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ONSOz

Gida katki maddeleri, gidalarin goriiniislerini, aromasini, tadini, rengini, tekstiiriinii,
besleyici degerini ve muhafaza siiresini iyilestirmek i¢in genellikle gidalara ilave edilerek
kullanilirlar. Bu katki maddelerinin 6nemli bir sinifi da gida boyalaridir ve genellikle dogal
ve yapay olarak siniflandirilirlar. Dogal ve yapay gida boyalari, gidalarin Uretim strecinde
kaybolan gidalarin kendine has 6zelliklerini tekrar kazandirmak, gidalarin goriiniislerini
daha cazip kilmak ve pazara farkli renkte Uriinler sunmak i¢in gidalara ilave edilirler.
Yapay gida boyalar1 genellikle aromatik halkali yapilar ve azo grubu igerdiklerinden dolay1
toksik etki gosterebilirler. Bu nedenle yapay boyar maddelerin bilingsizce kullanimi insan
saglig1 icin bir tehdit olusturabilmektedirler. Ozellikle bu boyalarin diisiik maliyetli,
yiksek etkinlige sahip ve kararli bilesikler olmalari nedeniyle dogal boyalarin yerine
kullanilmalar1  tesvik edilmektedir. Bu maddelerin, insan saghgi i¢in tehdit
olusturmalarmin yam siwra, tiiketicilerinin giday:r olusturan bilesenleri bilme ihtiyaci,

gidalardaki yapay boyalarin miktar1 merak konusu haline gelmistir.

Bu ¢aligmada, basindan sonuna kadar bana destek veren, yardimci olan, bilgi ve
tecriibesiyle yol gosteren tez danigmanim sayin Prof. Dr. Mira¢ OCAK'a, kimya bolimi
ogretim iiyesi saymn Prof. Dr. Ummithan OCAK'a, eczacilik fakiiltesi 6gretim iiyesi saym
Doc. Dr. Ahmet YASAR'a ve lisansiistii 6grencisi saymm Osman Can CAGILCI'nin da
aralarinda bulundugu calisma arkadaglarima saygi ve siikranlarimi sunarim. Ayrica her
zaman her konuda beni destekleyen ve yanimda olan sevgili aileme tesekkiirlerimi bir borg
bilirim. Son olarak Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri

Kordinasyon Birimi'ne maddi desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Davut BASKAN
Trabzon 2015
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Yiksek Lisans Tezi
OZET

BAZI GIDA BOYAR MADDELERININ ANALiZI iCIN YENI BiR TERS FAZ
YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMOTOGRAFISI (RP-HPLC) MEDOTU
GELISTIRME

Davut BASKAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Ana Bilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Mirag OCAK
2015, 52 Sayfa

Bu ¢alismada, Tartazin (E 102), Kinolin Saris1 (E 104), Sunset Saris1 (E 110) ve
Allura Kirmizisi (E 129)'un bulundugu dort sentetik gida boyasinin ayni anda analizi i¢in
UV detektor ile donatilmis yeni bir ters faz yiiksek performansli sivi kromotografi (RP-
HPLC-UV) metodu gelistirildi. Gelistirilen metot farkli gida 6rneklerine uygulandi. Bu
caligma siiresi icinde tim gida ornekleri yerel marketlerden saglandi ve 10 farkli gida
ornegi analiz edildi. Calismada Zorbax Eclipse®? XDB-Cg Analytical (4,6-150 mm, 5
mikron, Agilent) kolon kullanildi. Mobil faz A, B, C olarak sirasiyla %1'lik pH'1 7,5'e
ayarlanmig amonyum asetat ¢ozeltisi, asetonitril ve metanol kullanildi. Optimize edilen
gradiyent eliisyon kullanilarak tiim bilesenler i¢in 16 dk. i¢inde basarili bir ayrim elde
edildi. Gelistirilen metot kalibrasyon egrisi, kesinlik, tespit sinir1 (LOD) ve tayin sinir1
(LOQ) tespiti ile validasyonu yapildi. Metot, istatistik student-t testi kullanilarak baska bir
metot ile karsilastirildi. Ayrica gida Orneklerindeki boya miktarlar1 Tirkiye'nin Ulusal

Standartlariyla karsilastirildi.

Anahtar Kelimeler: Gida Boyalari, RP-HPLC-UV
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Master Thesis
SUMMARY

DEVELOPING A NEW REVERSED PHASE HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMOTOGRAPHY (RP-HPLC) FOR DETERMINATION OF SOME OF FOOD
COLARANTS SUBSTANCES

Davut BASKAN

Karadeniz Technical University,

The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Programe
Supervisor: Assoc. Prof. Mirag OCAK
2015, 52 Pages

In this study, a new reversed phase high-performance liquid chromatography (RP-
HPLC-UV) method coupled with UV dedector was developed for simultaneous
determination of four synthetic food colarants, including Tartrazine (E 102), Qiunolin
Yellow (E 104), Sunset Yellow (E 110) and Allura Red (E 129). Developed method was
applied for the analysis of different food samples. All food samples used during this study
have been obtained from local markets and totally 10 differents food sampels have been
analysed. The study, Zorbax EclipseR XDB-Cg Analytical (4,6-150 mm, 5 micron, Agilent)
as column, and 1% (m/v) ammonium acetate buffer solution at pH 7,50, acetonitrile and
methanol as mobile phase A, B, C, respectively was used. A good separation was obtained
for all compounds using an optimized gradient elution within 16 minute and developed
method was validated by determining the calibration curve, precision, limit of
quantification and detection (LODs and LOQs). The method was compared with an
another method, using istatistical students-t test. Also, the amounts of colourant in food

samples were compared with National Standarts of Turkey.

Key Words: Food colorants, RP-HPLC-UV
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1. GIRIS

1.1. Gida Boyalar1 Hakkinda Genel Bilgiler

Gida sektoriine yeni ve lstiin teknolojilerin kazandirdig1 degisik iiretim teknikleri,
buna gore iirlinlerin ¢esitlenmesi, tiiketici begenisinin degismesi ve bilinglenmesi,
mevsimlik gidalarin yilin her doneminde tiiketilme egilimlerinin artmasi, triinlerde raf
Omriiniin uzatilmasi, kalitede standardizasyon zorunlulugu, daralan gida kaynaklarinin
rasyonel kullanimi gibi hususlar, gida endistrisinde kullanilan tekniklerin yani sira gida

katki maddelerinin kullanimini zorunlu hale getirmistir (Erdogan, 2007).

Sorumlu orgiitlerce kullanilmasina izin verilen katki maddelerinin bazilari, saglik
acisindan herhangi bir sakinca olusturmamalarina karsin, bazilari siirekli alinmalar1 halinde
tehlikeler dogurabilecek niteliktedir. Gida katki maddelerinin son yillarda genis bir sekilde
kullanilmas1 ile toplumlarda kanser riskinin arttigi, nedeni bilinmeyen hastaliklar ve
Oliimlere sebep oldugu diisiiniilmektedir (Yaman, 1996). Bu nedenle 6zellikle son 25 yil
icerisinde tiiketiciyi bu maddelere karsi koruyan kurumlar ve bunlarin yaptig1 yasalar
ortaya ¢ikmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda baglangigta zararsiz gibi goriinen birtakim
katki maddelerinin saglhi§a zararli olduklar1 saptanmistir. Ancak kisa bir siire sonra bu
calismalarin ve eldeki bilgilerin uluslararasi ticarette yetersiz oldugu anlasilmistir. Bir
iilkede kullanilmasina izin verilen herhangi bir katki maddesine diger bir iilkede izin
verilmemekte, bu ise iilkelerin birbirleriyle ticaret yapmalarini engellemektedir. Bunun

sonucu olarak tiim ¢aligmalar uluslararasi diizeye kaydirilmigtir (Saldamli, 1985).

Gida katki maddesi, besleyici degeri olsun veya olmasin, tek basma gida olarak
tilketilmeyen ve gidanin karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, teknolojik bir amag
dogrultusunda iiretim, muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama
asamalarinda gidaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da yan iirlinlerinin, dogrudan ya
da dolayli olarak o gidanin bileseni olmasit beklenen maddeleri ifade etmektedir

(http://www.mevzuat.gov.tr).

Tiiketime sunulmadan 6nce, gidalara bilingli ve amach olarak ilave edilen gida
katki maddeleri, hile amaciyla ve besin degerini ylikseltmek i¢in kullanildiklarinda bu

tanimin diginda kalirlar. Giiniimiizde, 2000 den fazla gida katki maddesinin gida sanayinde



kullanilmasia degisik amaglarla izin verilmis ve kullanim birgok {ilkede yasal

diizenlemelerle belirlenmistir (Cakmakg1 ve Celik, 1994).

Gida katki maddelerinin bir grubunu olusturan gida boyalar1 giiniimiizde ayr1 ve
0zel bir 6nem tasimaktadir. Bunlar, gidalara renk veren veya rengini geri kazandiran,
gidalarm dogal bilesenlerini ve genel olarak oldugu gibi gida olarak tiiketilmeyen dogal
kaynaklar1 iceren ve genellikle gidanin karakteristik bir bileseni olarak kullanilmayan

maddelerdir (www.mevzuat.gov.tr).

Ayrica, gida maddelerinden ve diger yenilebilir dogal kaynaklardan fiziksel ve/veya
kimyasal ekstraksiyonla elde edilen diger besleyici veya aromatik bilesenleri icermeyecek
sekilde pigmentlerin se¢imli ekstraksiyonuyla olusturulan preparatlar1 ifade eder

(www.mevzuat.gov.tr).

Bilindigi gibi ¢agdas tliketici, gidanin i¢inde yer alan her bir 6geyi bilmek ve onun
tilketici acisindan en istiin kabul edilebilirlik diizeyinde olmasi konusunda titizlik
gosterme c¢abasi i¢indedir. Ham maddeden son iiriin elde edilinceye kadar degisik
asamalarda kullanilabilen renk maddelerinin tiiketici agisindan kabul edilebilirliginde,
toplumlarm sosyal, cografi, etnik ve tarihi gecmislerinin biiyiik etkisi olmustur. Ornegin;
ileri teknolojik diizeye erismis Amerika ve Avrupa iilkelerindeki tliketici, aksam
yemeginde mavi renkli ¢orba, sar1 et, kirmizi patates vb. degisik renkleri ile zevke

hitabeden tliketim istekleri i¢indedir (Y1lmaz, 1999).

Katki maddelerinin gidalarda kullanilabilmesi ic¢in etkili olmasi, analizlerinin
yapilabilmesi, sonuclarinin Slgiilebilmesi ve ¢ok siki bir sekilde kontrol altima alinmis
kosullarda hayvanlar iizerinde emniyetinin saglanmis olmasi gerekmektedir (Yaman,
1996). Buradan gida boyalariin etkin, dogru ve hizli bir sekilde analiz edilmesi gerekliligi

anlagilmaktadir.

Bir katki maddesinin kullanimina yasal olarak izin verilse bile o madde ancak
birtakim kriterlere uygun olarak kullanilabilir. Kullanimina izin verilen katki maddesi;
yalnizca izin verildigi gidada, belirlenen en yiiksek doz asilmadan kullanilmalidir.
Gidadaki herhangi bir hatayr ortmek veya tiiketiciyi yaniltmak i¢in kullanilmamali ve
kullanildig1 gidanin etiketinde kullanim miktar1 yazilmalidir (Y1ilmaz, 1999).

Gida katki maddelerinin bir grubu olan gida boyalari, uluslararas1 Gida Kodeks

Komisyonu (The Codex Alimentarius) tarafindan "gidanin rengini diizenleyen veya renk



vermek amaciyla katilan madde" olarak tanimlanmaktadir. Renk verme 6zelligine sahip
pek ¢ok madde kimyasal yapilarindaki farkliliklar nedeniyle farkl fiziksel, kimyasal ve
fizikokimyasal 6zelliklere sahiptirler ve bu 6zellikler onlarin hangi tip iiriinlerde ve hangi
amacla ne sekilde kullanilacaklarini belirlemektedir. Giiniimiizde uygulanan gida isleme
tekniklerinin, gidalarin goriiniis 6zellikleri tizerinde meydana getirdikleri olumsuz etkiler,
gidalarin teknolojik nedenlerle renklendirilmesi gereksinimini ortaya ¢ikarmistir (Karaali

ve Ozgelik, 1993).
Gidalarda rengin 6nem kazanmasinin baslica nedenleri su sekilde siralanabilir;
1. Tiiketici tercihlerinin ortaya ¢ikmasinda renk en 6nemli etmenlerden birisidir.

2. Bazi1 gidalarin rengi zamanla solmaktadir ve bu degisim cogu kez yapi, tat ve kokudaki

degisimlerle birlikte ortaya ¢ikmaktadir.
3. Sebze ve meyvelerin olgunlagsmasi1 renk degisimleriyle paralellik halindedir.
4. Tiketiciler, gidalarin alisik olduklar1 belirli renkte olmasini beklemektedirler.

Gidalarda rengin 6nemini belirten bu faktorlerin 15131nda, gidalara renk maddesi

katilmasinin nedeni de su sekilde dzetlenebilir;

1. Dogal olarak bulunan rengi arttirarak ya da kaybolani yerine koyarak gidanin 6zelligini

korumak.

2. Teknolojik olarak iiriinde standart renk olusturmak.

3. Bagka bir renk veya degisik renk tonlar1 vermek.

4. Diisiik kalitelerini gizlememek kosuluyla cazip ve kabul edilebilen iiriinler elde etmek.

Gidanin albenisini artiran Ozelligi rengidir. Cisimlerde renk, 1s18in spektral
dagilimina bagl olarak ortaya ¢ikan bir goriiniis olgusudur. Hemen her gida maddesi i¢in
alisilmis bir renk istenmektedir. Teknolojik islem gormiis gida maddelerinde renk kaybi
mutlaka gortilmektedir. Bu nedenle modern gida endiistrisi agisindan gida maddelerini
cekici hale getirmek ve gidalarin albenisini artirmak i¢in renk maddeleri etkili olmaktadir.
Bu katkilar yeni gidalarm iiretilmesinde, liretim sirasinda veya sonunda depolamada
meydana gelebilecek renk degisimlerini diizeltmek amaciyla c¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Renk maddelerinin kullanimi ulusal ve uluslararasi yasal diizenlemeler

cercevesindedir ve denetlenmektedir (Cakmakg1 ve Celik, 1994).



Teknik alanda yapilan biitiin ¢aliyma ve buluslar, insanlar1 daha yiiksek diizeyde
saglikli bir yasama kavusturmak ve onlarin daha iyi beslenmesini saglamak amaciyla
yapiliyorsa da sayisiz sorunlari da beraberinde getirmektedir. Bu uygulamalar ¢ogu kez,
toplumlarda goriilen ve nedeni bilinmeyen hastaliklar ve 6liimlerle ilgili goriilmektedir. Bu
nedenle bazi bilim insanlar1 ¢aligmalarin1 gidalara ilave edilen katki maddeleri iizerine
yogunlastirmislardir. Ozellikle Avrupa ve ABD' de yapilan gida arastirmalari, bu iilkelerde

uygulanan ileri teknolojilerin zorlamasi sonucu yaygimlagmistir (Saldamli, 1985).

1.1.1. Gida Boyalarimin Tarihcesi

Gidalarin boyanmasi tarih Oncesi zamanlara kadar uzanmaktadir. Bu donemde
sadece bitki ve hayvanlardan elde edilen dogal boya maddeleri kullanilmistir (Erdogan,
2007). Ilk olarak M.O. 5000 yillarinda Misir'da sa¢ ve deri boyanmistir. 3500 yi1l énce
Misirhilar gida katkt maddesi olarak renk maddelerini kullanmislar ve Khand adi verilen
boyanmis seker, ilk kez Biiyiik Iskender'e Hindistan'dan Avrupa'ya dondiigiinde hediye
olarak sunulmustur. M.O. 1500 yillarinda ise Hindistan ve Cin'de deriler, baharat ve sebze
ozleri ile boyanmistir. Perkins, 1856 yilinda anilin purple adi verilen renk maddesinin
sentezi ile ilgili calismalar yapmis ve yapay boyalar {izerinde yapilan ¢ok sayida calismaya
onciiliik etmistir (Saldaml, 1985). 18. yilizyilda tereyag: safranla boyanmis, 19.yilizyilda
bazi boyalarm kullanilmas: ticaret hayatina girmistir. Ilk sentetik boya Sir William Henry
Perkins tarafindan siyah anilinden 1856 yilinda elde edilmistir. 1857'de yiyeceklere katilan
karigimlarla ilgili aragtirmalarda tatlilarin kursun kromat, civa siilfat, kursun oksit, bakir
arsenitle, sekerlemelerin ise elbise boyalar1 ile boyandigi tespit edilmistir. Gidalarin
tehlikeli mineral 6zleri ile boyanmas1 sonucunda ortaya ¢ikan olumsuzluklardan sonra gida

boyalarinin komiir katranindan elde edilmesi durdurulmustur (Saldamli, 1985).

A.B.D. Tarim Bakanlig1 boyalarin gidalarda kullanimini arastirmis ve bununla ilgili
ilk yonetmelik ilkelerini 1900'lerin basinda olusturmustur. Gida maddeleriyle ilgili ilk
yonetmelik 1906'da ¢ikarilan "Federal Gida ve Ilag Kanunu"dur (Federal Food and Drugs
Act). Bu kanunun olusturulmasindan sonra A.B.D. Tarim Dairesi bu renklendiricilerin
sadece bilesim ve saflig1 bilinen 7 tanesinin disindaki tiim boyalarm kullaniminm
yasaklamistir. Izin verilen bu boyalar Orange I, Eritrosin, Ponceau 3R, Amaranth, Naphtol

Saris1, Light Green ve Indigotin'dir. 1907 yilinda kullanimina izin verilen boyalar i¢in



sertifika diizenlenmistir. 1906'daki yasanin yerini 1938 yilinda "Gida Maddeleri ila¢ ve
Kozmetik Yasas1" almis ve sertifika verilmis olan boya maddelerinin ¢esidi artirilmistir.
Ayrica bu kanun her gida boyasi grubundan bir 6rnegin tahlile verilmesini gerektiren
zorunlu belgelemeyi getirmistir. Genel isimlerle daha once bilinen sentetik boyalarin
hangilerinin gidada, ila¢ ve kozmetiklerde kullanilacaginin belirlenmesi i¢in 6zel isimler
verilmistir. FD&C Gida Ilag ve Kozmetiklerde, D&C ila¢ ve Kozmetiklerde, harici D ile
harici C ise ila¢ ve kozmetiklerde uygun olarak belirtilmistir. 1960 yilinda FD&C
kanununa degisiklik getirilmis ve iki boliimden olusan bu degisiklige "Delaney Kosulu"
denilmistir. Birinci kosul; insan ve hayvanlarda kanser olusumuna yol agan boyanin gidaya
katilmasini yasaklarken, ikinci kosul; mevcut boyalarin emniyetinin belirlenmesine kadar

gecici liste altinda kullanilmasina izin vermektedir ( Yaman, 1996; Ozcan ve Akgiil, 1995).

1963-1970 yillar1 arasinda FAO (Food and Agriculture Organization/Gida Tarim
Orgiti)) ve World Health Organisation-Diinya Saglik Teskilat1 (WHO) biinyesinde Joint
Expert Committee on Food Additives-Gida Katki Maddeleri Ortak Uzman Komitesi
(JECFA) adi verilen bir komite olusturulmustur. Bu komite diinyada her cesit katki
maddesi  iizerinde yiiriitiilen c¢alismalart periyodik toplantilarda ele alarak
degerlendirmektedir. Bu c¢alismalarin sonuglarina dayanarak FD&C boyalar1 igin
Acceptable Daily Intakes-Kabul Edilebilir Giinliik Tiiketim Miktar1 (ADI) degerlerini
belirlemekte ve gerekli gordiikleri degisiklikleri yapmaktadir (Bayhan ve Yentiir, 1988;
Yaman 1996; Ozcan ve ark., 1997).

1.1.2. Gida Boyalarinin Numaralandirilmasi

Her gida katki boyalarinin uluslararasi kabul goérmiis bir numaras1 vardir. Bu
numaralandirma Uluslararas1 Numaralandirma Sistemi (INS) ve E kodu'dur. Ornegin 621:
Monosodyum glutamat, 102: Tartrazin... gibi. Avrupa Birligi'nde kullanimina izin verilen
katki maddelerine "European" kelimesinin bas harfi olan E kodu verilmistir. Bu kodlar
Avrupa Birligi'nin bir alt komitesi olan "Scientific Commitee on Food" tarafindan
belirlenmektedir ~ (Saldamli,  1985). Gida  boyalar1  E100-E180  arasinda

numaralandirilmistir.



1.1.3. Gida Boyalarinin Gruplandirilmasi

1.1.3.1. Sertifikah ve Sertifikasiz Gida Boyalar

Sertifikali ve sertifikasiz gida boyalar1 adi altinda iki ana grupta toplanan renk
katkilarinin  yasal tanimi ve smiflandirmas:t yapimistir. Ayrica, sertifikali renk
maddelerinin gidalarda kullanilma miktarlarina goére zararli ve zararsiz oldugu limitler
saptanarak gida endiistrisinde kullanilan renk katkilarina ikinci bir kisitlama getirilmistir.
Bu caligmalarin sonunda tiiketiciler i¢in kullanilmasinda sakinca goriilmeyen renk katkilar

bir liste haline getirilmistir (Saldamli, 1985).

Bu konuda yapilan biitiin calismalarda hareket noktasi, renk katkilarmin "sifir
toksisite etkisinde" olmalari, yani ne miktarda kullanilirsa kullanilsin hicbir sekilde toksik
etki olusturmayacak nitelikte olmalaridir. Boylece, 12 Haziran 1960'da yasa haline
getirilen renk katkilar1 listesi, iki boliimden olusmustur. Birinci boliim, her tiirli
arastirmas1 tamamlanmis, sakincasi goriilmemis ve kullanimina izin verilmis renk
katkilarmni igermektedir. Ikinci béliimde ise gecici bir liste yer almakta, bu gecici listeye
girmis olan renk katkilarinin kullanimi ile ilgili ¢alismalar stirdiiriilmektedir. Ancak surasi
bilinmelidir ki herhangi bir renk katkisi, kesin listede yer almasina ragmen bununla ilgili
bir sorun ortaya ¢iktiginda derhal ikinci listeye alinarak yeniden arastrmaya kaynak
olabilmektedir. Renk katkilar1 ait olduklar1 madde grubu i¢inde smiflandirildigi zaman

asagida gorildiigi sekilde gruplara ayrilmaktadir.

1. Sertifikali gida boyalar1 (Certified Color Additives)
i. Boyalar (Dyes)

ii. Boyarmaddeler (Lakes)

2. Sertifikasiz gida boyalar1 (Uncertified Color Additives) (Saldamli, 1985).

1.1.3.1.1. Sertifikalh Gida Boyalarn

Sertifikali renk katkilarmin hepsi yapay kaynakli boyalardir. 1959 yilindan 6nce bu
grupta yalnizca boyalar yer alirken, daha sonra bu boyalarin boyarmadde tiiriinde olanlar1

da bu gruba dahil edilmistir. Boyarmaddeler, diger bir deyisle pigmentlerdir. Boyalar, renk



verme glclerini ¢oziindukten sonra, boyarmaddeler ise ¢Oziinmeyen pigmentler olarak
dispersiyon yoluyla ortaya koymaktadirlar. Sertifikali renk katkilar1 kullanildiklar:
gidalarda stabil 6zellik gostermekte, iiriine konulduklar1 miktarlarda, zamana bagl bir
azalma goriilmemektedir. Bu konuda yapilan arastirmalara gore 15 yil siire ile depolanan
gidalara konulan sertifikali renk katkilarinda miktar azalmast ve bir degisim
saptanmamistir. Sentetik renk katkilar1 boyalar ve boyar maddeler olmak iizere 2 ana

grupta incelenir.

Boyalar suda ¢ozlnur. Boyarmaddeler ise suda ¢6zinmeyen pigmentlerdir; yani
esas renk maddeleri boyalardir. Boyalar, ¢ozelti haline getirilerek gida maddelerine
katilirlar. Suda veya yagda daha i1yi ¢6ziinme durumlarina gore, bu maddelerle farkl
cozeltiler hazirlanir. Coziicii ne olursa olsun, daha iyi bir ¢oziinme i¢in belli bir sicakliga
kadar 1sitilmalar1 gerekir. Kullanim amaci agisindan bu iki grup farklilik gosterir. Her birisi
belirli gida maddelerinde daha avantajli olabilir. Ornegin, gida maddesinin su miktar1 az ve

yag miktar1 fazla ise, boyarmadde kullanim1 daha uygundur (Erdogan, 2007).

Gida sanayinde kullanilan renk maddeleri, Oncelikle uygun ¢oziiciisiinde
¢oziindiiriiliip daha sonra {iretime alinmaktadir. Bu bilesikler genellikle degisik formlarda
bulunurlar; toz, graniil, sivi, sulandirilmig, macunsu gibi. Bu nedenle, kullanilacak renk
katkisinin bulundugu durum kullanilma hacim ve miktarini etkileyeceginden, boyanin

formu, dikkat edilmesi gereken 6nemli bir noktadir.

FD&C boyalar1 suda ¢o6ziinen, buna karsilik organik c¢oziiciiler ve yaglarda
¢Ooziinmeyen yapiya sahip olduklar1 i¢in, yag orijinli gidalarda genellikle FD&C
boyarmaddeleri kullanilmaktadir. Boyarmaddeler, 3.5-9.5 pH'da stabil bir yapiya
sahiptirler. Gida sanayinde, boyarmaddelerin kullanilma sekli geregince bilinmemektedir.
Boyama sirasinda boyarmaddeler dispersiyon fazinda etkilerini gostermektedirler. Bu

durum, iki yontemle saglanmaktadir;
1. Boya kitlesinin ortama homojen dagilima,
2. Boyanin dolgu olarak kullanilacak bir materyale karistirildiktan sonra kullanilmasi.

Sentetik/yapay renk katkilar1 arastirildiktan sonra sertifika (izin) verilmesi gerektigi
icin bunlara "sertifikali renk maddeleri" de denilmektedir. FD&C sertifikali renk
katkilarinin hepsi suda ¢oziinlir. Bunlarin 4 smifi vardir: Azo Boyalar, Trifenilmetan,

Floresan Tip, Siilfonatl Indigo (Cakmakg¢1 ve Celik, 1994).



1.1.3.1.2. Sertifikasiz Gida Boyalan

Bu grupta yer alan renk katkilarinin hepsi dogal boya maddeleridir. Bu maddeler,
1960 yilinda ABD Gida - Ilag ve Kozmetik Yasasi'nda yapilan degisiklik ile sertifikali
boya maddeleri listesinden ¢ikarilarak, oncelikli ve siirekli kullanilma olasilig1 olan

maddeler listesine aktarilmistir (Saldamli 1985).

1.1.3.2. Uriine Sagladiklar1 Renkler Acisindan Gida Boyalar1

Uriine sagladiklar1 renkler agisindan gida boyalarmin gruplandirilmasi Tablo 1'de
belirtilmistir.
Tablo 1. I'_'J_rl'ine sagladiklar1 renkler a¢isindan gida boyalariin gruplandirilmasi (Karaali ve
Ozcelik, 1993)

Amaranth, Eritrosin, Ponceau 4R, Allura Kirmizis1 40,

Kirmiz1 Boyalar ) .
Kantaksantin, Karmoisin

Turuncu Boyalar B-karoten, -apo-8-karotenal, Annatto, Paprika, Sunset Sarisi
Sar1 Boyalar Riboflavin, Curcumin, Tartrazin, Safran, Lutein, Turmerik

Klorofil ( bakir kompleksi ve sodyum-potasyum tuzlari), Patent

Yesil Boyalar ]
Green, Brillant Green
Mavi Boyalar Brillant Mavi, Indigo Karmen, Patent Mavi
Menekse Rengi o
Antosiyaninler
Boyalar

Kahverengi Boyalar ~ Karamel, Brown FK, Brown HT

Siyah Boyalar Brilliant Black, Bitkisel karbon




1.1.3.3. Elde Edildikleri Kaynaga Gore Gida Boyalarn

1.1.3.3.1. Dogal Gida Boyalan

Dogal boya maddeleri, bitkisel ve hayvansal organizma veya mikroorganizmalar
tarafindan sentez edildiginden yapilarinda dogal halde bulunurlar. Bir kismi da
minerallerin dogal yapisinda mevcuttur (Karaali ve Ozgelik, 1993). Bunlar kismen serbest
halde bulunabildikleri gibi, seker (glikozit halinde) veya proteinlerle birlesmis olarak da
bulunabilirler (Cakmakg1 ve Celik, 1994).

Dogal boyalar iiretim masraflar1 nedeni ile daha pahalidirlar. Birgogu, isleme
sirasinda sentetik boyalar gibi aynmi kaliciliga sahip degildirler. Isiga maruz kaldiklarinda
kolaylikla solmakta ve yiiksek 1s1 ile asitlige kars1 diisiik direng gostermektedirler. Ornegin
Annatto diisiik pH' da portakal sar1 renginden pembeye, klorofil ise yesilden kahverengine
doniismektedir (Ozgelik, 1995). Yapay boyalar bu degisimlere daha fazla dayanikl
olmalarina karsilik yapaylarin sonu¢ vermedigi durumlarda dogal renk maddeleri is
gormektedir (Cedar peynirine annatto katilmasi gibi). En 6nemlisi de daha saglikli olmalar1

ve tiiketici psikolojisine uymalaridir (Eksi 1996, Karaali ve Ozgelik, 1993, Yaman, 1996).

Dogal boyalarin kullanilmasini engelleyen bazi dezavantajlar asagida agiklanmistir.
Dogal boyalarin maliyetleri yapay boyalara gore 30 ile 100 kat daha fazladir. Ciinkii dogal
boyalar bol miktarda iiretilmediginden pahalidirlar. Dogal boyalarin renklendirici giicii
sentetik boyalardan daha digiiktiir. Ayrica, gida isleme prosesine ve gidalarin

depolanmasina kars1 dayaniklilik kabiliyetleri diistiktiir.

pH'm etkisi: Antosiyaninler aside karsi ¢ok dayaniklidir. Bu yiizden ¢ok diisiik pH
larda (pH 2,5-3,2) ¢ok kuvvetli kirmizi renk verirler. Eger pH 4,5'lere kadar yiikselirse
depolama ya da 1s1 uygulamasi sirasinda renk mor ya da mora yakin tonlar alir ve bu da
pigmentasyon sirasinda rengin maviden sartya doniigmesine neden olur. Ancak mor misir
antosiyaninleri pH 6 ya kadar kirmizi rengini muhafaza edebilmektedirler. Pancar kirmizisi
rengine pH 5'te ulasilmaktadir. Karotenoidler ve bunlarin dogal benzerlerinin renkleri
bircok gidada pH 2,5-7,5 arasinda degismez. Aside karsi dayanikli kosnil boyalarinin

giiniimiizde kullanim1 yaygindir.

Oksijenin etkisi: Pek ¢cok dogal pigment kimyasal yapisindan dolay1 oksidasyona
kars1 hassastir. Clinkii konjuge cift bag igerirler. Oksijene karsi olan hassasiyeti azaltmak
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icin bir antioksidan olan askorbik asit ilavesi yapilir. Ayni zamanda pazarlarken uygun

ambalajlama teknigi kullanilarak da oksidasyon onlenebilir.

Sicakligin etkisi: Dogal renk maddeleri degisik 1silarda stabil bulunabilmektedirler.
Ornegin Karotenoidler ve Antosiyaninler yaklasik 100°C'ye kadar dayaniklidirlar. Isiya en

dayanikli olan dogal renk maddeleri kosnildir. En az dayanikli olan ise pancar kirmizisidir.

Metallerin etkisi: Demir ve bakir kontaminasyonu, pigmentlerin renksizlesmesine
ve istenmeyen renklerin olugmasma neden olabilir. Ayrica metaller, karotenoidler ve

betasiyaninlerin katalize edilmesinde azaltic1 etkide bulunurlar.

Diger katkilarmm etkisi: SOz ve askorbik asit gibi katkilarn bulunmasi renk
maddelerinin kararlhiliklarini etkilemektedir. SO2 genellikle gida isletmelerinde koruyucu
olarak kullanilmaktadir ve antosiyaninlerin diisiik konsantrasyonlarinda kararliliklarini
saglamaktadir. Karotenoid digsinda SO renk stabilizasyonunda ¢ok etkilidir. Eger askorbik
asitle kullanilmiyorsa stabilitenin saglanmasi1 daha kolay olur. Askorbik asit dozajinin
altinda kullaniliyorsa karotenoidlere prooksidant gibi davranmaktadir. Eger optimal
dozajin istiinde kullanilirsa antosiyaninlerin renksizlesmesini artirmaktadir (Anonim,

2010a).

1.1.3.3.2. Yan Sentetik Gida Boyalari

Bunlar, dogal kaynaklardan elde edilen maddelere uygulanan cesitli proseslerle
iiretilirler. Ornegin klorofilin bakir kompleksi veya sodyum-potasyum tuzlar1 ile sekerin
yaklasik 150°C'de sodyum hidroksit (NaOH), amonyum hidroksit (NHsOH) gibi
katalistlerle yakilmasindan elde edilen karamel bu tamima girmektedir. Bunlardan
karamelin Tiirkiye'de endiistriyel Ol¢ekte iiretildigi, ancak digerlerinin dig-alim yoluyla

saglandig1 bilinmektedir (Karaali ve Ozgelik, 1993).

Yari sentetik olan kantaksantin en son onaylanmis ve 6zellikle FD&C Red No.2'nin
kullaninminin yasaklanmasindan beri 6nem kazanmistir. Cok yiiksek dozlarda uzun siire
alinan kantaksantin'in goéz retinasinda degisiklik yaparak, gérme bozukluklarina yol a¢tig1

belirtilmistir (Eksi, 1996).
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1.1.3.3.3. Sentetik Gida Boyalan

Bunlara "komiir katrani" boyalar (coaltar dyes) da denilmektedir. Ciinkii hemen
hepsinin sentezinde baslama maddesi komiir katranidir. Cogunun yapisinda -(N=N)- grubu
bulundugundan bir kism1 azo boyalar olarak da tanmirlar. Bunlara 6rnek olarak tartrazin,
amarant ve ponceau 4R verilebilir (Erdogan, 2007). Tartrazin; fenilhidrazin parasiilfonik
asidin, dihidroksitartarik asit ile kondensasyonundan uretilmektedir. Sentetik boyalarin
stabilitesini pH, asit, tuz, 151k, 1s1 ve koruyucular gibi faktorler etkilemektedir. Sentetik
boyalarin tiimii Tiirkiye'ye ithal yolu ile girmektedir (Karaali ve Ozgelik, 1993).

Sentetik gida boyalar1 iki grupta incelenir ve hepsi sertifikalidir.
1. Gida Ilag ve Kozmetik Boyalar (FD&C Boyalar)

2. Gida Ilag ve Kozmetik Lake Boyalar (FD&C Lake Boyalar) (Eksi 1996, Yaman 1996)

1.1.3.3.3.1. Gida, Ila¢ ve Kozmetik Boyalar (FD&C Boyalar)

Bu boyalar 4 grupta incelenmektedir. Tablo 2'de bu boyalar ve genel yapilari

verilmistir.
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Tablo 2. Gida, ilag ve Kozmetik Boyalar(FD&C Boyalar) Genel Yapilar1 (Saldamli, 1985)

Boyalar Genel Yapisi
Azo Boyalar
FD ve C Kirmiz1 No.2 o-Na

FD ve C Sar1 No.5

FD ve C Sar1 No.6

FD ve C Kirmizi1 No.4
FD ve C Kirmizi1 No.40
Orange B

Trifenilmetan Boyalar

FD ve C Mavi No.1, FD ve C
Mavi No.3, FD ve C Violet
No.1

Floressein Tipi Boyalar

FD ve C Kirmizi No.3

Siilfolanmis Indigo Boyalar

FD ve C Mavi No.2

o
e o
o=S"
O‘Na
(o) o) O
\\ _O-Na
I I 5~
\
— o
(@]
% N
Na O H

1.1.3.3.3.1.1. Azo Boyalar

Aromatik diazo bilesiklerinin aromatik fenol veya aminlerle reaksiyonu sonucu

olusan maddelerdir (Cakmak¢1i ve Celik, 1994). Ultraviyole 1smlar1 bu bilesiklerin

oksidasyonuna sebep olabilir ve renk verme durumunu etkileyebilirler. Azo boyalar1 en

biiyiik gruptur. Azo gruplar1 metalik iyon veya siilfiir dioksit ile kolay indirgenirler.
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Bunlardan asidik hidroksil grubu igerenlere asidik azo boya maddeleri, amin veya dialkil
amin grubu icerenlere ise bazik azo boya maddeleri denilmektedir. Amino azo benzen
(anilin saris1) ilk kesfedilen bazik, alfa ve betanaftol oranj ise asidik azo boya maddeleridir.
Sari, kirmizi veya turuncu renk veren maddeler bu grup icine girmektedir. Bu renk
maddeleri sunlardir: FD&C Red No:2, FD&C Saris1 No:6, FD&C Red No:4, FD&C Red
No: 40, Orange B.

1.1.3.3.3.1.2. Trifenilmetan Boyalar

Silfonik asit icerdikleri icin suda iyi ¢ozlndrler. Trifenil metan karbon atomuna
baglanmis iki benzen halkas1 ve bir p-kinoit grubunun baglanmasiyla meydana gelmistir.
Mavi, yesil veya menekse rengi veren maddeler bu grup i¢indedir (FD&C Mavi No:1,
FD&C Green No: 3, FD&C Violet No:1 gibi).

1.1.3.3.3.1.3. Fluoressein Boyalar

Bu grup boyar maddeler kirmizi-kahverengi arasinda degisen renkler olustururlar.
Fitalik asit ile resorsin'in 1sitilmas1 sonunda elde edilmektedir. FD&C Red No:3 fluoressin
boyalardan en fazla kullanilamidir (Eksi 1996, Yaman 1996). FD&C boyalar suda
coziinmelerine kars1 organik ¢oziiciilerde zor ¢oziintirler. Suda ¢oziintirliikleri ¢cok yiiksek
oldugu icin gida sanayinde kullanimlar1 c¢ok kolaydir ve kullaniminda da sorun
¢ikarmamaktadir. Bu boyalardan sadece FD&C Mavi No.2 (indigotin) ayricalikli bir
boyadir. Trifenilmetan, indigo ve fluoressein boyalar kimyasal reaksiyonlara daha
direnglidir. FD&C Mavi No.2 ve FD&C Red No.3 ultraviyole 151k ile kolayca okside edilir
ve rengi ¢abuk kaybolur. FD&C boyalarmin minimum % 85 saf boya igermesi gerekir,

genellikle % 90-93 saf boya icerirler (Yaman, 1996).

1.1.3.3.3.1.4. indigoid Boyalar

Bazi bitkilerde glikozit olarak bulunmaktadir. Isik, yikama, baz ve asitlere karsi
dayaniklidir. Bu boya mavi renkli boyar maddelerin en énemli grubunu olusturur. En ¢ok

kullanilan indigoid boyalardan birisi FD&C Mavi No:2'dir.



14

1.1.3.3.3.2. Gida Ila¢ ve Kozmetik Lake Boyalar (FD&C Lake Boyalar)

Bu boyalar 1959 yilinda sertifikali gida boyalar1 olarak kabul edilmistir. FD&C
Lakeler, FD&C boyalarina karsilik gelen aliiminyum tuzlaridir. Aliiminyum hidratin
hazirlama yontemi ve boyanin emilisi, boyama giiciinii, tonunu, partikiil biiyiikliigiinii ve
dagilimim belirler. Lakeler % 1-45 saf boya igerigi ile hazirlanabilir. Ancak bu oran
genellikle % 10-40'tir. Lakelerin boyama giigleri boya igerigi ile orantili degildir.
Boyalardan daha iyi 151k, kimyasal yap1 ve termal stabiliteye sahip olup boyalardan daha
pahalidirlar. Daha ¢ok yagli ve FD&C boyalar1 i¢in uygun olmayan diisiik nemli iiriinler
icin uygundur. Seffaflik agisindan da boyalardan daha iistiindiir. FD&C No0.40 lakesi harig
biitin lakeler FDA (Food-Drug Administration, Gida Ilag Teskilat1) tarafindan gecici
olarak belirlenmistir. Sertifikali boyalar ile lake boyalar arasindaki fiziksel farkliliklar

Tablo 3'de gosterilmistir (Eksi, 1996; Yaman, 1996).

Tablo 3. Lake boyalar ile sertifikali boyalar arasindaki fiziksel farkliliklar (Saldamli, 1985)

Ozellikler

Lake Boyalar

Sertifikali Boyalar

Cozundrlik

Renk verme Sekli
Saf boya miktar1
Kullanilma Orant
Partikiil biiyiikligi
Isiga dayaniklilig
Istya dayanikligi

Renk verme guicii

Renk tonu

Hemen hemen tiim ¢oziictilerin
hicbirinde ¢6ziinmez

Dispersiyon yolu ile
%10-40 dolayinda
%0,1-0,3

Ortalama 5 mikron
Daha iyi

Daha iyi

Saf boya miktari ile orantili
olmaksizin

Saf boya miktarma gore degisken

Suda, propilen glikol ve
gliserinde ¢ozinar

Cozunerek
%90-93
%0,01-0,03
12-20 mesh
Iyi

Iyi

Dogrudan saf boya
miktari ile iliskili

Sabit
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1.1.4. Kalitatif ve Kantitatif Analizi Yapilan Baz1 Gida Boyalar1 ve Ozellikleri

1.1.4.1. Tartrazin (E102)

Monoazo sinifindan bir renklendiricidir. A¢ik turuncu renkte toz veya graniiller
halinde bulunmaktadir. Suda ¢oziinlir nitelikte olan bu madde etanolde c¢ok az
¢oziinmektedir Kabul Edilebilir Giinliik Tiiketim Miktari-Acceptable Daily intake (ADI)
degeri 7,50 mg/kg olup molekiil agirligi 534,37 g/mol'diir. C1sHoN4NazOgS, kimyasal
formiiliine sahiptir. A¢ik yapis1 Sekil 1'de verilmistir.

0
0 NaO _NN
NaO-S@N:N X U
9
OH S-ONa
0

Sekil 1. Tartrazin (E 102) molekiiliiniin a¢ik yap1 formiili

1.1.4.2. Allura Kirmizis1 (E129)

Sllfonat yapisinda monoazo sinifindan bir renklendiricidir ve koyu kirmizi renkte
toz veya graniil halde bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir nitelikte olan bu madde etanolde
coziinmemektedir. Kabul Edilebilir Giinliik Tiiketim Miktari-Acceptable Daily Intake
(ADI) degeri 7.00 mg/kg olup molekiil agirhgi 496,43 g/mol'dur. CigH1aN2Na0gS:
molekil formiline sahiptir. Agik formiilii Sekil 2'de gosterilmistir.

OCH3; HO
O

NaO—# N=N Q
O
S

Je)
//S\
O ONa

Sekil 2. Allura Kirmizisi (E 129) molekiiliiniin agik yap1 formiilii
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1.1.4.3. Sunset Saris1 (E110)

Monoazo simifindan bir renklendiricidir. Turuncu-kirmizi renkte toz veya graniiller
halinde bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir nitelikte olan bu madde ectanolde ¢ok az
coziinmektedir. Kabul Edilebilir Giinliik Tiiketim Miktar1-Acceptable Daily Intake (ADI)
degeri 2,50 mg/kg olup molekiil agirligr 452,38 g/mol'diir. Ci1sH10N2Na207S, molekiil
formiiliine sahiptir. Ac¢ik yapist Sekil 3'de gosterilmistir.

Sekil 3. Sunset Saris1 (E 110) molekiiliiniin agik yap1 formiilii

1.1.4.4. Kinolin Saris1 (E 104)

Gidalara agik sar1 renk vermek amaciyla kullanilan bir gida boyasidir. Toz ve
graniil halinde bulunmaktadir. Siilfolu yapis1 suda iyi ¢oziinmektedir. Molekiile ait agik

yap1 formiilii Sekil 4'de verilmistir.

X O 0
I

Ay [
O

O n=1or2

Sekil 4. Kinolin Saris1 (E 104) molekiiliiniin agik yap1 formiilii
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1.1.5. Literatiirde Gida Boyalarimin Analizi icin Onerilen Baz1 Metodlar

Miniote vd., (2007), Tartrazine (E 102), Kinolin Saris1 (E 104), Sunset Sarisi( E
110), Karmazin (E 122), Amaranth (E 123), Ponceau 4R (E 124), Erythrosine (E 127),
Kirmizis1 2G (E 128), Allura Kirmizisi AC (E 129), Patent Mavi V (E 131), Indigo
Carmine (E 132), Brilliant Mavi FCF (E 133) ve Green S (E 142) boyalari ters faz HPLC
yontemiyle basarili bir sekilde ayirmis ve kantitatif analizi gergeklestirmistirler.
Calismalarinda durgun faz olarak Cig hareketli faz olarak hacimce 20:80 asetonitril ve
methanol karsimi ile kiitlece %10'luk sodyum hidroksit ¢6zeltisi kullanarak pH'1 7,50'e
ayarlanmigs %1'lik amonyum asetat ¢ozeltisi kullanilarak 29 dakika iginde basarili bir
ayirma islemi gerceklestirilmistir. Caligmalarini oda sicakliginda 20,00 pL enjeksiyon ve
dakikada 1,50 mL akis hiziyla elde etmislerdir. Olgiimlerde UV-DAD detektorii kullanarak
350-800 nm arasinda absorbans Ol¢limleri almiglardir. Validasyon islemlerini yaparak
LOD'larin 1,59 pg/L ile 22,10 pg/L aralifinda degistigini tespit etmislerdir. Giin ici
kesinligi BSS cinsinden %0,37 ile %4,80 olarak hesaplamislardir. Giinler arasi kesinlik
BSS cinsinden %0,86 ile %10 arasinda bulmuslardir. Daha sonra gelistirdikleri bu yontemi
cesitli gida orneklerinde bu boyalarin analizi i¢in kullanmis ve basarili sonuglar elde
etmislerdir. Analiz Oncesi igslemler olarak seyreltme ve ultra saf suyla ekstraksiyon iglemi

ile numuneleri analize hazirlamiglardir (Minioti vd, 2007).

Bonan vd., (2013), Azorubine (E122), Amaranth (E123), Cochineal Red A (E124),
Red 2G (E128), Allura Kirmizis1 (E129), Azocarmine B (AZO B), Azocarmine G (AZO
G), Ponceau 2R (P2R), Ponceau 6R (P6R), Tartrazine (E102), Sunset Sarisi (E110),
Kinolin Saris1 (E104), Orange Il (OR I1I), Metanil Saris1 (MY), Patent Mavi V (E131),
Indigo Carmine (E132) ve Brilliant Mavi FCF(133) boyalarmn1 igeren bir karigim1 ters faz
HPLC yontemiyle ayirmiglardir. Calismalarinda 17 farkli gida boyasii ayirmak i¢in Cg
(150x4.6 mm i¢ cap, 3 pm partikiil biyiikliigii, Phenomenex, CA, USA) kolonu
kullanmislardir. Ayirma islemi mobil faz akis hiz1 1,00 mL/dk, oda sicakliginda 35 dakika
stirmiigtiir. Mobil faz olarak asetonitril ve pH 7,00'de 100 mM sodyum asetat tamponu
kullanmiglardir. Kromotogramlar 240-700 nm arasinda UV-DAD detektorii ile alinmistir.
Kat1 gida orneklerini su-etanol (1:1, h/h ) ile ekstrakte etmis ultra-trax ile homojenize
edilmis, 15 dk ultra sonik banyoda bekletmis ardindan 1saat yatay ¢alkalayicida karigtirmisg
ve 15.000 rpm 10 dk. ultrasantrifiijde santrifiijlemislerdir. Supernatant kismi ayrilmig geri

kalan kati1 kisim tekrar 20,00 mL etanol-su karigimiyla ekstrakte edilmis ve ekstraktlar
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toplanmigtir. Daha sonra ekstrak fosforik asitle pH=2,00'ye getirilmistir. SPE poliamid
kartus 4,00 mL MeOH ve 2,00 mL suyla sartlandirmiglar ardinda dakikada 1,00 mL olacak
sekilde akis hizi ayarlanarak ekstrak kartustan gecirilmistir. Kartus 2,00 mL suyla
yikanmis ve 30 sn. vakumla kurutulmustur. Son olarak kartus 4,50 mL metanol %]1'lik
amonyak ¢ozeltisi (1:1, h/h) ile yikanarak boyalar test tiipiine eliie edilmis ve test tiipleri
5,00 mL'ye tamamlanmus. Igecekleri ise iclerinde ¢oziinmiis gaz1 gidermek igin ultra sonik
banyoda 20 dk. bekletmis ve 1/2 oraninda deiyonize suyla seyreltmisler ve 15.000 rpm 10
dk. santrifiij etmislerdir. Tiim bu islemlerden sonra 20,00 uL enjeksiyon yapilarak boyalar
analiz etmislerdir (Bonan vd., 2013).

Qi vd., (2000), HPLC-MS/MS cihazim1 kullanarak 11 ayri boyanin Kkalitatif ve
kantitatif analizini gergeklestirmislerdir. Caligmalarinda Shimadzu Inertsil ODS-3 (3.0x75
mm, 2.2 um) kolon kullanmis ve kolon sicakligini 40°C, ve eliient akis hizin1 0,30 mL/dk
olarak ayarlamiglardir. Mobil faz olarak metanol (A) ve 5 mM amonyum asetat ¢ozeltisi
kullanmiglardir. Gradient eliisyon, diger kromotgrafik eliisyonlardan farkli olarak baslangi¢
olarak %15 A olacak sekilde se¢misler ancak linear olarak 7 dk. boyunca siirekli oran %95
oluncaya kadar artirmis ve bu oranda 1 dk. devam etmistir. Daha sonra MS/MS
kullanilarak kantitatif analizi ger¢eklestirmislerdir. Numuneler analiz edilmeden once
homojenizasyon, ekstraksiyon, kurutma, c¢oziindiirme, SPE kartuslardan gegirme ve
yikama islemlerini uygulamiglardir. Boyalarin LOD and LOQ'leri sirasiyla 0,0023 - 0,022
ve 0,0076 - 0,071 mg/kg araligindadir. (Qi vd., 2007).

Khanavi vd., (2012), (Tartrazine (E 102), Kinolin Saris1 (E 104), Sunset Saris1 (E
110), Karmazin (E 122), Ponceau 4R (E 124), Allura Kirmizis1 (E 129), Indigo Carmine (E
132) ve Brilliant Mavi (E 133)) boyalarini her biri 30 dk. iki kez eliie ederek ayirmayi
basarmig ve kalitatif ve kantitatif analizlerini ger¢eklestirmis. Burada izokratik eliisyon
kullanmislardir. Ancak detektér dalga boyu fakli zamanlarda farkli dalga boylarina
ayarlandig1 icin her boya her eliisyonda absorbsiyon vermemistir. Calismalarinda Cs
kolunu kullanmiglardir akis hizlar1 ilk 15 dk. 1,00 mL/dk daha sonra 1,50 mL/dk ile
yapmuslardir. Yontem organik solvent kullanmadigi i¢in bir avantaja sahip olmakla birlikte
iki farkli ylriitme islemi ile bir dezavantaja sahiptir. Calismalarinda mobil faz olarak
%0,25 triton X-100 igeren 50.00 mM lik pH'1 7,00 olan fosfat tamponu kullanmislardir.
Analizden 6nce her numune farkli islemlerden gecirilmis (homejenizasyon, mikrodalga

¢oziliniirlestirme, filtrasyon, numune pH'larmin 3,00'e ayarlanmasi, absorbet (poliamid)
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ilavesi boyalarin ¢ozeltilerden alinmasi i¢in, absorbentlerin yikanmasi ve filtrelenmesi,
boyalarin %25'lik NHs ile absorbentten alinmasi, ¢ézeltinin kurutulmasi ve mobil faz ile
¢cOzme islemleri) ve cihaza enjeksiyon yaparak analizi gergeklestirmislerdir. LOD'lar 0,05
ile 0,61 mg/L arasinda linear araliklar ise 0,50 ile 25 mg/L arasinda degisiklik gostermistir

(Khanavi vd., 2012).

Hajimahmoodi vd., (2013), Tartrazine (E 102), indigotine (E 132), Kinolin Saris1
(E 104), Ponceau 4R (E 124), Sunset Saris1i (E 110), Brilliant Mavi (E 133), Allura
Kirmizis1 (E 129) ve Karmazin (E 122)'i iceren boya oOrneklerini, ekstraksiyonda ve
elisyonda organik solvent kullanmadan kantitatif analizi gerceklestirmislerdir.
Calismalarinda Eurospher-100 C8 (5 um, 4.6x250 mm) kolon ve detektor olarak (UV-Vis)
kullanmislardir. Analize baglamadan 6nce kolon sicakligi 35°C ve 30 dk. boyunca 1,00

mL/dk mobil faz akis1 saglanarak kolon sartlandirmiglardir.

Kullanilan mobil fazin bilesimi %0,25 Triton X 100 ve 50,00 mM pH'"1 7,00 olan
fosfat tamponu kullanmiglardir. Analiz 6ncesi islemler olarak homejenizasyon, filtrasyon,
numune pH'larinin 3,00’a ayarlanmasi, boyalarin ¢ozeltilerden alinmasi icin absorbet
(poliamid) ilavesi, absorbentlerin yikanmasi ve filtrelenmesi, boyalarin %25°lik NH3s ile
absorbentten alinmasi, ¢oOzeltinin kurutulmasi ve mobil faz ile ¢O6zme islemlerini
kapsamaktadir. LOD'lar E102 i¢in 0,04 mg/kg ile E122 1,00 mg/kg arasinda degisiklik
gostermekte; LOQ E 102 i¢in 0,06 mg/kg ile E122 1,12 mg/kg arasinda degismekte. Analiz
iki farkli metot seklinde uygulanmistir. Method A: (Tartrazine, Kinolin Sarisi; Ponceau
4R; Brilliant Mavi; Allura Kirmizisi; Karmazin), Method B: (Indigotine; Ponceau 4R;
Sunset Sarisi; Allura Kirmizisi; Karmazin) i¢in kullanilmaktadir. Hangi metodun
kullanilacag1 TLC ile belirlenmistir. Ornek standartlar ile karsilastirilir ve drnekte hangi
boya ya da boyalar varsa boya igerigine gore metotlardan biri veya her ikisi analiz i¢in
kullanilmigtir. Metotlar1 birbirinden ayiran tek faktdr detektoriin farkli zamanda farkli

dalga boylarma ayarlanmasiyla iliskilidir (Hajimahmoodi vd., 2013).

Perez-Urquiza M vd., (2000), bazi siilfonat boyalar1 ve siilfonatli azo boyar
maddeleri analizi i¢in DAD detektorii ile donatilmis kapiler zon elektoforez teknigiyle 7
farkli boyanin kantitatif analizlerini yaklasik 8 dk. icinde gergeklestirmislerdir.
Caligmalarinda Celect-FS75 kolon kullanmislardir. LOD'lar 0,10-4,53 pg/ml araliginda
degisiklik gostermislerdir. Numunelere analiz edilmeden once filtreden gecirme, HCI ile

asidifikasyon ve SPE (Oasis HLB) ile zenginlestirme islemleri uygulamiglardir.
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1.2. Kromatografik Analizler

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasini
gergeklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig1 yontemlerin genel
adidir. Bu yontemlerde ¢alisma diizenegi temel olarak iki bilesenden olusur. Bu bilesenlere
sabit faz (stationary phase) ve hareketli faz ya da mobil faz (mobile phase) adi verilir.
Mobil fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle etkilesmeleri
sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, ornekteki farkli bilesenler i¢in farkl
miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru, farkli hizlarda ilerledikleri

i¢in, birbirinden ayrilmis olarak sabit faz1 farkli zamanlarda terk ederler.

Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri uygun bir bicimde oOlgiiliir ve
zamana kars1 y-ekseninde isaretlenerek "kromatogram" denilen grafikler elde edilir. Sivi-
stvi  dagilma (partisyon) kromatografisinde ¢ozlinmiis maddenin ayirimi, sivi
kromatografik teknikler i¢inde ters faz (Reversed Phase) sivi kromatografisinde en yaygin
kullanilanidir. Sabit faz polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha diisiiktiir. Bu
kromatografi tiirli, apolar sabit fazda tutunmalar1 farkli olan tiirlerin ayiriminda kullanilir.
Kimyasal olarak bagli alkil zincirlerinin sabit faz olarak kullanildig1 ters faz sivi
kromatografisinde, ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesil silan) en fazla
kullanilan sabit fazdir. Ayrica Cg ve daha kisa alkil zincirleri, siklohekzil ve fenil
baglanmis sabit fazlar da kullanilmaktadir. Ters faz kromatografisinde hareketli fazlar
genellikle su veya sulu tampon coOzeltileri ile suyla karisabilen organik ¢oziici

karigimlarindan olusmaktadir.

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden
daha yiiksektir. Sabit faz genellikle silika veya aliimina, kullanilan hareketli fazlar ise
hekzan, metilen klorir, kloroform, dietil eter ve bunlarin karisimidir. Silika jelin iizerine
kimyasal baglarla -CN, -NOz veya -NH: gibi polar fonksiyonel gruplar baglanarak farkl
normal fazlar elde edilir. Normal faz ayirimlarinda polaritesi yiiksek olan maddeler, polar
olan sabit faz ile daha fazla etkilesmekte, buna bagli olarak kolonu daha ge¢ terk

etmektedir.
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1.2.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (High Performance Liquid
Chromotography-HPLC)

Modern s1vi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 2
ile 10 um arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlar1 elde edebilmek igin,
yuzlerce atm'lik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiiksek basinglarin bir sonucu olarak
HPLC igin gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate alindiginda, daha
ince iscilik gerektirir ve sonugta daha pahalidir. Sekil 5'de tipik bir yiiksek performansl

s1vi kromatografi cihazinin gesitli kisimlar1 sematik olarak gosterilmistir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)'nin diger kromatografi turlerinden

iistlinliikleri sunlardir:

1. HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

2. Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik daha yiiksektir.
3. Nitel ve nicel analiz amaglari i¢in kullanilabilir.

4. Analiz siiresi olduke¢a kisadir.

5. Duyarlik ¢ok yiiksektir. 10,00 pg lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron yakalama
detektorleri kullanilarak tayin edilebilir.

Solvent verme sistemi Keolon doldurma sistemi
rezervuarlar akis ayirici omelb_?cl)rg{gglslyon
| solvent 1 | | solvent 2 | — i
I I vakum basing
| | | | pompasi gostergesi
| gaz giderici 1 | | gaz giderici 2 | _5 e
o ==
B = T2
T gaz gidericiler Eil s =g
yuksek basing
Kar@tl{n’iéi pompasi Solvent k4 ¥
ai injeksiyonu
Dedektor
fraksiyon
atlk > toplayici

Sekil 5. HPLC cihaz1 ve kisimlari
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1.2.1.1. Hareketli Faz Hazneleri ve COzucu Sistemleri

Modern bir HPLC cihazi, bir veya daha ¢ok cam veya paslanmaz ¢elikten yapilmis
hazne igermektedir. Bu hazneler ¢ogu zaman, ¢oziicii haznelerde bulunabilecek tozlar1 ve
kolonda ve detektdr sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢dziinmiis
gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir. Bu ¢oziinmiis
gazlar kolonda kabarciklar olusturarak pik genislemesine; ayrica, ¢ogu zaman gerek gaz
kabarciklar1 gerekse tozlar, detektorle girisim yaparak cihaz performansinda azalmaya
sebep olurlar. Cogunlukla bu sistemler, ¢oziicli icinde bulunabilecek toz ve partikiil
halindeki maddelerin pompaya veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya kolonu
tikamamas1 i¢in, toz ve partikiil maddeleri slizmeye yarayan bir siizme diizenegi de
igerirler. Coziiciiyli hazneye doldurmadan 6nce uygulanacak diger bir yol, ¢oziicliyii,
vakum altinda bir milipor silizgecten siizmektedir. Bu uygulama, siispansiyon halindeki

maddeleri uzaklagtirmanin yan1 sira gazlari da giderir.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicli kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik eliisyon
olarak adlandirilir. Polarliklar1 birbirinden farkli iki (veya bazen daha fazla) ¢oziicii
sistemlerinin kullanildig1 teknige gradient eliisyon adi1 verilir. Bu teknikte iki ¢OzUcunln
orani Onceden programlanmis olarak bazen siirekli bazen de kademeli bir sekilde
degistirilir. Eliisyon basladiktan sonra belli bir programa gore, bazen siirekli olarak, bazen
de bir seri basamaklar seklinde coziiciilerin orani degistirilir. Modern HPLC cihazlari,
¢oziiciilerin hacimsel oran1 zamanla dogrusal olarak veya iistel olarak degistirilebilecek
sekilde, iki veya daha fazla hazneden aldig1 ¢oziiciileri bir karistirma odasinda stirekli
olarak degisen oranlarda bir araya getiren sistemlerle donatilmistir. Izokratik eliisyon ile
ayrilamayan maddeler, gradient eliisyonla ayrilabilmekte, farkli kapasite faktoriine sahip

madde karigimlarinin alikonma zamanlar1 kisaltilabilmektedir.

1.2.1.2. Pompa

Bir HPLC sisteminde pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca akisini
saglamaktir. Sistemde kullanilan pompalar sabit hacim pompalar1 ve sabit basing
pompalar1 olmak iizere iki ana baglikta toplanabilir. Calisma farkliligina bagh olarak ise;

pistonlu pompalar, siringa pompalar ve pndmatik pompalar olmak iizere lige ayrilirlar.
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1.2.1.3. Enjektor

HPLC analizlerinde Ol¢limlerin kesinligini belirleyen faktor, numunenin kolon
dolgu maddesine gonderilmesinin tekrarlanabilirligidir. Asir1 numune yiiklenmis
kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu yilizden kullanilan hacim ¢ok
kiiclik olmalidir ve sistemin basincini diislirmeden numunenin sisteme giriginin saglanmasi

gereklidir. Temel olarak, el ile (maniiel) ve otomatik olmak iizere iki tip enjektor vardir.

1.2.1.4. Kolon

S1vi kromatografi kolonlar1 bir HPLC cihazinin en 6nemli pargasidir ve genellikle
paslanmaz celikten imal edilir. Pek ¢ok iiretici tarafindan tiretilen analitik kolonlar 2-5 mm
i¢ ¢apli, 5-30 cm boyundadir. Tanecik ¢aplar1 ise 2-10 um arasinda degigmektedir. Bu tip
kolonlarin 1 metresinde 40000-60000 kadar tabaka bulunur.

Son yillarda uzunlugu 3-7,5 cm ve i¢ capt 1-4,6 mm olan yiiksek performansl
mikro kolonlar da imal edilmeye baglanmistir. Bu kolonlarin dolgu maddelerinin pargacik
boyutlar1 2-5 um ve tabaka sayis1 10000 tabaka/m'ye kadar ¢ikmaktadir. Bu mikro kolonlar
ile ¢ok az miktarda c¢oziicii ile hizli bir sekilde ayirma yapabilmektedir. Sivi
kromatografisinde kullanilan ¢oziiciilerin safliklar1 yiiksek olmasindan dolay1 pahalidir.
Coziciiler kullanildiktan sonra atildigi i¢in mikro kolon kullanimi ¢ok 6nemli bir
ustlinliiktiir. 15 saniye gibi ¢ok kisa bir zamanda sekiz farkli madde birbirinden

ayrilabilmektedir.

Kolon dolgu maddeleri, film dolgular ve gdzenekli dolgular olmak Gzere iki tiptir.
Film dolgular, gozenekli olmayan cam veya polimer taneciklerden olusur. Yiizeylerine
gozenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirici re¢ineden olusan ince bir gdzenekli
film kaplanmistir. Gozenekli dolgular, silika, aliimina ve iyon degistirici re¢ineden yapilir.
Sivi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu maddeleri silisyum dioksittir.
Mikrondan daha kii¢iik boyutlardaki silisyum dioksit par¢aciklarinin aglomerasyonuyla,
daha biiyiik ve yaklasik ayn1 boyutlarda parcaciklar elde edilir. Hazirlanan, pargaciklarin
yuzeyi, genellikle bu ylzeye fiziksel veya kimyasal baglarla baglanmis ince bir organik
filmle kaplanir. Silika temelli bagli fazlar, ylizeyde bulunan silanol gruplarinin

organosilanlarla reaksiyonlar1 sonucu elde edilir. En ¢ok kullanilan, klorodimetilsilanlarin
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yiizey silanol gruplari ile reaksiyonudur. Ters faz sivi kromatografisi i¢in kullanilan gesitli
alkil ve substitiie alkil silikalar bu yolla elde edilir. Aliimina parcaciklari, gézenekli
polimer parcaciklart ve iyon degistirici recineler de dolgu maddesi olarak
kullanilabilmektedir. Anyonlar1 ve katyonlar1 tutan iyon reginelerin dolgu maddesi olarak
kullanilmas: halinde, numunede iyon halinde bulunan tiirler birbirinden ayrilir. Iyonlarm
bu rec¢inelere olan ilgilerine etki eden faktdrler, iyonun yiikii, iyonun biiytikliigii, pH, iyon
siddeti, kullanilan recinelerin gozenek biyiikliigli, ¢oziicli cinsi, ¢Ozilicii derisimi ve
calisma sicakligidir. Kullanilan iyon degistirici regineler dogrudan kolona doldurulabilen
kat1 regineler olabilecegi gibi, bir kat1 yiizeyine kaplanmis sivi regineler de olabilir. Katyon
degistirici recinelerin ortak 6zelligi, kuvvetli bir asit olan siilfonik asit gruplari ile zay1f bir
asit olan karboksilik asit gruplarni igermeleridir. Anyon degistirici regineler ise, kuvvetli

baz olan kuaterner amin gruplari ile zayif baz olan primer amin gruplari igerirler.

S1v1 kromatografisinde kolon verimliligi, bir bilesigin kolondan ge¢isi sirasinda
meydana gelen bant genisliginin derecesi tarafindan etkilenir. Bant genislemesi ve
dolayistyla kolon verimliliginin kaybi, ¢oziinen bilesenlerin kolondan asagiya gocleri
sirasinda yer alan ¢ok sayida kiitle-aktarim islemlerinin sonucudur. Bu hizlar1 etkileyen

baz1 degiskenler kontrol edilebilir ve ayirmalar i¢in kullanilabilir.

1.2.1.5. Detektorler

Detektor yiiksek basingli sivi kromatografisinde, cihazin en 6nemli kisimlarindan
birini olusturur. Kolondan ¢ikan maddelerin derigimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir
detektor ile dlgiiliir. Detektor se¢cimi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek i¢in son derece
onemlidir. Genellikle tek detektdr sistemi kullanilmakla beraber, birden fazla detektor
sisteminin yer aldig1 cihazlar da mevcuttur. Bir detektorde bulunmasi gerekli 6nemli

karakteristikler sunlardir;
a) Iyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik
b) Yiiksek giivenirlik ve kullanim kolaylig1
c) Kolon bant genislemesini en aza indirmek i¢in diigiik 61ii hacme

d) Siv1 akisi ile uyumlu olmalidir
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1.2.1.6. Kaydedici

Mikroislemciler ve bilgisayarlar kullanildig1 sistemlerde hareketli faz akis hiz,
enjektor, kolon firmi, 6rnek alma sistemi, detektor ve veri kaydi sistemi merkezi bir veri
kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanilmasi
kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta, sistem validasyon parametrelerinde

daha dogru degerler elde edilmesine olanak saglamaktadir.

1.2.2. iyonlasma ve pH

Iyonlasan analitlerin alikonmasi iyonlasma derecesine baghdir. Ters faz sivi
kromatografide, analitin iyonlasmamig tiirli, iyonlagmis tlirlinden daha yiiksek alikonma
zamanina sahiptir. Eger analit birden fazla iyonlagsma basamagina sahipse; daha yiiksek
iyonlasma derecesi basamaginda, daha diisiik alikkonma zamani gosterir. Analitin
iyonlasma derecesi, ¢Ozeltinin pH'sina ve iyonlasma basamaklarindaki pK degerine
baghdir. Ters faz sivi kromatografide iyonlasmis tiir daima diisiik alikonma zamanina
sahiptir. Bu yizden, bazik turler icin, asidik ortamda, asidik tirler icin ise bazik ortamda
alikonma en diisiiktiir. Diger yandan, yliksek alikonma zamani1 analit nétral formdayken de
gozlenir. Bu etki Sekil 6'da sematize edilmistir. Sekilden anlagildigi lizere eliient pH’mnin
artmasi dengeyi benzoik asit lehine ¢evirir. Buda analitin polaritesinin azalmasina neden
olarak analitin kolondaki apolar dolgu materyali ile daha fazla etkilesmesine neden olarak

kolonda daha fazla tutunmus ve dolayisiyla kolonu daha geg terk etmistir.

COOH
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Sekil 6. pH'in ve iyonik tiirlerin alikonma faktorii tizerine etkisi
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1.2.3. Ters Faz S1ivi Kromatografide pH ve Secicilik

Ters faz sivi kromatografi metoduyla analizi yapilan maddelerin ¢ogu, karboksilik
asit, siilfonik asit veya amino gruplar1 gibi, iyonlasabilen gruplara sahiptir. Maddelerin
alikonma zamani, biiylik Ol¢lide fonksiyonel gruplarin iyonlagsmasina baghdir. Ayni
analitin iyonlagmis ve notral seklinin alikonma zamani arasinda yaklagik 30 kat farklilik
olabilmektedir. Iyonlasma derecesi mobil fazin pH'siyla belirlenir. Eger iyi bir
kromatografik secicilik ve tekrarlanabilir alikonma isteniyorsa, iyonlagsma derecesini

etkileyen faktorlerin ¢cok dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi gerekir.

1.2.4. Mobil Faz ve pH

Sekil 7' de mobil faz pH's1 ile alikonma siiresi arasindaki degisim gosterilmektedir.

Tekrarlanabilir pH degerleri i¢in tampon ¢dzeltiler tercihli olarak kullanilmaktadir.

Asidik

Alikonma Faktri

pH (Sulu)

Sekil 7. Mobil faz pH's1 ile asidik, bazik ve zwitter tiirlerin alikonma faktorlerinin
degisimi

HPLC de kullanilan tamponlarin literatiirlerde verilen pK degerleri, ¢ogunlukla

sudaki degerlerdir. Ters faz sivi kromatografisinde analiz edilmek istenen analitlerin pK

degerleri ve ortamin pH'y, organik ¢oziicii ilave edilmesi ile degisir. Genellikle organik

¢oziicii ilavesiyle asitlerin pK degerleri artarken, bazlarin azalir. Yalniz unutulmamalidir ki

tampon kapasitesi, ortama ilave edilen organik ¢oziicii ile degismez. Bu yiizden etkin bir

ayirmm i¢in tampon kapasitesi yiiksek bir tampon ve derisim araligi secmek dnemlidir.
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Cesitli tamponlari metanol-su ve asetonitril-su ikili karigimlarinda pK degerlerinin
degisimi incelendiginde asitlerden olusan tamponlarin pK degerlerinin organik ¢0zUcU
artigt ile arttig1 goriilmiistiir. Bazlardan olusan tamponlarin pK degerleri ise genis bir
¢oziicii derisimi araliginda asidik bolgeye kaymaktadir. Organik ¢oziicii ilavesi asitlerin ve

bazlarin zayiflamasina neden olmaktadir (Sanli, 2007).

1.2.5. Sivi Kromatografide Mobil Faz Optimizasyonu

S1v1 kromatografik bir yontemin gelistirilmesinde iizerinde durulacak en dnemli
husus, yeterli ayirmaya ulasildiginin belirlenmesidir. Yiksek performans sivi
kromatografide aywrmanin optimizasyonu, segiciligin maksimum hale getirilmesini
gerektirir. Kromatografik sistemin segiciligi, kromatografik sistemde ¢6zlinen, mobil faz
bilesenleri ve durgun faz arasindaki biitlin etkilesimleri yansitir. Bu etkilesimler, sicaklik,
mobil fazin yapisi, mobil faz pH's1 gibi deneysel kosullarin degistirilmesiyle yonetilebilir.
Bu faktorlerin ikisi sabit tutularak diger degiskenin, analitin alikonmasindaki etkisi
incelenir. Segicilik, ¢oziinenlerin dagilma katsayilari ile ilgilidir ve ¢ziinenlerin kapasite
faktorlerinin bir fonksiyonudur. Bu nedenle ¢6ziinenlerin alikonma davranislarimi ve
onlarin deneysel kosullara bagimliligini anlamak, seciciligin ve devaminda ayirmanin

optimizasyonu icin gereklidir.

Mobil fazin bilegimi, ters faz sivi kromatografide bilesiklerin alikonmalarinda en
onemli rolii oynar (Dolan ve ark., 1979; Barwick, 1997). Mobil faz olarak kullanilan su-
organik ¢Oziicii karisimlarinda polarite, mobil fazin bilesikleri eliie etme giicliniin bir
Olciistidiir ve c¢oziinenin kolon ile etkilesimini belirleyen temel faktordiir. Ters faz
HPLC'de alikonma, mobil fazin polaritesinin artmasiyla yani su ilavesiyle artar. Bu giic

cogu kez organik ¢oziicli-su karisimlarinda organik fazin yiizdesi ile ifade edilir.

1.2.6. Mobil Fazda pH Standardizasyonu

Kromatografik ayirmada mobil faz pH'si, iyonlasabilen bilesiklerin ayrilmalarinda
onemli bir faktdrdiir. Stvi kromatografide kullanilan mobil fazlarin pH's1, dnceleri sulu
¢ozeltinin pH's1 olarak alinmistir. Oysa HPLC ¢alismalarinda su hicbir sekilde tek basina

mobil faz olarak kullanilamaz. Tampon ¢6zelti halinde veya bir organik modifiyer ile
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birlikte kullanilir. Bundan dolay1 organik modifiyer ilavesi ile pH degisimini gz Oniine
almak gerekir (Roses ve ark., 1996; Augiar de ve ark., 1997). RP-HPLC mobil fazinda
organik modifiyer olarak genellikle asetonitril ve metanol tercih edilir. Sulu faz pH'sinin
Olctimii ¢ok daha kolaydir, ancak su organik ¢6ziicii karisiminda elektrolitin iyonlagmasi
secimli solvasyona ¢ok bagimlidir ve ¢oziinene gore degisir. Bu nedenle HPLC mobil
fazina ve su ortamina ait pKa degerleri farklidir (Bosch ve ark., 1998). Organik ¢6ziicii-su
karigimlarinda ortamin dielektrik sabitinin azalmasi nedeniyle aktivite katsayilar1 dikkate
alinmaktadir. pH'nin sudaki pH yerine mobil fazdaki degerinin kullanilmasi, ¢6ziinenin

tutulmasi ile pH arasindaki iliskiye ¢ok daha iyi uyum gostermektedir.

1.3 Calismamin Amaci

Gida boyalarinin analiz swrasinda numune pH'larinin 3,00 ayarlanmasi, boyalarin
cozeltilerden alinmasi icin absorbet (poliamid) ilavesi, absorbentlerin yikanmasi ve
filtrelenmesi, boyalarin %25'lik NH3z ile absorbentten alinmasi, ¢ézeltinin kurutulmasi ve
mobil faz ile ¢ozme islemleri gibi zaman alic1 karmagik iglemler ile numuneler analiz
edilmektedir. Bu calismanin amaci Tartrazin, Kinolin Sarisi, Sunset Sarisi ile Allura
Kirmizist'in ayn1 anda, karmasik ve zaman alic1 olmayan, yiiksek kesinlik ve dogrulukta

rutin olarak kullanilabilecek bir analiz metodu gelistirmektir.



2. DENEYSEL CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Diger malzemeler

e HPLC Agilent 1100 Series, Degasser Agilent 1260 series ile degistirilmis, UV
detektorii ile donatilmis sistem

e Kolon: Zorbax Eclipse® XDB-C8 Analytical, 4,6x150 mm 5 mikron Agilent

e Ultra Sonik Banyo (isolab Laborgerate GmbH)

e pH metre (EUTECH pH 510)

e Ultra Saf Su Cihazi (Sartarius Stedim Arium Pro UV)

e Wortex (Heidolph)

e Hassas terazi 0,1 mg duyarlikta (Sartorius)

e Otomatik pipet (10-100-1000pL'lik) (Nichiryo)

e 0,45 pm lik tek kullanimlik filtreler (Sartorius)

e Adi filtre kagidi

2.2. Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

e (Gida Boyalari: Tartrazine, Sunset Sarisi, Kinolin Sarisi, Allura Kirmizist (Sigma
Aldrich)

e Kati NaOH (Merck) ve Amonyum asetat (GPR-Rectapor)

e 1000'er mg/L lik Tartrazine, Sunset Sarisi, Kinolin Saris1 ve Allura Kirmizisi
cozeltisi

o Hareketli faz A: %1'(a/h) lik amonyum asetat ¢ozeltisi pH 7,5

e Hareketli faz B: HPLC saflikta Asetonitril (Merck)

e Hareketli Faz C: HPLC saflikta Metanol (J.T.Baker)

e 910 (a/h)'luk NaOH ¢ozeltisi

e Ultra saf su

%10 (a/h) NaOH: 10,00 gram NaOH dikkatli bir sekilde tartilarak 100 mL'lik bir

balon jojeye aktarildi, bir miktar ultra saf su ile ¢6ziindiiriildii ve daha sonra 100 mL'lik
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cizgisine kadar ultra saf su ile tamamlandi. Kullanilmak {izere buzdolabinda muhafaza

edildi.

pH'1 7,50 %1 (a/h) Amonyum asetat ¢ozeltisi: 10,00 g amonyum asetat dikkatli bir
sekilde tartildi. Daha sonra 1,00 L'lik behere aktarildi. Bir miktar su ile ¢oziindiiriilerek
yaklasik 950 mL'ye seyreltildi ve kalibre edilmis bir pH metre ile pH=7,50 oluncaya kadar
bir pastdr pipeti yardimiyla daha 6nceden hazirlanan ve muhafaza edilen %10 (a/h) NaOH
cozeltisiyle titre edildi. Cozelti 1,00 L balona aktarildi ve son hacim ¢izgisine kadar ultra

saf su ile tamamlandi.

1000'er mg/L'lik Stok c¢ozeltileri: 25,00 mL 1000,00 mg/L olacak sekilde
hesaplanan ve tartilan boyalar 25 mL'lik balonlara aktarildi ve son hacim ¢izgisine kadar

ultra saf su ile tamamlandi. Daha sonra kullanilmak tizere buzdolabinda muhafaza edildi.

Kalibrasyon Serisi: 1,00-2,50-5,00-10,00-25,00-50,00 mg/L lik c¢oOzeltiler stok
¢ozeltilerden uygun miktarda alinip seyreltilerek hazirlandi ve cihaza verilmek Uzere

viallere alind1.

2.3. Numunelerin Hazirlanmasi

Jelibon: 10,00 g hassas bir sekilde tartilarak temiz bir behere aktarildi. Daha sonra
Uzerine 70-75 mL kadar ultra saf su ilave edildi ve 25°C'de ulrasonik banyoda 25 dk.
bekletilerek tamamen ¢6ziinmesi saglandi ve 100 mL'lik temiz balona aktarilarak hacim
cizgisine kadar ultra saf su ile dolduruldu. Son olarak 0,45 um lik filtrelerden gecirilerek

viallere alindi.

Sekerler: 20,00 g hassas bir sekilde tartild1 ve temiz bir behere aktarild1 ardindan bir
miktar ultra saf su (70-75 mL) ilave edilerek 25°C ultrasonik banyoda tamamen
coziinlinceye kadar bekletildi. Coziinme islemi sonrasinda 100 mL'lik balona aktarildi ve
balon hacim cizgisine kadar ultra saf su ile dolduruldu. Elde edilen ¢6zelti 0,45um'lik

filtrelerden gegcirilerek viallere alind.

Misket sakizlar: Sakizlarin sadece dis ylizeyi boyayi ihtiva ettigi i¢in sakizlarin
parcalanarak belli bir miktarda alinmasi tiim 6rnegi temsil etmeyebilir. Bu nedenle sar1
sakizlardan 2 adet 19,47 g, turuncu sakizlardan 2 adet 18,76 g ve kirmizi sakizlardan 2 adet

19,44 tartildi. Daha sonra bu sakizlar temiz bir beher icerisine alindi ve iizerlerine 100 mL
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ultra saf su ilavesi yapildi. Bir siire karigtirma islemi ile boyanin sivi faza alinmasi
saglandi. Elde edilen ekstrakt 0,45 pm'lik filtrelerden gegirilerek viallere alindi. Gramajlar

seyreltme faktorli hesaplanirken dikkate alindi.

Su Buzu: Yenilebilir buzlu {iriinlerin bir ¢esidi olarak piyasada gesitli markalar
altinda dondurularak satilan {iriinlerden satin alindi. Coziindiirme islemiyle birlikte sivi
hale getirildi ve ardindan 1/2 oranminda seyreltildi. Son olarak 0,45pum'lik filtrelerden

gegirilerek viallere alind.

Trabzon Kurabiyesi: Kurabiyeler igerdigi yiiksek miktarda boya nedeniyle diger
urunlere gore daha fazla seyreltme islemine alindi. 4,00 g ogiitiilerek ve ince toz haline
getirilen kurabiye hassas bir sekilde tartilarak temiz bir behere alind1 ve {izerine 100,00 mL
ultra saf su ilave edilerek 25°C'de 25 dk. boyunca ultra sonik banyoda bekletilerek boyanin
sivi faza gegmesi saglandi. Sivi faz adi filtre kagidin dan siiziildii ve sonra 0,45um'lik

filtrelerden gegirilerek viallere alindi.

Limonata: Coziinmiis gazlarin giderilmesi igin bir siire ultra sonik banyoda

bekletildi ardindan 0,45 pm'lik filtrelerden gecirilerek viallere alind1.

2.4. RP-HPLC-UYV Kosullar

RP-HPLC-UV analizlerinde Agilent marka 1100 seri cihazi kullanildi. Ancak bu
cihazin degazer kismi arizali oldugundan degazer kismi1 Agilent 1260 series satin alind1 ve
teknik elemanlarca montaji yaptirildi. Cihaz, Chemstation programi ile kontrol edildi.
Tum analizler igin Cg kolon (Zorbax Eclipse® XDB-C8 Analytical, 4,6x150 mm 5 micron
Agilent) kullanildi. Hareketli faz olarak A %10'luk NaOH ile pH'1 7,50'e ayarlanmis olan
%1 (a/h) amonyum asetat ¢Ozeltisi, B ise HPLC saflikta asetonitril, C ise HPLC saflikta
metanol kullanildi. Enjeksiyon hacmi 20,00 pL, akis hizi 1,00 mL/dk. ve oda sicakliginda
calisildi. Cihaz Olglim yapilmadan once kolon hareketli faz A ile yaklasik 1 saat
kosullandirildi. Olgiim hareketli faz A ile baslatilarak kolonda numuneden gelen ve
kolonda tutulmayan tiirlerin hizli bir sekilde yikanmasi amacglandi ve son 2 dk. yine

hareketli faz A ile yapilarak bir sonraki 6l¢iime kolonun hazirlanmas1 amaglandi.

Ana stok cozeltilerinden ayr1 ayr1 10,00'ar mg/L'lik boya ¢ozeltileri hazirland1 ve

cthazda Olglim alinmaya baglandi. Alinan kromotogramlar iist iiste cakistirildigi zaman



32

baslangigta bazi piklerin ayni1 alikonma zamanina ya da Ortiismenin meydana geldigi
kromotogramlar elde edildi. Ayrica eliisyon siiresinin ¢ok uzun oldugu goézlemlendi.
Eliient s1visinin bilesimi deneme yanilma yapilarak organik ¢oziiciiniin hareketli fazdaki
bilesimi artirilarak uygun bilesimde mobil faza doniistiiriilmesiyle kisa siirede, tipik gaus
egrisine benzeyen olduk¢a dar bantlar ve yiiksek ayirma giiciine ulasildi. Boyar
maddelerden kinolin Saris1 3 adet pik verdigi goriildii. Bu pikler muhtemelen mono ya da
di stilfo tlirevlerinden kaynaklandigi diistiniildii. Piklerin cakisma gdstermedigi (tam

ayrimin gozlendigi) bulunan gradiyent program Tablo 4'de verilmistir.

Tablo 4. Uygulanan gradiyent program
Zaman (dak)  A-Tampon B-Asetonitril C-Methanol

0-12 T —
12-17,6 %525 %9,5 %38
(- — %20 %80
21 -23 71010 [ —

Detektor Tablo 5'de dl¢liim alacak sekilde ayarlandi. Tabloya gore, zamanla hangi
dalga boyunda 6l¢iim alinacagi belirlendi. Burada bulunan dalga boylar ilgili boyalarin
maksimum absorbsiyon yaptiklar1 dalga boylaridir. Maksimum dalga boylar1 literatlr

taramasi1 sonucu elde edilen maksimum dalga boylaridir.

Tablo 5. Detektor zaman tablosu ve boyalar icin Max. absorbsiyon dalga

boyu
Boya Zaman (dak)  Max. Dalga boyu (nm)

Tartazin 0-7 427

Kinolin Saris1 7-95 417

Sunset Sarisi 9,5-10,5 482

Allura

10,5-12 507

Kirmizisi

Kinolin Saris1 12 - 23 417




3. BULGULAR

3.1. Her Bir Tiir I¢in Gradiyent Programin Uygulanmasi

10,00'ar mg/L'lik boyalarin daha once belirtilen kosullar icerisinde gergeklestirilen

eliisyon isleminden sonra elde edilen her bir tiire ait kromotogram asagida verilmistir.
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Sekil 8. 10,00 mg/L standart Tartrazin (E 102) ¢ozeltisine ait kromotogram
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Sekil 9. 10,00 mg/L standart Sunset Saris1 (E 110) ¢dzeltisine ait kromotogram
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Sekil 10. 10,00 mg/L standart Allura Kirmizis1 (E 129) boya ¢ozeltisi
Norm. i
140
- Q
127 —ﬁ—ONa
‘IOO—: O n
, n=1or2 §
80 ‘\"
40 " T| ‘
20 M H h
] || |‘
||, ,“' ||
0_—_ - _— — e L S E e e —
T AT T A R T T  m

Sekil 11. 10,00 mg/L standart Kinolin Saris1 (E 104) ¢6zeltisine ait kromotogram

3.2. Kalibrasyon Egrileri i¢in Kromotogramlarin Eldesi

Kalibrasyon egrisi i¢in 1000,00 mg/L'lik Stok ¢ozeltilerden 1,00-2,50-5,00-10,00-
25,00-50,00 mg/L'lik boya karisimlari hazirlandi. Bu karisimlara ait kromotogramlar

asagida sirastyla verildi.
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Sekil 12. 1,00'er mg/L boya karigimina ait kromotogram
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Sekil 13. 2.50'ser mg/L boya karigimina ait kromotogram
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Sekil 14. 5,00'er mg/L boya karisima ait kromotogram
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Sekil 15. 10,00'ar mg/L boya karigimina ait kromotogram
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Sekil 16. 25,00'er mg/L boya karigimina ait kromotogram
Norm. 1 A
Q
P
2]
8
600 g
]
[=]
S
s}
400 T
5 0
o
g o 3
] 4 v
200+ ‘ ‘ [ ‘
| \I | |l
N P G | B AN IAWIAN )
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
0 25 5 15 10 125 15 175 20 mit

Sekil 17. 50,00'er mg/L boya karigimina ait kromotogram

Tablo 6'da gida boyalar1 i¢in uygulanan gradient programla elde edilen alikonma

stireleri ve tayin i¢in 6l¢lim yapilan dalga boylar1 verildi.
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Tablo 6. Alikonma siireleri ve tayinin yapildigi maksimum dalga boylar1

Tartrazin  Kinolin  Sunset Allura Kinolin Kinolin

Sarist | Saris1  Kirmizisi  Sarisi [1 Saris1 1T

Alikonma Siiresi
(dk)
Mak. Dalga Boyu

6,1+0,1 8,7+0,1 9,9+0,1 10,9+0,1 14,6+0,1 15,1+0,1

(nm) 427 nm 417nm 482nm 507 nm 417 nm 417 nm
nm

3.3. Kalibrasyon Egrilerin Cizilmesi

Pik alanlar1 bant genisleme etkilerinden bagimsizdir. Bu nedenle kalibrasyon
egrileri ¢izilerken pik yiikseklikleri yerine pik alanlar1 kullanilmistir. Modern kromotografi
cihazlarinin ¢ogunda oldugu gibi analizlerin gergeklestirildigi cihazda da pik alanlarinin
kesin olarak hesaplanmasini saglayan veri isleme yazilimi bulunmaktadir. Bu yazilim
sayesinde pikler altinda kalan alan integrasyon islemi ile hesaplanmigsdir. Asagida boya
karisimlarindan elde edilen alanlar ve bu alanlarin kullanilmasiyla ¢izilen kalibrasyon

egrileri verildi. Egrilerin ¢izilmesinde Excel programi kullanilda.

3500 -
3000 - y=63,003x- 2,304
2500 - Ri= 1,000

Z 2000 |
< 1500 |
1000 -
500 -

0 - ! ! ! ! !
0 10 20 30 40 50 60

Tartrazin (€ 102) (mg/L)

Sekil 18. Tartrazin (E 102)'e ait kalibrasyon egrisi



39

4000 -
y=173,621x-9,762
3300 - R2=1,000
3000 -
2500 -
2
<2000 -
<
1500 -
1000 -
500 -
0 T I I I I I ]
0 10 20 30 40 50 60
Allura Kirmizisi (€ 129) {mg/L)
Sekil 19. Allura Kirmizist (E 129)'na ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 20. Kinolin Saris1 | (E104)'e ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 21. Kinolin Saris1 11 (E104) 'ye ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 22. Kinolin Saris1 (E 104) III'e ait Kalibrasyon egrisi
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600 -
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Sunset Yellow (E110) {mg/L)

Sekil 23. Sunset Saris1 (E 110)'na ait kalibrasyon egirisi

3.4. Numunelerin Analizi

Numune hazirlama kisminda bahsedildigi gibi hazirlanan ve gelistirilen eliisyon
sartlarinda alinan dl¢iimlere ait kromotogramlar Sekil 24-33’de verilmistir. Numunelerdeki
analit miktar1 kalibrasyon araligina diisecek sekilde seyreltilmis ve elde edilen sonuglar
seyreltme faktorii ile garpilarak numune igerisindeki analit miktar1 hesaplanmistir. Burada
egri altinda kalan alanlar ile kalibrasyon egrisinden hesaplanan sonuglar her

kromotogramin altinda verildi. Sonuglarin 6zeti, sonug ve tartigsma kisminda verildi.
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Sekil 24. Turuncu sakizlara ait kromotogtam (Bulunan miktar 117,20 mg/L Sunset
Saris1 (E 110) )
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Sekil 25. Seker (Bulunan miktar 25,79 mg/L Tartrazin-19,89 mg/L Allura
Kirmizisi (E 129))
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Sekil 26. Sar1 sakizlara ait kromotogram (Bulunan 127,48 mg/L Tartrazin (E 102))
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Sekil 27. Trabzon kurabiyesine ait kromotogram (Bulunan 386,25 mg/L Tartrazin (E 102))
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Sekil 28. Seker 2 (Bulunan 57,59 mg/L Allura Kirmizis1 (E 129))
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Sekil 30. Buzu 1'e ait kromotogam (Bulunan 60,48 mg/L Sunset Saris1 (E 110))
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Sekil 31. Jelibon dil kromotogrami (Bulunan 38,42 mg/L Allura Kirmizis1 (E 129))
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Sekil 32. Su buzu 2'ye ait kromotogram (Bulunan 13,26 mg/L Tartrazin (E 102))
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Sekil 33. Limonataya ait kromotogram (Bulunan 12,62 mg/L Kinolin Saris1 I (E 104))



4. SONUC VE TARTISMA

Deneysel calismalarda elde edilen egrilere ait R?, kalibrasyon esitligi, LOD ve
linear aralik (LOQ-LOL) Tablo 7'de 0Ozetlendi. Tablo incelendiginde yiiksek R?
degerlerinin elde edildigi, LOD'larin ise E104 i¢in 0,08mg/kg ile E110 i¢cin 0,25mg/kg
arasinda degistigi gozlemlendi. LOD'lar LOD=3s/m seklinde hesaplandi. Burada s,
kalibrasyon grafiginin regrasyon standart sapmasi, m ise kalibrasyon egrisinin egimi olarak
alind1. %BSS 0,56 ile 1,65 arasinda degisiklik gosterdigi tespit edildi. LOQ, LOD'larin 3
kat1 alinarak hesaplandi. LOL ise kalibrasyon egrisinde yer alan en yiiksek konsantrasyon
olarak alindi.

Tablo 7. Boyalara ait LOD, LOQ-LOL, R? ve kalibrasyon esitlikleri

Boya LOD LOQ-LOL  Kalibrasyon Esitligi R?
ma/kg ma/kg

Tartrazin (E 102) 0,24 0,72-50 vy =63,603x— 2,304 1,000
Kinolin Saris1 (E 104 1) 0,08 0,24-50 vy =21,435x— 4,391 1,000
Sunset Saris1 (E 110) 0,25 0,75-10 v =54578x+ 9,839 1,000

Allura Kirmizis1 (E 129) 0,23 0,69-50 vy =73621x— 9,762 1,000

Yontemin dogrulugunu test etmek icin dl¢limii yapilan gida 6rneklerinden birkaci
gida kontrol laboratuarina gonderilerek N.M.K.L. 130, 1989 yontemiyle analiz ettirildi.
Trabzon marketlerinde satigsa sunulan bazi gidalarda suda ¢oziiniir boyalarin tespiti ve gida
kontrol laboratuar1 sonuglari (GKLS) ile tarafimizca tespit edilen miktarlarin
karsilastirilmas1 Tablo 8'de verildi. Tablodan anlagildig1 lizere sonuglarin birbirine yakin
oldugu ve sonuglar arasinda %2-4'liik bir fark oldugu tespit edildi. Istatistik olarak ¢ift
yonli students-t testi uygulandiginda %95 giiven seviyesinde bulunan t degerlerinin,
serbestlik derecesi (s.d.) 4'te tritik =2,78'den kiiglik oldugu, dolayisiyla sonuglar arasinda
anlamli bir farkin olmadig1 hesaplanarak goriildii. Kurabiye, jelibon, limonata ve su buzu
ornekleri disinda kalanlar gida kontrol laboratuarinda test ettirilemediginden kuruma ait

sonu¢ ve hesaplanabilecek veriler tabloya eklenemedi.
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Sonug olarak, RP-HPLC-UV ile gida katki maddesi olarak kullanimina izin verilen
bazi sentetik gida boyalar1 (Tartrazin (E102), Kinolin Saris1, E(104), Sunset Saris1 (110) ve
Allura Kirmizis1 (129)) genis bir linear aralikta, yiiksek R2, diisiik LOD'lara sahip, hizl,
ayni kromotogramda, karmasik olmayan numune hazirlama iglemleri (numune pH'larinin 3
ayarlanmasi, absorbet (poliamid) ilavesi boyalarin c¢ozeltilerden alinmasi igin,
absorbentlerin yikanmasi ve filtrelenmesi, boyalarin %25'lik NHs ile absorbentten
alimmasi, ¢ozeltinin kurutulmasi ve mobil faz ile ¢ézme islemleri) ile basarili bir sekilde
kantitatif  analizi, alikonma zamanlar1 ile de LOD'larin {stiinde kalitatif analiz
gerceklestirildi. Yontem literatiirde bahsedilen yontemlere nazaran daha az zaman alici
numune hazirlama islemleri ile rutin amacl olarak kullanilabilir oldugu diistiniilmektedir.
Tablo 8. Trabzon marketlerinde satisa sunulan bazi gidalarda suda ¢oziiniir

boyalarin tespiti ve GKLS ile tarafimizca tespit edilen miktarlarin

karsilagtirilmasi, n=3, Maksimum Yasal Miktar (Max.Y. M.)

Numune Bulunan  Boyaigerigi %BSS GKLS Yizde Max.Y. M.

Boya mg/kg veya mg/kg Hata mg/L veya
mg/L veya mg/L % mg/kg

Trabzon Tartrazin 386,25+5,93 1,54  399,645,85 3,34 200

kurabiyesi

Jelibon Allura 38,42+0,6 1,56 37,2+0,55 3,27 300
Kirmizisi

Limonata  Kinolin 12,62+0,16 1,27  12,29+0,14 2,68 10
Saris1

SuBuzul Sunset 60,48+0,68 1,12 61,94+0,67 2,35 Kullanilamaz
Sarisi

Sar1 Sakiz  Tartrazin 127,48+1,85 1,45 - - 300

Kirmizi Allura 69,97+0,85 1,21 - - 300

Sakiz Kirmizisi

Turuncu Sunset 117,2+1,1 0,93 - - 10

Sakiz Saris1

Subuzu 2 Tartrazin 13,26%0,22 1,65 - - 150

Seker 1 Allura 19,89+0,24 1,21 - - 300
Kirmizisi 25,79+0,25 0,97 300
Tartrazin

Seker 2 Allura 57,59+0,32 0,56 - - 300
Kirmizisi

* HPLC cihazmna verilen numunelerdeki boya miktarlar1 kalibrasyon araligma diisegek
sekilde seyreltilmis olup, Tablo 8'de verilen boya miktarlar1 seyreltme faktorleri ile

carpilmis miktarlardir.
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Tablo 8'in son sutununda gidalara katilmasina izin verilen maksimum boya
miktarlar1 verilmistir. Bu veriler "http://mevzuat.basbakanlik.gov.tr" internet adresi
tizerinden gida katki maddeleri yonetmeligi ekler kismindan alindi. Tablo incelediginde
Trabzon kurabiyesine yasal sinirin neredeyse iki kati tartrazin katildigi, limon aromali
icecege yine yasal smirdan daha fazla kinolin Saris1 katildig1, turuncu sakizlara yine yasal
smirin neredeyse 12 kati1 daha fazla Sunset Saris1 katildig: tespit edildi. Ayrica yenilebilir
buzlu iriinler kapsaminda degerlendirilen su buzu 1'e Sunset Sarisi katilmasi yasak
olmasina ragmen 60,48 mg/L Sunset Saris1 katildig1 tespit edilmistir. Diger tiriinlerde yasal

sinirlar ¢cergevesinde gida boyasi katildigi tespit edildi.

Yasalar geregi tireticiler iirettikleri {irlinlerinin bilesiminde bulunan her maddeyi
etiket lizerinde belirtmek zorundadir. Bunlardan bir tanesi de kullanilan gida boyalaridir.
Ureticiler, bazi iiriinlerin etiketi {izerinde renklendiricilerin var oldugunu yazmislar ancak
ne olduklarini belirtmemislerdir. Ayrica Tablo 9'da yer alan gida boyalarmi iceren
gidalarin etiket bilgisi {izerinde "¢ocuklarin aktivite ve dikkatleri lizerine olumsuz etkileri

bulunabilir" ibaresinin yazilmasi gerektigi halde yazilmadigi tespit edilmistir.

Tablo 9. Asagidaki renklendiricileri iceren gidalarin etiketlerinde yer almasi

gereken ilave bilgi

Asagidaki renklendiricilerin bir

veya daha fazlasini igeren gidalar Bilgi

Sunset Saris1 (E 110) 'Renklendirici(ler)nin adi veya E kodu': Cocuklarin
Kinolin Saris1 (E 104) aktivite ve dikkatleri Gzerine olumsuz etkileri
Karmosin (E 122) bulunabilir.

Allura Kirmizisi (E 129)
Tartrazin (E 102)
Ponzo 4R (E 124)




5. ONERILER

Elde edilen veriler dogrultusunda kasitli ya da kasitsiz olarak gida boyalarinin
yasalar disinda gidalara katilmas1 s6z konusudur. Bu gibi yasal olmayan kullanimlar biz
tilketicileri kandirmakta ve daha da 6nemlisi saglimiz1 bozmaktadir. Bu gibi usulstizliikleri
tespit etmek; basta gida kontrol laboratuarlarinin gida isletmelerini etkin ve siirekli
denetimi ve bilim insanlarinin sorumlulugu altindadir. Ayrica kamu spotlariyla
tilketicilerin bilinglendirilmesi ve ilkdgretimden itibaren saglikli gidanin saglikli yasam
oldugu felsefesi benimsetilmelidir. Yasal olmayan kullanimlar bazen mesleki yeterlilige
sahip teknik elemanin calistirilmamasi veya calisan teknik elemanin mesleki yeterlilige
sahip olmamasindan da kaynaklanmaktadir. Burada isletme sahiplerine diisen gorev;
mesleki yeterlilige sahip teknik elemanin ¢alistirilmasi ve teknik elamanin belirli periyotlar
icerisinde 6gretim kurumlarina gonderilerek kendisini glincellemesini saglamaktir. Teknik
eleman ise mesleginin sorumluluklarmi bilmeli. Uluslararas1 diizeyde mesleki bilgi ve

becerilere sahip olmali ve degisen mevzuatlar1 takip etmelidir.
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