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GIDA URUNLERINDE SUDAN BOYALARININ ANALIZiINDE YENI SIVI
EKSTRAKSIYONU TEKNIKLERININ GELISTIRILMESI

0z

Calismada oncelikle, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilmasi i¢in 1-oktil-3-
metil imidazolyum hegzaflorofosfat iyonik sivisi sentezlenmistir. Elde edilen iyonik
stvi FTIR ile karakterize edilerek termal davranisi TG/DTG egrisi ile incelenmistir.
Sudan (I-IV) boyalarmin kromatografik tayin 6ncesi zenginlestirilmeleri i¢in iyonik
stvi bazli dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmis ve yOntem
optimize edilmistir. Sudan boyalar1 pH 7’de, 250 mikrolitre dispersif ¢oziicii, 75
mikrolitre iyonik sivi kullanilarak zenginlestirilmiglerdir. Gelistirilen yontem, kirmizi
pul biber, toz biber ve domates salca Orneklerindeki Sudan (I-IV) boya kalinti
miktarlarinin tayin 6ncesi zenginlestirilmeleri i¢in basariyla uygulanmistir. Gergek
orneklerde boya kalintilarina rastlanilmamistir. Her bir boya i¢in dogrusal ¢aligma
araligi, gozlenebilme siniri, giin-i¢i ve giinler-arast tekrarlanabilirlik belirlenmistir.
Yontemin dogrulugu igin, belli derisimlerde standart Sudan (I-1V) boyalar1 6rneklere

eklenmis ve yiizde 80-100 arasinda geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Anahtar  kelimeler: Sudan boyalari, iyonik sivi, dispersif  sivi-sivi

mikroekstraksiyon, yiiksek performansli sivi kromatografisi



PROGRESSING NEW SOLVENT EXTRACTION TECHNIQUES IN
ANALYSIS OF SUDAN DYES IN FOOD MATRIXES

ABSRACT

In study, 1-octyl-3-methyl imidazolium hexafluorophosphate ionic liquid has
been firstly synthesized for used as extraction solvent. The resulting ionic liquid has
been characterized by FTIR and thermal property investigated by TG/DTG curve.
lonic liquid based dispersive liquid-liquid microextraction method was developed for
preconcentration of Sudan (1-1V) dyes before chromatographic determination and the
method was optimized. Sudan (I-1V) dyes have been concentrated using 250
microliter dispersive solvent and 75 microliter ionic liquid at pH 7. Proposed method
has been successfully applied to preconcentration of residues of Sudan (I-1V) dyes in
red pepper flakes, chilli powder and tomato sauce samples prior to determination.
Dye residues have not been found in real samples. Linear working range, limit of
detection, reproducibilities of within-day and between days have been determined for
each dyes. Standard solutions of Sudan (I-1V) dyes in certain amount have been
added to samples for accuracy of method and recovery values have been obtained

between percentage 80-100.

Keywords: Sudan dyes, ionic liquid, dispersive liquid-liquid microextraction, high
performance liquid chromatography
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Gida Renklendiricileri

Gida renklendiricileri ya da renk katki maddeleri, gidalara ve iceceklere
eklendiklerinde renk veren boya, pigment ya da maddelerdir. Gidalarda
renklendiricilerin kullanimi, M.O. 1500 yillar1 éncesinde Misir da seker iireticilerinin
gidalarin goriiniimiinii iyilestirmek i¢in gidalara dogal 6ziitler ve sarap eklemesiyle
basgladig1 diigiiniilmektedir (Madhava Naidu ve Sowbhagya, 2012). 19. yiizyilin
ortalarma kadar safran gibi baharatlar dekoratif amagli bazi gida maddelerine
eklenmistir. Sanayi devrimi ile birlikte hem gida hem de islenmis gida sanayisi

hizlica geligmistir (Meggos, 1995).

1856 yilinda Ingiliz bilim adami Sir Elvin Perkin tarafindan ilk sentetik boya olan
mauvine sentezlenmistir ve 19. ylizyilin sonlarina dogru on bin yeni sentetik boyar
madde gelistirilmis ve iretilmistir (Robinson, McMullan, Marchant ve Nigam,
2001). Yine yiizyilin sonlarma dogru, renk katki maddelerinin Amerika ve
Avrupa’da sarap, ketgap, hardal, sekerlemeler gibi yaygin tiiketilen gidalarda
kullanimi ciddi sekilde artis gostermistir (Walford, 1980).

Gida renklendiricileri; dogal ve yapay renklendiriciler olmak tizere iki temel grup

altinda toplanmaktadir.

1.1.1 Dogal Renklendiriciler

Dogal renklendiriciler hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde edilen
maddelerdir. Gidalarda dogal olarak olusan bu renklendiriciler, farkli kimyasal
yapilara sahip olduklar1 i¢in bir kismi suda c¢oziiniirken pek c¢ogu suda
coziinmemektedir. Dogal renklendiricilerin 1s1, sicaklik, pH gibi etkilere karsi
kararliliklarinin diisiik olmasina ve gidalarda kullanimlar1 gesitli problemlere yol
acmasina ragmen, bu renklendiricilerin yapilan arastirmalarda saglik {izerine

yaptiklart olumlu etkiler nedeniyle son yillarda kullanimlart artmistir (Kucharska ve



Grabka, 2010). Dogal renklendiriciler kimyasal yapilarina gére organik ve inorganik

olarak gruplandirilmaktadir.

1.1.2 Yapay Renklendiriciler

Yapay renklendiriciler, dogada bulunmayan fakat kimyasal sentez yoluyla
tiretilebilen maddelerdir. Bu renklendiriciler, kararliliklari, renk verme giigleri,
kullanim kolayliliklar1, suda yiiksek oranda ¢oziinme o6zelligi gibi bir¢ok yonden
dogal renklendiricilere gore stiinliklere sahiptirler. Yapay renklendiriciler

¢Oziiniirliiklerine gore;

* suda ¢Oziinenler,
* yagda ¢oziinenler,
* lake renklendiriciler

olmak iizere ii¢ grupta toplanmaktadir.

Bir¢ok bilimsel g¢alisma bu boyalarin insan sagligi tizerinde olumsuz etkileri
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ornegin yapay renklendirici grubunda olan azo boyalar,
viicuda girmesi durumunda aromatik aminlere parcalanmakta; bu da yetiskinlerde
bas agristna neden olurken ¢ocuklarda genellikle dikkat dagimikhigr ve
hiperaktiviteye neden olmaktadir (Hawley ve Buckley, 1976; McCann, Barrett,
Cooper, Crumpler, Dalen, Grimshaw ve diger., 2007). Bu nedenle gidalarda sentetik
boyalarinin igeriginin ve miktarimin kontrol edilmesi gerekmektedir. Avrupa
Komisyonu tarafinca gidalara eklenebilecek ve maksimum kullanim limitleri olan
renklendiriciler belirtilmistir ve bu sentetik gida boyalar1 su sekildedir: Tartrazine;
Quinoline Yellow; Sunset Yellow; Carmoisine; Amaranth; Ponceau 4R; Erythrozine;
AlluraRed; Patent Blue; Indigo Carmine; Brilliant Blue FCF; Brown HT (Avrupa
Komisyonu, 1994). izin verilen bu sentetik gida boyalarinin miktari, insan saghig
tizerindeki potansiyel risklerinden dolayr siki bir sekilde denetlenmektedir. Bu

sebeple gidalardaki bu boyalarin tayini igin birgok analitik metot gelistirilmistir.



1.1.2.1 Azo Boyalar

Sentetik boyar maddelerin 6nemli bir sinifin1 olusturan azo boyalar; gida
maddeleri, tekstil, kagit, katki maddeleri, oyuncak, plastik, baski miirekkepleri, ilag,
kozmetik iriinlerinde yaygin olarak kullanilan maddelerdir. Bu boyalar, spesifik
—N=N- kromofor grubu yada azo bag ile karakterize edilmektedirler. Azo baglarinin
sayisinin varligina bagli olarak bu boyalar monoazo, diazo ve poliazo olarak

adlandirilmaktadirlar (Punj, 2008).

Azo boyalart iiretim maliyetlerinin diisiik olmas1 ve hizli renk verdikleri i¢in
19.yiizy1l sonlarma dogru ¢ok sayida endiistriyel alanda kullanilmaya baslanmistir.
19.ylizyilda kullanim giivenirliligine dair bilgi olmadigi halde yaygin olarak
kullanilan bu sentetik boyalar, gidalarin {iretim siirecleri sonrasi kaybolan dogal
renginin geri kazanilmasi ya da renksiz olan gidalarin tiiketiciler iizerindeki

cekiciligini artirmak amaciyla kullanilmaktadir.

Azo boyar maddelerin viicuda alinmasi durumunda yapilarindaki azo bagi
derideki mikroorganizmalar tarafindan koparilarak aminleri olusturmaktadir.
Benzidin, 4-aminobifenil, 2-naftilamin gibi aromatik aminler Uluslararasi Kanser
Arastirma Kurumu tarafindan kanserojen maddeler olarak siniflandirilmistir ve bu
aromatik aminler dogrudan temas veya cevresel etkilesim yoluyla saglik agisindan
risk olusturmaktadirlar (Bhaskar, Aruna, Ganesh Jeevan ve Radhakrishnan, 2004,
Weisburger, 2002). Bu yiizden bu tiir maddeler toksikolojik 6zellige sahip oldugu

icin gidalardaki miktarlarinin siirekli kontrol edilmesi gerekmektedir.

Yapilan ¢aligmalarla azo sentetik boyalarin gidalarda kullanimina yasalarca belirli
sinirlamalar getirilmistir. Bu limit degerler gidanin tiiriine ve boyar maddenin
yapisina bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Allura Red, Ponceau 4R ve
Sunset Yellow gibi sentetik azo boyalarinin gidalarda kullanimi i¢in yasal limitler
mevcut iken Sudan I-IV gibi azo boyalarm kullanimina hi¢bir miktarda izin

verilmemistir (Avrupa Komisyonu, 2005).



1.1.2.2 Sudan Boyalar

Sudan boyalar1 (Sudan I-1V, Sudan Red 7B, Sudan Orange G, Sudan Black B vb.)
azo boyalar smifinda yer alan, gidalarda kullanimina izin verilmeyen, buna ragmen
illegal olarak kullanilan boyar maddelerdendir (Belitz, Grosch ve Schieberle, 2004).
Bu renklendiricilerin laboratuvar ortaminda fare ve tavsanlarda mesane ve karaciger
kanserine neden olduklari ispatlanmistir (Stiborova, Martinek, Rydlova, Hodek ve
Frei, 2002). Sudan boyalarmin indirgendigi metabolitlerin kansorejon olmalarindan
dolay1 Avrupa iilkeleri dahil bir¢ok iilkede gida renklendiricileri olarak kullanimlar
yasaklanmistir. Buna ragmen Avrupa Birligi Gida ve Yem icin hizli alarm sistemi
(RASFF) tarafindan cesitli gidalarda bu boyalarin varlig1 tespit edilmistir (Rapid
Alert System for Food and Feed, 2004). Sentetik Sudan boyalar1 gida sanayinde
kirmiz1 biber, kori, zerdegal, salam, domates salgasi, ve palmiye yagi gibi gida

iriinlerinde dogal kirmizi-turuncu rengi taklit etmek amacli kullanilmaktadir.

Glinlimiizde Avrupa komisyonu kararlari geregi tiim kirmizi toz biber, kori,
zerdegal iceren gida iriinleri ve palmiye yagi dahil olmak {izere ithal edilen gida
iriinlerinde sudan boyalarim1 igermedigine dair analiz raporlar1 istenmektedir.
Toplum sagligini korumak amaci ile pek cok iilkede Sudan boyalarinin kullanimi
yasaklanmasina ragmen gida Orneklerinde eser miktarda karsilagilmaktadir. Bu
yiizden kompleks matrikslerden bu boyar maddelerin tespit ve tayini i¢in hassas,

secici ve dogru analitik yontemler gelistirilmesi gerekmektedir.

1.1.2.3 Sudan Boyalarinin Tayini

Gidalarda Sudan boyalarinin kalint1 tayinleri genellikle yliksek performans sivi
kromatografisi (HPLC) ile ger¢eklestirilmektedir. Bu yontem, yiiksek ayirim giicline
sahip olmasi, hizl1 analiz saglamasi, duyarlilig1 yiliksek ve secici bir metot olmasi
nedeni ile Sudan boyalarinin analizinde sik kullanilan bir kromatografik yontemdir
(Ertas, Ozer ve Alasalvar, 2007). Bu yéntemde Sudan boyalarinin analizi icin cesitli
dedektorler kullanilmigtir. Gida Orneklerinde Sudan boyalarimin  analizinde

ultraviyole goriinlir absorbans ve foto diyot dedektorler en ¢ok kullanilan



dedektorlerdir. Bu iki dedektoriin yaninda kiitle spektroskopi (MS) dedektorii de

kullanilmaktadir.

Sudan boyalarinin tayini HPLC’nin disinda sivi  kromatografisi-kiitle
spektrometresi (LC-MS) (Siangproh, Sonamit, Chaiyo ve Chailapakul, 2013), gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) (He ,Su, Shen, Zeng ve Liu, 2007)
gibi kromatografik yontemler ile de gergeklestirilmektedir.

1.1.2.4 Sudan Boyalarimin Tayin Oncesi Zenginlestirilmesi

Analizi yapilacak olan 6rnekler analizi yapilacak madde disinda bir¢ok bilesenin
yer aldigi kompleks matrikslerdir. Bu nedenle analiz Oncesi Ornek hazirlama
amactyla kullanilan ekstraksiyon, clean-up ve analitlerin zenginlestirilme islemleri

cok onemlidir. Sudan boyalarinin 6rnek hazirlama asamasinda genellikle;

* kat1 faz ekstraksiyonu (Siangproh, Sonamit, Chaiyo ve Chailapakul, 2013),
* bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (W. Liu, Zhao, Chen ve Yang, 2007),

* kat1 faz mikroesktraksiyonu (Hu, Cai, Fan, Ye ve Cao, 2012),

*dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu (Ho,Tsoi ve Leung, 2013) gibi yontemler

gelistirilmekte ve kullanilmaktadir.

1.2 Dispersif S1vi-S1vi Mikroektraksiyonu

Dispersif sivi sivi mikro ekstraksiyon (DSSME) yontemi Assadi ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen bir ekstraksiyon yontemidir (Rezaee, Assadi, Milani Hosseini,
Aghaee, Ahmadi, Sana ve diger., 2006). Bu yontem, iki temel basamaktan
olusmaktadir. Ilk basamakta analit ¢ozeltisi icerisine dispersif ¢dziicii ve
ekstraksiyon ¢oziicli eklenerek karigtirllmakta, elde edilen karisimda bir bulutlanma
gozlenmektedir. Ikinci basamakta ise bu karisim santriifiijlenerek ekstraksiyon

¢oziicline ge¢mis olan analit, santrifiij tlipliniin dip kisminda toplanmaktadir



(Sekil 1.1). Bu sekilde elde edilen faz igerisindeki zenginlestirilmis olan analit

kromatografik ya da spektroskopik yontemlerle analiz edilmektedir.

Mikroenjektdr
Ekstraksivon ¢dziiciisi ve dispersif odzicil
i i Sanrif] i
Omek gozelti Bulutly gozelt Faz aynms
) {m (I ()

Sekil 1.1 Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi (Alver, Demirci ve Ozgimder, 2012)

DSSME yontemi, hizli olmasi, uygulanabilirliginin kolay olmasi, ornekleme
hacminin az olmasi, diisiik maliyetli olmasi, yiiksek geri kazanimlar ile
zenginlestirme faktoriiniin elde edilebilmesi gibi avantajlara sahiptir (Kocurova,
Balogh, Sandrejova ve Andruch, 2012). Bu avantajlarindan dolay1 bu yontem,
cevresel ve biyolojik drneklerde bulunan metal iyonlarinin ve organik tiirlerin tayin
oncesi zenginlestirilmesinde son yillarda genis uygulama alanina sahip olmaktadir
(Hossien-poor-Zaryabi, Chamsaz, Heidari, Zavar, Behbahani, Salarian ve diger.,
2014).



DSSME yonteminde ekstraksiyon verimini etkileyen faktorler asagidaki gibidir:

» Uygun ekstraksiyon ¢oziiciisii
» Uygun dispersif ¢oziiciisii
» Ekstraksiyon ¢oziiclisliniin hacmi

» Dispersif ¢oziicliniin hacmi

DSSME yonteminin ana parametresi uygun ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin
belirlenmesidir. Bu amacla kullanilacak olan ekstraksiyon ¢oziiciilerinin sudan daha
yogun olmalar1 ve ilgili bilesiklere karsi iyi ekstrakte giicline sahip olmalari
gerekmektedir. Yiksek yogunluklarindan dolayir ekstraksiyon c¢oziiclileri olarak
genellikle klorobenzen, kloroform, karbontetrakloriir gibi halojentirlii hidrokarbonlar

secilmektedir.

Kullanilacak olan dispersif ¢6ziicliniin ise hem ekstraksiyon ¢oziiciisiinde hem de
sulu faz icinde karisabilir 6zellikte olmasi gerekmektedir. Bu yiizden dispersif

¢oziicii olarak genellikle aseton, metanol ve asetonitril gibi ¢oziiciiler secilmektedir.

Ekstraksiyon c¢oziiclisiiniin hacmi zenginlestirme faktorii {izerinde onemli bir
etkiye sahiptir. Ekstraksiyon ¢oziiciisliniin hacminin artmasi ile santrifiij ile elde
edilen analiti iceren fazin hacmi artar. Buda zenginlestirme faktoriiniin azalmasina
neden olur. Bu yiizden yiiksek zenginlestirme faktorii elde etmek i¢in optimum

ekstraksiyon ¢oziicii hacminin belirlenmesi gerekmektedir.

Dispersif ¢oziiciiniin hacmindeki degisimler, santrifiij ile elde edilen analiti iceren
fazin hacmini etkiler. Bu nedenle sabit faz hacmi elde etmek icin dispersif ve
ekstraksiyon ¢oziiclilerinin hacmini istemli olarak degistirmek gerekir. DSMME de

tortulagmis fazin hacmini etkileyen dnemli faktorler sunlardir:

» Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sudaki ¢oziiniirligii
> Ornek ¢ozeltisinin hacmi
» Dispersif ¢oziiciiniin hacmi

» Ekstraksiyon ¢oziiclisliniin hacmi



DSSME’de zenginlestirme katsayis1 (ZK), drnekteki analitin santrifiij sonrasinda

olusan fazdaki derisiminin baslangi¢ derisimine orani olarak ifade edilir.

Z K: Csed/Co

Ekstraksiyon geri kazanimi (% geri kazanim) santrifiij sonrasi olusan fazin,

toplam analit miktarina yiizdesi olarak ifade edilir.

% Geri kazanim = (Vseg/Vaq) X ZK X 100
Vseq= Santrifiij sonrasi altta toplan fazin hacmi

Vag= Ornek ¢dzeltisi hacmi

Son yillarda yapilan DSSME yonteminde ekstraksiyon ¢oziicii olarak iyonik
stvilar kullanilmaya baslanmustir. Iyonik sivi kullanimu ile organik ¢dziicii kullanimi
tamamen ortadan kaldirilmaktadir. Bdylece ekstraksiyon ¢evre dostu ¢oziiciilerle

gergeklestirilmektedir.

1.2.1 Iyonik Swi Bazli Dispersif Swvi Stvi Mikroekstraksiyonu

Iyonik siv1 bazli dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonunu (IS-DSSME) 4 ana

kategoriye ayirmak miimkiindiir.

» Geleneksel IS-DSSME

» Sicaklik kontrollii IS-DSSME

» Mikrodalga, ultrason, vorteks destekli IS-DSSME
» In-situ IS-DSSME



1.2.1.1 Geleneksel 1IS-DSSME

Hidrofobik iyonik sivilarin ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak kullanildigi, dispersif
¢Oziicii ve analitleri igeren sulu 6rnegin basit karigimina dayanan bir yontemdir.
Karisim manuel karistirilabilmekte ve iyonik sivi ile zenginlestirilen analitler,
santrifiij ile ayrilmaktadir (Sekil 1.2). Bu yontem ekstra basamaga gerek
duymadigindan dolay1 IS-DSSME ydnteminin en basit tiliriidiir. Metanol, asetonitril,
etanol gibi organik ¢oziiciiler dispersif ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Bu yontemin
ilk tanimlamasi Liu ve arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. Su Orneklerindeki
insektisitlerin tayini icin yapilan c¢alismada dispersif ¢oziicii olarak metanol,
ekstraksiyon ¢oziicilisii olarak anyonu hegzaflorofoasfat olan ve suda ¢oziinmeyen

iyonik s1vi kullanilmustir (Y. Liu, Zhao, Zhu, Gao ve Zhou, 2009).

Geleneksel IS-DSSME -

* Ekstraksivon coziicsi: Iyonik s Santrifiij |

* Asetonitril, metanol gibi dispersif ¢dziicii ‘
v o v fyonik sw1 ve analit iceren mikrodamlacik
Omek gozelti Bulanik cozelti uygun HPLC ¢&ziiciisii ile seyreltilir

Sekil 1.2 Geleneksel IS-DSSME yontemi (Trujillo-Rodriguez, Rocio-Bautista, Pino ve Afonso, 2013)

1.2.1.2 Sicaklik Kontrollii IS-DSSME

Sicaklik kontrollii IS-DSSME yo6nteminde hidrofobik iyonik sivilar ekstraksiyon
¢oziicii olarak kullanilmakta, fakat analiti iceren iyi bir faz ayriminin saglanmasi i¢in
1sitma islemi uygulanmaktadir (Trujillo-Rodriguez, Rocio-Bautista, Pino ve Afonso,
2013). Iyonik sivilarin ¢oziiniirliigii sicaklik ile artmakta ve bdylece 1sitma islemi ile
tyonik sivinin sulu ¢ozelti i¢inde dagilmasi saglanmaktadir. Yontem ayrica ekstrakte
edilmis analitleri iceren iyonik sivi mikro damlaciklarin ¢okmesini kolaylastirmak
icin ¢ozelti karigiminin sogutulmasini gerektirmektedir (Sekil 1.3). Bu yontemde de

dagitic ¢oziicli olarak metanol, asetonitril gibi organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir.



Sicaklik kontrollii IS-DSSME

*Ekstraksiyon ¢oziciisit: Iyonik stvi Isttma 1‘ -

[ Santriftj
> > e— | —
|| *Asetonitril, metanol gibi dispersif goziicii \ \f
v °
Ornek ¢ozelti Buz banyosunda sogutma Ust faz atir  Damla Srekleme

Bulanik ¢ozelti

Sekil 1.3 Sicaklik Kontrollii IS-DSSME (Trujillo-Rodriguez, Rocio-Bautista, Pino ve Afonso, 2013)

1.2.1.3 Mikrodalga, ultrason, vorteks destekli IS-DSSME

Mikrodalga, ultrason, vorteks destekli IS-DSSME yonteminde de hidrofobik
iyonik sivilar ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak, asetonitril, metanol gibi ¢dziiciiler ise
dispersif ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Faz ayrimi mikrodalga, ultrason veya
vorteks ile saglanmaktadir (Trujillo-Rodriguez, Rocio-Bautista, Pino ve Afonso,
2013). Bu islemlerden sonra karisimdaki bulanikligin yeterli olmamasi durumunda
karisim buz banyosunda sogutulmaktadir (Sekil 1.4). Santrifiijleme isleminden sonra
st faz atilarak analiti igeren iyonik sivi faz1 uygun ¢oziiclide ¢oziilerek analiz

edilmektedir.

Mikrodalga, ultrason, vorteks destekli IS-DSSME

. MD, US vad
*Ekstraksivon ¢ézicisit Iyvonk s vor m-?ks vaca Santrif
> > — ‘
¥ * A setonitril, metanol gibi dispersif ¢oziict \
Ornek ¢ozeli Bulank ¢ozelti _ Damla érekleme

*Bazen coreltibny |~ Ust faz atbr
banyosunda sogutulmah

Sekil 1.4 Mikrodalga, ultrason, vorteks destekli IS-DSSME yontemi (Trujillo-Rodriguez, Rocio-
Bautista, Pino ve Afonso, 2013)
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1.2.1.4 In-Situ 1IS-DSSME

Bu yontemde de hidrofobik iyonik sivilar ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak
kullanilmakta fakat hidrofobik iyonik sivi ekstraksiyon asamasinda hidrofilik iyonik
stvidan metatez reaksiyonu ile olusturulmaktadir (Trujillo-Rodriguez, Rocio-
Bautista, Pino ve Afonso, 2013). Hidrofilik iyonik sivi olarak genellikle anyonu
klorlir olan imidazolyum bazli iyonik sivilar kullanilmaktadir. Ortama sodyum
hegzaflorofosfat (NaPFg) veya lityum bis[(triflorometan)siilfonil]imid gibi tuzlar
ilave edilerek mikrodalga, ultrason, vorteks gibi yontemler uygulanmakta bdylece
anyonu hegzaflorofosfat veya bis[(triflorometan)siilfonil]imid olan hidrofobik iyonik
stvilar olusturulmaktadir. Bu ekstraksiyon c¢esidinde dispersif ¢oziicii ¢ok nadir
kullanilmaktadir. Santrifiijleme isleminden sonra analiti igeren iyonik sivi fazi uygun

¢oOziiciide ¢oziilerek analiz edilmektedir (Sekil1.5).

In-situ IS-DSSME

Anvyon degistirici

. reaktif eklenmesi
*Ekstraksiyon ¢oziiciisi Iyonik s1 (Li-NTE2, NaPFs)
> > Santrifiij
| | *Dispersif ¢ozict nadiren knllanir o1 zaman larvvetli
\ I
galkalama ve 1sitma .L
gerekdi Bulamk gozelti Damla érnekdeme
*Bazen ¢ozeli buz s Ust suh faz

banyosunda sogutulmah . atiler

Sekil 1.5 In-situ IS-DSSME yontemi (Trujillo-Rodriguez, Rocio-Bautista, Pino ve Afonso, 2013)

1.2.2 Iyonik Swilar

Iyonik sivilar, hidrofilik polar ug ve hidrofobik hidrokarbon zincirli amfifilik grup
iceren, oda sicakliginda sivi halde bulunan ve son zamanlarda yaygin olarak

kullanilan ¢oziictilerdir (Welton, 1999).

Iyonik sivilar, ugucu olmayan (¢evre dostu), yiiksek termal kararliliga sahip, alev-

almaz, ayarlanabilir viskozite ile su ve organik ¢oziiciiler ile karisabilen 6zelliklere
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sahip olduklar1 i¢in sentez, ayirma, elektrokimya gibi alanlarda genis kullanima

sahiptir.

Iyonik sivilarda katyon olarak imidazolyum, piridinyum, tetraalkil amonyum,
pirolidinyum, tetraalkil fosfonyum gibi gruplar; anyon olarak ise hegzaflorofosfat,
tetrafloroborat, triflorosiilfonoimid, bromiir, kloriir gibi inorganik veya organik

gruplar kullanilmaktadir (Tablo 1.1).

1982 yilinda Wilkes ve arkadaslari tarafindan ilk kez 1-alkil-3-metilimidazolyum
katyonunu iceren iyonik siviyr sentezlenmistir (Wilkes, Levisky, Wilson ve Hussey,
1982). Daha sonra farkli katyon ve anyon igeren, farkli fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip pek ¢ok iyonik sivi sentezi yapilmistir. Tablo 1.2°de bazi iyonik

stvilarin fizikokimyasal 6zellikleri verilmistir.
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Tablo 1.1 iyonik sivilarin sentezinde kullanilan bazi katyon ve anyonlar ( Chemfiles, 2005 ).

imidazolyum

7.
T
-

Fosfonyum

Bis-triflorometil
siilfonilimid

Ry
R, i
[ -
o a7 e
Ry
Piridinyum Pirolidinyum
iy vy
.{,6 Rz é’) =
Amonyum Siilfonyum
S o o
HaC —§—c© A.c—% &S
aama o o
Tosilat Metasiilfonat
PES HalS
Hegzaflorofosfat Tetrafloroborat Halejeniirler

Katyon
(Organik)

Anyon

(Organik)

A_nyon
(Inorganik)

Iyonik sivilarin kullanim alanlar1 kendine has fiziksel ve kimyasal dzelliklerden

dolay1 ¢ok fazladir. Bir¢ok reaksiyonlar igin ¢Oziicli ve ylizey aktif madde (Jain,

Kumar ve Chauhan, 2005; Smirnova ve Safonova, 2010) giines pilleri i¢in elektrolit
(Xue, Wang, Hu, Li, Wang, Cao ve diger., 2004), kati faz ekstraksiyon galismalari
i¢in sorbent (Fontanals, Borrull ve Marcé, 2012), kromatografik ¢alismalarda igin
sabit faz olarak (Shashkov, Sidelnikov ve Zaikin, 2014) kullanildig1 bir¢ok degisik

kullanim alanlar1 bulunmaktadir.
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Tablo 1.2 Bazi iyonik sivilarin fizikokimyasal 6zellikleri (J.F. Liu, Jiang ve Jonsson, 2005; Poole ve Poole, 2010)

Iyonik s1vi Erime noktasi’C)  Yogunluk(g mL™) Viskosite(cP) Referans
Imidazolyum
JooH, L
1N
¢ F F| F 61 1,30 585 (Anderson.,Armstrong
CH ve Wei, 2006)
1-hegzil-3-metil-imidazolyum
hegzaflorofosfat
.‘.‘.“ v“ F
N/ OFS' :
) CH w9
S F
r o ¢ 4 1,43 52 (Anderson,Armstrong

1-hegzil-3-metil-imidazolyum bis
[(triflorometil)siilfonil Jimid

ve Wei, 2006)




qT

Tablo 1.2 devamu

Erime noktasi Yogunluk Viskosite Referans
Iyonik s1vi
(°C) (gmL™) (cP)
Piridinyum
,.I"'l (Papaiconomou,
e g F 1,08 460 Salminen,Lee ve
l‘!,',\“.;;jl FIB'“ F Prausnitz, 2007)
CH4
1-oktil-4-metilpiridinyum tetrafloroborat
-CH,
FF
g ot |
N N o (Papaiconomou,
L Os F 7 1,29 105 Salminen,Lee ve
HC FF Prausnitz, 2007)

1-oktil-4-metilpiridinyum

bis[(triflorometil)siilfonil]imid
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Tablo 1.2 devamu

Erime noktasi Yogunluk Viskosite Referans
Iyonik s1v1
(°C) (gmL™) (cP)

Kuaterner amonyum

Haf /\‘-./- .‘\,-'/\ }'3
o £ 62-63 (Matsumoto,Kageyama

o e, ve Miyazaki, 2002)

G P i3

Tetrabutilamonyum florir




1.3 Cesitli Ekstraksiyon Yontemleriyle Sudan (I-IV) Boyalarimin Uygulamalar:

Sudan (I-IV) boyalarinin analiz 6ncesi Ornek matriksinden ayrilmasi ve

zenginlestirilmesi i¢in literatiirlerde ¢esitli ekstraksiyon teknikleri kullanilmistir.

Liu ve arkadaslar1 2007 yilinda toz biberde Sudan (I-IV) boyalarim1 HPLC-UV ile
tayin etmeden Once TritonX-100 yiizey aktif maddesini kullanarak bulutlanma
noktasi ekstraksiyonu ile zenginlestirmislerdir. Bu ektraksiyon yontemi ile toz bibere

eklenen Sudan boyalarin1 %80,70-%85,45 oraninda geri kazanimla elde etmislerdir

(W. Liu, Zhao, Chen ve Yang, 2007)

2010 yilinda Xu ve arkadaglar1 gidalardaki (toz biber, biber sosu, oOrdek
yumurtasi) Sudan boyalarint HPLC ile analiz 6ncesi kat1 faz ekstraksiyon yontemini
kullanarak zenginlestirmislerdir. Sorbent olarak aktif silikay1 kullanmislar ve 196 ile
991 arasinda degisen zenginlestirme faktorleri elde etmislerdir. Calisilan gida
orneklerine eklenen Sudan boyalarini %70,3-%95,2 oraninda geri kazanmislardir

(Zhixiang, Shuo, Guozhen, Jiajia ve Yan, 2010).

Zhang ve arkadaglar1 2012 yilinda biber sosu drneklerinden Sudan I boyasinin
ekstraksiyonu i¢in kat1 faz ekstraksiyon yontemini kullanmiglardir. Bu ekstraksiyon
yonteminde sorbent olarak Sudan I boyasi i¢in molekiiler baskilanmis polimer
sentezlemislerdir. Yiiksek tutma kapasitesi elde ettikleri bu yontemle zenginlestirilen
Sudan I boyasin1t HPLC ile analiz etmislerdir (Zhang ,Xu, Li, Xiong, Peng, Chen ve
diger., 2011).

Jiang ve arkadaglar1 2012 yilinda su Orneklerinden Sudan boyalarinin
ekstraksiyonu i¢in manyetik 6zellikte nanopartikiil sentezlemisler ve elde ettikleri bu
sorbenti kati faz ekstraksiyonu i¢in kullanmiglardir. Ekstraksiyon sonrasi
zenginlestirilen Sudan boyalarini ultra hizli s1ivi kromatografisi ile tayin etmislerdir.
Sorbentin yiiksek tutma kapasitesine sahip oldugunu belirtmislerdir (Jiang, Sun, Yu,
Zhang, Sun, Gao ve diger., 2012).
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Yan ve arkadaglar1 2011 yilinda sosis iiriinlerinde Sudan boyalarini tayin etmigler,
analiz Oncesi boyalar1 zenginlestirmek icin molekiiler baskili sorbent hazirlayarak
kat1 faz ekstraksiyon yontemini kullanmiglardir. Bu ektraksiyon yonteminde elue
ettikleri analitleri ayrica dispersif sivi-sivi mikroektraksiyon yontemini kullanarak

zenginlestirmiglerdir (Yan, Qiao, Wang, Yang ve Row, 2011).

Yan ve arkadaglar1 2011 yilindaki yaptiklart baska bir ¢alismada farkli yumurta
sar1s1 6rneklerinde Sudan boyalarini analiz etmislerdir. Bu ¢alismada da analiz 6ncesi
analitleri dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemiyle zenginlestirmisler ve bu
ekstraksiyondan Oncesi, gelistirmis olduklari molekiiler baskilanmis sorbenti
kullanarak kat1 faz dagilim yontemini kullanmiglardir (Yan, Wang, Qiao ve Yang,
2011).

Ho ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda dispersif sivi-sivi mikroekraksiyon
yontemini kullanarak gida Orneklerindeki Sudan boyalarini ve ftalat bilesiklerini
ekstrakte etmisler ve zenginlestirdikleri analitleri LC-DAD ile analiz etmisglerdir.
Calismalarinda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak ti¢ farkli iyonik sivi kullanmislar ve bu

iyonik sivilarin etkinligini karsilagtirmislardir (Ho, Tsoi ve Leung, 2013).
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1.4 Calismanin Amaci

Gida orneklerinde Sudan boyalarina eser diizeyde karsilagiimaktadir ve bunlarin
varliginin tespiti ve nicel tayinleri dogal renklendiricilerin ve diger girisim yapabilen
maddelerin yaninda olduk¢a zor olmaktadir. Diisiik miktarlarindan dolay1r bu
boyalarin analiz Oncesi matriks ortamdan ayrilmast ve zenginlestirilmesi

gerekmektedir.

Bu c¢alismada marketlerden alinan pul biber, kirmizi toz biber ve domates
salcasinda Sudan (I-IV) boya kalintilarinin HPLC ile tayini dncesi ekstraksiyonlari
icin iyonik siv1 bazli dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yonteminin gelistirilmesi

hedeflenmistir. Caligmanin agamalar1 asagida siralanmistir:

1. 1-oktil-3-metil imidazolyum hegzaflorofosfat iyonik sivisinin sentezi ve

karakterizasyonu
2. Sudan (I-IV) boyalarinin HPLC’de kromatografik davraniglarinin incelenmesi

3. Onerilen dispersif sivi-sivi mikroektraksiyon y&nteminin optimizasyonu (pH,
ekstraksiyon siiresi, iyonik sivi hacmi, dispersif ¢oziicli ¢esidi ve hacmi, santrifiij

stiresi, tuz etkisi)

4. Gelistirilen yontemin gergek orneklere uygulanmasi ( kirmizi pul biber, kirmizi toz

biber ve domates sal¢asi)

5. Analitik parametrelerin belirlenmesi
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BOLUM iKi
MATERYAL VE YONTEM

2.1 Reaktif ve Cozeltiler

N-metil imidazol, oktil bromiir, amonyum hegzaflorofosfat (NH4PF¢), toluen,
diklorometan ¢oziiciileri analitik saflikta olup Sigma-Aldrich veya Merck marka
temin edilmistir. Tetrabutilamonyum bromiir (TBAB), potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4), metanol ¢oziiciileri HPLC saflikta olup Sigma-Aldrich veya Merck marka
satin alinmistir. Calismada kullanilan 1-fenilazonaftil-2-ol (Sudan 1), 1-(2,4-
dimetilfenil) azonaftalen-2-ol (Sudan 1), 1-((4-(fenildiazenil)fenil) azonaftalen-2-ol
(Sudan ), 1-(2-metil-4(2-metilfenildiazenil) fenil) azonaftalen-2-ol (Sudan 1V)
boyalart Sigma-Aldrich veya Merck marka satin alinmistir. Calisilan Sudan
boyalarin formiilleri Sekil 2.1°de verilmistir. Her bir boyanin stok standart ¢ozeltileri
50 pg mL™ (metanolde) olarak hazirlanmistir. Tiim standart ¢ozeltiler 4 °C de
saklanmigtir. Calisma ¢ozeltileri stok ¢oOzeltilerinin  seyreltimesi ile gilinliik

hazirlanmistir. Ultra saflikta saf su Milli-Q su saflastirma sistemi (Millipore) ile

saglanmistir.
”\N@ 8 {
OH OH
Sudan 1 Sudan 11

o :
SaletatAateinl

OH

Sudan IT1 )
Sudan IV

Sekil 2.1 Caligmada kullanilan Sudan boyalarinin kimyasal yapilari
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2.2 Cihazlar

Iyonik sivi sentezinde Buchi marka Rotary evaporatdr, ornek hazirlamada
Elmasonic marka ultrasonik banyo ve Wisemix marka vorteks, sentezlenen iyonik
stvinin yapisal Karakterizasyonda Perkin Elmer marka Spectrum 100 model Fourier
Transfer Infrared Spektrometresi (FTIR) ve Perkin Elmer marka Diamond model
Termal Gravimetrik Analiz/Diferansiyel Termal Analiz cihazi kullanilmistir. pH
calismalar1 Mettler Toledo marka Seven Compact model pH metre kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sudan boyalarinin kromatografik analizleri igin Agilent 1100
model Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) cihazi kullanilmustir. Ultra

saf su i¢in Millipore Gradient A10 model saf su cihazindan yararlanilmistir.

2.3 Iyonik Sivinin Sentezi

2.3.1 1-oktil-3-metil-imidazolyum bromiir (OMIBr) Sentezi

/N
/A n N
/4 ,/' A N N ,’I / '-.\ N . a
\ " VA N \\-//\‘\ / \‘ NS \\.//\ NG AN
N l CHy — \ ,)j CH.
/ N )
Hyl / Br
H;‘:
N-metil imidazol oktil bromiir 1-oktil-3-metil imidazolyum bromiir

Sekil 2.2 OMIBr iyonik sivisinin sentezi (Ozdemir ve diger., 2010; Zafer ve diger., 2009)

50 mL’lik yuvarlak dipli bir balona 0,02 mol N-metil-imidazol, 0,02 mol oktil
bromiir ve ~20 -30 mL toluen ilave edilerek iki saat geri sogutucu altinda 1sitilmistir.
Bu siire igerisinde iki faz faz olusmustur (Ozdemir ve diger., 2010; Zafer ve diger.,
2009). OMIBr olan alt faz alinarak 1-oktil 3-metil imidazolyum hegzaflorofosfat

iyonik sivisinin sentezinde kullanilmistir (Sekil 2.2).
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2.3.2 1-oktil-3-metil imidazolyum hegzaflorofosfat (OMIPF) Sentezi

‘ .:’.-“ \\ .),.I H )
e Br~ m/“ ":c"
1-oktil-3-metil imidazolyum bromiir 1-oktil-3-metil imidazolyum hegzaflorofosfat

Sekil 2.3 OMIPF iyonik sivisinin sentezi (Ozdemir ve diger., 2010; Zafer ve diger., 2009)

0,02 mol OMIBr ~50 mL diklorometan igerisinde ¢oziilmistiir ve daha sonra bu
¢ozeltiye 0,02 mol amonyum hegzaflorofosfat tuzu ilave edilmistir. Elde edilen
karisim 24 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Daha sonra ¢oken amonyum bromiir
siiziilerek karisimdan ayrilmistir ve sivi  kisimda bulunan diklorometanin
evaporatdrde ugurulmasiyla OMIPFg elde edilmistir (Sekil 2.3) (Ozdemir ve diger.,
2010; Zafer ve diger., 2009).

2.4 Sudan Boyalarinin HPLC ile Analizi

Sudan boyalarinin kromatografik analizi, “West Yorkshire Analytical Services
Laboratory” isimli laboratuvar tarafinca gelistirilen “Method 145B” analiz yontemi
ile gergeklestirilmistir (Food Standart Agency, 2003). Sudan boyalarinin analizi i¢in

kullanilan kromatografik analiz kosullar1 asagida 6zetlenmistir.

e HPLC cihazi: Agilent 1100 model

e Kolon: Thermo ODS Hypersyl Gold Cis (150 mm x 4,6 mm x 5 um i.d)
e Kolon sicakhig: 25°C

e Dedektor: Fotodiyot array dedektor (DAD)

o Hareketli faz: 0,3402 gram KH,PO,4 ve 1,012 gram TBAB’tin 100 mL saf
suda coziilerek, hacmin metanol ile 1 litreye tamamlanmasiyla hazirlanan
cozelti

o Akis hiz1 (mL/dak): 2 mL/dakika

e Eliisyon gesidi: Izokratik eliisyon

22



Sudan I i¢in 483,16 nm’de, Sudan II i¢in 500,16 nm’de, Sudan III ve Sudan IV
boyalar1 i¢in 518,8 nm’de okuma yapilmistir. Analiz siiresi Sudan I i¢in 1,7 dakika,
Sudan II i¢in 2,7 dakika, Sudan III i¢in 4,2 dakika ve sudan IV i¢in 8,1 dakika olarak
belirlenmistir. Sekil 2.4’de derisimi 1 pg/mL Sudan (I-1V) boyalarinin kromatogrami
verilmistir. Standart kalibrasyon egrileri her bir Sudan boyasi i¢in stok ¢dzeltiden 10-

5000 pg/L derisim araliginda hazirlanan c¢ozeltilerle elde edilmistir ve her bir boya

icin elde edilen kalibrasyon esitligi Sekil 2.5’de verilmistir.

S NS S SO S A N N S|

Sekil 2.4 1 pg/mLderisimindeki standart Sudan (I-IV) boyalarinin kromatogrami
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Sekil 2.5 Sudan (I-IV) boyalar1 i¢in kalibrasyon grafikleri

2.5 Dispersif Sivi-Sivi Mikroektraksiyon (DSSME) Yontemi

2.5.1 Optimizasyon Calismalart

Her bir Sudan boyas: i¢in derisimleri 1 pg/mL olan 10 mL’lik ¢ozeltiye dispersif
¢Oziicii ve iyonik siv1 ilave edilerek karistirilmis ve daha sonra 3500 rpm’de karisim
santrifiijlenmistir. Sudan boyalarini iceren alt faz 1,5 mL metanolde ¢oziilerek

HPLC’de analiz edilmistir. Yontemi optimize etmek icin calisilan parametreler

asagida verilmistir.

e pH(4,56,7,8,9)

e Dispersif ¢6ziicti hacmi (50, 100, 250, 500, 750, 1000 pL)
e Santrifiij stiresi (2, 5, 10, 20, 30 dakika)
e Iyonik s1v1 hacmi (50, 75, 100 ve 200 uL)
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e Ekstraksiyon siiresi (15, 30, 60, 90, 120 saniye)
e Dispersif ¢oziicii ¢esidi (Aseton, asetonitril, metanol)

e Tuz etkisi (% derisim (w/v, NaCl), 0; 0,25; 1; 2; 5; 10; 20)

Her bir parametre i¢in optimum degerler bulunduktan sonra ger¢ek Ornekler bu

optimum kosullarda ekstrakte edilerek analiz edilmistir.

2.6 Gergcek Ornekler

Gelistirilen DSSME y06nteminin uygulanabilirliini gostermek icin kirmizi toz
biber, pul biber ve domates salgasi ile c¢alisilmistir. Ornekler Izmir’deki farkli
marketlerden satin alinmigtir. Bu Ornekler “West Yorkshire Analytical Services
Laboratory” isimli laboratuarda Sudan I igin gelistirilen “Method 145B * yontemine

gore hazirlanmis ve DSSME yontemi uygulanmuistir.

2.6.1 Gergek Orneklerin Analize Hazirlanmast

10 gram 6rnek tartilarak 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve hacim metanol ile
100 mL’ye tamamlanmistir. Elde edilen karisim 15-20 dakika ultrasonik banyoda
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda berrak sivi kisimdan 5 mL alinarak, hacim mobil
faz ile 50 mL’ye tamamlanmistir (Food Standart Agency, 2003). Daha sonra bu
ornek ¢ozelti, 0,45 pm’lik filtreden gecirilmis ve bu 6rnekten 1 mL alinarak, hacim
saf su ile 10 mL’ye tamamlanmis ve elde edilen ¢ozeltiye, optimize edilen DSSME
yontemi uygulanmistir. Yontemin dogrulugunu gostermek i¢in DSSME yontemi
uygulanmadan 6nce, gergek ornek ¢ozeltisinin igerisine, derigimleri 0,1 ve 0,2 pg/mL
olacak sekilde standart Sudan (I-IV) boyalarindan eklenmis ve bu boyalarin optimize

edilen iyonik siv1 bazli DSSME yontemi ile geri kazanimlar1 hesaplanmaistir.
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BOLUM UC
SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

3.1 Iyonik Sivinin Karakterizasyonu

Calismada ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilmasi i¢in sentezlenen OMIPFg
iyonik sivisinin yapisini karakterize etmek icin, bu iyonik sivinin FTIR spektrumu
ara {irtin olan OMIBr iyonik sivisinin FTIR spektrumu ile karsilastirilmistir. Ayrica

OMIPFg’nin termal kararliligi TG/DTG egrisi ile incelenmistir.

3.1.1 FTIR Spektrumu

OMIBr ve OMIPF; iyonik sivilarinin FTIR spektrumlart ATR probu ile 0,1 mL
ornek kullanilarak alinmistir. Sekil 3.1°’de OMIBr ve OMIPFs i¢in elde edilen FTIR
spektrumlar1 verilmis ve her iki iyonik sivi igin karakteristik pikler Tablo 3.1°de
Ozetlenmistir. Her iki iyonik siv1 i¢in titresim degerlerinin farkli olmasi OMIBr’den

OMIPFg sentezinin ger¢eklestigini gostermistir.

Tablo 3.1 OMIBr ve OMIPFg igin FTIR spektrum verileri

Iyonik s1v1 Gerilme titresimleri cm™
=C-H -C-H C=N C=C -C-N
OMIBr 3087 2927-2856 1570 1462 1168
OMIPFs 3170 2930-2858 1576 1465 1171
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Sekil 3.1 Iyonik sivilar i¢in FTIR spektrumu
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3.1.2 Termal Analiz

OMIPFs iyonik sivisinin termal karalilignt TG/DTG egrisi ile incelenmis ve bu

iyonik sivinin termal bozunmasinin iki kademede gergeklestigi gozlenmistir (Sekil

3.2). Analiz igin OMIPFg aliiminyum kap igerisinde azot atmosferinde 25-600 °C

araliginda (sicaklik artis1 15 °C/dak) analiz edilmistir.

1032 - - 1.976
100 \

a5 4 ot

3 3

&=

40.94 Ll Ll Ll Ll T -8.951
3319 100 200 300 400 500 593 4

Sicakdik (°C)

Sekil 3.2 OMIPFg iyonik sivisinin TG/DTG egrisi
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3.2 DSSME Yoénteminin Optimizasyonu

Sudan boyalarmin HPLC ile analiz Oncesi analitik matriksten ayrilmasi ve
zenginlestirilmesi i¢in Onerilen DSSME yontemi bolim 2.5.1’de verilen
parametrelerde optimize edilmistir. Optimizasyon prosesinde % geri kazanim ve

zenginlestirme katsayisi (ZK) asagida verilen esitliklerle hesaplanmustir.

ZK. Csed/ CO
% Geri kazanim: ZK X (Vseq/ Vag) X 100

Cseq: Analitin iyonik siv1 fazindaki derisimi
Co:  Sulu fazdaki analitin ilk derigimi
Ved: Ekstraksiyon sonrasi altta toplan iyonik sivi hacmi

Vo: Baslangigtaki analiti iceren sulu fazin hacmi

Sudan boyalarinin ekstraksiyon sonrasi iyonik sivi fazdaki derisimleri her bir

boya i¢in elde edilen kalibrasyon esitliklerinden yararlanilarak hesaplanmistir.
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3.2.1 pH Optimizasyonu

Optimum pH degerini bulmak i¢in Sudan boyalarini i¢eren sulu ¢ozeltinin pH’1
4,5,6,7, 8 ve 9’a ayarlanarak DSSME yo6ntemi uygulanmaistir. Ekstraksiyon sonrasi
her pH degerine karsilik % geri kazanim hesaplanarak Sekil 3.3 elde edilmistir.
Sekilde goriildiigi dort boya iginde en iyi sonu¢ pH 7°de gozlenmistir. % Geri
kazanim Sudan III > Sudan II > Sudan IV > Sudan I seklinde olmustur. Tiim
boyalarda optimum pH 7 olarak bulundugu i¢in sonraki ekstraksiyon c¢alismalari bu

pH’da gergeklestirilmistir.
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40 -
& w sudanlll
S 301 —w—SudaniV
20 1
10 :I
I:I T T T T - 1
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Sekil 3.3 DSSME yontemine sulu ¢dzeltinin pH’1n etkisi. (Ekstraksiyon kosullari: Ornek hacmi: 10
mL, ekstraksiyon siiresi: 60 sn, iyonik sivi hacmi: 50 pl, dispersif ¢6ziicii: metanol, dispersif

¢oziicii hacmi: 200 pL, santrifiyj siiresi: 5 dakika)
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3.2.2 Santrifiij Siiresi

Santrifiijleme islemi DSSME yo6nteminde sulu faz ile iyonik siv1 fazin tam olarak
birbirinden ayrilmasi ve analitlerin ekstraksiyon ¢oziicii igerisinde dagilimini
saglamasi agisindan 6nemlidir. Bu yilizden optimum santrifiij siiresini bulmak icin
analit ¢Ozeltisini, dispersif ¢oziicliyii ve ekstraksiyon ¢ozliciisiinli iceren karisim 2, 5,
10, 20 ve 30 dakikada 3500 rpm’de santrifiijlenmis ve her bir santriifiij siiresi
sonunda iyonik sivi fazi 1,5 mL metanol igerisinde ¢oziilerek HPLC’de analiz
edilmistir. Analiz sonucunda her bir silire i¢in % geri kazanim degerleri
hesaplanmistir (Sekil 3.4). En iyi geri kazanim dort Sudan boyasi i¢in de 5 dakika
santrifiijleme ile elde edilmistir. Bu ylizden sonraki ekstraksiyon g¢aligmalarinda

santrifiijleme siiresi 5 dakika olacak sekilde ¢alisilmistir.

70 1
60 -+
50 1 : —#— Sudanl
40 =l Sudanll

a0 - Sudanlll

%0 Geri kazanim

e
20 - Sudanlv

2Dk S Dk 10Dk 20 Dk 30 Dk

Santrifiij siiresi

Sekil 3.4 DSSME yéntemine santrifiij siiresinin etkisi (Ekstraksiyon kosullari: Ornek hacmi: 10 mL,
ornek pH’1: 7, ekstraksiyon siiresi: 60 sn, iyonik sivi hacmi: 50 pL, dispersif ¢oziicii: metanol,

dispersif ¢oziicii hacmi: 250 pL)
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3.2.3 Dispersif Coziicii Hacmi

DSSME yontemi igin ortama ilave edilen dispersif ¢oziicliniin hacmi ekstraksiyon
sonrast sedimente olan iyonik sivi fazin hacmini etkileyecegi i¢in, bu ¢oziicliniin
optimum degerinin belirlenmesi onemlidir. Bu yiizden optimum dispersif ¢oziicii
hacmini belirlemek i¢in ekstraksiyon sirasinda ortama 50, 100, 250, 500, 750, 1000
uL methanol ilave ederek ekstraksiyon gerceklestirilmis ve her bir hacim i¢in % geri
kazanim degerleri hesaplanmistir (Sekil 3.5). Grafikte goriildigii gibi ekstraksiyon
icin tliim boyalarda en iyi dispersif ¢oziicii hacmi 250 pL’de elde edilmistir. Bu
yiizden daha sonraki caligmalarda dispersif c¢oziici hacmi olarak 250 pL

kullanilmistir. En iyi geri kazanim Sudan III boyasi i¢in elde edilmistir.
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40 A : sudanill
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20 1
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Sekil 3.5 DSSME yontemine dispersif ¢oziicii hacminin etkisi (Ekstraksiyon kosullari: Ornek hacmi:
10 mL, 6rnek pH’1: 7, ekstraksiyon siiresi: 60 sn, iyonik sivi hacmi: 50 pL, dispersif ¢dziicii: metanol,

santrifiij stiresi: 5 dakika)
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3.2.4 Iyonik S Hacmi

DSSME yonteminde kullanilacak olan ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin sudan daha
fazla yogunlugu sahip olmasi, suda c¢Ozliinmemesi ve analitin bu ¢oziiciide
¢cOziinlirliiglin yiiksek olmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada ekstraksiyon ¢oziiclisli
olarak OMIPFg iyonik sivisi kullanilmistir. Kullanilan iyonik sivinin optimum
hacmini bulmak i¢in 50, 75, 100 ve 200 pL’lik iyonik siviyla ¢alisilmistir. Her biri
icin % geri kazanim degerleri hesaplandiginda en iyi sonucun 75 pL’de elde edildigi
gozlenmistir (Sekil 3.6). En yiiksek geri kazanim (%100) Sudan III boyasinda elde
edilmistir. Diger boyalarda da % geri kazanim degerleri %70-80 arasinda oldugu
gbzlenmigstir. Bu ylizden daha sonraki ¢alismalarda ekstraksiyon ¢oziicii hacmi 75

uL olarak alinmustir.
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Sekil 3.6 DSSME yéntemine iyonik sivi hacminin etkisi (Ekstraksiyon kogullari: Ornek hacmi: 10
mL, 6rnek pH’1: 7, ekstraksiyon siiresi: 60 sn, dispersif ¢oziicli: metanol, dispersif ¢oziicli hacmi: 250

pL, santrifiyj siiresi: 5 dakika)
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3.2.5 Ekstraksiyon Siiresi

Ekstraksiyon siiresi analitin, bulundugu ortamdan maksimum diizeyde
ekstraksiyon ¢oziicii fazina gegmesini saglamasi acisindan Onemlidir. Bu yiizden
optimum ekstraksiyon siiresini bulmak i¢in analit ¢ozeltisini, dispersif ¢oziicliyii ve
ekstraksiyon ¢Oziiciisiinii igeren karigim 0, 15, 30, 60, 90 ve 120 saniye olacak
sekilde karistirilmis ve daha sonra her bir karisim 5 dakika 3500 rpm’de
santrifiijlenmis ve santriflij siiresinin sonunda iyonik sivi fazi 1,5 mL metanol
icerisinde ¢oziilerek HPLC’de analiz edilmistir. Daha sonra her bir ekstraksiyon
stiresi i¢in % geri kazanim degerleri hesaplanmigtir (Sekil 3.7). En i1yi geri kazanim
dort Sudan boyast i¢in de 15 saniye ekstraksiyon siiresinde elde edilmistir. Bu

yizden sonraki caligmalarda ekstraksiyon siiresi 15 saniye olacak sekilde

calisiimustir.
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Sekil 3.7 DSSME yéntemine ekstraksiyon siiresinin etkisi (Ekstraksiyon kosullari: Ornek hacmi: 10
mL, 6rnek pH’1: 7, iyonik s1vi hacmi: 75 pL, dispersif ¢oziicli: metanol, dispersif ¢oziicli hacmi: 250

pL, santrifiij siiresi: 5 dakika)
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3.2.6 Dispersif Coziicii Cesidi

DSSME yoénteminde, kullanilacak olan dispersif ¢dziicliniin hem ekstraksiyon
¢oziiciisii ile hem de sulu ornek ¢ozelti ile karigabilmesi gerekmektedir. Bu yiizden
bu calismada dispersif ¢oziicii ¢esidini belirlemek i¢in metanol, aseton ve asetonitril
kullanilmigtir. Daha once belirlenen optimum kosullarda bu ii¢ ¢oziicii i¢in
ektraksiyon calismalari yapilmis ve her biri i¢in % geri kazanim degerleri
hesaplanmistir (Sekil 3.8). Sekilde de goriildiigii iic ¢oziicii arasinda ¢ok biiyiik
farklilik olmamasina ragmen en iyi sonug¢ asetonitrilde gozlenmistir. Bu yiizden
optimum dispersif ¢oziicii ¢esidi olarak asetonitril se¢ilmistir. Dort boya icin
belirlenen biitiin optimum kosullarda % geri kazanim degerleri Sudan I i¢in % 83;

Sudan 1II i¢in % 80; Sudan III i¢in % 100 ve Sudan IV igin % 88 olarak elde

edilmistir.
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Sekil 3.8 DSSME yéntemine dispersif ¢oziicii ¢esidinin etkisi (Ekstraksiyon kosullari: Ornek hacmi:
10 mL, 6rnek pH’1: 7, iyonik sivi hacmi: 75 pL, ekstraksiyon siiresi: 15 sn, dispersif ¢oziicli hacmi:

250 pL, santrifiij siiresi: 5 dakika)
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3.2.7 Tuz Etkisi

Ekstraksiyon verimliligine iyonik kuvvetin etkisini incelemek i¢in farkli
derisimlerde NaCI ( % 0-20, w/v) ekstraksiyon oncesi 6rnek ¢ozeltiye eklenmistir.
Sekil 3.9°da goriildiigi gibi analit ¢ozeltisine eklenen NaCl tuzu Sudan boyalarinin
% geri kazanimlarini belli miktarlarda azaltmistir. Bu ylizden yontemin gergek

orneklere uygulanmasi sirasinda 6rnek ¢ozeltisine tuz eklenmemistir.
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Sekil 3.9 DSSME yontemine tuz etkisi (Ekstraksiyon kosullari: Ornek hacmi: 10 mL, érnek pH’1: 7,

iyonik sivi hacmi: 75 pL, ekstraksiyon siiresi: 15 sn, dispersif ¢oziicii: asetonitril, dispersif ¢oziicii

hacmi: 250 pL, santrifijj siiresi: 5 dakika)
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3.3 DSSME Yonteminin Analitik Performansi

Her bir Sudan boyasmmin DSSME yontemi kullanilarak zenginlestirilmesi ve
sonrasinda HPLC/DAD yontemi ile tayini i¢in kalibrasyon dogrular elde edilmis ve
dort boya icin dogrusal aralik, gézlenebilme siniri, tayin siniri, korelasyon katsayisi

ve kesinlik hesaplanmistir.

Yontemin kesinligi 3 paralel olarak 1 pg/mL derisiminde ayni giin ve farkli
giinlerde ¢aligilarak belirlenmistir. Kesinlik, % bagil standart sapma cinsinden ifade
edilmistir. Her bir Sudan boyasi i¢in gilin-i¢i tekrarlanabilirlik degerleri (%BSS)
1,64-3,13 araliginda olacak sekilde, giinler-arasi tekrarlanabilirlik degerleri (%BSS)
ise 2,33-5,93 araliginda olacak sekilde hesaplanmustir.

Her bir Sudan boyasi i¢in gozlenebilme sinir1 (LOD) yontemin kalibrasyon
esitligindeki Sudan boyalariin en kiiglik derisim degerlerinin 10 paralel okutulmasi
sonucu elde edilen yanitin standart sapmasi (SD) ve kalibrasyon dogrusunun egimine
(S) dayanarak, 3(SD/S) formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Yontemin analitik

performansi icin elde edilen tiim sonuglar Tablo 3.2°de verilmistir.

Gelistirilen yontem ile optimum kosullarda Sudan I (1pg/mL) boyasi i¢in geri
kazanim % 83 ve zenginlestirme katsayis1 207,5; Sudan II (Ipg/mL) i¢in geri
kazanim % 80 ve zenginlestirme katsayist 200; Sudan III (Ipg/mL) i¢in geri
kazanim %100 ve zenginlestirme katsayis1 250; ve Sudan IV (1pg/mL) i¢in ise geri

kazanim %88 ve zenginlestirme katsayis1 220 olarak elde edilmistir.
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Tablo 3.2 Gelistirilen yontemin analitik performansi

Parametreler Sudan | Sudan 11 Sudan 11 Sudan 1V
Dogrusal Aralik 5-1000 5-1000 5-1000 5-1000
(ng/L)
y=0,029x+0,266 y=0,015x+0,306 y=0,018x+0,418 y=0,019x+0,001
Kalibrasyon esitligi
0,998 0,998 0,998 0,995
RZ
LOD 1,38 1,42 1,52 1,58
(ng/L)
%BSS 1,75 1,64 3,13 2,77
giin-i¢i
%BSS 2,33 5,93 4,88 4,94

giinler-arasi




3.4 Gercek Ornekler

Kurmizi pul biber, toz biber ve domates salgas1 Izmir’de yerel marketlerden satin
alimarak Bolim 2.6.1.°de verilen prosediire gore hazirlanarak optimize edilen
DSSME yontemine gore tayin edilmistir. Yontemin geri kazanimi igin 0,1 pg/mL ve
0,2 pg/mL standart Sudan boyalar1 drneklere eklenmistir. Sekil 3.10°da domates
salgasina ait kromatogram verilmistir. Geri kazanimlar tiim 6rnekler igin %70 ile
%100 arasinda degisim gostermistir (Tablo 3.3, 3.4, ve 3.5). Elde edilen geri
kazanim yiizdeleri, gelistirilen iyonik s1v1 bazli DSSME yonteminin ger¢ek 6rneklere

uygulanabilirligini gostermektedir.
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Sekil 3.10 Domates salgasi i¢in elde edilen kromatogram a) domates salgast b) 0,1 pg/mL standart

eklenmis domates salcas1 6rnegi
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Tablo 3.3 Kirmiz1 pul biber 6reginde Sudan (I-IV) boyalarinin analiz sonuglar1 (n=3)

Kirmizi pul biber Eklenen Bulunan Geri kazanim

(ng/mL) (ng/mL) (%)
(X+s) (x+s)

Sudan | - -
0,1 0,08+0,01 8042
0,2 0,16+0,02 80+2

Sudan 11 - -
0,1 0,08+0,01 8042
0,2 0,164+0,02¢ 8242

Sudan 111 - -
0,1 0,095+0,01¢ 9543
0,2 0,2+0,03 100+4

Sudan IV - -
0,1 0,085+0,014 8543
0,2 0,17+0,02 85+2
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Tablo 3.4 Kirmizi toz biber 6rneginde Sudan (I-IV) boyalarinin analiz sonuglari (n=3)

Kirmiz1 toz biber Eklenen Bulunan Geri kazanim

(ng/mL) (ng/mL) (%)
(T+s) (Ts)

Sudan | - -
0,1 0,085+0,01 8543
0,2 0,16+0,02 80+2

Sudan 11 - -
0,1 0,08,+0,013 8242
0,2 0,16+0,02 80+2

Sudan 111 - -
0,1 0,10+0,01 100+4
0,2 0,185+0,02 9443

Sudan IV - -
0,1 0,08+0,01 80+2
0,2 0,166+0,02 83+2
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Tablo 3.5 Domates sal¢a 6rneginde Sudan (I-IV) boyalarinin analiz sonuglar1 (n=3)

Eklenen Bulunan Geri kazanim

Domates Salgasi (ng/mL) (ng/mL) (%)
(T+s) (T+3)

Sudan | - -
0,1 0,09+0,01 90+3
0,2 0,17+0,02 85+3

Sudan 11 - -
0,1 0,08+0,01 8042
0,2 0,16+0,02 80+2

Sudan I - -
0,1 0,10+0,01 100£5
0,2 0,19+0,02 95+4

Sudan IV - -
0,1 0,085+0,014 88+3
0,2 0,17+0,02 85+2
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3.5 Degerlendirme

Calismada Sudan  (I-IV) boyalarimin  HPLC ile tayinleri  Oncesi
zenginlestirilmeleri i¢in iyonik sivi bazli dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon
yontemi gelistirilmis ve yontem optimize edilerek, kirmizi toz biber, pul biber ve

domates sal¢a drneklerine basariyla uygulanmistir.

Calismada oncelikle 1-oktil-3-metil imidazolyum hegzaflorofosfat iyonik sivisi
sentezlenmis ve yapisit FTIR ile karakterize edilmistir. Iyonik stvinin termal davranist
TG/DTG egrisi ile incelenmistir. Sentezlenen bu iyonik sivi, Sudan boyalari igin

gelistirilen ekstraksiyon yonteminde, ekstraksiyon ¢oziiciisti olarak kullanilmstir.

Sudan (I-IV) boyalarmin HPLC’de ayrilmasi ve nicel analizleri igin

kromatografik sartlar belirlenmistir.

Gelistirilen iyonik sivi bazli dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi igin
ornek pH’1, dispersif ¢oziicii hacmi, iyonik sivi hacmi, santrifiij siiresi, ekstraksiyon
stiresi, dispersif ¢oziicli ¢esidi, tuz etkisi gibi parametreler optimize edilmistir. Elde
edilen optimum degerler: pH 7; dispersif ¢oziicii hacmi: 250 pL; iyonik sivi hacmi:
75 uL; ekstraksiyon siiresi: 15 saniye; santrifiij siiresi: 5 dakika; dispersif ¢oziicii
cesidi: asetonitril olarak belirlenmistir. Ornek ¢ozeltiye tuz ilavesinin Sudan
boyalarinin % geri kazanimlarini azalttigi gézlenmistir. Bu yiizden gergek 6rneklere

uygulama sirasinda 6rnek ¢ozeltiye tuz eklenmemistir.

Gelistirilen yontem icin ¢alisma aralifi, gozlenebilme siniri, giin-i¢i ve giinler-
aras1 tekrarlanabilirlik gibi analitik parametreler incelenmistir. Yontem kirmizi toz
biber, pul biber ve domates salga Orneklerine basariyla uygulanmistir. Gergek
orneklerde boya kalintilarina rastlanilmamistir. Sudan boyalarinin analizi ¢evre dostu
¢oziicii ile gergeklestirilmistir ve ekstraksiyon siiresi ¢ok kisadir.  Yontemin
dogrulugu i¢in 0,1 ve 0,2 pg/mL standart Sudan (I-IV) boyalar1 6érneklere eklenmis

ve %80-100 araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir.
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