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Yiksek Lisans Tezi

OZET

SEKER HAMURLARINDA KULLANILAN GIDA BOYASI TARTRAZININ YENI
BiR PIRAZOL TUREVI ILE SPEKTROFLORIMETRIK METOT ILE TAYINI

Ece Cilten GUN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Hakan ALP
2019, 33 Sayfa

Bu calismada seker hamurlarinda kullanilan sari renkli tartrazin gida boyasinin
kantitatif tayini spektroflorimetrik yontemle gergeklestirilmistir. Bunun igin dis
kalibrasyon yontemi kullanilmistir. Kisa siirede ve az malzeme tiikketimi ile gerceklestirilen
analizde seker hamurundaki tartrazin tayini yapilmistir. Kullanilan seker hamuru kurumsal
bir marketten temin edilmistir. Metotta ¢oziicii olarak etanol tercih edilmistir ve etanoliin
toksik olmayan ozelligi metotu kullamigh hale getirmistir. Oncelikle artan miktarlarda
standart tartrazin ¢ozeltisi igceren sabit konsanstrasyondaki ligand ¢ozeltilerinin floresans
siddetleri grafige gegirilmis, daha sonra igerdigi tartrazin miktar1 tayin edilecek olan
numunenin floresans siddeti Olgiilerek grafikten tartrazin miktar1 hesab1 yapilmistir.
Kullanilan metodun dogrusal araligi, dogrulugu, gozlenebilme sinirt (LOD), tayin siniri
(LOQ) ve kesinligi belirlenerek metot valide edilmistir. Seker hamurundaki tartrazin tayin

siirt 9 pg/mL olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tartrazin, spektroflorimetre, seker hamuru.
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Master Thesis

SUMMARY

DETERMINATION OF FOOD PAINT TARTRAZINE USED IN SUGAR PASTES
WITH A NEW PYRAZOL DERIVATIVE BY SPECTROFLORIMETRIC METHOD

Ece Cilten GUN

Karadeniz Technical University
Institute of Natural Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Hakan ALP
2019, 33 Pages

In this study, the determination of the food color of yellow tartrazine used in sugar
paste was carried out by spectrofluorimetric method. External calibration method is
preferred. In a short period of time and with less material consumption, tartrazine was
determined in sugar paste. The sugar pulp used is obtained from an institutional market.
Ethanol was preferred as the solvent in the method and the nontoxic properties of ethenol
were useful. Firstly, the fluorescence intensities of the ligand solutions in fixed
concentrations containing increasing amounts of standard tartrazine solution were plotted.
The method was validated by determining the linear range, accuracy, detection limit
(LOD), limit of determination (LQD) and accuracy of the method used. The limit of the

determination of tartrazine in sugar paste was found to be 9 pug / mL.

Key Words: Tartrazine, spectroflourimetric, sugar paste.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Gida Boyalan

Renk, gidalarin duyusal oOzellikleri yoniinden ele alindiginda, tiiketici tercihi
acisindan gidanin gekiciliginde 6nemli rol oynamaktadir. Gida ile ilgili ilk izlenim
gorselliktir ve gidanin tercih edilmesinde rengi kabul veya red edilmesine baghdir.

Gliniimiizde gelisen gida iiretim teknolojileri dikkate alindiginda gidalar isleme
depolama ve satisa sunma gibi cesitli asamalarda 1s1, 151k, pH degisimi ve oksijen gibi
fiziksel ve kimyasal kosullara bagli olarak renk solmasi ve kaybina ugramaktadir. Fakat
gida iireticileri gida isleme sirasinda gidanin orijinal rengini koruma, iiriinlin tek renk
olmasini saglama ve ¢ekiciligini arttirma amacina bagl olarak, iretilen renksiz veya az
renkli gidalara renk kazandirma ve bu rengi koruma amacl renklendirici katki maddelerini
tirtinlerinde kullanmaktadirlar [1].

Gida boyast kullanimi incelendiginde temel kullanim amacinin gidalarda renk
cesitliligini artirarak daha cazip hale gelmesini saglamaktir. Bu sayede gidalar daha dikkat
cekici hale gelir. Ayn1 zamanda gida boyasiyla teknolojik yonden iiriin i¢in renk standardi
olusturulur. Bunun yani sira herhangi bir gidanin fazla sicaktan, nemden, yasanan hava
degisiminden minimum diizeyde etkilenmesini saglamak ve muhafaza edildikleri bolgede
renk kayb1 yagamasina engel olmak i¢in de gida boyasi kullanilir [2].

Kullanilan gida boyasi ile aslinda rengi olmayan bir gidaya renk kazandirilir. Buna
ek olarak gerek rengi gerek goriintiisiiyle diisiik kaliteli olan bir gidayr daha gekici hale
getirmek i¢in gida boyas tercih edilir. Boylece gidanin hem lezzet hem de goriintii kalitesi
artar. Bunlarin yani sira tiiketicilerin beklentilerini karsilamak amaci ile gida boyasi
kullanimiyla isleme ve depolama etkileri en aza indirilir.

Gida boyalar1 kendi igerisinde dogal, sentetik ve yar1 sentetik olmak iizere ii¢ gruba
ayrilir. Bu gruplandirma yapilirken elde edilmis olduklar1 kaynak g6z Onilinde
bulundurulur. Yapay gida boyalar1 kullanilarak elde edilen gidalar saglik acisindan uygun
degildir. Bundan dolay1 dogal gida boyalar1 daha ¢ok tercih edilir.

Dogal gida boyalar1 kirmiz1 biber, zerdegal, safran, kirmiz1 pancar, meyve ve sebze

sular1 gibi direkt olarak kullanilan bitkilerden elde edilebilir. Bunun yan1 sira bitkisel ve



hayvansal maddelerden, karbonhidratlardan isiyla elde edilen renk maddeleri, vitamin
kokenli olan ve inorganik renk maddeleri gibi cesitlerle de kullanilir.

Gida boyasi zararlar1 incelendiginde en ¢ok bilinen ve en onemlilerinden biri olan
genetik faktorlere etkisi goriiliir. Asir1 miktarda gida boyasi tiiketen kisinin kalitsal yapisini
bozarak cift g¢ekirdeklilik, kromozomlarin normal digt olmasi, DNA problemleri gibi
sorunlara yol agabilir. Bunun yani sira gida boyasi ¢esitli davranis bozukluklarina sebep
olur. Bazi arastirmalar kiigiik yaslarda gida boyasi tiiketen ¢ocuklarin davranis ve dikkat
bozuklugu sergiledigini ifade eder. Bu nedenle 6zellikle ¢ocuklardan bu tarz gidalarin uzak
tutulmasi gerekir [3].

Gida boyalar1 kanser riskini artiran 6zellige sahiptir. Goriintiisiiyle cezbedici olan bu
boyalarin kanser goriilme riskini artirdigi, cocuklarda bu riskin daha fazla oldugu sdylenir.
Ogrenme ve hafiza ile alakali bozukluklara da yol agtif1, cocuklardaki hafiza merkezini

etkiledigi ve 6grenme kabiliyetlerinde bozukluklara sebep oldugu belirtilir [3].

- -
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o
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€

Sekil 1. Giiniimiizde yiyeceklerde kullanilan yapay boyalar

1.2. Uluslararas1 Numaralandirma Sistemine Gore Gida Boyalarimin Kodlari

Gida boyalar1 E100, E200, E300 gibi E harfi ile kodlanir ve E harfi “European”

kelimesini ifade eder. Uluslararasi alanda kabul gormiis olan gida boyalarinin, E kodunun

yaninda bir de numarasi vardir [4].



Tablo 1. E numarasi kodlamasi

E numarasi Adlandirma

E100 - E180 Boyalar

E200 - E297 Koruyucular

E300 - E385 Antioksidanlar

E400 - E466 Jellestirici ve Koyulastiricilar

1.3. Gida Boyalarimin Elde Edildikleri Kaynaklara Goére Siniflandirilmasi

1.3.1. Dogal Kaynaklardan Elde Edilen Gida Boyalari

Dogal renklendirici maddeler
kaynaklardan elde edilen pigmentlerdir. Renk araliklart smirli olan bu renk maddeleri
genel olarak zayif bir kararlilik ile zayif bir renklendirme giiciine sahip olup, 1s1 ve pH’tan
etkilenirler. Dogal renk maddelerinin bir¢ok fiziksel ve kimyasal etkilere karsi (1s1, 151k,
pH) kararliliklarinin diigsilk olmasi ve gidalarda kullanimlarinda g¢esitli problemler

yaganmasina karsin, son yillarda yapilan arastirmalarda saglik tizerinde olumlu etkileri

mikrobiyal,

bitkisel, hayvansal ve mineral

nedeniyle bu maddelerin kullanimlarinin arttig1 gézlenmektedir [5].

Sekil 2. Dogal kaynaklardan elde edilen gida boyalar




Tablo 2. AB ve ABD yetkili kuruluslari tarafindan onaylanan bazi gida boyalari [6].

Dogal Gida Boyalar1 AB Kodu  Sertifika Kaynak/Renk/Ozellik
Kurkumin, Zerdegal E 100 Evet Curcuma longa; turuncu-sart;
keskin koku
Riboflavin E 101 Evet Fermantasyondan elde; sar1; aci tat
Karmin E 120 Evet Disi coccus bocegi; turuncu kirmizi
Karamel E 150 Evet Karbohidratlar; kahverengi
Karoten E 160a Evet Hurma yagi; turuncu; kolay okside
Betanin E 162 Evet Kirmizi pancar kokii; kirmizi; 1siya
' duyarh
Antosiyanin E 163 Evet Uziim kabugu, siyah havug, kirmiz1
lahana; kirmizi
Kalsiyum E 170 Evet Mineral kayaglar; beyaz; yiizey
karbonat boyasi
Mineral kayaglar; yesil, kirmizi, siyah;
Demiroksit E 172 Evet yiizey boyasi

1.3.2. Sentetik Olarak Elde Edilen Gida Boyalar

Sentetik olarak elde edilen gida boyalari, dogadan elde edilmeyen fakat laboratuvar
ortaminda sentez yoluyla iretilen katki maddeleridir [7]. Bu maddelerin ¢ogunda ana
materyal olarak komiir tercih edilir. Renk verme siddetleri, renk olusturabilme araliklari,
kolay kullanilabilir olmalar1 ve maliyet agisindan daha uygun olmasi nedeniyle dogal gida
boyalarina karsi daha {istiin sayilabilirler ve sonug olarak daha ¢ok tercih edilirler. Sentetik
gida boyalar1 yiiksek oranlarda suda ¢oziinebilirler [8]. Isiya, 1s18a, pH degisimine ve ¢ogu
kimyasal maddeye kars1 direnglidirler [9].

1.4. Tartrazin

Tartrazin (E102 veya FD&C Yellow 5); kimyasal adi, Trisodyum 5-hidroksi-1-(4-
stilfanato-fenil)-4-(4-sulfanatofenilazo)-H-prizol-3-karboksilat (sodyum tuzu) ve kimyasal
formiilii C16H9N4NazOgS2 olan bir bilesiktir [10]. Pirazolin halkasi igeren, monoazo
yapida, sertifikali, sentetik bir boya maddesidir. Bu grupta yer alan boyalar, -N=N- grubu
icerdiginden azo boyasi olarak da bilinirler. Azo boyalar igerisinde en ¢ok kullanilan

boyalardan olan tartrazin; turuncu-sari renkte ve toz halinde bir boyadir. Suda kolaylikla



¢ozlinebilir ve altin sarist renkte ¢ozeltiler olusturur [11]. Tartrazin, oksaloasetik ester ile
fenilhidrazin-p-siilfonik asidin kondenzasyonu sonucu sentezlenir. Reaksiyon iiriinii, diazot
igeren siilfanilik asit ile birlestirildikten sonra olusan ester, sodyum hidroksit ile hidroliz
edilir. Sentezlemenin bir diger yolu ise, bir mol dihidroksitartarik asit ile iki mol
fenilhidrazin-p-siilfonik asidin kondenzasyonudur.

Tartrazinin giinliik maksimum almabilecegi miktar, Amerika Gida ve Ilag Dairesi
(FDA tarafindan 5 mg/kg/giin) olarak belirlenmistir. Ortalama 30 kg agirhigindaki bir
cocuk i¢in bu deger 150 mg/giin doza denk gelmektedir.
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Sekil 3. Tartrazin molekiil yapisi

1.4.1. Tartrazinin Kullanim Alanlar

Diinyada pek cok iilkede kullanilan tartrazin, 1916 yilindan beri Amerika Birlesik
Devletleri’nde en ¢ok kullanilan ikinci gida boyasidir. Tartrazin; aromali igecekler,
konserveler, korunmus meyveler, pastane mamulleri, siisleme ve kaplama maddeleri,
tathlar, soslar, hardal, cipsler, dondurma ve sekerlemeler, ¢erezler, evcil hayvan
yiyecekleri ve daha bir¢ok gidanin yani sira ilag ve kozmetik {irlinlerinde de siklikla
kullanilmaktadir. Icecekler, aromali musir cipsi, krema tozu, hazir corbalar, soslar,
pastacilik iiriinleri, et ve siit iiriinleri, joleler, pudingler, dondurma, sakiz, recel gibi gida
iiriinlerinde, boya kalemleri, sulu ecza ¢ozeltileri, ilag tabletleri, dis macunlari, sgampuan ve
nemlendirici gibi kozmetik {irlinlerinde en sik kullanilan renklendiricilerden biridir. Yiin,
ipek, naylon, deri ve kagit boyamada, miirekkep hazirlanmasinda, sabun ve plastik

boyanmasinda ve hayvan histolojisinde kontrast boya olarak da kullanilmaktadir [12].

1.4.2. Tartrazinin Toksikolojik Etkileri

Cesitli klinik kosullarda etkisi incelenen tartrazinin toksik veya patolojik bir etkisinin



olmadig1 ya da timor olusumu icin herhangi bir risk olusturmadig: belirtilmesine ragmen
yapilan klinik ¢aligmalarda tartrazin gibi azo grubu boyalarin 6zellikle ¢ocuklarda
hiperaktiviteye neden oldugu, astimli ve aspirine duyarli bireylerde istenmeyen
reaksiyonlar (migren, deride kizarikliklar ve kabarmalar, nezle, bulanik gérme, 6grenme
glicliigli) meydana getirdikleri saptanmistir. Bunlara ek olarak ¢ocuklarda detoksifikasyon
stirecinin daha yavag gergeklesmesi de bu sonuca yol agabilmektedir.

Tartrazinin, nérodavranigsal toksisite, anksiyete, migren, klinik depresyon, bulanik
gorme, kasinti, halsizlik, sicak basmasi, bogulma hissi, deride lekeler ve uyku bozuklugu
gibi pek ¢ok immiinolojik tepkilerin ortaya ¢ikmasina da neden olabilecegi belirtilmistir.
Astim ataklarma yol agan alerji, hiicresel hasar ve aspirin ve ventolin gibi yaygin

kullanilan ila¢ iriinleri ile tartrazinin etkilesimini gosteren caligmalar, bazi iilkelerde

tartrazin kullaniminin yasaklanmasina yol agmistir [13].

Tablo 3. Tartrazinin Tiirkiye’de kullanilabilecegi gidalar ve miktarlar

Gida Maddesi En Yiiksek Miktar
Alkolsiiz aromali igecekler 100 mg/l
Meyve ve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Sekerlemeler 300 mg/kg
Korunmus kirmizi meyveler 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri 500 mg/kg
Hafif firmcilik driinleri 200 mg/kg
Yenilebilir buzlar 150 mg/kg
Aromalandirilmig islenmis peynir 100 mg/kg
Aromalandirilmis siit Girlinleri dahil tathilar 150 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
On pisirme yapilmis kabuklu su iiriinleri 250 mg/kg
Somon balig1 benzerleri 500 mg/kg
Balik yumurtasi 300 mg/kg
Fiime balik 100 mg/kg
Patlamis veya hacimlendirilmis ¢erezler 200 mg/kg
Diger cerezler 100 mg/kg
Ek siv1 gidalar, diyet tamamlayicilar 100 mg/I
Ek kat1 gidalar, diyet tamamlayicilar 300 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Bitkisel protein bazli et ve balik analoglari 100 mg/kg
Alkolli igecekler 200 mg/I




1.4.3. Tartrazin Tayini i¢in Kullanilan Baz1 Yontemler

Gida maddelerinde tartrazin analizi i¢in bir¢ok sistem gelistirilmistir. Bu sistemler
icinde en yaygin olami ise yiiksek performansli sivi kromatografisidir. Son yillarda
elektroanalitik teknikler ve UV-VIS, *H-NMR ve Raman gibi spektroskopik yontemlerle
de tartrazin analizleri yapilmaktadir. Floresans spektroskopisi de tartrazin analizi igin
kullanilan bir spektroskopik yontemdir. Hizli, hassas bir analitik tekniktir. Son yillarda

floresans spektroskopisi gidalarin dogrudan analizi igin kullanilmaktadir [14].

1.5. Molekiiler Liiminesans Spektroskopisi

Atomlarin veya molekiillerin en Kkararli hallerinde, elektronlar farkli enerji
seviyelerindeki orbital bolgelerinden en diisiik enerjili olanlarin1 doldururlar ve bu hale en
diistik enerjili hal, kararli hal veya temel hal ad1 verilir. Temel haldeki bir tiire disaridan bir
enerji verildiginde elektronlar bu enerjiyi absorblayip daha yiiksek enerjili orbitallere gegis
yapabilirler. Bu durumdaki tiirler kararsizdir ve bu hale uyarilmis hal ad1 verilir. Uyarilmis
haldeki kararsiz tiirler absorbladiklar1 bu enerjiyi ¢esitli yollarla vererek kararli hale
donerler. Iste bu enerji yayimmin 1sik seklinde olmasina liiminesans denir ve bu 15181
inceleyen bilim alanina da liminesans spektroskopisi denir [15]. Liiminesans, uyarilmig
haldeki elektronun spinine bagli olarak farkli iki mekanizmayla gergeklesir; floresans ve
fosforesans. Eger uyarilmis halde, yiiksek enerjili orbitallere gecis yapmis elektronun spini
temel seviyede bulunan elektronla ters yonde ise bu hale singlet hal denir. Tersi durumda,
yani yiiksek enerjili orbitale gec¢is yapmis elektronla temel seviyede bulunan elektronla

ayni yonde ise bu hale triplet hal ad1 verilir [16].

ty t

Temel Uyarilmis  Uyarilmis
singlet singlet hal  triplet hal

Sekil 4. Temel hal ve uyarilmis haldeki elektronlarin
alabilecegi bazi durumlarin sematik gosterimi



Ozel bir bilesik {izerine 151 gonderildigi zaman bu bilesik bir 151ma yapar, 151n
kesildigi zaman 1s1manin bir siire daha siirlip yavas yavas kayboldugu olaya fosforesans
denir. Fosforesans cisimlere 6rnek olarak baryum, kalsiyum, ¢inko siilfiirleri sayabiliriz.

Uyarilmis molekiiliin temel enerji diizeyine donerken 1sik yaymasina genel olarak
fotoliiminesans denir. Uyarilma enerjisi bir kimyasal tepkimeden karsilanirsa bu olaya
kemiliiminesans, elektrik enerjisi kullanildiginda elektroliiminesans, canlilardaki
biyomolekiiller kullanildiginda ise biyoliiminesans adini alir [17].

Floresans yayiliminda molekiiller, 1simasiz  durulmalar nedeniyle enerji
kaybettiklerinden dolayi, absorbladiklar1 enerjiden daha disiik bir enerji yayarlar. Bu
yiizden floresans spektroskopisinde genellikle uyarici 15181in dalga boyundan daha uzun
dalga boylu 1sinlar floresansta gézlemlenir. Emisyonun daha biiyiik dalga boyuna kayma
olayma Stokes kaymasi ad1 verilir [18].

Floresans olayina dayanan yonteme “Florimetri” denir. Floresans olayr emisyona
dayanmaktadir. Bunu agiklamak igin oncelikle absorpsiyonu tanimlamak gerekir. Cesitli
dalga boylarinda 151n igeren bir 151n demeti seffaf bir ortamdan gecirilirse i¢inden bazi
dalga boylarinda isinlarin kayboldugu goriiliir. Buna 1simin absorplanmasi denir.
Absorpsiyon ile 1sin enerjisi maddenin atom, iyon veya molekiillerine aktarilir. Isin
enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya molekiiller uyarilmis hale gecerler.

Uyarilmis halde bulunan atom, iyon veya molekiillerin belli dalga boylarinda
1s1malar yaparak daha diisiik enerji seviyelerine gegmesine Emisyon denir. Uyarilmis bir
tiiriin temel hale donmesi i¢in birkag¢ yol vardir. Yani, emisyon 1s1mal1 ve 1s1masiz olmak

tizere iki baslikta incelenir.

I¢ doniisiim

b 1 ..
V Sistem I¢ci Doniistim

g-+ — — |-

S

T

Absorpsiyon Floresans

Fosforesans

Sekil 5. Jablonski diyagrami



Titresimsel Durulma, Si ve Sy’nin titresim seviyelerine uyarilmig olan atomlar,
uyarilmis olduklar1 seviyeden temel hale direkt donmezler, titresim seviyelerini basamak
basamak kat ederek daha diisiik titresim seviyelerine inerler [19].

I¢ Déniisiim: Sz2’nin herhangi bir titresim seviyesinden Si’in herhangi bir titresim
seviyesine gegis olabilir.

Liiminesans: Uyarilmis olan analit, uyarici 1siktan farkli bir dalga boyunda emisyon
yapiyorsa buna “liiminesans” denir.

Fotoliiminesans: Uyaric1 bir 1s1ksa bu olaya fotoliiminesans denir.

Floresans: Herhangi bir kaynaktan yayilan UV-VIS igininin absorplanmasi sonucu
uyarilan bir maddenin, kendisini uyaran 1sima enerjisinden daha diisiik enerjili bir 151n
yayarak temel hale donmesine denir. Madde kendine 6zgii dalga boyunda 1s1ma yapar.

Fosforesans: Molekiiliin, uyarilmis triplet halin herhangi bir seviyesinden, temel hale
151k yayarak gegmesi miimkiindiir. Bu olaya “fosforesans” denir [20].

Molekiillerde uyarilma, bag orbitallerinde bulunan elektronlarin anti bag orbitallerine
gecmesi ile gerceklesir. Anti bag orbitallerine gegen elektron spinini degistirmeden gegis
yapmissa buna singlet uyarilma denir. Anti bag orbitallerine gegen elektron, bag
ortiballerindeki elektron ile ayni spine sahipse buna da triplet uyarilma denir. Bazi
molekiillerde atom veya molekiil, uyarilmis singlet hale gectikten sonra enerjisinin bir
kismini termal olarak atarak, uyarilmig triplet hale gegebilir. Buna haller aras1 gegis denir.
Uyartlmis triplet halin enerji diizeyi, uyarilmis singlet halinkinden daha dusiiktiir.
Uyarilmis triplet hal daha diisiik enerjili oldugundan dolay: daha kararlidir. Genel olarak,
uyarilmus triplet hale direkt gegis olmaz [20].

Floresansta uyarilmis singlet hal — singlet hal gecisleri s6z konusudur. Bu gegisler
daha hizli oldugu igin floresans olay1 daha kisa siirer (~107 s). Uyaric1 kaynak kesilince
floresans da kesilir. Fosforesansta ise uyarilmis singlet hal — uyarilmig triplet hal gecisi
s0z konusudur. Bu olay ¢ok daha az miimkiin olan bir olaydir, yavastir ve uzun siirede
gerceklesir. Uyarici kaynak kesildikten sonra saniyeler hatta dakikalarca fosforesans olay1
devam edebilir.

Floresans yapan bilesiklerin ¢ogu i¢in, hangisinin daha diisiik enerjili olduguna bagh
olarak, n — m veya 1 — w* ge¢isi gozlenir (uyarilma olur). Bu uyarilmadan sonra
gerceklesen floresans emisyonuna hakim olan 1s51ma daha diisiik olan 1 — 7™ gecisinden

kaynaklanir. (6*—n*—n—n1—0)



10

{F ‘| || L Numune
Isin Filtre
Dedektor ¢ 3_ )
Kaydedici

Kaynag
Sekil 6. Floresans spektrofotometresinin sematik gosterimi [21].

1.6. Floresans Analiz Cihaz1 Bilesenleri

1.6.1. Isin Kaynagi

Isik kaynaklarinin bolgelere gore kullanilabilirligi asagidaki tabloda belirtilmistir
[22, 23].

Tablo 4. Isik kaynaklarinin bolgelere gore kullanilabilirligi

UV-Goriiniir Bolge D2(Déteryum), W, H2, Xe, Civa
Buhar Lambasi

Gorunir Alanda Wolfram Lambasi

Gortiniir ve Yakin IR Bolgede Tungsten Flaman Lambas1

UV-Goriintir Bolgenin Tiimiinde | Xe Ark Lambasi

Her Iki Bolgede Civa Buhar Lambasi

1.6.2. Filtre ve Monokromatorler

Florometrelerde girisim ve absorpsiyon filtrelerinin her ikisi de kullanilmistir. Ciinkii
hem uyarma demeti hem de olusan floresans 1smminin dalga boyu segilmistir.

Spektroflorometrelerin ¢ogu en az bir optik agli monokromator ile donatilmstir [22, 23].
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1.6.3. Dedektorler

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

dedektorlerin sogutulmasi da gerekebilir [22, 23].

1.6.4. Hiicreler ve Hiicre Boliimleri

Floresans 6l¢gmeleri igin cam veya silisden yapilmis hem silindirik hem de dikdoértgen

prizmasi seklindeki hiicreler kullanilir [22, 23].

Sekil 7. Floresans kiiveti

1.7. Floresansi Etkileyen Faktorler

Yapisal rijitlik etkisi; yik etkisiyle sekil degistirememe olarak tanimlanir.
Floresansin rijit yapilara sahip molekiillerde daha fazla oldugu ampirik olarak
bulunmustur. Tekli baglar etrafindaki serbest donmeler 1s1masiz durulma hizini arttirir,
floresans1 azaltir. Asagidaki Ornekte kuantum verimlerinde gozlenen bu farklilik,

florendeki metilen grubunun koprii yapmasiyla olusan rijitlik artis1 sonucu ortaya ¢ikmustir.

oo OO0
Floren Bifenil

Sekil 8. Floren ve Bifenil yapilari
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pH etkisi; Asidik ve bazik siibstitiientleri igeren bir aromatik bilesigin floresansi
genellikle pH’ya baghdir. Ornegin anilinyumun tek bir rezonans hali varken anilinin bircok
rezonans hali vardir.

Sicaklik etkisi; Yiiksek sicakliklarda artan ¢arpisma sikligi 1simasiz durulma
olasiligini arttirir, floresanst azaltir. Agir atomlar1 veya yapisinda bu atomlarin oldugu
diger ¢ozilinenleri igeren ¢oziicliler floresansi azaltir.

Elektronik gegis etkisi; Elektronik gegisler ne kadar olasi ise floresans olasiligi da o
kadar yiiksektir.

Halkalagma etkisi; Molekiilde halkalagma sayisi arttikca floresans 6zelligi artar.

Heteroatom varhigmin etkisi; Heteroatom igeren halkalar 2. ve 3. bir aromatik
halkayla birlestirilirse floresans 6zelligi artar.

Selat olusumunun etkisi; Siklikla Kkullanilan — selatlastiricilardan  biri 8-
hidroksikinolin’dir (yapisinda heteroatom bulunmaktadir) ve floresans 6zelligi vardir. Zn*2
ve Al**nin 8-hidroksikinolin ile verdigi selatlarm floresans ozelligi selatlastiricinin

kendisininkinden fazladir.

OH

Sekil 9. 8-Hidroksikinolin kompleksi yapisi

1.8. Metot Validasyon parametreleri
1.8.1. Dogruluk

Analiz sonucunun gergek degere ne kadar yakin oldugunun ifadesine dogruluk denir.
% Hata olarak ifade edilen dogruluk; Ol¢limlerin aritmetik ortalamasinin dogru degere

yakinlhig1 olarak Esitlik (1)’de verildigi gibi tanimlanir [23].
% Hata = @xlﬂﬂ (1)

Xc:Dogru degeri, Xorr: Olgiimlerin aritmetik ortalamasini gosterir.
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1.8.2. Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Bulunan bir degerin tekrarlanabilme kabiliyetine ya da bireysel test sonuglarinin
birbirine yakinliginin derecesine yontem kesinligi adi verilir. Yontem kesinligi, 6l¢iim
sonuclarinin birbirine olan yakinligidir. Kesinlik % bagil standart sapma ile ifade
edilmektedir. Kesinlik analit derisimine, analiz yontemine baglidir ve bagil standart sapma
%2’den %20’ye kadar g¢esitlilik gostermektedir. Tekrarlanabilirlik, kesinligin bir
gostergesiolarak kabul edilir ve giin igi ve giinler arasi kesinlik olmak tiizere iki sekilde

hesaplanir [23].

1.8.3. Secimlilik ve Duyarhlik

Se¢imlilik; numunede varlig tespit edilen analiti, analit ile girisim yapabilen diger
bilesenlerden farkli olarak tespit etme yetenegidir. Yogun matriks ortamina sahip
numunelerde analiz edilecek maddelerin dogru ve 6zgiin olarak belirlenebilmesi analitik
yontemlerin se¢imliligini gosterir. Duyarlilik ise analiz isleminin konsantrasyonundaki
kiigiik degisimleri kaydetme kapasitesi olarak tanimlanir ve kalibrasyon egrisinin egimi
olarak ifade edilir [23].

Yontemin se¢imliligi; analiti 6rnekte varligi tespit edilmis analit ile girisim yapabilen
diger bilesenlerden farkli olarak 6lgme yetenegidir. Ornek matriksinde bulunmasi gereken
bilesenlerin yaninda analiz edilecek maddelerin dogru ve 6zgiin belirlenebilmesi, analitik

yontemlerin segimliligini belirler.

1.8.4. Gozlenebilme Sinir1 (GS, LOD)

Analitik yontemlerde performans genel olarak goézlenebilme siniri ile Olgiiliir.
Gozlenebilme sinirt Eyitlik (2)’de verildigi gibi ifade edilir ve konstantrasyon birimleri ile
temsil edilir. Konsantrasyonun ¢ok diisiik oldugu analitik 6lgiimlerde tanik ile ayn1 degerde
cevap alinir. Pratik olarak goézlenebilme siniri, en az on tanik ¢ozelti i¢in Olgiilen
sinyallerin standart sapma degerlerinin ti¢ kat1 olarak hesaplanir [23].

LOD = 30/m (2

Burada o tanign standart sapmasi, m kalibrasyon grafiginin egimidir.
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1.8.5. Tayin S (TS, LOQ)

Gozlenebilme sinirinda tekrarlanabilirligin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle gercek
tayinlerde LOD degerinin kimi zaman 5 kimi zaman 9 ya da 10 kati1 alinir ve bu degere
tayin smir1 adi verilir Esitlik (3). Kabul edilebilir bir bagil standart sapma degeri bu sinir
icin onemli bir Olgiittiir. Saglikli bir tayin i¢in tayin smirmm en az 3 kati kadar

konsantrasyon gereklidir [23].

LoQ== ©)

Burada ¢ tanigin sinyalinin standart sapmasi, m kalibrasyon grafiginin egimidir.
1.8.6. Calisma Arahgi

Dogrusal ¢alisma aralifi, tayin edilen alt ve iist tayin sinirlar1 arasinda bulunan cevap

aralig1 bolgesi olarak tanimlanir.

E s 9 . .. .
LOQ = — formiiliinde o tanigin sinyalinin standart sapmasi, m kalibrasyon

3
™

grafiginin egimidir.
1.9. Floresans Spektrometrisi ile Kantitatif Tayin

1.9.1. Dis Kalibrasyon Dogrusu Yoéntemi

Kalibrasyon egrilerinin dogrusal (lineer) olmasi, yani cihaz cevabiyla hemen hemen
orantili olmasi istenir. Kalibrasyon egrisi kullanabilmek i¢in analitin kon-santrasyon araligi
tahmin edilebilmeli, 6rnegin matriks kosullar1 degerlendilmelidir.

> Ornegin matriks kosullarma benzer kosullarda bir takim standart ¢ozeltiler
hazirlanir;  standartlarin ~ konsantrasyonlar1 tahmin edilen konsantrasyon araliginm
kapsayacak aralikta olmalidir.

> Analit igcermeyen bir sahit hazirlanir. Standartlar ve sahit analiz cihazinda

oOl¢iiliir ve elde edilen degerlerle bir kalibrasyon grafigi ¢izilir.
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> Bir kalibrasyon egrisinin ¢izilebilmesi igin, normal olarak, en az 3 standart
ve bir sahit kullanilir.
> Ornegin (analit konsantrasyonu bilinmiyor) dl¢iimii yapilir; alinan cevap

kalibrasyon egrisinin dinamik aralig1 igindeyse, konsantrasyon hesaplanir.

1.9.2. Standart Ekleme Yontemi

Standart katma yontemi, ¢ogu zaman Ornegin igeriginin bilinmedigi veya kompleks
bir karisim oldugu ve analit disindaki diger baska maddelerin de sinyali etkiledigi
durumlarda uygulanan bir kalibrasyon islemidir. Boyle hallerde matriks, 6rnek iginde
bulunan analitten baska diger her seydir; cevabi degistiren bu tiir etkilere ‘matriks etkisi’
denilir. Ornekte bulunan safsizliklar analitle etkileserek cihaz cevabini degistirirler veya
kendi baslarina 6zel cihaz cevaplar iiretirler. Bu gibi durumlarda saf analit 6rneklere gore
hazirlanan bir kalibrasyon egrisi yanlis sonug verir.

En ideal durum kalibrasyon standartlarinin 6rnek matriksindeki hem analit hem de
diger maddelerin konsantrasyonlarina yakin miktarlarda bilesen igermesidir. Boylece,

ornekteki diger maddelerin, 6l¢iilen analit absorbansina etkisi en aza indirilmis olur.

1.10. Literatiirde Tartrazin Tayini

2018 yilinda Mathiyalagan, Siva ve arkadaslar1 sert sekerdeki tartrazine ve brilliant
blue miktarim1 UV-VIS detektorlic HPLC yontemini kullanarak 4.74 - 140.284 mg / kg
araligi olarak belirlemisgtir. Farkli gida matrikslerinden elde edilen sentetik
renklendiricilerin % 90-97'lik bir geri kazanim araligi ve % 1-9'luk bir RSD ile
yapmuslardir [24].

Dudkina ve ark., 2019 yilinda farkli miktarlarda gida boyasi iceren ticari igecekler ve
meyve sularimi1 HPLC yontemi ile analiz ettiler. Yo6ntem, Brilliant Blue, Sunset Yellow ve
Tartrazin tayini icin basit bir kolorimetrik metodu tarif eder. Optimal kosullar altinda R?
degeri 0.995'ten yiiksek ve dogrusal araliklari 0.01 - 3.0 mgL? olarak belirlenmistir [25].

2015 yilinda Bento ve arkadaslari, HPLC yontemiyle yogurt ve siitlii iceceklerde izin

verilen azo boyalariin ve azo olmayan boyalarin varligini belirlemistir. Tartrazinde, %
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98.11 geri kazanim oran1 elde edilirken, tespit limiti (LOD) ve miktar tayini limiti (LOQ)
sirastyla 1.22 ug/ L ve 3.71 pg / L olarak bulunmustur [26].

2018 yilinda NelsonNunez-Dallos ve arkadaslari voltametrik yontemle tartrazin
analizi yapmislardir. Elde edilen degerler, tartazin i¢in daha once yayinlanmis degerlere
cok yakindir. Mesrubatlarda tayin araligi 9.61-10.14 mL/L araligindadir. Geri kazanim
orani ise % 99,6 olarak belirtilmistir. Yontem gegerliligi i¢in, tiim ticari meyva sulari ve
mesrubatlar ger¢ek niimune olarak kullanilabilecegi de belirtilmistir [27].

Tavakoli ve arkadaslar1 2013 yilinada kati faz ekstraksiyonu ile ger¢ek 6rneklerden
elde ettikleri tartrazin iceren niimuneleri UV-VIS detektori ile birlestirilmis HPLC ile
analiz etmislerdir. Numuneler analiz edilmeden Once spe yontemi kullanilarak ekstre
edilmis ve tartrazin i¢in LOD ve LOQ sirasiyla 2.50 pg / L ve 8.33 pg / L olarak
bulunmustur [28].

1.11. Yapilan Calismanin Amaci

Renk katki maddesi olan tartrazin gida {lriinlerinde, ila¢ ve kozmetikte yaygin
olarak kullanilmaktadir. Tartrazinin glinlik maksimum alinabilecegi miktar, Amerika Gida
ve llag Dairesi (FDA tarafindan 5 mg/kg/giin) olarak belirlenmistir. Ortalama 30 kg
agirligindaki bir ¢ocuk icin bu deger 150 mg/giin doza denk gelmektedir. Tartrazinin
kullanilmast ile daha ¢ok astim, ¢ocuklukta hiperaktivite ve iirtiker (deride kasinma ve
yanma), egzama, migren, damar Odemlerinin ortaya ¢iktigi belirtilmistir. Bu nedenle
tartrazin analizlerinin gelistirilmesi gereklidir. Giiniimiizde tartrazin analizleri igin siklikla
HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi) ve sivi kromatografisi (LC) yontemleri
tercih edilmektedir. Fakat bu yontemin bilindigi lizere maliyetli ve zaman alic1 olmasi, yeni
yontemlerin gelistirilmesini gerektirir. Yapilan bu caligmada floresans spektroskopisi ile
tartrazin analizleri dis kalibrasyon yontemi ile ¢ok kisa siirede ve ucuz maliyetle
gerceklestirilmesi saglanacaktir. Floresans spektroskopisi ile seker hamuru ve gocuk
sekerlemeleri gibi iriinlerdeki tartrazin miktarlarinin analizi hedeflenmistir. Elde edilen
analiz sonuglar1 Akredite Laboratuvarlardan gelen sonuglarla % 1 - %35 hata aralig ile
teyid edilmistir. Yontemde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak da etanol kullanlarak yontemin

cevreye Ve sagliga zararsiz olmasi amaglanmistir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1572665718303631?via%3Dihub#!

2. DENEYSEL KISIM

2.1. Kullanilan Ligand

HO
N\N

Br

Sekil 10. 1-fenil-3-(3'-hidroksifenil)-5-(4"-bromofenil)-2-pirazol (L)

L sentezi; Substitue asetofenon bilesigi ile aldehit bilesiginin %20’lik KOH-Etil
alkol ortaminda reaksiyonundan ilgili kalkon bilesigi sentezlenmistir. Daha sonra kalkon
bilesiginin etilalkol ortaminda hidrazin hidrat ile 12 saat kaynatilmasi sonucu ham {iriin
elde edilmistir. Ham iiriin kolon kromatografisi ile saflastirilmistir ve *H-NMR spektrumu
alinarak karakterize edilmistir.

Kullanmis oldugumuz ligand, Dr. Gonca CELIK tarafindan Prof. Dr. Nurettin

YAYLI’'nin labaratuarinda sentezlenmis olup heniiz literatiirde yayinlanmamaistir.

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Ligand ¢O6ziictisii olarak etanol kullanildi. Standartlar boyar maddeler; Sudan red,
Sudan IV, Sudan Il, Sudan I, Quinoline yellow, Sunset yellow, Allura red ve Tartrazin.



2.3. Kullanilan Cihazlar

PTIQ spektroflorimetresi:

Uv-Vis spektrofotometresi:

Analitik terazi:

Vorteks calkalayict:

Deiyonize su cihazt:

Ultrasonik banyo:

Calkalayici:

Otomatik pipet:

Tek kullanimlik filtre:

18

QM-4 2006 A Photon Technologies International
Quanta

(K.T.U Kimya Béliimii)

Analtyik Jena Specord 210 Plus Spektrometresi
(K.T.U. Kimya Boliimii)

Sartorius Ed244s (0,1 mg duyarlikta)
(K.T.U Kimya Béliimii)

Heidoph Instruments D-91126
(K.T.U Kimya Béliimii)

Merck Milipore Direct-Q 8 UV
(K.T.U Kimya Béliimii)

Bandelin Sonarex Dipitec

(K.T.U Kimya Béliimii)

Edmund Biihler GmbH KS-15 Control
(K.T.U Kimya Béliimii)

Nichiryo (10-100-1000 pL’lik)
(K.T.U. Kimya Béliimii)

Sartorius 0,45 um’lik filtre

(K.T.U. Kimya Béliimii)

Sekil 11. Kullanilan QM-4-2006 PTI spektroflorimetre cihazi
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2.4. Yapilan Ol¢iimler

2.4.1. Ligand Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ligandin 1x10° M konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi etanolde hazirlandi. Ligand
boyar madde etkilesiminin incelenmesi i¢in gerekli olan 1x10* M ara stok g¢ozeltisi

hazirlandi.

2.4.2. Boyar Madde Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kat1 haldeki boyar madde standartlarindan 1x10° M stok ¢ozeltiler hazirland.
Ligand boyar madde etkilesiminin incelenmesi i¢in gerekli olan 1x10** M ara stok ¢ozeltisi

hazirlandi.

2.4.3.Seker Hamuru Numunesinin Hazirlanmasi

15 g kenton marka seker hamuru numunesi tartildi. Saf suda ¢6ziildii ve son hacmi

100 ml ye tamamlandi. Filtreden gegirildi.

2.4.4. Olgiim Sartlar

Floresans Ol¢timleri i¢in 4 cm’lik kuvars hiicre tercih edilmistir. Dis kalibrasyon
grafigi kullanilarak elde edilen geri kazanim degerleri ¢alismanin bu yontemle yapilabilir
oldugunu gostermistir. Optimum uyarma dalga boyunun belirlenmesinde maksimum
emisyon siddetinin elde edildigi dalga boyu kullanilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda en
uygun uyarma dalga boylarinin 375 nm oldugu belirlenmistir. Numuneler igin 6l¢iim
yapilan emisyon dalga boylar1 da optimize edilmistir. Bu dalga boylar1 466 nm olarak
belirlenmistir. Sonug olarak, uyarma dalga boyu 370 nm iken, emisyon dalga boyu 466 nm

olarak tercih edilmistir ve analizler bu dalga boylarinda gerceklestirilmistir.
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2.5. Tartrazin Tayini icin Onerilen Metot

Numunelerde tartrazin analizi igin dis kalibrasyon grafigi yontemi kullanilmustir.
Bunun i¢in her bir deney tiipiine sabit konsantrasyonda ligand ¢dzeltisi ilave edildikten
sonra lizerine artan konsantrasyonlarda standart tartrazin ¢ozeltileri eklenerek, saf su ile 4
mL’ye tamamlandi ve floresans siddetleri ol¢iildii. Elde edilen floresans siddetleri tartrazin
konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirildi. Daha sonra numune tiipleri i¢in her bir deney
tiipiine sabit konstantrasyonda ligand c¢ozeltisi eklendi. Uzerlerine hazirlanmis olan
numune ¢ozeltilerinden artan konsantrasyonlarda eklendi. Son hacim 4 ml olacak sekilde
saf su ile tamamland1 ve floresans siddeti kaydedildi. Miktar1 bilinmeyen fakat floresans
siddeti olglilmiis olan numunenin tartrazin miktar1 grafikteki y = mx + n denkleminden

hesaplanmustir.

2.6. Spektroflorimetrik Olciimler

2 ml 1x10® M ligand ¢ozeltisine 2 ml 1x10* M Sudan red, Sudan IV, Sudan I,
Sudan I, Quinoline yellow, Sunset yellow, Allura red ve Tartrazin ¢ozeltileri ayr1 ayri
eklenerek oda sicakliginda vorteks calkalayict ile galkalandi. Bu ¢6zelti karisimlart 375
nm’de uyarilarak 400-600 nm arasinda floresans spektrumlar1 kaydedildi. 375 nm’de

uyarilma 466 nm’de maksimum bir emisyon verdi.



3. BULGULAR

3.1. Ligandin Floresans Tarama Spektrumu

4000000 -

3000000

2000000

Floresans Siddeti

1000000

0 T T T T
375 425 475 525 575

Dalga boyu (nm)

Sekil 12. 1x10® M ligand ¢ozeltisinin floresans spektrumu (375 nm)

3.2. Ligandin Floresans Spektrumuna Boyar Maddelerin Etkisi

4000000 -
m—— Ligand
3000000 - = Sudan IV
=
@
3
& 2000000
w
=
o
0
5 1000000 |
o
0 T T T T
375 4325 475 525 575

Dalga boyu

Sekil 13. Ligand ve Sudan IV igeren ligand c¢ozeltilerinin floresans
spektrumlarinin karsilastirmas: [Ligand]: 1x10® M [Sudan 1V]:
1x10* M
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4000000 - .
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3000000 Sudan red
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o
2
=
S 2000000 -
v
2
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375 425 475 525 575

Dalga boyu (nm)

Sekil 14. Ligand ve Sudan red igeren ligand ¢ozeltilerinin floresans
spektrumlarinin karsilastirmas1 [Ligand]: 1x10® M [Sudan red]:

1x10* M
4000000 -
s Ligand

3000000 - === Sudan II
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0 1 T T T T
375 425 475 525 575
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Sekil 15. Ligand ve Sudan Il igeren ligand ¢ozeltilerinin floresans

spektrumlarinin karsilastirmas: [Ligand]: 1x10° M [Sudan 11]:
1x10* M
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4000000 - .
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3000000 Sunset Yellow
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Sekil 16. Ligand ve Sunset yellow iceren ligand ¢ozeltilerinin floresans
spektrumlarinin karsilastirmasi [Ligand]: 1x10° M [Sunset yellow]:

1x104 M
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Sekil 17. Ligand ve Sudan 1 igeren ligand ¢ozeltilerinin floresans
spektrumlarinin karsilastirmasi [Ligand]: 1x10° M [Sudan 1]: 1x10°
4
M
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Sekil 18. Ligand ve quinoline yellow iceren ligand c¢ozeltilerinin floresans
spektrumlarinin  karsilastirmas:  [Ligand]: 1x10® M [Quinoline
yellow]: 1x10* M
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Sekil 19. Ligand ve tartrazin igeren ligand c¢ozeltilerinin floresans
spektrumlarinin karsilastirmas1 [Ligand]: 1x10° M [Tartrazin]:
1x10* M
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4000000 - .
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3000000 Allura red
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Sekil 20. Yalnizca ligand ve allure red igeren ligand c¢ozeltilerinin floresans
spektrumlarinin karsilastirmasi [Ligand]: 1x10° M [allura red]: 1x10*
M

3.3. Ligandin Floresans Spektrumuna Artan Tartrazin Konsantrasyonunun
Etkisi
4000000

3000000

2000000

Floresans Siddeti

1000000

0 I — : : T T T 1
380 430 480 530 580
Dalga boyu nm

Sekil 21. Artan konsantrasyonlarda tartrazin igeren ligandin floresans spektrumundaki
degisimi [Ligand]: 1x10° M [tartrazin]: 0 — 53,4 ppm
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‘ y=-129.259,1894x+3.139.943,0000
3,00E+06 - R?=0,9931
=
L5
=
=
7 2,00E+06 -
)
£
=
w
5]
-
= 1,00E+06 -
=
0,00E+00 T T T 1
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Sekil 22. Artan konsantrasyonlarda tartrazin iceren ligandin kalibrasyon
grafigi [Ligand]: 1x10® M [tartrazin]: 0 — 20 mg/L

3.4. Seker Hamurunda Tartrazin Tayini

3,50E+06
y=-119.546,9755x+2.919.057,5771
R? =0,9966
2,50E+06
Numune 1
1,84E+06
Numune 2
1,50E+06
1,42E+06 Numune 3
1,01E+06 l e
5,00E+05 T T T A\ 1
0,0 5,0 9 100 12,5 15,0 15,96 20,0

mg/L

Sekil 23. Kalibrasyon grafigi iizerinde seker hamurundaki tartrazin miktar
tayini
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Tablo 5. Seker hamurundaki tartrazin analizi sonuglari

Numune 466|3:Inm Bulunan mg/L
Numune 1 1843134,898 9
Numune 2 1424720,483 12,5
Numune 3 1011087,948 15,96

3.5. Tartrazin Tayini i¢cin Metot Validasyonu

3.5.1. Dogrusal Arahk

Kullanilan  dig  kalibrasyon = yonteminde seker hamuru i¢in tartrazin
konsantrasyonunun O mg/L ile 18,6 mg/L arasinda dogrusal oldugu belirlenmistir.

Tartrazin icin elde edilen dogrusal araligin R? degeri 0,9931 olarak belirlenmistir.

3.5.2. Gozlenebilme Simir1 (GS, LOD) ve Tayin Smr (TS, LOQ)

Her bir numune i¢in 11 paralel ¢aligma yapilarak tanigin floresans siddetinin (Fo)
standart sapmasi1 hesaplanmistir. Daha sonra standart sapmanin 3 kati dis kalibrasyon
grafiginin egimine boliinerek gozlenebilme degeri hesaplandi. Gozlenebilme simnir

degerlerinin 3 kat1 alinarak tayin sinirlart hesaplanmstir.

3.5.3. Dogruluk

Metodun dogrulugu icin ekleme-geri kazanim c¢alismasi yapildi. Bunun i¢in her bir
numune i¢in spayk edilmis numuneler onerilen yontemle analiz edildi ve tartrazin i¢in %

geri kazanim degerleri hesaplanmstir.
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Tablo 6. Numuneler i¢in Tartrazin analizi % Geri Kazanim Degerleri

Numune Eklenen (pg/mL) Bulunan (ug/mL)  Geri kazanim (%)
(XorT+= BSS)
Seker Hamuru 9,5 9+0,06 94,7
Seker Hamuru 12,7 12,5+0,09 98,0
Seker Hamuru 16,0 15,9+0,08 99,7
3.5.4. Kesinlik

Yapilan g¢aligmanin kesinligi i¢in numunelerin giin i¢i ve gilinler arasi analizleri
yapilmustir. Sonuglar % bagil standart sapma olarak ifade edilmistir. Giin i¢indeki kesinlik
tartrazin igeren seker hamuru icin % 2,08 ve gilinler arasi1 kesinlik % 4,5 olarak

bulunmustur.



4. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda kullanilan gida boyalarinin, Kimyasal yapist Sekil 10°da
gosterilen ligandin floresans spektrumlarina etkisi incelendi.

Gida boyalarmin asirisinin sabit ligand konsantrasyonundaki ¢ozeltilerinin floresans
spektrumu {izerine etkileri incelendi. Spektroflorimetre ile yapilan bu c¢alismalar
sonucunda, sabit ligand ¢ozeltisinin boyar madde ¢6zeltilerinin asirisi ile etkilesim yaptigi
ve ligandin floresans siddetleri iizerinde azaltict bir etkisi oldugu belirlenmistir. Bu
calismalara ait sonuglar Sekil 13 ile Sekil 20 arasinda gosterilmistir.

Sekil 12 derisimi 1x10® M olan ve ¢bziicii olarak etanol kullamilmis olan ligand
cozeltisinin floresans spektrumunu gostermektedir. Ligand ¢6zeltisinin floresans siddeti
yaklasik olarak 3,2x10° olarak gériilmektedir.

Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18 ve Sekil 19°da sirasiyla
Sudan IV, Sudan red, Sudan Il, Sunset yellow, Sudan I, Quinoline yellow ve Allura red
gida boyalar ¢ozeltilerinin asirilarinin, sabit ligand konsantrasyonundaki ¢ozeltisinin
floresans spektrumlari {izerine ciddi derecede bir etki yapmadigi goriilmektedir.

Sekil 20’de Tartrazin gida boyasi ¢Ozeltisinin  asgirisi, sabit  ligand
konsantrasyonundaki ¢ozeltinin floresans spektrumu iizerine gozle goriiliir ve dikkate alinir
bir etki yaptig1 goriilmektedir. Sekil 12°de gosterilen ve floresans spektrumu 3,2x10°
olarak okunan ligand ¢ozeltisinin tartrazin ¢ozeltisinin asirist ile etkilesiminden sonra
floresans siddetinin 1,1x10° degerine kadar diistiigii goriilmektedir. Gozlenen floresans
siddetindeki azalmayla birlikte, uzun dalga boyuna kayma da goriilmektedir. Dolayisiyla
tartrazinin floresans spektrumu iizerine olan etkisi, diger gida boyalarminkinden g¢ok
farkhidir.

Bundan yola ¢ikilarak dnce Sekil 21°de gosterildigi lizere, artan konsantrasyonlarda
tartrazin iceren ligandin floresans spektrumundaki degisim calisilmistir. Bu ¢alismanin
amaci, s6z konusu floresans siddetindeki azalmanin konsantrasyonla dogrusal iliskili olup
olmadigin1 belirlemektir. Calisma sonunda, ligandin sabit konsantrasyonu iizerine, artan
tartrazin konsantrasyonu etkisi, ligandin floresans cevabinda diizenli bir degisime sebep
olmustur. Elde edilen dogrusalligin R?: Korelasyon Katsayisi degeri 0,9966 olarak
hesaplanmistir. Bu sonug, tartrazin analizinin spektroflorimetrik bir yontemle yapilabilir

olmasinin 6niinii agmustir.
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Yontem olarak dig kalibrasyon yontemi tercih edilmistir. Bunun nedeni hizl,
basit, 6n asamalar1 olmayan ve ¢ok malzeme harcanmadan yapilabilir olmasidir. Numune
olarak kullanilan seker hamurlar1 kullanilmistir. Ciinkii sar1 renkli tiim seker hamurlarinda
ve ¢ocuk sekerlemelerinde gida boyasi olarak tartrazin tercih edilmektedir.

Sekil 23’te standart tartrazin ¢ozeltilerinin kalibrasyon grafigi tizerinde seker
hamurundaki tartrazin miktart tayini gosterilmektedir. Bulunan sonuglar akredite
laboratuvarindan gelen sonuglarla karsilagtirilmis ve %1 - %5 hata araligiyla teyit

edilmistir.

Tablo 7. Tartrazin tayini igin 6nerilen spektroflorimetrik yontemin 6zellikleri

Parametreler Seker Hamuru
Uyarma dalga boyu 375 nm
Emisyon dalga boyu 466 nm
Gozlenebilme siirt 3 ug/mL

(LOD)
Tayin sinir1 (LOQ) 9 ug/mL

Tayin aralig1 9-18 pg/mL

Toplam hacim 4,0 mL
Coziicl ortami Etanol/safsu
Korelasyon katsayis1 (R?) 0,9966

Sonu¢ olarak tartrazin tayini igin literatiirdeki metotlar n-hekzan, metanol ve
asetonitril gibi toksik ¢oziiciilerin kullanimina dayalidir. Bu ¢alismada onerilen metotta ise
¢Oziicii olarak toksik oOzellik gostermeyen etanol kullanilmistir. Ayrica literatiirdeki
metotlar pahali kromatografik sistemlerin kullanimina dayanir. Yapilan ¢aligmada ise ucuz
ve basit bir spektroflorimetrik yontem kullanilmistir. Ayrica analiz 6ncesinde herhangi bir
on deristirme veya zenginlestirme basamagi da uygulanmadigindan literatiirdeki

yontemlere gére onemli avantajlara sahiptir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada spektroflorimetrik metotlarla seker hamurlarindaki tartrazin miktar
incelenmistir. Kullanilan bilesikler Dr. Gonca CELIK’in sentezledigi ve heniiz literatiire
kazandirilmamus bilesiktir ve agik yapist Sekil 10°da gosterilmistir.

Sekil 21°deki grafik incelendiginde tartrazin boyar maddesinin ligandin floresans
siddetinde azalmaya sebep oldugu goriilmektedir.

Seker hamurlarinda tartrazin analizi dis Kalibrasyon yontemi ile yapilmis ve
yontemin dogruluk yiizdesi % 95 ile % 99 arasinda olarak akredite laboratuvarlardan
alinan sonuglarla teyid edilmistir. Sentezlenecek benzer yapidaki ligandlar ile daha fazla ve
daha farkli numunelerde daha hassas tartrazin analizleri spektroflorimetrik yontemle

gerceklestirilebilir. Bu konudaki ¢alismalarimiz devam edecektir.
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