T.C.
NEVSEHIR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI

KATI FAZ EKSTRAKSIYONU IiLE PONCEAU 4R VE
SUDAN ORANGE G
BOYALARININ ZENGINLESTIRILMESI VE
SPEKTROFOTOMETRIK TAYINI

Tezi Hazirlayan
Cagr1 AKALIN

Tezi Yoneten
Do¢. Dr. Ashhan KARATEPE

Kimya Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

Agustos 2012
NEVSEHIR



T.C.
NEVSEHIR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI

KATI FAZ EKSTRAKSIYONU iLE PONCEAU 4R VE
SUDAN ORANGE G
BOYALARININ ZENGINLESTIRILMESI VE
SPEKTROFOTOMETRIK TAYINI

Tezi Hazirlayan
Cagr1 AKALIN

Tezi Yoneten
Do¢. Dr. Ashhan KARATEPE

Kimya Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

Agustos 2012
NEVSEHIR



Dog. Dr. Ashhan KARATEPE damgmanhginda Cagri AKALIN tarafindan
hazirlanan ‘‘Kati Faz Ekstraksiyonu ile Ponceau 4R ve Sudan Orange G
Boyalarmmin Zenginlestirilmesi ve Spektrofotometrik Tayini’’> adli bu calisma
jurimiz tarafindan Nevsehir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim

Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

03/08/2012

JURI :

Danisman : Dog. Dr. Aslihan KARATEPE L “'/jr M{V«I\
Uye : Prof. Dr. Mustafa SOYLAK

Uye : Yrd. Doc. Dr. Sitki BAYTAK /‘:': 22
ONAY:

karar1 ile onaylanmistir.




TESEKKUR

Tez damigmanhigimi lstlenen ve c¢alismalarim sirasinda bana destek ve emegini
esirgemeyen, Ustiin bilgi ve deneyimleriyle beni yonlendiren degerli hocam sayin
Dog. Dr. Aslihan KARATEPE ve Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa SOYLAK’a sonsuz saygi ve igten tesekkiirlerimi

sunarim.

Calismalarim sirasinda arastirma laboratuvarlarini kullanma imkani saglayan Erciyes

Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliim Baskanligi’na tesekkiirlerimi sunarim.

Giiler yiizii, disiplinli calismas1 ve arastirmaci kisiligiyle 6rnek aldigim, caligmam
boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimii Arastirma Gorevlisi Sayin Erkan YILMAZ’ a ve emegi gecen tiim

laboratuvar arkadaslarima tesekkiir ediyorum.

Maddi ve manevi desteklerini benden hi¢bir zaman esirgemeyen, her zaman yanimda

olan aileme sonsuz tesekkiir ederim.



KATI FAZ EKSTRAKSIYONU iLE PONCEAU 4R VE SUDAN ORANGE G
BOYALARININ ZENGINLESTIRILMESI VE SPEKTROFOTOMETRIK
TAYINI

Cagr1 AKALIN
Nevsehir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2012
Tez Danmismani: Do¢. Dr. Ashhhan KARATEPE

OZET

Bu calismada, Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin kati faz ekstraksiyonu
yontemiyle  zenginlestirilmesi ve  UV-Vis  spektrofotometresi ile  tayini
gergeklestirilmistir. Bu amagla deniz siingeri ilk kez kullanilmistir. Deniz siingerinde
adsorbe olan Ponceau 4R ve Sudan Orange G 10 mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie
edildikten sonra spektrofotometrik olarak tayin edildi. Yontemin optimizasyonu ig¢in
pH, ornek ve eliient akis hizlari, 6rnek hacmi, siinger miktari, HCI derisimi, diger
boyalarin etkisi ve matriks etkileri gibi degisik analitik parametrelerin etkisi incelendi.
Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin geri kazanim degerleri % 95 den yiiksektir.
Gozlenebilme smirt Ponceau 4R igin 0,002 pg/L, Sudan Orange G igin 1,9x10™ pg/L
olarak bulundu. Yontemin dogrulugunu test etmek i¢in Ponceau 4R boyasi iceren
kusburnu aromali igecek tozuna ve Sudan Orange G icin toz biber Ornegine analit
ekleme ¢alismalar1 yapildi. Yontem ¢esitli toz icecekler ve seker drneklerinde Ponceau
4R tayini i¢in ve gesitli biber ve biber sal¢ast 6rneklerindeki Sudan Orange G tayini igin

uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Deniz siingeri, Kati Faz ekstraksiyonu, Ponceau 4R, Sudan

Orange G ve UV-Vis Spektrofotometresi



SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF PONCEAU 4R AND
THEIR SUDAN ORANGE G DYES AFTER PRECONCENTRATION WITH
SOLID PHASE EXTRACTION METHOD

Cagr1 AKALIN
Nevsehir University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M. Sc. Thesis, August 2012
Thesis Supervisor: Associate Prof. Dr. Ashhan KARATEPE

ABSTRACT

In this study, a solid phase extraction method for preconcentration of Ponceau 4R and
Sudan Orange G dyes prior to their UV-Vis spectrophotometric determinations has been
investigated. For this purpose, sea sponge was used for first time. Ponceau 4R and
Sudan Orange G adsorbed on sea sponge was eluted with 10 mL pH= 4.5 (acetate)
buffer before spectrophotometric determination. The effect of various analytical
parameters such as; pH, the amount of Ponceau 4R and Sudan Orange G, sample and
eluent flow rates, sample volume, the amount of sponge, HCI concentration, effects of
some ions and other dyes were examined for the optimization of the method. Ponceau
4R and Sudan Orange G recovery values were higher than 95%. The detection limits for
Ponceau 4R and Sudan Orange G were found as 0.002 pg/L, 1.9x10™ pg/L respectively.
In order to test the accuracy of the method analyte addition method is applied to a
powder drink for Ponceau 4R and to a pepper for Sudan Orange G. The method is
applied to determine Ponceau 4R in various powder drinks and candy samples, and

Sudan Orange G in various pepper and pepper paste samples.

Keywords: Sea Sponge, Solid-phase extraction, Ponceau 4R, Sudan Orange G, UV-Vis

Spectrophotometer
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1. BOLUM
GIRIS VE AMAC

Bircok gida maddesinde, iiretimin yilin belirli donemlerinde gergeklestirilme
zorunlulugu ve tiiketicilerin mevsimlik gidalar1 istedikleri her an bulabilme arzusu
icinde olmalari, 6zellikle ¢abuk bozulan gida iiriinlerinin raf omiirlerini uzatma ve

cesitli gida muhafaza yontemleri gelistirme geregini ortaya koymustur.

Diinya niifusunun hizli artig1, insanlarin hayat standartlarini yiikseltme egilimi ve hizl
endiistrilesme, hazir yiyeceklere talebi arttirmis, Ozellikle gelismekte olan tiim
ilkelerde, gida maddeleri iiretiminin bir sanayi kolu haline gelmesine neden olmustur.
Boylece, islenmis gida iirlinleri son derece ¢esitlenmis ve iiretimde kullanilan gida katki
maddelerinin sayilart da biiyiik bir hizla artmigtir. Giliniimiizde, 2000°den fazla katki
maddesinin gida sanayinde kullanimina degisik amaglarla izin verilmis ve kullanimlar

bircok iilkede yasal diizenlemelerle belirlenmistir.

Gida katki maddeleri gida sanayinde verimliligin arttirilmasi ve kayiplarin azaltilmasi,
tirtinlerde kalitenin yiikseltilmesi ve standardizasyonu ve raf Omriiniin uzatilmasi

amaciyla kullanilmaktadir [1].

Katki maddeleri ile ilgili tarihsel gelismeler incelendiginde, gida boyalart ilk olarak

Misirlilar tarafindan renklendirici amagla kullanilmustir [2].

Gida katki maddelerinin bir grubunu olusturan gida boyalar1 giiniimiizde ayr1 ve 6zel bir

Oonem tagimaktadir [3].



Gidanin albenisini artiran 6zelligi rengidir. Cisimlerde renk, 15181n spektral dagilimina
bagl olarak ortaya ¢ikan bir goriinilis olgusudur. Hemen her gida maddesi i¢in aligilmis
bir renk istenmektedir. Teknolojik islem gormiis gida maddelerinde renk kayb1 mutlaka
goriilmektedir. Bu nedenle modern gida endiistrisi agisindan gida maddelerini ¢ekici
hale getirmek ve gidalarin albenisini artirmak ic¢in gida boyalar1 etkili olmaktadir. Gida
boyalari, gidalarda ¢esitli islemler ve depolama sirasinda kaybolan dogal rengi vermek,
zay1f olan dogal rengi kuvvetlendirmek, gergekte renksiz olan gidalara renk vermek ve

renk stabilitesini saglamak amaciyla ilave edilmektedir [4,5].

Gida boyalann diisiik kaliteyi yiikseltmek ve tiiketiciyi yamiltmak amaci ile
kullanilmamalidir ve saghga zararli olmamalidir. Gida boyalarmin bu amagcla

kullanimina dair yasal diizenlemeler kontrol altina alinmistir [6].

Boyar maddelerin tayinlerinde, bir¢ok enstriimental yontem kullanilmaktadir. UV/Vis
spektrofotometresi boyar maddelerin i¢in en sik kullanilan tekniklerden birisidir. Bu
teknikle tayinde karsilasilan en biliylik problem matriks etkisidir. Bu problemleri
¢Ozmek icin analiti gerek uygun ortam igerisine almak, gerekse kiigiik hacim igerisinde
toplayarak deristirme amaciyla ayirma/zenginlestirme islemleri uygulanir. Bu amagla
kullanilan ¢esitli ayirma ve zenginlestirme teknikleri arasinda kati faz ekstraksiyonu,

¢oziicii ekstraksiyonu ve iyon degistirme yontemleri dnemli bir yer tutar.

Kat1 faz ekstraksiyonu yontemi boyalarin ayrilmasi ve zenginlestirilmesi i¢in yaygin
olarak kullanilan yontemlerinden biridir. Kat1 faz ekstraksiyon tekniginin basit, dogru
ve kesinligi yiiksek sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar1 vardir. Cevre kirliligi
acisindan daha az riskli olmasi sebebiyle de kati1 faz ekstraksiyon yontemi iistiinliige

sahiptir. Ayrica, akis enjeksiyonlu sistemlerle de kolaylikla kombine edilebilmektedir

[7].

Kati1 faz ekstraksiyonu bir kati faz iizerinde uygun forma donistiiriilen analitlerin
adsorpsiyonu ve sonrasinda uygun eliisyon ¢ozeltisi ile kat1 faz lizerinden desorpsiyonu

esasina dayalidir [8].



Bu tez calismasinda adsorban olarak deniz slingeri kullanilarak kati faz ekstraksiyonu
yontemiyle cesitli 6rneklerdeki Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin tayini
amagclanmistir. Gelistirilen yontemin optimizasyonu i¢in; pH’ nin, eliient tiiriiniin, 6rnek
hacminin, siinger miktarinin, HCI derigiminin, érnek ve eliient akig hizlarinin ve ortam
bilesenlerinin geri kazanmaya etkisi incelenmistir. G6zlenebilme sinir1 tayin edilerek
gelistirilen yontemin dogrulugu analit ilavesi ile test edildikten sonra cesitli sekerleme,
toz icecek ve sivi igeceklerdeki Ponceau 4R ve cesitli toz biber ve biber salcasi
orneklerindeki Sudan Orange G tayin edilmistir. Tez ¢alismasinda dlgiimler UV/Vis

spektrofotometresi ile gergeklestirilmistir



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri tek basina gida olarak tiiketilmeyen, islenmesi, hazirlanmasi,
ambalajlanmasi, taginmasi ve depolanmasi sirasinda teknolojik amacla veya belirli bir

0zelligi kazandirmak i¢in bilingli olarak disaridan ilave edilen maddelerdir [9].

Gilinlimiizde 2000’den fazla katki maddesinin gida sanayinde kullanimina izin
verilmektedir. Bu katki maddeleri sayesinde; gida kalite standartlar1 yiikselmekte, verim
artiglar1 saglanmakta ve islenmis gidalarin raf dmriiniin uzatilarak gida kayiplar1 daha da

azaltilmaktadir [9].

Gida katki maddelerinin temel kullanim amaglari sunlardir;

Gidanin besin degerini arttirmak, gidayr dayanikli hale getirmek veya raf omriinii
arttirmak, gida islemeyi kolaylastirmak, gida kalite arttirilmasi ve standardizasyonu,
yeni tip gida veya c¢esidi gelistirmek, iglenmis gidalarda verim artis1 saglamak, gida

kayiplarin1 azaltmak, mevcut kusuru 6rtmek, giday1 daha cazip hale getirmektir [9,10].

Gidalara katki maddeleri gidalara mevzuatlarda 6n goriilen miktarlarda ve iiretimin
belirli asamalarinda katkilandirilmaktadir. Bu katki maddelerinin 6zellikleri ve
gidalarda  kullanim  smirlari, uluslar arast1 diizeyde yapilan arastirmalarla

belirlenmektedir.



Bu amagla Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida Tarim Orgiitii’niin (FAO) olusturdugu
ve iilkemizin de iiye oldugu gidalarla ilgili komisyon (Codex Alimentarius Commission
CAC) ve bu kurulusun gida katki maddeleri ile alt komitesi olan Birlesik Gida Katki
Uzmanlar1 Komitesi (JECFA) katki maddelerinin toksikolojik degerlendirmelerini
yaparak gidalarda bulunmasina izin verilebilecek maksimum miktarlarini belirlemekte

ve bunlarin bir listelerini hazirlamaktadir [9].

2.1.1. Boyar Madde

Cisimlerin ylizeyinin ya dig tesirlerden korunmasi ya da giizel bir goriiniim saglanmasi

icin renkli hale getirilmesinde kullanilan maddelere ‘‘boya’’ denir [11].

Uriine sagladiklar1 renkler acisindan diizenlendiginde boyalar; sari, kirmizi, turuncu,

yesil, mavi, kahverengi, siyah ve beyaz boyalar olarak gruplandirilabilir [12].

Eski ¢aglarda insanlarinin resim yapmada, kdmiir basta olmak tizere bitki 6z suyu, kan,
bogiirtlen ve farkli renklerde ¢amurlar kullandiklar1 bilinmektedir. Renklendirmenin
cogunlukla ¢amurlara renklerini veren sar1, kirmiz1 ve kahverengi dogal demir oksitlerle

yapildig1 anlasilmaktadir [13].

Genellikle organik esasli olan, iirine fiziksel ve kimyasal kuvvetlerle tutunabilen;
kazima, silme, yikama gibi fiziksel islemlerle ¢ikmayan maddelere ‘‘boyarmadde’” adi

verilir [14].

Gilintimiizde kullanilan boyar maddelerin ¢ogu, petrolden veya komiir katranindan elde
edilen benzen grubu hidrokarbonlardan hazirlanir. Bilinen ilk boyar maddeler, bitkisel

kokenli kok boya, indigo ve safrandir [12].



2.1.2. Gida Boyalar

Gida maddelerini ¢ekici hale getirmek i¢in gida boyalarmin kullanimi gilinlimiizde
vazgecilmez bir islemdir. Bu gida boyalar1 yeni gidalarin iiretim asamasinda, {liretim
sonunda ve depolama sirasinda meydana gelebilecek renk degisimlerini diizeltmek
amactyla siklikla kullanilmaktadir. Boyalar dogal ve sentetik olarak gruplandirilabilir.
Dogal kaynakli olan renk katkilar1 cok hassas olmalar1 ve kolay bozulmalarindan dolay1

sentetik boyalarin kullanimi1 daha yaygindir [1].

Gidalan estetik ve psikolojik bakimdan cazip hale getirmek i¢in renklendiricilerin
kullanim1 ylizyillardir bilinmektedir ve gidalarin renklendirilmesi gida endiistrisi igin

Onemlidir [15,16].

Genel bir tanimla, gida boyalar1 gidalara isleme ve depolama sirasinda gida boyasinin
kaybolan dogal rengini yeniden vermek, zayif olan dogal rengi kuvvetlendirmek yani

renksiz olan gidalara renk vermek i¢in katilmaktadir[17].

Boya maddeleri gerek elde edildikleri kaynaklar ve kimyasal yapilari, gerekse iiriine

sagladiklar1 renkler acisindan ¢ok genis farkliliklar arz eder [4].

Diinya Saglhk Orgiiti (WHO), 1956 yilinda 40 iilkeyi kapsayan ve 114 yapay renk
maddesi ile 50 dogal renk maddesini igeren listeleri yayinlayarak renklendiricilerin

kullanimina izin vermis ve gida sektoriinde uygulamaya alinmasina yol agmustir [5].

2.1.3. Gida Boyalarimin Yapisi

Gida boyalart genellikle dogal (veya dogala 0Ozdes) veya sentetik olarak
simiflandirilirlar. Dogal boyalar genellikle sentetik boyalardan daha diisiik renk verme
kuvvetine sahiptirler ve genellikle 151k, sicaklik, pH ve redoks ajanlarina daha fazla
hassastirlar. Dogal ve yapay renkler gida boyar maddesi olarak kullanilir. Boylece gida

boyalarini 3 grupta incelemek miimkiindiir [18,19].



2.1.3.1. Dogal Gida Boyalar1

Dogal gida boyalar1 dogal kaynaklardan elde edilmekte ve bu renk maddelerinin ihtiyag
duyuldugu gidalarda kullanilmaktadir [20].

Dogal gida boyalar1 organik kokenli (bitkisel veya hayvansal organizma veya
mikroorganizmalar tarafindan sentez edilen) renk maddeleridir. Bir kismi da
minerallerin dogal yapisinda mevcuttur. Annatto, alkannet, antosiyaninler, B-apo-8-
karotenal, betaalaninler, kantaksantin, klorofil, kurkumin, [-karoten ve diger
karotenoitler, turmerik, riboflavin, ksantofil, orgil, yenebilen bitkisel hammaddelerden
elde edilen diger dogal renk maddeleri bunlarin ilkine; karbon siyahi, ultramarin,
titanyumdioksit ikincisine ornektir. Bitkisel kaynakli gida boyalariin biliyiik kismi,

cesitli ¢oziiciilerle ekstraksiyon yolu ile elde edilmektedir. Coziicii olarak genellikle

o

etanol, aseton veya su kullanilmaktadir. Boyar maddeyi iceren ekstraktin tercihen 60

C’yi gegmeyen sicakliklarda ve vakum altinda konsantre edilmesiyle elde edilirler [1].

2.1.3.2. Yan Sentetik Gida Boyalari: Bunlar dogal kaynaklardan elde edilen
maddelere uygulanan gesitli proseslerle iiretilirler. Ornegin, klorofilin bakir kompleksi
veya sodyum ve potasyum tuzlar ile sekerin yaklasik 150 "C’de NaOH, NH;OH vb.

maddelerle yakilmasi sonucu elde edilen karamel buna 6rnektir [1].

2.1.3.3. Sentetik Gida Boyalar1: Sentetik gida boyalarinin suda ¢dzilinen ancak organik
coziiclilerde ayni oOzelligi goOstermeyen bir karakteri vardir. Bu yiizden gida

endiistrisinde kullanimlar1 kolaydir ve higbir sorun yaratmamaktadir.

Gidalarda siklikla kullanilan suda ¢ozlinen 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 [21].

Biiyiik ¢ogunlugunun yapisinda azo grubu bulundugundan bir kismi1 azo boyalar olarak

da taninirlar.



2.1.4. Azo Boyarmaddeleri

Bu smif boyarmaddelerin yapisinda iki ya da daha fazla sayida aromatik halkay1
birlestiren ve meydana gelen konjuge yapinin bir pargasini olusturan kromofor olarak
azo grubu (-N=N-) bulunmaktadir. Bu sebeple azo grubunu bulunduran bilesiklere azo
boyarmaddeleri adi verilmistir. Yapilarinda bulundurduklar1 azo grubunun sayisina

gore; mono-, di-, tri-, tetra- boyarmaddeleri olarak siniflandirilabilir.

Aril —N=N- Aril Sar1, Oranj, Kirmizi, Mavi
Aril —N=N- Heterosiklik Halka Sar1, Kirmizi, Violet, Mavi
Aril -N=N- Aril —N=N- Aril Kirmizi, Violet , Mavi, Yesil, Siyah [14].

Gidalara eklenen sentetik renklendiricilerin miktarini kontrol etmek ve sinirlamak igin
son yillarda gayret edilmektedir. Bu nedenle azo boyar maddelerinin saglik acisindan
Oneminin incelenmesi i¢in bazi ¢alismalar yapilmistir. Gida katkilarinin epidemiyolojik
calismalari insanlar i¢in toksikolojik risk degerlendirmesinde 6nemli olmakla beraber,
bu calismalar zordur ¢iinkii maruz kalma tam olarak 6l¢iilemeyebilir. Bu nedenle, risk

degerlendirmesi biiylik 6l¢iide laboratuar toksisite calismalarina baglidir [22,23].

Tehlike, baz1 sentetik azo boyalarinin insan saghigina zararli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bazi ilaglara temas edildigi zaman bazi insanlarda alerji ve astim

reaksiyonlarina, kanser gelisimine ve diger hastaliklara neden olabilmektedir [24-26].

Ponceau 4R: Ponceau 4R (Ponso 4R) gida endiistrisiinde gidalara kirmizi renk vermek

icin kullanilan sentetik bir azo boyasidir [27].

Ponceau 4R monoazo yapida, sertifikali, sentetik bir boyadir. Azo boyalari igerisinde en

¢ok kullanilanlardan birisidir.



HO

wos—{ Y=t
s

SO;Na

Sekil 2.1. Ponceau 4R ’nin Yapist [28]

Ponceau 4R; CI Food Red 7, Cochineal Red A, New Coccine; CI(1975) No, 16255; INS
No. 124 gibi isimlerle de bilinir.

Molekil formiili . Con] 1N2Na301083

Molekiil agirhigr  :  604.48
Adlandirilmasi : Trisodyum 2-hidroksi-1-(4-siilfonat-1-naftilazo) naftelen-6,8-
distilfonat

Ponceau 4R kirmizi toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢6ziinebilir

nitelikte olan bu boya, etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir [2].

Kabul edilebilir giinliik en yiiksek tiiketim miktar1 (ADI) insanlar i¢in 0-4.0 mg/kg
viicut agirhigidir [29].

Ponceau 4R yaygin olarak kuru gida iirlinleri, mesrubatlar, sekerlemeler, siit {iriinleri,
tatlilar ve unlu mamiiller gibi gida iiriinlerinde bulunabilen, sentetik, organik azo grubu

gida renklendiricisidir [30].

Gida Kkalitesi, mikrobiyolojik husus disinda genel olarak renk, aroma, yapr ve
besleyicilik degerine baglidir. Bununla birlikte bir gidanin kalite gostergelerinin en
onemlilerinden biri renktir. Cilinkii bir gida ne kadar besleyici, aromatik ya da diizgiin

yapili olursa olsun dogru renge sahip degilse yenmesi pek olas1 degildir [31].



10

Avrupa Gida Giivenligi Ajans1 (EFSA) son zamanlarda kullanimiyla ortaya ¢ikan saglik
risklerinden dolay1r Ponceau 4R’nin giinliik kabul edilebilir alim dozunu 4 mg/kg’dan

0.7 mg/kg viicut agirhigina diigiirmeyi kararlagtirmistir [32].

Gida standartlar1 ajansi tarafindan yapilan arastirmalarda Ponceau 4R’nin diger gida
renklendiricileri ve koruyucu maddelerle birlikte kullanildiginda c¢ocuklarda
hiperaktivite artigini tetikledigini, ayrica Ponceau 4R bir azo boyasi olmasi sebebiyle

salisilatlara allerjik olan insanlarda duyarhliga sebep oldugu goriilmiistiir.

Bu boya ayrica astima egilimli insanlarda asttima egilimli insanlarda astim

semptomlarini arttirict olarak bilinir [33].

Gida boyalarinin gelisigiizel kullanimini 6nlemek amaciyla bir¢ok iilke tarafindan
gidalarda kullanilmasina izin verilen gida boyalarinin tiplerini, safliklarini,

kullanimlarin1 ve miktarlarini kisitlayan yasalar yapilmistir [34].

Bu boya Norveg¢, Amerika ve Finlandiya’nin da i¢inde bulundugu bazi iilkelerde
kanserojen olarak siniflandirilmig ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDAC) tarafindan

yasaklanmis madde olarak listelenmistir [32].

Sudan Orange G:

OH

OH

Sekil 2.2. Sudan Orange G Yapisi [35]
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Ozellikleri:
Molekiil formili  : CioHigoN,O Molekiil Agirligr  :214.22
Adlandirilmasi : 2,4- Dihidroksiazobenzen

Sudan boyalari, genellikle lizokrom olarak adlandirilan yagda ¢6ziinen bir grup boyadir.
Yapisal smiflandirmada diazo boyalardir. Belli ¢d6ziiclilerin kullanimi ile parafin

boliimlerinde proteine bagli yaglarin boyanmasinda kullanilabilir [36-37].

Sudan boyalari, yaygin olarak endiistriyel uygulama ve aragtirmalarda kullanilan azo
boyalardir. Sudan boyalar1; boyalarda, kozmetik iirlinlerde, yakit ve yaglarin mali
isaretlenmelerinde kullanilmaktadir [38-40]. Ayrica, gorsellestirme ve analitik amach

yag boyama dahil bilimsel amaglarla da kullanilmaktadir [41].

Sudan boyalarinin insanlar i¢in kanserojen bir madde oldugundan siiphelenilmis ve
Uluslararast1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan kanserojen maddeler
siniflandirilmasinda 3. seviyedeki madde olarak siniflandirilmistir ve bu yilizden

Avrupada gidalardaki kullanimi yasaklanmstir [42].

Azo boyasi olan Sudan Orange G HPLC-UV/Vis yontemi ile kozmetik {iriinlerde
belirlenmistir [43]. Ayrica, kirmizi biber gibi {irlinlerde Sudan Orange G boyasi
saptanmustir [44]. Sac boyasi olarak kullanilan bu boyanin alerjik kontakt dermatit ile

ilgili gliclii/ orta hassasiyet sinifa ait oldugu tahmin edilmistir [45].

Sudan Orange G’nin enzimatik oksidasyonu ve bir ¢esit maya tiirliniin ¢ogalmasini
durdurucu etkisi incelenmis ve enzimatik boya aritma prosesinin Sudan Orange G’nin
toksitesini 3 kat diisiirdiigii gosterilmistir. Sudan Orange G polimer aragtirmalarinda

spesifik olmayan etkilesimleri baskilamak i¢in kullanilir [36-37].

2.1.5. Gida Boyalarimin Gida Sanayinde Kullanim

Gida Boyalari; alkolsiiz i¢ecek endiistrisinde, firin iirlinlerinde, sekerleme sanayinde, siit
endiistrisinde, dondurmacilikta ve pastacilik {iriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
Cesitli gida boyalarmin kullanildigr {rtinler ve kullanim miktarlar1 Tablo 2.1°de

verilmigtir.
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Tablo 2.1. Gidalarda Cesitli Gida Maddesi Uygulamalari [1]

Kullanim
Gida Boya Miktarlari(mg/kg)
Meyve Sulari
Portakal suyu Sunset Yellow 40
Limon suyu Tartrazin 30
Visne suyu Ponceau 4R 50
Cilek suyu Carmoisine+Sunset Yellow 50
Ahududu suyu Carmoisine+Ponceau 4R 60
Sekerli Uriinler
Portakall1 seker Sunset Yellow 80
Limonlu seker Tartrazin 60
Cilekli seker Ponceau 4R 60
Vigneli seker Kantaksantin(%10’luk) 150
Cikolatali seker Chocolate Brown HT 120
Karemelalar S.Yellow +Amarant+Tartrazin +Green S 80
Ahududulu seker Carmosin 100
Meyan sekerleri Carmosine +Tartrazin +Green S 120
Visne regeli Amarant 60
Pastacihik Uriinleri
Cikolatal1 pasta Chocolate Brown 200
Kahvaltilik ¢erezler Tartrazin 70
Sade kekler Tartrazin + Sunset Yellow 40
Gofretler Ponceau 4R 60
Siit Uriinleri
Cilekli yogurt Ponceau 4R 40
Muzlu siit Sunset Yellow + Tartrazin 20
Cikolatal1 tatl stit Sunset Yellow + Amarant + Indigo 100
Karmin
Krem karamel S.Yellow + Carmoisine + indigo Karmin 60
Apokarotenal (%2°lik) 300-400

Eritme peynirler
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2.2. Zenginlestirme Yontemleri

Zenginlestirme yontemlerinin esas amaci analiz maddesini girisim yapan maddelerden

oldukga saf olarak ayirarak elde etmektir.

Ayrilmast istenen X maddesi i¢in “geri kazama faktorii” asagidaki esitlikle ifade

edilmektedir.

R=Qu/Qy’
Qx : Ayrilan madde miktari,

QXO: Ayrilan maddenin orijinal numunedeki miktaridir.

Numune icerisinde bulunan girisim yapan Y maddesinden analizi yapilacak olan X
maddesinin ayrilmast i¢in “ayirma ve zenginlestirme faktorli” asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanabilir.

Syx= (Qv/Qx)/ (QYO/ QXO) = Ry/Rx
Burada;
Qy ve Qx : Geri kazanilan materyaldeki Y ve X’in miktarlari,

Qy’ ve Qx’ : Y ve X’in orijinal numunedeki miktarlaridir [46].

Bu yontemlerde biiyiik miktardaki bilesenden olusan matriks i¢inde cok diisiik
derisimde bulunan madde, orjinal fazdan ayrilarak daha kii¢iik hacimli ve daha uygun
ikinci bir faz i¢ine alinirlar. Boylece madde bozucu ortam bilesenlerinden ayrilarak,

daha kii¢iik hacim i¢ine alinmakta ve dolayisiyla deristirilmektedir.

Zenginlestirme yontemlerinde maddenin derisimi attifindan dolayr maddenin tayin
kapasitesi artar. Matriksten gelebilecek zararli etkiler azaltilarak yontemin duyarlilig

arttirilir [47].
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Yaygin olarak kullanilan boyarmadde zenginlestirme yontemleri asagida verilmistir.

2.2.1. iyon Degistirme

Bu teknikte kiiclik bir kolondan biiyiik hacimli eser element ¢ozeltileri gegirilerek
secimli olarak tutulmalar1 saglanir ve eser elementler daha kiigiik hacimli bir eliient ile
ikinci bir faza alinarak zenginlestirilir. Bu son hacim buharlagtirma yolu ile de
azaltilabilir. Bu yolla elde edilen zenginlestirme faktori, baslangigtaki numune hacmine
bagli olarak 10°-10° biyiikligindedir. Bu yontemde matriks elementin dagilma
katsayisinin kiiclik, eser elementin dagilma katsayisinin biiylik olmasi istenir. Bu
durumda eser element kolonda tutulur. Iyon degistirici seciminde; degistirme hizi, iyon
degistiricinin geri kazanilabilirligi, fonksiyonel gruplarin sec¢imliligi ve uygun eliient

bulunmasi dikkate alinmalidir [47].

Her ne kadar iyon degistiriciler denince akla kati iyon degistiriciler gelse de bu terim

iyon degisimi yapabilen biitiin maddeleri icermektedir [48].

Katyon degistiriciler fonksiyonel grup olarak siilfonat ( -SO; ), karboksilat ( -COO ),
fenolat (-O"), fosfonat ( -PO; ) gibi gruplar igermektedir. Anyon degistirici regineler
fonksiyonel grup olarak primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner aminleri igerirler.
Kuvvetli baz tipi re¢ineler sik kullanilirlar. Bu reginelere 6rnek olarak fonksiyonel grup

olarak -N(CHs); grubu 6rnek verilebilir [49].

2.2.2. Coktiirme — Birlikte Coktiirme

Coktlirme isleminde analit uygun bir reaktif ile az ¢oziinen bilesigi sekline
dontstiiriilerek ¢oktiiriiliir. Bunun temeli K¢ degerinin asilmasina dayanir. AAS ile
metal tayinlerinde hidroksit, stilfat, fosfat, glioksim, ditiyokarbabat gibi degisik
coktiiriici reaktifler kullanilabilir. Cokelek matriks ortamindan siiziilerek veya diger
yontemlerle ayrilarak tekrar ¢oziiliir ve 6l¢iim yapilir. Birlikte ¢oktiirme islemi, analitin
K¢ degeri agilmamasina ragmen K¢ degeri asilan bagka bir bilesik ile birlikte ¢cokmesi

islemidir. Bu teknikte analiti ¢coktiiren bilesige tasiyici veya toplayici (kolektor) reaktif
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adi verilir. Toplatic1 reaktif olarak hidroksitler, karbonatlar glioksimatlar ve

ditiyokarbamatlar gibi degisik bilesikler kullanilmaktadir [46].

2.2.3. Buharlastirma

En yaygin zenginlestirme tekniklerinden biridir. Baz1 ¢6zeltilerdeki metaller ¢ozeltinin
kaynatilarak c¢oziiclislinlin uzaklastirilmast yoluyla konsantre edilirler. Bu teknik

ucuculugu yliksek olmayan metallere uygulanir.

Yontemin kotii tarafi metallerle birlikte ortamda bulunan diger maddelerin de

zenginlestirilmis olmasi ve ugucu metallere uygulanamamasidir [46].

2.2.4. Elektrokimyasal Zenginlestirme

Elektrolizle istenilen eser elementlerin bir elektrot {izerinde toplanmasina elektro
biriktirme denir. Elektro biriktirme, ¢esitli elektrolit ¢ozeltilerden eser miktardaki agir
metallerin ayrilmasi i¢in uygun bir yontemdir. Uygun sartlar saglanarak kati bir ¢alisma
elektrodu tizerinde elektrolizle eser miktardaki agir metallerin toplanip, sonra kiiciik

hacim igerisine siyrilarak yapilan bir zenginlestirme yontemidir.

Bir elementin elektrolitik biriktirilmesine elektrolit ve 6rnegin bilesimi, elektrot tiirli ve
sekli, elektroliz hiicresi ve sekli etki eder. Genellikle ¢alisma elektrodu olarak Pt, Pt
alasimlari, karbon ¢ubuk kullanilabilir [50].

2.2.5. Sivi-Siv1 Ekstraksiyon

Ekstraksiyonda (0ziitleme) birbiri ile karismayan iki faz bulunur. Cogu zaman bu
fazlardan biri sulu fazdir, digeri organik ¢dziiciidiir. ilgilenilen tiirler bir fazdan digerine
gecirilebilir. Ekstraksiyonda sulu fazdan organik faza analitin gegirilmesini esas alir.

Ekstraksiyon ¢alismalari, 6zellikle eser element analizlerinde geri ekstraksiyon seklinde
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de uygulanir. Geri ekstraksiyon organik fazdan sulu faza analitin ¢ekilmesine veya

Oziitlenmesine denir [46].

Sivi-sivi ekstraksiyonu ile ilk sivi faz i¢indeki bir madde bu maddeyi daha ¢ok ¢ozen ve
ilk siv1 ile karismayan bir ikinci s1v1 kullamilarak cekilir. Ornegin suda ¢dziinmiis olan
bir organik madde daha ¢ok coziinebilecegi ve su ile karigmayan eter ya da kloroform
gibi organik sivilarla ekstrakte edilir. Bu tiir basit ekstraksiyonlar genellikle ayirma
hunisi adi verilen diizeneklerle yapilir. Alttaki faz acgilan musluktan akitilarak

alindiginda ayirma hunisinde yalnizca iist faz kalir [51].

2.2.6. Bulutlanma Noktasi Ekstraksiyonu

Bulutlanma noktasi1 ekstraksiyon igsleminde ayrilmasi istenen tiir ile etkilesen ylizey
aktif madde 1sitma ile birlikte kiigiik bir hacim icerisinde yogunlasir. Bu uygulamada
bir ¢odzelti ortamina ilave yiizey aktif madde, ortamdan ayrilmasi diisiiniilen madde ile

hidrofilik ve hidrofobik u¢ 6zelliklerini kullanarak misel yap1 olusturulur.

Miseller hidrofilik (su seven) bas kismi ve hidrofobik (su sevmeyen) u¢ kismi olmak
tizere iki kisimdan olusan kiiresel yapidir. Olusan misel ilk etapta ¢ozelti ortaminda tek
fazli goriiniim sergiler. Isitma islemiyle birlikte bulutlanma noktasinda ¢ozelti iki ayri
faz olusumu sergiler. Faz ayrimi gergeklestigi sicaklik yilizey aktif madde
konsantrasyonunun etkisindedir. Bulutlanma noktas1 sicakliginin iizerindeki degerlerde

cozelti iki ayr faza ayrilir.

Bunlar; yiizey aktif maddece zengin faz olarak isimlendirilen ortamda bulunan yiizey
aktif maddenin miktarca fazla oldugu yogun faz ve sulu faz olarak isimlendirilen ylizey
aktif madde konsantrasyonunun c¢ok daha diisik oldugu fazdir. Bu sistem geri
doniistimlii olarak elde edilebilir yani bulutlanma noktasina kadar isitilan ¢ozelti
bulutlanma noktasinda iki ayr1 faz olusturmasina ragmen ayni sistem faz ayrimi
gerceklestirdikten sonra sogutularak tekrar tek fazli homojen goriiniimli sistem elde

edilebilir [52].
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Metal iyonlari, proteinler, biyolojik ornekler veya gii¢lii bir polite farki olan organik
bilesikler gibi ¢ok farkli karakterde dogaya sahip tiirlerin zenginlestirilmelerinde
basariyla kullanilmaktadir [53].

2.2.7. Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Adsorpsiyon, bir ylizey veya arakesit iizerinde bir maddenin birikmesi ve derisiminin
artmast olarak tanimlanmaktadir. Tanimda kullanilan ara yiizey bir sivi ile bir gaz, kati
veya bir bagka s1vi arasindaki temas yiizeyi olabilir. Bagka bir tanima gore adsorpsiyon,

ylizeye saldirma kuvvetlerinden dolay1 molekiillerin yiizeye yapigmasi olayidir [50].

Kat1 faz ekstraksiyonunda fazlardan biri kati digeri sividir ve bu fazlar arasindaki
etkilesime dayanir. Bu uygulama yontemi, 6rnek i¢inde bulunan analit iyonlariin kati
faz lizerinde tutunmasi ile saflastirma ve deristirme saglar. Yontem genellikle sivi
haldeki 6rnegin analitleri tutan bir kati i¢eren bir kolon, kartus ya da diskten gegirilerek
uygulanir. Ornegin, tamami kat1 fazdan gegirildikten sonra analitler uygun bir ¢dziicii

yardimiyla kat1 fazdan cekilir [54].

Kat1 ylizeyde meydana gelen adsorpsiyon olay1 fiziksel, kimyasal ve iyonik olmak iizere
i gruba ayrilmistir. Fiziksel adsorpsiyonda, adsorplayan ile adsorplanan arasinda Van
der Walls etkilesimi, dipol-dipol etkilesimi ve hidrojen baglart olusumu s6z konusudur.
Fiziksel adsorpsiyonda gerekli olan enerji kiigliktiir, bu nedenle adsorpsiyon ve

desorpsiyon hizlidir.

Kimyasal adsorpsiyonda ise adsorplanan molekiiller ve adsorban ylizeyi arasinda
kovalent ve iyonik baglar olustugu i¢in kimyasal bag olusumu s6z konusudur.
Adsorplanan ve adsorplayici arasinda elektron transferi olabilir. Adsorpsiyon ve
desorpsiyonun yavas olmasindan dolayi, kromotografik ayirmalar icin kimyasal

adsorpsiyon ¢ok uygun degildir [55].

Adsorpsiyon olayini etkileyen faktorlerin basinda adsorban maddelerin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri gelir. Katilar, metaller, plastikler az veya ¢ok adsorplama giiciine

sahiptirler. Adsorplama giicii yiiksek olan bazi dogal katilar komiirler, killer, zeolitler ve
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cesitli metal filizleri, yapay katilar ise aktif komiirler, molekiiler elekler, silikajeller ve

0zel polimerlerdir. Yukarida anlatilanlar Sekil 2.3’te 6zetlenmistir [56].

Kiselgur, giizenslli cam

Modsfiye A si0y, TiOy, ALOs, Z+O:, M3z0

Inorganik

Seliiloz, Deimanl
onlsd - Polimeril] | Polimerik regineler, ¥1bmz
Iﬂ — 1 | malzemeler, Képiklii plastiler

N Polimenk clmayan ~| Aletsf karbon, Naftalin

Sekil 2.3. Kat1 Faz Oziitlemesinde Kullanilan Adsorbanlar [56]

Adsorplama giicli yiiksek olan katilarda adsorplanan madde miktar1 yiizey biiyiikligii ve
gbzenekli yapiya bagli olarak degisir. Kat1 faz 6ziitlemesinin temeli sulu faz i¢inde
bulunan analitlerin kat1 faz lizerinde tutunmasina dayanir. Kat1 faz 6ziitleme, sivi-sivi
oziitleme ile karsilastirildiginda daha az ¢oziicii kullanilmasi, daha az zaman almasi gibi

baz1 avantajlara sahiptir [56].

2.2.7.1. Kat1 Faz Ekstraksiyon Teknikleri

Calkalama Teknigi

Calkalama tekniginde, analitin i¢inde bulundugu ¢ozeltiye kati faz maddesi konarak
belirli bir siire birlikte g¢alkalanir. Calkalama, mekanik veya ultrasonik yapilabilir.
Tutunma dengesi kurulduktan sonra, ¢ozeltiden kati faz, slizme veya dekantasyon ile
ayrilir. Kat1 fazdaki elementler, uygun ¢6ziicii ile desorbe edilerek tayin gerceklestirilir

[57].
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Kolon Teknigi

Kolon kromatografisi ile eser elementlerin zenginlestirilmesi uzun siiredir kullanilan

yontemlerdendir. Yontemin temeli kisaca su sekildedir:

Bir kolona yerlestirilmis ve pH gibi ortam sartlar1 ayarlanmis kat1 faz iizerinden belli
akis hizinda gegirilen O6rnekte bulunan analit ve matriks bilesenleri, analitin kolonda
tutunup matriks iyonu ya da molekiillerinin tutunmamasi ile birbirinden ayrilmis olur.
Kolonda kalabilecek matriks bilesenleri, kolonun yikanmasiyla uzaklastirilir. Analit ise
belli hacimde eliient ¢ozeltisi (genellikle seyreltik asitlerin sulu veya organik ¢oziiciilii
coOzeltileri) kullanilarak bir kaba eliie edilir. Eliiat (eliie edilmis analit ¢6zeltisi) hacmi
ornek hacminden az ise bu durumda zenginlestirme de yapilmis olur. Kati Faz

Ekstraksiyonunda kullanilan kolon Sekil 2.4 *te gosterilmistir [58].
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Sekil 2.4. Kat1 Faz Ekstraksiyonu Kolonu [59]
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Sekil 2.5. Kat1 Faz Ekstraksiyonunun Genel Islem Basamaklari [59]
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Diger zenginlestirme yOntemleri ile kiyaslandiginda kati faz ekstraksiyonunun tercih
edilme nedenleri ve olduk¢a Onemli avantajlari s6z konusudur. Bunlar su sekilde

siralanabilir;

» Zenginlestirme faktorii daha yiiksektir. (Zenginlestirme faktorii, bir analitin
orijinal 6rnege gore kac kez daha derisik hale getirildiginin ol¢iistidiir.)

* Yiiksek saflikta ornekler elde edilebilir.

+  Ornek hazirlama siiresi daha kisadir.

+ Kat1 faz lizerine tutunmus olan 6rnek, uygun bir eliient kullanilarak hizli bir
sekilde daha kiiciik bir hacme alinabilir.

» Harcanan reaktif miktar1 daha diisiiktiir.

* Daha az reaktif harcandigindan maliyeti de diisiiktiir.

+ Kat1 faz ekstraksiyonu islemleri, akis enjeksiyon tekniklerinden olan on-line
zenginlestirme tekniklerine de kombine edilerek kolaylikla kullanilabilmektedir.

» Kat1 faz ekstraksiyonu tekniginde kullanilan ¢dziicii miktar1 ¢ok az oldugundan
cevreyi kirletme riski daha diistiktiir.

» Kati faz tekrar tekrar kullanilabilir [60].

2.2.7.2. Kati Faz Ekstraksiyonu ile Gida Boyasi Analizi i¢in Yapilan Baz

Cahsmalar

Soylak ve arkadaslari; yaptiklar1 kat1 faz ekstraksiyon caligmalarinda Sepabeads SP 70
recinesini adsorbent olarak kullanarak Rodamin B boyar maddesi i¢in kolon sisteminde

calismislar ve ¢esitli mesrubat, atik su ve ruj orneklerinde uygulamalarini yapmislardir

[61].

Yine bir adsorbent kullanarak Allura Red boyar maddesi i¢in bir ayirma ve
zenginlestirme yoOntemi gelistirmisler ve ¢esitli su Orneklerinde uygulamalarini

yapmuslardir [62].

Gaunt ve arkadaglar1 Ponceau 4R’nin toksikolojik ¢alismalarinda, erkek ve disi fareler
tizerinde caligma yapmis ve oral LD50 degerini her iki tiirde de 8000 ppm den yiiksek
bulmuslardir [63].
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Brantom ve arkadaslari uzun donem toksisite calismalarinda Ponceau 4R’nin herhangi

bir etki goriilmeyen diizeyini 500 ppm/giin olarak rapor etmislerdir [64].

Brantom ve arkadaslari ii¢ jenerasyon ¢cogalma ¢alismasinda sicanlarda Ponceau 4R ’nin
herhangi bir olumsuz etki goriilmedigi diizeyi 1250 ppm/giin olarak rapor etmislerdir
[65].

Bueno ve arkadaslari; baliklardaki Malachite green boyar maddesi kalintilarinin
belirlenmesinde sivi  kromatografi-kiitle spektofotometrik tayini Oncesi kati faz

ekstraksiyon yontemi gelistirmislerdir [66].

Uretkenlik ve gelismeye yonelik toksisite ¢alismalar1 dikkate alindiginda, Meyer ve
Hansen (1975) lastik sonda ile beslenen (1000-4000 ppm/giin) sicanlarda Ponceau
4R’nin embriyotoksik etkiye neden olmadigini bulmuslardir. Momma ve arkadaslari
(1981) farelerde gebelik boyunca diyetlerindeki Ponceau 4R ’nin (0,05-0,7%) teratojenik

veya dogum sonrasi gelismeye etkisinin olmadigini rapor etmislerdir [67].

Carolina ve arkadaslari, c¢ok degiskenli siniflandirma teknikleri ve UV\Vis
spektrofotometresi ile Sudan I-II-III-IV boyar maddeleriyle baharat karisimlarinin

belirlenmesi ile ilgili calismislardir [68].

Zhang ve arkadaslar tarafindan; Allura red ve Panceau 4R’nin tayininde ¢ok duvarh

karbon nanotiip bazl elektrokimyasal sensorler kullanmiglardir [69].

Ding, tez calismasinda gidalara katilan bazi suda ¢6ziinen sentetik boyalardan Tartrazin,
Sunset Yellow, Karmoisin, Amarant, Ponceau 4R, Allura Red ve Brilliant Blue’nun
analizini yapmistir. Bu arastirmasinda alkolsiiz aromal1 i¢ceceklere, yenilebilir buzlara ve
sekerlemelere renk vermek icin katilan suda ¢oziinen sentetik boyalarin varligir ve
miktar1 HPLC ile belirlemistir. C18 kolon kullanilarak gergeklestirilen kromatografik
ayrim sonrasinda Tartrazin, Sunset yellow, Karmoisin, Amarant, Ponceau 4R, Allura Red
ve Brilliant Blue sirasiyla 430, 484, 520, 520, 512, 509, 630 nm dalga boylarinda tespit
etmigtir [70].
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Turabik bazik red 46 ve yellow 28 boyar maddelerinin spektofotometrik tayini dncesi
adsorbent olarak Bentonite kullanarak kati faz ekstraksiyon yontemini gelistirmistir

[71].

Tekeli, tez calismasinda bazi gidalarda Azoburine, Ponceau 4R ve Brilliant Blue’nun
spektrofotometrik yontemle yan yana tayini ¢aligmasini yapmistir. Bu ¢alismasinda toz
iceceklere renk vermek amaciyla kullanilan Ponceau 4R, Azorubine ve Brilliant Blue

FCF’nin bir arada tayinini gerceklestirmistir [72].

Ishimitsu ve arkadaglari (1998) 1996 yilinda Japonya’da iiretilen Ponceau 4R’nin
tahmin edilen miktar1 yaklasik olarak 32,78 ton olarak bulmuslardir [29].

2.3. Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Isin-madde etkilesmesini inceleyen bilim dalina ‘‘spektroskopi’” denir. Spektroskopi,
bir ornekteki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden digerine gegisleri
sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1simanin Olglilmesi  ve
degerlendirilmesi seklinde de tanimlanmaktadir. En genis tanimiyla spektroskopi, yiiklii
ve yiiksiliz taneciklerle maddenin etkilesmesi sonucu meydana gelen olaylarin

incelenmesine denir [73].

Elektromanyetik 151ma, uzayda ¢ok biiyiik bir hizla hareket eden enerji tiirtidiir. Tiirleri
arasinda; goriiniir, 151k, 1s1 seklinde algilanan infrared (kirmizi Gtesi) 1sinlari, X-1sinlari
ve radyo dalgalar1 sayilabilir. Niikleer 1s1malar, X-1sinlari, mor 6tesi (ultraviyole, UV),

mikrodalga ve radyo 1s1malari ise elektro manyetik 1s1manin diger tiirleridir [74].

Ultraviyole ve goriiniir (visible) bolgeye dayanan absorpsiyon Ol¢iimleri, on binlerce
inorganik ve organik bilesigin taninmasinda ve tayininde yaygin kullanim alani bulur.
Molekiiler ultraviyole/ goriiniir bolge absorpsiyon yontemleri belki de diinyada kimya

ve klinik laboratuarlarinda en ¢ok kullanilan kantitatif analiz teknikleridir [75].

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisi 160-780 nm dalga boylari arasindaki 1s18in b 151n
yoluna sahip bir hiicredeki ¢ozeltinin gegirgenliginin (T) veya absorbansinin (A)

Olclimiine dayanir. Bu absorpsiyon daha c¢ok molekiillerdeki bag elektronlarinin
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uyarilmasindan kaynaklanir, bunun sonucu olarak molekiiler absorpsiyon spektroskopisi
bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve ayni zamanda fonksiyonel

gruplari tasiyan bilesiklerin nicel tayininde kullanilir [75].

UV-Vis spektroskopisinde 1stmanin sogurulmasi, daha diisiik enerjili orbitaldeki
elektronlarin daha yiiksek enerjili orbitale uyarilmasiyla isimanin enerjisinde bir

azalmaya yol acar [76].
2.3.1. Absorpsiyon Spektrofotometresi

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek i¢in kullanilan diizenege absorpsiyon

spektrometresi veya ‘‘absorpsiyon spektrofotometresi’” adi verilir.

Bir spektrofotometre diizenegi, baslica 151k kaynagi, dalga boyu segicisi
(monokromatdr), dedektdrden olusur; dedektorde elektrik sinyaline ¢evrilen optik sinyal

bir kaydedici veya bir galvanometre ile dl¢tiliir [77].

[sk Kaynaz Dalga boyu segict Ornek kahy Diedektar —»Q

Sekil 2.6. Bir Spektrofotometrenin Temel Bilesenleri [77]

L 4

Bu ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrelerde 15181 toplamak, odaklamak,
yansitmak, iki demete bolmek ve ornek iizerine belli bir siddette gondermek amaciyla
mercekler, aynalar, 151k boliiciileri ve giris ve cikis araliklar1 vardir. Ornek ise,
kullanilan dalga boyu boélgesinde 15181 geciren maddeden yapilmis 6rnek kaplarina

konularak 1s1k yoluna yerlestirilir [77].

Bir UV/Vis spektrofotometre, elektromanyetik spektrumun UV ve goriiniir bolgelerinde
her dalga boyunda sogurulan 151¢1n miktarin1 6lger. Standart bir cihazda bir 1s1k 151n1n1
ikiye yarilir; 1smin bir yarisi (numune 1sin1), dogrudan analiz edilecek bilesigin bir
coOzeltisini iceren seffaf bir hiicreden gecer ve diger yarisi (referans 1sin1) bilesigi
icermeyen, fakat ¢oziicliyli iceren benzer bir hiicreden geger. Coziiciiler analiz igin

kullanilacak spektrum bolgesinde gecirgen olacak sekilde segilir.
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Alet istenilen dalga boylarinda tarama yapmak ig¢in iki 1smmin siddetlerinin  bir
karsilagtirmasini yapacak sekilde tasarlanmistir. Eger bilesik belirli bir dalga boyunda
15181 sogurursa, numune 1sininin giddeti (Is), referans 1sinin (Ir) siddetinden daha az olur

[76].

UV-Vis spektrofotometreler bu bolgede absorbansa (A) karsi dalga boyu grafigini
otomatik olarak kaydeder. [Belirli bir dalga boyundaki absorbans A i=log (Ir / Is)
esitligiyle belirlenir.] Boyle bir grafik bir absorpsiyon sogurma spektrumu olarak
adlandirilir. Sogurma maksimumu, sogurma siddetini veya giiciinii belirten bir baska

nicelik olarak gosterilir ki bu da molar absorptivite ( ¢ ) olarak isimlendirilir [76].

Molar absorpsitivite, belirli bir dalga boyunda goézlenen sogurmanin (A), numune
hiicresinden gegen 151k 1s1ininin yol uzunlugu (I) (santimetre olarak) ve numunenin molar
derigimiyle (C) iliskisini gosteren sabit bir orandir;

e =A/Cx| [76]

2.3.2. Goriiniir Bolge Spektroskopisinin Nicel Kullanimi

Ultraviyole ve goriiniir bolge absorpsiyon spektrometresi, kimyacilarin nicel analizlerde
en cok yararlandiklar1 yontemlerden biridir. Bu spektrofotometrik ve fotometrik

yontemin baglica 6zellikleri asagida verildigi gibi siralanabilir.

Yaygin uygulanabilirlik; daha 6nce bahsedildigi gibi pek ¢ok sayida inorganik, organik
ve biyokimyasal madde, ultraviyole ve goriiniir isinlari absorplar ve bu yiizden
dogrudan nicel tayinleri miimkiindiir. Pek ¢ok madde de, kendisi absorpsiyon yapmasa

da absorplayici tiirevlere doniistiiriilerek tayin edilebilir.

Hassasiyet; absorpsiyon spektroskopisinin tipik tayin smirlart 10*M-10"M arasindadir,
islemlerde bazi iyilestirmelerle bu sinirlarin 10° M’ a, hatta 107 M’a indirilmesi de

mumkindiir.

Orta yiliksek secimlilik; analitin tek basina absorpsiyon yaptigi bir dalga boyu

bulunabilirse, 6n aymrmlara gerek kalmaz. Ayrica, kimi hallerde, bagska bir maddenin
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absorbansi ile analitin ki Ortiigse bile, bagka dalga boylarinda da 6l¢tim yapilarak bir

ayirma isleminden kaginilabilir.

Yiiksek dogruluk; ultraviyole/goriiniir bolge spektrofotometrik veya fotometrik
dlgiimleri sonucu elde edilen derisim degerlerinin bagil hatast % 1-5 arasmdadir. Ozel

onlemler alinarak bu hatalar binde birka¢ mertebesine indirilebilir.

Kolaylik ve rahatlik; modern cihazlarla, spektrofotometrik ve fotometrik Olgiimler
kolaylikla ve hizli bir sekilde yapilabilir. Ayrica bu yontemler otomasyona da uygundur

[78].

2.4. Analitik Metotlarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Baz1 Terimler

Dogruluk: Alinan sonucun gercek degere yakin olma ozelligidir. Mutlak hata gercek
degerden sapmay1 verir. Bir sonucun dogrulugu, sliphesiz giivenirliliginin ol¢iistidiir.
Ancak gercek deger genellikle bilinmediginden, sonucun dogrulugu ancak tahmin
edilebilir. Bunun i¢in ayr1 yontemle analiz edilen uluslararasi sertifikali standart

ornekler esas alinabilir [79].

Dogruluk ve tekrarlanabilirlik farkli kavramlar olup, ideal analitik sonuclar yiiksek

dogruluk ve yiiksek tekrarlanabilirlik niteliklerini birlikte tasirlar.

Tekrarlanabilirlik: Sonuglarin tekrarlanabilirligine veya ayni metot ve teknikle elde

edilen sonuglarin birbirlerini tutarliligina denir.

Bir analizde elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirligini belirtmek icin; ortalama
degerden sapma, orta degerden sapma, yayilma, bagil hassaslik, standart sapma

degerleri kullanilir.

Duyarhhk: Derisime kars1 6l¢iilen sinyaldeki degisim, duyarlilik olarak tanimlanir.

Gozlenebilme (LOD) ve Tayin Smir1 (LOQ): Go6zlenebilme sinir1 (LOD), 6rnekte

oOlgiilebilen fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen en diigiik miktardir, 6rnegin sinyal
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olarak okunabildigi en diisiik derisimdir. Tayin smir1 (LOQ) ise kabul edilebilir
dogrulukta ve tekrarlanabilirlikte dlgiilebilen en diisiik miktardir [80].

Geri Kazanim: Bilesimi bilinen bir maddenin analizi sonucunda elde edilen degerin
baslangic degerine orani olarak tanimlanir. Geri kazanma verimi, yOntemin

optimizasyonu i¢in incelenen faktorlerin degerlendirilmesinde 6l¢iit olarak kullanilir.

Geri kazanma verimi asagidaki sekilde formiile edilebilir [81].

% Geri kazanim = (6l¢iilen absorbans/ referans madde absorbansi) x 100



3. BOLUM

GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada, cesitli gida 6rneklerinde bulunan Ponceau 4R ve Sudan Orange G
boyalarinin tayinini ve kat1 faz ekstraksiyonunu esas alan bir ayirma ve zenginlestirme
yontemi gelistirildi. Bu amacla adsorban olarak deniz siingeri ilk kez kullanildi. Deniz
stingeri dolgulu kolonda tutunan Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarin1 10 mL pH
4,5 (asetat) tamponu ile eliie edildi. Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalar1 UV-Vis

spektrofotometresi ile tayin edildi. Kat1 faz olarak deniz siingeri kullanildu.

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Analitik terazi: Kullanilacak kimyasallarin tartimlar1 0,1 g duyarliliktaki OHAUS

Adventurer Pro tipi analitik terazide yapilmistir.

pH metre: Calismalar esnasinda ¢ozeltilerin pH degerlerinin ayarlanmasi igin Sartorius

marka PT—10 model pH metre kullanildi.

Santrifiij Cihazi: Calismalar esnasinda ALC marka PK 120 model santrifiij cihazi

kullanilmastir.

Saf Su Cihazi: Deneysel calismalar boyunca ihtiya¢ duyulan suyun elde edilmesinde

Elga marka Elgastat Maxima model saf su cihaz1 kullanilmistir.
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Mikropipet: Cozelti hazirlama ve aktarim islemlerinde Nichiryo ve Isolab marka 20—

200 puL 100-1000 pL arasinda ayarlanabilen mikropipetler kullanilmistir.

Etiiv: Cam ve plastik malzemelerin kurutulmasi i¢in 200 ° C sicakliga kadar 1sitilabilen

Niive marka FN 400 model etiiv kullanilmistir.

Buzdolabi: Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin saklanmasi ve numunelerin sogutulma

islemlerinde AEG marka ARCTIS model buzdolabi kullanilmistir.

Kati1 Faz Ekstraksiyon Kolonu: Kat1 faz ekstraksiyonu ¢aligmalarinda i¢ ¢ap1 1 cm ve
uzunlugu 15 cm olan bir cam kolon kullanilmistir. Temizlenmis kolona deniz siingeri
yerlestirilmistir. Kolondan her kullanimdan 6nce sirasiyla 10 mL pH 4,5 tamponu ve
15-20 mL saf su gecirildi. Ardindan kolondan tampon ¢6zelti kolondan gegirilerek

kolonun sartlandirilmasi saglanmistir.

Cam ve Plastik Malzemeler: Erlen, beher, balon joje, kolon ve siizme diizenekleri,
polietilen saklama kaplari, santrifiij tiipleri, cam tiipler, baget gibi deneysel ¢aligmalarda
kullanilan malzemelerden gelebilecek kimyasal kirlenmeleri ve analit kayiplarim
onlemek amaciyla uygulamalardan 6nce temizlik islemi yapilmistir. Temizlik isleminde
malzemeler deterjanl su ile iyice yikanip bol su ile durulandiktan sonra %10’luk HNO;
cozeltisinde bekletilmesinin ardindan saf su ile iyice durulanip kurutularak

kullanilmustir.

Deniz Siingeri: Yapilan deneysel caligmalarda demospogiae tiirii olan deniz siingeri
kullanilmistir. Kullanilan deniz siingerinin fotografi ve SEM fotograflar1 Sekil 3.1 ve

Sekil 3.2 de verilmistir.
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Sekil 3.1. Deneylerde Kullanilan Deniz Siingerinin Fotografi

LA 7
500 X Detector = SE1
EHT = 20.00 k¥ Date :2 May 2011

i

MAG =

Sekil 3.2. Deneylerde Kullanilan Deniz Siingerinin SEM Fotografi [82].
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3.1.2. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanislar

Calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasinda analitik saflikta kimyasal maddeler

ve saf su kullanildi.

Ponceau 4R Boyar Maddesi: Calismalarda 1,65.10° M Ponceau 4R Stok ¢ozeltisi

kullanilmustir.

Sudan Orange G Boyar Maddesi: Calismalarda 4,67.10° M Sudan Orange G Stok

¢ozeltisi kullanilmigtir.

1 M HCI ¢ozeltisi: Yogunlugu 1,19 g/mL olan %37’lik derisik HCI’den 8,3 mL alinip

saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2 M HCI ¢ézeltisi: Yogunlugu 1,19 g/mL olan %37’lik derisik HCI’den 16,6 mL alinip

saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2 M HNO; cozeltisi: Yogunlugu 1,40 g/mL olan %65’lik derisik HNOs‘ten 13,8 mL

aliip saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Asetonda 0,25 M HCI ¢ozeltisi: Yogunlugu 1,19 g/mL olan %37’lik derisik HCI’den

2,1 mL aliip aseton ile 100 mL’ye tamamlandi.

1 M NHj; cozeltisi: Yogunlugu 0,91 g/mL olan % 25°lik derisik NH3” dan 7,47 mL

alinip saf su ile 100 mL’ye tamamland.

2 M NHj; ¢ozeltisi: Yogunlugu 0,91 g/mL olan % 25’lik derisik NH;’dan 14,94 mL

aliip saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

1 M NaCl ¢ozeltisi: 1M NaCl ¢ozeltisi hazirlamak NaCl kat1 6rneginden 4 g alip saf su
ile 100 mL’ye tamamladik.
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1 M Asetik Asit ¢ozeltisi: Yogunlugu 1,05 g/mL olan %100’liik asetik asitten 5,72 mL

alip saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH 2,0 tamponu: pH’s1 2 olan tampon ¢6zelti hazirlamak icin (d= 1,71g/mL) % 85’lik
0-H3POy4’den 245 pL; NaH,P0O4.2H,0’dan 3,118 g alinarak karistirilmis ve 100 mL’ye

seyreltilmistir.

pH 3,0 tamponu: pH’s1 3 olan tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in %85°lik 0-H3PO4 ‘den
135 pL; 3,118 g NaH,PO4.2H,O’dan alinarak karistirilmis saf su ile 100 mL’ye

seyreltilmistir.

pH 4,0 tamponu: pH’s1 4 olan tampon ¢ozelti hazirlamak icin 15,4 g CH;COONH4
suda ¢ozildii, iizerine 57,6 mL 14,3 M CH3;COOH ilave edilerek saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

pH 4,5 tamponu: pH’s1 4,5 olan tampon ¢dzelti hazirlamak i¢in 80 g CH;COONH,4 ve
250 mL asetik asiti 500 mL’lik behere ilave edip baget ile ¢oziinmesini sagladiktan

sonra saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

pH 5,0 tamponu: pH’s1 5 olan tampon ¢6zelti hazirlamak icin 15,4 g CH;COONH4
suda ¢oziildii, tizerine 8 mL 14,3 M CH3;COOH ilave edilerek saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

pH 6,0 tamponu: pH’s1 6,0 olan tampon ¢6zelti hazirlamak icin 11,7 g CH;COONH4
suda ¢oziildi, tizerine 500 puL 14,3 M CH3COOH ilave edilerek saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

pH 7,0 tamponu: pH’s1 7 olan tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in 1,244 g NaH,P0O4.2H,0
ve 1,067 g Na, HPO4.7H,O suda c¢oziildii, karstirilarak saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.



33

pH 8,0 tamponu: pH’s1 8 olan tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in 1,07 g NH4CI suda
¢oziildi, tizerine 78 pL 14,7 M NHj; eklendi ve saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH 9,0 tamponu: pH’s1 9 olan tampon ¢ozelti hazirlamak ic¢in 1,07 g NH4Cl suda
¢oziildi, tizerine 80 uLL 14,7 M NHj; eklendi ve saf su ile 100 mL’ye tamamland.

pH 10,0 tamponu: pH’s1 10 olan tampon ¢dzelti hazirlamak i¢in 1,07 g NH4Cl suda
¢0ziildi, tizerine 800 pL 14,7 M NHj; eklendi ve saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.2. UV-Vis Spektrofotometresi

Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarmin tayini Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Bolimii Analitik Kimya Ana Bilim Dalinda bulunan Hitachi-150-20
spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. UV-Vis Spektrofotometre ile Ponceau 4R ve
Sudan Orange G boyalarinin spektrum taramasi yapildi. Ponceau 4R boyasinin en
yiiksek absorbans yaptigi dalga boyu 510,2 nm, Sudan Orange G boyasinin en yiiksek
absorbans yaptig1 dalga boyu 383,2 nm olarak belirlendi.

Sekil 3.3. UV-Vis Spektrofotometresi
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UV-Vis Spektrofotometresinde Kullanilan Standartlar:

Calismada Ponceau 4R derisimi 8,5x107 - 8,5x10” M araliginda, Sudan Orange G
derisimi 2,34x107 - 2,34x10” M araliginda olan 9 adet standart kullanilmuistir.

3.3. Yontem

3.3.1. Sudan Orange G ve Ponceau 4R Boyalarimin Dalgaboyu Taramasi

Sudan Orange G boyasinin spektrofotometrik tayinini gerceklestirmek amaciyla
calisilmasi gereken dalga boyu tayin edilmistir. Sudan Orange G boyasi ile degisik
derigimlerde ve 300-600 nm dalga boyu araliginda ¢alisilmistir. Sudan Orange G igin

optimum dalga boyu 383,2 nm olarak bulunmustur. Sonuglar Sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.4. Sudan Orange G Boyasinin Dalga Boyu Taramasi
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Ponceau 4R boyasinin spektrofotometrik tayinini gergeklestirmek amaciyla ¢aligiimasi
gereken dalga boyu tayin edilmistir. Ponceau 4R boyasi ile degisik derisimlerde ve 300-
600 nm dalga boyu araliginda ¢aligilmistir. Ponceau 4R i¢in optimum dalga boyu 510,2

nm olarak bulunmustur. Sonuglar Sekil 3.5’te verilmistir.

1,0 4

0,8 -
~ 0,6 T
fﬁ-/ 1x10-5M
=
£ e 3x10-5M
= 0,4 -
2 5x10-5M
o)
<

0,2

0,0 T T T 1

0 200 400 600 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.5. Ponceau 4R Boyasinin Dalga Boyu Taramast

Daha sonra iki boya karigimi ile 300-700 nm dalga boyu araliginda yapilan taramaya ait

Sonuglar Sekil 3.6°da verilmistir.
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Sekil 3.6. 4x10” M Ponceau 4R ve 3x10° M Sudan Orange G Boyasi Karisimimimn
Dalga Boyu Taramasi

3.3.2. Kat1 Faz Ekstraksiyonu ile Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarimin

Zenginlestirilmesi

Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalar1 i¢in deniz siingeri dolgulu kolonda gelistirilen
zenginlestirme yonteminde 0,02 M HCI ve Ponceau 4R ve Sudan Orange G
boyalarindan olusan model ¢ozeltiler kullanildi. Bu ¢alismada ilk 6nce bir behere 200
ng Ponceau 4R ve 200 pg Sudan Orange G’den ilave edilerek saf su ile 25 mL’ye
tamamlandi. Daha sonra Ornekler kolondan gegirildi. Tutunan boya 10 mL pH 4,5
(asetat) tamponu ile eliie edildi. Her bir paraleli gegirirken kolon saf su ile temizlendi.
Eliientteki Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalar1 UV-Vis spektrofotometresi ile
referanslara karst okundu. Referanslar hazirlanirken 200 pg Ponceau 4R ve 200 pg

Sudan Orange G alinarak pH 4,5 (asetat) tamponu ile 10 mL’ye tamamlandi.
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3.3.3. Kat1 Faz Ekstraksiyonu ile Zenginlestirme Yonteminin Optimizasyonu

Gelistirilen zenginlestirme yontemiyle analit iyonlarinin geri kazanma verimine, pH,
HCI derisimi, 6rnek ve eliient akis hizlari, eliient tiiri ve derisimi, 6rnek hacmi, matriks
bilesenleri, deniz slingeri miktar1 ve diger boyalarin etkisi incelendi. Geri kazanma
verimi, yontemin optimizasyonu i¢in incelenen faktorlerin degerlendirilmesinde 6lgiit

olarak kullanildi. Geri kazanma verimi;

_ Taym e bulunan denigim
%o Gen Kazatma ( E)= x 100

Teorilk olarak hesaplanan derizim

seklinde ifade edilir.

Deneysel olarak bulunan derisim degerinin teorik olarak hesaplanan derisim degerine
boliinmesi ve 100 ile carpilmasiyla % geri kazanma degeri hesaplanir. Asagida

yontemin optimizasyon islemi anlatilmistir.



4. BOLUM

BULGULAR

4.1. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarimin Geri Kazamilmasma pH’nmin

Etkisi

Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyasi karisimiin kolonda tutunacagi optimum pH
degerini belirlemek amaciyla pH degeri 2-10 olan ¢ozeltiler hazirlamistir. Bu ¢calismada,
behere 200 pg Ponceau 4R boyasi, 400 ng Sudan Orange G boyasi ve saf su ilave edilip
asidik ve bazik bolgede tamponlar kullanilarak iicer paralel ¢alisma yapildi. Daha sonra
zenginlestirme islemi uygulandi. Elisyon i¢in 10 mL pH 4,5 (asetat) tamponu
kullamildi. Olgiimler UV-Vis Spektrofotometresi ile alindi. Geri kazanma degerleri iic
paralel calisma sonucunun ortalamasi alinarak hesaplandi. Geri kazanma verimlerinin

pH ile degisimi Sekil 4.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.1. Sudan Orange G ve Ponceau 4R Boyasinin Geri Kazanilmasia pH’nin Etkisi

(N=3).

Tampon ¢ozeltiler kullanilarak bulunan sonuglara gére Ponceau 4R ve Sudan Orange G

boyasi karigimi pH 1-4 arasinda kantitatif (%R > 95) olarak geri kazanilmistir.

4.2. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarmmmm Geri Kazamlmasmma HCI

Derisiminin Etkisi

Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin geri kazanma degerlerine HCI derisiminin
etkisi incelendi. Bu amacla model ¢ozeltilerde HCI derisimi 0,01-0,5 M araliginda
olacak sekilde hazirlanarak yontem uygulandi. Model ¢ozeltiler 200 pg Ponceau 4R
boyasindan, 400 pg Sudan Orange G boyasindan ilave edilerek hazirlandi. Model
cozeltiler 10 mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie edilerek UV-Vis Spektrofotometresi

ile absorbanslar1 okundu. Sonuglar Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Geri Kazanma Verimlerinin HCI ile Degisimi

Sekil 4,2°deki sonuglara gore, Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyasi karisimi 0,02 M
HCI derisiminde kantitatif (%R > 95) olarak geri kazanilmistir. Bundan sonra yapilacak
calismalarda, HCI derisimi 0,02 M olarak belirlenmistir.

4.3. Eliient Tiirii ve Hacminin Etkisi

Deniz siingeri dolgulu kolonda tutunan boyalarin kantitatif olarak geri kazanilmasi igin
uygun bir eliientin kullanilmasi gerekir. Model ¢ozeltiler kolondan gegirildikten sonra
eliient olarak 13 mL pH 4,5 (asetat) tamponu, 10 mL aseton, etil alkol, 1M asetik asit
(CH3COOR), pH 6 (fosfat tamponu), IM NH3 1M NaOH, pH 4,5 (asetat) tamponu ve
IM NaCl ¢ozeltileri ve 5 mL 1M NHs;, 2M NHj3;  IM NaOH ve pH 4,5 (asetat)

tamponu kullanilmistir. Sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.



Tiirti ve Hacminin Etkisi (N=3)

41

Tablo 4.1. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarinin Geri Kazanilmasina Eliient

Geri Kazanma (%R)
Eliient
Eliient Tiirii Hacmi
(mL) Ponceau 4R Sudan Orange G
(510,2nm) (383,2nm)
Aseton 10 9+1 52+7
IM NaCl 10 4+1 11=+1
pH=6 tamponu
(Fostat tamponu) 10 24+4 6+1

IM Asetik Asit 10 4+1 14+3
Etil Alkol 10 22+1 53+3

pH =4,5 tamponu
(Asetat tamponu) 10 1000 9941

pH =4,5 tamponu
(Asetat tamponu) 5 50+1 81+4

pH =4,5 tamponu
(Asetat tamponu) 13 99+1 98+1
IM NaOH 10 95+0 95+7
IM NaOH 5 76+2 98+0
2M NH3 5 108+1 91+1
IM NH3; 10 89+1 87+2

IM NH3; 5 2+0 4+1
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4.4. Ornek Akis Hizimin EtKisi

Ornek akis hizinin geri kazanma degerlerine olan etkisini gorebilmek amaciyla HCI
derigimi 0,02M olan 25 mL hacmindeki model ¢ozeltiler akis hizi1 1,0-10,0 mL/min
olacak sekilde kolondan gegirildi. Sonuglar Sekil 4.3°te grafikte gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Geri Kazanim Degerlerine Ornek Akis Hizinin Etkisi (N=3)

Sonuglar incelendiginde, akis hizi 1,0-10,0 mL/min arasinda Ponceau 4R ve Sudan

Orange G boyalarinin kantitatif olarak geri kazanildigi goriilmiistiir.

4.5. Eliient Akis Hizinin Etkisi

Kolonda tutunan Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarimin kantitatif olarak geri
kazanilabilmesi i¢in eliient akis hizinin da iyi ayarlanmasi1 gerekir. Eliient akis hizinin
geri kazanma degerlerine olan etkisini gorebilmek amaciyla eliient akis hiz1 1,0-10.0

mL/min olacak sekilde kolondan gegirildi.
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Sekil 4.4. Geri Kazanim Degerlerine Eliient Akis Hizinin Etkisi (N=3)

Sonuglar incelendiginde, Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalar eliient akis hizi 1,0-
8,0 mL/min arasinda kantitatif olarak geri kazanilmistir. 10,0 mL/min’de her iki boya

icin kantitatif bir sonu¢ alinamamustir.

4.6. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarinin Geri Kazamilmasma Ornek

Hacminin Etkisi

Ornek hacminin geri kazamima olan etkisini incelemek amaciyla 200 pg Ponceau 4R
boyasi ve 400 pg Sudan Orange G igeren ve hacmi 25 ile 1000 mL arasinda degisen
model ¢ozeltiler hazirlanarak zenginlestirme yontemi uygulandi. Sonuclar Sekil 4.5°te

verilmistir.
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Sekil 4.5. Geri Kazamim Degerlerine Ornek Hacminin Etkisi (N=3)

Sonuglar incelendiginde Poncaeu 4R boyasi hacimden etkilenmeyerek kantitatif (%R >
95) olarak geri kazanilmistir. Sudan Orange G boyasi 25 mL’den sonra hacimden

etkilenmis ve kantitatif olarak geri kazanilamamistir.

4.7. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarimin Geri Kazamilmasina Matriks

Iyonlarimin Etkisi

Yontemde ortamda bulunabilecek alkali, toprak alkali, ge¢is metali iyonlarinin ve ¢esitli
anyonlarin geri kazanma degerlerine etkileri arastirilmis ve sonucglar Tablo 4.2°de
verilmigtir. Cizelgeden de goriilecegi lizere tolerans limitleri oldukc¢a iyi diizeydedir.
Incelenen bazi matriks iyonlar1 icin belirtilen konsantrasyonlarda kantitatif geri
kazanma degerleri elde edilmistir. Cesitli matrix bilesenlerinin varliginda Ponceau 4R

ve Sudan Orange G boyalar1 i¢in gelistirilen yontem ile iyi bir ayirma saglanmaktadir.
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Tablo 4.2. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarinin Geri Kazanilmasina Matrik

Iyonlarinin Etkisi

Derisim Eklendigi Geri Kazanma (%R)
Iyon | (mg/L) Madde
Ponceau 4R Sudan Orange G
(510,2nm) (383,2nm)

Mg 500 Mg(NO;), 99+2 95+5

K" 500 KCl 97+2 9543
Ca™" 1000 CaCl, 960 95+1
NO; | 2500 NaNO; 97+1 95+2
S04~ | 1000 Na,SOy4 97+4 95+2
PO, | 2500 | NaH,PO,.2H,0 97+2 96+1
COs” | 100 Na,COs 96:+1 96+3
Co™ 5 Co(NO3) , .6H,0 95+1 95+3
Cu™ 5 Cu(NO3) 1 .3H,0 97+1 95+3
Fe'" 5 Fe(NOs) 3.9H,0 96:+1 96+3
Cr’ 5 Cr(NOs) 3.9H,0 99+2 97+3
Pb** 20 Pb(NO3), 1001 95+3
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4.8. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarimin Geri Kazamilmasma Siinger

Miktarimin Etkisi

Kat1 faz ekstraksiyon isleminde deniz siingeri miktarinin geri kazanima etkisi incelendi.
Stinger miktar1 0,1-1,0 g olacak sekilde kolon hazirlanarak zenginlestirme yoOntemi

uygulandi.
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Sekil 4.6. Geri Kazanim Degerlerine Siinger Miktarinin Etkisi (N=3)

Sonuglar incelendiginde 0,4-0,7 g araliginda deniz siingeri miktari i¢in her iki boya igin
kantitatif (%R > 95) sonuclar elde edilmistir. Buna gore 0,4-0,7 g arasindaki deniz
stingeri miktar1 iyi bir ayirma saglamaktadir. Optimum deniz siingeri miktar1 0,5 g

olarak belirlenmistir.



47

4.9. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarimin Geri Kazamlmasmma Diger

Boyalarin Etkisi

Gelistirilen yontemde Amarant, Chocolate Brown ve Brilliant Blue boyalarinin geri
kazanmaya etkisi incelendi. Daha sonra Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin
absorbanslart UV-Vis Spektrofotometresi ile okundu. Sonuglar Tablo 4.3’te verilmistir.
Sonuglar incelendiginde Ponceau 4R boyasi sadece Amarant’tan etkilenmis ve kantitatif
bir sonu¢ alimamamustir. Sudan Orange G boyast diger boyalardan etkilenmemis ve

kantitatif (%R >95) olarak geri kazanilmistir.

Tablo 4.3. Ponceau 4R ve Sudan Orange G Boyalarinin Geri Kazanilmasina
Diger Boyalarin Etkisi (N=3)

Geri Kazanma (%R)
Boyalar Derisim Ponceau 4R Sudan Orange G
(M) (510.2 m) (383.2 nm)
Amarant 1.10* 1571 991
Chocolate Brown 9,6.10"5 10743 97+1
Brillant Blue 7,9.10° 93+2 95+1

4.10. Gozlenebilme Siniri

Gozlenebilme sinirin (GS) tayini i¢in 15 paralel 25 mL kor ¢ozelti hazirlandi. Bu kor
cozeltilerle optimum sartlarda ¢aligmalar yapildi. Son hacim 10 mL’ye tamamland1 ve
standartlara karst UV-Vis ile derisim degerleri tayin edildi. Kor degerlerin standart

sapmasinin ii¢ katini esas alan gozlenebilme sinir1 formiilii asagida verilmistir.
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GS = Xort + 3Skor / ZF

Burada X, 15 adet kor ornegin ortalamasini, 3Sys Orneklerin standart sapmasinin ii¢
katini, ZF ise zenginlestirme faktoriinii gostermektedir. Gelistirilen yontemde, Ponceau
4R boyasinin gdzlenebilme sinir1 0,002 pg/L, Sudan Orange G boyasinin gézlenebilme
sinirt 1,9x10™ pg/L olarak hesaplanmustir.

4.11. Gercek Orneklerin Analizi

4.11.1. Ponceau 4R Iceren Ornege Analit ilavesi

Analit ilavesi i¢in bir adet kat1 6rnek kullanildi. Toz Kusburnu igceceginden 5 g alinarak
saf su ile son hacim 50 mL olacak sekilde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 3’er mL ¢ekilip
beherlere aktarildi. Daha sonra 6rneklere sirasiyla her bir ilave igin 3’er paralel olacak
sekilde optimum sartlarda analit ilavesi yokken, 10 pg, 20 pg ve 40 pg Ponceau 4R
boyasindan analit ilavesi yapildi. Optimum sartlar ayarlanarak &rnekler kolondan
gecirilip pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie edilip 13 mL olacak sekilde tiipte toplandi.
Daha sonra 6rnekler UV-Vis spektrofotometresi ile standartlara karsi okundu. Sonuglar

Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Ponceau 4R Iceren Ornege Analit Ilavesi (N=3)

Analit Eklenen (ng) Bulunan (pg) Geri Kazanim (%R)
0 11,614 _
10 21,3+0 97+0
Ponceau 4R 20 30,9+0,3 97+2
40 49,5+0,9 9542
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4.11.2. Ponceau 4R Boyasi I¢in Ger¢ek Orneklerin Analizi

Bu yontemde Ponceau 4R boyasi iceren ¢esitli toz icecek ve seker drneklerinin analizi

gerceklestirildi. Ornekler, Kayseri’deki ¢esitli marketlerden alind.

e Bu Orneklerden seftali aromali icecek tozu, meyve aromali nane sekeri ve aromali
akide sekerinden her bir 6rnek i¢in 5’er gram 5 tane (toplam 15 6rnek) ayri ayri
tartildi. Daha sonra ornekler 50 mL’lik tiiplerde saf su ile ¢oziildii. Daha sonra
santrifiij yapilip Ustteki berrak kisimlardan 3’er mL c¢ekildi ve ornekler beherlere
aktarilip optimum deneysel sartlar ayarlanarak bu ¢ozeltiler kolondan gegirildi ve 13
mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie edildi. Ornekler UV-Vis spektrofotometresi ile

standatlara kars1 okundu.

e Nar 6zlii bir icecek 6rneginden dogrudan 5 paralel olacak sekilde 1’er mL ¢ekildi.
Daha sonra optimum deneysel sartlar ayarlanarak ¢ozeltiler kolondan gegirilip 13
mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie edildi. Ornekler UV-Vis spektrofotometresi ile

standatlara kars1 okundu.

e Kusburnu aromali icecek tozundan 5 tane ayri ayr1 1’er gram tartildi. Daha sonra
ornekler 10 mL’lik tiiplerde saf su ile ¢oziildii. Daha sonra santrifiij yapilip tstteki
berrak kisimdan 1’er mL alindi. Bunlar behere alinarak optimum deneysel sartlarda
olacak sekilde ¢ozeltiler kolondan geg¢irilip 13 mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie
edildi. Ornekler UV- Vis spektrofotometresi ile standatlara karsi okundu.

Ponceau 4R iceren 6rneklerin derisimleri Tablo 4.5’°te verilmistir.
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Tablo 4.5. Ponceau 4R Boyasi Igin Ger¢ek Orneklerin Analizi (N=5)

Ponceau 4R Iceren Kati Ornekler Derisim (ng/g)
Seftali Aromali icecek Tozu 127,5+4,2
Meyve Aromali Nane Sekeri 6,4+0,7

Aromal1 Akide Sekeri 33,2443
Kusburnu Aromali Icecek Tozu 308,6+15,0
Ponceau 4R Iceren Sivi Ornek Derisim (ug/mL)

Stvi Nar Aromali Icecek 23,1+0,4

4.11.3. Sudan Orange G Icin Toz Biber Ornegine Analit ilavesi

Analit ilavesinde 0rnek olarak toz biber analizi kullanildi. Toz biber 6rneginden 20 g
tartilip, 250 mL’lik balon jojede saf su ile ¢6ziildii. 50 mL’lik kisim alinarak seliiloz
nitrat membran filtreden siiziildii ve beherde toplandi. Bu kisimdan 1 mL alindi ve her
biri i¢in 3 paralel olacak sekilde drneklere ilavesiz ve 5 pg, 10 pg ve 20 pg Sudan
Orange G boyasindan analit ilavesi yapilarak optimum deneysel sartlarda yontem
uygulandi. 13 mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie edildi. Olciimler UV-Vis

spektrofotometresi ile gerceklestirildi. Sonuclar Tablo 4.6 *da verilmistir.



51

Tablo 4.6. Sudan Orange G i¢in Toz Biber Ornegine Analit ilavesi (N=3)

Analit Eklenen (ng) | Bulunan (ng) | Geri Kazanim (%R)
0 7,3+0,2 _
Sudan 5 12,1+0,2 94+4
Orange G
10 17,1+0,6 98+6
20 27,1+0,9 99+5

4.11.4. Sudan Orange G icin Gercek Orneklerin Analizi

Gelistirilen yontem kullanilarak bir adet biber salcasi ve ii¢ ayr1 biber 6rneginde Sudan

Orange G analizi yapildi.

e Biber sal¢asi analizinde; 1’er g salca drneginden 3 tane alinip 50 mL’lik tiiplerde saf
su ile ¢oziildi. Elde edilen ¢ozeltiye optimum deneysel sartlar altinda yontem
uyguland1 ve 13 mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliisyon yapildi. Olgiimler UV-Vis

spektrofotometresi ile yapildi.

e Pul biber ve koyu renkli toz biber 6rneklerinden her bir 6rnek i¢in 3 tane 1’er g
alinip 50 mL’lik tiiplerde saf su ile 6rnekte bulunan boyanin ¢oziilmesi saglandi.
Ornekler mavi bant siizge¢ kagidindan siiziildii. Siizme islemi bittikten sonra
stiziintiiden 5’er mL alinip optimum deneysel sartlarda yontem uygulandi. Daha
sonra 13 mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie edildi. Ornekler UV-Vis

spektrofotometresi ile 6l¢iildii.

e Agcik renkli toz biber 6rneginden 1’er g 3 paralel alinip 50 mL’lik tiiplerde saf su
eklenerek boyamin ¢oziilmesi saglandi. Ornekler mavi bant siizgeg¢ kagidindan
stiziildii. Stizme islemi bittikten sonra {istteki kisimlardan 10’ar mL alinip optimum

deneysel sartlar altinda yontem uygulandi. 13 mL pH 4,5 (asetat) tamponu ile eliie
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edildi. Ornekler UV-Vis spektrofotometresi ile 6l¢iildii. Sonuglar Tablo 4.7°de

verilmistir.

Tablo 4.7. Sudan Orange G I¢in Gergek Orneklerin Analizi (N=3)

Sudan Orange G Iceren Derisim (ng/g)
Ornekler
Salga Ornegi 28,0+0,8
Pul biber 6rnegi 1554139
Acik renkli toz biber 6rnegi 93,6+4,2

Koyu renkli toz biber 6rnegi 136,2+6,5




5. BOLUM

TARTISMA — SONUC VE ONERILER

Zenginlestirme yontemleri eser miktarda elementlerin ve maddelerin tayin edilmesinde
kullanilan daha diisiik analit derisimlerinin tayin edilebilmesi ve analitin matriks
bilesenlerinden etkin bir bigimde ayrilmasi i¢in kullanilan metotlardir. Diger bir deyisle
zenginlestirme yOntemlerinin esas amaci analiz maddesini girisim yapan maddelerden
oldukca saf olarak ayiwrarak elde etmektir. Boyalarin zenginlestirmesi i¢in sikca
kullanilan teknikler; kat1 faz ekstraksiyonu, iyon degistirme, sivi-sivi ekstraksiyonu ve

bulutlanma noktasi ekstraksiyonudur.

Bu caligmada; cesitli gida orneklerinde bulunan Ponceau 4R ve Sudan Orange G
boyalarinin tayinini ve kati faz ekstraksiyonunu esas alan bir ayirma ve zenginlestirme
yontemi gelistirilmis ve spektrofotometrik olarak tayini gergeklestirilmistir. Kati1 faz
yani adsorban olarak deniz siingeri kullanildi. Literatiir bilgimize gore deniz silingeri

boyalarin ayrilmasi ve zenginlestirilmesi i¢in ilk kez kullanilmustir.

Yontemin uygulanmasinda Ponceau 4R’nin spektrofotometrik tayininde c¢esitli toz
icecek ve seker ornekleri kullanilmistir. Sudan Orange G boyasinin spektrofotometrik
tayininde biber salcasi, pulbiber ve toz biber 6rnekleri kullanilmistir. Ayrica Ponceau
4R ve Sudan Orange G’nin spektrofotometrik tayini i¢in uygun ortam sartlart model
cozeltiler kullanilarak optimize edilmeye c¢alisilmistir. Ponceau 4R ve Sudan Orange G
boyalar1 karigiminin deniz siingeri iizerinde kolonda tutunmasi saglanmis ve pH 4,5
tamponu ile eliisyon islemi yapilmis, ¢ozeltide bulunan Ponceau 4R ve Sudan Orange G

boyalar1 UV/Vis spektrofotometresi ile kantitatif olarak tayin edilmistir.
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Gelistirilen bu zenginlestirme yonteminde incelenen analitik parametreler; pH, eliient
tiirli, derigsimi ve hacmi, 6rnek ve eliient akis hizi, HCI derisimi, 6rnek hacmi, stinger

miktari, diger boyalarin etkisi ve matriks etkileridir.

Analitin kantitatif tayinleri i¢in analitik kriter olarak % 95 geri kazanma degeri alt sinir
olarak belirlenmis, geri kazanma (% R) degeri yontemin optimizasyonu i¢in incelenen
faktorlerin degerlendirilmesinde 6l¢ii olarak kullanilmistir. Geri kazanma degeri; model
coOzeltilerin absorbans degerinin referans ¢ozeltiler icin okunan absorbans degerine orani

alinarak bulunmustur.

Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin spektrofotometrik tayinini gergeklestirmek
amaciyla dalga boyu taramasi yapilmistir. Bunun i¢in Ponceau 4R ve Sudan Orange G
boyalar1 ile farkli derisimlerde ve 300-600 nm dalga boyu araliginda c¢alisilmistir.
Ponceau 4R i¢in optimum dalga boyu 510,2 nm bulunurken, Sudan Orange G i¢in 383,2

nm olarak bulunmustur.

Kat1 faz ekstraksiyonu c¢aligmalarinda analitin kolonda tutunmasi pH araligina baglh
oldugundan dolayi, analitin kolonda tutunmasi i¢in 6nce pH’nin etkisi pH 2-10
araliginda tampon ¢ozeltiler kullanilarak incelenmistir. Geri kazanma degerlerinin pH
ile degisimi Sekil 4.1 ’de verilmistir. Bu ¢alismada model ¢ozeltiye eklenen Ponceau 4R
miktar1 200 pg, Sudan Orange G miktar1 ise 400 pg’dir. Elde edilen sonuglara gore
Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyasi karigimi pH 1-4 arasinda kantitatif (%R > 95)

olarak geri kazanilmgtir.

Deniz siingeri dolgulu kolonda Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin
tutunmasina eliient tiirii ve derisiminin etkisini arastirmak igin ¢esitli ¢ozeltiler
kullanilmistir. Ponceau 4R ve Sudan Orange G i¢in hesaplanan geri kazanma degerleri
Tablo 4.1 de verilmistir. Tablodan goriildiigii gibi Ponceau 4R ve Sudan Orange G
boyalar1 10 mL ve 13 mL pH 4,5 tamponu, 10 mL 1 M NaOH ¢ozeltisi ile kantitatif
olarak geri kazanilmistir. Ancak 10 mL aseton, asetik asit, sodyum kloriir, amonyak, etil
alkol, asetat tamponu ve fosfat tamponu kullanildiginda ise kantitatif bir sonug
almamamistir. Ayrica, 5 mL IM NaOH kullanildiginda ise Sudan Orange G boyasi
kantitatif olarak geri kazanilirken; 5 mL 1M NH;, 2M NHj, 1M NaOH ve pH = 4,5

(asetat) tamponu kullanildiginda her iki boya da kantitatif olarak geri kazanilamamustir.
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Tampon c¢ozeltiler kullanilarak yapilan pH taramasinda her iki boyanin da asidik
bolgede geri kazanildig1 goriilmiistiir. Bu nedenle HCI” in etkisi incelenmistir. 0,01-0,5
M araliginda HCI derisimi taramas1 yapildi. Sekil 4.2°deki sonuglara gore, Ponceau 4R
ve Sudan Orange G boyasi karisimi 0,02 M HCI derisiminde kantitatif (%R > 95) olarak
geri kazanilmistir. Bundan sonra yapilacak calismalarda, HCI derisimi 0,02 M olarak

belirlenmistir.

Yontemin uygulama basamaklarinda en zaman alic1 kismi 6rnegin kolondan gegme ve
elie edilme zamanidir. Bu siirelerin uzunlugu ydntemin performansi ile dogrudan
ilgilidir. Bu amacgla optimum sartlarda hazirlanan model ¢ozeltiler 1,0-10,0 mL/min
arasinda degisen hizlarda kolondan gecirilmistir. Sekil 4.3’te verilen sonuglara gore
ornek akis hizi 1,0-10,0 mL/min araliginda Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalar

kantiatif olarak geri kazanilmistir.

Eliient akis hizinin Ponceau 4R ve Sudan Orange G’nin geri kazanilmasina etkisi 1,0-
10,0 mL/min arahiginda incelenmistir. Sekil 4.4 te verilen sonuglara goére 1,0-8,0
mL/min arasinda Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarn kantitatif olarak geri

kazanilirken, 10 ml/min akis hizinda her iki boya i¢in kantitatif bir sonug alinamamustir.

Ornek hacmi, yiiksek zenginlestirme faktorii elde edebilmek igin &nemli bir
parametredir. Ornek hacminin geri kazanmaya etkisi 25-1000 mL araliginda incelenmis,
Sekil 4.5°’de verilen sonuglar elde edilmistir. Ponceau 4R boyast hacimden
etkilenmeyerek kantitatif olarak geri kazanilmistir. Ancak Sudan Orange G boyasi i¢in

25 mL’de sonugclar kantitatif iken, 25 mL’den sonra hacimden etkilenmistir.

Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin bulundugu model ¢6zelti ortaminda farkl
olarak girisim yapan tiirler icermektedir. Girisim yaptig1 diisiiniilen bu tiirler model
coOzeltilere eklenmis ve ortamda bulunabilecek alkali, toprak alkali ve gec¢is metal
iyonlarinin, gelistirilen kat1 faz ekstraksiyonu yontemiyle zenginlestirilen analitlerin
geri kazanma degerlerine etkileri arastirllmis sonuglar Tablo 4.2’de verilmistir.
Tablodan da gériilecegi iizere tolerans limitleri oldukga iyi diizeydedir. incelenen tiim

iyonlar i¢in kantitatif geri kazanim degerleri elde edilmistir.
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Ayrica boyalarin kantitatif olarak geri kazanilmasi i¢in kullanilan siinger miktarida
onemli bir faktordiir. Siinger miktar1 0,1-1,0 g olacak sekilde kolon hazirlanarak model
cozeltiler kolondan gecirilmis ve sonuglar Sekil 4.6’da verilmistir. Sonuglar
incelendiginde deniz stingeri miktar1 0,4-0,7 g aralifinda her iki boya kantitatif ( %R >
95) olarak geri kazanilmistir. Optimum deniz slingeri miktar1 0,5 g olarak belirlenmistir.

Calismalarda 0,5 g deniz siingeri kullanilmstir.

Diger bir calismada Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarinin geri kazanilmasina
Amarant, Chocolate Brown ve Brilliant Blue boyalarinin etkisi incelendi. Sonuglar
Tablo 4.3’te verilmistir. Sonuglar incelendiginde Ponceau 4R boyast sadece
Amarant’tan etkilenmis ve kantitatif bir sonu¢ alinamamistir. Sudan Orange G boyasi

diger boyalardan etkilenmemis ve kantitatif (%R > 95) olarak geri kazanilmustir.

Analit iyonlariin goézlenebilme smirinin tayini i¢in 15 paralel 300 mL kor 6rnege
gelistirilen yontem uygulanmig, son hacim 10 mL ye tamamlanarak standartlara karsi
UV/Vis spektrofotometresi ile absorbans degerleri tayin edilmistir. Kor degerlerin
standart sapmasinin ii¢ katin1 esas alan gozlenebilme siniri degeri hesaplanmustir.
Gozlenebilme smir1 degeri; Ponceau 4R i¢in 0,002 pg/L, Sudan Orange G boyasinin

gozlenebilme smir1 1,9x10 pg/L olarak hesaplanmustir.

Gergek Ornek calismalarinda, farkli toz igcecekler ve sekerler ile Ponceau 4R miktarlari
saptanirken; biber salcasi, pul biber ve toz biber analizlerinde Sudan Orange G
miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen degerler Tablo 4.5 ve Tablo 4.7’ de verilmistir.
Ayrica, yoOntemin dogrulugunu test etmek amaciyla Ponceau 4R ve Sudan Orange G
boyalar1 i¢in analit ilavesi yapilmistir. Elde edilen degerler Tablo 4.4 ve Tablo 4.6’ da

verilmistir.

Bu calisma ile elde edilen sonuglara gore, bu yontemin yalnizca ayirma yontemi olarak
degil, degisik 6rneklerden Ponceau 4R ve Sudan Orange G boyalarmin geri kazanilarak
elde edilmesi amaciyla kullanilabilecegi diisiiniilebilir. Deneysel islemler sonucunda;

gelistirdigimiz yontemin bir ayirma- zenginlestirme yontemi oldugu belirlenmistir.
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