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OZET

DERIN OTEKTIiK COZUCUYE DAYALI MiKROEKSTRAKSiYON TEKNIGi
iLE GIDA NUMUNELERINDE SUDAN BOYALARININ TAYIiNi

Yunus YILMAZ
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Sezen SIVRIKAYA OZAK
Eyliil 2020, 49 sayfa

Baharat orneklerinde Sudan boyalarmin (I-IV) ekstraksiyonu ve tayini i¢in yeni bir
derin otektik ¢oziicii (DOC) kullanilarak ultrasonik destekli mikro ekstraksiyon teknigi
yardimiyla ¢evre dostu, basit bir yontem gerceklestirilmistir. Bu yontemde DOC
bilesimi, DOC hacmi, ultrasonik siiresi, sicaklig1 ve santrifiij siiresi gibi optimizasyonu
etkileyen parametreler arastirilmis ve optimize edilmistir. Gelistirilen yontemin analitik
performans1 kabul edilebilir diizeydedir. R? degerleri 0,9989'dan yiiksek ve tayin
limitleri 1,17 pg g''den kiiciiktiir. Gelistirilen mikroekstraksiyon ydnteminin
uygulanabilirligi ve dogrulugu igin iki farkli konsantrasyon (10-50 ug g') aci biber,
kirmiz1 toz biber, kimyon ve sumak baharatlarina eklenmistir. Bu baharatlardan
birkagimm Sudan I ve IV boyalar igerdigi bulunmustur. 10 pg g' Sudan boyasi
konsantrasyonu kullanildiginda, ilave edilmis numuneler icin geri kazanim degerleri
%85,55 ile %99,29 arasinda ve bagil standart sapmalar <%3,17 olarak bulunmustur.
Sonuglar, gelistirilen yontemin baharat 6rneklerinde Sudan boyalarinin ekstraksiyonu ve
tayini i¢in basariyla uygulanabilecegini gostermistir.

Anahtar sozciikler: Baharat ornekleri, Derin 6tektik ¢oziiciiler, Ultrasonik destekli
mikro ekstraksiyon.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SUDAN DYES IN FOOD SAMPLES WITH
MICROEXTRACTION TECHNIQUE BASED ON DEEP EUTECTIC
SOLVENT

Yunus YILMAZ
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Sezen SIVRIKAYA OZAK
September 2020, 49 pages

An environmentally friendly, simple method was carried out with the help of an
ultrasonic assisted microextraction technique using a new deep eutectic solvent (DES)
for the extraction and determination of Sudan dyes (I-IV) in spice samples. In this
method, parameters affecting the optimization were researched and optimized such as
DES composition, DES volume, ultrasonic time, temperature and, centrifuge time. The
analytical performance of the developed method was quite satisfactory, the R? values
were higher than 0,9989, and the limits of quantification were <1,17 pg g '. Two
different concentrations (10-50 pg g!) were spiked to Chili peppers, paprika, cumin
and sumac spices for the applicability and accuracy of the developed microextraction
method. Some of these spices were found to contain Sudan I and IV dyes. The recovery
values for spiked samples were found to be between 85,55% and 99,29% and relative
standard deviations were found to be <3,17% when using a 10 ug g ' Sudan dyes
concentration. The results showed that the developed method can be successfully
applied for extraction and determination of Sudan dyes in spice samples.

Keywords: Deep eutectic solvents, Spice samples, Ultrasonic-assisted microextraction.
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1. GIRIS

Diinyamizdaki hizla gelisen niifus artis1 beraberinde birtakim sorunlar ortaya
cikarmistir. Bu sorunlarin igerisinde insanoglunu siiphesiz en ¢ok etkileyen gida iiretim
ve tiiketim ihtiyaglarina olan talebin de niifus artis hiziyla dogru orantili olarak artmis
olmasidir (Giilderen vd., 2007; Bayhan vd., 1998; Giiler ve Eneciir, 2005; Yixiao vd.,
2014; Saldamli, 1985).

Gida tiiketiminin artmasiyla birlikte gida maddelerinin tagima, depolama gibi islemler
sirasinda korunmasi ve bozulmalarimin 6niine gegilmesi i¢in gida katki maddelerinin
kullanilmas1 zorunlulugu ortaya ¢ikmistir (Giilderen vd., 2007; Bayhan vd., 1998; Giiler
ve Eneciir, 2005; Yixiao vd., 2014; Saldamli, 1985). Bu gida katki maddeleri gida
sektoriiyle ugrasan iireticiler tarafindan amacina uygun ve bilingli olarak belirli yasalar
cercevesinde ve Uretimin ¢ok belirgin bir kisminda kullanilmakta ve bu kullanilan gida
katki maddelerinin 6nemli bir kismini boyar maddeler olusturmaktadir (Saldamli,

1985).

Boyar maddeler tiiketiciyi kandirmak amaci ile uygulanmamali, yapilan uygulamalar
insanlarin sagligina zarar vermeyecek sekilde olmalidir. Bu sebeple boyar maddelerinin

kotii amagla kullanimi belirli diizenlemeler ile kontrol altina alinmistir (Ozkaya, 2004).

Uluslararas1 Gida Kodeks komisyonu (CAC) boyar maddeleri “gidalarin renklerini
diizelten veya renk vermek amaciyla katilan madde” olarak tanimlanmaktadir. Renk
verme Ozelligine sahip pek ¢ok madde kimyasal yapilarindaki farkliliklar nedeniyle
farkl fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptirler. Bu 6zellikleri onlarin
hangi tip iriinlerde, hangi amacgla ve ne sekilde kullanacaklarini belirlemektedirler

(Saldamli, 1985).

Gidalarda renk 15181n spektral dagilimindan meydana gelen gorsel bir dzelliktir. Rengin
olusumu madde 151k etkilesimi sonucu ortaya ¢ikmakta olup, dalga boyu 360-700 nm
arasinda degisen 151k, insan gozii tarafindan algilanmaktadir. Dogal gidalarin renkleri,
icerdikleri cok ¢esitli kimyasal formlara sahip olan ve pigment olarak tanimlanan
maddelerden kaynaklanmaktadir. Meyveler ve sebzeler gibi dogal kaynakli bir¢ok iiriin

cesitli renklere sahip olup, cekicilikleri bu renkleri ile ilgilidir (Saldamli, 1985).

1



Gliniimiizde diinyada gelisen gida iiretim teknolojileri dikkate alindiginda gidalar;
isleme, depolama ve satisa sunma gibi cesitli asamalarda 1s1, 151k, pH, oksijen gibi
fiziksel ve kimyasal kosullara bagli olarak renk solmasi veya kaybina ugramaktadirlar.
Ancak gida treticileri gida isleme sirasinda ortaya ¢ikan renk farkliliklarini ve
kayiplarim1 karsilayarak gidanin orijinal rengini koruma, iiriiniin renk tekdiizeligini
saglama, cekiciligini arttirma, gelistirilmis bir formiilasyona bagli olarak iiretilen
renksiz veya az renkli gidalara (sekerleme, alkolsiiz igecekler, karisim toz {iriinler) renk
kazandirma gibi amaglarla renklendirici katki maddelerini triinlerde kullanma yoluna

gitmektedirler (Saldamli, 1985).

1956 yilinda Diinya Saglik Orgiitii, 50 dogal yapili ve 114 sentetik yapili boyar maddeyi
kapsayan raporlar1 sunarak 40 iilkede kullanimina izin vermis ve gida endiistrisinde
uygulamasinin 6niinii agmistir (Saldamli, 1985). 1964-1984 yillar1 arasinda yer alan 20
yillik siirecte dogal iiriinlerden elde edilmis boyar maddelere alinan patent sayisi
yaklagik 700 iken, sentetik olarak iiretilen boyar maddelerin patent sayisina orani 5’te
1’1 kadariydi. Bu yillar arasinda ilk {i¢ sirada ise Japonya, ABD ve Almanya dogal
boyar maddelerin patentlerini alan iilkeler arasinda yerlerini almislardir (Topsoy, 1991;
Teblig No: 2002/55; Kaykioglu ve Debik, 2006; Tan vd., 2000; Tan ve Sudan, 1992;
Al-Degs vd., 2000; Nicolet ve Rott, 1999; Hu, 2001; Van der vd., 2001).

Sentetik boyar maddelerin dezavantajlar1 siralama yapildiginda; 1s1, 151k ve pH’ ya daha
hassastirlar. Bunun yaninda oksidasyona daha duyarlidirlar, daha zor ¢oziiniirler ve daha
az renk verme giiciine sahiptirler. Uretim masraflar1 fazla, dolayisiyla maliyetleri de
oldukca yiiksektir. Bu sorunlara ragmen sentetik boyar maddelerden istenilen verim
almamadigr durumlarda dogal boyar maddeler kullanilmaktadir. Dogal boyar
maddelerin tercih edilmelerinin en biiyiilk nedenlerinden biri, yararli sentetik boyar
maddelerine gore saglik acisindan daha zararsiz olmasi ve insanlar tarafindan giivenli
goriilmesidir (Saldamli, 1985). Dogal kaynak boyar maddeleri olarak bitkisel
orneklerdeki olusan ve bu kaynaklardan iiretilen boyar maddelerin kimyasal yapilarinin
farkli olmasi sebebiyle bazilarinin suda ¢oziinlir O6zellikte olup pek cogu da
cozlinmemektedir. Dogal boyar maddelerinin bu 6zelliginden dolay1 gida sektoriinde
kullanim alanlarimi oldukga kisitlamistir. Gida sektoriinde pek ¢ok uygulamalar: vardir;
Ornegin, tath, sekerlemeler, siit {irlinleri, meyve sularinda, toz iceceklerinde, margarinler
ve alkolsiiz iceceklerde belirtilen diizeylerde kullanildiginda istenilen sonuglar elde

edilebilmektedir (Temiz vd., 1987; Saldamli, 1991).



Gida sektoriinde iriiniin rengi tadi kokusu ve besleyicilik 6zellikleri mikrobiyolojik
kalite disinda kalan biitiin kalite kavramlarini igine almaktadir. Bu nedenle tiiketiciler
tarafindan ilk fark edilen {irtintin gorselligidir. Gidalarin tiikketim Oncesi tiim gorselligi
ham maddelerin islenmesi ve yetistirilmesi asamasindaki etkenlere ve imalat
siirecindeki {iretim kosullarmin degisimine baglidir. Uriinlerin renginde gériilen tiim bu
olumsuz degisimler pazarlama kapasitesini etkilemektedir. Bu nedenle boyar maddeler
gida triinlerinde oldukga sik kullanilmaktadir. Boyar maddeler kendi aralarinda farklh
gruplara smiflandirilmaktadir. Bunlar; sertifikali ve sertifikasiz yahut dogal, dogala

yakin ve sentetik boyar maddeleridir (Saldamli, 1991).

Sentetik boyar maddeler dogada bulunmayan fakat kimyasal sentez yontemiyle elde
edilen renklendirici maddelerdir. Birgogunun sentez baslangic maddesi komiirdiir.
Insanoglu ekolojik sistemdeki biitiin renklerin en giizellerini elde etmek ve kullanmak
istemistir. Toplum arasinda insanligin bu doyumsuz yapist sahip olduklar1 her seyin en
gosterislisini en pahalisim1 ve en renklisini kullanmaya itmistir. Ve bu durum gegmiste

cogunlukla soylulara aitti (Anonim, 2018).

Renk bilimindeki kesifler; tiim endiistriyel sektorlerde 6zellikle, modada ve yiyecek
endiistrisinde yeni degisiklikler yaratti. Mauveine’in 1856’daki kesfi, genis renk
yelpazesinin kaynagi olan azo ve diazo bilesikleri gibi yiizlerce sentetik boyanin ve
pigmentlerin gelistirilmesinde 6ncii oldu. Mauveine, 18 yasindaki bir kimyager William
Henry Perkin tarafindan kesfedildi. Kimya endiistrisindeki bu kesif zenginlesmeye yol
actl. Geng bilim adamini takip eden organik kimyacilar birka¢ yil i¢inde, Alizarin
Crimson’un iiretiminde yeni bir sentez yapmuslardi. 19. ylizyilin sonuna dek, kirmizi,
kirmizimsi, mavi ve mor renklerdeki tekstiller, boyalar ve diger emtialar ekonomik hale

geldi (Renkleri kim buldu, 2018).

1860’ tan sonra bagka sentetik boyar maddeler de bulundu. Bu sentetik boyar maddeler,
dogal boya maddeleri ile kiyaslandiginda; renklendirici kapasitesi, renk araligi,
stabiliteleri, kullanim kolayliklar1 ve uygun fiyat cazibesi gibi faktorler acisindan

tistlinliik sagladiklar1 goriilmektedir (Saldamli, 1997).

Gida sentetik boyar maddenin nerede kullanilacagi nasil kullanilacagi se¢cimi 6énemlidir.
Clinkii gida tiretimi asamasindaki yliksek performansi yakalayabilmek i¢in bu boyar
maddelerin kullanildig1 ortam sartlari, derisimi, kullanilan diger katki maddelere orani,

ortam sicakligi, siire gibi parametre farkliliklar1 6nemlidir. Her bir boyar madde i¢in



farklilik gosteren bu degerler dnemlidir, ¢iinkii amacina uygun olarak kullanilabilmesi

icin dogru se¢ilmesi gerekir (Saldamli, 1997).

Boyar maddelerin bir¢ogu ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bile suda ¢6ziinme 6zelligine
sahip olup, cogu 1siya, alkalilere, asitlere ve koruyucu maddelere kars1 da kararlidirlar.
Bircok yapida farkli sentetik boyar maddeler iiretilebilmesinden dolay1 renklendirme
giicleri oldukc¢a yiiksek ve renk tonu araliklari da bir o kadar genistir. Bu sentetik
sertifikali boyar maddeler gida maddelerinde kullanildiginda zamana bagli olarak
bakildiginda miktarlarinda azalma meydana gelmemistir. Hatta bu konu ile ilgili 15 yil
stire 1le depolanan iiriinlerin kontrol edildiginde miktarlarda azalma gézlemlenmemistir

(Bagci, 1997).

Gida sektoriinde bulunan ve kullanilan boyar maddeler genellikle degisik
yapilardadirlar. Bunlara 6rnek olarak toz graniil, sulandirilmis, sivi ve macunumsu gibi
yapilarda olabilirler. Gida sektoriinde kullanilirken bu boyar maddeler 6ncelikli olarak
uygun c¢oziiclide ¢ozdiriiliip sonrasinda iiretime alinmaktadir. Bu boyar maddelerin
yapilarinin farkli olmalarindan dolay1 kullanim hacmi ve miktari, bulundugu ortam ve
yapist etkileneceginden dolay1 kullanilan gida sentetik boyasinin yapisi oldukc¢a

onemlidir (Bagc1, 1997).

Organik ¢oziiciilerde ve yaglarda ¢oziinen sentetik boyar maddeler suda ¢oziinmezler.
Yapilarinda suda ¢6ziinen boyar maddelerdeki gibi tuz formlar1 olusturan gruplar
icermezler. Bu sebepten toksin Ozellik gosteren bu grup boyar maddelerin gidalarda

kullanilmasina izin verilmemektedir (Bagc1, 1997).

Gidalarda suda ¢oziinen sentetik boyar maddelerin en ¢ok kullanilanlart; kirmizi,
amaranth, kahverengi HT, eritrosin, yesil S, indigotin, kinolin sarisi, litolrubin BK,
patent mavi V, ponceau 4R, kirmiz1 2G, azorubin, parlak siyah, parlak mavi, glinbatim1

saris1 ve tartrazin’dir (Elhkim, 2007).

Karmoisin, amaranth, allura kirmizisi, glinbatimi saris1 ve tartrazin alkolsiiz iceceklerde
oldukca sik kullanilan sentetik boyar maddelerdir. Ponceau 4R, kahverengi HT, parlak
mavi, yesil S, kinolin saris1 ve indigo karmin gibi diger sentetik boyar maddeler de
kullanilmaktadir. Meyve aromal1 pek ¢ok i¢ecekte de boyar maddeler kullanilirken kola
ve bira gibi alkollii iceceklerde karamel boyar maddesi kullanilmaktadir (Lancaster ve

Lawrence, 1992; Larsen, 1991; Al-Ghouti vd., 2003).



Kek kremalari, kaplama ve siislemeler, biskiiviler gibi unlu mamul {iriinlerinin iiretimde
de boyar maddeler kullanilmaktadir. Unlu mamuller yiiksek nem igerigine sahiptirler ve
bu nedenle biiyiik problemler olmaktadir. Bunun yaninda istenilen renk tonlarini da elde

etmekte zor olmaktadir.

Gida iiretiminde koyu renkli ¢ikolatalarin iiretiminde sentetik boyar maddeler kullanimi
tiiketimi fazla oldugundan dogal boyar maddeleriyle birlikte kullanimi tavsiye edilir ve
bu sekilde kullanimi daha uygundur. Yine gofretler, biskiiviler, kekler ve hububat gibi
unlu mamullerin renklendiriciler (250 °C) yiiksek sicakliklara, alkali kabarma tozlarina
ve karbondioksite karsi renk kararlhiliklarinin yiiksek olmasi beklenmektedir. Firinlanan
iriinlerde en ¢ok kullanilan sentetik boyalarin basinda ponceau 4R, allura kirmizisi,
glinbatimi sarisi, tartrazin ve kahverengi HT gelmektedir (Al-Ghouti vd., 2003 Lockey,
1977; Mekkawy vd, 1998).

Siitten elde edilen gidalarin iiretiminde kullanilan boyar maddelerin pastorizasyon islem
sicakligina ve 1s18a kars1 yiksek kararlilik gostermelidir. Siit iirlinlerinde karmoisin,
ponceau 4R, amaranth, allura kirmizisi, giinbatimi sarisi, tartrazin, eritrosin ve indigo
karmin en ¢ok tercih edilen boyar maddelerdir. Siitten elde edilen dondurmalarda
sentetik gida boyar maddeler patarizasyondan hemen sonra sivi formda
kullanilmaktadir. Dondurma g¢esitlerinde c¢ogunlukla sentetik renklendiriciler

kullanilmaktadir. (Kornbrust ve Barfknecht, 1985).

Sekerleme iiretimine dayali endiistride oldukca genis bir renk aralifina sahip olan
sekerleme iriinlerinin renklendirilmesinde kullanilan boyar maddelerin, iiretim
stiresince ulasilan yiiksek sicakliklar renkte solma ve donuklasmaya neden oldugundan,
boyar maddeleri islemin son basamaklarinda ilave edilmeleri gerekir. Bu sebepten
sekerlemelerde kullanilan suruplarda kullanilan boyar maddelerin ¢oziintirliigii yiliksek
olmalidir. Sekerleme sektoriinde en yaygin karmoisin, ponceau 4R, amaranth, allura
kirmizisi, glinbatimi sarist1 ve tartrazine boyar madderi kullanilir (Kornbrust ve

Barfknecht, 1985).



2. GIDA SEKTORUNDE KULLANILAN SENTETIK BOYALAR

Gida tiriinlerinde boyarmaddeler gidanin istenilen rengini elde etmek amaciyla oldukga
genis alanda uygulanmaktadir. Bu sekilde yaygin kullanilmasinin nedeni gida iiriiniin
taze, kalite, albenisi ve lezzet gibi kissalarin hepsi gidanin rengiyle alakalidir (Ferit ve
Meliha, 1978). Boyar maddeler insan toplumunda belli bir kesim tiiketicinin bilhassa
cocuklarin dikkatini ¢gekmek ve tiikketimi artirmak icin uygulanir (FDA, 2012). Gida
boyarmaddelerinin kullanilmasindaki sebeplerden biri de tiiketicilerin iriinleri daha
kolay almasi ve tiiketmesidir. Bunlarin yani1 sira baska nedenleri de vardir. Bunlar,
teknolojik proseslerden sonra gida iirtinlerinin renklerinin azalmasi ya da farkli renkli
ham maddelerin islenmesidir (Jeannine, 2003; Food Ingredients & Colors. 2010). Gida
triinlerinin gorsellik ve psikolojik yonlerinden cekici hale getirmek igin boyar

maddelerin kullanim1 yiizyillar 6ncesine dayanmaktadir (Barrows vd., 2000).

Geriye yonelik yirmi yilda gida sektorii teknolojik, ekonomik ve sosyolojik sebeplerden
etkilenmistir. Insanlarin gida ihtiyaclarim karsilamak icin gidalarin biiyiik kismindaki
isleme prosesleri ve pazarlama ¢ok hizli bicimde gelismistir. Bu hizli gelismeden 6tiirii
tilkketicinin kalite ve fiyat iligkisini karsilayan ve lezzeti miikemmel ve estetigi olan

gidalarin sunulmasi i¢in gida sektorii galismakta ve arastirmaktadir (Hancock, 1997).

Renk ilavesi deyimi gida, tekstil, ilag veya kozmetikte renk verme o6zelliginde olan
bitkisel, hayvansal, mineral veya diger dogal cevherlerden iiretilen boya, pigment veya
sentetik renklendiriciler i¢in kullanilmaktadir (FDA, 2003). Gida boyarmaddeleri bir¢ok
kez baghi basina kozmetik {iriinlerin igeriginde gbéz Oniine alinmistir, fakat gida
sektoriindeki kulanim amaclar1 olduk¢a Onemlidir. Tiiketiciler tarafindan gidalarin
alinmasinda ilk duyusal inceleme de kalite renktir, gidanin kalite ve aromasi renkle
baglantili oldugu bilinir. Tiiketiciler gida se¢imlerinde daha onceden belirledikleri
renkteki drlinlere odaklanmislardir ve bu iirlinler disina sapmazlar. Gida boyar
maddelerine ihtiyag¢ psikolojik olarak tiiketicilerde yer edinmistir. Son zamanlarda gida
boyar maddeleri ve katkilarinin kullanimma yonelik tedbirler alimustir. Gida
tirtinlerinin kalite standartlar1 i¢in mikrobiyolojik goriinlisten farkli olarak tat, aroma,

renk ve besleyici degerleri géz Oniine alinmaktadir. Sekerleme iiriinlerinde, 6giin



arasinda tiiketilen gidalarda, meyve suyu gibi alkolsiiz mesrubatlarda, pasta, tatli gibi

unlu mamullerde ilave edilen katki maddeleri boyar maddelerdir (Cannon, 1988).

Organik ve sentetik gida boyar maddeleri, gida endiistrisinde soliisyon ve dispersiyon
olarak ilave edilir. Gida renklendiricileri igerisinde sentetik olan renklendiriciler, dogal
iiriinlerden tiretilen boyar maddelere gore birgok faydalar1 ve avantajlar1 vardir. Sentetik
gida boyar maddeler renk verme yetenegi daha iyidir, renk tonu oldukca genistir ve
parlaklig1 da oldukga iyidir, stabilizesi ve kullanim kolayligi1 dogal boyalara gére daha
iistiindiir (Cannon, 1988; FDA, 2003).

Genel olarak, ¢oziiniirliikk yoniinden bakildiginda sentetik boyarmaddeler suda ¢6ziinen
ve yagda ¢Oziinen boyar maddeler olarak ayrilir. Sentetik boyar maddeler olarak en
onemlileri, azo boyalari, uzun yillardir olduk¢a genis alanda gida endiistrisinde
kullanilmaktadir. Boyar maddelerin duyusal olarak gézlenmesi kalite agisindan oldukca

snemli 6zelligidir (Cannon, 1988).

Bunun yani sira boyarmaddelere maruz kalindiginda oldukg¢a genis agidan toksikoloji
gozlemlere ragmen sentetik gida boyalarinin sayisi devamli olarak indirgenmektedir ve
gida treticileri {riinlerine arzu edilen rengi islemek i¢in dogal boyar maddelerin
uygulanmasia giivenmektedir. Buna ragmen, dogal boyar maddelerin pek cogu
(antosiyaninler, karotenoidler ve betalainler) sentetik boyar maddeler gibi iiretim ve
islenme sartlarina ayni kararliliga sahip degildirler. Gida boyar maddeleri bilindigi
iizere genellikle dogal (veya dogala 6zdes) veya sentetik olarak gruplandirilir. Dogal
boyalar, sentetik boyar maddelere gore daha diisiik renk verme kabiliyetine sahiptirler
ve genellikle 151k, sicaklik, pH ve redoks ajanlarina daha fazla duyarhdirlar (Cannon,

1988).

Son zamanlarda tiiketici saglig1 sorunlar1 igin izin verilen sentetik boyar maddelerin
kullanim miktarlar1 azaltilmasina giden ¢alismalara karsin pek cok farkli sentetik boyar
maddeler maliyetlerinin diisiik olmasindan, yiiksek renk verme 6zelligi ve stabilizeye
sahip olmasindan diinyanin pek cok bdlgesinde olduk¢a genis alanda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Siilfonlanmis azo boyar maddeleri gida {iriinlerinde, gazete, tekstil ve

bircok maddelerde renklendirici katki olarak kullanilmaktadir (FDA, 2003).

Sertifikali boyarmadde listesi on y1l1 geckin siiredir yayginlastirilmis ve kimyasal olarak
dokuz sertifikali boyarmadde dort kimyasal grup icinde smiflandirilmistir: Azo,

xanthene / fluoroscein, triphenylmethane ve siilfolanmis indigoid (Cannon, 1988).



Insanlarin sagligini toksik safsizliklardan korumak igin her bir grup dikkatli bir sekilde
arastirllmali ve etiketlendirilmelidir. Sertifikasyon bitirilene kadar boyar maddeler

gidalarda ilave edilmez ve sertifikali gruplardan ayr1 olarak saklanir (Griffiths, 2005).

Dogal boyarmaddeler beslenmenin olmazsa olmaz bir kismidir. Bunlar ayirt edilirler ve
sertifikali boyar maddeler gibi benzer sebeplerden gidaya geri ilave edilir. Klorofiller,
karotenoidler ve antosiyaninler her giin tiikkettigimiz gidalarla alinirlar. Dogal boyar
maddeler anotta, safran, kirmizibiber, liziim kabugu, cinko oksit, karamel, kirmizi
pancar, kosineal ve turmerik fazla kullanilir. FDA (Food and Drug Administration)
“dogal boyar maddeler” ifadesi kullanmaktadir, bunlar sertifikasyon islemine tabii

tutulmaz (Griffiths, 2005).

Dogal boyar maddeler sentetiklere gore daha yiiksek diizeyde tiiketilmeye ihtiyag
duyulur. Sonug olarak, gidalarin yapisini, kokusunu veya aromasini degistirirler. Daha
az kararli ve daha az tutarlidirlar, tiiketicilerin giday1 kabul etmemesine neden olurlar.
Dogal boyar maddelerin genellikle canli ve parlak olmayan, soluk renklidirler. Ayrica
gida matrikslerinden, pH’dan, tuzlardan, vitaminlerden ve diger etmenlerden hemen
etkilenirler. Bunun yami sira yiiksek ihtimalle istenmeyen iz metaller, insektisitler,
herbisitler ve bakterilerle reaksiyona girerler. Buna ragmen dogal boyar maddeler
tiikketiciler tarafindan saglik tehlikelerinin petrol tiirevi sentetiklerden (Tartrazin, Allura

red, kurkumin gibi) daha az oldugu bilinmektedir (Griffiths, 2003).

Gelecekte daha c¢ok bitkisel boyar maddeler ayirt edilecek ve hem antioksidan hem de
renk veren maddelerin islevlerini yerine getirmesi i¢in ilave edilecektir. Buna karsin,
sertifikali sentetik boyar maddeler biitiin gidalarda uygulanmasinda ve katilmasinda

herhangi bir sorun teskil etmemektedir (Griffiths, 2003).

2.1. SUDAN BOYALARI HAKKINDA TEMEL BiLGILER

Sudan boyalari, kaliteyi arttirmak ve bdylece satislari arttirmak amaciyla gidalarda
renklendirme de siklikla kullanilan kirmizi-turuncu renkli boyalaridir (Downham vd.,
2000). Gidalar genellikle renklerine ve dokularina gore degerlendirilir. Azo-boyalarin
etkisi sadece insan sagligina zararh etkiler getirmekle kalmaz, ayn1 zamanda olumsuz

cevresel etkiler de birakir (Pandey vd., 2007).

Biitlin renklendirici maddeler ve boyalarin, bitkiler ve hayvanlar da dahil olmak {izere

dogal kaynaklardan elde edildiginde 19. yiizyilin ortalarindaydi. Daha sonra, 20.
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yiizyilin baglarinda yerini endiistrilerde iiretilen sentetik renkler aldi. Bugiin dogada
sentetik olan ve ticari olarak iiretilen bir¢ok pigment ve boya buluyoruz. Her yil yeni
renkli bilesik ajanlar piyasaya cikiyor ve cesitli gida ve ev esyalarinin goriiniimiini
gelistirmek icin kullaniliyor. Sudan boyalar1 da bunlardan sadece biridir (Majcen-Le

vd., 1997).

Sudan boyalar1, Sudan I, Sudan II, Sudan III, Sudan IV, Sudan Black B, Sudan Orange
G, Sudan Red B, Sudan Red G ve Sudan Red 7B olmak iizere bir¢ok cesidi vardir.
Sudan I ve IV boyalarinin soslar, kori, biber tozlari, baharat karisimlar1 ve baharatlarda
bulundugu bildirilmektedir. Sudan I boyasi, giin batimi sar1 rengi hazirlanirken
genellikle bir safsizlik olarak olusur. Ayni zamanda, karsinom insidansini arttiran 1-
amino-2-napthol ve anilin dahil olmak {izere metabolik maddelerin salinmasina da genis

ol¢iide atfedilir (National Toxicology Program., 1982).

Sudan I iceren gidalardan beslenen fare Ornegi ilizerinde yapilan bir deney, dalak
timoriinlin ortaya c¢iktigi sonucuna varmistir. Avrupa Birligi Sudan Boyalarinin
kullannmin1 kesinlikle yasaklansa da, Sudan boyalar1 igeren ithal gida {iriinlerinin

tilketimi nedeniyle yaklasik yilda 20 vaka bildirilmektedir (Anderton vd., 1997).

Calismalar, Sudan boya II'nin farelerde SIV lokal ve mesane karsinomuna neden
oldugunu gostermistir. Sudan II, III ve IV boyalari, Sudan I boyasina gore yapisal

olarak benzemektedir ve bu nedenle hepsi genotoksisiteye katkida bulunur (Loprieno,

N. 1975).

2.1.1. Sudan I Boyasi

Sudan I (yaygin olarak CI Solvent Yellow 14 ve Solvent Orange R olarak da bilinir),
tipik olarak bir azo boyasi olarak siniflandirilan organik bir bilesiktir (Hunger vd.,
2000). Mumlar, yaglar, benzin, ¢oziiciiler ve cilalara renk katmak i¢in yogun turuncu-
kirmiz1 bir katidir. Sudan I, gidalarda Sudan I kullanimi artik birgok tilkede yasaklanmis
olmasina ragmen, Ozellikle kori tozu ve biber tozunu renklendirmek i¢in kabul
edilmistir, ¢linkii Sudan I, Sudan III ve Sudan IV kategori 3 karsinojenler olarak
siniflandirilmistir  (insanlara  karst  kanserojenligi  acisindan  smiflandirilamaz).
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan Sudan I hala bazi turuncu renkli
duman formiilasyonlarinda ve kimya deneylerinde kullanilan pamuklu ¢oplerin
renklendirilmesinde  kullanilmaktadir. Premier Foods tarafindan {iretilen bir

Worcestershire sosunun Sudan I ile kontamine oldugu bulundu. Kokeni karistirilmis



biber tozuna kadar takip edildi. Kontaminasyon Gida Standartlar1 Ajansi tarafindan

kesfedildi (Ahmed vd., 2008).

2.1.2. Sudan II Boyasi

Endiistride yaglar, kat1 yaglar, vakslar, gresler, ¢esitli hidrokarbon iiriinler ve akrilik

emiilsiyonlar gibi polar olmayan maddeleri renklendirmek i¢in kullanilir (Chung, 2016).

2.1.3. Sudan III Boyasi

Yaglar, kat1 yaglar, vakslar, gresler, ¢esitli hidrokarbon iirlinler ve akrilik emiilsiyonlar
gibi polar olmayan maddeleri renklendirmek i¢in kullanilir. Ana kullanimi, diisiik gelirli
1sitma yagini otomotiv dizel yakitindan ayirmak icin I¢ Gelir Servisi (IRS) tarafindan
yetkilendirilen Amerika Birlesik Devletleri'nde ve yakitlari isaretlemek i¢cin ABD Cevre
Koruma Ajanst (EPA) tarafindan bir yakit boyasidir. Daha yiiksek kiikiirt icerigi;
hidrokarbonlarda daha iyi ¢oziiniirliige sahip Solvent Red 26'min yerine geger. IRS
tarafindan ihtiya¢ duyulan konsantrasyon, 1000 varil veya 11 i¢in 3,9 poundluk bir
spektral esdegerdir.13 mg/L, kati formda Solvent Red 26; EPA icin gereken
konsantrasyonlar yaklasik 5 kat daha diisiiktiir (Sudan II1, 2019).

2.1.4. Sudan IV Boyasi

Sudan IV (C24H20N40), dondurulmus parafin boliimlerinde lipitlerin, trigliseritlerin ve
lipoproteinlerin boyanmasinda kullanilan bir lizokrom (yagda ¢6ziinen boya) diazo
boyasidir. Erime noktast 199 °C ve 520 (357) nm’de maksimum emilim ile kirmizimsi

kahverengi kristaller goriiniimiindedir (Ahmed vd., 2008).

Sudan IV, Sudan boyamasinda kullanilan boyalardan biridir. Benzer boyalar arasinda
Yag Kirmizi O, Sudan III ve Sudan Siyah B bulunmaktadir. Boyama onemli bir
biyokimyasal tekniktir ve ilgilenilen yag bilesiginin varligini izole etmeden gorsel
olarak nitelendirme yetenegi sunar. Boyama amaglari i¢in Sudan IV, propilen glikolde
yapilabilir [1]. Alternatif olarak, yazarlar izopropil alkol, %95 etanol veya agirlikca
%0.05 aseton: etanol: su (50:35:15) i¢inde doymus boyayr kullandiklarini
bildirmislerdir (Ahmed vd., 2008). Fikir, boyanacak yagin ¢oziiniirliigii ¢oziicli olmadan
yiiksek oranda apolar yaga ayrilmasina izin veren boyay1 ¢oziiniirlestirmek i¢in orta
derecede bir apolar ¢oziicii kullanmaktir. Sudan I, Sudan III ve Sudan IV, Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan kategori 3 kanserojen olarak siniflandirilmistir.

Saflastirilmis haliyle, suda ¢oziiniir Biebrich kizil ile karistirilmamasi gereken Biebrich
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kizil R olarak adlandirilir.

Endiistride yaglar, kat1 yaglar, vakslar, gresler, ¢esitli hidrokarbon firiinler ve akrilik
emiilsiyonlar gibi polar olmayan maddeleri renklendirmek i¢in kullanilir. Sudan IV
ayrica Ingiltere'de daha diisiik vergili 1sitma yagimi boyamak igin bir yakit boyasi olarak
kullanilir; Bu nedenle Petrol Vergisi Kirmizisi olarak da bilinir. Bir gida boyasi olarak
Sudan IV, esas olarak kanserojen oldugu i¢in uzun bir siire boyunca zararl etkisi
nedeniyle yasadis1 bir boya olarak kabul edilir. 1995 gida giivenligi diizenlemeleri

raporunda giivensiz olduguna karar verildi (Ahmed vd., 2008).

2.2. SUDAN BOYALARINDA GIDA SORUNLARI

Sentetik boyalarla kontamine oldugu tespit edilen biber 6rnekleri de dahil olmak iizere
birgok gida iiriinli AB tarafindan tespit edilmistir. Diger kontamine gida maddeleri

arasinda Hint tursusu, lezzet sayisi ve baharatlar vardi1 (Mejia vd., 2007).

Sentetik boyalar insan sagligi icin risk olarak kabul edildiginden, bir¢ok iilkede
yasaklanmistir (Mejia vd., 2007). Bu boyalar, zararli toksinler olarak hareket ettikleri
icin viicuda yogun zarar veren biyolojik olarak aktif bilesikler {iretir (Minioti vd., 2007).
Birlesik Krallik'ta Gida Standartlar1 Ajanst (FSA) tarafindan Sudan 1 boyasi
dondurulmus et iirlinlerinde, baharatlarda ve cipslerde bulunmasina iliskin uyarilar
verilmistir (FSA., 2006). Sudan boyalar1 taze biberler gibi taze gida iirlinlerinde
cogunlukla yoktur; bununla birlikte, Sudan boyalarinin eklenmesi Sudan boyalarinin
potansiyel saglik etkileri, memelilerin mesane ve karacigerinin genotoksik etkilerini ve

kanserojenligini saglar (Xu vd., 2010).

2.3. SUDAN BOYALARININ SAGLIK ETKIiLERIi

Sadece Sudan boyalar1 degil, aynm1 zamanda bozunma iiriinleri de olduk¢a kanserojen,
teratojenik ve insan saglhigina zararhdir. Calismalar, sentetik boyalarin sodyum benzoat
koruyucular1 ile birlikte maruz kalmanin 3 yasinda ve 8-9 yasinda cocuklarda
hiperaktiviteye neden oldugunu kanitlamistir. Gida iirlinlerinde bulunan sudan boyalari

cocuklarin dikkatini, davranisin1 ve aktivitesini olumsuz etkiler (McCann vd., 2007).

Sudan boyalari, agizdan alindiklarinda karsilik gelen aminlerini olusturmak icin azalir.

Bu azalmaya esas olarak ekstra hepatik dokular, gastrointestinal mikroplar ve karaciger
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sistolik rediiktaz neden olur. Hayvanlar {izerinde yapilan bir¢cok laboratuvar deneyi,
aminlerin salinmasina bagl olarak mutajenik ve kanserojen etkiler gdstermistir. Bu
kanserojen aminler, Sudan boyalarii potansiyel saglik tehlikeleri haline getirir (DFG,

D. F. 2003).

Sudan boyalari i¢eren sa¢ boyalar1 uygulandiginda sudan boyalari cilde viicuda girebilir.
Kanserojen aminlerle sonuclandigindan bu oldukga zararl olabilir (Platzek vd., 1999).
Sudan boyalari, hayvanlarda bulunan P1-450 ile iliskili enzimleri aktive ederek
immiinotoksik etkileri siddetlendirir. Sudan boyalar1 dolayli karsinojenlerdir (IARC
tarafindan kategori 3 karsinojenler olarak siniflandirilir) ve bu nedenle gidalardaki

kullanimdan yasaklanir (Dar vd., 2013).

Deneysel ¢alismalar Sudan boya I i¢eren yemle beslenen ve lenfoma ve 16semiye neden
olan yiiksek diizeyde neoplastik karaciger nodiilleri olusumuna yol acan sicanlar
iizerinde yapildi. Ayrica, Sudan I boyasinin hayvan numunesinin idrar kesesi igine
implantasyonu mesane karsinomuna neden oldu. Bundan bdyle, Sudan boyalar1 hem
Invivo hem de invitro mutajenik ve kanserojendir. Sudan boyalarmin ayrica farelerin

kolon ve midesinde genotoksik etkiye neden oldugu bulunmustur (Tsuda vd., 2000).

Invitro deneysel analiz, insan mikrozomlarinda bulunan Sudan boyalarmin DNA
eklentisi olusturdugunu gostermistir. Peroksizomlar ayrica Sudan boyalar1 tarafindan

Protein, DNA ve RNA eklentileri tiretmek icin aktive edilir (Stiborova vd., 2002).

AB'de gida iirlinlerinde Sudan boyasi I' in yasadisi varligi ilk olarak Mayis 2003'te
bildirildi. Sudan boyalarmin kullaniomina karsi AB tarafindan ilk kez Fransa'da
Hindistan'dan ithal edilen kirmizibiberlerde Sudan boyalarinin olusmasina tepki olarak
bir karar verildi. 38. Biber tozunun ve toz biber iceren tiim gida iriinlerinin Sudan
boyalar1 igerdigi gézlenmistir. O zamandan beri, Hizli AB Gida ve Yem Alarm Sistemi
(RASFF) araciligiyla birgok AB Uye Devleti sumak, curcuma ve hurma yaginda Sudan
boya I ve IV' {in varlif1 konusunda bilgilendirdi. Benzer gida iiriinleri yelpazesi i¢in

Sudan II ve III boyalarinin bir¢ok bildirimi de alind1 (Nisa vd., 2016).

Sudan boyalar1 iceren gida {irlinlerinin, AB disindaki iilkelerden elde edilen, Hindistan,
Gana, Misir ¢ig baharatlar, Nijerya, Pakistan ve Bat1 Afrika dahil olmak iizere kirlenmis
ham {riinlerden palmiye yagi icin iretildigi kesfedildi (Nisa vd., 2016). Sudan
boyalarinin birincil kokeni, AB tarafindan islenmis gida iirtinlerinin {iretimi i¢in énemli

bilesenler olarak kullanilan hammaddeleri igerir (Nisa vd., 2016).
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3. BOYAR MADDELER iCiN EKSTRAKSIYON YONTEMLERI

Birgok gida iirlinleri renklendirici olarak azo boyalari igerir. Laboratuvarlarda boyar
maddelerin ekstraksiyonu ic¢in genel kabul gormiis veya standart bir yontem yoktur.
Bununla birlikte, ¢ogu ekstraksiyon prosediirii, istenen analitlerin matrislerinden
ayrilmasini igeren ortak bir yol izler, ardindan yabanci maddenin uzaklastirilmas: ve
uygun bir ekstraksiyon yontemi takip eder. Bunlara 6rnek olarak kati-sivi veya sivi-sivi

ekstraksiyonu gosterilebilir. (Thompson ve Trenerry, 1995; Wu vd., 2013).

3.1. MEMBRAN FILTRASYONU

Membran, zar boyunca harici bir itici giic uygulandiginda maddeleri ayiran ince bir yar1
gecirgen madde tabakasidir. Iceceklerdeki azo boyar madde tayinlerinde analitlerin
toplanmasi i¢in en yaygin olarak kullanilan prosediir, seyreltici olarak su kullanilarak
membran filtreyle tek asamali ekstraksiyonu igerir. (Gosetti vd., 2008; Minioti vd.,

2007).

3.2. KATI FAZ EKSTRAKSIYONU

Kat1 faz ekstraksiyonu, basitlik ve hiz gibi avantajlar1 nedeniyle azo boyar maddelerin
belirlenmesinde en sik kullanilan tekniktir. Ayrica, yiliksek geri kazanimlara sahip
kirleticiler icermeyen biiyiik miktarda numuneyi isleme yetenegine de sahiptir. Kat1 faz
ekstraksiyonu icin tipik sorbent olarak C18 kullanilirken, bunun yani sira amino
fonksiyonellestirilmis diisiik dereceli ¢apraz baglama manyetik polimer (NH2-LDC-MP)
(Chen vd., 2014), poliamit, jel permeasyon kromatografisi (GPC) (Bonan vd., 2013;
Tang vd., 2014) ve stiren—divinilbenzen polimeri birka¢ azo boyar maddelere kars1 iyi
bir tutma 6zelligine sahiptir (Soylak vd., 2011). Azo boyar maddelerin analizinde farkli
organik coziiciiler kullanilmistir ve uygun ¢oziiciiniin se¢imi her zaman kolay degildir.
Analitik matrisin ve bilesenlerinin yapisi, ekstraksiyon i¢in ¢oziicli secerken onemli bir
rol oynar. Metanol, asetik asit, etanol, aseton, etil asetat, tetra-n-butil amonyum fosfat

vb. gibi ¢oziiciiler azor boyar maddelerin ekstraksiyonu i¢in daha uygundur.
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Gonzdlez vd., (2003) liyofilize gidalardaki dogal ve sentetik renklendiricileri, eluent
olarak amonyak, metanol karisimi ve sabit faz olarak RP-C18 pamugu kullanan
otomatik bir kat1 faz ekstraksiyon sistemi kullanarak belirlemislerdir. Harp vd., 2012,
basit bir kat1 faz ekstraksiyon siireci kullanan kirk yedi gida iirtinlinde on yedi gida
renklendiricisinin ekstraksiyonu gerceklestirmiglerdir. Son zamanlarda Tang vd., 2014,
yiiksek yag icerigine sahip kompleks on alt1 sentetik renklendiricinin ekstraksiyonunu
incelemiglerdir. Metanol i¢inde %5 amonyak iceren metanol, aseton (1: 1, h/h) ve 2
mol/L karbamid ¢6zeltisinin kombinasyonunu igeren bir GPC kolonu ile saflastirilirken
milkemmel ekstraksiyon verimliligi gosterdiklerini bildirmislerdir. Son zamanlarda,
(Chen vd., 2014), NH>-LDC-MP'nin, saf su (pH 9,0) kullanarak bir ekstraksiyon
coziiciisii olarak yedi sentetik gida boyasiin ekstraksiyon geri kazanimlarini arttirmak
icin manyetik alan altinda kat1 faz ekstraksiyonunda bir sorbent olarak kullanimim

arastirmiglardir.

3.3. SIVI-SIVI EKSTRAKSIYONU

Stvi-s1ivi ekstraksiyonu (¢oziicli ekstraksiyonu olarak da bilinir), bilesiklerin genellikle
organik faz ve su olmak lizere iki farkli karismayan sivisinda nispi ¢oziiniirliiklerine
gore ayrilmasini igerir. Gida iriinlerinden azo boyar maddelerin ekstraksiyonu i¢in en
yaygin ¢oziiciiler (tek basina veya kombinasyon halinde) su, etanol, metanol, izopropil

alkol, etil asetat, amonyak, sikloheksan ve tetra-n-butil amonyum fosfattir.

Literatiirde azo boyar maddelerin ekstraksiyonu ig¢in ¢esitli sivi- sivi ekstraskyion
yontemleri bildirilmistir. Yoshioka ve Ichihashi, 2008, iceceklerde ve sekerlemelerde
kirk gida boyasinin eszamanli ekstraksiyonu i¢in farkli ¢éziicliler kullanmis ve amonyak
cozeltisi ve etanol (1: 1, h/h) karistminin ultra sonikasyondan sonra iyi ekstraksiyon
verimliligi gosterdigini bulmuslardir. Zou vd., (2013), etanol, amonyak ve sudan olusan
ii¢c karisimin (80: 1: 19, h/h/h) hayvan yemi ve et numunelerinde yedi boya i¢in iyi

ekstraksiyon geri kazanimlari elde ettigini gozlemlemislerdir.

Kirschbaum vd., 2006, balik yumurtasindaki on dort sentetik gida boyasini amonyak
cozeltisi (% 25) ve metanol (1: 9, h/h) kombinasyonu kullanarak analiz etmislerdir.
Benzer sekilde Harp vd., 2013, ekstraksiyon coziiciileri olarak amonyum hidroksit ve
metanol kullanilarak sivi kromatografi yontemiyle kirk dort gida {irlinlinde yedi

sertifikali gida rengini tayin etmislerdir.
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Son zamanlarda, ¢evre dostu ekstraksiyon ¢oziiciilerinin kullanimi diisiik toksisite
profilleri nedeniyle arttirilmistir. Khanavi vd., 2012, gida tirlinleri ve ilaglardan boya
ekstraksiyonu icin amonyak (%0,25, h/h) ve su gibi organik olmayan c¢oziiciiler
kullanarak yesil bir ekstraksiyon prosediirii gelistirmislerdir. Benzer sekilde Vidotti vd.,
2006°da, bir ¢oziicii olarak su kullanilarak yapay meyve suyu ve jelatin numunelerinden

gida boyalarinin ekstraksiyonu igin basit bir yesil yontem gelistirmislerdir.

3.4. DIGER EKSTRAKSIYON YONTEMLERI

Kati-stvi ve sivi-sivi ekstraksiyonu gida Orneklerinde en sik uygulanan teknikler
olmasina ragmen, azo boyar maddelerin analizi i¢cin mikrodalga destekli ekstraksiyon
(MAE) ve ultrason destekli ekstraksiyon (BAE) de cevre dostu ekstraksiyon yontemleri

alternatif olarak kullanilmstir.

Bu secenekler laboratuvarda faydalhidir, cilinkii organik ¢oziiciilerle geleneksel
ekstraksiyonlar yiiksek hacimli ¢6ziiciiler ve zaman alic1 kullanilarak karakterize edilir
ve genellikle diisiik azo boyar madde ekstraksiyonu geri kazanimi, diisiik secicilik ve
hassasiyet gosterirler. Sun vd., 2013, coziicii olarak metanol asetik asit (95:5, h/h)
kullanilarak MAE ile ette yirmi bir sentetik renklendiricinin ekstraksiyonunu
arastirmiglardir. Benzer sekilde Shen vd., 2014, iki fazli ¢6ziicii (metanol ve aseton) ve
BAE kullanilarak ekstraksiyon yontemi gelistirmis ve bu da hem hidrofilik hem de
hidrofobik pigmentlerin daha iyi ekstraksiyon geri kazanimi ile sonu¢lanmistir. Buna
karsilik, analizden Once ekstraksiyon prosediiriiniin yer almadigi birka¢c yontem de

mevcuttur (Sorouraddin vd., 2011).
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4. DERIN OTEKTIiK COZUCULER

Derin otektik coziiciiler (DOC’ler) genellikle otektik bir karisim olusturmak igin
hidrojen bag:1 etkilesimleri yoluyla birbirleriyle birlesebilen iki veya ii¢ bilesenden
olusur. Ortaya ¢ikan DOC, her bir bileseninkinden daha diisiik bir erime noktasma
sahiptir. Bir hidrojen bagi alicistnin (HBA) ve bir hidrojen bagi vericisinin (HBD)
etkilesimi, erime noktas1 100 °C’nin altinda olan tek bir siv1 faz olusturan ideal olmayan
karisimin donma noktasini azaltir. Genel olarak DOC’ler, donma noktasiin biiyiik bir
diististi ile karakterize edilir ve 150 °C’nin altindaki sicakliklarda sivilardir. Bunlarin

cogu oda sicakligi ile 70 °C arasinda sividir (Zhang vd., 2012; Al-Murshedi 2018).

Cogu durumda, bir kuaterner (dortlii) amonyum tuzunun metal tuzlar1 veya kuaterner
amonyum tuzunun halid anyonu ile kompleks olusturma kabiliyetine sahip bir hidrojen
bag1 vericisi (HBD) ile karistirilmasiyla bir DOC elde edilir. Sekil 4.1 DOC’lerin
olusumunda g¢esitli HBD’lerle kombinasyon halinde yaygin olarak kullanilan farkli

kuaterner amonyum tuzlarim1 6zetlemektedir (Zhang vd., 2012).

Kullanilan en yaygin tuzlar, aminler, amidler, alkoller ve karboksilik asitler gibi
hidrojen bag1 vericilerine (HBD) sahip kuaterner amonyum halejentirlerdir (Maugeri ve
Maria, 2012). Genel olarak, Sekil 4.1°de gosterildigi gibi DOC’lerin olusturulmasinda
kullanilan bir¢cok hidrojen bagi donérii ve hidrojen bagi alici tiirii vardir (Zhang vd.,
2012). Burada, hazirlama isleminde atik olmamasi ve saflastirmaya gerek olmamasi
nedeniyle DOC’lerin diger iyonik siv1 tiirlerinden daha yesil olduguna dikkat etmek
onemlidir (Wagle vd., 2014). Ek olarak DOC’ler, diisiik dogal toksisiteye sahip iire,
gliserol, etilen glikol ve fruktoz gibi cesitli amidleri ve poliolleri kapsar. Ayrica, hem
kolin kloriir hem de etilen glikol gibi hidrojen bagi donérii ¢cevreye zararsizdir ve her
ikisi de kolayca biyolojik olarak bozunur, sonugta ortaya ¢ikan DOC de kolayca
biyolojik olarak bozunur (Smith vd., 2014).

Geleneksel organik coziiciilerle karsilastirildiginda, DOC’ler ugucu organik coziiciiler
olarak kabul edilmez ve yanici degildir, bu nedenle depolanmalar1 uygundur. Yesil
kimyanin bakis agisindan, bu DOC’ler daha da caziptir, ¢iinkii bazilarinin biyobozunur

oldugu ve ilgilerini daha da arttiran enzimlerle uyumlu olduklar1 kanitlanmistir. Ek
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olarak, DOC’lerin sentezi ekonomiktir, kullanimi kolaydir ve saflastirmaya gerek

yoktur, bu nedenle biiyiik 6l¢ekli kullanimlarini miimkiin kilar (Zhang vd., 2012).
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Sekil 4.1. DOC sentezlerinde kullanilan halojeniir tuzlar1 ve hidrojen bag vericisinin

tipik yapilari.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarin ¢ogu iire, etilen glikol, gliserol ve oksalik asit i¢eren
DOC’lere odaklanmustir. Nispeten iyi huylu ve diisiik maliyetli bilesenlerdir ve bir dizi
viskozite, pH ve ¢oziicli 6zellikleri sergilerler. Nispeten az sayida grup, sivinin ¢oziicii
ve tasima Ozelliklerinin bir uygulamaya ayarlanmasini saglayan {iglii veya dordiinciil
karisimlar: incelemistir. Elektrokaplama, elektro-parlatma veya metal oksit ¢oziinmesi
icin DOC’leri kullanan biiyiik 6lcekli calismalarin ¢ogunda bu amagla iiclii karisimlar

kullanilmistir (Abbott vd., 2013).

Karigim, bilesenler arasindaki giiglii etkilesimler nedeniyle daha diisiik bir o6rgii
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enerjisine ve dolayisiyla tek tek bilesenlerinden daha diisiik bir erime noktasina sahip
oldugu igin "6tektik" tir (Abbott vd., 2013; Smith vd. 2014). Iyonik bir stvinim ilk tanimi
“sadece iyonlardan olusan bir sivi” idi ve bu nedenle DOC’ler genellikle iyonik sivi
olarak kabul edilmedi. Tiim iyonik sistemlerin bazi molekiiler bilesenlere sahip oldugu
anlasilmistir, bu nedenle orijinal etilamonyum nitrat, etilamin ve nitrik asitten olusur ve
bu nedenle iyonik sivilarin taniminin, iyonik karakterin baskin oldugu sivilar oldugu
icin DOC’leri igerecek sekilde genisletildi (Wagle vd., 2014). Sekil 4.2, iki bilesenli bir
karisimin tipik bir faz davranisini géstermektedir (Al-Murshedi, 2018).

Sicalkhls
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Sekil 4.2. Otektik bir noktay1 gdsteren iki bilesenli faz diyagramimin sematik diyagrama.

4.1. DOC TIPLERI

Abbott ve arkadaslar1 2007 yilinda DOC’leri kullanilan kompleks yapict maddenin
dogasina bagh olarak dort tipte siniflandirmistir. Cizelge 4.1 kullanilan genel formiilii

gostermektedir.

Tip 1 6tektikler, metal haliirler MCIx’ten olusur, burada M, Zn, Sn, Fe, Al ve Ga gibi
bir metaldir ve kloroaliiminat ve imidazolyum tuzlar icerir. Bununla birlikte, bu tip,
DOC’lerin hazirlanmasinda kullanilabilen sl sayida hidratlanmamis metal tuzu
nedeniyle sinirlidir. Genel olarak otektik sicaklik, metal halidin erime noktasina

baglidir. Yukarida listelenenler, yaygin olarak bulunan metallerin en diisiik erime
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noktalarina sahiptir.

Cizelge 4.1. Derin otektik ¢oziicii tipleri.

Tip 1 * Kuaterner amonyum tuzu + metal klortir

Tip 2 * Kuaterner amonyum tuzu + metal klortir hidrat
Tip 3  Kuaterner amonyum tuzu + hidrojen bagi verici
Tip 4 » Metal kloriir (hidrat) + hidrojen bag1 verici

Tip 2 otektikler, cesitli hidratlanmis metal tuzlarindan herhangi biri ile kolin kloriirden
hazirlanabilir ve bu, Tip 1 6tektikler i¢in kullanilan fikrin sadece bir uzantisidir. Metal
hidrat tuzlari, karsilik gelen susuz tuzdan 6nemli 6l¢iide daha diisiik erime noktalarina
sahiptir. Susuz CrCl3’lin erime noktast 1152 °C olurken, CrCl3-6H20’nun 83 °C’de erir
(Al-Murshedi, 2018).

Tip 3 otektikler muhtemelen ¢ok yonlii olduklar1 i¢in en yaygin olarak incelenmistir.
Cok sayida alkol, amid ve karboksilik asit, tip 3 otektikleri ayarlanabilir hale getirir.
Basit sekerler ve sitrik asit veya askorbik asit gibi iyi huylu zayif asitleri icerebilirler.
Metal oksitler, amino asitler, polar organik molekiiller ve yiizey aktif cisimleri dahil
olmak iizere ¢ok ¢esitli bilesikleri cozebilirler. Tip 3 DOC’ler ¢ok ¢esitli hidrojen bag
vericileri ve kuaterner amonyum tuzlarindan olusturulabilir, bu da hazirlanmasini
kolaylastirir, cogu diisiik maliyetlidir ve ¢ogu biyolojik olarak parcalanabilir (Smith vd.,
2014).

En son gelistirilen DOC’ler tip 4 &tektiktir. Bunlar bir metal halid ve bir hidrojen bag
dondrii kullanir. Bu formiilasyonlarin alisilmadik yonii, metal tuzunun hem katyon hem

de anyon igeren bir 6giin vermek i¢in orantisiz olmasidir. Ornegin;

2AICl3 + iire <> [AlICly-iire]” + [AICI4] 4.1)

Bunlar metallerin elektrodepozisyonu i¢in incelenmistir (Ghosh ve Roy, 2014; Al-

Murshedi, 2018)
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4.2. DOC BILESENLERI

Kuaterner amonyum tuzlari, diisiik maliyetli, ¢evre dostu dogasi, diisiik toksisitesi
nedeniyle DOC sentezinde yaygin olarak HBA’lar olarak kullanilir. Gliserol, iire ve
karboksilik asitler gibi HBD’ler de benzer nedenlerden dolayr DOC sentezinde ¢ok
popiilerdir.

4.2.1. Hidrojen Bag Alicilan

Kuaterner amonyum tuzlart DOC sentezinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tuzlar,
kuaterner amonyum katyonlariin tuzlaridir. Kuaterner amonyum katyonunun genel

yapisal formiilii, Sekil 4.3°de gosterilmistir.

Sekil 4.3. Kuaterner amonyum katyonlarinin yapisal formiilii.

Organik doniisiim reaksiyonlarinda, kuaterner amonyum tuzlari faz transfer katalizorleri
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tuzlar ucuz, toksik olmayan ve kimyasal
olarak kararlidir (Jones, 2001). Kuaterner amonyum tuzlarinin genel yapisal formiili,
Sekil 4.3’de gosterilmektedir; burada Ri1, R2, R3 ve R4, hidrojen atomlar, aril gruplari,
alkil gruplar1 veya bunlarin herhangi bir kombinasyonudur. Bu yapida, farkli veya ayni
gruplar olabilirler. Birbirlerine baglanabilirler. (A”) bu yapidaki herhangi bir anyon

olabilir.

Asagida gosterilen Sekil 4.4 bazi kuaterner amonyum tuzlarinin molekiiler yapilarini
gostermektedir. Tuz olarak adlandirilsa da, bu bir yanlis dagilimdir, ¢iinkii kuaterner
amonyum tuzlari asit bazli reaksiyonlarla hazirlanamaz. Kuaterner amonyum tuzlarinin

cogu suda ¢oziintir.

4.2.2. Hidrojen Bag vericileri

DOC’leri sentezlemek igin gerekli olan DOC icinde hidrojen bagi etkilesimleri
olusturmak i¢in, HBA uygun bir hidrojen bag1 vericisi ile birlestirilmelidir. Bu durumda
tire, gliserol, karboksilik asitler, aminler ve alkoller gibi ucuz bilesikler HBD olarak

kullanilabilir (Arslanoglu, 2019).

20



Sekil 4.4. Kuaterner amonyum tuzlarinin yapisal formiili.

4.3. DOC’LERIN OZELLIiKLERIi

Iyonik sivilara benzer sekilde, DOC’ler kimyasal olarak tolere edilebilir ¢oziiciilerdir,
clinkii cesitli kuaterner amonyum tuzlarinin (6rn. ChCl) farkli hidrojen bag vericileri
(HBD) ile uygun sekilde birlestirilmesiyle tasarlanabilirler. Dolayisiyla, donma noktasi,
viskozite, iletkenlik ve pH gibi farkli fizikokimyasal ozelliklere sahip DOC’ler
hazirlanabilir. Gelecek vaat eden uygulamalar1 sayesinde, DOC’lerin fizikokimyasal

karakterizasyonu i¢in bir¢cok ¢alisma yapilmistir.

4.3.1. Donma Noktasi

Yukarida belirtildigi gibi DOC’ler, hidrojen baglar1 yoluyla kendili§inden birleserek
yeni bir s1vi faz iiretebilen iki katinin karistirilarak olusturulur. Bu yeni faz genellikle
tek tek bilesenlerinkinden daha diisiik bir donma noktast ile karakterize edilir. Ornegin,
kolinkloriir ve iire 1: 2 mol oraninda birlikte karistirildiginda, 6tektigin donma noktasi
12 °C’dir, bu da kolinkloriir ve iireninkinden énemli 6l¢lide daha distiktiir (Kolinkloriir

ve iirenin erime noktalar1 sirastyla 302 ve 133 °C).

Donma noktasinin 6nemli 6lgiide algalmasi, halid anyonu ile hidrojen bagi verici
bileseni, burada iire arasindaki etkilesimden kaynaklanmaktadir. Bildirilen tiim DOC’ler
icin donma noktalar1 150 °C’nin altindadir. Genel olarak, donma noktast 50 °C’den
diisiik olan DOC’ler, birgok alanda ucuz ve giivenli ¢oziiciiler olarak kullanilabildikleri

icin daha caziptir.

4.3.2. Yogunluk

Yogunluk, bir ¢oziicii icin en Onemli fiziksel Ozelliklerden biridir. Genel olarak
DOC’lerin yogunluklari, 6zgiil agirlik dlger ile belirlenir. DOC’lerin ¢ogu sudan daha
yiiksek yogunluklara sahiptir. Ornegin, tip IV ZnCl-HBD otektik karisimlarin
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yogunluklar1 1,3 g cm™’ten daha yiiksektir. Bunlar arasinda ZnCl-iire (1:3,5) ve ZnCl-
asetamid (1:4) yogunlugu farklidir (sirasiyla 1,63 ve 1,36 g cm™). Bu dikkate deger
yogunluk farki, DOC’iin farkli bir molekiiler olusumuna veya paketlenmesine

baglanabilir.

Her iki DOC’iin yogunluklarinin saf HDB’lerden daha yiiksektir (asetamid: 1,16 ve iire:
1,32 g cm™). Bu olgu delik teorisi ile aciklanabilir. Imidazolyum esaslh iyonik sivilara
benzer sekilde DOC’ler bos deliklerden olusur. Ornegin ZnCl,, iire ile karistirildiginda,
ortalama delik yarigap1 azalir, bu da temiz iireninkine kiyasla DOC yogunlugunda hafif
bir artisla sonuglanir (Abbott vd., 2007). Sicakligin bir fonksiyonu olarak DOC
yogunluklarimin deneysel Ol¢limlerine ulasmak bazen zordur. Bu nedenle, bu verileri
maksimum dogrulukla saglayabilen yeni yoOntemlerin gelistirilmesine 6zel Onem
verilmistir. Spencer ve Danner tarafindan degistirilen Rackett denklemi, DOC’iin

yogunlugunu % +1,9’luk bir hata ile tahmin etmek i¢in kullanildi (Shahbaz vd., 2011).

4.3.3. Viskozite

Iyonik sivilarin ¢ogu gibi DOC’lerin viskozitesi de ele alinmasi gereken &nemli bir
konudur. ChCl-etilen glikol (EG) otektik karisimi haric, DOC’lerin cogu oda
sicakliginda nispeten yiiksek viskoziteler (> 100 cP) sergiler. DOC’lerin yiiksek
viskozitesi genellikle her bilesen arasinda genis bir hidrojen bagi aginin varlhigina

atfedilir, bu da DOC iginde serbest tiirlerin daha az hareketliligiyle sonuglanir.

Cogu DOC’iin genis iyon biiyiikliigii ve cok kiiciik bosluk hacmi, ayn1 zamanda
elektrostatik veya van der Waals etkilesimleri gibi diger kuvvetler de DOC’iin yiiksek
viskozitesine katkida bulunabilir. Yesil ortam olarak potansiyel uygulamalar1 nedeniyle,
diisiik viskoziteli DOC’lerin gelistirilmesi oldukga arzu edilir. Genel olarak, &tektik
karisimlarin viskoziteleri esas olarak DOC bilesenlerinin kimyasal yapisi (amonyum
tuzlarinin ve HBD’lerin tipi, organik tuz / HBD mol orani, vb.), sicaklik ve su
igeriginden etkilenir. Yukarida tartigtldigi gibi, DOC’iin viskozitesi de serbest hacme
baghdir. Dolayisiyla, delik teorisi diisiik viskoziteli DOC’leri tasarlamak icin de
kullanilabilir. Ornegin, kiigiik katyonlarm veya florlu hidrojen bagi donérlerinin

kullanilmas: diisiik viskoziteli DOC olusumuna yol agabilir (Abbott vd., 2006).

Ikili 6tektik karigimlarin viskozitesi esasen hidrojen baglari, Van der Waals ve
elektrostatik etkilesimler tarafindan yonetilir. ChCl bazli DOC’lerin viskozitesinin

HBD’nin dogasina yakindan bagl oldugu goriilebilir. Ornegin, ChCl / EG (1: 4) DOC
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en diisiik viskoziteyi gosterir (20 °C’de 19 cP). Bunun aksine, HBD’ler olarak tiiretilmis
sekerlerin (6rn., ksilitol, sorbitol) veya karboksilik asitlerin (6rn., malonik asit) HBD
olarak kullanilmasi, daha saglam bir 3D molekiiller aras1 hidrojen bagi aginin varlig
nedeniyle DOClerin yiiksek viskoziteler sergilemesine yol agcmustir (6r. ChCl / sorbitol

icin 20 ° C’de 12730 cP).

4.3.4. Polarite

Genel olarak, bir ¢6ziiciinlin polaritesi, bir ¢6ziicii i¢cindeki bir arastirma boyasinin (6rn.
Reichardt’in Boya 30) elektronik gec¢is enerjisi olan polarite dlgegi Er (30) ile
degerlendirilebilir. UV-vis teknolojisi ve Reichardt’in Boyasi 30 kullanilarak Et (30)
Esitlik 1’e gore hesaplanabilir.

Er(30)(kcal mol™") = hcu maxNa = (2,8591 x 10?) Unax(cm™) = 28591/ A.max (4.2)

Cizelge 4.2°de, Reichardt’in Boya yontemini kullanan gesitli ChCl—gliserol otektik
karigimlarmin polarite verileri 6zetlenmistir (Abbott vd., 2011). Bu sonuglar, ChCI /
gliserol DOC’lerin, ayr1 anyonlar tastyan RNH3*X™ ve RoNH>*X" iyonik sivilarikine
benzer polarite sergiledigini gostermektedir (Popolo vd., 2006). Acik¢a, ChCl / gliserol
molar oraninda bir artis Et (30)’un artmasina neden olmaktadir. Ayrica, ChCl

konsantrasyonu ile kabaca dogrusal bir Et (30) artis1 gozlenmistir (Abbott vd., 2004).

Cizelge 4.2. Cesitli ChCl-gliserol karisimlarinin polar ¢oziicli parametreleri.

Coziiciiler Molar oran Er (30) kcal mol™!
Gliserol - 57,17
ChCl:Gliserol 1:3 57,96
ChCl:Gliserol 1:2 58.28
ChCl:Gliserol 1:1,5 58.21
ChCl:Gliserol 1:1 58.49

4.3.5. Iyonik Tletkenlik

Nispeten yiiksek viskoziteleri nedeniyle, DOC’lerin ¢ogu zayif iyonik iletkenlik gdsterir
(oda sicakliginda 2 mS cm 1’den diisiik). Cizelge 4.3, farkli DOC’lerin farkl
sicakliklarda iyonik iletkenliklerini listelemektedir. DOC viskozitesinin azalmasi

nedeniyle sicaklik arttikca DOC’lerin iletkenlikleri genellikle ©nemli 6lciide artar.
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Dolayistyla, Arrhenius benzeri bir denklem bir DOC’iin iletkenlik davranisini tahmin

etmek icin de kullanilabilir.

Cizelge 4.3. Farkli sicakliklarda parga DOC’lerin iyonik iletkenlikleri.

Tuz: HBD Iletkenlik

Tuz HBD (mol: mol) (K, mS cm™)
ChCl Ure 1:2 0,199 (40 °C)
ChCl Etilenglikol 1:2 7,61 (20 °C)
ChCl Gliserol 1:2 1,05 (20 °C)
ChCl 1,4-Butandiol 1:3 1,64 (20 °C)
ChCl ZnCl, 1:2 0,06 (42 °C)
ZnClI2 Ure 1:3,5 0,18 (42 °C)
ChCl CF;CONH: 1:2 0,286 (40 °C)
ChCl Imidazol 3:7 12 (60 °C)
EtNH;Cl CF;CONH2 1:1,5 0,39 (40 °C)
EtNH;Cl Asetamit 1:1,5 0,688 (40 °C)
EtNH;Cl Ure 1:1,5 0,348 (40 °C)

Organik tuz / HBD molar oranindaki degisikliklerin DOC viskozitelerini énemli 6lciide
etkiledigi goz oniine alindiginda, bu parametrenin DOC’lerin iletkenliklerini de 6nemli
olgiide etkiledigi aciktir. DOC’iin iletkenligi, ChCl igeriginin arttirilmasiyla artar
(Abbott vd., 2007).

4.3.6. Asitlik veya Alkalinite

Hammett fonksiyonu, bir sistemdeki gdstergelerin iyonlasma oranini belirleyerek susuz
¢oziiciilerin asitligini ve bazikligini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Temel bir ¢ozlim i¢gin Hammett fonksiyonu, ¢6zeltinin protonlar1 yakalama egilimini
Olcer. Zayif asitler gosterge olarak secildiginde, Hammett fonksiyonu asagidaki

denklemle tanimlanir.

H_ = pK (HI) + log ([I'] / [HI]) 4.3)

Burada pK (HI), sudaki gostergenin termodinamik iyonizasyon sabiti, [I'] ve [HI],
sirastyla gdstergenin anyonik ve notr formlarinin molar konsantrasyonlarini temsil eder.

Yiiksek H degerine sahip bir ortam gii¢lii bir baziklige sahiptir (Zhang vd., 2012).
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4.4. DOC’LERIN POTANSIYEL AVANTAJLARI

Yesil kimyaya artan ilgi ve farkindalik ve toplumda asir1 ¢evre duyarliligi, son yillarda
yesil proses kimyasallarini vurgulayan nedenlerden biridir. Bu nedenle, yesil kimyada
iyonik sivilarin iretimi ve uygulamalar1 gibi temiz siiregler iizerine gelismis bir algi

olusmaya baslamistir.

Iyonik s1v1 olusturucu tuzlar genellikle ~ 20 °C’de (oda sicaklig) diisiik erime noktalar
gosterir. Iyonik sivilar olusturan kotii koordine edilmis iyonlar, matriste delokalize
edilmis yiikler igerir. Bu yapida, bir bilesen organik bulunur. Yapi, organik kismin, daha
diisik erime noktalarina sahip olabilen stabil bir kristal kafes olusturmasini oOnler

(Organic Chemistry Portal n.d. 2020).

Birka¢ 6nemli avantajdan biri DOC’lerin dogal ikili veya ii¢lii dogasidir. Bu yap1 ¢ok
kolay bir sekilde uyarlanabilir. HBA ve HBD secimi kesinlikle DOC’iin fiziksel
ozelliklerini etkiler. Bu nedenle, amaca yonelik HBA’lar1 ve HBD’leri secerek DOC
ozelliklerini manipiile etmek nispeten daha kolaydir. Ayrica HBA: HBD oraninin
DOC’iin fiziksel 6zellikleri iizerinde giiclii bir etkisi vardir. HBA: HBD oranlarini
dikkatlice ayarlayarak, sonugta ortaya ¢ikan DOC lerin fiziksel 6zelliklerini uygulama
alanina gore ayarlamak miimkiindiir. Fiziksel 6zelliklerin degistirilmesinin bir baska
yolu, iiclii DOC’leri iiretmek icin ikili DOC’e ilave bir HBD sunmaktir (Arslanoglu,
2019).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Sudan boyalarimin analizi i¢cin G1329A model otomatik 6rnekleyici, G1316A model
kolon firmi, G1314B model UV detektorii, G1311A model kuaterner pompa ve
G1322A model degazer ile donatilmis bir Agilent Technologies marka (Agilent
Technologies, ABD) 1200 Serisi model Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi
(HPLC) kullanildi. Cihaz kontrolii ve veri analizi i¢in Agilent ChemStation yazilimi
v.B.04.02 kullanildi. Kromatografik ayirma c¢alismalarinda 4,6 mm i¢ cap, 250 mm
uzunluk ve 5 um partikiil boyutuna (MacMod, Chadds Ford, PA, ABD) sahip bir ACE-
C18 model C18 kolonu kullanildi.

Numune hazirlama asamasinda termostath karistiricisi (IKA C-MAG HS-7, Staufen,
Almanya) Sudan boylariminn ekstraksiyonunda faz ayrimi i¢in sicaklik kontrolii ile 35
kHz ve 320 W Bandelin Sonorex marka ultrasonik su banyosu (Rangendingen,

Almanya) ve Niive marka NF 200 model santrifiij (Niive, Ankara, Tiirkiye) kullanildi.

Sentezlenen DOC’lerin, kumarin ve timolun fonksiyonel gruplarmi tanimlamak icin
ATR teknigine sahip PerkinElmer marka Frontier Optica model Fourier Dontistimli

Kizil Otesi Spektrometresi (Shelton, CT, ABD) FTIR spektrumlari alirken kullanilda.

5.2. KULLANILAN KIMYASALLAR

Tiim reaktifler, analitik dereceden dolay1 daha fazla saflastirma yapilmadan kullanildi.
Kumarin kristalli ve timol (~%98,5) Sigma Aldrich’ten (St. Loius, MO, ABD) satin
alimmistir. Metanol (%99,7) ve asetik asit, [solab’dan (Wertheim, Almanya) elde edildi.
Deiyonize su iretmek icin Millipore Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, ABD)

saflastirma sistemi kullanilmustir.

Sudan boyalar1 (I, II, IIT ve IV) standartlar1 Sigma Aldrich’ten temin edildi. Sudan
boyalarinin 200 pg mL™" konsantrasyonunda stok ¢ozeltileri metanol iginde hazirland.
Calisma ¢ozeltileri, stok ¢ozeltisinden Sudan I-IV boyalar1 seyreltilerek hazirlandi ve

metanol i¢inde hepsi bir arada bir ¢6zelti olusturuldu.
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Calismada Diizce ve Diyarbakir’da ticari markalardan farkli marka baharat 6rnekleri
satin alinmistir. Baharat olarak biber, kirmizibiber, kimyon ve sumak secildi.
Diyarbakir’dan getirilen sumak baharati Sudan boyasi igermediginden, bu baharat
optimizasyon ve validasyon c¢alismalart i¢in kullanildi. Baharat &rnekleri belirlenen
optimizasyon kosullar1 altinda analiz edilmistir. Daha sonra bu analiz edilen 6rneklere
farkl1 konsantrasyonlarda (10 ve 50 ug g'') Sudan I-IV boya standartlar ilave edildi ve

mikro ekstraksiyon prosediirii ile tayin edildi.

5.3. DERIN OTEKTIK COZUCULERIN HAZIRLANMASI

Derin otektik ¢oziicii hidrojen bagi verici olarak farkli mol oranlarinda timoliin ve
hidrojen bagi alicist olarak farkli mol oranlarinda kumarinin bir tiip icerisinde
karigtirilmasiyla hazirlandi. Hazirlanan karisimlar, homojen, renksiz bir sivi olusana
kadar 80 °C’de karistirildt ve DOC sogutulduktan sonra oda sicakliginda karanlik

ortamda saklanda.

54. ULTRASONIK DESTEKLi KATI-SIVI MIiKROEKSTRAKSIiYON
YONTEMIi

Eppendorf tiipiine 0,1 gram baharat 6rnegi konuldu. Tiipe belli bir konsantrasyonda
Sudan boyasi ilave edildi ve 2-3 dakika beklendi. Daha sonra 200 uL DOC ilave edildi.
Elde edilen karistmin ultrasonik banyoda 10 dakika ekstraksiyonu tamamlamasi
saglandi. Karistm 5 dakika boyunca 4000 rpm’de santrifiijlendi ve fazin ayrildigi
gozlendi. Ust faz olan DOC fazi, cam bir siringa ile tiipten alindi. Bu ¢dzelti,
baharatlardaki Sudan boyalarmin saptanmasi igin HPLC’ye enjekte edildi. Onerilen

yontemin temsili sekli Sekil 5.1°de gosterilmistir.

Baharat 6rnekleri \\

| \
’ Sudan Boyalar
5 dakika

| 10dakika | 4000 rpm % HPLC
| 3dakika | - | __p_> DOGfazr  [&4  Analizi
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Sekil 5.1. Onerilen yontemin temsili sekli.

5.5. HPLC CIHAZININ ANALIiZ SARTLARI

Sudan boylarmm HPLC-UV analizleri bir ultraviyole detektorii (UV) ile 1,0 mL dk’!
akis hizinda %92 metanol (solvent A) ve %8 saf su (%8 asetik asit) (solvent B) iceren
mobil faz ile gerceklestirildi. Sudan boyalarinin pik alanlari, 506 nm’de bir UV dalga
boyu ile kaydedildi. Enjekte edilen numune hacmi 20 uL ve kolon sicakligi 30 °C

olarak ayarlandi.

Mobil fazin gradyan akis1 asagidaki sekildedir:
0 dakika, %92 A;

10 dakika, %92 A;

30 dakika, %100 A;

35 dakika, %92 A.

5.6. OPTIMiIiZASYON PARAMETRELERI

DOC hacmi, DOC orani, ultrasonik banyo siiresi ve sicaklig, santrifiij siiresi ve numune
miktar1 dahil olmak iizere, gelistirilen yontem iizerine ekstraksiyon geri kazanimini
etkileyen cesitli parametreler arastirildi. Daha sonra, belirlenen optimum parametrelere
dayanarak, gercek numunelerdeki Sudan boyalarinin konsantrasyonu belirlendi. Tiim

deneyler {i¢ kez yapild1 ve elde edilen sonuglarin ortalamasi alindi.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1. DERIN OTEKTIK COZUCULERIN KARAKTERIZASYONU

DOC olusumunda iki bilesen arasindaki degisiklikleri ve etkilesimleri agiklamak icin
FT-IR spektrumlari kaydedildi. Kumarin, timol ve sentezlenmis DOC’iin yapisindaki
bircok kimyasal grubun varligini gosteren FT-IR spektrumlarmin karsilastirilmasi

verilmistir.

Kumarinin spektrumu Sekil 6.1 incelendiginde yapisinda 3412 cm™’de C-H aromatik
piki, 1697,4 ve 1600,9 cm’de C=0O bantlar1, 1174 cm’de C=C ¢oklu bantlari, 1101
cm’de C-H diizlem ici egilmeleri ve 854 ve 754 cm™’de C-H diizlem dis1 egilme

piklerinin varlig1 goriilmektedir.

Timoliin spekturumuna Sekil 6. *ye bakildiginda 3186 cm™’de O-H gerilme piki, 2956,9
ve 2866,2 cm’de C-H aromatik pikleri, 1622,1 ve 1417,7 cm’de C-H alifatik pikleri,
1242,2 cm’de C=C baglari, 1089,8 cm!’de C-O gerilme piki ve 943 cm’de C-H
diizlem i¢i egilme piki ve 804,2 ve 734,5 cm’de C-H diizlem dis1 gerilme titresim

pikleri goriilmektedir.

Sentezlenen DOC’iin FT-IR spektrumu Sekil 6.3 incelendiginde, timol icindeki OH
bandmin 3186,4 cmden 33794 cm’e kaydigi goriilmektedir. DOC’iin FT-IR
spektrumu incelendiginde, aromatik baglarin (C=C, C-H) varhig, DOC’ii olusturan
timol ve kumarinin yapisindaki aromatik halkalardan meydana gelmektedir. Bunlara ek
olarak, DOC spektrumunda, karbonil grubunun daha yiiksek dalga boyu germe
titresimine karsilk gelen bant 1697,4 cm’den 1705,1 cm™e kaydigi ortaya
cikmaktadir. Bu, COOH grubunun yakininda yeni hidrojen baglarinin olugumunu
gostermektedir. Bu spektrum sonuglart DOC’iin kumarin ve timolden hazirlandigin

acik¢a gostermektedir (Sricharoen vd., 2019; [ammarino vd. 2019; Makos$ vd., 2018).
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Sekil 6.1. Kumarinin FTIR spektrumu.
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Sekil 6.2. Timoliin FTIR spektrumu.
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Sekil 6.3. DOC’iin FTIR spektrumu.

6.2. SENTEZLENEN DERIN OTEKTIiK COZUCULERIN BILESIiMIi

Farkli mol oranlarinda timol ve kumarin kullanilarak en uygun ekstraksiyon ¢oziiclistinii
belirlemek igin farkli DOC tipleri test edildi. En uygun DOC’ii bulabilmek icin timol ve
kumarinin mol oranlar1 1:1’den 5:1’e degistirilerek arastirildi. Elde edilen sonuglar
Sekil 6.4’de verilmistir. Sonuglar, timol-kumarin mol oraninin 1:1’den 5:1’e
arttiritlmasiyla ekstraksiyonun geri kazaniminin azaldigini ve kantitatif geri kazanimlarin
1:1 mol oraninda maksimum seviyede oldugunu géstermistir. Bu nedenle DOC1 kodlu

DOC (1:1), bu ¢alismada kullanilacak en uygun DOC olarak secilmistir.

6.3. DOC HACMININ ETKIiSI

Timol ve kumarinin 1:1 olarak kullanilarak hazirlanan DOC’iin en uygun DOC
olduguna karar verdikten sonra ikinci en énemli parametre olan DOC hacminin etkisi
arastirildl. Sekil 6.5°de DOC1 hacmi 100 puL’den 500 pL’ye arttirildiginda Sudan
boyalarinin ekstraksiyon geri kazanimlarinin %31°den %100’e yiikseldigi gosterilmistir.
Bununla birlikte, 200 pL DOC1 kullanildiginda, kantitatif geri kazanim elde edilmistir,
bu nedenle ¢alisma igin en uygun DOC hacmi 200 pL olarak secilmistir.
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6.4. ULTRASONIK BANYO SURESIi VE ULTRASONIK BANYO
SICAKLIGININ ETKISi

Bu ekstraksiyon calismalarinda numunede analiz edilecek maddenin kiitle transferini
saglamak ve emiilsifikasyon elde etmek i¢in ultrasonik islem kullanilmistir. Ultrasonik
prosediiriiniin etkisini belirlemek icin 1 ila 15 dakika arasindaki ultrasonikasyon siireleri
test edilmistir. Sonuglar Sekil 6.6’da sunulmaktadir. Sonuglar, ultrasonikasyon siiresi 10
dakika oldugunda, kullanilan ¢dzeltinin ve DOC’iin birbiri icinde tamamen dagildigim
gostermistir. Bu nedenle, optimum ultrasonik banyo siiresi olarak 10 dakika se¢ildi ve

caligmanin geri kalan kisimlarinda kullanilmstir.
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Sekil 6.6. Ultrasonik banyo siiresinin Sudan boyalarinin ekstraksiyon geri kazanimi

uzerindeki etkisi.

22 °C ila 60 °C arasinda degisen ultarasonik banyo sicakliklari, Sudan I-IV boyalarinin,
oda sicakliginin mikro ekstraksiyon geri kazanimi iizerindeki etkisini arastirmak igin
incelenmistir  Sekil 6.’de sonuglar, Sudan I-IV boyalarmin ekstraksiyon geri
kazaniminda sicaklik arttiginda ekstraksiyon geri kazaniminin azaldigin1 gdstermistir.
Sicaklik yiikseldiginde, ¢oziiniir organik maddenin daha biiyiik bir kismu da ¢ikarilir ve
bu da daha yiiksek bir matris etkisine yol acar. Ek olarak, yiiksek sicaklik nedeniyle

desolvasyonun artmast muhtemeldir (Sricharoen vd., 2019). Bu nedenle, oda sicaklig1
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olan 22 °C’lik optimum sicaklik ultrasonik banyo sicakliginda belirlenmistir.

BSudan I ESudan II &ESudan [II @ Sudan IV

N 0
] o

TN
(@)

\®)
()

Ekstraksiyon geri kazanimi (%)

22 Ultrasonik banyo sicakligi (°C)

Sekil 6.7. Ultrasonik banyo sicakligimin Sudan boyalarinin ekstraksiyon geri kazanimi

tizerindeki etkisi.

6.5. SANTRIFUJ SURESININ ETKISi

Santrifiij stiresi, Sudan I-IV boyalarinin ekstraksiyon geri kazanimi iizerindeki etkisi
icin 4000 rpm’de 1 ila 15 dakika araliginda arastirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 6.8’de
gosterilmektedir. Sudan I-IV boyalarinin kantitatif ekstraksiyon geri kazanimlar1 5
dakika icinde belirlendi ve ¢aligmanin geri kalani i¢in santrifiij siiresi i¢in en uygun

zaman olarak 5 dakika secildi.

6.6. NUMUNE MIiKTARININ ETKIiSi

Onerilen mikroekstraksiyon yonteminde numune miktarlar1 0,1 g ila 0,5 g arasinda
degisen miktarlarda test edilmistir. Calismada kullanilan numune miktar1 0,1 g’dan 0,2
g’a cikarildiginda, ekstraksiyon geri kazaniminda hafif bir azalma olmustur. Daha
biiyiik miktarlarda numune (0,3-0,5 g) kullanildiginda, DOC{in artan numune hacmi ile
yetersiz ¢Oziiniirligli nedeniyle Sudan boyalarinin ekstraksiyon etkinligi azalmistir.

Ekstraksyion geri kazanimlarina karsi numune miktar1 Sekil 6.9’da verilmistir. Bu
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nedenle, gelistirilen bu mikroekstraksiyon yonteminde 0,1 g baharat Ornegi

kullanilmistir.
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Sekil 6.8. Santrifiij siiresinin Sudan boyalarinin ekstraksiyon geri kazanimai {izerindeki

etkisi.
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Sekil 6.9. Numune miktarinin Sudan boyalarmin ekstraksiyon geri kazanim tizerindeki

etkisi.
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6.7. GELISTIRILEN YONTEMIN ANALITIK PERFORMANSI

Gelistirilen yontem, Sudan I-IV boyalarinin analizi i¢in kumarin ve timolden olusan
DOC kullanilarak dogrulandi. Analitik parametre degerleri Cizelge 6.1°de dzetlenmistir.
Optimal kosullar altinda Sudan I-IV boyalar1 igin 2,5-100 pug g' konsantrasyon
araliklarinda kalibrasyon egrileri olusturuldu. Sudan I-IV boyalarinin kalibrasyon
egrileri yardimiyla dedeksiyon limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), regresyon denklemi,
korelasyon katsayisi ve bagil standart sapma (RSD) degerleri hesaplandi. Gelistirilen
analitik yontem i¢in, LOD ve LOQ sirasiyla 3s/m ve 10s/m kullanilarak hesaplands;
burada s, on bir blank ¢ozeltinin standart sapmasini1 ve m ise kalibrasyon egrisini temsil
eder. Yontemin dogrulugunu ve kesinligini belirlemek icin, bes paralel 6rnek igerisine
10 pg g-1 konsantrasyonunda Sudan I-IV boyalar1 eklendi ve bu ornekler gelistirilen
yontemle incelendi. RSD degerleri %2,54-3,17 araliginda bulundu. Bu degerler onerilen

yontemin kesinligini géstermektedir.

Cizelge 6.1. Sudan boyalar1 i¢cin DOC esasli gelistirilen mikroekstraksiyon ydnteminin

analitik performansi.

Dogrusal Gozlenebilme Bagil
Tayin limiti
Analit aralik limiti . Standart sapma (%)
N N (mgg?) N
(mgg?) (mgg?) 10ugg
Sudan I 0,35 1,17 2,54
Sudan II 0,25 0,84 2,65
2,5-100
Sudan III 0,34 1,13 2,79
Sudan IV 0,27 0,91 3,17

Sudan boyalart i¢cin DOC esash gelistirilen mikroekstraksiyon yonteminde
konsantrasyonlara kars1 elde edilen pik alani degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon
grafikleri elde edilmistir. Sudan (I-IV) boyalar1 i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri,
kalibrasyon esitlikleri ve korelasyon katsayilar1 (R2) Sekil 6.13°de verilmistir. Sekil 6.13
incelendiginde Sudan boyalari i¢in korelasyon katsayilarinin 0,9989 ile 0,9999 arasinda

PR

degistigi ve iyi bir dogrusallik elde edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 6.10. Sudan I boyasinin kalibrasyon grafigi.
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Sekil 6.11. Sudan II boyasinin kalibrasyon grafigi.
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Sekil 6.13. Sudan IV boyasinin kalibrasyon grafigi.

6.8. GERCEK ORNEKLERIN ANALIiZi

Cesitli gergek numuneler (Kirmizi act biber, kirmizi biber, kimyon ve sumak) optimum

kosullar altinda analiz edildi. 8 farkli baharat 6rnegi aktar ve market gibi farkli
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firmalardan satin alindi. Numuneler, yontemin dogrulugunu goéstermek i¢in herhangi bir
ilave olmadan dogrudan gelistirilen yontem kullanilarak islenmistir. Daha sonra baharat
ornekleri, 10 ve 50 pug g! konsantrasyonlarinda Sudan boyalar1 ile karistirildi ve
optimize edilmis bir ekstraksiyon prosediiriine tabi tutuldu. Cizelge 6.2°de ki sonuglara
gore, elde edilen geri kazanim degerleri kabul edilebilir oldugundan, gelistirilen yontem
baharat numunelerinde Sudan boyalarinin ekstraksiyonu ve tayini i¢in basariyla

uygulanabilir oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 6.2. Gelistirilmis mikroekstraksiyon yonteminin gercek orneklere uygulanmasi

(N=3).
Sudan I Sudan II Sudan III Sudan IV
Eklenen Bulunan Bulunan Bulunan Bulunan
Baharatlar 1 ] PR ] PR ] YR ] YR
(Mgg) (uggh) (ngg?) (ngg) (nggh)
0 4,19 - <LOD - <LOD - <LOD -
Ac1 Biber
10 13,34 91,44 9,44 94,36 9,06 90,59 9,19 91,86
Marka 1
50 53,20 98,02 47,40 94,80 47,78 95,56 47,09 94,18
0 4,90 - <LOD = <LOD - 9,38 -
Aci1 Biber
10 14,12 92,21 8,84 88,38 9,07 90,70 18,06 86,06
Marka 2
50 50,13 90,47 45,36 90,72 46,76 93,52 53,21 87,85
Kirmizi 0 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
Biber 10 9,63 96,26 8,96 89,59 9,18 89,27 9,89 98,96
Marka 1 50 48,68 97,36 46,00 92,01 45,87 91,75 49,64 99,29
Kirmizi 0 10,70 - <LOD - <LOD - <LOD -
Biber 10 19,65 89,46 9,07 90,69 9,18 91,84 9,08 90,84
Marka 2 50 57,33 93,26 45,78 91,57 46,81 93,62 45,44 90,88
0 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
Kimyon
10 9,09 90,93 9,35 93,46 9,10 90,96 9,44 94,38
Marka 1
50 47,27 94,54 45,58 91,17 47,77 95,54 46,48 92,96
0 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
Kimyon
10 8,69 86,96 9,24 92,38 9,39 93,95 8,55 85,55
Marka 2
50 45,53 91,06 45,30 90,59 45,74 91,49 44,72 89,44
0 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
Sumak
10 9,61 96,12 9,17 91,67 9,18 91,84 9,41 94,12
Marka 1
50 46,49 92,94 47,09 94,17 47,19 94,37 45,30 90,60
0 <LOD - <LOD - <LOD - <LOD -
Sumak
10 9,02 90,19 9,64 96,37 9,64 96,38 9,40 93,99
Marka 2

50 46,42 92,84 47,37 94,74 46,41 92,82 47,03 94,07

(<LOD: Belirleme limitinin altinda)
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6.9. GELISTIRILEN YONTEMIN DiIGER YONTEMLERLE

KARSILASTIRILMASI

Onerilen ekstraksiyon yonteminin performansi, Sudan boyalarinin ekstraksiyonu ve
tayini i¢in Onceki literatliir sonuclariyla karsilagtirildi. Sonuglar Cizelge 6.3°de

gosterilmistir.

Cizelge 6.3. Sudan I-IV boyalari i¢in 6nerilen yontemin literatiirdeki diger yontemlerle

karsilagtirilmasi.
Geri Eks.
Metot Numune Analit ( LO?) Kazanim l?;l)) zamani Kaynak
He s (%) ’ (dk.)
1
U]??]%M Domlj‘?gs Sudan o1s 79— 48— - He vd.,
" RSt ST I ’ 92 7.1 2015
iiriinleri
2
UAEDMESI Biber Sudan 0,16— 90,5— 1,8— 1 Sricharoen
SFOD iiriinleri -1V 0,24 107,3 3,5 vd., 2019
3DOC esash Ordek kant, Sudan 0,000 83,4- 1,5- 3 Zhang vd.,
VA-LLME Biber tozu 1 3 114,1 4,5 2020
SLLE T"th:ber Sudan  0,40- ] <57 0 Zhu vd.,
-1V 2,41 6 2016
Aci sos
Tuzlu .
Sudan 0,028 Pochivalov
5 , R
SME somon, LI ~0.19 82-85 <6 20 vd., 2018
Baharatlar
Aci biber,
g
DO¢ A sos, Sudan 93— Liu vd.,
esasli- ordek 1 0,02 118 <4,5 1 2019
VALLME yumurta
sarist
ISEE ngg:g;‘l“ Sudan 0% 91- 6.8- 35 Avila v,
boyast -V 0.042 109 11,6 2011
) Aci biber, 85.55
8DOC esash kirmizibiber, Sudan 0,25- ’ <3,1 10 Bu calisma
UASLME kimyon ve LIV 0,35 7 u Galls
99,29
sumak

Yiizen organik damlanin katilagmas: ile ultrason destekli dagitici sivi-s1vi mikroekstraksiyonu; Ultrason
destekli emiilsifikasyon mikro ekstraksiyonu ve katilastirilmis yiizen organik damla ile tuz kaynakl
demiilsifikasyon; 3DOC esash girdap destekli sivi-sivi mikroekstraksiyonu; *Sivi-sivi ekstraksiyonu;
3Yiizey aktif madde aracili mikroekstraksiyon; °DOC esash girdap destekli sivi-s1vi mikroekstraksiyonu;

"Supercritical siv1 ekstraksiyonu; 8Ultrasonik destekli kati-sivi mikroekstraksiyonu.

Cizelge 6.3’te goriilebilecegi gibi, gelistirilen yontemin LOD’lari, geri kazanim
degerleri, RSD ve ekstraksiyon siiresi diger yontemlerle karsilastirilabilir. Ekstraksiyon
stiresi literatlirdeki diger yontemlerle karsilastirilabilir ve bu siire bir¢ok yoOnteme

kiyasla oldukca kisa goriinmektedir. LOD degerleri daha once bildirilen diger
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yontemlere benzerdi. Gelistirilen yontemin geri kazanim degerleri tatmin edicidir ve bu
yontemin dogrulugunu gosterir. Sonuglar, onerilen yontemin baharat numunelerinde
Sudan boyalarinin ekstraksiyonu i¢in hizli, verimli, duyarli ve ekonomik bir yontem

oldugunu gostermistir.
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7. SONUC VE ONERILER

8 farkli baharat iiriininde Sudan I-IV boyalarinin analizi i¢in yeni bir mikro
ekstraksiyon yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu yontem i¢in, daha once hig
calismamis timol ve kumarin iceren DOC ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilmustir.
Gelistirilen yontemde organik ¢oziici kullanilmadigindan kesinlikle ¢evre dostu bir
yontemdir. Sudan I-IV boyalari, 200 uL DOC kullanilarak kantitatif olarak geri
kazamldi. DOC, 80 ° C’de 1: 1 mol oranma sahip timol-kumarin ile hazirlandi. Bagil
standart sapmalar (% RSD) %2,54-3,17 aralifindaydi. Elde edilen geri kazanim
degerleri %85’in iizerindedir ve bunlar olduk¢a tatmin edici degerlerdir; bu sonuglar
sentezlenen yeni DOC’iin ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak basariyla kullanilacagini
gostermektedir. Bu prosediir, herhangi bir 6ziitleme ¢oziiciisii veya dagitic1 ¢oziici
kullanilmamasi, c¢ok kisa Oziitleme islemine sahip olmasi, ucuz olmasi, basit bir
kullanim saglamasi ve ¢evre dostu olmasi agisindan geleneksel yontemlere gore gesitli
avantajlara sahiptir. Bu nedenle, gelistirilen bu yontem, baharat numunelerinde Sudan
boyalarinin belirlenmesi ve ekstraksiyonu i¢in ultrasonik yontem kullanilarak alternatif
bir ekstraksiyon yontemi olarak ¢ok yiiksek bir basariya sahiptir. Ek olarak, bu yontem
farkli numunelerde benzer dzelliklere sahip boyalara basariyla uygulanabilir. Onerilen
yontem, literatiirde Sudan boyalar1 icin ekstraksiyon ve tayin yontemleri ile

karsilastirilabilir.

42



8. KAYNAKLAR

Abbott, A. P., Barron, J. C., Ryder, K. S., & Wilson, D. (2007). Eutectic-based ionic
liquids with metal-containing anions and cations. Chemistry—A European Journal,
13(22), 6495-6501.

Abbott, A. P., Capper, G., & Gray, S. (2006). Design of improved deep eutectic solvents
using hole theory. ChemPhysChem, 7(4), 803-806.

Abbott, A. P., Capper, G., Davies, D. L., & Rasheed, R. (2004). Ionic liquids based
upon metal halide/substituted quaternary ammonium salt mixtures. Inorganic
Chemistry, 43(11), 3447-3452.

Abbott, A. P., Frisch, G., & Ryder, K. S. (2013). Electroplating using ionic liquids.
Annual Review of Materials Research, 43, 335-358.

Abbott, A. P., Harris, R. C., Ryder, K. S., D'Agostino, C., Gladden, L. F., & Mantle, M.
D. (2011). Glycerol eutectics as sustainable solvent systems. Green Chemistry,
13(1), 82-90.

Ahmed Refat, N. A., Ibrahim, Z. S., Moustafa, G. G., Sakamoto, K. Q., Ishizuka, M., &
Fujita, S. (2008). The induction of cytochrome P450 1A1 by Sudan dyes. Journal
of biochemical and molecular toxicology, 22(2), 77-84.

Al-Degs, Y., Kharaisheh, M.A.M. ve Allen, S.J., 2000. Effect of Carbon Surface
Chemistry on The Removal of Reactive Dyes From Textile Effluent. Water
Research, 34, 927-935.

Al-Ghouti, M.A., Khraishes, M.A.M., Allen, S.J., ve Ahmad, M.N., 2003. The Removal
of Dyes From Textile Wastewater: A Study of the Phsyical Characteristics and
Adsorption Mechanisms of Diatomaceous Earth. Journal of Environmental
Management, 69, 229-238.

Ali, M. O., Al-Ghor, A., Sharaf, A. K., Mekkawy, H., & Montaser, M. M. (1998).
Genotoxic effects of the food color (carmoisine) on the chromosome of bone
marrow cells of rat. Toxicology Letters, 95(1001), 44-44.

Al-Murshedi, AYM (2018), 'Deep eutectic solvent-water mixtures', PhD thesis,
University of Leicester, UK.

Anderton, S. M., Incarvito, C. D., & Sherma, J. (1997). Determination of natural and
synthetic colors in alcoholic and non alcoholic beverages by quantitative
HPTLC. Journal of liquid chromatography & related technologies, 20(1), 101-
110.

Anonim 2018, Viewed 21 May 2020, <https://www.ilkkimbuldu.com/renkleri-kim-
buldu/>.

Arslanoglu, A (2019). 'Investigation Of Hydroxymethyl Furfural Production From
Cellulose In The Presence Of Deep Eutectic Solvents Using Microwave Reactor',
Master’s "Thesis, Graduate School Of Applied And Natural Science, Ege

43



University, [zmir, Tiirkiye.

Asil, E. T. D., & Tekiner, H. Y. Kayseri eczaculik tarihi ve eczacilik isletmelerinin
Kayseri sosyal yasami ve ekonomisine katkilart iizerinde bir ¢alisma (Doctoral
dissertation, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Eczacilik Isletmeciligi
Anabilim Dal1).

Avila, M., Zougagh, M., Escarpa, A., & Rios, A. (2011). Determination of Sudan dyes
in food samples wusing supercritical fluid extraction—capillary liquid
chromatography. The Journal of Supercritical Fluids, 55(3), 977-982.

Bagci, T., (1997). Gida Katki Maddeleri ve Saghmiz Uzerine Etkileri. Hacettepe Tip
Dergisi, 28, 18-23.

Barrows, N., Lipman, A.L., ve Bailey, C.J., (2009). Color Additives: FDA's Regulatory
Process and Historical Perspectives. FDA (Reprinted from Food Safety Magazine
October/November.

Bonan, S., Fedrizzi, G., Menotta, S., & Elisabetta, C. (2013). Simultaneous
determination of synthetic dyes in foodstuffs and beverages by highperformance
liquid chromatography coupled with diode-array detector. Dyes and Pigments, 99,
36-40.

Cannon, G. 1988. The Politics of Food. London: Century. 161. ISBN 0-7126-1717-5.

Chen, X. H., Zhao, Y. G., Shen, H. Y., Zhou, L. X., Pan, S. D., & Jin, M. C. (2014).
Fast determination of seven synthetic pigments from wine and soft drinks using
magnetic dispersive solid-phase extraction followed by liquid chromatography—
tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 1346, 123—128.

Chung, K. T. (2016). Azo dyes and human health: a review. Journal of Environmental
Science and Health, Part C, 34(4), 233-261.

Dar, M. M., Idrees, W., & Masoodi, F. A. (2013). Detection of sudan dyes in red chilli
powder by thin layer chromatography. Open Access Scientific Reports, 2(1), 1-3.

Del Pépolo, M. G., Kohanoff, J., & Lynden-Bell, R. M. (2006). Solvation structure and
transport of acidic protons in ionic liquids: A first-principles simulation study. The
Journal of Physical Chemistry B, 110(17), 8798-8803.

DFG, D. F. (2003). MAK-und BAT-Werte-Liste 2003. Senatskommission zur Priifung
gesundheitsschidlicher Arbeitsstoffe. Mitteilung 39.

Downham, A., & Collins, P. (2000). Colouring our foods in the last and next
millennium. International journal of food science & technology, 35(1), 5-22.

Elhkim, M. O., Héraud, F., Bemrah, N., Gauchard, F., Lorino, T., Lambré, C., ... &
Poul, J. M. (2007). New considerations regarding the risk assessment on
Tartrazine: an update toxicological assessment, intolerance reactions and

maximum theoretical daily intake in France. Regulatory Toxicology and
Pharmacology, 47(3), 308-316.

FDA. 2007. How Safe Are Color Additives. Consumer Update. Food and Drug
Administration, Washington, D.C., 10.

Food Ingredients & Colors. 2010. International Food Information Council. June 29.
Retrieved Feb 15 2012.

44



Gonzédlez, M., Gallego, M., & Valcarcel, M. (2003). Liquid chromatographic
determination of natural and synthetic colorants in lyophilized foods using an
automatic solid-phase extraction system. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 51, 2121-2129.

Gosetti, F., Frascarolo, P., Mazzucco, E., Gianotti, V., Bottaro, M., & Gennaro, M. C.
(2008). Photodegradation of E110 and E122 dyes in a commercial aperitif: A high
performance liquid chromatography—diode array—tandem mass spectrometry study.
Journal of Chromatography A, 1202, 58—-63.

Griffiths, M.D., (2005). A ‘components’ Model of Addiction Within A Biopsychosocial
Framework. Journal of Substance Use, 10, 191-197.

Giilderen, Y., Melek, Y. ve Bayhan, A., 1998. Baz1 Gida Maddelerine Katilan Sentetik
Boyalarin Miktarlarinin Arastirilmasi. The Journal of Good, 23, 195-198.

Giler, Z. ve Eneciir, H., 2005. Draje Yiizeyinde Kullanilan Renklendiricilerin UV/VIS
Spektrofotometre ile Kalitatif ve Kantitatif Olarak Belirlenmesi. Gida Dergisi,
287-292.

Hancock, M., (1997). The Use of Natural Dyes in The UK and The Rest of The Western
Economies Has Been Replaced Commercially By Synthetic Dyes, Based Mainly on
Aniline and Using Petroleum Or Coal Tar As The Raw Stock. Potential for
Colourants from Plant Sources in England & Wales. UK Central Science
Laboratory.

Harp, B. P., Miranda-Bermudez, E., & Barrows, J. N. (2013). Determination of seven
certified color additives in food products using liquid chromatography. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 61, 3726-3736.

Harp, B. P., Miranda-Bermudez, E., Baron, C. 1., & Richard, G. 1. (2012). Qualitative
identification of permitted and non-permitted colour additives in food products
Food Additives & Contaminants: Part A, 29, 886-896.

He, X., Chen, Y., Li, H., Zou, T., Huang, M., Li, H., & Xia, E. (2015). Analysis of
Sudan I in food by QUEChERS combined with ultrasound-assisted dispersive
liquid-liquid microextraction with solidification of floating organic drop
(UADLLME-SFO) prior to HPLC-PAD. Food Science and Technology Research,
21(5), 659-664.

Hunger, K., Mischke, P., Rieper, W., Raue, R., Kunde, K., & Engel, A. (2000). Azo
dyes. Ullmann's encyclopedia of industrial chemistry.

Hu, T.L., 2001. Kinetic of Azo Reductase and Assessment of Toxicity of Metabolic
Products From Azo Dyes by Pseudomonas Luteol. Water Science Technology, 43
(2), 261-269.

lammarino, M., Mentana, A., Centonze, D., Palermo, C., Mangiacotti, M., &
Chiaravalle, A. E. (2019). Chromatographic determination of 12 dyes in meat
products by HPLC-UV-DIODE array detection. MethodsX, 6, 856-861.

Jeannine, D., (2003). The Impact of Perceptual Interactions on Perceived Flavor. Food
Quality And Preference, 14, 137—146.

Jones, R. A. (2000). Quaternary ammonium salts: their use in phase-transfer catalysis.
Elsevier.

45



Kaykioglu, G. ve Debik, E., 2006. Color Removal from Textile Wastewater with
Anaerobic Treatment Processes. Journal of Engineering and Natural Sciences
Miihendislik ve Fen Bilimleri Dergisi, 4, 58-68.

Khanavi, M., Hajimahmoodi, M., Ranjbar, A. M., Oveisi, M. R., Ardekani, M. R. S., &
Mogaddam, G. (2012). Development of a green chromatographic method for
simultaneous determination of food colorants. Food Analytical Methods, 5, 408—
415.

Kirschbaum, J., Krause, C., & Briickner, H. (2006). Liquid chromatographic
quantification of synthetic colorants in fish roe and caviar. European Food
Research and Technology, 222, 572-579.

Kornbrust, D., ve Barfknecht, T., 1985. Testing of 24 Food, Drug, Cosmetic and Fabric
Dyes in The in Vitro and The in Vivo/In Vitro Rat Hepatocyte Primary
Culture/DNA Repair Assays. Environmental Mutagenesis, 7, 101-120.

Lancaster, F.E., ve Lawrence, J.F., 1992. Determination of Total Nonsulphonated
Aromaticaminesin Soft Drinks and Hard Candies Be Reduction and Derivatization
Followed By High Performance Liquid Chromatography. Food Additive
Contaminant, 9, 171-182.

Larsen, J.C., 1991. Erytrosine: Toxicological Evaluation of Certain Food Adddives and
Contaminants. 37th Meeting of JECFA WHO Food Addives Series, 28, 171-180.

Liu, W., Zong, B., Wang, X., Cai, J., & Yu, J. (2019). A highly efficient vortex-assisted
liquid-liquid microextraction based on natural deep eutectic solvent for the
determination of Sudan I in food samples. RSC advances, 9(30), 17432-17439.

Lockey. S.D., 1977. Hypersensitivity to Tartrazine (FD&C Yellow 5) and Other Dyes
And Additives Present in Food and Pharmaceutical Products. Annals of Allergy,
38, 206-210.

Loprieno, N. (1975). International Agency for Research on Cancer (IARC) monographs
on the evaluation of carcinogenic risk of chemicals to man:" Relevance of data on
mutagenicity". Mutation research, 31(3), 210.

Majcen-Le Marechal, A., Slokar, Y. M., & Taufer, T. (1997). Decoloration of
chlorotriazine reactive azo dyes with H202/UV. Dyes and Pigments, 33(4), 281-
298.

Makos, P., Przyjazny, A., & Boczkaj, G. (2018). Hydrophobic deep eutectic solvents as
“green” extraction media for polycyclic aromatic hydrocarbons in aqueous
samples. Journal of Chromatography A, 1570, 28-37.

Maugeri, Z., & de Maria, P. D. (2012). Novel choline-chloride-based deep-eutectic-
solvents with renewable hydrogen bond donors: levulinic acid and sugar-based
polyols. RSC Advances, 2(2), 421-425.

McCann, D., Barrett, A., Cooper, A., Crumpler, D., Dalen, L., Grimshaw, K., ... &
Sonuga-Barke, E. (2007). Food additives and hyperactive behaviour in 3-year-old
and 8/9-year-old children in the community: a randomised, double-blinded,
placebo-controlled trial. The lancet, 370(9598), 1560-1567.

Mejia, E., Ding, Y., Mora, M. F., & Garcia, C. D. (2007). Determination of banned
sudan dyes in chili powder by capillary electrophoresis. Food Chemistry, 102(4),

46



1027-1033.

Minioti, K. S., Sakellariou, C. F., & Thomaidis, N. S. (2007). Determination of 13
synthetic food colorants in water-soluble foods by reversed-phase highperformance
liquid chromatography coupled with diode-array detector. Analytica Chimica Acta,
583, 103-110.

National Toxicology Program. (1982). Carcinogenesis Bioassay of CI Solvent Yellow
14 (CAS No. 842-07-9) in F344/N Rats and B6C3F1 Mice (Feed Study). National
Toxicology Program technical report series, 226, 1.

Natural Food Dyes on Renal and Hepatic Functions in Rats. Toxicology Letters, 95,
155-160.

Nicolet, L. Ve Rott, V., 1_999. Recirculation of Powdered Activated Carbon for The
Adsorption of Dyes In Municipal Wastewater Treatment Plant. Water Science
Technology, 40, 191-198.

Nisa vd, A. Sudan dyes and their potential health effects. Pak. J. Bio Chem. Mol.
Biol, 49(1), 29-35.

Organic Chemistry Portal. n.d. 2020, Viewed 13 August 2020, <http://www.organic-
chemistry.org/topics/ionic-liquids.shtm>.

Ozkaya, 1., Oflar, Z. ve Erkan, T., 2004. Gida Katki Maddeleri ve Toksinler. Saglikta ve
Hastalikta Beslenme. Istanbul:Deomed Medikal Yayincilik 2004: 39-44.

Pandey, A., Singh, P., & Iyengar, L. (2007). Bacterial decolorization and degradation of
azo dyes. International biodeterioration & biodegradation, 59(2), 73-84.

Platzek, T., Lang, C., Grohmann, G., Gi, U. S., & Baltes, W. (1999). Formation of a
carcinogenic aromatic amine from an azo dye by human skin bacteria in
vitro. Human & experimental toxicology, 18(9), 552-559.

Pochivalov, A., Davletbaeva, P., Cherkashina, K., Lezov, A., Vakh, C., & Bulatov, A.
(2018).  Surfactant-mediated microextraction approach using switchable
hydrophilicity solvent: HPLC-UV determination of Sudan dyes in solid food
samples. Journal of Molecular Liquids, 271, 807-814.

Saldamly, 1., 1991. Food Additives and Our Health. Katki Pediatri Dergisi, 12, March-
April, 171-174, Ankara. 21.

Saratale, R. G., Saratale, G. D., Chang, J. S., & Govindwar, S. P. (2011). Bacterial
decolorization and degradation of azo dyes: a review. Journal of the Taiwan
Institute of Chemical Engineers, 42(1), 138-157.

Shahbaz, K., Mjalli, F. S., Hashim, M. A., & AlNashef, I. M. (2011). Prediction of deep
eutectic solvents densities at different temperatures. Thermochimica acta, 515(1-
2), 67-72.

Shen, Y., Zhang, X., Prinyawiwatkul, W., & Xu, Z. (2014). Simultaneous determination
of red and yellow artificial food colourants and carotenoid pigments in food
products. Food Chemistry, 157, 553-558.

Smith, E. L., Abbott, A. P., & Ryder, K. S. (2014). Deep eutectic solvents (DESs) and
their applications. Chemical reviews, 114(21), 11060-11082.

47



Sorouraddin, M. H., Rostami, A., & Saadati, M. (2011). A simple and portabl
multicolour light emitting diode based photocolourimeter for the analysis of
mixtures of five common food dyes. Food Chemistry, 127, 308-313.

Soylak, M., Unsal, Y. E., & Tuzen, M. (2011). Spectrophotometric determination of
trace levels of allura red in water samples after separation and preconcentration
Food and Chemical Toxicology, 49, 1183—-1187.

Sricharoen, P., Limchoowong, N., Techawongstien, S., & Chanthai, S. (2019).
Ultrasound-assisted emulsification microextraction coupled with salt-induced
demulsification based on solidified floating organic drop prior to HPLC
determination of Sudan dyes in chili products. Arabian Journal of Chemistry,
12(8), 5223-5233.

Stiborovd, M., Martinek, V., Rydlova, H., Hodek, P., & Frei, E. (2002). Sudan I is a
potential carcinogen for humans: evidence for its metabolic activation and
detoxication by human recombinant cytochrome P450 1Al and liver
microsomes. Cancer Research, 62(20), 5678-5684.

Sudan III 2019, Viewed 21 May 2020, < https://en.wikipedia.org/wiki/Sudan_III>.

Sun, H., Sun, N., Li, H., Zhang, J., & Yang, Y. (2013). Development of multiresidue
analysis for 21 synthetic colorants in meat by microwave-assisted extraction—
solid-phase extraction—reversed-phase ultrahigh performance liquid
chromatography. Food Analytical Methods, 6, 1291-1299.

Tan, B.T., Teng, T.T. ve Omar, A.K., 2000. Removal of Dyes and Industrial Dye
Wastes by Magnesium Chloride. Water Research, 34, 597-601.

Tan, L, ve Sudan, R.G., 1992. Removing Color from A Groundwater Source. Journal of
Water Works Associate, 84, 79-87.

Tang, B., Xi, C.,, Zou, Y., Wang, G., Li, X., Zhang, L., et al. (2014). Simultaneous
determination of 16 synthetic colorants in hotpot condiment by high performanc
liquid chromatography. Journal of Chromatography B, 960, 87-91.

Temiz, A., Ozbas, S.Y. ve Saldamli., I., 1987. The Parameters in Food Toxicology.
Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 44, Ankara.

Thompson, C. O., & Trenerry, V. C. (1995). Determination of synthetic colours in
confectionery and cordials by micellar electrokinetic capillary chromatography.
Journal of Chromatography A, 704, 195-201.

Topsoy, H., Demirer, A. ve Bozkurt, M., 1991. Baz1 Sekerli Gidalara Katilan Sentetik
Organik Gida Boyalarinin Miktar Tayini. Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi, 48, 21.

Tsuda, S., Matsusaka, N., Madarame, H., Ueno, S., Susa, N., Ishida, K., ... & Sasaki, Y.
F. (2000). The comet assay in eight mouse organs: results with 24 azo
compounds. Mutation = Research/Genetic ~ Toxicology —and  Environmental

Mutagenesis, 465(1-2), 11-26.

Van der, FP., Lettinga, G. ve Field, J.A., 2001. Azo Dye Decolorization by Anaerobic
Granular Sludge. Chemosphere, 44, 1169-1176.

Vidotti, E. C.,; Costa, W. F., & Oliveira, C. C. (2006). Development of a green

48



chromatographic method for determination of colorants in food samples. Talanta,
68, 516-521.

Wagle, D. V., Zhao, H., & Baker, G. A. (2014). Deep eutectic solvents: sustainable
media for nanoscale and functional materials. Accounts of Chemical Research,
47(8), 2299-2308.

Wu, H., Guo, J. B., Du, L. M., Tian, H., Hao, C. X., Wang, Z. F., et al. (2013). A rapid
shaking-based ionic liquid dispersive liquid phase micro extraction for the
simultaneous determination of six synthetic food colourants in soft drinks, sugar
and gelatin-based confectionery by high-performance liquid chromatography. Food
Chemistry, 141, 182-186.

Xu, H., Heinze, T. M., Paine, D. D., Cerniglia, C. E., & Chen, H. (2010). Sudan azo
dyes and Para Red degradation by prevalent bacteria of the human gastrointestinal
tract. Anaerobe, 16(2), 114-119.

Yoshioka, N., & Ichihashi, K. (2008). Determination of 40 synthetic food colors in
drinks and candies by high-performance liquid chromatography using a short
column with photodiode array detection. Talanta, 74, 1408—1413.

Zhang, K., Liu, C., Li, S., Wang, Y., Zhu, G., & Fan, J. (2020). Vortex-Assisted Liquid-
Liquid Microextraction Based on a Hydrophobic Deep Eutectic Solvent for the
Highly Efficient Determination of Sudan I in Food Samples. Analytical Letters,
53(8), 1204-1217.

Zhang, Q., Vigier, K. D. O., Royer, S., & Jerome, F. (2012). Deep eutectic solvents:
syntheses, properties and applications. Chemical Society Reviews, 41(21), 7108-
7146.

Zhu, Y., Wu, Y., Zhou, C., Zhao, B., Yun, W., Huang, S., & Chen, S. (2016). A
screening method of oil-soluble synthetic dyes in chilli products based on multi-

wavelength chromatographic fingerprints comparison. Food Chemistry, 192, 441-
451.

Zou, T., He, P., Yasen, A., & Li, Z. (2013). Determination of seven synthetic dyes in
animal feeds and meat by high performance liquid chromatography with diode
array and tandem mass detectors. Food Chemistry, 138, 1742—1748.

49



OZGECMIS

KIiSISEL BiLGILER

Adi1 Soyadi : Yunus YILMAZ

Dogum Tarihi ve Yeri :20.09.1991 GOLYAKA-DUZCE

Yabanci Dili : Ingilizce

E-posta : yunus8117 @hotmail.com

OGRENIM DURUMU

Derece  Alan Okul/Universite Mezuniyet Yih

Y Lisans Kimya Diizce Universitesi 2020

) Karadeniz Teknik

Lisans  Kimya Yy 2016
Universitesi
Golyaka Cok Programli

Lise .. 2009
Lisesi

YAYINLAR

Ozak, S. S., & Yilmaz, Y. (2020). Ultrasound-assisted hydrophobic deep eutectic
solvent based solid-liquid microextraction of Sudan dyes in spice samples.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 118353.



