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OZET

BAZI GIDALARDA TARTRAZIN VE INDIGOTIN'IN YUKSEK
PERFORMANSLI SIVI KROMOTOGRAFIiSi YONTEMI iLE
TAYINI

Bu calismada Indigotin ve Tartrazin icin yiiksek basingli sivi kromatografisi
ve Diod dizi dedektor kullanarak miktar tayini yontemi gelistirildi.

Kromatografik kosullar; hareketli faz : 6 mM Tetrabutil amonyum
hidrojensiilfat / ACN ; A / B: 57:43, Kolon: Phenomenex, Luna, ODS-2 RP- C18(2) (
5u m, 4.6 x250 mm i.d.), Dedektor: Agilent 1100 Model DAD, 1:258 nm, Indigotin
icin A:610 nm, Tartrazin i¢in A:427 nm ( band genisligi: 4nm) izokritik eliisyon: A:57
B:43, Akis Hizi: 1 mL / dak., enjeksiyon hacmi  : 50 puL, Basing: 138 bar

indigotin i¢in konsantrasyon arahigt: 0,235-3,525 x 10° mol.L", y = 561,01x
+5,5978 (r* = 0,9999); dedeksiyon limiti 0,053 x 10 mol.L™, kantitatif tayin limiti
0,176 x 10” mol.L"

Tartrazin i¢in konsantrasyon araligi: 0,71-7,14 x 10 mol.L™, y =561,01x +
5,5978 (r* = 0,9997); dedeksiyon limiti 0,205 x 10° mol.L™", kantitatif tayin limiti
0,682 x 10° mol.L"!

Geri kazamm Indigotin i¢in % 81,49; Tartrazin i¢in % 84,83 olarak
bulunmustur. Indigotin i¢in 56,00 mg/kg, Tartrazin i¢in 80,72 mg/kg olarak boya

maddeleri tayin edilmistir.

Ocak, 2006 Siileyman Seyhan



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF QUANTIFICATION METHOD FOR
INDIGOTINE AND TARTRAZINE IN SOME COMMERCIAL
FOODS BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHOROMATOGRAPHY

A quantification method was develeoped for ingotine (I) and tartrazine (T) by
high performance liquid choromatography and Diode array detector.

Choromatographic conditions; mobile phase: 6 mM tetrabutylamonium
hydrogensulfate solution / ACN ; A / B: 57:43, Column: Phenomenex, Luna, ODS-2
RP- C18(2) ( 5u m, 4.6 x250 mm i.d.), Dedector: Agilent 1100 Model DAD, A:258
nm, for Indigotine A:610 nm, for Tartrazine A:427 nm (band width: 4nm), Flow rate:
1 mL / dak., injection volume: 50 uL, Pressure: 138 bar

Concentration range for Ingotine: 0,235-3,525 x 10° mol.L”, y = 561,01x +
5,5978 (r* = 0,9999); limit of detection: 0,053 x 10 mol.L™, limit of quantification:
0,176 x 10° mol.L"

Concentration range for Tartrazine: 0,71-7,14 x 10 mol.L, y = 561,01x +
5,5978 (r* = 0,9997); limit of detection: 0,205 x 10” mol.L™", limit of quantification:
0,682 x 10° mol.L"!

The recovery was 81,49 % for Indigotine; 84,83 % for Tartrazine. In
commercial food the amount of Indigotine was 56,00 mg/kg, the amount of

Tartrazine was 80,72 mg/kg.

January, 2006 Suleyman Seyhan
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KISALTMALAR
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

I.1. GIRIS

Gidalara, ¢ekici ve istah agici hale getirmek i¢in ylizyillardir dogal ve sentetik
boya maddeleri katilmaktadir. Her ne kadar son yillarda gida renklendiricilerinin
kullanim1 giivenilirlik nedenleri ile azaltilmis olsa da, cesitli sentetik gida
renklendiricileri hala diinyanin birgok yerinde ucuz, etkili ve stabil oldugu i¢in dogal
boyalar yerine kullanilmaktadir. Cok sayida sentetik boya potansiyel olarak zehirli
oldugundan kullanimlar1 resmi kurumlarca smirlanmigtir. Bu boyalar tek basina ya
da ¢ogunlukla farkli tonlar elde etmek i¢in karisim halinde kullanilmaktadir.

Giin gectikce gerek boya maddelerinin izin verilen limitler iginde olup
olmadigimin kontrolii, gerekse yasaklananlarin bulunup bulunmadiginin tayini igin
yiiksek duyarlilikta yontemlere ihtiya¢ artmaktadir. [1-2]

Tartrazin ve Indigotin icin gesitli iilkelerde yapilan ¢alismalarda ayr1 ayri ve
diger boyalarla birlikte miktar tayini yontemleri ve ¢esitli ticari tirlinlerde tayinleri
rapor edilmistir.

Tartrazin ve Indigotin’in diger boyalarla birlikte yanyana tayini icin literatiirde
yalnizca bir HPLC yo6ntemi verilmistir [1]. Buna karsin her ikisinin ayr ayr diger
boyalarla birlikte tayinine iligkin ¢ok sayida miktar tayini yontemi rapor edilmistir.
Bunlar Tartrazin i¢in diger boyalarla birlikte; 1. Tiirev ve Oran Spektrum-Zero
Crossing Tiirev Yontemi [3-4-5]; Indigotin igin Vierordt’s Metod ve Tiirev
Spektrumu ydntemLeri [6]; Tartrazin ve Indigotin igin ; 1. Tiirev ve Oran Spektrum-
Zero Crossing Tirev Yontemi [7]; Kemometrik yontemLerle: Tartrazine ve

Indigotin diger boyalarla birlikte Kismi Kiigiik Kareler (PLS) ve Temel Bilesen



Regresyon (PCR) yontemLeri [8]; Tartrazin diger bazi boyar maddelerle birlikte es
zamanli olarak PLS ve PCR yontemLeri [9-10], Tartrazin, Sunset Yellow, Amaranth,
Newcoccine [11]; Amarant, Indigotin, New Red, Poncea 4R, Sunset Yellow,
Tartrazin, AlluraRed Anyon Degistirici HPLC [12] ile tayin edilmistir. Buna karsin
Tirkiye’de konuya iliskin calismalar ¢ok smirlidir [6]. Bu sebeple gerek boya
maddelerinin izin verilen limitler i¢cinde olup olmadiginin kontrolii, gerekse temel
safsizliklarinin belirlenmesi agisindan bu ¢alisma 6nem tasimaktadir.

Bu calismada yer alan Tartrazin (E102) renkli icecek, tath, regel, tahil,
konserve ve hazir corbalarda kullanilmaktadir. Cocuklarda kurdesen, (FDA’nin
tahmini 1/10.000) astim krizi ve hiperaktivite gibi bazi hastaliklara neden oldugu
ileri stiriilmektedir. Avrupa Birligi {llkelerinden Norve¢ ve Avusturya’ da
yasaklanmigtir. (www.foodag.com)

Ote yandan sentetik komiir katrani tiirevi oldugu bilinen Indigotin (E132)
yaygin olarak tablet ve kapsiillere eklenmekte ve bircok gidada renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Indigotin icin bulanti, kusma, yiiksek tansiyon, deri dokiintiisii ve
alerjik reaksiyonlar yan etki olarak bildirilmistir.(www.foodag.com) Indigotin’in
kullanim1 Norveg ‘te yasaklanmistir. Buna karsin, hayvan denemelerinde teratojenik
ve karsinojenik etkisi saptanmamustir. [13-14] Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada
ise, P450 rediiktaz ile reaksiyonu sonucu siiperoksit radikal olusturdugu ve bu
radikalin lipid peroksidasyon nedeniyle yag zarlarinda hasara neden olabilecegi

bildirilmistir. [15]

1.2. AMAC

Bu caligmada Tiirkiye’de pazarda bulunan baz1 gidalarda boya olarak kullanilan
Tartrazin E(102) ve Indigotin’in E(132) Ters Fazli-Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (RP-HPLC) yontemi ile Diod Dizi Dedektor kullanilarak tayini
yapilip, kullanilan yontem ve yontemin dogrulanmasi (validasyon) konusunda
deneyim kazanilmas1 amaglanmstir.

Bu calismada M. Gonzalez ve arkadaslarinin ¢alismasi [1] temel alinarak,
kullanilan yontem kesinlik, dogruluk, 6zgiinliik, saglamlik ve geri kazanim agisindan
dogrulanacaktir. Pazarda bulunan bazi iceceklerde Tartrazin E(102) ve Indigotin’in

E(132) Tirk Gida Tebliginde belirtilen limitler iginde olup olmadig1 saptanacaktir.
2]



BOLUM I1

GENEL BIiLGILER

II.1. TARTRAZIN
I1.1.1. Ozellikleri
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Sekil II.1. Tartrazin’in agik formiilii
Tartrazin : Trisodyum 5-hidroksi-1-(4-siilfanato-fenil)-4-(4-

sulfanatofenilazo)-H-prizol-3-karboksilat (sodyum tuzu), E102, [16-17]
Kapali formiili  : C;6HoN4Na3O9S,
Molekiil Agirhigr : 534,37 g/ mol
Amax : 425 nm suda
Erime Noktasi :300 °C
Rengi : Ac¢ik Turuncu
Cozilintirligii : 300 mg /mL H,O
0,8 mg /mL EtOH [16-17]



I1.1.2. Kullanim Alanlar

Yiin, ipek, naylon, deri ve kagit boyamada, miirekkep hazirlanmasinda, sabun
ve kazein plastik boyanmasinda kullanilir. Yiiksek safliktaki formu gida boyasi
olarak kullanilir. Ayrica hayvan histolojisinde kontrast boya olarak kullanilir. [16-

17]
I1.2. INDIGOTIN

I1.2.1. Ozellikleri

0

S
‘ iMTJ o

Sekil 11.2. Indigotin’in agik formiilii

Indigotin : 3,3’ dioksi-2,2’bi-indoliliden-5.5’sodyum distilfonat
(di siilfonik asit sodyum tuzu) E132, indigocarmine [16-17]
Kapali formiili  : C;sHsN,NayOsS,
Molekiil Agirligr : 466,36g / mol
Amax : 608 nm suda
Erime Noktasi :325°C
Rengi : Koyu Mavi
Cozilintirligii : 3 mg /mL H,O
3 mg /mL EtOH [16,17]

11.2.2. Kullanim Alanlarn

Tekstil boyasi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaz. Plazma i¢in kontrast boyasi
olarak kullanilir. [16,17 ]



I1.3. YONTEM DOGRULAMASI (VALIDASYON)

Analitik yontem dogrulamasi, yontemin amaglanan analitik uygulamanin tiim
gereklerini karsiladiginin, laboratuar ¢aligmalar ile kanitlanmasi islemidir.

Dogrulamanin yapilmasi gereken durumlar:

e Taninma testleri

e Safsizliklarin miktar tayini

e Safsizliklarin limit testleri

¢ Bitmis iiriinde etken maddenin (ya da secilen bagka bir maddenin) kantitatif

analizi

Analitik Yontem Parametreleri:
a) Ogzgiinliik (Specifity)
b) Dogrusallik (Linearity)
¢) Konsantrasyon araligi (Range)
d) Dogruluk (Accuracy)
e) Kesinlik (Precision)
¢ Giin i¢inde tekrarlanabilirlik (Repeatability)
o Gilinler arasi tekrarlanabilirlik (Intermediate Precision)
e Labaratuvarlar aras1 tekrarlanabilirlik (Reproducibility)
f) Dedeksiyon limiti (Dedektion Limit -LOD)
g) Kantitatif tayin limiti (Quantitation Limit-LOQ)
h) Saglamlik (Robustness)
1) Sistem uygunluk testi (System Suitability Testing)

I1.3.1. Ozgiinliik

Validasyonun en onemli parametresidir, metod gelistirilirken ilk yapilmasi
gereken testtir. Tki sekilde gerceklestirilir:

a) Safsizliklar ve bozunma iiriinleri gibi girisim yapabilecek maddelerin standartlari
mevcutsa gelistirilen yontemde bu maddelerin etken maddeden uygun bir ayrilma
giicli degerleriyle ayrildig ispat edilmelidir.

b) Girisim yapan maddelerin standartlar1 saglanamiyorsa, drnek 1s1 1s1k, nem, asit,
baz, oksidasyon gibi stres sartlarina maruz birakilip sonuclar referans maddeyle

karsilastirilir.



I1.3.2. Dogrusallik

Bu test, standart stok cozeltisinin seyreltilmesiyle ve/veya ayri tartimlar
almarak gergeklestirilir. Dedektor cevabina karsilik konsantrasyon grafigi ¢izilir
(kalibrasyon egrisi). Egrinin dogrusallig1 en kiiciik kareler yontemi ile degerlendirilir.

Dogrunun egimi, kayim degeri, korelasyon katsayis1 dogrusallig1 belirler.

I1.3.3. Konsantrasyon Araligi

Yontemin dogruluk, kesinlik, dogrusallik, testlerini gectigi konsantrasyon
araligidir ve dogrusallik calismalarindan metodun sinirlar1 belirlenir. Incelenen

konsantrasyon aralig1 yontemin kullanimina gore degisir.

I1.3.4. Dogruluk

Bir yontemin dogrulugu, ol¢iilen miktarin ger¢ek degere yakinligi olarak
tanimlanir. Genellikle geri kazanim ¢aligmasi yapilmakla beraber, bu test ii¢
yontemle gerceklestirilir:

a) Standart ile karsilastirma: Analiz edilecek madde karisik bir matriks i¢inde degilse
bu yontemden yararlanilir. Saf standart madde saglayan kuruluslardan analiz
maddesinin standardi satin alimir. Farkli tartimla hazirlanmis en az 3 farklh
konsantrasyondaki ¢ozeltilerden 3 defa olgiim yapilir, ¢ikan sonuclar baska bir
yontemle elde edilen sonuglarla kiyaslanir ve rapor edilir.

b) Geri kazanim: Analiz edilecek madde karisik bir matriks i¢inde ise bu yontemden
yararlanilir. Placebo hazirlanir ve etken maddesinin % 50, 75, 100, 125, 150 ¢ sini
iceren konsantrasyonlarda ¢ozelti hazirlanir ve geri kazanim hesaplanr.

c¢) Standart katma yontemi: Analiz edilecek madde karisik bir matriks iginde ise ve
matriks hazirlamak imkansiz ya da ¢ok zorsa bu yontem tercih edilir.

Sonuglar % olarak veya belirli bir giiven araliginda bulunan degerin gergek

degerden farki seklinde ifade edilir.



I1.3.5. Kesinlik

Uge ayrilir:

a) Giin i¢i tekrarlanabilirlik: Metodun kisa bir zaman igerisinde ayni uygulama
kosullarindaki kesinligidir. %100 konsantrasyonda hazirlanan tek bir 6rnegin en
az 10 defa enjeksiyonu yapilir veya yontemin sinirlart igerisinde alinan 3
konsantrasyondan 3’er enjeksiyon yapilir. Pik alam1 veya pik yiiksekligi
degerlerinin bagil standart sapmasi hesaplanir.

b) Giinler aras1 tekrarlanabilirlik: Yontemin farkli analizciyle, farkli cihazda, farkh
giinlerde uygulanmasidir.

c) Laboratuarlar  aras1  tekrarlanabilirlik:  Farkli  laboratuarda  yontemin
uygulanmasidir.

Pik alani veya pik yiiksekligi degerlerinin standart sapmasi ve bagil standart

sapmasi hesaplanir.

I1.3.6. Deteksiyon Limiti

Deteksiyon limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimantal olup olmadigina
gore birkag¢ yaklagim vardir:

a) Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan
miktar tayini yonteminde kullamilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlari hazirlanir
ve giivenilir bir sekilde 6l¢iilebilecegi minimum konsantrasyon bulunur.

b) Sinyal/Glirtiltii oranina dayanan ydntem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan
ornek c¢ozeltisiyle elde edilen sinyalin baseline giiriiltiisiine oran1 3:1 olmalidir.

¢) Kalibrasyon egrisinden yararlanarak istatiksel hesaplamalara dayanan yontem.

I1.3.7. Kantitatif Tayin Limiti

Kantitatif tayin limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimantal olup
olmadigina gore birkag¢ yaklagim vardir:

a) Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan
miktar tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlar: hazirlanir
ve dogru ve kesin olarak tayin edilebildigi minimum konsantrasyon hesaplanir.

b) Sinyal/Gliriiltii oranina dayanan yontem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan
ornek ¢ozeltisiyle elde edilen sinyalin baseline giiriiltiisiine oran1 10:1 olmalidir.

¢) Kalibrasyon egrisinden yararlanarak istatiksel hesaplamalara dayanan yontem



I1.3.8. Saglamhik

Yontem parametreleri {izerinde kasitli olarak degisiklik yapildiginda,
sonuclarin ne kadar etkilendiginin saptanmasi amaciyla yapilan testtir.

S1vi kromatografi yonteminde asagidaki degisiklikler yapilabilir:

e Hareketli fazin pH’s1

e Hareketli faz bileseni

e Farkli kolon (farkli lot numaral1 veya farkli firmadan)

e Sicaklik

o Akis hiz1

I1.3.9. Sistem Uygunluk Testleri

Bu testler, analiz edilecek ornege, analitik uygulamaya, kullanilan cihaza baglh
olarak gelistirilen testlerdir. HPLC yonteminde USP 26’ya gore uygulanmasi
gereken sistem uygunluk parametreleri kapasite faktorii (k’), kolon ayirma giicii (R),
pik kuyruklanma faktorii (T), RSD tekrarlanan enjeksiyonlarin bagil standart
sapmasidir. k’ 1-5 arasinda (18), R>2 (19), T=1 (20) RDS <2 (20) olmalidir.

I1.4. PIK OZELLIKLERINE iLISKIN PARAMETRELER
(20)




I1.4.1. Kapasite Faktori

k'": Kapasite faktorii, Ty: Olii zaman, Tg: Pik alikonma zamani olmak iizere,

TR_T:)

k=it

1,

formiiliiyle hesaplanur.
I1.4.2. Kuyruklanma Faktorii
T: Kuyruklanma faktorii, Ws: Olgiilen pik yiiksekligi degerinin % S'indeki pik

genisligi (dk), t,: Olgiilen pik yiiksekligi degerinin % S5'inde, pik baslangic zamam

ile alikonma zamani arasindaki fark olmak iizere,

W,

T= _..5_‘.9..
2,

formiiliiyle hesaplanur.

I1.4.3. Ayirma Giicii

R: Ayirma giicii, T;: 1. pike ait akkoruna zamani, T: 2. pike ait alikonma zamani,
Wi: 1. pike ait pik genisligi degerleri (dk), W,:2. pike ait pik genisligi degerleri (dk)
ve T1 < T, olmak iizere,

W, +W,



I1.5. KULLANILAN iSTATiISTIKSEL YONTEMLER (21)

I1.5.1. Standart Sapma (SD)
Z(x:‘ "f)
s= ]}—’
n-1

I1.5.2. Bagil Standart Sapma (Varyasyon Katsayisi, RSD)

RSD = 100 >
X

I1.5.3. En Kiicik Kareler Yontemi

Konsantrasyona karsi dedektor cevabi grafigi cizilerek hazirlanan olgii
egrisinde en kiiciik kareler yontemiyle elde edilen dogrunun denklemi asagidaki

formiillerle hesaplanir:

Z{(x.‘ -fxy,- _5")}

Dogrunun egimi ‘b= -

Z (x , —X)
Dogrunun kayim degeri ca=y-bx
y = ax + b denkleminde hesaplanan a ve b degerleri yerine koyularak dogru denklemi
bulunur.

Y &, - X, - 7

Korelasyon katsayist : r= ! -

[Ee-o]zo-»]"

olarak hesaplanir.
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I1.5.4. Ortalamanin Giiven Arahgi
gt xs/vn

I1.5.5. Iki Ortalamanin Karsilastirilmasi
o &%)

1 1
5 ’«—+-~
n m

§2= (”1 “1)’12 "'("2 "'1)522

(2, +n, "2)
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BOLUM III

TEZ CALISMALARI

II1.1. GEREC VE YONTEM

II.1.1. Kimyasal Maddeler

Indigocarmine [(3,3’dioksi-2,2 bi-indoliliden-5.5’sodyum disiilfonat (disiilfonik
asit sodyum tuzu)], Tartrazine [(Trisodyum 5 -hidroksi- 1-(4-siilfanato-fenil)-4-(4-
sulfanatofenilazo)-H-prizol-3-karboksilat (sodyum tuzu)] Ilsan ila¢ San A.S. ve
Soyigit Baharat A.S.’den temin edilmistir. Asetonitril (HPLC saflikta) Riedel-deHaen,
Asetik asit Merck, TBAHS (Tetrabutilamonyum hidrojen siilfat) Sigma, CTMAB

(Setiltrimetil amonyum bromiir) Merck firmalarindan satin alinmistir.

II1.1.2. Geregler

HPLC sisteminde Agilent 1100 model pompa, Agilent 1100 model dedektor,
Agilent 1100 model gaz uzaklastirici, Rheodyne 77251 model enjeksiyon sistemi,
50uL’lik loop, Luna ODS-2 RP- C18(2) ( S5p m, 4.6 x250 mm i.d.) ozellikte kolon
kullanilmistir. Sonuclarin degerlendirilmesinde Agilent Chemsitation bilgisayar

sistemi kullanilmistir. Hareketli fazin siiziilmesi i¢in AFO-0502 0.45um, 45mm
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naylon filtreler orneklerin sisteme enjeksiyonu i¢in 500uL ‘lik hamilton enjektor

kullanilmastir.

Tartimlar i¢in Shimadzu AEX —220G terazi, pH 6l¢limleri i¢in mettler Toledo
MP 220 Ph metre ve elektrodu kullanilmistir. pH metre kalibrasyonu icin WTW
pH:4,00 ve pH:7,00 tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.

Spektrofotometrik Ol¢limler i¢in Shimadzu 2100S model spektrofotometre,
lem gecis yollu kuartz kiivetler kullanilmistir. Genex beta S0uL. ve Eppendorf 1000
uL’lik pipetler, LC 30 Model ultrasonic banyo, distile su i¢in GFL 2004 ve Millipore
Q-RG cihazlart kullanilmigtir. Cozeltilerin hazirlanmasinda Tkamag Rh magnetik
karistirici, gezi kazanim ¢aligmalari sirasinda drnegin siiziilmesi sirasinda Watmann

mavi banth siizge¢ kagidi kullanilmistir. Volumetrik kaplar oda sicakliginda distile

su ile kalibre edildi.

II1.1.3. Cozeltiler

I11.1.3.1. Hareketli Fazlar
Hareketli Faz I

Coziicii A: 0.29 g CTMAB tartilip 450mL ACN de ¢oziilerek bidistile suile 1 L ye
tamamlandi. Manyetik karistiricida (Ikamag Rh) 15 dakika karistirildiktan sonra

stiziilerek hazir hale getirildi. Coziicti B: ACN
Hareketli Faz I1

Coziicii A: 6 m mol TBAHS icin 2.0372 g TBAHS tartilip bidistile su ile 1 L ye
tamamlandi. Manyetik karistiricida (Ikamag Rh) 15 dakika kanstirildiktan sonra
stiziilerek hazir hale getirildi. Coziicii B: ACN (A/B : 60:40)

Hareketli Faz I11

Coziicii A: 6 m mol TBAHS i¢in 2.0372 g TBAHS tartilip bidistile su ile 1 L ye
tamamlandi. Manyetik karistiricida (Ikamag Rh) 15 dakika karistirildiktan sonra
stiziilerek hazir hale getirildi. Coziicii B: ACN (A/B : 57:43)
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I11.1.3.2. Tampon Cozeltiler
Tampon cozelti I

0.1 M Ac / NaAc tamponu (pH:4,7): 5.8 mL glacial asetik asit alinarak bidistile su ile
1 L ye tamamlandi. NaAc i¢in 13.6 g NaAc tartilarak bidistile su ile 1 L ye
tamamlandi. 440 mL asetik asit ve 560 mL sodyum asetat ¢ozeltileri karistirilarak

pH: 4.7 olan tampon hazirlandi.
Tampon cozelti 1T

0.3 M Ac/NaAc tamponu (pH:4,7): 17.4 mL glacial asetik asit alinarak bidistile su
ile 1 L ye tamamlandi. Sodyum asetat i¢in 40.8 g sodyum asetat tartilarak bidistile su
ile 1 L ye tamamlandi. 440 mL asetik asit ve 560 mL sodyum asetat ¢ozeltileri

karistirilarak pH: 4.7 olan tampon hazirlandi.

I11.1.3.3. Stok Cozeltiler

Her bir stok ve seyreltilmis ¢ozelti taze olarak hazirlanmistir.

Stok ¢ozeltiler: 0.011g Tartrazine ve 0,011 g Indigotin tartilarak ayr1 ayr1 10 mL lik

balon jojede su ile ¢oziindiiriilmiistiir.

I11.1.3.4. Ornek Hazirlama

Ornek cozelti I:

1. Seyreltme: Stok ¢dzeltilerinden alinan 2,5 mL Tartrazin ve 2.5 mL Indigotin ayri

ayr1 10 mL lik balon jojelere alinip su ile seyreltilmistir.

2. Seyreltme: ImL Tartrazine ve 1mL indigotin ayr1 ayr1 10 mL lik balon jojelere
almarak 0.1 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu ile hacmi 10 mL ye

tamamlanmistir.
Ornek ¢ozelti IT:

1. Seyreltme: Stok ¢ozeltilerinden alinan 1 mL Tartrazin ve 1 mL Indigotine 10 mL

lik balon jojeye alinip su ile seyreltilmistir.

2. Seyreltme: 1mL Tartrazine ve 1mL Indigotin alinarak 0.1 M Asetik asit / Sodyum

Asetat (pH:4.7) tamponu ile hacmi 10 mL ye tamamlanmistir
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Ornek cozelti IT1:

1. Seyreltme: Stok ¢dzeltilerinden alman 1 mL Tartrazin ve 1 mL Indigotine 10 mL

lik balon jojeye alinip su ile seyreltilmistir.

2. Seyreltme: 1mL Tartrazine ve 1mL Indigotin alinarak 0.3 M Asetik asit / Sodyum

Asetat (pH:4.7) tamponu ile hacmi 10 mL ye tamamlanmistir

I11.1.3.5. Huizlandirilmis Bozundurma Cahsmalarinda Kullamilan

Cozeltiler
Indigotin ve Tartrazin stok ¢ozeltilerinden 5 mL alinarak iizerlerine Tablo.
III.1 ’de verilen test ¢ozeltilerinden 5’er mL ilave edilir. Tabloda gosterilen deney

protokolii uygulanir.

I11.1.4. Kromatografik Kosullar

Kapasite faktorii hesaplamalarinda kullanilmak iizere kolonda alikonmayan
madde olarak 0.3 M asetat tamponu ¢dzelti piklerinden biri se¢ildi. HPLC sisteminde
calisma kosullar1 asagidaki gibidir.

Hareketli faz : 6 mM TBAHS c¢ozeltisi/ ACN ; A/B
Kolon : Luna ODS-2 RP- C18(2) ( Sum, 4.6 x250 mm i.d.)
Dedektor : DAD 258 nm ( band genisligi: 4nm)

Izokritik eliisyon : A:57 B:43
Akis Hizi : 1 mL / dak.
Enjeksiyon hacmi : 50 uL

Basing : 138 bar
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Tablo II1.1. Hizlandirilmis bozundurma ¢alismalarinda uygulanan deney protokolii

Deney | Alinacak stok | Eklenecek | Deney sartlari| Deney | Deney sonrasi uygulanan islemler
No | ¢ozelti (mL) | test ¢cozeltisi Stiresi
(5mL) (saat)
4mL 6rnek alinir > Sogutulur >
80 °C” de 2 mL NaOH ilave edilir > 0,3 M
1 5mL 0,5 N HCI 4 asetat tamponu ile 10 mL’ye
1sitma
tamamlanir.
4mL 6rnek alinir > Sogutulur >
2 mL HClI ilave edilir > 0,3 M
2 80°C’d 4 . ’
5 mL 0,5 N NaOH ¢ asetat tamponu ile 10 mL’ye
1sitma
tamamlanir.
4mL 6rnek alinir > Sogutulur >
3 80 °C’ de 4 0,3 M asetat tamponu ile 10 mL’ye
5mL Su
1sitma tamamlanir.
4mL 6rnek alinir > Sogutulur >
0 : 5
4 ey %3 H,0, 80 °C’ de 4 0,3 M asetat tamponu ile 10 mL’ye
1sitma tamamlanir.
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II1.2. BULGULAR
I11.2.1. On Denemeler

I11.2.1.1. Spektrofotometrik Calismalar

Indigotin ve Tartrazin’e iliskin alinan spektrumlar Sekil IIL.1. ve Sekil 111.2° de

verilmistir.

*DAD1, 6.526 (145 mAU, - ) Ref=6.026 & 7.826 of SEY00196.D

\
600 nm

| | | |
200 300 400 500
Sekil IIL1. ingidotin’in (I) 0.3 M Asetik asit/Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponundaki absorbsiyon
spektrumu (C; =2,35 x 10° mol.L™)

*DAD1, 11.106 (84.2 mAU,Apx) Ref=9.926 & 13.486 of SEY00194.D

3
>
()

P N W A o
O O O O O o o o

\ \ \ \ \
200 300 400 500 600 nm

Sekil II1.2. Tartrazin’in (T) 0.3 M Asetik asit/Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponundaki absorbsiyon
spektrumu (Cp =2,05 x 10 mol.L™")




I’nin safsizliklarina ait spektrumlar Sekil 111.3’de verilmistir.

*DADL, 5.074 (18.1 mAU, - ) Ref=6.753 & 8.859 of SEYHANL36.D

mAU
15
125
10
75
5

25
0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

[
200 300 400 500 600 nm
*DADL, 7.976 (146 mAUApX) Ref=9.166 & 10373 Of SEYHANI36.D

120
100

58388

[
200 300 400 500 600 n
*DADL, 9.227 (24.2 mAU, - ) Ref=11.046 & 12479 of SEYHANL36.D

3

20

15

10

*DADL, 11.587 (13.3 mMAU,Apx) Ref=13.746 & 15.213 of SEYHANL36.D

mAU
12
10

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

[
200 300 400 500 600 nm

Sekil I11.3. 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponundaki I’in sirasiyla birinci, ikinci,
ligiincii ve dordiincii safsizliklarina ait absorbsiyon spektrumu (C; =2,35x10” mol.L™", A =610 nm)

o N B O
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I11.2.1.2. Kromatografik Calismalar

Kromatografik yontemler segicilik ve duyarlilik bakimindan spektrofotometrik
yontemlerden istiindiir. Ayrica sentetik boya maddelerinin safliginin yiiksek
olmamasi; 151k ve 1stya dayaniksizliklari, toksik olmalari nedeniyle daha duyarh
yontemlerle tayinleri son yillarda énem kazanmustir. Indigotin ve Tartrazin’in de
aralarinda bulundugu ¢ok sayida dogal ve sentetik boyanin yan yana analizi

On-Taramali DAD-HPLC iyon ¢ifti yontemi ile tayin edilmistir [1].

Baslangic olarak M. Gonzalez ve arkadaglarinin ¢aligmasi [1] temel alinmustir.

Bu calismanin kromatografik kosullar1 asagida verilmistir:

Hareketli Faz : Su (0,29g / L CTMAB) Orto fosforik asit ile pH = 5,5: ACN
Dedektor : SPD M6A UV-DAD
Kolon : Luna ODS-2 RP- C18 ( Sum, 15 cm x 4.6 mm i.d.)

Dereceli Eliisyon : ACN %45 - %65 ( 0 dak.-6,5 dak.)
Akis Hiz1 : 2 mL / dak.

M. Gonzalez ve arkadaslarinin c¢aligmasi [1] temel alinarak asagidaki kosullarda

calisiimustir.
Kromatografik kosullar:
Hareketli faz : A: 0.29 g CTMAB 450 mL ACN’ de ¢0ziildi.550 mL su ilave

edildi. B: ACN (Hareketli faz I)

Kolon : Luna ODS-2 RP- C18(2) ( Spm, 4.6 x250 mm 1i.d.)
Dedektor : DAD ( band genisligi: 4nm)

Dereceli Eliisyon : A: %60 B:%40 ( 5dak.-17dak.)

Akis Hizi : 1 mL / dak.

Bu kosullar altinda yapilan 6n denemeler sonucu ¢aligilan maddelerin alikonma
zamanlarimin uzun oldugu goézlenmistir. Bunun sebebinin kullanilan iyon ¢ifti
olusturucu madde CTMAB ‘nin uzun lipofilik zinciri oldugu diisiiniilmistiir. Ayrica
CTMAB ile C18 kolonun lipofilik zinciri arasinda kurulmas: gereken denge 48 saatte
bile kurulamamigtir. Tablo 2’de goriilen dereceli eliisyon uygulamasina ragmen

alikonma zamanlarinin uzun ve tekrarlanabilir sonuglar alinmadigi gozlenmistir.
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Tablo II1.2. Hareketli faz I ile dereceli eliisyon

Zaman (dk.) % A % B
0 60 0
5 60 40
17 60 40
18 60 0

Sekil II1.4, Sekil II1.5, Sekil II1.6 ve Sekil I11.7 incelendiginde piyasada {iriinii
bulunan gida firmasindan temin edilen I ve T boyalarinin 48 saat ara ile
enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlarda alikonma zamanlar1 arasindaki

farkliliklar goriilmektedir.

DAD1 A, Sig=258,4 Ref=off (SEYHAN\SEYHAN34.D)

mAU 5
U] 5 5%
) 0 (>}
4 Sl
80+
60+
—
| S
40 N S
il o @ —
|Te} [0)}
—
o

0 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 mi

Sekil II1.4. Gida Firmasindan temin edilen I ve safsizliklarna iliskin kromatogram C;: 5.896 x107
mol.L"

Kromatografik kosullar:

Hareketli faz :(0.29 g CTMAB 450 mL ACN +550 mL Su) / ACN; A/B
Kolon : Luna ODS-2 RP- C18(2) ( 5p m, 4.6 x250 mm i.d.)
Dedektor : DAD 258 nm ( band genisligi: 4nm)

Dereceli Eliisyon : A: %60 B:%40 ( 5dak.-17dak.)

Akis Hiz1 : 1 mL / dak.
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DADL1 A, Sig=258,4 Ref=off (SEYHAN\SEYHAN33.D)
mAU

80+

60

| \
10 12.5 15 175 mi

1 [
0 2.5 5 7.5

Sekil I11.5.Gida Firmasindan temin edilen T’e iligkin kromatogram C 1: 5.125 x10” mol.L"!
Kromatografik kosullar Sekil I11.4°deki gibidir.

DAD1 A, Sig=258,4 Ref=off (SEYHAN\SEYHAN56.D)
I N
mAU 0 E‘é
] 0 »
80+
604
N I
- g
40+ N S
204
0.
T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T ‘ T T T T
0 2.5 5 7.5 10 125 15 175 mi

Sekil II1.6. Gida Firmasindan temin edilen I ve safsizliklarina iligskin kromatogram (48 saat sonra)
C:5.896 x10° mol.L”" Kromatografik kosullar, Sekil II1.4’deki gibidir.
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DADL1 A, Sig=258,4 Ref=off (SEYHAN\SEYHANS57.D)
mAU

80+

60

2.146

40-

0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 175 mi

Sekil II1.7. Gida Firmasindan temin edilen T’¢ iliskin kromatogram (48 saat sonra) C 1 : 5.125 x107
mol.L"  Kromatografik kosullar, Sekil I11.4°deki gibidir.

Sekil 111.4, Sekil I11.5, Sekil I11.6, ve Sekil I11.7 incelendiginde;
a. Indigotin’e ait birden fazla pik gézlenmistir

b. Indigotin piklerinin alikonma zamanlarmin uzun olmasi, kantitatif analiz igin
ayirma giiciiniin (resolusyon) diisiik olmas1 ve tekrarlanabilir olmamas1 agisindan
uygun degildir. ( Sekil I11.4 ve Sekil II1.6)

c. Tatrazine ait alikonma zamaninin uzun oldugu ve tekrarlanabilirlik sorunun

devam ettigi gozlenmistir. ( Sekil II1.5 ve Sekil 111.7)

111.2.1.2.a. Hareketli Faza Tetrabutil Amonyumhidrojensiilfat ilavesi ile Yapilan

Calismalar:

Elde edilen bu kromatogramlar yukarida belirtilen nedenlerle istenilen
sonuglart vermemistir. M.Gonzalez ve arkadaslarinin ¢alismasi terk edilerek baska
bir iyon c¢ifti olusturucu madde kullanilmistir. Zincirinin daha kisa ve diiz
olmamasinin ayirma giiclinii arttiracagi diistiniilerek Tetrabutil
amonyumhidrojensiilfat (TBAHS) secildi. Hareketli faz olarak A : 6 mM TBAHS 1n
sudaki cozeltisi ve B: ACN; A/B:60:40 oraninda kullanildi. (Hareketli faz II)
Dereceli eliisyona gerek olmadan I ve safsizliklarin birbirinden etkin bir sekilde
ayrildigi gozlendi. Sekil-10°da bu kosullarda I ve T karisiminin enjeksiyonundan

elde edilen kromatogram goriilmektedir. Toplam analiz siiresi ayni olmakla birlikte
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ana madde pikleri ve safsizliklar birbirinden daha 6nceki sisteme gore daha iyi

ayrilmistir.
DAD1 A, Sig=258,4 Ref=off (SEY\SEY00064.D)
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Sekil I11.8. Gida Firmasindan temin edilen I ve T e iliskin kromatogram C:2.35x10°mol.L!
C1:2,05x10°mol.L" Ornek Cozeltisi: 0.1 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu
Kromatografik kosullar:

Hareketli faz : 6mM TBAHS/ACN;A/B

Kolon : Luna ODS-2 RP- C18(2) ( 5n m, 4.6 x250 mm i.d.)
Dedektor : DAD 258 nm ( band genisligi: 4nm)

[zokritik eliisyon : A: 60 B:40 Akis Hizi  : 1 mL/dak.

Alikonma zamanlarini kisaltmak amaciyla hareketli faz I oranlar1 Tablo II1.3” deki

gibi degistirildi.

Tablo I11.3. Hareketli faz II’ nin farkli oranlarinda I ve birinci safsizligi ile T’e ait k’, T, R degerleri.

Birinci Safsizhk Indigotin Tartrazin
Hareketli Faz S) (1) R® (T)
I S/1

Oram K’ Tx T K’ Tr T K’ Tx
60:40 2.016 | 6.487 | 1.436 | 2.503 | 7.581 | 1.287 | 1.603 | 5.43 | 13.826
59:41 1.85 | 6.151 | 1.490 | 236 | 7.257 | 1.264 | 1.610 | 4.98 | 12.874
58:42 1,69 | 5805 | 1.438 | 222 | 6944 | 1.243 | 1.618 | 4.57 | 11.987
57:43 1.532 | 5.444 | 1352 | 2.08 | 6.626 | 1.233 | 1.611 | 4.14 | 11.127
55:45 1.80 | 6.041 195 | 6.347 | 1.309 | 1.218 | 3.72 | 10.150

*) Indigotin’e ait birinci safsizlik piki ile Indigotin ana pikinin resoliisyonuna ait degerler.

Tablo II1.3 ‘deki sonuglar incelendiginde, ¢alisilan hareketli faz oranlari arasinda I’e
ait birinci safsizlik ile I piki arasinda ayrilma faktorii, kapasite faktorii degerleri

acisindan anlamli bir fark yoktur. Analiz siiresinin kisaligi bakimindan optimum
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hareketli faz 57:43 (hareketli faz III) secilmistir. Bu kosullarda alman I ve

safsizliklar1 ile T in birlikte enjeksiyonuna ait kromatogram Sekil I11.9°da verilmistir.

DAD1 A, Sig=258,4 Ref=off (SEY\SEY00073.D)
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Sekil II1.9. Gida Firmasindan temin edilen I ve T’e iligkin kromatogram C1 :2,35x10°mol.L",
Cr :2,05x10°mol.L" Ornek Cozeltisi: 0.1 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu

Kromatografik kosullar:

Hareketli faz :6mM TBAHS/ACN;A/B

Kolon : Luna ODS-2 RP- C18(2) ( 5p m, 4.6 x250 mm i.d.)
Dedektor : DAD 258 nm ( band genisligi: 4nm)

[zokritik eliisyon : A: 57 B:43

Akis Hiz1 : 1 mL / dak.

Miktar tayini ¢aligmalarinin gergeklestirildigi kromatografik kosullar asagidaki
gibidir.

Kromatografik kosullar:

Hareketli faz :6mM TBAHS/ACN;A/B
Kolon : Luna ODS-2 RP- C18(2) ( Sum, 4.6 x250 mm i.d.)
Dedektor : DAD ( band genisligi: 4nm)

Izokritik eliisyon : A: 57 B:43
Akis Hiz1 : 1 mL / dak

Bundan sonraki asamada sadece oOrnek ¢ozeltisinin (enjeksiyon c¢ozeltisi)

hazirlanmasinda degisiklik yapilmistir.
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II1.2.1.2.b. Ornek (Enjeksiyon) Cézeltisinin Hazirlanmast ve Pik Parametrelerinin

Gelistirilmesi

Kantitatif analize uygun olmayan I’e ve T’e ait pik parametreleri asagida

verilmigtir. (Tablo II1.3)

I’e ait pik parametreleri

Kapasite faktorii (k) :2.08

Kuyruklanma faktori (Ty) :1.233

Ayirma faktorii ( Rgyp) 11,611

T’e ait pik parametreleri

Kapasite faktorii ( k) :4.14

Kuyruklanma faktori (Ty) : 1.858 ( R>2(19), T=1 (20))

Yukardaki degerleri kantitatif analize uygun duruma getirmek i¢in I1.1.3.4’de

belirtilen 2. seyreltmelerde sirasiyla asagidaki ¢oziiciiler kullanilmustir.
Ornek I : Coziicii: hareketli faz 111

Ornek 11 : Coziicii: bidistile su

Ornek III : Coziicii: 0.1 M Ac / NaAc tamponu

Ornek IV : Coziicii: 0.3 M Ac / NaAc tamponu

Tablo IIL.4. Ornek 1, II, 1L, IV {in enjeksiyonundan alinan kromatogramlarda I ve birinci safsizligi
ile T’e ait k’, T, R degerleri.

Birinci Safsizlik Indigotin Tartrazin
Srnek (S) (1) (T) RO
Cozeltisi 0 T T © T T 0 To T S/1
Omek I | - | - | - 2.152 |6.731 |1.475 |4.407 |11.550 |2.444 | -—--
Omek II |~ | === | - 2.174 |6.781 |1.452 |4.452 |11.647 |2394 | -—--
Ornek 11 | 1.532 |5.444 |1.352 |2.081 [6.626 |1.233 [4.142 |11.127 |1.858 |[1,611
Omek IV | 1.375 |5.074 |1.163 |2.076 [6.571 |1.154 [4.184 |11.074 |1.487 |2.127

&) Indigotin’e ait birinci safsizlik piki ile indigotin ana pikinin resoliisyonuna ait degerler.

Tablo I11.4°de goriildiigli gibi ¢oziiclisii farkli 6rnek ¢ozeltilerinin enjeksiyonu
sonucunda ayirma faktorii ( Rgy ) ve kuyruklanma faktorii (Tt) degerlerinde kalitatif

analiz agisindan anlamli farklar gozlenmistir. Ornek IV ile analiz i¢in en uygun pik
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parametreleri elde edilmistir. Ornek IV ¢ozeltisine ait gida firmasindan temin edilen I

ve T e iligskin kromatogram Sekil II1.10, Sekil III.11 ve Sekil III.12°de verilmistir.

DAD1 A, Sig=258,4 Ref=off (SEY\SEY00136.D)
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Sekil II1.10. Gida Firmasindan temin edilen I ve T’e iligkin kromatogram C :2,35 x10™ mol.L™! s
Cr :2,05x10°mol.L" Ornek Cozeltisi: 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu

Kromatografik kosullar:
Hareketli faz :6mM TBAHS/ACN; A/B
Kolon : Luna ODS-2 RP- C18(2) ( 5pu m, 4.6 x250 mm i.d.)
Dedektor : DAD 258 nm ( band genisligi: 4nm)
[zokritik eliisyon : A: 57 B:43
Akis Hiz1 : 1 mL / dak.
DAD1 E, Sig=610,4 Ref=off (SEY\SEY00136.D)
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Sekil II1.11. Gida Firmasindan temin edilen I’e iliskin kromatogram C | :2,35 x10” mol.L"
Ornek Cozeltisi: 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu

Kromatografik kosullar Sekil I11.10°daki gibidir. ~ Kuyruklanma faktorii: 1,154

A =610 nm( band genisligi: 4nm)
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DAD1 C, Sig=427,4 Ref=off (SEY\SEY00136.D)
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Sekil II1.12. Gida Firmasindan temin edilen T’e iliskin kromatogram C 1 : 2,05 x10° mol.L™!
Ornek Cozeltisi: 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu
Kromatografik kosullar Sekil II1.10°daki gibidir. ~ Kuyruklanma faktorii: 1,487
A =427 nm ( band genisligi: 4nm)
Indigotin ve Tartrazin’in standartlarina iliskin kromatogram Sekil II1.13, Sekil
II1.14° de sisteme asirt miktarda yiiklenen I ve T ‘e ait kromatogram Sekil III.15 ve

Sekil II1.16 ‘da verilmistir.

DAD1 E, Sig=610,4 Ref=off (SEY\SEY00196.D)
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Sekil I11.13. Standart I’e iliskin kromatogram C | :2,35 x10” mol.L"!
Ornek Cozeltisi: 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu

Kromatografik kosullar:

Hareketli faz :6 mM TBAHS / ACN; A/B

Kolon : Luna ODS-2 RP- C18(2) ( 5p m, 4.6 x250 mm i.d.)
Dedektor : DAD 610 nm ( band genisligi: 4nm)

[zokritik eliisyon : A: 57 B:43

Akis Hizx : 1 mL/dak. Kuyruklanma faktorii: 1,246
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DADL1 C, Sig=427,4 Ref=off (SEY\SEY00194.D)
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Sekil II1.14. Standart T’e iligkin kromatogram C ¢ : 2,05 x10° mol.L"!

Ornek Cozeltisi: 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu
Kromatografik kosullar Sekil III.13°deki gibidir. Kuyruklanma faktorii: 1,168
A =427 nm ( band genisligi: 4nm)

DADL1 E, Sig=610,4 Ref=off (SEY\SEY00377.D)
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Sekil IIL.15. I’in kolona asir1 yiiklenmesi ile elde edilen kromatogram C | : 2,35 x10” mol.L"!
Ornek Cozeltisi: 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu

Kromatografik kosullar Sekil IT1.13’deki gibidir.

A =610 nm ( band genisligi: 4nm)
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DADL1 C, Sig=427,4 Ref=off (SEY\SEY00381.D)
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Sekil I11.16. T’in kolona agir1 yiiklenmesi ile elde edilen kromatogram C ; : 2,05 x10™ mol.L”
Ornek Cozeltisi: 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu
Kromatografik kosullar Sekil III.13°deki gibidir.

A =427 nm ( band genisligi: 4nm)
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I11.3. GELISTIRILEN TAYIN YONTEMININ
DOGRULANMASI (VALIDASYONU)

Analitik yontem dogrulama parametrelerinin gerektirdigi dogruluk, kesinlik
(tekrarlanabilirlik), 6zgiinliik, dogrusallik, konsantrasyon araligi, saglamlik ve sistem

uygunluk testleri uygulandi.

I11.3.1. Yontemin Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Sekil 1I1.10, Sekil II1.11, Sekil I11.12°de Indigotin ve Tartrazin’in birlikte
analizi ile safsizliklarindan kantitatif agidan uygun olarak ayrildig1 gosterilmistir. Bu
sisteme ait k’, T, R degerleri Tablo II1.4’de verilmistir.

Bu test ayrica hizlandirilmis bozunma ¢alismalari ile desteklenmistir. [22] Bu
calismalarda indigotin ve Tartrazin’in stok ¢ozeltilri kimyasal ve fiziksel stres
kosullarina maruz birakilmis [23] ve daha sonra mevcut HPLC sistemine enjekte
edilerek olusan bozunma firiinlerinin ana madde pikleri ile girisim yapip yapmadigi, [
ve safsizliklar ile T piklerinin homojenitesi sisteme bagli olan DAD de yardimiyla
incelenmistir. Bu c¢alismalarda kullanilan deney protokolii Tablo IIl.1°de verilen

yonteme gore hazirlanmigtir. Sonuglar Sekil I11.17°de verilmistir.
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DADL1 E, Sig=610,4 Ref=off (SEY\SEY00366.D)

DADL1 C, Sig=427,4 Ref=off (SEY\SEY00369.D)
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(h) H,0, / 80 °C

Sekil II1.17. I ve T’in hizlandirilmig bozundurma ¢aligmalarindan elde edilen kromatogramlar (Deney
protokolii Tablo III.1°de verilmistir.)



I11.3.2. Yontemin Dogrusalliginin Belirlenmesi

I11.3.2.1. Indigotin’in 6l¢ii egrisinin dogrusallhiginin belirlenmesi

Boliim 1I1.1.3.3° de anlatildig1 gibi hazirlanan Indigotin

stok ¢Ozeltisinden

(C=2.35 x 10° molL") 1 mL indigotin almarak 10 mL’lik balon jojede su ile

seyreltildi. Bu ¢ozeltiden alinan 100, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500 uL. 10 mL’lik
balon jojelere aktarildi. Herbir balon joje hacmi 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat
(pH:4.7) tamponu ile 10 mL ye tamamlandi. Hazirlanan 6rnekler 3’er defa sisteme
enjekte edildi. Her bir konsantrasyon degerine karsilik gelen Indigotin pik alan

degerleri grafige gecirildi. Calisma farkli giinlerde 3 defa tekrarlandi.

A, Ay, Az

. Her bir konsantrasyon i¢in yapilan 3 enjeksiyondan elde edilen pik

alan1 degerlerinin ortalamasi

Ay : A degerlerinin ortalamasi

Tablo I11.5. Indigotin’e iliskin 6l¢ii egrisinde elde edilen pik alan degerleri

ORNEK | Cx 10° A A, As Ao SD | RSD
NO

1 0,235 | 141,0818 | 130,22 | 134,2675 | 135,1898 | 4,48 | 3,31
2 0,5875 | 325,1973 | 319,068 | 331,0937 | 3251137 | 4,9 | 151
3 1,175 | 683,4004 | 660,6373 | 680,8323 | 674,9567 | 10,17 | 1,5
4 1,7625 | 980,329 | 970,419 | 1009,043 | 986,5971 | 16,37 | 1,66
5 2,35 | 1339,813 | 1299535 | 1352,745 | 1330,697 | 22,65 | 1,7
6 2,9375 | 1642,887 | 1620,528 | 1677,646 | 1643,02 | 23,58 | 1,43
7 3,525 | 1989,08 | 1984,839 | 1992,019 | 1988,646 | 2,94 | 0,14

En kiictik kareler yontemiyle elde edilen dogrularin regresyon analizi yapildi.

Dogru denklemi y = bx + a (a: kayim b: egim), korelasyon katsayisinin karesi r°

olarak ifade edildi.
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Tablo II1.6. indigotin i¢in 6l¢ii egrisinden elde edilen dogrularm egim, kayim ve r* degerleri

1 2 3 SD RSD
a 6,4982 5,9183 6,003 0,3132 5,1011
b 561,25 550,54 567,56 8,6042 1,5370
r 0,9996 0,9999 0,9998

Konsantrasyona kars1 ortalama alan degerleri grafige gecirildiginde elde edilen
dogru denklemi y = 561,01x + 5,5978 , korelasyon katsayisinin karesi r* = 0,9999

olarak bulundu.

2500 -
2000 - y = 561,01x + 5,6978
R? = 0,9999

1500 -
1000 -
500 -

O T T T T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Sekil I11.18. indigotin’e iliskin dedektor sinyalinin konsatrasyona kars1 grafigi

I11.3.2.2. Tartrazin’in ol¢ii egrisinin dogrusalliginin belirlenmesi

Boliim II1.1.3.3° de anlatildig1 gibi hazirlanan Tartrazin stok c¢ozeltisinden
( C=2.05 x 10° molL") 1 mL Tartrazin almarak 10 mL’lik balon jojede su ile
seyreltildi. Bu ¢ozeltiden alinan 350, 1000, 1500, 2000, 2500, 3500 pL, 10 mL’lik
balon jojelere aktarildi. Herbir balon joje hacmi 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat
(pH:4.7) tamponu ile 10 mL ye tamamlandi. Hazirlanan 6rnekler 3’er defa sisteme
enjekte edildi. Her bir konsantrasyon degerine karsilik gelen Tartrazin pik alan

degerleri grafige gecirildi. Calisma farkli giinlerde 3 defa tekrarlandi.
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Tablo II1.7. Tartrazin’e iligkin 61¢ii egrisinde elde edilen pik alan degerleri

ORNEK | Cx10° A; A, Az Ao SD RSD
NO
1 0,7175 355,5975 | 405,4096 | 394,5806 | 385,1959 | 22,8815 | 6,14
2 2,05 1081,256 | 1143,765 | 1146,686 | 1123,902 | 32,3695 | 2,88
3 3,075 1638,156 | 1701,971 | 1736,057 | 1692,061 | 43,9650 | 2,59
4 4,1 2213,176 | 2261,674 | 2268,149 | 2247,667 | 27,5634 | 1,22
5 51 2753,928 | 2845,051 | 2919,21 | 2839,396 | 72,3172 | 2,54
6 7,14 3899,504 | 4035,766 | 4163,757 | 4033,009 | 115,487 | 2,86

En kiiciik kareler yontemiyle elde edilen dogrularin regresyon analizi yapildi.

Dogru denklemi y = bx + a ( a: kayim b: egim), korelasyon katsayisimin karesi r*

olarak ifade edildi.
Tablo IIL8. Tartrazin i¢in 6l¢ii egrisinden elde edilen dogrularin egim, kayim ve r* degerleri
1 2 3 SD RSD
a -49,152 -45,153 -59,855 7,601 14,7
b 551,63 569,02 585,49 16,93 2,97
r 1 0,9997 | 0,9991

Konsantrasyona kars1 ortalama alan degerleri grafige ge¢irildiginde elde edilen

dogru denklemi y = 568,25x — 49,029 , korelasyon katsayisinin karesi r* = 0,9997

olarak bulundu.
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y = 568,25x - 49,029
R? = 0,9997

Sekil I11.19. Tartrazin’e iliskin dedektor sinyalinin konsatrasyona karsi grafigi

I11.3.3. Yontemin Calisma Arahiginin Belirlenmesi

Indigotin icin 0,235 —3,525 x 10° mol.L"' ve Tartrazin icin 0,71-7,14 x 10°

mol.L" konsantrasyon araliginda dogrusallik elde edilmistir.

I11.3.4. Dedeksiyon Limiti ve Kantitatif Tayin Limiti

indigotin i¢in dedeksiyon limiti 0,053 x 10° M, kantitatif tayin limiti
0,176 x 10 M, Tartrazin icin dedeksiyon limiti 0,205 x 10° M, kantitatif tayin limiti
0,682 x 10 M olarak bulunmustur.

I1.3.5. Yontemin Dogrulugunun Belirlenmesi

Bu test geri kazanim ¢aligmalar ile gerceklestirilmistir. 137,478 g placebo ve
11mg indigotin ile 11mg Tartrazin tartild1 ve porselen havanda homojen bir karigim
oluncaya kadar karistirildi. Karigtm 1000 mL’lik balon jojeye alindi, 0.3 M Asetik
asit / Sodyum Asetat (pH:4.7) tamponu ile hacme tamamlandi. 30 dak. magnetik
karistiricida karistirildi ve mavi banth siizge¢ kagidindan vakumlu stizme ile iki kez
stizlildii. Buradan alinan 6rnek kromatografik kosullar1 verilen sisteme enjekte edildi.
Her enjeksiyon 3 defa tekrarlandi. 3 farkli tartim alinarak yapilan geri kazanim

calismasina ait sonuglar Tablo I11.9°da verilmistir.
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Tablo IIL9. I ve T igeren karigimdan geri kazanim testi sonuglar

1.Analiz
Ilmglve llmg T
igeren karigimdan geri
kazanim

2.Analiz
IlmgIve llmg T
iceren karigimdan geri
kazanim

3.Analiz
IlmglIve llmg T
iceren karigimdan geri
kazanim

%1 %T %1 %T %1 %T

1 79,14 84,09 81,02 84,05 84,33 86,36

Ticin X, : 81,49 SD: 2,62 RSD: 3,21 T i¢in X, : 84,83 SD: 1,32 RSD: 1,56

Sonuglar incelendiginde ortalama % geri kazanim degerleri indigotin icin % 79,1-

84.,3; Tartrazin i¢in % 84,05-86,3 olarak bulunmustur.

Geri kazanim testinin sonuglart % 95 giiven sinirlari igerisinde degerlendirildi.
Kot + tag X 8/ V0

formiiliinde t,=4,30 alinarak giiven sinirlar1 hesaplandi.

Indigotin’in ii¢ farkl1 analizi i¢in;

81,49+ 4,30 x 2,62/ V3 = 81,49+ 6,51

Tartrazin’in ti¢ farkli analizi i¢in;

84,83 + 4,30 x 1,32/ 3 = 84,83+ 3,28

I11.3.6. Indigotin ve Tartrazin’in Uriinden Miktar Tayini

Indigotin ve Tartrazin’in birlikte bulundugu iiriinden miktar tayini yapildi. Bir
miktar liriin alinarak porselen havanda toz haline getirildi. Buradan alinan 1,375g
10mL’lik balon jojeye aktarildi ve 0.3 M Asetik asit / Sodyum Asetat (pH:4.7)
tamponu ile hacme tamamlandi. 30 dak. magnetik karistiricida karistirildi ve mavi
banth siizge¢ kagidindan siiziildii. Buradan aliman 6rnek kromatografik kosullar
verilen sisteme enjekte edildi. Her enjeksiyon 3 defa tekrarlandi. 3 farkli tartim

aliarak yapilan analiz sonuglar1 Tablo I1I1.10°da verilmistir.
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Tablo II1.10. I ve T’in miktar tayini sonuglar1

1. Analiz 2. Analiz 3. Analiz Kort
| 0,0630 mg 0,0621 mg 0,0646 mg 0,0632 mg
T 0,0948 mg 0,0950 mg 0,0945 mg 0,0947 mg

Dogruluk testinde 11 mg I iizerinden geri kazanim 8,96 mg, 11 mg T iizerinden geri
kazanim 9,33 mg bulundugu i¢in Tablo II1.10°daki bulgular geri kazanimla tekrar
degerlendirilip Tablo II1.11°da verilmistir.

Tablo II1.11. Tablo II1.10’daki miktar tayini sonuglarinin geri kazanim ile tekrar degerlendirilmesi

1. Analiz 2. Analiz 3. Analiz Kort
I 0,0773 mg 0,0762 mg 0,0792 mg 0,0775 mg
T 0,1117 mg 0,1119 mg 0,1113 mg 0,1116 mg

Tablo III.11 incelendiginde 1,375g iiriinde 0,077 mg Indigotin ve 0,111 mg
Tartrazin bulunmustur. Bu degerler, Indigotin i¢in 56,00 mg/kg, Tartrazin igin 80,72
mg/kg olarak tayin edilmistir.

II1.3.7. Yontemin Saglamhginin Belirlenmesi

I11.3.7.1. Hareketli Faz Bileseninin pH sinda Yapilan Degisiklik
6 mM T.B.A.H.S c¢ozeltisi hazirlanisinda ¢dzeltinin pH sinda ayarlama

yapilmamis ve her hazirlanista ¢ozeltinin pH smin 2,25-2.35 (+1) araliginda

degistigi ve sonuclarin bu degisimden etkilenmedigi saptanmustir.

II1.3.8. Sistem Uygunluk Testleri

USP XXVI’de verilen ayirma giicii (R),kuyruklanma faktorii (T), tekrarlanan
enjeksiyonlarin bagil standart sapmasi testleri metod gelistirme asamasinda kontrol

altina alinmastir.
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BOLUM IV

SONUC VE TARTISMA

Bu calismada Indigotin ve Tartrazin i¢in iki her ikisinin birlikte kullamldig1
tiriinlerde miktar tayinlerini yapmak, olas1 safsizlik ve katki maddelerini saptamak
tizere ters fazli bir HPLC yontemi gelistirilmistir.

HPLC sistemlerinde hareketli faza iyon ¢ifti olusturucu madde (IPA)
eklenmesi analizin se¢iciligi ve duyarliligini artirmakta; ayrica farkli IPA’lar kolayca
degistirilerek kullanilabildigi ic¢in dstiinliik saglamaktadir. Bu sekilde kolon
degistirerek yontem gelistirme zorlugu da ortadan kalkabilmektedir. IPA igeren
sistemlerde Ornekle kromatografik sistem arasinda iyonik etkilesimler yanisira,
apolar etkilesimler de rol oynamaktadir. Etkilesim tiirlerinin fazla olmasi segiciligi
artirmaktadir. Boyalar gibi safsizligi ve katki maddeleri ¢ok olan karisimlar igin
tercih edilen kromatografik sistemlerdir.

Bu ¢alismada IPA olarak 6 Mm TBHSO4 kullanilmistir. TBHSO4’iin dalli
zincirli olmas1 muhtemelen ayirmanin etkinligini artirmistir. pH= 2.24 gibi diisiik bir
pH’da c¢alisilmistir. Diisiik pH bir yandan o6rneklerin olasi oksidasyonu onlemis;
diger yandan siilfonik asit gruplarinin non-iyonize halde tutulmasini saglamistir.

Diod dizi dedektor goriiniir bolgedeki maksimum absorbansi 610 nm (I) olan
I nin olasi bozunma firiinleri ile girisim yapmadan tayinini miimkiin kilmistir.
Nitekim, yaptigimiz baz ve H,O, ile yaptigimiz hizli bozundurma ¢aligmalari
Indigotine ait 610 nm deki absorbansin ¢ok diistiigiinii (tezde verilmedi), buna karsin
UV bolgede absorbansi olan ve pikleri gozlenen bozunma iiriinlerinin olustugunu
gostermistir. (Sekil II1.17 1. ¢ ve g ) Calismalar sonucunda I'ne iligkin muhtemelen
sentezinden gelen 2 safsizlik saptanmustir. Bu maddeler Indigotinin yiiksek

konsantrasyonlarinda  bile bozundurma reaksiyonu sonucunda bir artis
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gostermemektedir. ( Sekil IT1.11 de 1. ve 3. safsizlik; Sekil 111.13 de 1. ve 2. safsizlik
olarak gosterilmistir ). Buna ilaveten Sekil II.11 de: “2. safsizlik ve 4. safsizlik”
olarak belirtilen pikler ise standart boya maddesinde ve bozunma iiriinlerinde
gbzlenmedigi i¢in katki maddesi oldugu kanisina varilmistir.

T i¢in diod dizi dedektor kullanilmasi da girisimi biiylik Ol¢iide bertaraf
etmistir. T’ne 258 nm de gbzlenen girisim, (Sekil II1.10 ve Sekil II1.12 ) 427 nm’nin
kullanmasi ile azalmistir (Sekil II1.3).

Indigotine iligkin gerek safsizlik, gerek katki maddelerinin absorpsiyon
spektrumlar1 birbirine ¢ok benzerlik gostermektedir. Birbirine bu dlgiide yapisal
benzerlik gosteren maddelerin ayrilmasi ancak HPLC ve IPA igeren bir sistemle
saglanabilmistir (Sekil I11.3).

Sonug olarak, 24. sayfa Sekil III. 9 da belirtilen kromatografik kosullarda pik
parametreleri iyilestirilmis, safsizlik ve bozunma iirlinleri gdzoniine alinarak secici
bir ayrilma gelistirilmistir. Buna karsin pik parametreleri kantitatif analize uygun bir
hale getirilememistir (Tablo III.3 ve Tablo I11.4).

Bu calismada pik parametrelerinin gelistirilmesi i¢in kolay ve pratik bir
¢Oziim bulunmustur. Enjeksiyon c¢ozeltileri, farkli ¢oziicli sistemleri ile seyreltilip
sonuglar gozlenmistir. Bu ¢alismaya iligskin sonuglar Tablo III.4 de verilmistir (sayfa
25). Tablo incelendiginde ¢oziiciide yapilan degisikligin pik parametreleri {izerine
onemli bir etkisi oldugu goriilecektir.

Enjeksiyon c¢ozeltisinin son seyreltmesinde distile su ve hareketli faz
kullanildiginda I'ne iliskin 1. safsizhk kolonda tutunmakta; ancak 0.1 mol.L™
sodyum asetat-asetik asit karistmi kullanildiginda (6rnek III) eliie olmaktadir. Buna
karsin ayni kosulda T’ye iliskin kuyruklanma faktorii ise 1. 858 degeri ile analize
elverisli degildir (Tablo II1.4). Seyreltme ¢oziiciisii olarak 0.3 mol.L"' sodyum asetat-
asetik asit karisimi (6rnek 1V) kullanildiginda ise; bu deger siirpriz bir sekilde 1,487
ye diismektedir. Ayni kosulda I pikine iliskin kuyruklanma faktori 1,154 ; 1.
safsizlik ile I arasindaki ayirma faktorii (R: S/I) ise 2,127 gibi kantitatif analize ¢ok
uygun bir degere gelmistir (Tablo I11.4).

IPA igeren ters-fazli HPLC sistemlerde enjeksiyon ¢ozeltisi ¢oziiclisiiniin pik
parametrelerine etkisi konusunda literatlirde herhangi bir calismaya rastlanmamstir.
Bu calismada bulunan sonuglardan hareketle standart maddelerle sistematize
calismalar yapilarak bazi genellemelere gitmek miimkiin olabilir. Bu ¢aligmadan

cikarilacak sonucun, baska ¢alismalarla da desteklenmesi gerekmektedir.
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Kantitatif tayin sonuglarina bakildiginda 1 ye iliskin 6l¢li egrisine iliskin
istatiksel degerler, T ye iliskin degerlerden daha analize daha elverislidir (Tablo III. 6
ve Tablo IIL.8). Tartarazin Sl¢li egrisi kayim degeri RSD si 14, 7 olmasi muhtemel
bir safsizlik ve /veya alikonma zamaninin bagil olarak uzun olmasi nedeniyle ortaya
¢ikan pik kuyruklanmasindan kaynaklanmis olabilir.

Dedeksiyon limiti ve kantitatif tayin limitleri sirasiyla sinyal/ giiriiltii: 3/1 ve
10/1 oranlar1 gézoniine alinarak saptanmistir. Giiriiltiiniin az olmas1 ve dolayisiyla
tayin limitlerinin diisiik olmas1 yontemin iistiinliigiinii géstermektedir. Hareketli faza
cok diisiik bir konsantrasyonda (6 mM) TBHSO4 ’dan baska maddenin katilmamis
olmasi giiriiltiiyii en az diizeye indirmistir.

Geri kazanim sonuglarinin % 81,49 (I igin) ve % 84,83 (T icin) diizeylerinde
¢ikmasi analizini yaptigimiz iriinde gidaya katilan boya maddesinin miktarinin az
olmasindan (firmanin bildirdigi miktar) kaynaklanmistir. Matriksten boyay1 izole
etme islemi sirasinda kayiplar olmus, buna karsin sonuglar tekrarlanabilir ¢ikmistir
(Tablo II1.9).

Piyasada bulunan iiriiniin analizi sonucu iki farkli seride katki maddeleri olan
(2. safsizlik ve 4. safsizlik) ve olmayan iki farkli sonu¢ bulunmustur.

Tezde verilen sonuglar katki maddelerine igermeyen seriye iliskindir.

Gida tiiziiglinde izin verilen miktar 100 mg/L olarak bildirilmistir. Bir
bardakta 3 g iirlin ¢6ziindiiriildiiglinii diisiiniirsek elde edilen sonuclar I i¢in 0,16 mg
ve T icin 0,24 mg degerine karsilik gelmektedir. Bulunan degerler Gida tiiziigiinde
izin verilen miktarin altinda olmakla birlikte, 6zellikle cocuklarin sikga tiikettigi
iceceklerde bulunan bu boyalarin yapisinin tayini, safsizlik ve katki maddelerine
yonelik calismalarin devam ettirilmesi, saglik agisindan etkilerinin ve tliketim

miktarlarinin belirlenmesi Onerilmektedir.
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