numunelerin igerdigi Sunset Yellow miktarinin Duncan testine

gore dagilimlart

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
4 4,13 A
2 4,15 A
1 4,16 A
5 4,17 A
3 4,54 B
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Alkolstiz aromal1 igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler
arasinda numuneler Sunset Yellow icerigi bakimindan iki grup olusturmaktadir. Orneklerden
dort tanesi ayn1 grupta yer alirken bir tanesi farklilik gostermektedir.

Analizi yapilan alkolsiiz aromal1 icecekler ve toz igeceklerin icerdikleri maksimum Sunset
Yellow miktar1 (18,07 ppm), Yentiir ve ark. (1998) tarafindan igcecek tozlarinda yapilan
calismada bulunan degerden (Sunset Yellow miktar1 293,31 ppm) cok diisiiktiir.

4.1.3. Ponceau 4R

Analizi yapilan alkolsiiz aromali igecekler ve toz igeceklerin icerdikleri Ponceau 4R
miktarinin minimum degeri tespit edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 69,43
ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin icerdigi Ponceau 4R miktar1 Sekil 4.3.’de sunuldugu sekilde dagilim
gostermektedir. Yalnizca iki numunenin Ponceau 4R icerdigi goriilmektedir. Numunelerden
bir tanesi yasal limitlerin (tek basmna kullanildiginda max. 50 ppm) ilizerinde Ponceau 4R

icermektedir.
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Sekil 4.3. Alkolsiiz Aromal1 iceceklerde Ponceau 4R Dagilimi

Numunelerin icerdigi Ponceau 4R miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.4a.).
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Cizelge 4.4a. Alkolsiiz aromali igeceklerdeki Ponceau 4R miktar varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynaklari SD KT KO F

Numune 26 78551,993 3021,230 1811,919%**

Tekerriir 4 39,699 9,925 5,952%%

Hata 374 623,615 1,667 -

Genel 404 - - -
*:P<0,05 ** . P<0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Ponceau 4R icerigi
arasindaki farkliligmm P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

numuneler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi icin Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.4b. Alkolsiiz aromali iceceklerdeki Ponceau 4R miktarinin Duncan testine gore
dagilimlari

Numune Ortalama Gruplar Numune Ortalama  Gruplar

(mg/L) (mg/L)
1 - A 17 - A
2 - A 18 - A
3 - A 19 - A
4 - A 20 - A
5 - A 21 - A
6 - A 22 - A
7 - A 23 - A
8 - A 24 - A
10 - A 25 - A
11 - A 26 - A
13 - A 27 - A
14 - A 9 27,67 B
15 - A 12 69,43 C
16 - A

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir

Alkolstiz aromali igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gére numuneler
Ponceau 4R igerigi bakimindan ii¢ farkli grup olusturmakla beraber 25 numune ayni grupta
yer almaktadir. Bu 25 numunede tespit edilebilir diizeyde Ponceau 4R bulunamamistir. Farkli
gruplara diisen numuneler arasinda Ponceau 4R icerigi bakimindan Onemli farkliliklar
goriilmiistiir. Ayrica C grubundaki 12 numarali numune Ponceau 4R icerigi dikkate

alindiginda yasal sinir1 agmaktadir (tek basina kullanildiginda max. 50 ppm).
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Yapilan varyans analizine gore; ayni iriiniin farkli Orneklerinin Ponceau 4R igerigi
arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.4c. Tekerriirlerde numunelerin icerdigi Ponceau 4R miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
5 3,18 A
2 3,44 AB
3 3,57 AB
4 3,67 B
1 4,13 C

Alkolstiz aromal1 igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler
arasinda numuneler Ponceau 4R icerigi bakimindan ii¢ grup olusturmaktadir. Orneklerden
ticer tanesi iki grubu olustururken bir tanesi farklilik gostermektedir.

Analizi yapilan alkolsiiz aromali igecekler ve toz iceceklerin icerdikleri maksimum
Ponceau 4R miktar1 (69,43 ppm), Yentiir ve ark. (1998) tarafindan icecek tozlarnda yapilan
calismada bulunan degerden (Ponceau 4R miktar1 294,79 ppm) daha diisiiktiir, Altindz ve
Toptan (2001) tarafindan yapilan calismada icecek tozlarinda bulunan Ponceau 4R

miktarindan (18,00 ppm) yiiksektir.

4.1.4. Allura Red

Analizi yapilan alkolsiiz aromali icecekler ve toz iceceklerin icerdikleri Allura Red
miktarinin minimum degeri tespit edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 86,05
ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin igerdigi Allura Red miktart Sekil 4.4.°de sunuldugu sekilde dagilim
gostermektedir. Yalnizca dort numunenin Allura Red icerdigi goriilmektedir. Bunlardan bir
tanesi yasal limite (max. 100 ppm) yakin Allura Red icerirken diger ii¢ numune 30 ppm

civarinda Allura Red icermektedir.
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Sekil 4.4. Alkolsiiz Aromali Igeceklerde Allura Red Dagilimi

Numunelerin igerdigi Allura Red miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.5a.).

Cizelge 4.5a. Alkolsiiz aromal1 i¢eceklerdeki Allura Red miktar1 varyans analizi sonuglar

Varyans Kaynaklari SD KT KO F
Numune 26 136021,6 5231,601 1610,244%*
Tekerriir 4 54,140 13,535 4,166%*
Hata 374 1215,107 3,249 -
Genel 404 - - -

*:P<0,05 ** . P<0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Allura Red igerigi
arasindaki farkliigmm P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde
numuneler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi icin Duncan testi yapilmistir.

Alkolstiz aromali igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gdre numuneler
Allura Red icerigi bakimindan dort farkli grup olusturmakla beraber 23 numune ayni grupta
yer almaktadir. Bu 23 numunede tespit edilebilir diizeyde Allura Red bulunamamistir. B ve C
gruplarina diisen numunelerin Allura Red icerigi arasinda énemli farkliliklar olmamakla
birlikte D grubuna diisen 10 numarali numunenin igerdigi Allura Red miktarn farklilik

gostermektedir.
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Cizelge 4.5b. Alkolsiiz aromali iceceklerdeki Allura Red miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Numune Ortalama  Gruplar Numune Ortalama  Gruplar

(mg/L) (mg/L)
1 - A 19 - A
2 - A 20 - A
3 - A 21 - A
4 - A 22 - A
5 - A 23 - A
6 - A 24 - A
7 - A 25 - A
8 - A 26 - A
9 - A 27 - A
14 - A 12 29,66 B
15 - A 13 30,23 B
16 - A 11 32,37 C
17 - A 10 86,05 D
18 - A

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir

Yapilan varyans analizine gore; aym iiriiniin farkli orneklerinin Allura Red igerigi
arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.5c. Tekerriirlerde numunelerin icerdigi Allura Red miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
5 6,00 A
2 6,47 AB
4 6,64 BC
1 6,81 BC
3 7,10 C

Alkolsitiz aromal1 igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler
arasinda numuneler Allura Red icerigi bakimindan ii¢ grup olusturmaktadir. Orneklerden iicer

tanesi iki grubu olustururken iki tanesi farkli bir grup olusturmaktadir.
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4.1.5. Brilliant Blue

Analizi yapilan alkolsiiz aromali igecekler ve toz iceceklerde sentetik renklendiricilerden

Brilliant Blue miktar1 tespit edilebilir diizeyde bulunamamastir.

4.1.6. Amaranth

Analizi yapilan alkolsiiz aromal1 icecekler ve toz i¢eceklerde sentetik renklendiricilerden

Amaranth miktar1 tespit edilebilir diizeyde bulunamamaistir.

4.1.7. Karmoisin

Analizi yapilan alkolsiiz aromali igecekler ve toz igeceklerin icerdikleri Karmoisin
miktarinin minimum degeri tespit edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 36,57
ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin icerdigi Karmoisin miktar1 Sekil 4.5.’de sunuldugu sekilde dagilim
gostermektedir. Yalnizca bes numunenin Karmoisin igerdigi goriilmektedir. Bunlardan bir
tanesi yasal limite (tek basina kullanildiginda max. 50 ppm) yakin Karmoisin icermektedir.

Diger dort numune 20 ppm’in altinda Karmoisin icermektedir.
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Sekil 4.5. Alkolsiiz Aromali Igeceklerde Karmoisin Dagilimi
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Numunelerin icerdigi Karmoisin miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.6a.).

Cizelge 4.6a. Alkolsiiz aromal1 igeceklerdeki miktar1 varyans analizi sonuglar

Varyans Kaynaklari SD KT KO F

Numune 26 27855,607 1071,370 813,299%**

Tekerriir 4 25,977 6,494 4,930%*

Hata 374 492,675 1,317 -

Genel 404 - - -
*:P<0,05 ** . P<0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Karmoisin igerigi
arasindaki farkliligim P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

numuneler arasinda onemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi icin Duncan testi yapilmustir.

Cizelge 4.6b. Alkolsiiz aromali iceceklerdeki Karmoisin miktarinin Duncan testine gore
dagilimlari

Numune Ortalama  Gruplar Numune Ortalama  Gruplar

(mg/L) (mg/L)
1 - A 17 - A
2 - A 18 - A
3 - A 19 - A
4 - A 20 - A
5 - A 21 - A
6 - A 22 - A
7 - A 23 - A
8 - A 24 - A
9 - A 26 4,52 B
10 - A 27 13,92 C
11 - A 14 15,27 D
12 - A 25 19,21 E
13 - A 15 36,57 F
16 - A

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir

Alkolsiiz aromali icecekler ve toz iceceklerde yapilan Duncan testine gore numuneler
Karmoisin igerigi bakimindan alt1 farkli grup olusturmakla beraber 22 numune ayn1 grupta yer
almaktadir. Bu 22 numunede tespit edilebilir diizeyde Karmoisin bulunamamistir. Farkli

gruplara diisen numuneler arasinda Karmoisin igerigi bakimindan ©Onemli farkliliklar
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goriilmiistiir. Numunelerin igerdigi Karmoisin miktar1 yasal limitlerin altinda kalmaktadir (tek
basina kullanildiginda max. 50 ppm).

Yapilan varyans analizine gore; aym {irliniin farkli Orneklerinin Karmoisin igerigi
arasindaki farkliligmm P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.6c. Tekerriirlerde numunelerin icerdigi Karmoisin miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
2 2,97 A
3 3,19 AB
5 3,32 AB
1 3,35 B
4 3,74 C

Alkolsiiz aromal1 igecekler ve toz igeceklerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler
arasinda numuneler Karmoisin icerigi bakimindan ii¢ grup olusturmaktadir. Orneklerden iiger

tanesi iki grubu olustururken bir tanesi farklilik gostermektedir.

4.2. Yenilebilir Buzlar

Analiz sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.7.’de sunulmustur. Farkli 9 numunede
gerceklestirilen analizlere gore Sunset Yellow, Ponceau 4R, Allura Red, Brilliant Blue ve
Amaranth tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir. Analiz edilen 9 numuneden 1 tanesinde
Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde belirtilen limit degerin (max. 150 ppm) {iizerinde
Tartrazin (167,21 ppm) bulundugu tespit edilmistir. Renklendirici miktar1 belirlenen diger
numuneler limit degeri asmamaktadir. Ancak Tartrazin ve Karmoisin ikili karigimi kullanilan
bir numunede tespit edilen Karmoisin miktar1 (79,18 ppm) tek basina izin verilen yasal limiti

(max. 50 ppm) agmaktadir.
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Cizelge 4.7. Yenilebilir buzlarda belirlenen baz1 suda ¢oziinen sentetik gida boyalar (mg/kg)

Numune No Tartrazin Karmoisin TOPLAM
1 54,49 ] 54,49
2 53,87 79,18 133,06
3 167,21 - 167,21
4 _ i -
5 i i i
6 i i i
7 i i i
8 i i i
9 i i i
Min. Deger - -
Max. Deger 167,21 79,18
Ortalama 91,86 79,18

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamustir.

4.2.1. Tartrazin

Analizi yapilan yenilebilir buzlarin igerdikleri Tartrazin miktarinin minimum degeri tespit
edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 167,21 ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin icerdigi Tartrazin miktar1 Sekil 4.6.°da sunuldugu sekilde dagilim
gostermektedir. Yalnmzca bir numunenin yenilebilir buzlar i¢in yasal sinir olan 150 ppm’i

astig1 goriilmektedir. Analiz edilen numunelerin %30 unda Tartrazin bulunmustur.
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Sekil 4.6. Yenilebilir Buzlarda Tartrazin Dagilimi

Numunelerin icerdigi Tartrazin miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.8a.).
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Cizelge 4.8a. Yenilebilir buzlardaki Tartrazin miktar1 varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynaklari SD KT KO F
Numune 8 380876,4 47609,544 2349,192%*
Tekerriir 4 93,735 23,434 -
Hata 122 2472,494 20,266 -
Genel 134 - - -
*:P<0,05 ** . P<0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Tartrazin igerigi
arasindaki farklihigin P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Ayrica tekerriirler
arasindaki farkliligin onemsiz oldugu goriilmiistiir. Varyans analizinde numuneler arasinda

onemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.8b. Yenilebilir buzlardaki Tartrazin miktarinin Duncan testine gore dagilimlari

Numune Ortalama (mg/L) Gruplar
4 -

53,87
54,49
3 167,21

- : Tespit Edilebilir Diizeyde Bulunamamugtir

=N \O[00| || N
Qlw|w|>| > | > > || >

Yenilebilir buzlarda yapilan Duncan testine gore numuneler Tartrazin igerigi bakimindan
farkli gruplar olusturmakla beraber 6 numune ayni grupta yer almistir. Bu 6 numunede tespit
edilebilir diizeyde Tartrazin bulunamamigtir. Tartrazin iceren 3 numune arasinda Tartrazin
icerigi bakimindan iki tanesi ayn1 grupta yer alirken C grubunda yer alan 3 numarali numune

yasal limitleri (max. 150 ppm) asmaktadir.

4.2.2. Sunset Yellow

Analizi yapilan yenilebilir buzlarin icerdigi Sunset Yellow miktar tespit edilebilir

diizeyde bulunamamistir.
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4.2.3. Ponceau 4R

Analizi yapilan yenilebilir buzlarin igerdigi Ponceau 4R miktar1 tespit edilebilir diizeyde

bulunamamastir.

4.2.4. Allura Red

Analizi yapilan yenilebilir buzlarin icerdigi Allura Red miktar tespit edilebilir diizeyde

bulunamamustir.

4.2.5. Brilliant Blue

Analizi yapilan yenilebilir buzlarin igerdigi Brilliant Blue miktar1 tespit edilebilir diizeyde

bulunamamastir.

4.2.6. Amaranth

Analizi yapilan yenilebilir buzlarin icerdigi Amaranth miktar1 tespit edilebilir diizeyde

bulunamamustir.

4.2.7. Karmoisin

Analizi yapilan yenilebilir buzlarin icerdigi Karmoisin miktarinin minimum degeri tespit

edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 79,18 ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin icerdigi Karmoisin miktar1 Sekil 4.7.’de sunuldugu sekilde dagilim

gostermektedir. Yalnizca bir numunede 79,18 ppm civarinda Karmoisin varligina

rastlanilmistir. Yenilebilir buzlarda yasal siir renklendiriciler i¢in 150 ppm olmakla beraber

Karmoisin tek basina 50 ppm’i gecemez. Bu durumda 2 numarali numune yasal siniri

agmaktadir.
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Sekil 4.7. Yenilebilir Buzlarda Karmoisin Dagilimi

Numunelerin icerdigi Karmoisin miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.9a.).

Cizelge 4.9a. Yenilebilir buzlardaki Karmoisin miktar1 varyans analizi sonuglart

Varyans Kaynaklar SD KT KO F
Numune 8 83601,116 10450,139  35658,846%*
Tekerriir 4 4,357 1,089 3,717+
Hata 122 35,753 0,293 -
Genel 134 - - -

*#: P< 0,05 #% : P< 0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Karmoisin igerigi
arasindaki farkliligmm P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

numuneler arasinda onemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi icin Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.9b. Yenilebilir buzlardaki Karmoisin miktarinin Duncan testine gére dagilimlari

Numune Ortalama (mg/L) Gruplar
1 -

Nelfo dEN{ o) Y RV, § NN O]
el g g g g g g

2 79,18

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir
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Yenilebilir buzlarda yapilan Duncan testine gdre numuneler Karmoisin igerigi bakimidan
farkli iki grup olusturmakla beraber 8 numune ayn1 grupta yer almistir. Bu 8 numunede tespit
edilebilir diizeyde Karmoisin bulunamamistir. Karmoisin varligi ve miktan tespit edilen 2
numarali numune B grubunda bulunmaktadir.

Yapilan varyans analizine gore; aym {iriiniin farkli orneklerinin Karmoisin igerigi
arasindaki farkliligmm P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.9c. Tekerriirlerde numunelerin icerdigi Karmoisin miktarinin Duncan testine gore
dagilimlari

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
1 8,50 A
4 8,73 AB
3 8,81 B
2 8,96 B
5 8,99 B

Yenilebilir buzlarda yapilan Duncan testine gore tekerriirler arasinda numuneler
Karmoisin igerigi bakimindan iki grup olusturmaktadir. Numunelerden bir tanesi Karmoisin

icerigi dikkate alindiginda her iki gruba da girmektedir.

4.3. Sekerlemeler

Analiz edilen 10 farkli sekerlemeden iki tanesinde ikili renklendirici karisimi bulunurken
5 tanesinde tek renklendirici bulunmug ve 3 numunede tespit edilebilir diizeyde renklendirici
bulunamamustir.

Sekerlemelerde izin verilen renklendirici diizeyi (max. 300 ppm) alkolsiiz aromali
iceceklerin 3 kati, yenilebilir buzlarin 2 kati olmaktadir. Analiz edilen numunelerdeki
renklendirici miktan yasal limitlerin altinda bulunmustur.

Analiz sonucunda elde edilen verilere gore sekerlemelerde Tartrazin, Sunset Yellow,
Ponceau 4R, Allura Red, Brilliant Blue, Amaranth ve Karmoisin miktarlar1 Cizelge 4.10.’da

sunulmustur.
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Farkli 10 numunede gerceklestirilen analizlerde Brilliant Blue ve Amaranth numunelerin
hicbirinde tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir. Analiz edilen bazi numuneler yasal
limitlerin altinda tekli veya ikili karisim halinde renklendirici icermektedirler.

Elde edilen sonuglara gore toplamda en fazla renklendirici iceren numune (85,58 ppm)

yasal limitin (max. 300 ppm) altinda kalmaktadir.

Cizelge 4.10. Sekerlemelerde belirlenen bazi suda ¢oziinen sentetik gida boyalar1 (mg/kg)

Numune No Tartrazin Sunset Allura Red Karmoisin TOPLAM
Yellow

1 73,30 - 12,28 - 85,58
2 - - 35,01 - 35,01
3 - - 24,69 - 24,69
4 15,37 - - - 15,37
5 2,89 10,44 - - 13,33
6 14,73 - - - 14,73
7 - - - 36,46 36,46
8 _ _ _ _ -
9 _ _ _ _ -
10 - - - - -

Min. Deger - - - -

Max. Deger 73,30 10,44 35,01 36,46

Ortalama 26,57 10,44 23,99 36,46

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamustir.

4.3.1. Tartrazin

Analizi yapilan sekerlemelerin igerdikleri Tartrazin miktarinin minimum degeri tespit
edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 73,30 ppm olarak bulunmustur.
Numunelerin icerdigi Tartrazin miktar1 Sekil 4.8.’de sunuldugu sekilde dagilim

gostermektedir. Analiz edilen numunelerin %40’ inda Tartrazin bulunmustur.
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Sekil 4.8. Sekerlemelerde Tartrazin Dagilimi

Numunelerin icerdigi Tartrazin miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.11a.).

Cizelge 4.11a. Sekerlemelerdeki Tartrazin miktar1 varyans analizi sonuglar

Varyans Kaynaklari SD KT KO F
Numune 9 70572,830 7841,426 4438,193**
Tekerriir 4 21,753 5,438 3,078%*
Hata 136 240,286 1,767 -
Genel 149 - - -

* . P<0,05 ** . P<0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Tartrazin igerigi
arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

numuneler arasinda onemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi icin Duncan testi yapilmustir.

Cizelge 4.11b. Sekerlemelerdeki Tartrazin miktarinin Duncan testine gore dagilimlar

Numune Ortalama  Gruplar Numune Ortalama  Gruplar
(mg/L) (mg/L)
2 - A 10 - A
3 - A 5 2,89 B
7 - A 6 14,73 C
8 - A 4 15,37 C
9 - A 1 73,30 D

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir

Sekerlemelerde yapilan Duncan testine gore numuneler Tartrazin igerigi bakimindan farkli
gruplar olusturmakla beraber 6 numune ayni grupta yer almaktadir. Bu 6 numunede tespit

edilebilir diizeyde Tartrazin bulunamamistir. Tartrazin iceren 4 numune arasinda Tartrazin
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icerigi bakimindan iki tanesi aym grupta yer alirken gruplar arasindaki fark ©nemli
goriilmiistiir.

Yapilan varyans analizine gore; aym iriiniin farkli Orneklerinin Tartrazin igerigi
arasindaki farkliligim P < 0,05 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.11c. Tekerriirlerde numunelerin igerdigi Tartrazin miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
3 10,24 A
2 10,29 A
5 10,63 AB
1 10,67 AB
4 11,30 B

Sekerlemelerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler arasinda numuneler Tartrazin
icerigi bakimindan iki grup olusturmaktadir. Numunelerden iki tanesi her iki gruba da
girmektedir.

Analizi yapilan sekerlemelerin igerdikleri maksimum Tartrazin miktar1 (73,30 ppm),
Yentiir ve ark. (1998) tarafindan sekerlerde yapilan calismada bulunan degerden (Tartrazin
miktar1 147,77 ppm) daha diisiiktiir, Altinéz ve Toptan (2001) tarafindan yapilan caligmada

sekerlemelerde bulunan Tartrazin miktarina (85,90 ppm) yakindir.

4.3.2. Sunset Yellow

Analizi yapilan sekerlemelerin igerdikleri Sunset Yellow miktarinin minimum degeri

tespit edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 10,44 ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin icerdigi Sunset Yellow miktar1 Sekil 4.9.°da sunuldugu sekilde dagilim

gostermektedir. Analiz edilen numunelerin %10’unda Sunset Yellow bulunmustur.
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Sekil 4.9. Sekerlemelerde Sunset Yellow Dagilimi

Numunelerin igerdigi Sunset Yellow miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.12a.).

Cizelge 4.12a. Sekerlemelerdeki Sunset Yellow miktar1 varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynaklar SD KT KO F
Numune 9 1470,681 163,409 2573,606%*
Tekerriir 4 0,848 0,212 3,340%*
Hata 136 8,635 - -
Genel 149 - - -

*#: P< 0,05 #% 1 P< 0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Sunset Yellow
icerigi arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans
analizinde numuneler arasinda énemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi

yapilmistir.

Cizelge 4.12b. Sekerlemelerdeki Sunset Yellow miktarinin Duncan testine gore dagilimlari

Numune Ortalama  Gruplar Numune  Ortalama  Gruplar
(mg/L) (mg/L)
1 - A 7 - A
2 - A 8 - A
3 - A 9 - A
4 - A 10 - A
6 - A 5 10,44 B

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir
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Sekerlemelerde yapilan Duncan testine gére numuneler Sunset Yellow icerigi bakimindan
iki farkli grup olusturmakla beraber 9 numune ayn1 grupta yer almistir. Bu 9 numunede tespit
edilebilir diizeyde Sunset Yellow bulunamamustir. Sunset Yellow iceren numune yasal
limitlerin altinda bulunmustur (max. 300 ppm).

Yapilan varyans analizine gore; aym iiriiniin farkli orneklerinin Sunset Yellow icerigi
arasindaki farkliigim P < 0,05 diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.12c. Tekerriirlerde numunelerin igerdigi Sunset Yellow miktarmin Duncan testine
gore dagilimlart

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
4 0,98 A
5 0,99 A
1 0,10 A
3 1,07 AB
2 1,18 B

Sekerlemelerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler arasinda numuneler Sunset
Yellow icerigi bakimindan iki grup olusturmaktadir. Numunelerden bir tanesi her iki gruba da
girmektedir.

Analizi yapilan sekerlemelerin icerdikleri maksimum Sunset Yellow miktar1 (10,44 ppm),
Yentiir ve ark. (1998) tarafindan sekerlemelerde yapilan c¢alismada bulunan degerden

(Sunset Yellow miktar1 174,58 ppm) daha diisiiktiir.

4.3.3. Ponceau 4R

Analizi yapilan sekerlemelerin icerdikleri Ponceau 4R miktar tespit edilebilir diizeyde

bulunamamastir.

4.3.4. Allura Red

Analizi yapilan sekerlemelerin icerdikleri Allura Red miktarinin minimum degeri tespit
edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 35,01 ppm olarak bulunmustur.
Numunelerin icerdigi Allura Red miktar1 Sekil 4.10.’da sunuldugu sekilde dagilim

gostermektedir. Analiz edilen numunelerin %30’unda Allura Red bulunmustur.
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Sekil 4.10. Sekerlemelerde Allura Red Dagilimi

Numunelerin igerdigi Allura Red miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.13a.).

Cizelge 4.13a. Sekerlemelerdeki Allura Red miktar1 varyans analizi sonuglari

Varyans Kaynaklar SD KT KO F

Numune 9 22018,023 2446,447 13081,3%**

Tekerriir 4 4,704 1,176 6,288*

Hata 136 25,435 0,187 -

Genel 149 - - -
*:P<0,05 ** . P<0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Allura Red igerigi
arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

numuneler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi icin Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.13b. Sekerlemelerdeki Allura Red miktarinin Duncan testine gore dagilimlar

Numune  Ortalama  Gruplar Numune Ortalama  Gruplar
(mg/L) (mg/L)
4 - A 9 - A
5 - A 10 - A
6 - A 1 12,28 B
7 - A 3 24,69 C
8 - A 2 35,01 D

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir

Sekerlemelerde yapilan Duncan testine gére numuneler Allura Red icerigi bakimindan
farkli gruplar olusturmakla beraber 7 numune ayni grupta yer almaktadir. Bu 7 numunede
tespit edilebilir diizeyde Allura Red bulunamamistir. Allura Red iceren gruplar arasindaki fark

onemli goriilmiistiir.
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Yapilan varyans analizine gore; aym iriiniin farkli orneklerinin Allura Red igerigi
arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.13c. Tekerriirlerde numunelerin igerdigi Allura Red miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
2 6,90 A
4 7,10 AB
1 7,26 BC
3 7,32 BC
5 7,40 C

Sekerlemelerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler arasinda numuneler Allura Red

icerigi bakimindan ii¢ grup olusturmaktadir. Numunelerden ii¢ tanesi iki gruba girmektedir.

4.3.5. Brilliant Blue

Analizi yapilan sekerlemelerin igerdikleri Brilliant Blue miktar tespit edilebilir diizeyde

bulunamamastir.

4.3.6. Amaranth

Analizi yapilan sekerlemelerin icerdikleri Amaranth miktar1 tespit edilebilir diizeyde

bulunamamustir.

4.3.7. Karmoisin

Analizi yapilan sekerlemelerin icerdikleri Karmoisin miktarinin minimum degeri tespit

edilebilir diizeyde bulunamamis ve maksimum degeri 36,46 ppm olarak bulunmustur.

Numunelerin icerdigi Karmoisin miktar1 Sekil 4.11.°de sunuldugu sekilde dagilim

gostermektedir.
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Sekil 4.11. Sekerlemelerde Karmoisin Dagilimi

Numunelerin icerdigi Karmoisin miktarindaki degiskenlik istatistiksel olarak varyans

analiziyle belirlenmistir (Cizelge 4.14a.).

Cizelge 4.14a. Sekerlemelerdeki Karmoisin miktar1 varyans analizi sonuglar

Varyans Kaynaklari SD KT KO F
Numune 9 17948,772 1994,308 5876,743%*
Tekerriir 4 5,017 1,254 3,696%*
Hata 136 46,152 0,339 -
Genel 149 - - -

*:P<0,05 ** . P<0,01 - : Onemsiz

Yapilan varyans analizine gore; farkli firmalardan alinan numunelerin Karmoisin igerigi
arasindaki farkliligin P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

numuneler arasinda onemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi icin Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.14b. Sekerlemelerdeki Karmoisin miktarinin Duncan testine gore dagilimlar

Numune  Ortalama  Gruplar Numune  Ortalama  Gruplar
(mg/L) (mg/L)
1 - A 6 - A
2 - A 8 - A
3 - A 9 - B
4 - A 10 - C
5 - A 7 36,46 D

- : Tespit edilebilir diizeyde bulunamamistir

Sekerlemelerde yapilan Duncan testine gére numuneler Karmoisin igerigi bakimindan

farkli iki grup olusturmakla beraber 9 numune ayni grupta yer almaktadir. Bu 9 numunede
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tespit edilebilir diizeyde Karmoisin bulunamamistir. Karmoisin varligi ve miktari tespit edilen
7 numarali numune B grubunda bulunmaktadir.

Yapilan varyans analizine gore; aym {irliniin farkli Orneklerinin Karmoisin igerigi
arasindaki farkliligmm P < 0,01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Varyans analizinde

tekerriirler arasinda 6nemli bulunan farkliliklarin belirlenmesi i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.14c. Tekerriirlerde numunelerin icerdigi Karmoisin miktarinin Duncan testine gore
dagilimlan

Tekerriir Ortalama (mg/L)  Gruplar
3 3,38 A
4 3,52 AB
4 3,66 ABC
2 3,76 BC
1 3,91 C

Sekerlemelerde yapilan Duncan testine gore tekerriirler arasinda numuneler Karmoisin
icerigi bakimindan ti¢ grup olusturmaktadir. Numunelerden bir tanesi ii¢ gruba da girerken iki
tanesi iki gruba girmektedir.

Analizi yapilan sekerlemelerin icerdikleri maksimum Karmoisin miktar1 (36,46 ppm),
Yentiir ve ark. (1998) tarafindan sekerlerde yapilan ¢alismada bulunan degerden (Karmoisin

miktar1 181,22 ppm) daha diisiiktiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirma sonuclarina gore izin verilen renklendiriciler arasinda en fazla kullanilan suda
¢Oziinen sentetik boyanin Tartrazin oldugu goriilmiistiir. Daha sonra Sunset Yellow
gelmektedir. Ayrica Tartrazin ve Sunset Yellow’un birlikte kullanimlarni da yaygindir.
Karmoisin, Amaranth, Ponceau 4R ve Allura Red gida maddelerine genellikle kirmizi renk
vermek amaciyla kullanilan sentetik boyalardir. Tartrazin sar rengi, Sunset Yellow portakal
rengi vermek amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Brilliant Blue mavi renk vermek amaciyla
katilmaktadir.

Alkolsiiz aromali iceceklerin, yenilebilir buzlarin ve sekerlemelerin paketleri
incelendiginde etiket bilgilerinde kullanilan renklendiricilerin miktarlar1 bulunmamaktadir.
Ayrica bazi numunelerde etikette beyan edilmeyen renklendiricilerin varlig1 tespit edilmistir.
Ozellikle cocuklarm siklikla tiikettigi bu iiriinlerin etiket bilgilerinde kullamilan sentetik
renklendiricinin belirtilmesi gerekmektedir.

Gidalarla alinan ¢ogu katki maddesinde oldugu gibi sentetik boyalara da maruz kalimlarin
degerlendirilmesi ve tiiketici sagligimi koruyucu onlemlerin alimmasi icin tiiketici, sanayici,
tiniversite ve ilgili kuruluslar birlikte hareket ederek kapsamli gida kontroliiniin ve kalitesinin
izlenmesini saglamalidirlar.

Sentetik renklendiriciler diisiik kaliteli gidalar1 daha iistiin gostermek ve tiiketiciyi aldatici
ozellikler kazandirmak amaciyla gidalara katilmamalidir. Gidalarin saglik agisindan
kontrollerinin yapilmasi resmi gida laboratuarlarina diismektedir. Ancak gida iireticileri de
renklendirilmis gidalarin tiretiminde dogru tiretim uygulamalarina ve ilgili yasalara uyum
saglamaktan sorumludur.

Sentetik boyalarin ¢ogunun potansiyel olarak toksik olmalar1 kullanimlarim
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle gidalarin giivenligi icin sentetik gida renklendiricilerinin
belirlenmesinde dogru ve giivenilir metotlar yaygin olarak kullanilmahdir. Sentetik
renklendiricilere karsi artan endiseyle beraber sentetik boyalarin belirlenmesi ve Olgiilmesi
icin tekrarlanabilir, hassas ve spesifik analiz tekniklerin gelistirilmesi ve uygulamalarin

yayginlastirilmasi gerekmektedir.
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Method C:\HPCHEM\

\METHODS

\BOYA.M EK 1

Calibration Table

Calib. Data Modified

Calculate

Based on

Rel. Reference Window
Abs. Reference Window
Rel. Non-ref. Window
Abs. Non-ref. Window

Uncalibrated Peaks
Partial Calibration
Correct All Ret.

Curve Type
Origin
Weight

Recalibration Settings:

Average Response

Average Retention Time:

Calibration Report Opt

Times:

15.01.2007 09:41:39

External Standard
Peak Area

25.000 %

0.000 min
25.000 %

0.000 min

not reported

Yes, identified peaks are recalibrated
No, only for identified peaks

Linear

Included
Equal

Average all calibrations
Floating Average New 75%

ions

Printout of recalibrations within a sequence:

Calibration Ta
Normal Report
If the sequence is

Results of fir

Signal 1: DAD1 E, Sig=

RetTime Lvl Amount
[min] sig [ppmj

——————— [#22 fimm ff i e

7.104 1 1 10.000

2 25.000

3 50.000

ble after Recalibration
after Recalibration
done with bracketing:
st cycle (ending previous bracket)

484,8 Ref=360,100

Area Amt/Area

Ref Grp Name

00 473.72589 2.11093e-2
00 1147.82517 2.17784e-2
00 2302.68677 2.17138e-2

Sunset Yellow

Peak Sum Table

***No Entries in table

* ok

Calibration Curves

Area Ngﬁ_;mA—MAESunset Yellow at exp. RT: 7.104
g | DAD1 E, Sig=484,8 Ref=360,100
2000 Correlation: 0.99998
] } Residual Std. Dev.: 8.46887
i | Formula: yv = mx + b
1500 - i m: 45.94012
i i B 4.85687
10004 X: Amount [ppm]
1 | y: Area
] : !
500 +
0 ]
0 20 40 }
Amount[ppm] )
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Instrument 1 15.01.2007 09:42:24 mithatgserap Pace |
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\BOYA\30627306.D

Sample Name: 10.18 ppm stc
sunset yellow EK 2
Injection Date 01.11.2006 09:52:05
Sample Name 10.18 ppm std Location Vial 1
Acg. Operator mithat
Inj Volume 20 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\ BOYA.M
Last changed 01.11.2006 10:04:23 by mithat
(modified after loading)
Analysis Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\ BOYA.M
Last changed 15.01.2007 09:48:27 by mithat&serap
(modified after loading)
SUDA COZUNEN SENTETYK BOYALARIN HPLC YLE TAYYNY
Mobil faz (50 TBA II %50 Metanol
Mobil faz akyp hyzy 0.7 ml/dkEnjeksiyon miktary :20 mikrolitre
o DAD1 E, Sig=484 8 Ref=360,100 (BOYA\30627306.0) I - S
mAU | 2
| 3
|
L] i ‘
35? %
\ ] :
30 -
] 1
] ‘ |
|
| 25~ |
| 4 1 ‘
| 1 |
1 ] I
20 | |
| J [
i 15,;
| ]
I | | .
10 - .
™ a
1 o
] .
| 51 “ |
] fi / -
o A I S
1
L e e B -
e o 2 4 6 8 o 10 N _min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 15.01.2007 09:48:27
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DADl E, Sig=484,8 Ref=360,100
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s) [ppm]
——————— !—‘*—--l-*———-*—-*l—-—————-—-\~-*~—'—-*—I*—[*—--—-~—--*—-———-*
6.953 PBA 475.07724 2.14281e-2 10.18000 Sunset Yellow
Totals 10.18000

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
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Jata

File C:\HPCHEM\1\DATA\BOYA\30627365.D Sample Name:
E 129 Allura red 509% nm EK 3
Injection Date : 08.11.2006 14:51:01
Sample Name & Location : Vial 1
Acg. Operator : mithat
Inj Velume : 20 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\BOYA.M
Last changed : 08.11.2006 15:02:04 by mithat

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\BOYA.M
Last changed : 15.01.2007 11:07:25 by mithaté&serap
(modified after loading)
SUDA GOZUNEN SENTETYK BOYALARIN HPLC YLE TAYYNY
Mobil faz : #50 TBA II %50 Metanol
Mobil faz akyp hyzy : 0.7 ml/dkEnjeksiyon miktary :20 mikrolitre

|
|
|

~ DADT D, Sig=509,8 Ref=360,100 (BOYA\30627366.D)

mAU 3
] o
2 "g
! =
100 - n
{ =]
(=
| @D
| 80 - i
i 60 -
|
! 40 -
| |
205
; .
E— T S S 10
External Standard Report
Sorted By s Signal
Calib. Data Modified : 15.01.2007 11:06:25
Multiplier 3 1.0000
Dilution 3 1.0000
Signal 1: DAD1 D, Sig=509,8 Ref=360,100
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [ppm]
------- il et et (e B B e
9.708 BBA 4847.15479 1.76538e-2 85.57072 Allura Red
Totals : 85.57072
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report **=*
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\BOYA\30627437.D Sample Name: 10 ppm std
tartrazin EK 4
Injection Date 07.12.2006 09:54:49
Sample Name 10 ppm std Location Vial 1
Acg. Operator mithaté&serap
Inj Volume 20 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\BOYA .M
Last changed 07.12.2006 09:53:34 by mithatsserap
(modified after loading)
Analysis Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\ BOYA .M
Last changed 15.01.2007 09:58:25 by mithatsserap
(modified after loading)
SUDA COZUNEN SENTETYK BOYALARIN HPLC YLE TAYYNY
Mobil faz %50 TBA II %50 Metanol
Mobil faz akyp hyzy 0.7 ml/dkEnjeksiyon miktary :20 mikrolitre
; DAD1 A, Sig=430,8 Ref=360,100 (BOYA\30627437 D) ]
‘ mAU 1 =
3 I
| 20 =
It , - —
0 2 4 6 8  min
‘ DAD1 B, Sig=484 8 Ref=360,100 (BOYA\30627437.D) 1
| mAU S T
24 \ |
‘ _44] \J 1
L , 2 - 6 , 8 _  md
{ DAD1 C, Sig=509,8 Ref=360,100 (BOYA\30627437.D)
L mAUT = N T T
-10 -
20
_ — : ‘ ; A
| 0 2 6 8 minf
DAD1 D, Sig=520,8 Ref=360,100 (BOYA\30627437.D) |
mAU 3 I — == - “ -
iy T T S [ A e ma e
o 2 4 6 8 o min
| DAD1 E, Sig=630,8 Ref=360,100 (BOYA\30627437.D) i
:‘ mAU} Comm——
|
204
i ‘ f — ; |
0 2 4 6 8 ~ min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 15.01.2007 09:58:25
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=430,8 Ref=360, 100
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mAU*s] [ppm]
******* i e e el I e |
4.970 BBA 504.43552 1.98241e-2 10.00000 Tartrazin
Totals 10.00000

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
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Jata File C:\HPCHEM\1\DATA\BOYA\30627440.D

Sample Name:

tutti frutti aromali EK 5
Injection Date 07.12.2006 10:41:26
Sample Name Location Vial 1
Acg. Operator mithaté&serap
Inj Volume 20 pi

Acg. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\BOYA.M
07.12.2006 10:41:37 by mithatéserap
(modified after loading)

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\ BOYA.M
15.01.2007 10:02:23 by mithat&serap
(modified after loading)

SUDA COZUNEN SENTETYK BOYALARIN HPLC YLE TAYYNY

Mobil faz

- DAD1 A, Sig=430,8 Ref=360,100 (BOYA\30627440.D)

%50 TBA II
Mobil faz akyp hyzy

%50 Metanol

mAU - £
; 8
0 , B R e = el
S - S — ™
o 2 4 6 8
DAD1 B, Sig=484,8 Ref=360,100 (BOYA\30627440.D)
AU B S S
10 -
0 2 4 6 8 S
DAD?1 C, Sig=509,8 Ref=360,100 (BOYA\30627440.D)
! e ; S P
i "
—— i = e
o 2 4 ) 6 8 -
DAD1 D, Sig=520,8 Ref=360,100 (BOYA\30627440 D)
mAU — = S —s N e N
10~
20 % e ——— S
0 2 4 6 8
DAD1 E, Sig=630,8 Ref=360,100 (BOYA\30627440.D)
L = e R
-10 -

o

‘m
s
o
©

0.7 ml/dkEnjeksiyon miktary :20 mikrolitre

O Y
s .

10 ,7 712

10 12

External Standard Report

Sorted By
Calib. Data Modifi
Multiplier
Dilution
Signal 1: DADl A,
RetTime
[min]

Type

74

Results obtained

Signal
15.01.2007 09:58:25
1.0000
1.0000

ed

Sig=430,8 Ref=360,100

Area Amt/Area Amount Grp Name
(ppm]
————— [ e o m s s [ m e
6.02411 1.98241e-2 14.78929 Tartrazin
14.78929

with enhanced integrator!

Instrument 1 15.01.200

*** End of Report **%*
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