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GIDA ORNEKLERINDE AROMATIK AMINLERIN GAZ
KROMATOGRAFiSi KUTLE SPEKTROMETRESI (GC-MS) ILE
TAYINLERINDE KATI FAZ EKSTRAKSIYONU UYGULAMALARI

OZET

Cok sayida dogal ve sentetik boyar maddeler, renk etkinligini artirmak icin gida
katki maddesi olarak kullanilabilmektedir. Bu durum; kirmizi renkli Sudan I, II, III ve
IV azo boyar maddelerinin biber salcasinda illegal olarak kullanimi ile tehlikeli hale
gelmektedir. Bu tiir 6rneklerde Sudan boyalarinin karakterizasyon ve kantifikasyon
calismalar1 i¢in hassas ve secici analitik metotlar gerekmektedir. Aromatik aminlerin
gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile tayinlerine yonelik pek cok
calisma olmasina karsin; bu bilesiklerin kaynama noktalarinin GC-MS tayinine uygun
olmamasi nedeni ile 6nerilen metotlar genellikle sivi kromatografisine (LC) dayalidir.

(Calismamizda , biber salgasinda illegal olarak kullanilabilecek Sudan I, II, III ve
IV boyar maddelerinin tespit ve kantitatif tayinleri icin GC-MS analizine dayali bir
analitik metot gelistirilmistir. Bu amagla Sudan boyalarina kimyasal indirgeme islemi
uygulanmis; boyar maddelerin pargcalanma firiinleri, GC-MS ile karakterize edilmistir.
Bu parcalanma iiriinleri de Sudan boyar maddelerini temsil etmek i¢in kullanilmistir.
Indirgenmeyi etkileyen ve ekstraksiyon verimini artiran; indirgenme sicakligi,
indirgenme stiresi, indirgen miktar1 ve indirgeme ¢ozeltisinin pH degeri parametreleri
incelenmis ve optimum parametrelerin boyar maddeye bagl olarak degistigi tespit
edilirken optimizasyon calismasi i¢in de kemometrik yontemden yararlanilmistir. Biber
salcasindan Sudan boyalarinin etkin bir sekilde izole edilebilmesi i¢in aseton
ekstraksiyonu uygulanmistir. Ayrica; Sudan I-IV boyar maddelerinin deristirilmesine
yonelik kati1 faz ekstraksiyonunun etkinligi arastirilmistir. Dogrulama c¢alismasi igin
orneklere aseton ekstraksiyonu uygulanmis, C;s kati faz kolonlarinda matriks
etkilerinden ayirma islemi sonrast LC-ESI-MS ile analiz yapildiktan sonra iki

kromatografik metot karsilagtirilmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Sudan boyalar1, azo boyalar: indirgenmesi, biber salcasi, kat1 faz

ekstraksiyonu, GC-MS, LC-MS.
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DETERMINATION OF AROMATIC AMINES IN FOOD PRODUCTS BY
SOLID PHASE EXTRACTION AND GAS CHROMATOGRAPHY MASS
SPECTROMETRY (GC-MS)

ABSTRACT

Azo dyes may used as an additive in food samples to save or increase the color
of food products. Like Sudan dyes some of them are illegally used. The red colored azo
dyes classified as Sudan I, II, III, IV are considered to be carcinogenic. Despite this
effect, they have been found as a contaminant in food samples. Therefore, sensitive
selective and accurate analytical methods are needed for characterization and
quantification studies. However gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
analysis is one of the most common method for aromatic amines, proposed methods are
generally based to liquid chromatography (LC) for Sudan dyes because of their
unsuitable boiling points for GC-MS analysis.

The aim of this work was to develop indirect method for Sudan dyes for GC-
MS analysis. Determination of Sudan dyes in chilly paste by the means of their
degradation products is described. For the analysis of degradation products, chemical
reduction is performed. The amine products were characterized by GC-MS and these
reduction products were used as a fingerprint of Sudan dyes. The parameters that can
affect the reduction; such as reduction temperature, reduction time, reducing agent
amount and pH of reduction solution were studied and found that these parameters are
related with the nature of dye. Optimization studies are performed by chemometric
method. Acetone extraction was applied to chilli paste in order to extract Sudan dyes
from real samples. Solid phase extraction efficiency was investigated for the enrichment
studies of Sudan I-IV dyes. For confirmation studies, direct method was used; the real
samples extracted with acetone and separated from matrix effects with C;s for LC-ESI-

MS analysis and the two chromatographic methods were compared.

Keywords: Sudan dyes, azo dye reduction, chilly paste, solid phase extraction, GC-MS,
LC-MS.
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1. GIRIS

Sentetik veya dogal cok sayida boyar madde gida katki maddesi olarak
kullanilabilmektedir. En yaygin kullanilan sentetik renklendirici maddeler, azo boyar
maddeleridir. Bunlar gida maddelerin goriintli agisindan arzu edilen forma
dontistiiriilmesi i¢in ¢ok sayida gida maddesine eklenerek tiiketicilere sunulmaktadirlar.
Baz1 sentetik boyar maddelerin gidalarda bulunabilecegi sinir degerler mevcutken;
bazilarinin ise gidalarda hicbir seviyede bulunmasina miisaade edilmemektedir. Sudan
I-1V azo boyar maddeleri gidalardaki yasakli boyalara 6rnek olarak gosterilebilir. Buna
ragmen siddetli kirmizi-turuncu renkleri nedeni ile ¢ok sayida gida maddesinde illegal
olarak kullanmildig1 tespit edilmistir. Bir gida maddesinde ilk olarak sudan I boyar
maddesinin tespit edildigi 2003 yilindan itibaren yapilan caligmalarla kanserojen etkisi
tespit edildiginden; ithal edilen {irlinlerin sudan boyasi igermedigi yoniinde analiz
sertifikas1 olmasi1 gibi gereklilikler getirilirken, Sudan boyasi tespit edilen iirlinlerin
ithalat1 yasaklanmus; iirlinler geri génderilmis ya da imha edilmesi istenmistir.

Baz1 azo boyalarinin indirgenerek toksik aril aminleri olusturabilme olasiliklar
oldugu bilinmektedir (Pielesz 1999, Garrigos ve ark. 2002). Bu tiir toksik aril amin
icerikli azo boyalarmin kullanimi yasaktir (Nachiyar ve Rajakumar 2004). indirgenme
yalnizca kimyasal ortamda degil, farkli yontemlerle de gerceklestirilebilir. Bunlar
arasinda oOzellikle enzimatik indirgenme, azo boyalarmin insan sagligi agisindan
degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Boyar maddelerin aril amin
iceriklerinin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan metotlar arasinda boyar maddenin aril
amin bilesenlerine par¢alanmasi ve pargalanma triinleri tizerinden GC-MS ile tayinleri
bulunmaktadir. Ozellikle sudan III, IV boyar maddeleri kaynama noktalar1 yiiksek
oldugu icin GC-MS ile dogrudan tayin edilememekle birlikte bu boyalarinin indirgenme
tirlinleri de aril amin bilesikleri oldugundan; parcalanarak tayin edilmeleri yoniinde
calismalar yapilmstir.

Calismamizda, sudan [-IV boyar maddeleri; 6zellikle geleneksel mutfagimizin
vazgecilmezlerinden biri olan sal¢a drneklerine katildiginda ayni anda veya her birinin
ayr1 ayr1 nasil tespit edileceklerine yonelik analitik metot gelisimi {izerinde durulmustur.
Karmasik yapili bir matriksten sadece bu boyar maddelerin alinmasina yonelik kat1 faz

ve sivi sivi ekstraksiyonunun etkinlikleri ve boyar maddelerin es zamanli tayinlerine



yonelik  parametreler incelenmistir.  Parcalanmay1r  etkileyen  parametrelerin
optimizasyonu i¢in kemometrik yontemden yararlanilmistir. Gelistirilen dolayli analitik
metot yaninda bu boyar maddelerin dogrudan tayinine yonelik LC-MS analizleri de

karsilagtirma amacli olarak uygulanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Molekiiler Kiitle Spektrometri

2.1.1. Molekiiler Kiitle Spektrometrenin Temel ilkeleri

Kiitle spektrometresi (MS), molekiiler kiitle tayininde kullanilan bir tekniktir.
Bir kiitle spektrometre molekiilden yiiklii pargaciklar (iyonlar) olusturur. Bu iyonlardan
yararlanarak da bilesigin molekiiler kiitlesi ve kimyasal yapist hakkinda bilgi edinilir
(http://www.chem.arizona.edu/massspec/intro_html/intro.html).

Kiitle spektrometrik analizin ilk basamagi, analitin gaz halinde iyonlarini elde
etmektir. Sekil 2.1.1.1.°de goriildiigii gibi molekiiliin elektron akisi ile bombardimani
sonucu bir elektron kayb1 ger¢eklesmis ve M~ molekiiler iyonu olusmustur. Formiildeki
noktanin da belirttigi gibi bu iyon radikal halindedir ve molekiil agirligi molekiiliinki ile
aynidir. Yiksek enerjili elektronlar ile analit molekiilleri arasindaki carpigmalar
molekiile, genel olarak onu uyaracak kadar yiiksek enerji verir. Uyarilmis molekiiliin
durulmasi sik sik pargalanma seklinde olur ve daha diisiik kiitleli iyonlar agiga ¢ikar.
Elektron ¢arpmasi sonucu elde edilen pozitif yiiklli iyonlar, kiitle spektometrenin slit
araligindan gecirilir ve kiitle/yiik (m/z) oranina ayarlanmig bir ekranda kiitle spektrumu

halini alir (Skoog ve ark. 1998).
M:+e —= M"+2¢
Sekil 2.1.1.1. Molekiiler iyon olusumu

Kiitle spektrumundaki her yatay ¢izgi spesifik m/z degerine sahip iyonu
gosterirken bunlarin uzunluklar1 da bagil yogunluklarin1 simgeler. En siddetli iyonun
bollugu 100 alinir ve temel pik olarak gosterilir. Geri kalan piklerin yiikseklikleri bu
temel pike oranlanarak temel pikin yiizdesi cinsinden uygun yiikseklikte verilir.Kiitle
spetrometresinde elde edilen pek ¢ok iyon tek yiike sahip oldugu i¢in m/z ayn1 zamanda
kiitle degeridir. Modern kiitle spektrometrelerinin ayirma giicii bir atom kiitle birimi
oldugu icin molekiil kiitlelerinin dogru belirlenmesine imkan verir. Spektrumda en

yiiksek kiitleli iyon, molekiiler iyon olarak degerlendirilir. Daha diisiik kiitleli iyonlar



ise  molekiiler iyonun parcalanma {irtinleridir (Skoog ve ark. 1998,

http://www.cem.msu.edu/~reusch/VirtualText/Spectrpy/MassSpec/masspecl.htm).

2.1.2. Kiitle Spektrometrenin Bilesenleri

Bir kiitle spektrometre Sekil 2.1.2.1.de gosterildigi gibi dort temel bilesene

ayrilabilir.

NUMUNE

e~ L SINYAL
e 4 :>iSLEME
@  Dedektor ﬂ

GOSTERGE

VAKUM
(10°-107 Torr)

Sekil 2.1.2.1. Bir kiitle spektrometresinin basitlestirilmis sematik modeli

KAYNAK: http://minyos.its.rmit.edu.au/~rcmfa/ )
SKOOG, D.A., F.J. HOLLER, T.A. NIEMAN. 1998. Enstriimantal Analiz Ilkeleri. Bilim
Yaymcilik, Ankara. s.512.

Iyonlar ¢ok reaktif ve kisa dmiirlii oldugu i¢in, bunlarin olusumu ve hareketi
vakum altinda olmalidir. Atmosfer basinci 760 Torr (mm Hg) iken; burada 107°-10"®

Torr basing s6z konusudur (http://minyos.its.rmit.edu.au/~rcmfa/ ).

a) Iyon Kaynag

Iyon kaynagi spektrometrenin en Onemli kisimlarindan biridir. Kiitle
spektrumlarinin  goriinlisii  kullanilan  iyonlastirma yoOntemine siddetle baghdir.
Molekiiler kiitle spektrometrelerinde kullanilan iyon kaynaklar1 Cizelge 2.1.2.1.°de

Ozetlenmistir.



Cizelge 2.1.2.1. Molekiiler kiitle spektroskopide kullanilan iyon kaynaklar1

Teme Tip Adi ve Kisaltmasi Iyonlastirict
Gaz Fazi Elektron impakt (EI) Enerjik elektronlar
Kimyasal iyonlastirma (CI) Reaktif gaz iyonlari
Alan iyonlagtirma (FI) Yiiksek-potansiyelli elektrot
Desorpsiyon | Alan desorpsiyonu (FD) Yiiksek-potansiyelli elektrot
Elektrosprey iyonlastirma (ESI) Yiiksek elektrik alani
Matriks yardimli desorpsiyon iyonlastirma (MALDI) | Lazer demeti
Plazma desorpsiyonu (PD) #2Cf" nin fisyon iiriinleri
Hizli atom bombardimani (FAB) Enerjik atom demeti
Ikincil iyon kiitle spektrometri (SIMS) Enerjik iyon demeti
Termosprey iyonlastirma (TS) Yiiksek sicaklik

KAYNAK: SKOOG, D.A., F.J. HOLLER, T.A. NIEMAN. 1998. Enstriimantal Analiz flkeleri. Bilim
Yaymecilik, Ankara. s.500.

Desorpsiyon kaynakli kiitle spektrometreleri ugucu olmayan, termal olarak
kararsiz ve mol kiitlesi 10> daltona kadar olan yiiksek molekiil agirlikli numunelere
uygulanabilirken gaz fazi iyon kaynaklarmin kullanimi kaynama noktalar1 500°C’den
kiigiik termal olarak kararli maddeler ile smurhidir, gogunlukla mol kiitleleri 10’
daltondan daha kiiciik bilesikler incelenebilir. Iyon kaynaklar1 sert ve yumusak
kaynaklar olarak siniflanir. Sert kaynaklar molekiilleri yiiksek enerjili uyarilmis hallere
cikarmaya yetecek enerji aktarirlar. Durulma bag kopmasi seklinde olur ve m/z orani
molekiiler iyonunkinden kiigiik iyonlar olusur. Yumusak kaynaklar analiti daha az
parcalar, kiitle spektrumlarinda molekiiler pik ¢ogu zaman goriiliir ve bunun yaninda
birka¢ baska pik bulunur. Sert kaynaklar yapr aydinlatmada kullanilirken, yumusak
kaynaklar molekiil veya molekiillerin mol kiitlelerinin dogru olarak tayininde yararhdir

(Skoog ve ark. 1998).



En yaygin kullanilan iyonlagtirma teknigi elektron impakt (EI) ve buna
alternatif olarak da kimyasal iyonlastirmadir (CI). 11k teknikte molekiilden bir elektron
kayb1 ve M radikal katyonu ile gdsterilen molekiiler iyon piki olusumu ile sonuglanan
bir elektron bombardimani s6z konusudur. Molekiiler iyon piki ilgili bilesigin molekiil
kiitlesini verir. Yiiksek enerji nedeni ile bu molekiiler iyon karakteristik bagil yogunluga
sahip daha kiiciik iyonlara parcalanir. Bu da karigimdaki ilgilenilen bilesigin diger
bilesenlerden ayrilmasi1 ve molekiiler yapmin taninmasini saglayan parmakizini
olusturur. Kimyasal iyonlagma ise metan veya uygun baska bir gazin iyonlasmasi ile
baslar. Olusan iyon, [M+H]" molekiiler iyonunu olusturmak iizere numune molekiiliinii
(M) iyonlastirir. EI ile karsilastirildiginda molekiiliin iyonlagmasi i¢in daha az enerjili
bir yontem oldugu icin daha az parcalanma gerceklesir; bu nedenle de molekiiliin
ayrintili yapisi halkinda daha az bilgi edinilir. Fakat EI ile analit molekiiliiniin daha ileri
diizeyde parcalanmasi gerceklesebilecegi icin molekiiler iyon bazen dedekte
edilemedigi halde CI ile molekiiler iyon piki tespit edilebilir. Bu nedenle iki teknik

birbirini tamamlar.

EI nin sematik olarak gosterilisi Sekil 2.1.2.2."de verilmistir. Ornek molekiilleri
(siyah noktalar) 1sitilan telden yayinlanan yiiksek enerjili elektronlarla (mavi gizgiler)
bombardiman edilir. Bu kaynak EI olarak adlandirilir. Gaz ve ugucu sivi drneklerin bir
rezarvuardan iyon kaynagina akmasi saglanirken; ugucu olmayan kati veya sivilar
dogrudan verilebilir. Elektron bombardimani ile olusan katyonlardan (kirmizi noktalar)
odaklanmis olanlar dedektore ulagir. Hafif iyonlar magnetik alan etkisi ile yon degistirir.
Iyonlar, magnetik alandan etkilenir ve magnetik alan kuvvetine gore dedektdre
odaklanir; elektronik olarak dedekte edilerek bilgisayara aktarilir.

(http://www.cem.msu.edu/~reusch/VirtualText/Spectrpy/MassSpec/masspecl.htm)



hizlandirma slitleri

Itici Isitica tel /
elektrot

| Odaklanmamis agir iyonlar
. @Q Magnetik alan 500-8000 Gauss
Ornek e g
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Iyon o
kaynag Odaklanmamuis hafi g
107 torr iyonlar _ N, dedektor
Odaklanmis iyon
demeti

Sekil 2.1.2.2. EI kaynaginin sematik goriiniimii

KAYNAKLAR: http://www.cem.msu.edu/~reusch/VirtualText/Spectrpy/MassSpec/masspecl.htm
SKOOG, D.A., F.J.HOLLER, T.A.NIEMAN. 1998. Enstriimantal Analiz Ilkeleri.
Bilim Yayncilik, Ankara. s.502.

b) Kiitle Analizorii

Cesitli kiitle analizorleri bulunmaktadir. Bunlar; iyon tuzakli, kuadrupol,
manyetik sektdr, ucgus-zamanli, cift-odaklamali gibi farkli tiirlerdedir. En yaygin
kullanilanlar1 ise kuadropol ve iyon tuzakli analizérlerdir. Kuadrupol kiitle analizoriiniin
sematik modeli Sekil 2.1.2.3.” te gosterilmistir. Kiitle analizoriinde iyonlar kiitle ve
yiiklerine gore ayrilirlar. Ayrilan iyonlar dedektorde tespit edilir ve sayilir, bilgisayara
gonderilir, bilgisayarda veri seklinde okunur.
(http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/gems.html,

http://www.cem.msu.edu/~reusch/VirtualText/Spectrpy/MassSpec/masspecl.htm)



Kuadrupol ¢ubuklar

Dedektor
-

....
-----

Iyonlar Cikas sliti
1 (dedektore)
Kararli iyon (dedekte
edilebilir)

o Kararsiz iyon
Kaynak sliti (dedekte edilemez)

Sekil 2.1.2.3. Kuadrupol kiitle analizoriiniin sematik modeli

KAYNAK: http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/gcms.html

2.1.3. Kiitle Spektrometrenin Uygulamalari

Molekiiler kiitle spektrometri pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Saf bilesigin
kiitle spektrumu mol kiitlesi ve molekiil formiili hakkinda bilgi vermektedir.
Parcalanma sekli yapisal bilgi verirken spektrum karsilastirilmasi veya bilgisayarl
kiitiiphane tarama sistemlerinden yaralanilarak bilesik teshisi yapilir (Skoog ve ark.
1998).

2.2. Kiitle Spektrometrenin Birlikte Kullanildig1 Kromatografik Yontemler

2.2.1. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Numune dogrudan kiitle spektrometresinin iyonlagsma kaynagina verilebilecegi
gibi, ¢ogunlukla iyonlasma kaynagi ile son bulan bir kromatografik teknik de
kullanilabilir. Kiitle spektrometresi ile birlikte kullanilabilen tekniklere 6rnek olarak gaz
kromatografisi (GC), yiiksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC) ve kapiler
elektroforez (CE) verilebilir.
(http://www.astbury.leeds.ac.uk/facil/MStut/mstutorial.htm)



Kiitle spektrometresi ile tespit edilebilen bilesik gaz fazinda verilmeli ve saf
olmali, yani karisim halinde olmamalidir. Pek ¢ok gercek 6rnek ise karisim oldugu igin
bunlar1 ayirmak ve buharlagtirmak i¢in kullanilabilecek en uygun yontem kiitle
spektrometresini gaz kromatografisine baglamaktir. Bilesenler ugucu olmayan bir sivi
ile kapli GC kolonundan, kaynama noktalarina ve kolon-tasiyic1 gaz etkilesimlerine
gore ayrilirlar. Gaz faz ile etkilesim ne kadar fazla ise ayrim o kadar hizlidir. Bilesenin,
enjeksiyon portundan dedektore ulasincaya kadar gecen siire olarak tanimlanan
alikonma zamani da kendisine 6zgiidiir.

GC ile elde edilen siddete karsi zaman dedektdr sinyali egrisi, bilesenlerin
eliisyonunu simgeler ve kromatogram olarak adlandirilir. Kromatogramdaki her pik de

bir bileseni simgeler.

Pik alami karigimdaki bilesenin miktarin1 simgelerken; alan ile konsantrasyon
arasinda normal sartlarda lineer bir iliski s0z konusudur

(http://www.oberlin.edu/chem/Secondary/ExpDev/GCMSIntro.pdf).

GC-MS; kompleks karisimlarin ayrimi, tespit ve tayinlerinin yapilabildigi bir
tekniktir. Bu nedenle de molekiil kiitlesi diisiik olan yiizlerce bilesigin analizi igin
idealdir. Bir bilesigin GC-MS ile analiz edilebilmesi i¢in termal olarak kararli ve
yeterince ugucu olmasi gerekmektedir. Ayrica fonksiyonel gruplu bazi bilesiklerin, veri
kalitesini etkileyecek adsorpsiyon problemlerini O6nlemek icin, analiz Oncesi
tiirevlendirme gibi baz1 kimyasal modifikasyonlar1 gerekebilmektedir. Ornekler organik
¢oziiclide ¢oziilmiis olarak verildigi icin de toprak, sediment, doku gibi orneklerin
organik ¢dziicilye alinmasi igin ¢esitli teknikler gerekir. Ornek, GC girisine enjekte
edilir; buharlasir ve tasiyic1 gaz (genellikle helyum) ile kolondan siipiiriiliir. Ornek
bilesenleri, kolon dolgu maddesi (durgun faz) ve tasiyic1 gaz (hareketli faz) ile
etkilesimlerine gore ayrilirlar. Sekil 2.2.1.1." deki kromatogramda gozlenen pikler boyle
bir ayrimin sonucudur Kolon, buradan eliie edilen bilesiklerin iyonlarina
dondstiirildiigii iyon kaynagi ile son bulur. Ayrilan bilesikler burada iyonlastirma

sonrast kiitle spektrometresine aktarilirlar.
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1.pikin kiitle Spe€ktrumu
Kromatogram -

«— |l 1l |
,‘ll.‘_._________z.pikin kiitle Spektrumu
T | |

Sekil 2.2.1.1. GC-MS’te gozlenen kromatogram ve bunlara ait kiitle spektrumlarinin

basit bir sematik gdsterimi

KAYNAK: http://www.chem.arizona.edu/massspec/intro_html/intro.html

2.2.2. Siv1 Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

Kiitle spektrometri, ugucu olmayan bilesenler iceren numunelerin analizi i¢in
stvi kromatografisi ile birlestirilmistir. LC-MS, Sekil 2.2.2.1.°de sematik olarak
gosterilmistir. GC’den farkli olarak burada hareketli faz sividir ve bu sivi faz analit
molekiillerini i¢inde bulunduklar1 ¢ozelti fazindan, belli uzunluk ve c¢aptaki kolon

yardimi ile ayurir.

Enjeksiyon
Kanistiric1 | LT ..
- &pompa W Kiitle '
T spektrometresi
Mobil faz
cozilciileri

Sekil 2.2.2.1. LC-MS’in sematik gosterimi

KAYNAK: http://ch309c.chem.lsu.edu/mswiki/index.php/Liquid_chromatography-mass
_Spectrometry

Iyonlastirma kaynagi olarak kullamlan yontemlerden biri, elektrosprey
iyonlagtirmadir (ESI). Elektrosprey iyonlastirmanin sematik modeki Sekil 2.2.2.2.°de
verilmigtir. ESI, atmosfer basincinda ve oda sicakliginda gergeklesir. Numune ¢ozeltisi,
paslanmaz c¢elikten igne seklinde bir kapiler ile, dakikada birka¢ mikrolitre hiz
saglanarak pompalanir. Igneye, etrafindaki silindirik elektroda gore birkac kilovolt

potansiyel uygulanir. Olusan ¢ok kiiciik ve elektrik yiiklii damlaciklar, daha sonra bir
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¢Oziicii giderme kapilerinden gecer. Burada ¢oziicli buharlasir ve elektrik ytikleri analit
molekiillerine tutunur. Coziicii buharlasip damlaciklar kiigiiliirken yiik yogunlugu artar

ve iyonlar, gaz fazina desorbe olur (Skoog ve ark. 1998).

Skimmer
Analit/solvent Transfer
Analit. igne s ekliride kapiler damlaciklari kapileri Kiitle
eluent akist . g'spektrometresi
» * N K =

ATMOSFER BASINCI *

Pompalama

Sekil 2.2.2.2. Elektrosprey iyonlastirmanin sematik gosterimi

KAYNAK: http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/hplcms.html

2.3. Ultraviyole-Goriiniir Bolge (UV-VIS) Molekiiler Absorpsiyon

Spektrofotometri

Molekiiler absorpsiyon spektroskopi, b cm 151n yoluna sahip 151k gegirgen bir kapta
bulunan bir ¢dzeltinin gecirgenliinin veya absorbansinin Ol¢iimiine dayanir. Sekil
2.3.1.’de goriildiigii gibi UV-VIS molekiiler absorbans spektroskopisinde Ornekten
ultraviyole veya goriiniir 151k gegirilir. Isin demetinin bir kism1 oldugu gibi gegerken bir
kismi ise Ornek tarafindan absorplanir. Gegirgenlik (T), P/P, ile; absorbans ise —logT
ile belirtilir. Normal olarak absorbans, absorpsiyon yapan analit derisimi ile dogrusal
olarak degisir. Bunun sonucu Beer yasas1 asagidaki esitlik ile verilebilir.

=-logT=log(P./P)=ebC 2.3.-1.)
C= Analit derigimi,
b= Isin yolu,
e= Absorplayici tiiriin molar absorptivitesi
P, = Ornek hiicresine gelen 151k siddeti,
P= Ornek hiicresinden gegen 151k siddeti
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Gelen 151k Gegen 151k

P P

o

Ornek

Sekil 2.3.1. Molekiiler absorbansin sematik gosterimi
KAYNAK: http://faculty.kutztown.edu/betts/html/UV_Vis_Absorbance.htm

Molekiil tarafindan 1s18in tiim dalga boylar1 esit oranda absorplanmaz. Bir
absorpsiyon spektrumu da 1s181in hangi dalga boylarinin absorplandigin1 gdosterir.
Asagidaki absorbans spektrumu, bir tekstil boyasindan farkli dalga boylu 1518in
gecirilmesi ve gegen 151k siddetinin Olcililmesi ile elde edilmistir. Absorplanan dalga
boylar1 pikleri gdsterirken; ¢ukurlar da absorplanmayan dalga boylarini temsil eder.

12
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uv Mavi Yesil  Sari Kirmizi

Sekil 2.3.2. Bir tekstil boyasinin absorbans spektrumu
KAYNAK: http://faculty.kutztown.edu/betts/html/UV_Vis_Absorbance.htm

UV (Ultraviyole) veya goriiniir alanda absorpsiyon genellikle bag elektronlarinin
uyarilmasindan kaynaklanir; bunun sonucu olarak absorpsiyon piklerinin dalga boylari,
incelenen tiirdeki baglarin tipleri ile iliskilendirilebilir. Bu ylizden molekiiler
absorpsiyon spektroskopisi bir molekiildeki fonksiyonel gruplari tanimak i¢in yararlidir;
ancak daha onemlisi UV-VIS absorpsiyon spektroskopisinin 1sik absorplayan gruplar

tasiyan bilesiklerin kantitatif tayinine uygulanmasidir.
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Tim organik bilesikler elektromanyetik 1s1m1 absorplayabilir, ¢iinkii hepsinin
daha {ist enerji diizeylerine uyarilacak degerlik elektronlar1 vardir. Cogu tek bagi
olusturan elektronlara iliskin uyarma enerjileri yeterince yliksektir dyle ki bunlarin 151n
absorpsiyonu, vakum ultraviyole bolgesi diye bilinen (A<185 nm) ve atmosfer
bilesenlerinin de kuvvetli absorpsiyon gosterdigi bolge ile kisithdir. Bu bolge ile
deneysel giicliikler nedeni ile organik bilesiklerin spektrofotometrik arastirmalarinin
cogu 185 nm’den daha yiiksek dalga boylu bélgede yapilir. Daha uzun dalga boylu UV
ve goriiniir bolge (VIS) 1sininin absorpsiyonu, nispeten diisiik uyarma enerjili degerlik
elektronlar1 tagiyan ve kromofor olarak adlandirilan siirli sayida fonksiyonel grup ile
kisitlanmistir. Kromoforlar1 igeren organik molekiillerin elektronik spektrumlar
genellikle karmasiktir, ¢linkii titresim gecislerinin elektronik gecisler ile cakigmasi tist
iiste binen absorpsiyon ¢izgilerinin karmasik bir bilesimini dogurur. Bunun sonucunda
da ¢ogu kez siirekli goriinen genis bir absorpsiyon bandi ortaya ¢ikar. Bu spektrumlarin
karmasik yapis1 ayrintili kuramsal analizi gii¢ ya da olanaksiz kilsa da verilen bir
absorpsiyon spektrumundan sorumlu elektronik gecislerin tiirlerine iligkin kalitatif veya
yar1 kantitatif ifadeler molekiil orbital diislincelerinden c¢ikarilabilir. Kromoforlara ait
teorik olarak belirlenen maksimum absorbans dalga boyu degerleri molekiiliin yapisal
ayrintilarindan ve c¢oziicliden etkilenece8i gibi oksokrom adi verilen ve bu
maksimumlar1 daha uzun dalga boylarina kaydirip absorpsiyon siddetini artiran

fonksiyonel gruplarin etkisi de s6z konusudur (Skoog ve ark. 1998).

2.4. Kati1 Faz Ekstraksiyonu

Kat1 faz ekstraksiyonu; ¢evre, gida, klinik, ila¢ ve endiistri gibi pek ¢ok alanda
uygulanabilen etkin bir ayirma ve deristirme teknigidir. Genellikle uygun dolgu
maddeleri (sorbentleri) igeren kiiclik kolon veya kartuslar ile uygulanir (Bhaskar ve
ark. 2004).

Kat1 faz ekstraksiyonu, hizli ve etkin bir 6rnek hazirlama teknigidir. Hacmi
mikrolitre ile birka¢ yiiz mililitre arasinda degisen Ornek c¢ozeltileri, secici dolgu
maddeleri ile doldurulmus kolonlardan gegcirilir. Ornek ¢ozeltisinde bulunan ve kolonda
tutulan ilgili bilesikler, dolgu maddesinden uygun ¢oziicii ile ekstrakte edilir. Kat1 faz

ekstraksiyonunun sematik olarak gdsterimi Sekil 2.4.1.’de verilmistir.



— — —
Kolon uygun Ornek Ornek
coziiciiler ile kolondan ¢ozeltisindeki
sartlandirlir. gecirilir istenen bilesiklerin
kolonda tutulmasi
saglanir.

Kolonda tutunan
bilesikler uygun
coziicii ile elue
edilir.

Sekil 2.4.1. Kat1 faz ekstraksiyonunun basit bir sematik gosterimi

KAYNAK: 'BAKER'-10 SPE Applications Guide. 1984. Vol.2, p.96-110.

24.1. Kati Faz Ekstraksiyon Kolonlarinin Dolgu Maddelerinin Fonksiyonel

Gruplari ve Yapilar
Bazi dolgu maddeleri, polaritelerine gore Sekil 2.4.1.1.’de siralanmustir.

Apolar (polar olmayan) Oktadesil (C;s), Oktil(Cs), Butil (Cy),
Siklohekzil (), Fenil (C¢Hs)
Polar Siyano (CN), Kiselguhr(SiOH), Silika Jel (SiOH),
Diol(COHCOH), Amino(NH;), Florisil(SiOy)
Alumina (ALO3)
Anyon degistiriciler 1°, 2°- Amino (NHo/NH), kuarterner amin (N")
v Katyon degistiriciler Karboksilik asit (COOH), Siilfonik asit (-SOs;H)

POLARITE ARTISI

Sekil 2.4.1.1. Baz1 dolgu maddelerinin polarite artiglarina ait siralama

KAYNAK: 'BAKER'-10 SPE Applications Guide. 1984. Vol.2, p.96-110.
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2.4.2. Kati1 Faz Ekstraksiyon Mekanizmalari, Ornek icin Bilinmesi Gereken Temel

Ozellikler ve Coziicii Polariteleri

Kat1 faz ekstraksiyon mekanizmalar1 6zetle; adsorpsiyon, bagli-faz dagilma,
normal faz, ters faz, iyon-¢ifti ters faz, iyon degisimi, boyut eleme, genis gézenek kati
faz ekstraksiyonu seklinde verilebilir
Kat1 faz ekstarksiyonu oncesi yapiya iliskin molekiil agirligi, ¢oziiniirliik, fonksiyonel
grup (veya gruplar), polarite, pH/pK, g6z Oniine alinmalidir. C6zlicii polarite siralamasi
da Sekil 2.4.2.1.” de verilmistir.

Hekzan
[zooktan
Karbon Tetrakloriir
Kloroform
Metilen Kloriir
Tetrahidrofuran
Etil Eter

Etil asetat
Aseton
Dioksan
Asetonitril
Izopropanol
Metanol

Su

v Asetik Asit

POLARITE ARTISI

Sekil 2.4.2.1. Baz1 ¢oziiciilerin polarite artislarina ait siralama

KAYNAK: 'BAKER'-10 SPE Applications Guide. 1984. Vol.2, p.96-110.

2.5. Kemometrik Yontemler

Kemometri; bilgisayar, istatistik ve matematiksel yontemlerin kimyasal verilere
uygulanmasidir. Ne var ki, tiim bu metotlarin limitleri ve varsayimlari tam olarak
anlagilmadan kimyasal problemlerin ¢6ziimiine yonelik istatistiksel metotlarin
kullanilmas1 uygun olmamaktadir. Kimyasal veriler tek degiskenli olabildigi gibi ¢ogu
zaman bir ¢ok degiskene bagli olabilmektedir. Bu degiskenlerin her birinin analiz
baslangicinda esit 6neme sahip oldugu 6nemle diisiiniilen bir noktadir. Cok degiskenli
verilerin analizinde ¢ogu zaman kemometrik metotlar kullanilmaktadir. Deneysel

parametrelerin  klasik yOntemlerle optimizasyonunda degiskenlerden biri sabit
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tutulurken diger degiskenler fakli oranlarda alinarak bu degiskenlerin etkileri incelenir.
Bu islem her bir degisken i¢in tekrarlanir. Fakat klasik yontemlerde parametrelerde
arasinda da etkilesim olabilecegi ve eger etkilesim oluyorsa bu iki parametre
arasindaki etkilesimin digerlerini etkileyebilecegi hesaplanamamaktadir. Bu nedenle bu
yontem yeterli degildir. Kemometrik tekniklerde ise; hangi parametreler etkilidir, bu
parametrelerin etkisi ne kadardir ve bu parametrelerin etkilesim miktarlar1 ne 6l¢lidedir
gibi sorulara yanit aranmaktadir. Bu amaca yonelik bir ¢cok kemometrik optimizasyon
teknigi gelistirilmistir. Kemometrik optimizasyon tekniklerinde optimum kosullarin
saglanabilmesi i¢in deneysel dizaynlar olusturulur. Bu dizaynlar deneysel ¢alismanin
planlt bir sekilde, zaman kayb1 olmadan ve yeterli sayida yapilmasini saglar. Degisik
amaglara yonelik cesitli deneysel dizayn yontemleri vardir.

Verilerin kemometrik analizi i¢in bilgisayar programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. En
yaygin kullanilan programlama ortamlar1 arasinda MATLAB ve VISUAL BASIC
sayilabilir. Bunlarin disinda bazi hazir programlar da kullanilmaktadir. Bunlar degisik
kemometri alaninda c¢alisan gruplar ticari olarak piyasaya sunulmaktadir. Bazilari
sunlardir. CAMO, EIGENVECTOR RESEARCH, INFOMETRIX, UMETRICS gibi
firmalardir (Demir 2003).

2.5.1. Merkezi Kompozit Dizayn

Faktoriyel dizaynlar her bir faktoriin etkilerini genel olarak inceleyen
yontemlerdir. Her bir faktoriin optimum kosullarinin bulunmasi merkezi kompozit

dizayn yontemi ile yapilir. Buradaki deney sayis1 asagidaki formiile gore belirlenir.

Deney say1si=2"+ 2k +1  (k=faktdr say1s1) (2.5.1.-1)

Formiildeki 2" full faktoriyel veya fraksiyonlu faktoriyel dizayndaki deney
sayilarini, 2k star dizayn deney sayisini ve 1 ise orta seviyedeki deney sayisini gosterir.
2% daki seviyeler (-1) ve( +1), 2k’dakiler &+ a, 1’deki ise (0)’dir. A degeri dairesel ve

ortagonal dizayna gore farkli seviyeler alir.
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Dairesel dizaynda o asagidaki formiile gore hesaplanir.

o=+4/2% (2.5.1.-2)

Ortagonal dizaynda ise o asagidaki formiile gére hesaplanir.

o=+k (2.5.1.-3)

2.6. Azo Boyalan

Boya ve pigment gibi renklendiriciler 6nemli endiistriyel kimyasallardir
(Golka ve ark. 2004). Boyar maddelerin bir grubunu olusturan azo boyalari; tekstil,
kagit, deri, benzin, katki maddeleri, gida maddeleri, oyuncak, plastik, baski
miirekkepleri, ilag, kozmetik {irtinlerinde yaygin olarak kullanilan ve kromofor azo
gruplar1 (-N=N-) ile karakterize edilen sentetik organik boyar maddelerdir (Garrigos ve
ark. 2002, Bhaskar ve ark. 2003, Gnanamani ve ark. 2004, Calbiani ve ark. 2004,
Ahlstréom ve ark. 2005). Kromofor azo gruplari, 400-750 nm araliginda goriiniir bolge
151811 absorplama veya yansitma yolu ile renk olusumundan sorumludurlar (Davies ve
ark. 2006).

Azo boyalari, boya endiistrisinde kullanilan boyalarin en genis sinifim
olustururlar (Zhang ve ark. 2005). Tekstil boyalarinin %801 azo boyalaridir (Pielesz
1999). Bu boyalar, ucuz olduklar1 ve hizli renk verdikleri i¢in 19.yy’1n ikinci yarisindan
itibaren ¢ok sayida endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir
(Ahlstrom ve ark. 2005). 1800’ lii yilarda giivenilirligine dair bilgi olmaksizin yaygin
olarak kullanilan sentetik boyalar, gidalarin iglem gérmeleri sirasinda kaybolan dogal
renginin saglanmasi veya dogal olarak renksiz olan gidalarin tiiketiciler iizerindeki
cekiciligini artirmak i¢in kullanilabilmektedirler (Tripathi ve ark. 2007). Bununla
birlikte bu tiir sentetik boyalarin gidalarda ve iceceklerde kullanimina yasalarca belirli
limitler getirilmistir. Limit degerler, gida tiiriine ve boyar madde yapisina bagl olarak
degisen belirli araliktadir (Chanlon ve ark. 2005). Sudan I (S I), Sudan II (S II), Sudan
III (S III) ve Sudan IV (S IV) boyar maddeleri de gidalarda bulunmasina izin

verilmeyen sentetik boyar maddelerdendir.
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2.6.1. Azo Boyalarimin Sentezi ve indirgenmesi

Azo boyar maddeleri; genellikle diazolanmis aminlerin (diazonyum bilesigi)
fenol veya baska bir amin (aromatik aminlerle) bilesigi ile reaksiyona girmesi sonucu
sentezlenen, bir veya daha fazla azo bagi igeren sentetik organik renklendiricilerdir
(Calbiani ve ark. 2004, Ahlstrom ve ark. 2005, Sponza ve Isik 2005). Yaklasik iki
bin boya bu sekilde sentezlenmis olmakla birlikte bunlarin bes yiizden fazlasi
kanserojen aromatik amin kokenlidir (Gnanamani ve ark. 2004, Gnanamani ve ark.
2005). Hayvanlar lizerinde yapilan bazi denemeler sonucunda azo boyar maddelerinin
kanserojen olduklar1 tespit edilmistir. Bu maddelerin aromatik aminlere pargalanmasi
toksik etkilerini aciklamaktadir. Bu boyalar kimyasal, biyolojik veya fotolitik yol ile
pargalanabilmekte; indirgenme sonrasinda genellikle aromatik R-NH, verecek sekilde
parcalanma Triinleri olusturmaktadirlar. Bu boyar maddelerin cesitli yollarla insan
metabolizmasia alinmasi durumunda, biyolojik indirgenme sonucu toksik aminlerin
olusumu tespit edilmistir (Pielesz 1999). Azo boyalarmin indirgenmesi kimyasal
ortamda gerceklesebilecegi gibi; karaciger veya diger organlardaki azo rediiktazlar veya
bagirsak bakterilerinin etkisi sonucu insan organizmasinda enzimatik indirgenme
seklinde de olabilir (Oh ve ark. 1997). Literatiirde; biyolojik (mikroorganizmalarla)
(Gnanamani ve ark. 2004, Gnanamani ve ark. 2005, Kumar ve ark. 2005, Khehra
ve ark. 2006), fotokimyasal yontem (Cisneros ve ark. 2002), metalik demir (Fe (0))
(Feng ve ark. 2000) ile, fenton sistemi (Fe’"/Hidrojen peroksit (H,0,)) ve fenton
benzeri sistem (FeszOz) reaksiyonlar1 (Hsueh ve ark. 2005), radyolitik yontem
(Zhang ve ark. 2005), radyasyon indiiklenmis yontem (Wojnarovits ve ark. 2005),
ultrasonik yontem (Giiltekin ve Ince 2006, Inoue ve ark. 2006), ozonlama yontemi
(Zhao ve ark. 2004, Giiltekin ve Ince 2006), H,O, varliginda UV 15181 ile fotooksidatif
olarak (Modirshahla ve Behnajady 2006) veya ozon-ultrases kombinasyonu ile
(Giiltekin ve Ince 2006) indirgeme islemi yapilabilecegi belirtilmektedir. indirgenme
ile renksizlesme, oksijensiz ortamda biyolojik veya kimyasal olarak meydana
gelebilmektedir; mikrobiyal anlamda ise mikroorganizma enzimleri etkindir.
Indirgemede saf mikroorganizma kiiltiirleri vaya karisim kiiltiirlerinin  kullanildigs
termofilik sartlar da belirtilmistir (Dos Santos ve ark. 2006). Kromofor azo gruplari

boyar maddelerin mikrobiyal etkiye ve oksijenli ortamda renksizlesmeye dayanikliligini
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artirmaktadir. Biyolojik indirgenme oksijenli ve oksijensiz ortam mikroorganizmalari,
mantar, antinomycetes ve alg gibi ¢esitli mikroorganizmalar ile yapilmistir. Bunlardan
antinomycetes ve mantar tiirleri ile indirgeme boyanin oksidatif olarak aktivasyonudur,
katyonik tiirler olusur ve boya molekiilii suyun niikleofilik saldirisina acik hale gelir.
Bakteriyel indirgeme, genellikle oksijensiz sartlarda indirgenmis koenzimin elektron
vericisi olarak davrandigi azorediiktaz ilavesi ile azo baglarinin kopmasini igeren
enzimatik biyotransformasyon basamag ile baslar. Oksijenli ortamda ise azo baglar
pratik olarak bakterilerce par¢alanmamaktadir. Ancak baz siilfo gruplu azo boyalarinin
oksijenli ortamda bakterilerce indirgenmesi de literatiirde goriilmektedir; burada
oksijenin varligina ragmen, baslangi¢ basamaginda oksijene ilgisiz azo rediiktaz enzimi
ile azo baginin indirgenmesi s6z konusudur. Oksijensiz sartlar altinda ¢ok sayida bakteri
bu indirgen pargalanmay1 katalizler; sonunda mutajen ve kanserojen aromatik aminler
olusur. Azo baglarinin indirgenerek kopmasi sonucu bu tiir aromatik aminleri verdigi
bilinen bazi azo boyalar1 yasaklanmistir (Nachiyar ve Rajakumar 2004).

Azo boyalarmin sentezi ve indirgen parcalanmasi Sekil 2.6.1.1.°de verildigi

gibidir.
SENTEZ:

Diazolama o Kenetlenme '
Ar-NH, HCL, NaNO, »  Ar-N, CI o »  Ar-N=N-Ar

r-

Aromatik Diazo bilesigi Azo boyasi
amin
INDIRGEN PARCALANMA:

Azo baginin kopmasi

Ar-N=N-Ar Kimyasal veya enzimatik indirgenme Ar-NH; + Ar-NH,

Azo boyasi Aromatik aminler

Sekil 2.6.1.1. Azo boyalarinin sentezi ve indirgen pargalanmasi

KAYNAK: OH,S.W., M.N.KANG, C.W.CHO VE M.W.LEE. 1996. Detection of
carcinogenic amines from dyestuffs or dyed substrates. Dyes and Pigments, 33(2):119-
135.
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Azo boyalarinin indirgen parcalanmasi, Sekil 2.6.1.2.” deki genel yap1 lizerinde

de gosterilebilir:

nR ,mR
A N /%\

P 1)

~

l indirgenme

smMR
Sy

nR

T T
L NH2 4 H2N~E [

S N

Sekil 2.6.1.2. Bir azo boyasindan indirgen parcalanma yolu ile aromatik amin olusumu

KAYNAK: PIELESZ,A., .BARANOVSKA, A.RYBAK, A.WLOCHOWICZ.
2002. Detection and determination of aromatic amines as products of reductive splitting
from selected azo dyes. Ecotoxicology and Environmental Safety, 53:42-47.

Sekil 2.6.1.3.te azo boyasindan aromatik aminlerin nasil olustugu
Ozetlenmektedir. Boyar maddelerden aminlerin olusmasin1 saglayan bu metotlar;
fotolitik ve kimyasal indirgenme ile biyoindirgenmedir. Azo boyar maddeleri aerobik
sartlarda indirgenmeye kars1 diren¢ goOstermesine ragmen anaerobik sartlar altinda
kolaylikla aromatik aminlere indirgenebilmektedir. Indirgenme; oncelikle bagirsak
bakterileri, karaciger hiicreleri ve deri mikro florasindaki azorediiktazlar tarafindan azo

baglarinin kopmasi ile meydana gelir (Pielesz 1999, Pielesz ve ark. 2002).
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nk mK

Fotolitik indirgenme @h; }J.E:j(j Kimyasal indirgenme

| Biyolojik indirgenme

v

. Hidroksilasyon,
. Indirgenme oksidasyon,
! hidroliz... vb.
n-1JR {m-1)R
HO,5 NH, + H;N S0.H
Ve/veya

nRk mR
@NHI * HzN‘Ejj ?Ileri biyoindirgenme
2

Sekil 2.6.1.3. Azo boyalarinin indirgenmesinin sematik modeli

KAYNAK: PIELESZ,A. 1999. The process of the reduction of azo dyes used in
dyeing textiles on the basis of infrared spectroscopy analysis. Journal of Molecular
Structure, 512-513:337-344.

2.6.2. Azo Boyalarimin Kimyasal indirgenmesi ve Indirgenme Yolu ile Analizleri

Indirgenme, azo boyalarmin indirgenme reaksiyonu sonucu azo baglarindan
parcalanarak karsilik gelen aromatik aminlerin olusmasi olarak tanimlanabilmektedir.
Bu amagla; sodyum ditiyonit, kalay (Sn) (II) kloriir, oda sicakliginda metalik
¢inko (Zn) ve metanolde amonyum format/formik asit kullanilabilecegi gibi,
elektrokimyasal islemler de uygulanabilir. Indirgeme, bilesigin dogrudan GC’ deki
isitilmis  enjeksiyon portuna verilerek de basarilmistir (Ahlstrom ve ark. 2005).
Renksizlesme kimyasal olarak siilfit, sistein, askorbat veya Fe’™ gibi biyojenik
indirgenler ile de meydana gelebilmektedir (Dos Santos ve ark. 2006).
Sodyum ditiyonit ve Sn(Il) kloriir kullanimina dair karsilastirma caligsmalari

literatlirde incelenmistir. Bu amagla on alt1 yaygin azo boyasinin indirgen par¢alanma
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prosediirleri iki indirgen i¢in de karsilastirnllmistir. Kaynayan metanolde sodyum
ditiyonit ile indirgeme farkli boyar maddeler i¢in farkli sodyum ditiyonit miktar1
gerekliligini gostermistir. Diger indirgen i¢in islemler de kaynayan metanolde yapilmis
ve renksizlesme sonrasi sodyum karbonat ilave edilerek, aminler etil asetat ile ekstrakte
edilmigstir. Daha fazla iirlin olusturan ve bu nedenle daha etkin olan ikinci indirgenin
daha tercihli oldugunu sdylense de bu alandaki etkinliklerinin tam karsilastirilmasi i¢in
daha fazla degerlendirme yapilmasi gerekliligi vurgulanmaktadir (Ahlstrom ve ark.
2005). Literatiirde tekstil {irlinlerine yonelik genel test metodu olarak, sulu alkali
¢ozeltide sodyum ditiyonit ile yapilan indirgenme verilmektedir. indirgenmis ¢ozeltinin
ekstraksiyonu icin etil asetat, ayirma ve belirleme islemleri i¢cin TLC (ince tabaka
kromatografisi), GC, LC (siv1i kromatografisi) teknikleri kullanilabilmekle birlikte;
dogrulama imkani veren GC-MS’ten yararlanildig1 goriilmektedir (Oh ve ark. 1996).
Literatiir verileri incelendiginde ekstraksiyon i¢in ayrica diklormetan, metanol, veya
asetik asit metil esteri Onerildigi gorilmektedir. Tekstil T{riinleri i¢in kaynama
sicakligindaki 1M NaOH i¢inde sodyum ditiyonit varlifinda yapilan indirgeme daha
zorlayic1 kosullar saglarken; pH=6 tampon ortaminda, 70°C’ de yapilan indirgemenin
daha yumusak kosullar sagladigi belirtilmistir (Pielesz 1999, Pielesz ve ark. 2002).
Olusan aromatik aminlerin miktar1 ise boyar madde yapisina ve indirgenme kosullarina
baglh olarak farklilik gostermektedir (Pielesz ve ark. 2002). Boyalarin amin
iceriklerinin tayini i¢in ¢ogunlukla tekstil ve deri iirlinlerine uygulanan genel proses,
sulu ortamda sodyum ditiyonit kullanilarak yapilan indirgen parcalanma islemini
takiben solvent ekstraksiyonu ve olusan aminlerin sivi veya gaz kromatografisi ile
tayinidir. Bu yontem oyuncaklarda kullanilan boyar maddeler gibi alanlarda da
uygulama alan1 bulmustur. Literatiirde; bu yoOntemin farkli boyar maddelere
uygulanmasinda, indirgenme igleminin optimizasyonu i¢in kemometrik yontemlerden
yararlanildig1r goriilmektedir. Ayrica; boyar madde iceren ¢ozeltide renksizlesmenin
gerceklestigi sartlarda azo boyasinin pargalanmasinin tamamlandigi varsayiminin

yapilabilecegi de belirtilmektedir (Garrigos ve ark. 2002).
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2.6.3. Azo Boyalarimin Mutajenik ve Kanserojenik Etkisi

Boya molekiilii biyolojik olarak inaktif olmasina karsilik (Eskilsson ve ark. 2002)
derideki veya cevredeki mikroorganizmalar, azo baglarin1 koparabilir ve karsilik gelen
aminleri olusturabilir. Boylece; ¢oziinebilen azo boyalar1 ter veya tiikiiriik yolu ile
viicuda alindiginda, karaciger enzimleri ve sindirim sistemindeki mikro flora tarafindan
karsilik gelen aromatik aminlerine parcalanmaktadir. Benzidin, 4-aminobifenil ve 2-
naftilamin gibi bazi aromatik aminler Uluslararast Kanser Aragtirma Tegkilat1 (IARC)
tarafindan insan kanserojenleri olarak siniflandirilmistir. Bu aromatik aminler dogrudan
temas veya cevresel etkilesim yoluyla saglik acgisindan risk olusturmaktadirlar
(Weisburger 2002, Bhaskar ve ark. 2003).

Literatiir incelendiginde azo boyar maddelerinin tek baglarina mutajenik
aktivite etkilerinin ¢ok az oldugu goriilmektedir. Mutajenik etkinin asil kaynagi, boyar
maddelerin yapilarindaki amin igerikleridir. Boya i¢in esas tehlike kriteri, bunlarin; ter,
tikiirik veya mide 0zsuyu ile temasi sonrasinda aromatik aminlere indirgenebilme
ozellikleridir. Bununla birlikte organizmada toksik aminlerin olusumundan esas
sorumlu olan, boyar maddenin biyolojik indirgenmesidir (Pielesz 1999, Pielesz ve ark.
2002). Aromatik aminlerin insanlar lizerindeki kanserojenik etkisi ilk kez 1985 yilinda
Alman cerrah Ludwig Rehn tarafindan boya endiistrisinde calisan ve aniline maruz
kalan erkekler arasinda yiliksek oranda iiriner kanser olustugunun rapor edilmesi ile
ortaya c¢ikmistir. Bu konudaki epidemiyolojik calismalar detaylandirildiginda, boya
endiistrisinde kullanilan benzidin 4-aminobifenil ve 2-naftilamin gibi aromatik aminlere
uzun siireli maruz kalinmasinin kanser olusumunu arttirdig1 gézlenmistir (Ahlstrom ve
ark. 2005).

Aromatik aminlerin genetoksik (mutajenik) ve kanserojenik etkilerinin nedeni
DNA (deoksiriboniikleik asit) molekiillerine baglanabilecek reaktif ara iirlinler veren ve
N-hidroksillenme ile baglayip esterlesme ve asetillenme gibi reaksiyonlar iizerinden
devam eden biyolojik aktivasyon olarak saptanmistir. Bu durum Sekil 2.6.3.1.°de
gosterilmistir. Nitrozoaril ve N-hidroksiaril ara iiriinleri ile hemoglobin ve DNA arasi
etkilesimler de aromatik aminlerin toksisitelerini aciklamada goz Oniine alinmaktadir
(Pinherio ve ark. 2004). Kanserojen etkinin molekiiler mekanizmast kisaca

degerlendirilecek olursa; ilk basamakta N-hidroksillenme veya N-asetillenme ve ikinci
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basamakta aciloksi aminleri veren O-agillenme gerceklesir. Oldukga reaktif nitrenyum
ve karbonyum iyonlar1t olusumu sonrasi bu elektrofilik reaktanlar, hiicre genetik
materyali DNA ve RNA (riboniikleik asit)’ ya kovalent olarak baglanir. Bu durum
mutasyonu tetiklemekle birlikte mutasyon da timor olugumuna = gotiiriir

(http://mst.dk/udgiv/publications/1999/87-7909-548-8/pdf/87-7909-546-1.pdf).

R1
@ﬂm @NH,
/

R2 R2

R1

R1
@—Mo2 — ©—N=o
R2

R2

R1=H, CH; . . . . . C e .
R2 = H, NHy, CI, X Nitrozo tiirevi Hidroksilamin tiirevi

N

Hemoglobin DNA

Sekil 2.6.3.1. Aromatik amin ve aromatik nitro bilesikleri i¢in basitlestirilmis metabolik
yol

KAYNAK: WEISS, T., J. ANGERER. 2002. Simultaneous determination of various
aromatic amines and metabolites of aromatic nitro compounds in urine for low level

exposure using gas chromatography—mass spectrometry. Journal of Chromatography B,
778:179-192.

Tiiketiciler, azo boyalar1 ve bunlarin indirgenme iiriinleri ile dogrudan veya
dolayli olmak iizere iki yolla temas etmektedirler. Boyanmis oyuncak veya deri
kiyafetlerin c¢ocuklar tarafindan emilmesi agiz yolu ile yani dogrudan temasa; cilde
yakin kiyafetlerden terleme ve siirtiinme sonucu deri adsorpsiyonu ise dolayli temasa

ornek verilebilir. (Ahlstrom ve ark. 2005).

2.7. Aromatik aminler

Azo boyalar1 genellikle sodyum ditiyonit veya Sn (II) kloriir kullanilarak
kimyasal indirgeme ile olusan aromatik aminleri aracilig1 ile dolayli olarak tayin edilir
(Ahlstrom ve ark. 2005). Aromatik aminler ise genellikle yapilarinda bir veya daha
fazla aromatik halka ve bunlara bagli bir veya daha fazla amino grubuna sahip kimyasal
bilesikler olarak tanimlanirlar. En basit yapili anilinden; konjlige aromatik veya

heterohalkal1 yapiya veya birden fazla siibstitiie gruba sahip olduk¢a kompleks yapiya
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kadar degisen aralikta yer alabilirler. Cevredeki aminlerin ana kaynagi yag rafinerisi,
sentetik polimerler, boyalar, yapistirici, plastik, ilag, sa¢ boyalari, pestisit ve patlayicilar
gibi {rilinlerle ilgili ¢esitli kimya endiistrileri olabilecegi gibi; otomobil eksozlari,
proteince zengin gidalarin yanmasi veya pirolizi, orman yanginlari, sigara dumani, et
trtinlerinin 1511 isleme maruz kalmasi gibi endiistriyel olmayan kaynakli da
olabilmektedir (Pinheiro ve ark. 2004). Siibstitie aromatik aminler kimya
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu maddeler endiistriyel proses
islemleri sirasinda ve sonrasinda cevreye direkt olarak atilabilirler. Azo boyar
maddeleri disinda fenilkarbamat, feniliire ve anilin herbisitlerinden de dolayli yolla
amin bilesikleri olusabilmektedir. Aromatik aminler kolaylikla topraga niifuz ederek yer
alt1 suyu i¢in kirletici 6zellik teskil ederler. Bu nedenle i¢me suyunda; ayrica meyve
sularinda, sekerleme ve diger gidalarda da eser diizeylerde bulunabilirler (Singh ve
ark. 2003).

Aromatik aminler ve tiirevleri dogal kanserojen etkileri ve toksisiteleri nedeni
ile dnemli cevresel kirleticilerdendir (Singh ve ark. 2003). Bu nedenle mutajenik ve
kanserojenik etkilerinden siiphelenilen aromatik aminler gibi ¢evresel konulara giderek
artan bir ilgi mevcuttur. Aminler genellikle azo boyalarimin kimyasal veya biyolojik
indirgenme {iriinleridir. Isil islem goérmiis gida maddelerinden de aromatik amin
olusumu tespit edilmistir (Chiang ve ark. 1999). Kanserojen aromatik amin veren azo
boyalarinin ithali,iiretimi ve kullanimi ise yasaktir (Pielesz ve Wlochowicz 2001).
Aromatik aminler MAK (Maximale Arbeintsplatz Konzentration) III Al ve MAK III
A2 ; ayrica IARC ve ETAD (Ekolojik ve Toksikolojik Boyarmadde Ureticileri Birligi)
listelerinde siiflandirilmistir (Pielesz 1999, Pielesz ve Wlochowicz 2001). Bu
maddelerin yasaklilar listelerinde yer almasi, azo gruplarindan parcalanarak, bir veya
daha fazla ve kanserojen Ozellik gdsteren amin tiirlerinin olusabilme 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (Pielesz 1999). Almanya’da tekstil {riinlerinde MAK aminlerin
varlig1 kesinlikle yasaktir. Tiirkiye’de 1 Mart 1995 tarihinden itibaren tekstilde yiiz otuz
azo boyasi kullanim1 bu aromatik aminler nedeni ile yasaklanmistir. Buna ragmen
etkinlikleri ve diisilk maliyeti nedeni ile hala kullanilmaktadirlar (Sponza ve Isik 2005).
MAK aminler Cizelge 2.7.1.”de verilmistir.
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Cizelge 2.7.1. MAK aminler listesi

CAS Molekiil
MAK Numarasi Agirlig
AMINLER
(g/mol)
Benzidin 92-87-5 184
4-aminobifenil 92-67-1 169
MAK T Al 4-Kloro-o-toluidin 95-69-2 141
2-Naftilamin 91-59-8 143
o-Aminoazotoluen 97-56-3 225
2-amino-4-nitrotoluen 99-55-8 152
p-Kloranilin 106-47-8 127
2,4-Diaminoanisol 615-05-4 138
4,4'-Diaminodifenilmetan 101-77-9 198
3,3'-Diklorbenzidin 91-94-1 252
3,3'-Dimetoksibenzidin(o-dianisidin) | 119-90-4 244
3,3'-Dimetilbenzidin (o-tolidin) 119-93-7 212
MAKIIT A2 3,3'-Dimetil-4,4'-diaminodifenilmetan | 838-88-0 226
p-kresidin 120-71-8 137
4,4'-Metilen-bis-(2-kloranilin) 101-14-4 266
4,4'-Oksidianilin 101-80-4 200
4,4'-Tiyodianilin 139-65-1 216
2-Metilanilin (o-toluidin) 95-53-4 107
2,4-Tolulendiamin 95-80-7 122
2,4,5-Trimetilanilin 137-17-7 135

KAYNAKLAR: PIELESZ,A.1999. The process of the reduction of azo dyes used in dyeing textiles on
the basis of infrared spectroscopy analysis, Journal of Molecular Structure, vol.511-512, p.337-344.

PIELESZ, A., A. WLOCHOWICZ, W. BINIAS. 2000. The evaluation of structural
changes in wool fibre keratin treated with azo dyes by Fourier Transform Infrared Spectroscopy,
Spectrochimica Acta Part A, vol.56, p.1409-1420

CIONIL F., G. BARTOLUCCI, G. PIERACCINI, S. MELONI, G. MONETI.1999.
Development of a solid phase microextraction method for dedection of the use of banned azo dyes in
coloured textiles and leather. Rapid Communications in Mass Spectrometry, vol13, p.1833-1837.

http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/chemidheavy.jsp

Bazi azo boyalari, indirgen sartlar altinda MAK aminleri olarak isimlendirilen
ve Cizelge 2.7.1.° de gosterilen yasakli aromatik aminlere parcalanmaktadir. Bu
aminlerin sadece alerjik etkileri degil; ayn1 zamanda toksik ve mutajenik etkileri de
belirtildigi i¢in (Pielesz 1999, Pielesz ve ark. 2002) tekstil endiistrisinde kullanimlari
cesitli standartlara gore kesinlikle yasaktir. Fakat bu boyalar yasaklamalara ragmen
halen kullanilmakta olup kullanilma problemi yasal olarak tam anlami ile
cozillememistir (Pielesz ve ark. 2000). Ornegin benzidin, Hindistan’da iki y1l énce

yasaklanmasina karsin; diisiik maliyetli olmasi sebebi ile tekstil endiistrisinde hala
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yaygin olarak kullanilmaktadir (Pielesz 1999). Yasaklanmis olan maddeler, listeler
halinde acik¢a belirtilmektedir ve potansiyel olarak zararli olabilecek bilesikler de
siirekli olarak listeye eklenmektedir (Pielesz 1999). Yasakli aminler sert analiz
sartlarinda diger parcalanma reaksiyonlar ile degil; sadece azo gruplarinin indirgenmesi
ile olusmalidir. Bu nedenle biyotoksisite ag¢isindan organizmadaki enzimler ile
parcalanabilecek azo boyalar1 yasaklilar kapsamindadir. Ciinkii; karacigerdeki azo
rediiktazlar ve deri bakterileri sadece azo baglarimi parcalayabilmekte; diger baglar

par¢alayamamaktadir (Pielesz 1999).

2.7.1. Aromatik Aminlerin Ekstraksiyonu ve Ekstraksiyon Tekniklerinin

Karsilastirilmasi

Tiim analitik prosediirler igersinde en az gelismis kisim, muhtemelen
ekstraksiyon basamagidir.

Ekstraksiyon i¢in sivi-sivi ekstraksiyon (LLE), kati1 faz ekstraksiyon (SPE),
kat1 faz mikroekstraksiyon (SPME), soxhlet ekstraksiyon; ayrica siiperkritik akiskan
ekstraksiyon (SFE) ve mikrodalga yardimli ekstraksiyon (MAE) teknikleri
kullanilabilecegi gibi (Eskilsson ve ark. 2002); sivi faz mikroekstraksiyon teknigi de
onerilmektedir (Pinheiro ve ark. 2004). SFE ve MAE’nin daha az ¢oziicii kullanimui,
hizli ekstraksiyon gibi avantajlar1 vardir. SFE metodu ekstraksiyon siiresini de kisaltir.
MAE, SFE ve soxhlet ekstraksiyonu en genel anlamda karsilastirildiginda MAE en
tyisidir fakat en 6nemli dezavantaj1 ekstraksiyondaki daha az segiciliktir (Ahlstrom ve
ark. 2005). SPE teknigi daha az ¢oziicli gerektirmesine ragmen, ornekte partikiiler
yapmun varligi, kartuslarin tikanmasina neden olabilir. SPME nispeten yeni bir teknik
olup; PAWLISZYN ve arkadaslar1 tarafindan gelistirildigi belirtilmistir. En 6nemli
avantaji, ekstraksiyon sirasinda ¢oziicii kullanimin1 gerektirmemesidir (Chang ve ark.
2003).

LLE, yeterli geri kazanim degerine ulagmak i¢in yliksek hacimde solvent
kullanmay1 gerektirmektedir. Bu yiiksek orandaki ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi ise hem
zaman hem de enerji kaybina neden olmaktadir. Son yillarda LLE’nin yerini SPE
almistir. SPE’nin avantajlar1 ise daha az ¢oziicli gereksinimi, matriks bilesenlerinin

uzaklagtirilmasi ve otomasyona elverisliligidir (Less ve ark. 1998). Yine son yillarda
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Plum ve ark. tarafindan ornek hazirlamada solvent gerektirmeyen bir metot, piroliz
GC-MS teknigi ile, tekstil iirlinlerindeki azo boyalarindan olusan yedi aromatik aminin
kalitatif tayininin yapilabilirligi belirtilmistir. Bu metotta, aminler analiz sistemine
termal olarak ekstrakte edilmekte bu nedenle de 6n indirgeme basamagina gerek
kalmamaktadir. Saf {i¢ azo boyasi ile yapilan baslangi¢ calismalarinda aminlerin pik
alan1 olarak oOlciilen geri kazanimlarina pirolizer sicakliginin etkisi incelenmistir.
Boyalar sicaklik degisimine farkli yanit verse de; yliksek sicaklik degerleri, aminlerin
daha ileri parcalanmasina yol actig1 ve bu nedenle daha diisiik geri kazanimlara sebep
oldugu i¢in; 500 °C gibi ortalama sicaklik degerinin tercih edilebilecegi belirlenmistir.
Bu teknigin iki biiyiik dezavantaji, ylizde geri kazanimin matrikse biiyiik 6l¢iide bagh
olmasi ve yiiksek 6rnek hacimlerinin enjeksiyon bolmesindeki kirliligi artirmasidir. Bu

durum ise tayini etkilemektedir (Ahlstrom ve ark. 2005).

2.7.2. Aromatik Aminlerin Tayin Yontemleri

Literatiirde, diisiik diizeyde aromatik amin tayini i¢in TLC, GC, GC-MS,
HPLC-(DAD (diod serisi dedektor) veya floresans dedektorlii) (Pielesz ve ark. 2002)
gibi cesitli analitik yontemler ile calisildigi gorilmektedir. TLC ve GC daha cok
kalitatif amacgli kullanilirken; kantitatif amacglar icin HPLC daha iyi bir se¢im
olmaktadir. Bu tayin icin infrared (IR) spektrometri (Pielesz ve Wlochowicz 2001),
UV-VIS spektrofotometri (Zatar ve ark. 1998, Pinheiro ve ark. 2004), voltametri,
potansiyometri, CE (Pinheiro ve ark. 2004), Fourier doniisiimlii- infrared (FT-IR)
spektrometri, LC-MS ve kapiler zon elektroforez (Pielesz 1999, Ahlstrom ve ark.
2005) ile; ayrica On islem basamagi gerekmeden ters-faz sivi kromatografisi-
elektrospray iyonlastirma-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-ESI-MS/MS)
(Mortensen ve ark. 2005) ile calisildig1 goriilmektedir. Bunlara ek olarak farkli
tirevlendirme yontemlerine dayali GC-MS analizleri de uygulanmistir (Jodynis-

Liebert ve Bennasir 2000, Singh ve ark. 2002, Smith ve ark. 2003).
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2.8. Sudan Boyalan

Mayis 2003°te Fransa’da, Hindistan’dan ithal edilen pul biberlerde Sudan I
tespit edildigi yayinlanmistir (Cornet ve ark. 2006). Bunun {izerine Avrupa birligi hizl
bir alarm sistemi i¢in harekete ge¢mis ve alinan Avrupa Birligi komisyon karari
(2003/460/EC) geregince, gidalarda kullanimi yasaklanmustir. Bu komisyon karar1 ilk
olarak Sudan II, IIT ve IV (Scarlet Red) boyar maddelerini de igerecek sekilde; daha
sonra da sadece pul biberlerle siirli kalmayip pek ¢ok gida maddesini igerecek sekilde
(2004/92/EC, 2005/402/EC) genisletilmistir (Comission Decision 2003/460/EC,
2004/92/EC). Sudan boyalar1 kanserojen oldugundan siiphelenilen primer aromatik
aminlere metabolize oldugu i¢in Avrupa Birligi {ilkelerince, gida iirlinlerinde
kullanimina izin verilmemektedir. Bu nedenle Haziran 2003 tarihinden itibaren ithalatci
ve {lreticilere ilgili gida iiriinleri i¢in sudan I-IV i¢ermedigi yoniinde analiz sertifikasi
saglama zorunlulugu getirilmistir (Waite ve ark. 2006). 2005/402/EC sayil1 komisyon
karar1 geregi, palmiye yagi da dahil; kirmiz1 biber, kori, hint safran1 gibi baharatlari
iceren ¢ok sayida gida maddesinin sudan boyalar1 icermedigi yoniinde sertifikali olmasi
gerekmektedir. Kararmn alindig1 tarihten itibaren Ingiltere’de yiiz altmistan fazla gida

maddesinin sudan boyasi igerdigi i¢in imha edilmesi istenmistir (Cornet ve ark. 2006).

2.8.1. Sudan Boyalarimin Kimyasal Yapilari

S I SII, S I ve S IV boyar maddelerinin yapilar1 Cizelge 2.8.1.1.°de

goriilmektedir.



Cizelge 2.8.1.1. Sudan boyalarinin kimyasal yapilar1 ve bazi karakteristik

ozellikleri

30

SUDANI (ST)
Molekiil formili= C 16H12N20
"M=248,284 g/mol

SUDAN II (S II)
Molekiil formili= C13H16N20
"M=276,337g/mol

OO~ =

SUDAN 1II (S III)
Molekil formiili= C22H16N4O
"M=352,395 g/mol

CH CH HO,

3 3
O e

SUDAN IV (S IV)
Molekﬁl formiilii: C24H20N4O
"M=380,449 g/mol

"M= Molekiil kiitlesi

KAYNAK: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/
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2.8.2. Sudan Boyalarin Fiziksel Ozellikleri

ST SII, S II ve S IV boyar maddelerinin bazi fiziksel 6zellikleri Cizelge
2.8.2.1.’de goriilmektedir.

Cizelge 2.8.2.1. Sudan boyalarinin baz fiziksel 6zellikleri

FiZiKSEL OZELLIK
Sicaklik=25°C
BOYAR
Erime Noktasi | Sudaki Coziiniirliik | Buhar Basinci
MADDE
°C) (mg/L) (mm Hg)

SUDAN I 134" 0,674~ 7.3%10°%"
SUDAN II 166 0,055 1,17x10%
SUDAN 111 195 - -
SUDAN IV 186 - -

* = TEORIK DEGER
"= TAHMINIi DEGER

KAYNAK: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/

2.8.3. Sudan Boyalarimin IARC Siniflandirmasi

Sudan I-IV boyar maddelerinin bazi 6zellikleri ve IARC (Uluslararas1 Kanser

Aragtirma Teskilat1) siniflandirmasi Cizelge 2.8.3.1.’de goriilmektedir.
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Cizelge 2.8.3.1. Sudan boyalarinin IARC siniflandirmasi

BOYAR
MADDE

“CAS RN

L)

BAZI SISTEMATIK
ve YAYGIN iSIMLERI

IARC
SINIFLANDIRMASI

SI

842-07-9

12055

1-Fenilazo-2-naftol
2-Naftalenol,1-(fenilazo)-
2-Naftol,1-(fenilazo)-
1-(Fenilazo)-2-naftalenol
1-Benzoazo-2-naftol
1-Fenilazo-beta-naftol
2-Hidroksi-1-fenilazonaftalen
2-Hidroksinaftil-1-azobenzen
2-Naftolazobenzen
C.I.Solvent Yellow

Grup 3

S1I

3118-97-6

12140

1-[(2,4-Dimetilfenil)azo]-2-naftalenol
1-(2,4-Ksililazo)-2-naftol
1-(0-Ksililazo)-2-naftol
1-Ksililazo-2-naftol

2-Naftalenol, 1-((2,4-dimetilfenil)azo)-
2-Naftol, 1-(2,4-ksililazo)-
C.L.Solvent Orange 7

Sudan Red

Grup 3

SIII

85-86-9

26100

1-((4-(Fenilazo)fenil)azo)-2-naftalenol
1-((p-(Fenilazo)fenil)azo)-2-naftol
1-(Fenilazofenilazo)-2-hidroksinaftalen
2-Naftol, 1-((p-(fenilazo)fenil)azo)-
2-Naftalenol,1-((4-(fenilazo)fenil)azo)-
Solvent red 23

CI 26100

D & CRed no. 17

Grup 3

S1V

85-83-6

26105

1-((2-Metil-4-((2-
metilfenil)azo)fenil)azo)-2-naftalenol
2-Naftalenol, 1-((2-metil-4-((2-
metilfenil)azo)fenil)azo)-

2-Naftol, 1-((4-(o-tolilazo)-o-tolil)azo)-
CI 26105

Scarlet red

Solvent red 24
1-(4-0-Tolilazo-o-tolilazo)-2-naftol
2'.3-Dimetil-4-(2-
hydroksinaftilazo)azobenzen

Grup 3

"CAS RN= CAS kayit numarasi
C.I. =Renk indeksi (Colour index)
KAYNAK: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/
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2.8.4. Sudan Boyalarinin Onemi ve Kullanimi

Izin verilen gida renklendiricileri ve maksimum miisaade edilir seviyeleri
Council Directive 94/36/EC’de belirtilmektedir. Sudan boyalar1 ise gidalarda
kullanimina miisaade edilmeyen; buna ragmen illegal olarak kullanilan boyar
maddelerdendir (Cornet ve ark. 2006). Azo boyalar1 sinifina dahil olan sudan boyalari,
iyonik olmayan ve yagda c¢oOziinen boyalar olup; tekstil endiistrisinde, kimya
endiistrisinde 6rnegin ¢oziiciileri, yag ve mumlari renklendirmede, benzin, dizel, makine
yagi, plastik ve polimerlerde, baski miirekkepleri, dovmeler, ayakkabi ve ddseme
cilalarinda ve boya irlinlerinde yaygin olarak kullanilirken; gidalarda da
kullanilabilmektedir. (Calbiani ve ark. 2004, Puoci ve ark. 2004, Zhang ve ark. 2005,
Cornet ve ark. 2006). Ornegin Sudan I, siddetli kirmizi-turuncu rengi nedeni ile
gidalarda; Ozellikle pul biberlerde katki maddesi olarak kullanilan sentetik azo
boyasidir. Ayrica; et tiirevi gidalarin tipik kirmizi renginin korunmasinda da Sudan I
kullanilabildigi belirtilmektedir (Mazzetti ve ark. 2004, Puoci ve ark. 2004).

Pek ¢ok sos cesidi, salam, zeytinyag: gibi gidalarda pul biberler baharat olarak
kullanilmaktadir (Mazzetti ve ark. 2004). Bu boyalara pul biberlerde kirlilik diizeyinde
rastlanabildigi i¢in; bu kontamine pul biberlerinin kullanildig1 ¢orbalar, soslar ve hazir
yemekler sudan boyalar1 kaynagi haline gelirler. Cin ve Avrupa’da gida iirlinlerinde
sudan boyalarinin varligr tespit edilmis ve bu durum tiiketiciler arasinda panik
yaratmistir. Bu nedenle kompleks matrikslerden bu boyar maddelerin tespit ve tayini
icin hassas, se¢ici ve dogru analitik metot gelistirilmesi gerekliligi ortaya c¢ikmistir

(Zhang ve ark. 2005).

2.8.5. Sudan Boyalarin Toksisiteleri

Sudan I-IV olarak bilinen bu boyar maddelerin, laboratuvar caligmalan ile,
insanlar ve hayvanlar lizerindeki kanserojen etkileri tespit edilmistir. Sudan boyalar
insanlar agisindan kanserojendir ve bu nedenle de higbir diizeyi insanlar i¢in giivenilir
degildir. Buna ragmen pul biberlerde kirlilik diizeyinde, baz1 baharatlar ve bunlarin
kullanildig1 firmnlanmis gidalarda diisiik seviyelerde bulunabilmektedirler (Tateo ve

Bononi 2004, Zhang ve ark. 2005).
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Sudan I miisaade edilen bir boya olmamakla birlikte genotoksik kanserojen
olarak degerlendirilmistir (Calbiani ve ark. 2004). Hayvanlar {izerinde yapilan
calismalarda karacigerde veya iiriner sistemde tiimor olusumuna neden oldugu in vitro
ve in-vivo caligmalarla kanitlanmistir (Stiborova ve ark. 1995, Stiborova ve ark.
1998, Stiborova ve ark. 1999, Mazzetti ve ark. 2004). Cytochrome P450 1A1 enzimi
ile insan karacigerindeki kanserojenik etkisi de incelenmistrir (Stiborova ve ark. 2002,
Stirobova ve ark. 2005). Bu nedenle gida maddelerinde hicbir amacla ve higbir
seviyede kullanimina izin verilmemektedir. Sudan II, Sudan I’in dimetil tiirevidir ve
fare dokularina enjekte edilmesi sonucu 6zellikle mesane kanseri gelisimi gozlenmistir.
Sudan I, II, IIT ve IV, IARC tarafindan grup 3 kategorisinde belirtilmistir; yani
insanlara dogrudan kanserojen etkileri yoktur (Calbiani ve ark. 2004). Bununla birlikte
Sudan I’'in gida maddelerinde kullanimi, gida maddeleri yonetmeliklerinde

yasaklanmistir (Ma ve ark. 2006).

2.8.6. Sudan Boyalarimin Ekstraksiyonu ve Analizi

Kirmiz1 bibere dayali gida maddelerinden ekstrakte edilebilir renklendirici
pigment maddelerinin ekstraksiyonu i¢in literatiirde; aseton, mikrodalga ekstraksiyonu,
su-aseton, dioksan, etanol, metanol, tetrahidrofuran karigimlar1 ile; ve siiperkritik
karbondioksit (CO,) ekstraksiyonu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (Csiktusnadi Kiss ve
ark. 2000, Krajayklang ve ark. 2000, Perva-Uzunalic ve ark. 2004,). ilgili literatiir
verilerinde de belirtildigi gibi sudan boyalarinin ekstraksiyonu i¢in uygun ¢oziiciiler;
aseton, etanol, asetonitril, dimetilsiilfoksit, dimetilformamid (DMF) olarak belirtilirken
(Ma ve ark. 2006, Cornet ve ark. 2006, Wu ve ark. 2006); tespit ve tayinleri i¢in
yaygin olarak kullanilan metotlar ise UV-VIS, LC ve LC-MS teknikleridir; ayrica gida
orneklerinde 6zellikle eser diizeyde bulunan Sudan boyas1 kalintilarinin analizi i¢in LC-
MS uygun bir teknik olarak belirtilmistir (Calbiani ve ark. 2004, Ghanadzadeh ve
ark. 2000, Zhang ve ark. 2005, Ma ve ark. 2006). LC teknigi Avrupa komisyonu
tarafindan da Onerilmektedir. Ayrica LC-ESI-MS (sivi kromatografisi-elektrosprey
tyonlastirma-kiitle spektrometresi) teknigi de dogrulama amacgli olarak literatiirde
kullanilmaktadir (Mazzetti ve ark. 2004, Wu ve ark. 2006). Literatiirde yaygin olarak
calisilan Sudan boyasi olan S I’ in varhigini tespit etmek i¢cin HPLC, GC-MS gibi
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degisik metotlar gelistirilmistir. Bununla birlikte eger eser diizeyde kullanilmis ise
tespiti i¢in LC-MS/MS (s1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi)
gibi daha pahali cihazlar gerekmektedir (Puoci ve ark. 2004). Bu boyar maddenin
ekstraksiyonu icin benzen veya toluen kullanildigina yénelik veriler mevcuttur. Ornegin
bir ¢alismada, sivi-sivi ekstraksiyonu ile pul biberlerden etanol ile ekstrakte edilirken;
metanoliin de ayni ya da farkli gida matriksleri i¢in kullanilabilecegi onerilmektedir
Bagka bir calismada ise soxtec ekstraksiyon sistemi ile gida drneklerinden petrol eteri-
etanol karisim ile ekstrakte edilmistir (Mazzetti ve ark. 2004). Gidalardaki sentetik
boyar maddelerden olan Sudan I ve Sudan III varligmin arastirildigi bir ¢alismada;
ayirma ve tespit icin kagit kromatografisi, kantitatif tayin i¢cin de spektrofotometrik
yontem uygulanmig; analizlenen oneklerden bazilarinda bu boyar maddelerinin var
oldugu tespit edilmistir (Tripathi ve ark. 2005). S I’ in diisiik diizeyde olmasi
durumunda, UV-VIS spektrumuna dayali HPLC teknigi ile bu boyar maddenin
karakterizasyonu ger¢eklestirilememektedir (Tateo ve Bononi 2004). Yaygin olarak
kullanilan LC teknigi, yagda ¢ozlinen boyalar sinifina dahil edilen Sudan boyalarinin,
spektrumun goriiniir bolgesindeki absorbans 6zelliklerine dayanir. Boyar maddelerin
yapisal 6zellikleri nedeni ile UV-VIS spektrumlarina dayali HPLC analizi ile ayrimlari
zordur (Ma ve ark. 2006). Sudan boyalarinin tayinlerine yonelik TLC, LC-ESI-
MS/MS, HPLC-APCI-MS (ytliksek basingli sivi kromatografisi-atmosferik basing
kimyasal iyonlastirma-kiitle spektrometresi), HPLC-DAD-ESI-MS (yiiksek basingli s1vi
kromatografisi-diyod serisi dedektor-elektrosprey iyonlastirma-kiitle spektrometresi,
APCI-MS (atmosferik basing kimyasal iyonlastirma-kiitle spektrometresi) ve izotop
seyreltme, GPC (jel gecirgenlik kromatografisi) ile 6n islem sonrast HPLC-MS (yiiksek
basinglt sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi) tayini, IR, plasmon rezonans 11k
sagilma teknikleri literatiirde dikkat ¢ekmektedir (Marshall 1977, Di Donna ve ark.
2004, Mazzetti ve ark. 2004, Tateo ve Bononi 2004, Ma ve ark. 2006, Wu ve ark.
2006). Bir galismada, palmiye yagindaki bu boyalarin kalitatif analizleri i¢cin TLC
teknigi belirtilmekle birlikte; es zamanh tayinleri i¢cin HPLC-PDAD (yiiksek basingli
stvi kromatografisi-fotodiyod serisi dedektor) yontemi uygulanmistir (Cornet ve ark.
2006). Azo grubu boyar maddeler i¢cinde yer alan Sudan boyalar1 fonksiyonel fenol
gruplart iizerinden yiikseltgenirken ayni redoks reaksiyonu vermeleri nedeni ile toplam

Sudan miktar1 belirlenebilmistir (Wu ve ark. 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Cahismada Kullanilan Aletler

3.1.1.1. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

GC-MS analizleri i¢in Shimadzu marka GC-17A model gaz kromatografisi,
dedektor olarak QP-5000 model kiitle spektrometresi; ayrica AOC-201 otomatik
enjektor sistemi kullanilmigtir. Analitik kolon; 30 m uzunlugunda, 0,25 mm i¢ ¢ap ve
0,25 pum film kalnhigmma sahip HP-5 kapiler kolondur. Sal¢a bilesenlerinin
aydinlatilmasi i¢in Shimadzu marka GC-17A model gaz komatografisi, dedektor olarak
QP-5050A model kiitle spektrometresi; ayrica AOC-20i otomatik enjektor sistemi
kullanilmistir. Bu analizde ise; 30 m uzunlugunda, 0,25 mm i¢ ¢ap ve 0,25 pm film

kalinligina sahip Optima-5-MS kolonundan yararlanilmistir.

3.1.1.2. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

Calismada, karsilagtirma metodu olarak Agilent marka 1100 LC-MSD Trap SL
model LC-MS kullanilmistir. Analitik kolon 30 mm uzunlugunda 2,1 mm i¢ ¢ap ve 3,5

mikron gozenek ¢apina sahip Zorbax SB-C,s kolonudur.

3.1.1.3. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi

UV-VIS ol¢iimleri Varian marka Cary 5000 model UV-VIS-NIR
spektrofotometre ile alinmis olup; Ol¢iimlerde 1 cm’lik kuvartz hiicrelerden
yararlanilmigtir. Calisma araligi 200-900 nm olarak taranmustir. Ayrica; kati-faz
ekstraksiyonu caligmalarinda Shimadzu marka UV-2100 model spektrofotometre,
lem’lik kuvartz hiicreler ile ve 220-800 nm tarama aralifinda calisilmistir. UV-VIS-

NIR spektrofotometresinde tiirev alma olanagi mevcuttur.
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3.1.1.4. pH-Metre

Calismada, pH 526 model Multical marka pH-metre kullanilmistir.

3.1.1.5. Ultrasonik Karistirici

Calismada, ELMA Ultrasonic LC 30 ile Ultrasonic LC 30 H marka ve

modellerinde ultrasonik karistiricilar kullanilmistir.

3.1.1.6. Etiiv

Deneysel islemler sirasinda, hava sirkiilasyonlu Heraeus marka etiiv

kullanilmustir.

3.1.1.7. Doner Vakumlu Buharlastirici

Deneysel islemler sirasinda, BUCHI Vacuum Controller V-800, Rotavapor R-
200, BUCHI Vac V-500, BUCHI Heating Bath B-490 pargalarindan olusan BUCHI
marka doner vakum buharlastirict; 500 mbar basingta, 50 °C *de, ¢evirme hiz1 30 olacak

sekilde ayarlanarak kullanilmistir.
3.1.1.8. Terazi

Deneysel islemler sirasinda, £0,00001 g duyarlikli Scaltec SBC 21 marka ve
modelindeki analitik terazi ile £0,0001 g duyarlikli Gec Avery marka analitik terazi
kullanilmustir.

3.1.1.9. Santrifiij Aleti

Calismada, MSE MISTRAC marka 2000 model santrifiij cihaz1 kullanilmis; ve

bu cihaz, deneysel islemler sirasinda 2500 devir/dak. hizla ¢alistirilmistir.
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3.1.1.10. Kat1 Faz Ekstraksiyon Sistemi

Kalitatif LC-MS analizlerinde, BAKER’-10 SPE System (J.T.Baker
Chemical Company, Phillipsburg, NJ 08865, USA) kat1 faz ekstraksiyon sistemi,
Varian Bond Elut Ci3 (100 mg/1,5 ml) kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 ile birlikte
kullanmilmistir. Ayrica; Sudan boyalarinin kati faz ekstraksiyonu calismalarinda yine
ayni kati faz ekstraksiyon kolonlar1 ile birlikte Watson-Marlow 505S peristaltik

pompadan yararlanilmistir.

3.1.1.11. Saf Su Cihazi

Calisgmada kullanilan saf su, Milli-Q Millipore cihazi kullanilarak

hazirlanmustir.

3.1.2. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

3.1.2.1. Kimyasallar

3.1.2.1.1. Analitik Safliktaki Kimyasallar

e ACROS ORGANICS, 147060250, C.A.S.= 842-07-9, EINECS= 212-668-2,
Lot=A019108001, Sudan I (C;sH2N>0), M=248,28 g/mol)

= ACROS ORGANICS, 190150250, C.A.S.= 3118-97-6, EINECS= 221-490-4,
Lot=A005453001, Sudan II (C;sH;6N,0), M=276,33 g/mol)

= ACROS ORGANICS, 419800250, C.A.S.= 85-86-9, EINECS= 201-638-4,
Lot=A019579701, Sudan III (C,H;6N40), M=352,39 g/mol)

= ACROS ORGANICS, 419810250, C.A.S.= 85-83-6, EINECS= 201-635-8,
Lot=A019554501, Sudan IV (Cy4H0N4O), M=380,45 g/mol)

=  Merck, 1.01260 Anilin (C¢HsNH,, 1L=1,02 kg, M=93,13 g/mol)

=  Merck, 1.00013.2500, Aseton (CH3;COCH3, 58,08 g/mol)

= Riedel-de Haen, 24201, Aseton (1L=0,790-0,792 kg, M=58,08 g/mol)
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Merck, 1.00030, Asetonitril (CH3CN, 1L=0.786 kg, M=41,05 g/mol)

Riedel-de Haen 05003, Derisik amonyak (der.NHs, %26, d=0.892g/cm’ -
0.919g/cm’, M=17,0304 g/mol)

PANREAC, 131020.1612, Derisik hidroklorik asit (der.HCI, %37, d=1,19 g/ml,
M=36,46 g/mol)

Riedel-de Haen 07006, Derisik nitrik asit (der.HNOs;, %65, d=1,40 kg/L,
M=63,01 g/mol)

Merck, 1.00864, Etil asetat (CH;COOC,Hs, 88,10 g/mol)

LACHEMA, 51038 0800, Etil asetat (1L=0,90 kg, M=88,10 g/mol)

Merck, 1.15093.0001 Extrelut NT Refill pack kolon dolgu materyali, Extrelut
NT 20.

Merck, 1.00264.1000, Formik asit (CH,0,, M=46,03 g/mol)

Merck, 1.06009.2500, Metanol (GC-MS analizleri i¢in, CH3;0OH, M=32,04
g/mol)

Merck, 1.06007.2500, Metanol (LC-MS analizleri i¢in)

DOP, 13.00001.2500, Metanol (1L=0,79 kg, 32,04 g/mol)

Merck, 1.04368.2500 n-hekzan (CH3(CH,)4sCHj3, 1L=0,66 kg, M=86,18 g/mol)
Merck, 1.09437.1000, pH=6 (20°C), sitrat tamponu

Merck, 1.09435.1000, pH=4 (20°C), sitrat tamponu

Merck, 1.06507.0500, Sodyum ditiyonit (Na;S,04, M=174,11 g/mol)

Merck, 1.01843.2500, t-butil metil eter ((CH;,);COCHj;, M=88,15 g/mol)

Merck, 6432.1000, Trisodyum sitrat dihidrat (C¢HsNa3;O07.2H,0, M=294,10
g/mol)

Azot gazi1 (%99,998 saflikta)

3.1.2.1.2. Sarf Malzemeler

Filtrak marka siyah bant siizge¢ kagid1

0,45 um PVDF filtre

Screw-Cap marka 1,8 ml hacimli vial

20 ml hacimli, 1s1ya dayanikli vida kapakli renkli vial
250 ml” lik armudi balon
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= 50 ml’ lik falcon tiip

= 100-1000 pl hacim araliginda c¢alisabilen Eppendorf mikropipet

= 10-100 pl hacim araliginda ¢alisabilen Eppendorf mikropipet

* Varian, Bond Elut C,g kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 (100 mg/1,5 ml)
= Pastor pipet

3.1.2.2. Cozeltiler

3.1.2.2.1. UV-VIS Analizlerinde Kullanilan Boya Cozeltilerinin Hazirlanmasi

a) Kati Faz Ekstraksiyonu Cahsmalar1 Icin Boya Cézeltilerinin

Hazirlanmasi

Asetonda 200 mg/L stok S I, S II, S III ve S IV c¢ozeltileri hazirlanmastir.
Bunun i¢in 1,1-1,6 mg araliginda boyar madde tartilip; uygun hacimde (5,5-8 ml) aseton
ile ultrasonik karistiricida ¢oziilmiistiir. Bu stok ¢ozelti metanol, asetonitril, etil asetat,
su, aseton ve hekzan kullanilarak 7 mg/L ve 10 ml hacmine seyreltilmistir. 200 mg/L
stok boya ¢ozeltileri; su, hekzan, metanol ve aseton kullanilarak 1 mg/L, 35 ml hacmine
seyreltilmistir. Hazirlanan 1 mg/L konsantrasyonlu ¢ozeltiler ile metanolde 7 mg/L’ lik
cozeltiler, Sudan boyalarmin kati1 faz ekstraksiyonunda uygun ¢oziicli belirlenirken;
suda 1 mg/L’lik boya ¢dzeltileri ile metanol, asetonitril ve etil asetatta 7 mg/L’lik

cozeltiler ise uygun eliisyon ¢oziiclisli belirlenirken kullanilmastir.

b) Céziiniirliigiin pH ile Degisiminin Incelenmesi i¢cin Boya Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

UV-VIS analizleri i¢in, 100 mg/L konsantrasyon degerinde S I, S II, S III ve S
IV cozeltileri hazirlanmistir. Bunun i¢in her bir boyar maddeden 25 mg tartimlar
almarak bir miktar saf suda ¢oziiliip 250 ml’ye saf su ile tamamlanmistir. Balonlara
magnetik karistirici konularak karanlikta, 14 saat karistiricida karistirilmis; ¢ozeltiler bu
stire sonunda bir saat ultrasonik karistiricida tutulduktan sonra siyah bant siizgeg

kagidindan siiziilmiistiir. Her bir ¢ozeltinin orijinal pH degeri 6l¢iildiikten sonra; der.
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HNOs, 0,5 N HNOs, der. NH3, ve 0,5 N NHj ¢ozeltileri kullanilarak pH’lar, pH=1,5-4-
6-8-10-12 degerlerine ayarlanmistir. Bu sekilde hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslari,

200-900 nm araliginda taramali olarak UV-VIS spektrofotometresi ile dl¢lilmiistiir.

¢) pH Ayarlanmasinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analizler sirasinda, pH ayarlanmasi i¢in iki farkli ¢6zelti kullanilmustir:

* 0,5 N HNO; ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Derisik nitrik asit ¢ézeltisinden 3,46 ml alinarak saf su ile 100 ml’ ye tamamlanir.
* 0,5 N NHj; ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Derisik amonyak ¢6zeltisinden 3,67 ml alinarak saf su ile 100 ml’ ye tamamlanur.

3.1.2.2.2. GC-MS Analizlerinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

a) Sodyum Ditiyonit Indirgeme Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada, 200 mg/ml konsantrasyonlu taze hazirlanmis sodyum ditiyonit
(SD) indirgeme ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu ¢ozelti, 600 mg sodyum ditiyonit katisinin

beherde, 3 ml saf suda ¢oziilmesi ile hazirlanmistir.

b) pH=1,5 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Ortam pH degerini pH=1,5" a ayarlamak i¢in asagida belirtildigi sekilde tampon
cozelti hazirlanmisgtir (Bobrov 1975) 0,1 M sodyum sitrat (A c¢ozeltisi, 29,410 g
C¢HsNa3;O7.2H,0O bir miktar saf suda c¢oziilip 1 L’ ye saf su ile seyreltilerek
hazirlanmistir.) ve 0,1 M HCI (B ¢ozeltisi, derisik hidroklorik asit ¢ozeltisinden 0,83
ml alinarak saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.) ¢ozeltileri hazirlanmistir.
A ¢ozeltisinden 22,2 ml alinip 0,1 M HCl ile 100 mI’ye seyreltilmis; yine 0,1 M HCl ile
pH degeri tam olarak pH=1,5" a ayarlanmistir.
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3.1.2.2.3. LC-MS Olciimlerinde Kullanilan Boya Cézeltilerinin Hazirlanmasi

LC-MS analizleri i¢in S I, S II, S I ve S IV boyar maddelerinin her birinden,
metanolde 100 mg/L. konsantrasyonlu stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu  stok
coOzeltilerden yine metanol kullanilarak seyreltme ile 20 mg/L’ lik ¢ozeltiler hazirlanmis
ve LC-MS’ de ger¢ek Ornekler oncesi cihaza verilerek, her bir boyar madde i¢in

alikonma zamanlar1 belirlenmistir.
3.2. YONTEM
3.2.1. KATI FAZ EKSTRAKSIYONU
a) Sudan Boyalar: icin Céziicii Secimi
S I, SII, S I, S IV boyar maddeleri i¢in kat1 faz ekstraksiyonu ile deristirmenin
etkinligini incelemek amaci ile oncelikle en uygun ¢oziiciiniin belirlenmesi islemi

gerceklestirilmistir. Secilen, polariteleri birbirinden farkli dort ¢oziicii ile uygulanan

deneysel islemler sirasi ile Sekil 3.2.1.1.” de belirtildigi gibidir.
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Asetonda 200 mg/L Sudan boyar maddesi

A

Metanolde Suda Metanolde Asetonda Hekzanda
7 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L
(10 ml) (35 ml) (35 ml) (35 ml) (35 ml)

A cozeltisi B c¢ozeltisi C cozeltisi D ¢ozeltisi E cozeltisi

Cis kat1 faz kolonlar1 3 ml metanol ile
sartlandirilir

|

Kolonlardan 1,5 ml 6rnek ¢ozeltisi
¢oziiclisii (su, metanol, aseton veya
hekzan) gecirilir

|

B, C, D ve E ¢ozeltileri kolonlardan
15 devir/dak. hizla kuruluga kadar
gecirilir

|

Kolondaki 6rnekler 5 ml metanol ile elie
edilir

|

UV-VIS spektrofotometresi ile taramali
olarak 6l¢iim yapilir

Sekil 3.2.1.1. Sudan boyalar1 i¢in uygun c¢oziicii belirlenmesine yonelik kat1 faz

ekstraksiyon semast



44

Metanolde hazirlanmis 7 mg/L konsantrasyonundaki her bir standart boya
cozeltisinin UV-VIS spektrumlarindaki maksimum absorbans degerleri, kat1 faz
ekstraksiyonu uygulanmis ve metanol ile kolonlardan eliie edilmis cozeltiler ile
karsilastirilmis ve standart ¢ozeltilere en yakin absorbans degerinin gozlendigi ¢oziicii,

en uygun ¢oziicii olarak belirlenmistir.

b) Sudan Boyalari i¢in En Uygun Eliisyon Coziiciisiiniin Belirlenmesi

S I, SI, S II ve S IV boyar maddelerinin her biri i¢in en uygun ¢oziicii
belirlendikten sonra belirlenen bu ¢oziiciide hazirlanan ¢6zeltiler bu kez de secilen farkl
polaritede eliisyon coziiciileri kullanilarak Sekil 3.2.1.2.” de belirtildigi gibi ¢alisilmistir.
Kolona yiiklenen orneklerin eliisyonu i¢in 5 ml asetonitril ve etil asetat kullanilmas;
ayrica bir Onceki basamakta elde edilen metanol eliisyonu spektrumlarindan bu
basamakta da yararlanilmistir. Boyar maddelerin UV-VIS’ deki maksimum absorbans
degerleri, ellisyon ¢oziiciisline karsilik gelen standart ¢ozeltilerinin absorbans degerleri
ile karsilastirildiginda; standart ¢ozelti absorbansina en yakin absorbans siddetinin

gbzlendigi ¢oziicli en uygun eliisyon ¢oziiclisii olarak belirlenmistir.
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Asetonda 200 mg/L Sudan boyar maddesi

A

olarak 6l¢iim yapilir.

Metanolde Asetonitrilde Etil asetatta Bir 6nceki basamakta belirlenen
7 mg/L 7 mg/L 7 mg/L en uygun ¢oziiciide, 1 mg/L (35
(10 ml) (10 ml) (10 ml) ml) Sudan I, II, III, IV boyalari
A cozeltisi B ¢ozeltisi C cozeltisi (sirast ile D,E,F,G cozeltileri)
Cis kat1 faz kolonlar1 3 ml metanol ile
sartlandirilir
Kolonlardan 1,5 ml 6rnek ¢ozeltisi
¢Oziiciisii gegirilir
D, E, F ve G ¢ozeltileri kolonlardan
15 devir/dak. hizla kuruluga kadar
gegirilir
Kolondaki Kolondaki Kolondaki
ornekler 5 ml ornekler 5 ml ornekler 5 ml
metanol ile asetonitril ile etil asetat ile
elie edilir elie edilir elie edilir
v
UV-VIS spektrofotometresi ile taramali
e

Sekil 3.2.1.2. Sudan boyalar1 i¢in uygun eliisyon ¢oziiciisii belirlenmesine yonelik kati

faz ekstraksiyon semasi
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3.2.2. Kalitatif GC-MS Analizleri
a) S I Boyar Maddesi fle Yapilan Kalitatif Cahsma
Kimyasal indirgeme islemi uygulanmamis standart S I boyasi ile kimyasal

indirgeme islemi uygulanmis S I boyar maddesinin GC-MS analizine yonelik semalar

Sekil 3.2.2.1. ve Sekil 3.2.2.2.” de verilmistir.

Metanolde 500 mg/L S I ¢ozeltisi

'

GC-MS analizi

Sekil 3.2.2.1. S I’ in GC-MS analizine yonelik deneysel islem semasi
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17 ml pH=6 sitrat tamponu (ST)
v

20 mg S I eklenir

v
Etiivde 70°C’ de 30 dak. 1sitilir

v

200 mg/ml SD ¢ozeltisi eklenir

v

Etiivde 70°C’ de 30 dak. 1sitilir
v

Oda sicakligina sogutulur ve extrelut kolona aktarilir

v

Extrelut kolondan 80 (4x20)ml t-butil metil eter (t-BME) ile
ekstrakte edilir

v

Once déner vakum buharlastiricida yogunlastirilir, daha sonra azot
atmosferinde kuruluga kadar ugurulur

v

Kalinti, 2 ml metanol fazina alinir; standart ¢6zelti ile ayn
konsantrasyon degerine seyreltilir ve GC-MS ile analiz edilir

Sekil 3.2.2.2. Kimyasal indirgeme islemi uygulanmis S I’ in GC-MS analizine yonelik

deneysel islem semasi

KAYNAK: ASU B-82.02/2. 1998-01. Nachweis der Verwendung Bestimmter
Azofarbstoffe aus textilen Bedarfsgegenstinden. Beuth Verlag, 10772 Berlin.
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b) S II Boyar Maddesi ile Yapilan Kalitatif Calisma

Kimyasal indirgeme islemi uygulanmamis standart S II boyasinin analiz semasi
Sekil 3.2.2.3.” te verilmistir. S I boyar maddesi i¢in Sekil 3.2.2.2.” de verilen islemler;
kimyasal indirgeme islemi uygulanmig S II boyar maddesinin GC-MS analizi i¢in ve 20

mg S II boyasi kullanilarak uygulanmstir.

Metanolde 500 mg/L S II ¢ozeltisi

'

GC-MS analizi

Sekil 3.2.2.3. S II’ nin GC-MS analizine yonelik deneysel islem semas1

¢) S III Boyar Maddesi ile Yapilan Kalitatif Calisma

Kimyasal indirgeme islemi uygulanmamis standart S III boyasinin analiz
semas1 Sekil 3.2.2.4.° te verilmistir. S I boyar maddesi i¢in Sekil 3.2.2.2.” de verilen
islemler; kimyasal indirgeme iglemi uygulanmis S III boyar maddesinin GC-MS analizi

icin ve 20 mg S III boyas1 kullanilarak uygulanmustir.

Metanolde 600 mg/L S III ¢ozeltisi

'

GC-MS analizi

Sekil 3.2.2.4. S III” iin GC-MS analizine yonelik deneysel islem semasi
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d) S IV Boyar Maddesi ile Yapilan Kalitatif Calisma

Kimyasal indirgeme islemi uygulanmamis standart S IV boyasinin analiz
semas1 Sekil 3.2.2.5.” te verilmistir. S I boyar maddesi i¢in Sekil 3.2.2.2.” de verilen
islemler; kimyasal indirgeme islemi uygulanmig S IV boyar maddesinin GC-MS analizi

icin ve 20 mg S IV boyas1 kullanilarak uygulanmustir.

Metanolde 1000 mg/L S IV ¢ozeltisi

'

GC-MS analizi

Sekil 3.2.2.5. S IV’ iin GC-MS analizine yonelik deneysel islem semasi



50

e) Gercek Ornek (Salca) Calismasi

Salca 6rnegine uygulanan deneysel islemler Sekil 3.2.2.6.’da gosterilmistir.

17 ml pH=6 ST

'

Etiivde 70°C’ de 30 dak. 1sitilir

.

5 g salca eklenir

v

Etiivde 70°C’ de 30 dak. 1sitilir

v

200mg/ml SD ¢ozeltisi eklenir

v

Etiivde 70°C’ de 30 dak. 1sitilir

v

Oda sicakligina sogutulur

v

Extrelut kolona aktarilir,160 (8%20)ml t-BME ile ekstrakte edilir

v

Once déner vakum buharlastiricida yogunlastirilir, daha sonra azot
atmosferinde kuruluga kadar ugurulur

'

Kalint1, 2 ml metanol fazina alinir

'

GC-MS ile analiz edilir

Sekil 3.2.2.6. Sal¢a 6rneginin GC-MS analizine yonelik deneysel islem semasi
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f) Karisim Halindeki S I, S I1, S III ve S IV Boyar Maddelerinin Analizi

Karigim halinde S I, S II, S IIT ve S IV boyar maddelerin kalitatif analizlerinin
miimkiin olup olmadigini belirlemek i¢in; her biri yaklagik 0.06 mmol olan S I-S IV
boyalarinin karisimi1 20 mg S I yerine kullanilarak, ayrintilart Sekil 3.2.2.2.” de belirtilen

prosediire gore calisilmistir.

3.2.3. Kalitatif LC-MS Analizleri

a) LC-MS Analizi icin Ger¢ek Ornek Calismasi

Yaklasik 2 g sal¢a 6rnekleri 50 ml’ lik falcon tiiplere tartilmig; doérdiine, 0,005
g Sudan boyar maddeleri eklenirken bir 6rnege de karisim g¢aligmasi igin her bir boyar
maddeden 0,005 g eklenmistir. Ornekler 25 ml aseton ile 2500 devir/dak. hizda 15 dak.
santrifiijlenmistir. C;3 mini kolonlar kat1 faz ekstraksiyon sistemine takilarak 2 ml
metanol ile vakum altinda sartlandirilmistir. Coziicii tamamen uzaklastiktan sonra
orneklere ait santrifiigatlar kolonlara yiliklenmig, son damlaya kadar siiziilmesi
beklendikten sonra 10 ml metanol ile eliisyon gerceklestirilmistir. LC-MS analizi,

Cizelge 3.2.3.1.”de verilen sartlarda uygulanmustir.

Cizelge 3.2.3.1. LC-MS analiz sartlar1

Elfient Metanolde % 0,1 formik asit ("h/h) /Sulu
formik asit,% 0,1 (h/h) [97/3 h/h]

Akis Hizi 0,2 ml/dak.

Iyon Modu Pozitif (ESI iyon kaynag1)

Enjeksiyon Hacmi 10 pL/dak.

Kolon Sicakligi 35°C

Nebulizer (Sprey Basinci) 30 psi

Kuru Gaz (N) 5 L/dak.

Kurutma sicakligi 280°C

Tarama Araligi 70-400 (m/z)

Hedef Kiitle 277 (m/z)

“h= HACIM
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3.2.4. Kantitatif Analiz

3.2.4.1. Ornek Hazirlama Prosediirii

a) 20 mg Sudan Boyasi ile Yapilan Kantitatif Calisma

Her bir boyar maddeden 20 mg tartim alinarak Sekil 3.2.2.2.°de belirtilen
islemler uygulanmistir. Elde edilen 6rnekler uygun derisimlerde seyreltilmis ve her
birinin GC-MS kromatograminda gozlenen pargalanma {iriinlerine ait kalibrasyon

egrileri olusturulmustur.

b) Gercek Ornekler I¢cin Ekstraksiyon Calismasi

Salcadan Sudan boyalariin alinmasi i¢in gercek oOrneklere aseton
ekstraksiyonu uygulanmistir. Yaklasik 5 g salgca 6rnegi 50 ml’ lik falcon tiiplerde 10 ml
aseton igerisine alindiktan sonra 2500 devir/dak. hizda 15 dak. santrifiijlenmistir. 4 ml
santrifiigat alinarak {izerine 13 ml pH=6 tamponu eklenmis ve Sekil 3.2.2.2.°de
belirtilen islem basamaklar1 uygulanmistir. Kalinti, 2 ml metanolde ¢oziilerek pastor

pipet ile viale alinmig ve GC-MS ile analiz edilmistir.

¢) Gercek Orneklerde Geri Kazanimin Belirlenmesi

Yaklasik 5 g, dort salga 6rnegine 50 ml’ lik falcon tiiplerde 20 mg S I, S II, S
I ve S IV boyar maddeleri ayr1 ayr1 eklenmis ve her bir 6rnege 10 ml aseton ilave
edilerek, 2500 devir/dak. hizda 15 dak. santrifiijlenmistir. Bu sekilde elde edilen
orneklerin her birinden 4 ml santrifiigat alinmis ve iizerlerine 13 ml pH=6 tamponu
eklenerek Sekil 3.2.2.2.°de belirtilen iglemler uygulanmistir. Her bir kalinti 10 ml
metanolde ¢Oziilmiis ve baslangic boyar madde tartim degerleri temel alinarak S I igin
100 mg/L, S II i¢in 200 mg/L, S III i¢cin 550 mg/L ve S IV icin 450 mg/L
konsantrasyonuna seyreltilerek GC-MS ile analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda

parcalanma fliriinlerine ait olan ve kromatogramlardan elde edilen alan degerleri, 20 mg
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standart boyar madde ile ¢alisildiginda parcalanma {irtinleri i¢in elde edilen kalibrasyon
egrilerine ait denklemlerde yerine konularak deneysel konsantrasyon degerleri; oradan

da yiizde geri kazanim (%R) degerleri belirlenmistir.

d) pH Degisiminin Geri Kazamm Uzerine Etkisinin incelenmesi

pH degisiminin etkisini gormek amaci ile UV-VIS taramali absorbans
Ol¢iimlerinden elde edilen maksimum absorbans degerlerine goére; Sudan I boyar
maddesine pH=1,5" te, Sudan II boyar maddesine pH=1,5" te 1s1l islem uygulayarak
ayrica pH=6" da 1s1l islem uygulamadan ultrasonik karistiricida, Sudan III boyar
maddesine pH=1,5te, Sudan IV boyar maddesine ise pH=1,5 ve pH=4" te indirgeme
islemi uygulanmistir. Analizler sonrast GC-MS kromatogramlarinda goézlenen
parcalanma Triinlerine ait alan degerleri, pH=6" da eclde edilen alan degerleri ile

karsilastirilarak her bir boyar madde i¢in en uygun pH degeri belirlenmistir.

¢) Kemometrik Yontem ile En Uygun Sartlarin Belirlenmesi

Optimizasyon i¢in merkezi kompozit dizayn yontemi kullanilarak, pH=6
ortaminda en diisiik yiizde geri kazanim veren Sudan III boyar maddesinin tayinine
sodyum ditiyonit derisimi (x;) ve reaksiyon sicaklifinin (x;) etkisi incelenmistir.
Cizelge 3.2.4.1.1.°de kodlanmis degerlerden olusan merkezi kompozit dizayn ve

Cizelge 3.2.4.1.2.°de gercek deneysel degerlerin verildigi dizayn setleri gosterilmistir.

Cizelge 3.2.4.1.1. Merkezi kompozit dizayn (kodlanmis degerler)

-1,41 -1 0 +1 +1,41
X1 0,295 0,5 1 1,5 1,705
X2 21,8 30 50 70 78,2




Cizelge 3.2.4.1.2. Merkezi kompozit dizayn (gercek degerler)

Kod Deger Deneysel Deger
Dle\lri)ey X1 X2 X1 (M) X2 (OC)
1 -1 -1 0,5 30
2 +1 -1 1,5 30
3 -1 +1 0,5 70
4 +1 +1 1,5 70
5 -1,41 0 0,295 50
6 +1,41 0 1,705 50
7 0 -1,41 1 21,8
8 0 +1,41 1 78,2
9 0 0 1 50

Cizelge 3.2.4.1.2. verileri kullanilarak en uygun SD derisimi ve sicaklik degerinin
belirlenmesi ¢aligsmalarinda, bu iki faktdr disindaki tiim deneysel parametreler her bir
deney i¢in sabittir. Her 6rnegin GC-MS kromatogramlarinda par¢alanma iiriinlerine ait
alan degerleri kullanilarak excel programinda hesaplamalar yapilmistir.

y =bix; + byxp + b11X12 + b22X22+b12X1X2 denkleminin x; ve x,’ ye gore tiirevleri
almip sifira esitlendiginde bu degigkenler teorik olarak x;= 0,5904 ve x, = -0,2507
olarak belirlenmistir. Daha sonra ger¢ek degerlerin belirlenmesi amaci ile X;=(X1(gercek)-0
degeri(orta deger))/(0 degeri ile £1 arasindaki fark) ve xo=( Xo(gercek)-0 degeri)/(0 degeri

ile £1 arasindaki fark) esitliklerinden yararlanilmistir.

3.2.4.2. Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi Calisma Kosullari

Ornek analizi igin kalitatif ve kantitatif amacli olmak iizere genel olarak iki

farkli GC-MS programi kullanilmis olup bu programlar sirasi ile agagida 6zetlenmistir.
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a) Kalitatif Analiz Programi

Kalitatif analiz islemlerinde iki farkli model GC-MS ile ¢alisilmis ve iki farkli
program {izerinden Ornek analizleri gerceklestirilerek sonuclar buna gore

degerlendirilmistir.

i) Kalitatif Analiz Programi-1

Sekil 3.2.2.5.’te ayrintilar1 belirtilen salga calismasi sonucu elde edilen ornek,

Cizelge 3.2.4.2.1., Cizelge 3.2.4.2.2. ve Cizelge 3.2.4.2.3.’te belirtilen GC-MS analiz

sartlarinda ¢alisilmistir.

Cizelge 3.2.4.2.1. Kalitatif sal¢a ¢alismasi i¢in kolon sicaklik programi
GC sicaklik programi
Sicaklik artist Sicaklik | Bekleme siiresi
(°C/dak.) (°O) (dak.)
- 60 1,00
10 190 0,00
3 235 0,00
10 260 5,00
10 280 10,00
Cizelge 3.2.4.2.2. Kalitatif analiz programi-1 i¢in gaz kromatografisi (GC)
sartlari
Enjeksiyon Sicakligi 250°C
Araylizey Sicakligi 300°C
Kolon Basinci 98 kPa
Toplam Akis 45 ml/dak.
Tasiyic1 Gaz Helyum
Tastyic1 Gaz Akis Hizi 1,6 ml/dak.
Enjeksiyon Modu Splitless
Dedektor MS (Taramali mod)
Enjeksiyon Hacmi 1 pL
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Cizelge 3.2.4.2.3. Kalitatif analiz programi-1 i¢in kiitle spektrometresi (MS)
sartlari

Baslangi¢c zamani (dak.) 6,50

Tarama Aralig1 (m/z) 50-350

ii) Kalitatif Analiz Programi-2

Sekil 3.2.2.5.’te ayrintilar1 belirtilen salga caligmasi haricindeki tiim kalitatif
analiz islemlerindeki GC-MS sartlar1 Cizelge 3.2.4.2.4., Cizelge 3.2.4.2.5. ve Cizelge
3.2.4.2.6.’da belirtildigi gibidir.

Cizelge 3.2.4.2.4. Kalitatif analiz programi-2 i¢in kolon sicaklik programi
GC sicaklik programi
Sicaklik artist Sicaklik | Bekleme siiresi
(°C/dak.) (°O) (dak.)
- 60 -
8 300 5
Cizelge 3.2.4.2.5. Kalitatif analiz programi-2 i¢in GC sartlar1
Enjeksiyon Sicakligi 250°C
Araylizey Sicakligi 280°C
Kolon Basinci 100 kPa
Toplam Akig 50 ml/dak.
Tasiyic1 Gaz Helyum
Tasiyic1 Gaz Akis Hizi 1,6 ml/dak.
Enjeksiyon Modu Splitless
Dedektor MS (Taramali mod)
Enjeksiyon Hacmi 1 uL
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Cizelge 3.2.4.2.6. Kalitatif analiz programi-2 i¢in MS Sartlar
3,50
50-400

Baslangi¢c zamani (dak.)
Tarama Aralig1 (m/z)

b) Kantitatif analiz program

Kantitatif analiz programi her boyar madde i¢in ayn1 olmakla birlikte sadece

MS sartlann  Cizelgeler 3.2.4.2.7.,-8.,-9.,-10.,-11.’de  belirtildigi gibi farklilik

gostermektedir.

Cizelge 3.2.4.2.7. S I, S II, S III ve S IV boyar maddelerinin kantitatif analizi

icin kolon sicaklik programi

GC sicaklik programi
Sicaklik artist Sicaklik | Bekleme siiresi
(°C/dak.) (°0) (dak.)
- 60 -
8 200 -
Cizelge 3.2.4.2.8. S I, S II, S III ve S IV boyar maddeleri maddelerinin kantitatif
analizi i¢cin GC sartlar1
Enjeksiyon Sicakligi 250°C
Araylizey Sicakligi 280°C
Kolon Basinci 100 kPa
Toplam Akis 50 ml/dak.
Tasiyic1 Gaz Helyum
Tasiyic1 Gaz Akis Hizi 1,6 ml/dak.
Enjeksiyon Modu Splitless
Dedektor MS (Taramali mod)
Enjeksiyon Hacmi 1 uL
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Cizelge 3.2.4.2.9. S I boyar maddesinin kantitatif analizi i¢in MS sartlari

Baslangi¢ zamani (dak.) 3,50
Tarama Aralig1 (m/z) 90-162

Cizelge 3.2.4.2.10. S II boyar maddesinin kantitatif analizi icin MS sartlar1

Baslangi¢ zamani (dak.) 3,50
Tarama Aralig1 (m/z) 115-172

Cizelge 3.2.4.2.11. S III boyar maddesinin kantitatif analizi i¢in MS sartlar1

Baglangi¢ zamani (dak.) 3,50
Tarama Aralig1 (m/z) 85-215

Cizelge 3.2.4.2.12. S IV boyar maddesinin kantitatif analizi i¢cin MS sartlar1

Baslangi¢ zamani (dak.) 3,50
Tarama Aralig1 (m/z) 103-245
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. UV-VIS ile Tlgili Cahsmalar

4.1.1. S I Boyar Maddesinin UV-VIS Spektrumlari
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4.1.1.1. Metanolde 7 mg/L S I boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

Metanolde, S I boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu

478,5 nm ve maksimum absorbans degeri de 0,588 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1.1.2. Asetonitrilde 7 mg/L S I boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

Asetonitrilde, S I boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu

474,5 nm ve maksimum absorbans degeri de 0,505 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1.1.3. Etil asetatta 7 mg/L S I boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Etil asetatta, S I boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu
470,5 nm ve maksimum absorbans degeri de 0,389 olarak belirlenmistir.

Metanol, asetonitril ve etil asetatin polarite siras1 kiiciikten biiyiige dogru etil
asetat, asetonitril, metanol seklindedir. Coziicii polaritesi arttikca, S I boyar maddesi
icin, maksimum absorbans yaptigi dalga boyunun daha yiiksek deger aldig1 ve

absorbans siddetinin arttig1 belirlenmistir.

4.1.2. S II Boyar Maddesinin UV-VIS Spektrumlari
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Sekil 4.1.2.1. Metanolde 7 mg/L S II boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

S II boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu 495,5 nm ve

maksimum absorbans degeri de 0,459 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1.2.2. Asetonitrilde 7 mg/L S II boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

Asetonitrilde, S II boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyu

486,5 nm ve maksimum absorbans degeri de 0,389 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1.2.3. Etil asetatta 7 mg/L S II boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Etil asetatta, S II boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu
483,4 nm ve maksimum absorbans degeri de 0,383 olarak belirlenmistir.
S II boyar maddesi i¢in; ¢oziicli polaritesi arttikca maksimum absorbans yaptigi

dalga boyunun daha yiiksek deger aldig1 ve absorbans siddetinin arttig1 belirlenmistir.

4.1.3. S III Boyar Maddesinin UV-VIS Spektrumlan
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Sekil 4.1.3.1. Metanolde 7 mg/L S III boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

S III boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyu 504,5 nm ve

maksimum absorbans degeri de 0,672 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1.3.2. Asetonitrilde 7 mg/L S III boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

Asetonitrilde, S III boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu

503,0 nm ve maksimum absorbans degeri de 0,761 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1.3.3. Etil asetatta 7 mg/L S III boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Etil asetatta, S III boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyu
501,8 nm ve maksimum absorbans degeri de 0,701 olarak belirlenmistir.
S III boyar maddesi i¢in; ¢dziicli polaritesi arttikca maksimum absorbans yaptigi

dalga boyunun daha yiiksek deger aldig1 belirlenmistir.

4.1.4. S IV Boyar Maddesinin UV-VIS Spektrumlari
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Sekil 4.1.4.1. Metanolde 7 mg/L S IV boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

S IV boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyu 515,5 nm ve

maksimum absorbans degeri de 0,692 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1.4.2. Asetonitrilde 7 mg/L S IV boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

Asetonitrilde, S IV boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyu

513,0 nm ve maksimum absorbans degeri de 1,009 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1.4.3. Etil asetatta 7 mg/L S IV boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Etil asetatta, S IV boyar maddesinin maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu
512,2 nm ve maksimum absorbans degeri de 1,022 olarak belirlenmistir.

(Coziicli polaritesi arttikca S IV boyar maddesinin maksimum absorbans yaptigi
dalga boyu daha yiiksek bir deger alirken; absorbans siddetinde azalma oldugu
belirlenmistir.

Cizelge 2.8.1.1.’de goriildugii gibi S I ve S II boyar maddelerinin yapilarindaki
tek fark, S II boyar maddesindeki bir metil (-CHs) grubudur. Bu grubun, maksimum
absorpsiyon dalga boyunu daha biiyiik bir degere kaydirdig tespit edilmistir. S IV boyar
maddesinin S III boyar maddesinden farki ise yapisindaki iki metil grubudur. Bu iki
metil grubu, maksimum absorpsiyon dalga boyunu daha biiyiik bir degere kaydirmis;
ayn1 zamanda absorpsiyon siddetini de artirmistir. Bu gibi gruplar kendileri absorpsiyon
yapmadiklar1 halde absorpsiyon dalga boyunu daha uzun dalga boylarina (kirmiziya)

kaydiran; ve absorpsiyon siddetini artiran oksokromlardir.
4.2. Sudan Boyar Maddelerinin Kat1 Faz Ekstraksiyonu
4.2.1. Sudan Boyalan Icin Céziiniirlik Cahsmalar
Coziintirliik calismalar1 farkli polaritede dort ¢oziicii (su, metanol, aseton ve

hekzan) segilerek gerceklestirilmistir. Sekil 3.2.1.1.°deki semaya gore hazirlanan
cozeltilerin UV-VIS spektrumlart Sekil 4.2.1.1-Sekil 4.2.1.16’°da verilmistir.
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Sekil 4.2.1.1. Suda hazirlanmis ve metanol ile C;g kat1 faz ekstraksiyon kolonundan eliie

edilmis S I boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.2. Metanolde hazirlanmis ve metanol ile C;s kati faz ekstraksiyon

kolonundan eliie edilmis S I boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.3. Asetonda hazirlanmis ve metanol ile C;g kat1 faz ekstraksiyon kolonundan

eltie edilmis S I boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.4. Hekzanda hazirlanmis ve metanol ile C;3 kati faz ekstraksiyon

kolonundan eliie edilmis S I boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

S I boyar maddesi i¢in UV-VIS spektrumlarindan tespit edilen maksimum dalga

boyuna ait absorbans degerleri Cizelge 4.2.1.1.” de verilmistir.

Cizelge 4.2.1.1. S I’ in farkli ¢oziiciilerdeki UV-VIS spektrumlarindan tespit edilen

maksimum absorbans degerleri

ST

Coziici Absorbans
Su 0,1860
Metanol 0,0137
Aseton 0,0067
Hekzan 0,0315
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Sekil 4.2.1.5. Suda hazirlanmis ve metanol ile C;g kat1 faz ekstraksiyon kolonundan

eltie edilmis S II boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.6. Metanolde hazirlanmis ve metanol ile C;g kati faz ekstraksiyon

kolonundan eliie edilmis S II boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.7. Asetonda hazirlanmis ve metanol ile C;g kat1 faz ekstraksiyon kolonundan

eltie edilmis S II boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.8. Hekzanda hazirlanmis ve metanol ile C;s kati faz ekstraksiyon
kolonundan eliie edilmis S II boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

S Il i¢in UV-VIS spektrumlarinda tespit edilen maksimum dalga boyuna ait

absorbans degerleri Cizelge 4.2.1.2.” de verilmistir.
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Cizelge 4.2.1.2. S I’ nin farkhi ¢oziiclilerdeki UV-VIS spektrumlarinda tespit edilen

maksimum absorbans degerleri

Coziici Absorbans
Su 0,167
S1I Metanol 0,013
Aseton 0,009
Hekzan 0,020
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Sekil 4.2.1.9. Suda hazirlanmis ve metanol ile C,s kat1 faz ekstraksiyon kolonundan eliie

edilmis S III boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.10. Metanolde hazirlanmis ve metanol ile C;3 kati faz ekstraksiyon
kolonundan eliie edilmis S III boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.11. Asetonda hazirlanmig ve metanol ile C;g kati faz ekstraksiyon

kolonundan eliie edilmis S III boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.12. Hekzanda hazirlanmis ve metanol ile C;gs kati faz ekstraksiyon

kolonundan eliie edilmig S III boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

S I i¢in UV-VIS spektrumlarinda tespit edilen maksimum dalga boyuna ait

absorbans degerleri Cizelge 4.2.1.3.” de verilmistir.

Cizelge 4.2.1.3. S III’ iin farkh c¢oziiciilerdeki UV-VIS spektrumlarinda tespit edilen

maksimum absorbans degerleri

Coziicii Absorbans
Su 0,078

S III Metanol 0,016
Aseton 0,008
Hekzan 0,037
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Sekil 4.2.1.13. Suda hazirlanmis ve metanol ile C,g kat1 faz ekstraksiyon kolonundan

eliie edilmis S IV boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.14. Metanolde hazirlanmis ve metanol ile C;s kati faz ekstraksiyon
kolonundan eliie edilmis S IV boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.15. Asetonda hazirlanmig ve metanol ile C;g kati faz ekstraksiyon

kolonundan eliie edilmis S IV boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.1.16. Hekzanda hazirlanmis ve metanol ile C;g kati faz ekstraksiyon

kolonundan eliie edilmis S IV boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

S IV i¢in UV-VIS spektrumlarinda tespit edilen maksimum dalga boyuna ait

absorbans degerleri Cizelge 4.2.1.4.” de verilmistir.



77

Cizelge 4.2.1.4. S IV’ iin farkli ¢oziiclilerdeki UV-VIS spektrumlarinda tespit edilen

maksimum absorbans degerleri

Coziici Absorbans
Su 0,124
S1V Metanol 0,021
Aseton 0,005
Hekzan 0,027

Her bir boyar maddenin belirtilen ¢oziiciilerde ¢oziiliip kat1 faz ekstraksiyonu
uygulandiktan sonra UV-VIS spektrumlarindan tespit edilen absorbans degerleri,
eliisyonlar metanol ile yapildigindan, Sekil 4.1.1.1., Sekil 4.1.2.1., Sekil 4.1.3.1. ve
Sekil 4.1.4.1.°de verilen standart ¢ozeltilere ait UV-VIS spektrumlarindaki absorbans
degerleri ile karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucunda en yliksek absorbans degeri
sulu ¢ozeltilerde tespit edildigi i¢in, en uygun ¢oziicliniin su olduguna karar verilmistir.
Bu da boyar maddelerin polaritelerinin yiiksek oldugunu; bu nedenle de polar ortamda
daha ¢ok ¢oziindiigiinli gostermistir. Bu nedenle bir sonraki asamada uygun eliisyon

¢Oziiclisli belirlemek i¢in, bu boyalarin sudaki ¢ozeltileri hazirlanmistir.

4.2.2. Sudan Boyalarimn Eliisyon Calismalari

Kat1 fazda tutunan boyalarin eliisyonunda, uygun ¢oziicli belirlemek amaci ile
farkl polaritede ii¢ ¢oziicliden (metanol, asetonitril ve etil asetat) yararlanilmistir. Sekil
3.2.1.2.°de verilen kat1 faz ekstraksiyon semasina gore hazirlanan ¢ozeltilerin UV-VIS

spektrumlar1 Sekil 4.2.2.1-Sekil 4.2.2.16’da verilmistir.
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Sekil 4.2.2.1. C,g kat1 faz ekstraksiyon kolonundan asetonitril ile eliie edilmis S I boyar
maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.2.2. C;5 kat1 faz ekstraksiyon kolonundan etil asetat ile eliie edilmis S I boyar
maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.2.3. C,3 kat1 faz ekstraksiyon kolonundan asetonitril ile eliie edilmis S II boyar

maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.2.4. C;5 kat1 faz ekstraksiyon kolonundan etil asetat ile eliie edilmis S II boyar
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Sekil 4.2.2.5. C;g kat1 faz ekstraksiyon kolonundan asetonitril ile eliie edilmis S III
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Sekil 4.2.2.6. C;s kat1 faz ekstraksiyon kolonundan etil asetat ile eliie edilmis S III
boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.2.7. Cs kat1 faz ekstraksiyon kolonundan asetonitril ile eliie edilmis S IV
boyar maddesinin UV-VIS spektrumu
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Sekil 4.2.2.8. C;s kat1 faz ekstraksiyon kolonundan etil asetat ile eliie edilmis S IV
boyar maddesinin UV-VIS spektrumu

Cis kat1 faz ekstraksiyon kolonundan metanol ile eliie edilmis sudan boyar
maddelerinin UV-VIS spektrumlar1 Sekil 4.2.1.1., 4.2.1.5., 4.2.1.9., 4.2.1.13.’te
goriilmektedir.

Standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri ile kat1 faz ekstraksiyonu uygulanmig
ve belirtilen eliisyon c¢oziiciileri ile eliie edilmis Ornek ¢ozeltilerinin UV-VIS
spektrumlarindan elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4.2.2.1°de verilmistir.
Cizelgedeki veriler karsilastirildiginda, standart ¢ozeltilere en yakin absorbans degerleri
tespit edildiginden orta polaritedeki etil asetatin genel olarak en uygun eliisyon
¢Oziiciisii olduguna karar verilmistir. Bununla birlikte ¢oziiniirliik veriminin distik
olmasi1 ve Sudan boyalari i¢in uygun olabilecek ¢oziiciilerin uguculuklarin siirlayici
etken olmasi nedeni ile kat1 faz ekstraksiyonu, deristirme amagli olarak gercek orneklere

uygulanmamustir.
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Cizelge 4.2.2.1. Sudan boyalarinin metanol, asetonitril ve etil asetattaki standart
cozeltilerinin UV-VIS absorbanslart ile kat1 faz ekstraksiyonu sunucu tespit edilen
absorbans degerleri

Kati faz Kati faz
Standart ekstraksiyonu Standart | ekstraksiyonu
Coziicii Coziicii
cozelti uygulanmis cozelti uygulanmis
cozelti cozelti
ST | Etil asetat 0,389 0,325 STL | Eti] asetat 0,383 0,315
Asetonitril 0,505 0,177 Asetonitril 0,389 0,222
Metanol 0,588 0,014 Metanol 0,459 0,013
Etil asetat 0,701 0,836 Etil asetat 1,022 0,367
S 111 . S1V .
Asetonitril 0,761 0,190 Asetonitril 1,009 0,764
Metanol 0,672 0,016 Metanol 0,692 0,021

4.3. GC-MS ile Tlgili Kalitatif Cahsmalar

4.3.1. S I Boyar Maddesinin GC-MS Analizi

500 mg/L konsantrasyonlu S I boyar maddesinin indirgenme islemi yapilmadan

elde edilen kromatogrami ve bu kromatogramda gozlenen pike ait kiitle spektrumu

Sekil 4.3.1.1. ve Sekil 4.3.1.2.”de verilmistir.
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Sekil 4.3.1.1. 500 mg/L S I boyar maddesinin GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.3.1.2. 500 mg/L S I boyar maddesinin kromatogramindaki 1 numarali pike ait

kiitle spektrumu

Aymni sartlar altinda; 500 mg/L konsantrasyonlu S I boyar maddesinin kimyasal
indirgeme islemi uygulandiktan sonra elde edilen kromatogrami ve bu kromatogramda

gbzlenen piklere ait kiitle spektrumlart Sekil 4.3.1.3., Sekil 4.3.1.4. ve Sekil 4.3.1.5.°te

verilmigtir.
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Sekil 4.3.1.3. Indirgeme islemi uygulanms 500 mg/L S I igin GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.3.1.4. Indirgeme islemi uygulannis 500 mg/L S I boyar maddesinin

kromatogramindaki 1 numarali pike ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.3.1.5. Indirgeme islemi uygulanmis 500 mg/L S 1 boyar maddesinin

kromatogramindaki 2 numarali pike ait kiitle spektrumu

Sekil 4.3.1.3.teki kromatogram m/z=50-100 araliginda tarandiginda Sekil
4.3.1.6.” daki kromatogram ve Sekil 4.3.1.7.’deki spektrum elde edilmektedir.
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Sekil 4.3.1.6. indirgeme islemi uygulanmis 500 mg/L S I igin m/z=50-100 araliginda
elde edilen GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.3.1.7. Indirgeme islemi uygulanmis 500 mg/L S I boyar maddesinin m/z=50-100

tarama araliginda elde edilen kromatogramindaki 1 numarali pike ait kiitle spektrumu

Metanolde hazirlanmig standart anilin ¢ozeltisi ile calisildiginda elde edilen GC-
MS kromatogrami ve kromatogramdaki pike ait kiitle spektrumu Sekil 4.3.1.8. ve Sekil
4.3.1.9.’da verilmistir.
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Sekil 4.3.1.8. 102 mg/L anilin i¢in GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.3.1.9. 102 mg/L aniline ait

spektrumu
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kromatogramdaki 1 numarali pike ait kiitle

Anilin standardi ile ¢alisildiginda elde edilen kiitle spektrumundan aniline

0zgli karakteristik m/z degerleri belirlenmistir. Bu spektrum, S I boyar maddesinin

parcalanma iirlinlerinden biri olan ve indirgeme islemi uygulanmis boyar madde

kromatograminda goriilen anilinin yapisinit dogrulayici niteliktedir.

4.3.2. S II Boyar Maddesinin GC-MS Analizi

500 mg/L konsantrasyonlu S II boyar maddesinin indirgeme islemi

yapilmadan elde edilen kromatogrami ve bu kromatogramda goézlenen pike ait kiitle

spektrumu Sekil 4.3.2.1. ve Sekil 4.3.2 .2.’de verilmistir.
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Sekil 4.3.2.1. 500 mg/L S II boyar maddesinin kromatogrami
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Sekil 4.3.2.2. 500 mg/L S II boyar maddesinin kromatogramindaki 1 numarali pike ait

kiitle spektrumu

500 mg/L konsantrasyonlu ve kimyasal indirgeme islemi uygulanmis S II boyar
maddesinin kromatogrami ve bu kromatogramda gozlenen piklere ait kiitle spektrumlari

Sekil 4.3.2.3. ve Sekil 4.3.2.4.’te verilmistir.



88

(x100,000)
7.5JTIC
» ]
= 5.04
E
= 1
5
N
=]
2 s
o0 o -
[
m
5.0 7' 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 215 23.0 215 30.0

zaman (dak.)
Sekil 4.3.2.3. Kimyasal indirgeme islemi uygulanmig 500 mg/L S II boyar maddesinin

kromatogrami

%

100.0-} 115

75.0]

i 276
50.04

Bagil yogunluk

25.0]

j% A 207 o

100.0 1250 1500 1750  200.0 2250 2500  275.0

m/z

Sekil 4.3.2.4. indirgeme islemi uygulanmis 500 mg/L S II boyar maddesinin

kromatogramindaki 1 numarali pike ait kiitle spektrumu

Sekil 4.3.2.3.’teki kromatogram m/z=50-130 araliginda tarandiginda Sekil
4.3.2.5.’teki kromatogram ve Sekil 4.3.2.6.’daki spektrum elde edilmektedir.
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Sekil 4.3.2.5. Indirgeme islemi uygulanmis 500 mg/L S II boyar maddesinin m/z=50-
130 araliginda elde edilen GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.3.2.6. Indirgeme islemi uygulanmis 500 mg/L S II boyar maddesinin m/z=50-
130 araliginda elde edilen GC-MS kromatogramindaki 1 numarali pike ait kiitle

spektrumu

S T ve S Il boyar maddelerinin kromatogramlari ve kiitle spektrumlari
incelendiginde islem gérmemis boya kromatogramindaki 1 numarali pikin ilgili boyanin
molekiiler iyon pikine karsi geldigi; islem gdrmiis boya kromatogramindaki piklerin
molekiiler iyon pikine ve boyanin parcalanma {riinlerine ait oldugu kiitle
spektrumlarindan anlagilmistir. Kromatogramlardan elde edilen sayisal veriler Cizelge

4.3.2.1.de verilmistir.
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Cizelge 4.3.2.1. Indirgeme islemi yapilmadan ve kimyasal indirgeme islemi
uygulandiktan sonra S I ve S II boyar maddelerinin kromatogramlarinda goriilen
molekiiler iyon piklerine ait pik alanlar1

Bovar Molekiiler iyon piki Alan
y Kromatogram | Alikonma Pik alani azalma
madde . .
zamani (dak.) yiizdesi
"Sekil 4.3.1.1. 26,628 1452617
S1 N %50,00
Sekil 4.3.1.3. 26,617 740845
"Sekil 4.3.2.1. 29,144 983480
S1I o %51,77
Sekil 4.3.2.3. 29,111 474273

"= indirgeme islemi yapilmadan elde edilen kromatogram
"= Indirgeme islemi yapildiktan sonra elde edilen kromatogram

Kimyasal indirgeme islemi yapilmis S I ve S II boyar maddelerinin
kromatogramlarinda gézlenen molekiiler iyon pikleri, ayni1 konsantrasyondaki standart S
I ve S Il boyar maddeleri ile karsilastirildiginda ilgili boyalarin bir kisminin
parcalanmamis oldugu sdylenebilir. Bu par¢alanma sayisal olarak degerlendirilecek
olursa S I’in %50’si parcalanmaya ugrarken; S II boyar maddesi i¢in bu oran %51,77
olarak tespit edilmistir. S I ve S II boyalarmin kiitle spektrumlari incelendiginde

parcalanma iiriinlerinin sirasi ile anilin ve 2,4-ksilidin oldugu goriilmektedir.
4.3.3. S III Boyar Maddesinin GC-MS Analizi
600 mg/L konsantrasyonlu sudan III boyar maddelerinin indirgeme islemi

yapilmadan ve indirgeme islemi yapildiktan sonra elde edilen kromatogramlar1 Sekil

4.3.3.1. ve Sekil 4.3.3.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.3.3.1. 600 mg/L S III boyar maddesinin GC-MS kromatogrami

600 mg/L konsantrasyonlu ve kimyasal indirgeme islemi uygulanmis sudan III
boyar maddesinin m/z=85-215 araligindaki kromatogrami ve bu kromatogramda
gozlenen piklere ait kiitle spektrumlar1 Sekil 4.3.3.2., Sekil 4.3.3.3. ve Sekil 4.3.3.4°te

verilmigtir.
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Sekil 4.3.3.2. Indirgeme islemi uygulanmis 600 mg/L S III boyar maddesinin GC-MS

kromatogrami
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Sekil 4.3.3.3. Indirgeme islemi uygulanmis 600 mg/L S III boyar maddesinin GC-MS

kromatogramindaki 1 numarali pike ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.3.3.4. Indirgeme islemi uygulanmis 600 mg/L S III boyar maddesinin GC-MS

kromatogramindaki 2 numarali pike ait kiitle spektrumu

102 mg/L standart anilin ¢6zeltisinin m/z=50-100 ve m/z=85-215 tarama araliklarinda
elde edilen kiitle spektrumlar1 Sekil 4.3.3.5. ve Sekil 4.3.3.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.3.3.5. 102 mg/L anilin i¢in m/z=50-100 araliginda elde edilen kiitle spektrumu
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Sekil 4.3.3.6. 102 mg/L anilin i¢in m/z=85-215 araliginda elde edilen kiitle spektrumu
4.3.4. S IV Boyar Maddesinin GC-MS Analizi

1000 mg/LL konsantrasyonlu standart boya c¢ozeltisi ile yine ayni
konsantrasyonda ve kimyasal indirgeme islemi uygulanmis S IV boyar maddesinin
m/z=103-245 araligindaki kromatogram: ve bu kromatogramda gdzlenen pike ait kiitle
spektrumu Sekil 4.3.4.1., Sekil 4.3.4.2. ve Sekil 4.3.4.3.’te verilmistir.
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Sekil 4.3.4.1. 1000 mg/L S IV boyar maddesinin GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.3.4.2. Indirgeme islemi uygulanmis 1000 mg/L S IV boyar maddesinin GC-MS

kromatogrami
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Sekil 4.3.4.3. Indirgeme islemi uygulannus 1000 mg/L S IV boyar maddesinin

kromatogramindaki 1 numarali pike ait kiitle spektrumu
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S III ve S IV boyar maddelerinin kaynama noktalar1 GC-MS analizine uygun
olmadig1 i¢in, islem gérmemis halleri i¢in elde edilen kromatogramlarinda, beklenildigi
gibi, bu boyalar1 temsil eden pik veya pikler gozlenmemistir. Bu nedenle sadece
par¢alanma {rlinleri iizerinden karakterizasyon yapilabilecegi tespit edilmistir.
Kimyasal indirgeme islemi uygulandiginda S III ve S IV igin belirlenen parcalanma
trlinleri siras1 ile anilin ve o-toluidindir. Ayrica S 1III boyar maddesinin
kromatograminda gozlenen m/z=197 piki de S III’ {in, S I boyar maddesinden farkli
karakteristik bir parcalanma iiriinlinii temsil etmektedir. Bu parcalanma iiriiniiniin

molekiil kiitlesi 197 g/mol degerindedir ve Cizelge 4.3.4.3.” te goriilmektedir.

ST, SII, S III, S IV boyar maddelerinin teorik ve deneysel par¢alanma iiriinleri Cizelge

4.3.4.1., Cizelge 4.3.4.2., Cizelge 4.3.4.3. ve Cizelge 4.3.4.4.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3.4.1. S I boyar maddesinin teorik ve deneysel parcalanma tiriinleri

Anilin 1-Amino-2-naftol

2

Molekiil kiitlesi 93 g/mol 159 g/mol
“Kaynama noktas1 (KN) (°C) 184,1 -
Deneysel tespit + -

*KAYNAK:http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/
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Cizelge 4.3.4.2. S Il boyar maddesinin teorik ve deneysel par¢alanma iiriinleri

2,4-Ksilidin

1-Amino-2-naftol

Sudan IT 2
OH
H3C—<: ;)—NHZ
CH,
Molekiil kiitlesi 121 g/mol 159 g/mol
KN (°C) 214 -
Deneysel tespit + -

"KAYNAK: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/

Cizelge 4.3.4.3. S III boyar maddesinin teorik ve deneysel par¢alanma {iriinleri

Anilin 1-Amino-2-naftol 1,4-Fenilendiamin 4-Aminoazobenzen
NH,
Sudan III H.N OH
O | O | O | OO
Molekiil kiitlesi | 93 g/mol 159 g/mol 108 g/mol 197 g/mol
KN (°C) 184,1 - 267 -
Deneysel tespit + - - +

"KAYNAK: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/
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Cizelge 4.3.4.4. S IV boyar maddesinin teorik ve deneysel pargalanma tirtinleri

o-Toluidin 1-Amino-2-naftol 0-Aminoazotoluen 2,5-Diaminotoluen
NH,
CH, OH CH, CH, CH,
Sudan IV @NHZ OO @*NN—@—NW HzNGNHz
Molekiil
93 g/mol 159g/mol 197 g/mol 108 g/mol
kiitlesi
"KNCC) 200,3 - 7102 273,5
Deneysel
y N i i i
tespit

"KN= Kaynama Noktas1 (°C)
= Erime Noktas1 (°C)
KAYNAK: http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/

Kaynama noktalar1 yiiksek olan parcalanma iriinleri gozlenmezken; tam
ger¢ceklesmeyen ya da daha ileri diizeyde gerceklesebilecek olan pargalanma, teorik ve

deneysel olarak belirlenen par¢alanma iiriinleri arasinda farklilik olusturabilecektir.

4.3.5. Gercek Orneklerle Calismalar

Sekil 3.2.2.6.” da ayrintilar1 verilen gergek ornek calismasi icin elde edilen GC-
MS kromatogrami Sekil 4.3.5.1.’de verilmistir.

TIC - B 4 66891149

Bagil yogunluk

i0 15 20 25 30 35 40

zaman (dak.)

Sekil 4.3.5.1. Biber salcasi i¢in kalitatif analiz sonucu elde edilen kromatogram



98

Sekil 4.3.5.1.de verilen sal¢a kromatograminda goézlenen 1 ve 2 numarali
piklerin sal¢ay1 karakterize ettigi diistiniilmiis olup; bunlara ait kiitle spektrumlar1 Sekil
4.3.5.2. ve Sekil 4.3.5.3.’te verilmistir. Kiitle spektrumlarina dayali GC-MS kiitiiphane
karsilagtirma sonuglari, 1,2-benzendikarboksilli asit bis(2-metilpropil) ester; ftalik asit
dibiitil ester; 1,2-benzendikarboksilli asit diizooktil ester; bis(2-etilhekzil) ftalat; m-nitro
ftalik asit gibi yapilan isaret ettiginden kromatogramdaki bu piklerin, biber yapisindan
gelebilecek a ve B-karoten, capsanthin gibi karetenoidler (Meyer 1961), 2-izobutil-3-
metoksipirazin gibi bilesikler ile karisimda kullanilabilecek domatesten gelebilecek 3-
metilbutanal, metional gibi farkli aroma bilesikleri ve sitrik veya malik asit gibi
karbaksilli asitlerden (Belitz ve ark 2004) kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Mass Peak # : 107 Ret. Time : 21.733
Base Peak :149.05 ( 7277456)

Bagil yogunluk

57

104 223
2 ! 147 167 189 205

& =80 100 120 140 160 280 e >0

m/z

Sekil 4.3.5.2. Salca kromatogramindaki 1 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=21,733)

Scan # : 3827
Mass Peak # : 159 Ret. Time : 38.383
Base Peak : 149.10 ( 6840415)

167

Bagil yogunluk

132 14y 179 191 207 221 244 259 293 327 343
50 100 150 200 250 300

m/z

Sekil 4.3.5.3. Sal¢a kromatogramindaki 2 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=38,383)

4.3.6. pH=6 Ortaminda Karisim Halindeki S I, S II, S IIl ve S IV Boyar
Maddelerinin Kalitatif Analizi

Karigim halindeki sudan boyar maddelerinin Sekil 3.2.2.2.deki prosediire gore

calisilmasi sonucu elde edilen GC-MS kromatogrami ve bu kromatogramdaki piklere ait
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kiitle spektrumlart Sekil 4.3.6.1., Sekil 4.3.6.2., Sekil 4.3.6.3., Sekil 4.3.6.4., Sekil
4.3.6.5., Sekil 4.3.6.6. ve Sekil 4.3.6.7.” de verilmistir.

x100,000)
JTic

50 s

- 2

= 7

—:" 4.0

= T

o ] 6

= ]

> 3097

is ]

5D 3

= 207 4

/M ] | l
1.0 ) 3
OA:\J\.‘T.".‘..“.............‘........................L...‘.L....

5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0

Zaman (dak.)

Sekil 4.3.6.1. Karisim halindeki sudan boyar maddelerine indirgenme islemi

uygulandiginda elde edilen kromatogram

%

100.0+ 9%
75.04 66
50.04

25.04

Bagil yogunluk

5
( 54 6’3 ; ’3
T T || } I T |5|7| T L || ! T T | 7I8 |

T P T A P S I P P P PRy

m/z

Sekil 4.3.6.2. Sudan boyalar1 karisimi i¢in elde edilen kromatogramdaki 1 numarali pike

ait kiitle spektrumu



100

100.0 106
» ]
= 75.04
5 ]
o 4 52
(=] -
> 5004
)gﬂ .
@ 1 77
25.03
] 6’3 73
1 6 | 80
O'O-I I 1 1 1 I 1 1 |5| 1 I 1 1 1 || 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1
50 60 70 80 90 100
m/z

Sekil 4.3.6.3. Sudan boyalar1 karigimi i¢in elde edilen kromatogramdaki 2 numarali pike

ait kiitle spektrumu

100.0 2
: L06 121
w 75.04
= ]
a ] s
’ 50.0-
S 1 5] 77
5 ]
8 25.04 6300
1 91
i |F | T
0.0
T I T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T T T T T T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120

m/z

Sekil 4.3.6.4. Sudan boyalar1 karigimi i¢in elde edilen kromatogramdaki 3 numarali pike

ait kiitle spektrumu
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100.04 5! 9
] 65
E 75.0
= i
5o 1 77
S, 50.0
= ]
S .
25.0] 120 197
] 46
I |
O'O- |I III | 1 |: |II 1 1 1 I l(l)5 1 1%5 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0

m/z
Sekil 4.3.6.5. Sudan boyalar1 karisimi i¢in elde edilen kromatogramdaki 4 numarali pike

ait kiitle spektrumu

A
=
g 143
o0
)
>
=) 248
=
=]
171 249
219
T T | lI56I16I5I 189 1

m/z
Sekil 4.3.6.6. Sudan boyalar1 karigimi i¢in elde edilen kromatogramdaki 5 numarali pike

ait kiitle spektrumu



%

102

100.0
75.0

50.0]

Bagil yogunluk

25.04

143

‘1 3 | 1?6

277
259

m/z

Sekil 4.3.6.7. Sudan boyalar1 karisimi i¢in elde edilen kromatogramdaki 6 numarali pike

ait kiitle spektrumu

Kromatogramlar ve parg¢alanma iiriinlerine ait degerlendirme Cizelge 4.3.6.1.’de

Ozetlenmektedir.

Cizelge 4.3.6.1. Karisim halindeki sudan boyalarinin kromatogramlarindaki piklerin

karsilastirilmasi
Boyar | Kromatogramdaki | m/z e
. .. Parc¢alanma iiriinii
madde pik numarasi degeri
ST 1 93 Anilin
5 249 S I (Parcalanmayan kisim)
STI 3 121 2,4-Ksilidin
6 277 S 11 (Pargalanmayan kisim)
1 93 Anilin
S 4 197 4-Aminoazobenzen
SIV 2 106 o-Toluidin

Kromatogramda gozlenen piklerin kiitle spektrumlar1 degerlendirildiginde her

bir boyay1 temsil eden ve Cizelge 4.3.4.1.-Cizelge 4.3.4.4.” te belirtilen bir parcalanma

irtiniiniin bulunmas1 S I, II, IIT ve IV boyar maddelerininin es zamanl tayinlerinin

miimkiin oldugunu gostermektedir.
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4.4. LC-MS Iile Tlgili Kalitatif Cahsmalar

Sudan boyar maddeleri i¢in, standart boyar madde ve gercek ornek ¢alismasi
ile elde edilen LC-MS kromatogramlar1 ve kromatogramlarda gozlenen piklere ait kiitle

spektrumlar Sekil 4.4.1.-Sekil 4.4.17°de verilmistir.

Sekil 4.4.1. 20 mg/L S I boyar maddesinin LC-MS kromatogram

Intens—|

x106°]
- 288.0
3-
: 316.0
2-
1 19858 -
' 1727 1907 :
: 1109 a7 | 228 | oso7 o 2RO ) 320 39 3910 |
0= T Lk R N T T T o il TN |
T 1 T 1 1 1 1 1 ] T 1 T T T T T T 1 1 1 1 1 1 1 T 1 T ] 1 T T 1 1
100 150 200 250 300 350 mz

Sekil 4.4.2. 20 mg/L S I boyar maddesinin LC-MS kromatogramindaki 1 numarali pike
ait kiitle spektrumu (tg=1,4 dak.)
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X107: S A A AL e A

Sekil 4.4.3. 20 mg/L S I boyar maddesinin LC-MS kromatograminda S I'1 karakterize
eden 2 numaral1 pike ait kiitle spektrumu (tg=2,15 dak.)

Intens.

x108]
2

1.0
0.8
0.6 -
0.4

0.2+

LU S B S [ S B S B [ B S S B RS S B S S S S S S IS S S S R S S B S S S B S S S B S S I B e m
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 Time [min]

Sekil 4.4.4. 20 mg/L S II boyar maddesinin LC-MS kromatogrami

Intens_| e
X106+
257 2880

2.0

153

107

057

: 3320 |354| 7 3600 3910 |
0.0= itk g bl Ll
3 1 i

100 150 200 250 300 350 mz
Sekil 4.4.5. 20 mg/L S II boyar maddesinin LC-MS kromatogramindaki 1 numarali pike
ait kiitle spektrumu (tg=1,35 dak.)
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8- 276.8

Sekil 4.4.6. 20 mg/L S II boyar maddesinin LC-MS kromatograminda S II’yi

karakterize eden 2 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=2,7 dak.)

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 Time [min]

Sekil 4.4.7. 20 mg/L S III boyar maddesinin LC-MS kromatogrami

Intens - —
X106

z 202.7 288.0
253
207
153
102
053 1848

162.
1109 | 6| 8
L wod: du | 1 )
T t T I t

0.0-L I||.|I.||II.

t 1 T
100 150 200 250 300 350 mz

Sekil 4.4.8. 20 mg/L S III boyar maddesinin LC-MS kromatogramindaki 1 numarali
pike ait kiitle spektrumu (tg=1,45 dak.)
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X107 =
30-

253
207
152
103

054

0.0 “leespennn

! | |
100 150 200 250 300 350 miz

Sekil 4.4.9. 20 mg/L S III boyar maddesinin LC-MS kromatograminda S III'i

karakterize eden 2 numaral pike ait kiitle spektrumu (tg=1,95 dak.)

Intens.
x1077]

L A e e e S e e I S e L A e e e e e LY P
0 1 2 3 4 5 6 7 Time [min]

Sekil 4.4.10. 20 mg/L S IV boyar maddesinin LC-MS kromatogrami

Intens -|
x106
15-]

10-

05-

00-Ly

1109

172.7

188.7

|
100

150

|||||| 1 |.I|||
T I
200

Sekil 4.4.11. 20 mg/L. S IV boyar maddesinin LC-MS kromatogramindaki 1 numarali
pike ait kiitle spektrumu (tg=1,45 dak.)
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Intens _
X107

Sekil 4.4.12. 20 mg/L S IV boyar maddesinin LC-MS kromatograminda S IV’i

karakterize eden 2 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=2,35 dak.)

x107 -

20- 380.9
157
1.04]

057

19|8.8 2328 28|6.9 30|8.9
1 T T T T 1 |I T 1 T T T T 1 T T U T 1 T U I. T 1

1 1 1 1 T 1 T T
100 150 200 250 300 350 mz

Sekil 4.4.13. 20 mg/L S IV boyar maddesinin LC-MS kromatograminda S IV’ii

0.0-

karakterize eden 3 numaral pike ait kiitle spektrumu (tg=4,5 dak.)

Intens.
x107 ] 1

4.0 4

2.0+

0 1 2 3 4 5 6 7 Time [min]

Sekil 4.4.14. 1 numarah salga ekstraktinin “(kor 6rnek-1) LC-MS kromatogrami

"Kor érnek-1= Ev yapimi salga
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Intens—

x107 -
1.0- 202.7

0.8
0.6-|

0.4
- 308.8

027 2607 3827
- 1797 | 2186 23|2-7244_7 | 28|6-8 3008 387 | )
0.0- " y " Ll [ | 1l Laaliltaad il 1, " 1l I 11l L

T T umaly T 1 i 1 1 1 1 i ] T i T 1 ] i 1 T 1 ] ymdan i T ]
250 300 350 mz

| | |
100 150 200

Sekil 4.4.15. 1 numaral sal¢a ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki 1 numarali pike
ait kiitle spektrumu (tg=1,45 dak.)

—rr 7 7
0 1 2 3 4 5 6 7 Time [min]

Sekil 4.4.16. 2 numarah salga ekstraktinin “(kor 6rnek-2) LC-MS kromatogrami

"Kér 6rnek-2= Analizlerde kullanilan hazir salga

Intens
X107~

E 202.7

08-

0.6-|

04~

0.2 2186 308.8
L ZpTomsy 207 268 | au8agy  seas T
T T

7 1437 1627 179.7
[0 o [ I dimail Lo Ll AR
T T T T T T U T | T U T U T U U T ] T U T T 1 U T U U U U I

[
100 150 200 250 300 350 mz

Sekil 4.4.17. 2 numaral1 sal¢a ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki 1 numarali pike
ait kiitle spektrumu (tg=1,45 dak.)
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Intens. 4

x107t 2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 Time [min]

Sekil 4.4.18. S I boyar maddesi katilmis sal¢a ekstraktinin LC-MS kromatogrami

Intens _

x108
- 202.7
6_
4-
2o 2187
308.9 3828
158 1628 18 | 228 647 26693008 9335 3547 L
0_1 T T ] T 1 i .|.| — 1 1 T 1 by |“|‘ i i T T ] T T 1 1 ] T 1 1 1 ]
100 150 200 250 300 350 mz

Sekil 4.4.19. S I boyar maddesi katilmis salca ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki
1 numaral pike ait kiitle spektrumu (tg=1,45 dak.)

Inten =<
w0’ -

1.0 = 748 .8

0.6 =
= 108 .8 128

0.o-k u u T u U U U T u u L— I| Lot u el u ™ u
100 160 200 240 miz

Sekil 4.4.20. S I boyar maddesi katilmis sal¢a ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki
2 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=2,05 dak.)
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Intens. |
x108

0.8

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 Time [min]

Sekil 4.4.21. S II boyar maddesi katilmis sal¢a ekstraktinin LC-MS kromatogrami

Intens - —
X107

202.7 274.0

0.8
0.6-|
0.4

0.2-] 2187 38238
- 36203741 |

|| |. | Ll

U T U T 1

mz

23282459 2647
" Ll X I 1, | 1,
0.0~ rwsspumg o sspuusns punssmsngoasasy ol bgunosaodsafuans ol sttt ol | e E e R e m—

|
250

Sekil 4.4.22. S Il boyar maddesi katilmis salca ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki
1 numaral pike ait kiitle spektrumu (tg=1,4 dak.)

276 .9
]

11049

pilis .L' Lipimsee Loy

1487 1628

19849

1a8.7

2z

|I| IjuLululul iy b il

1458

2318

Dioal o I|I

[T ”m-

100

150

oo

260

miz

Sekil 4.4.23. S II boyar maddesi katilmis salca ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki

2 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=2,65 dak.)
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Intens.
x107

—F—F—————V—¥——F 777 T T
0 1 2 3 4 5 6 7 Time [min]

Sekil 4.4.24. S 111 boyar maddesi katilmis salca ekstraktinin LC-MS kromatogrami

Intens =

x107"|
7 202.7
0.8-

0.6-]
0.4
0.2- 308.9 3828
] 1458 1658 1798 | 23|2.8 2647 2869 | 3249 3387 354.7 .
141, 1t 1, 1, 1, Tuth 1. 1 1,

T T

L ,
0'0_ T “."; m“m; L 1 T T 1 T . T T 1 1 1 1 1

| | | |
100 150 200 250 300 350 mz

Sekil 4.4.25. S III boyar maddesi katilmis sal¢a ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki
1 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=1,45 dak.)

Intens -
x107=
: 3529
1.25<
1002
0.75=
050=

0.25=

0.00-L t L T T y t ) t T f T |. ! T T t I T L— T I T T ! ! I T t t L

Sekil 4.4.26. S III boyar maddesi katilmis sal¢a ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki
2 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=1,95 dak.)
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Intens

3089
19838 2328 286.9 |
]

] T L I TR [ LI — T ] ] )
100 150 200 250 300 350 mz

Sekil 4.4.27. S 111 boyar maddesi katilmis salca ekstraktinin LC-MS kromatogramindaki

0- t t

T
T T 1 T

3 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=3,05 dak.)

Intens.
x108 ]
1.50 ]
1.25]
1.00]

0.75 ] 2

0.50 ]

0.25 ]

T — T — T ——— — T — — T — — — T —
0 1 2 3 4 5 Time [min]

Sekil 4.4.28. S IV boyar maddesi katilmis sal¢a ekstraktinin LC-MS kromatogrami

Intens —f

274.0

318.0

3301 346.0 3620
| | 3741 3901
. (M0 )

T T T T 1 T T T T 1 T T T
100 150 200 250 300 350 mz

2o|2.7 24|5.9 219 | 290.0

Sekil 4.4.29. S IV Dboyar maddesi katilmig salca ekstraktinin LC-MS

kromatogramindaki 1 numaral pike ait kiitle spektrumu (tg=1,45 dak.)
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Intens -
X107~
- 380.9
2]
12
] 198.8 %628 2869 3089 3810 3530 . d
0-4 T T ] T T T T ] T 1 T i ] 1 T T T ] T T T T ] T 1 | oL ] 1 T 1 | ]
100 150 200 250 300 350 miz

Sekil 4.430. S IV Dboyar maddesi katilmig salca ekstraktinin LC-MS

kromatogramindaki 2 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=2,35 dak.)

Intens. _ ————————
X107 -
- 380.9
10-
05-]
- 1988 2328 2869 3089 i
00-L | 1 | |
d T T T T T T T T ] T T T T T 1 T T T ] T T T 1 ] T T T T T 1 1 T 1
100 150 200 250 300 350 m'z

Sekil 4.4.31. S IV Dboyar maddesi katilmig salca ekstraktinin LC-MS
kromatogramindaki 3 numaral pike ait kiitle spektrumu (tg=4,55 dak.)

vy it At o N yreerey ("

—_— —_——
0 5 10 15 20 25 Time [min]

Sekil 4.4.32. S I-IV boyar maddeleri katilmis salga ekstraktinin LC-MS kromatogrami
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Intens—
X108 _
380.9
6-] 2768
a- 3529
) 24838
27 3089
- 19838 2328 '
1109 . | 2es .|| 309} | .
0 T [ I ¥ [ T T [ 1 ] [ ! T U T T [ T ' [ ] T [— " ]
100 150 200 250 300 350 miz

Sekil 4.4.33. S I-IV boyar maddeleri katilmis salca ekstraktinin LC-MS

kromatogramindaki 1 numarali pike ait kiitle spektrumu (tg=1,9-4,7 dak.)

Sekil 4.4.32°deki bir numarali pik disindaki diger iki pik salcay1 ve S IV boyar
maddesinin kromatograminda daha 6nce de gozlenen ikinci karakteristik pikini temsil
etmektedir. Sekil 4.4.32.’de goriildiigii gibi, 1,9-4,7 dakikalar1 arasinda boyar maddelere
ait kromatogramlar st iiste ¢akismistir. Bu da boyar maddelerin daha oncesinde ayr1
ayr1 elde edilen LC-MS kromatogramlarinda tespit edilen alikonma zamanlarinin
birbirine yakin olmasindan kaynaklanmaktadir. Karigima ait kiitle spektrumunda (Sekil
4.4.33.) her boyar madde i¢in karakteristik olan ve ilgili boyalarin molekiil kiitlelerini
veren pikler goriilmektedir. Salcaya boyar madde katilmasi sonucu elde edilen
kromatogramlarda, kor 6rnek ¢alismalarinin da kanitladigi gibi, salgay1 karakterize eden
tek bir pik tespit edilmekle birlikte; kromatogramda gozlenen diger pik veya piklerin
boyar maddelerin karakteristik pikleri veya safsizliklarindan kaynaklanabilecegini
diisiindiiren pikleri oldugu kiitle spektrumlarindan anlagilmigtir. Sonug olarak; kati-faz
ekstraksiyonunun Ornek hazirlamada uygulanan deneysel sartlarda deristirmede etkin
olmasa da; matriks bilesenlerinden ayirma amagh olarak kullanilabilecegi belirlenirken
LC-MS analizi ile de, indirgeme gibi bir kimyasal 6n islem gerekmeksizin sudan boyar

maddelerinin analiz edilebilecegi goriilmiistiir.

4.5. GC-MS ile Tlgili Kantitatif Calismalar

Kantitatif analiz i¢cin; S I, S II, S III ve S IV boyar maddelerinin temel
parcalanma iirlinleri sirasi ile anilin, 2,4-ksilidin, anilin ve o-toluidin segilerek, kimyasal
indirgeme islemi uygulanmis farkli konsantrasyonlardaki boyar maddelerin bu

pargalanma iiriinlerine ait kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
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4.5.1.20 mg S I Boyasi ile Yapilan Kantitatif Analiz Calismasi

20 mg S I boyar maddesinin Sekil 3.2.2.2.°de belirtilen prosediire gore
calisilmasi sonucu elde edilen ekstrakt; baslangigtaki boyar madde tartim degerine gore
100, 200, 300, 400, 500 mg/L’lik ¢ozeltiler elde edilecek sekilde seyreltilmistir. Her bir
konsantrasyon degeri i¢in bes tekrarli calisma sonucu elde edilen kromatogramlarda

gdzlenen anilin pikine ait kalibrasyon egrisi Sekil 4.5.1.1.”de verilmistir.

160000 ~ y = 326,26x - 17409 .
140000 - R*=0,9884
120000 -
100000 -
C
S 80000 -
<
60000 -
40000 - LOD= 44,51 mg/L
20000 | . LOQ= 148,38 mg/L
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.5.1.1. S I boyar maddesinin kromatograminda gdzlenen anilin pikine ait

kalibrasyon egrisi

4.5.2.20 mg S II Boyasi ile Yapilan Kantitatif Analiz Cahsmasi

20 mg S II boyar maddesinin Sekil 3.2.2.2.°de belirtilen prosediire gore
calisilmasi sonucu elde edilen ekstrakt; baslangigtaki boyar madde tartim degerine gore
200, 400, 500, 600 mg/L’lik ¢ozeltiler elde edilecek sekilde seyreltilmistir. Her bir

konsantrasyon degeri icin bes tekrarli calisma sonucu elde edilen elde edilen
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kromatogramlarda gozlenen 2,4-ksilidin pikine ait kalibrasyon egrisi Sekil 4.5.2.1.de

verilmistir.

90000 -
80000 +
y = 148,65x - 20746 ¢
700007 R? = 0,8837
60000 +
< 50000 -
o
< 40000 -
30000 - LOD= 90,03 mg/L
¢ LOQ=300,09mg/L
20000 +
.
10000 -
0 T T T T : ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600 700
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.5.2.1. S II boyar maddesinin kromatograminda goézlenen 2,4-ksilidin pikine ait

kalibrasyon egrisi

4.5.3.20 mg S III Boyas: ile Yapilan Kantitatif Analiz Calismasi

20 mg SII boyar maddesinin Sekil 3.2.2.2.°de belirtilen prosediire gore
calisilmasi sonucu elde edilen ekstrakt; baslangigtaki boyar madde tartim degerine gore
200, 300, 500, 600 mg/L’lik ¢ozeltiler elde edilecek sekilde seyreltilmistir. Her bir
konsantrasyon degeri icin bes tekrarli calisma sonucu elde edilen elde edilen
kromatogramlarda gozlenen anilin pikine ait kalibrasyon egrisi Sekil 4.5.3.1.°de

verilmigtir.
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30000 -
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Sekil 4.5.3.1. S III boyar maddesinin kromatograminda gozlenen anilin pikine ait

kalibrasyon egrisi

4.5.4.20 mg S IV Boyasi ile Yapilan Kantitatif Analiz Cahsmasi

20 mg S IV boyar maddesinin Sekil 3.2.2.2.°de belirtilen prosediire gore
calisilmasi sonucu elde edilen ekstrakt; baslangigtaki boyar madde tartim degerine gore
200, 300, 400, 700, 900, 1000 mg/L’lik ¢ozeltiler elde edilecek sekilde seyreltilmistir.
Her bir konsantrasyon degeri icin bes tekrarli ¢alisma sonucu elde edilen elde edilen
kromatogramlarda gozlenen o-toluidin pikine ait kalibrasyon egrisi Sekil 4.5.4.1.de

verilmigtir.
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Sekil 4.5.4.1. S IV boyar maddesinin kromatograminda gozlenen o-toluidin pikine ait

kalibrasyon egrisi

4.5.5. Gercek Ornek Calismasi

4.5.5.1. Gergek Orneklerde Ekstraksiyon Cahsmasi

Sal¢a 0rneginin kalitatif analizi sonucu, kromatogramda salgay1 karakterize eden
cok sayida pik goézlenmesi Ozellikle ayirma amagli olarak ekstraksiyon teknikleri
kullanilmas1 gerekliligi ortaya ¢ikarmistir. Bu amagla Sudan boyar maddelerinin gercek
orneklerden ekstraksiyonu i¢in genel olarak Onerilmis bir yontem olan aseton
ekstraksiyonu (Calbiani ve ark. 2004) uygulanmistir. 5 g sal¢a/10 ml aseton
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktin 4 ml’sine 13 ml pH=6 tamponu eklenmesi
ve Oornegin Sekil 3.2.2.2.°de belirtilen prosediire gore ¢alisilmasi sonucu elde edilen GC-
MS kromatogrami Sekil 4.5.5.1.1.”de verilmistir. Bu kromatogramda salgay1 karakterize
eden 1 ve 2 numarali piklere ait kiitle spektrumlar1 ise Sekil 4.5.5.1.2. ve Sekil
4.5.5.1.3.’te goriilmektedir. Kromatogram ve spektrumlar degerlendirilip herhangi bir

ekstraksiyon teknigi uygulanmadan elde edilen Sekil 4.3.5.1.’deki kromatogram ile
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karsilastirildiginda; salcay1 karakterize eden pik sayisindaki azalma nedeni ile aseton

ekstraksiyonunun matriks etkilerinden ayirmada etkili oldugu tespit edilmistir.

(x10,000)
7.5TIC
e
'E 5.04
s ]
=]
(=]
=)
5o 2-54
g0 =]
==} 1 _
OOIINW
510 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 330
Zaman (dak.)
Sekil 4.5.5.1.1. Salga ekstrakt1 icin GC-MS kromatogrami
%
100.04 147
75.0-
i ]
=1
= ]
2, 50.04
& ]
: ] 207
;%” 25.0
0'0- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 160 170 180 190 200
m/z
Sekil 4.5.5.1.2. Sal¢a ekstraktina ait kromatogramdaki 1 numarali pik i¢in kiitle

spektrumu
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146.950 146.975 147.000 147.025 147.050
m/z
Sekil 4.5.5.1.3. Salca ekstraktina ait kromatogramdaki 2 numarali pik i¢in kiitle
spektrumu

4.5.5.2. Ger¢ek Orneklerden Geri Kazamim Calismalar

Salca 6rneginde dogal olarak tespit edilemeyen sudan boyar maddelerinin analizi
icin uygulanan metodun islevselligini géormek amaci ile sal¢ca 6rneklerine disaridan
sudan boyar maddeleri katilmistir. 3.2.4.1.c.’de belirtildigi sekilde hazirlanan ve Sekil
3.2.2.2.°de belirtilen deneysel islemlerin uygulandig1 6rneklerin, GC-MS analizi sonucu
elde edilen kromatogramlarinda, Sudan boyar maddeleri i¢in kantitatif analizde temel

alinan pargalanma tirtinleri tespit edilmistir.

a) Gercek Orneklerden S I Boyar Maddesinin Geri Kazanim

100 mg/L konsantrasyonundaki S I boyasi i¢in alt1 tekrarli analiz sonucu elde
edilen kromatogramda gozlenen anilin pikine ait alan degerleri Cizelge 4.5.5.2.1.’de
verilmigtir. Buradan elde edilen ortalama alan degeri Sekil 4.5.1.1.°de verilen
kalibrasyon egrisinde yerine konuldugunda anilin i¢in deneysel konsantrasyon degeri

71,13 mg/L ve yiizde geri kazanim degeri de %71,13 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.5.5.2.1. S I’'in salca 6rneklerinden geri kazanimi ¢alismalarinda, GC-MS

kromatogramlarinda gézlenen anilin pikine ait alan degerleri

5791
8734
4386
4425
4223
7220
Ortalama alan = 5797

b) Ger¢ek Orneklerden S II Boyar Maddesinin Geri Kazanimi

200 mg/L konsantrasyonlu S II boyasi i¢in alt1 tekrarli analiz sonucu elde
edilen kromatogramda gozlenen 2,4-ksilidin pikine ait alan degerleri Cizelge
4.5.5.2.2.°de verilmistir. Buradan elde edilen ortalama alan degeri Sekil 4.5.2.1.°de
verilen kalibrasyon egrisinde yerine konuldugunda 2,4-ksilidin i¢in deneysel
konsantrasyon degeri 186,93 mg/L. ve yiizde geri kazanim degeri de %93,46 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.5.5.2.2. S II'nin sal¢a orneklerinden geri kazanimi ¢aligmalarinda, GC-MS

kromatogramlarinda gbzlenen 2,4-ksilidin pikine ait alan degerleri

9350
5983
8466
5955
5507
6985
Ortalama alan= 7041

¢) Gerg¢ek Orneklerden S 11 Boyar Maddesinin Geri Kazanimi

550 mg/L konsantrasyonlu S III boyas: i¢in alt1 tekrarli analiz sonucu elde
edilen kromatogramda gozlenen anilin pikine ait alan degerleri Cizelge 4.5.5.2.3.’te

verilmigtir. Buradan elde edilen ortalama alan degeri Sekil 4.5.3.1.’de verilen
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kalibrasyon egrisinde yerine konuldugunda anilin i¢in deneysel konsantrasyon degeri

147,13 mg/L ve ylizde geri kazanim degeri de % 26,75 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5.5.2.3. S III’lin salca Orneklerinden geri kazanimi ¢aligmalarinda, GC-MS

kromatogramlarinda gbézlenen o-toluidin pikine ait alan degerleri

12487
16902
18369
19017
12965
12258
Ortalama alan = 15333

d) Ger¢ek Orneklerden S IV Boyar Maddesinin Geri Kazanim

450 mg/L. konsantrasyonlu S IV boyasi i¢in bes tekrarli analiz sonucu elde
edilen kromatogramda gozlenen o-toluidin pikine ait alan degerleri Cizelge 4.5.5.2.4.°te
verilmigtir. Buradan elde edilen ortalama alan degeri Sekil 4.5.4.1.°de verilen
kalibrasyon egrisinde yerine konuldugunda o-toluidin i¢in deneysel konsantrasyon

degeri 176,64 mg/L ve yiizde geri kazanim degeri de % 39,25 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5.5.2.4. S IV’iin salca orneklerinden geri kazanimi ¢aligmalarinda, GC-MS

kromatogramlarinda gozlenen o-toluidin pikine ait alan degerleri

3806
2920
5009
6379
3661
Ortalama alan = 4355

S I ve S II boyar maddelerine ait yiiksek geri kazanim degerleri, metodun

etkinligini gosterirken; S III ve S IV boyar maddeleri i¢in farkli modifikasyonlarin



123

gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu amagla en diisiik geri kazanim veren S III temel alinarak

calismalar yapilmistir.

4.6. UV-VIS Analizi Ile pH Degisiminin Geri Kazanmima Etkisinin Incelenmesi

Sudan boyar maddelerine ait sulu ¢ozeltiler pH=1,5-4-6-8-10-12 degerlerine
ayarlanmis ve bu c¢ozeltilerin 200-900 nm araliginda taramali olarak UV-VIS
spektrumlart alimmistir. Elde edilen spektrumlar Sekil 4.6.1., Sekil 4.6.2., Sekil 4.6.3. ve
Sekil 4.6.4.’te verilmistir.

0.5
0.5
0.4

0.3

Abs

0.2

0.1

0.0

200 280 350 400

300
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.6.1. S I boyar maddesinin pH=1,5-12 araliginda UV-VIS spektrumlari
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Sekil 4.6.2. S 11 boyar maddesinin pH=1,5-12 araliginda UV-VIS spektrumlari
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Sekil 4.6.3. S III boyar maddesinin pH=1,5-12 araliginda UV-VIS spektrumlari
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Sekil 4.6.4. S IV boyar maddesinin pH=1,5-12 aralifinda UV-VIS spektrumlari

Maksimum absorbans degerlerinin gozlendigi pH degerleri, ¢oziiniirliigiin en
cok oldugu deger segilerek bu pH degerlerinde Sekil 3.2.2.2.ye gore tekrar calisilmus,
gdzlenen pargalanma iiriinlerine ait alan degerleri pH=6’da elde edilen alan degerleri ile

kiyaslanarak her Sudan boyar maddesi i¢in en uygun pH degeri belirlenmistir.

4.7. Farkh pH Degerlerinde Kimyasal indirgeme islemi Yapilmasinn Sudan

Boyar Maddelerinin Geri Kazanimina Etkisi

4.7.1. pH=1,5 Ortaminda Cahsilmasinin Sudan Boyar Maddelerinin Geri

Kazanimina EtKisi

Ortam, pH=1,5 degerine ayarlandiginda S I, S I, S III ve S IV boyar
maddelerinin GC-MS kromatogramlarinda goézlenen anilin, 2,4-ksilidin, anilin ve o-
toluidin piklerine ait bes tekrarli analiz sonucu elde edilen ortalama alan degerleri ve

ayni par¢alanma iiriinlerinin pH=6’daki alan degerleri Cizelge 4.7.1.1.’de verilmistir.
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Cizelge 4.7.1.1. Sudan boyar maddelerinin pH=1,5 ve pH=6 ortamlarinda par¢alanma

tirtinlerine ait GC-MS kromatogramlarindan belirlenen alan degerleri

Ortalama alan degeri Ortalama alan degeri
Boyar madde
(pH=6) (pPH=L,5)
S1 76070 10500
S1I 51053 2982
Sl 32809 215041
SIV 88438 56544

4.7.2. pH=1,5 Ortaminda Isil islem Olmaksizin, Oda Sicakhiginda ve Ultrasonik

Kanstiricida Cahisilmasinin S II Boyar Maddesinin Geri Kazanimina Etkisi

Parcalanmada 1s1l islemin etkin olup olmadiginin incelenmesi i¢in, en yliksek
geri kaxzanim degerinin tespit edildigi S II boyar maddesi temel alinarak caligmalar
yapilmistir. Kimyasal indirgeme islemi; pH=6’da, oda sicakliginda ve boyar maddenin
indirgen madde ile ultrasonik karistiricida tutulmasi ile gerceklestirilmistir. Bu islem
sonucu elde edilen GC-MS kromatogrami, ayn1 pH degerinde ve 70°C’lik 1s1l ortamda
gerceklestirilen kimyasal indirgeme sonucu elde edilen GC-MS kromatogrami ile
karsilastirlmistir. Karsilagtirmada yine bes tekrarli calisma yapilmis ve her iki durumda
da kromatogramlarda g6zlenen 2,4-ksilidine ait alan degerleri temel alinmistir. Sonuglar

Cizelge 4.7.2.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.7.2.1. S II boyar maddesinin pH=6 ortaminda 1s1l islem uygulandiginda ve
pH=6 da 1s1l islem olmadan ¢alisilmasi sonucu GC-MS kromatogramlarinda gozlenen
pargalanma iiriiniine ait ortalama alan degerleri

Isil islem uygulandiginda Isil islem uygulanmadiginda
ortalama alan (pH=6) ortalama alan (pH=6)
S1I 51053 31205

Cizelge 4.7.2.1.°deki veriler karsilastirildiginda, S II boyar maddesinin 1s1l islem

olmadan da parg¢alanmaya yatkin oldugu goriilmektedir.
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4.7.3. pH=4 Ortaminda Cahsilmasinin S IV Boyar Maddesinin Geri Kazanimina
Etkisi

Ortam, pH=4 degerine ayarlanip kimyasal indirgeme yapildiginda S IV boyar
maddesinin GC-MS kromatograminda gozlenen o-toluidin pikine ait bes tekrarli analiz
sonucu elde edilen ortalama alan degeri ile; diger calisilan pH ortamlar1 ve elde edilen

alan degerleri Cizelge 4.7.3.1.de verilmistir.

Cizelge 4.7.3.1. Farkli pH degerlerinde S IV boyar maddesinin GC-MS

kromatogramlarinda gozlenen parcalanma iirliniine ait ortalama alan degerleri

Boyar Ortalama alan Ortalama alan Ortalama alan
madde (pH=1,5) (pH=4) (pH=6)
S1V 56544 83020 88438

S 1 boyar maddesinin farkli pH degerinde pargalanma {iriiniine ait ortalama alan
degerleri karsilastirildiginda pH=6’daki alan degerleri ile pH=1,5"taki alan degerinin
birbirine yakin oldugu tespit edilmistir. S II i¢cin de durum ayni olmakla birlikte, 1s1l
islem olmadan da Sudan boyar maddelerinin parcalanma etkinligi S II ¢aligmasi ile
dogrulanmigtir. Bu da boyar maddelerin parcalanmaya direncli olmadigini
gostermektedir. S IV boyar maddesi ile yapilan ¢aligmalar, diger deneysel parametreler
sabitken sadece pH degisiminin kalibrasyonda farklilik yaratmayacagi sonucunu
gostermistir. S III i¢in ise pH=1,5 degerinin kimyasal indirgemede daha etkili oldugu

tespit edilmisgtir.
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4.7.4. pH=1,5 Ortammda S III Boyar Maddesinin Parcalanma Uriiniine Ait
Kalibrasyon Egrisi

S III boyar maddesi i¢in, pH=1,5 ortaminda c¢alisilmasinin pH=6 ortamina
kiyasla pargalanma {irlinii i¢in daha yiiksek alan degeri vermesi nedeni ile pH=I1,5
ortaminda calisilarak geri kazanima etkisi incelenmistir. pH degisimi disindaki diger
deneysel parametreler sabit tutulmus ve Sekil 4.7.4.1.’de gosterilen yeni kalibrasyon

egrisi olusturulmustur.

50000 1 y = 58,706x - 6730,7
45000 - R*=0,995
40000 -
35000 -
30000 -
:_(Cv 25000 -
20000 -
15000 - LOD= 44,51 mg/L
10000 - LOQ= 148,38 mg/L
5000 -
0 : : : : ‘
0 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.7.4.1. pH=1,5 ortaminda S III boyar maddesinin GC-MS kromatograminda

gozlenen anilin pikine ait kalibrasyon egrisi

Salga 6rnegine 500 mg/L S III katilmasi sonrasi bes tekrarl analiz ile elde edilen
ortalama alan degeri 8263,33; deneysel konsantrasyon degeri 255,41 ve yiizde geri
kazanim ise %51,10 olarak belirlenmistir. Yiizde geri kazanimin arttigi tespit
edildiginden optimum sartlarin belirlenmesi i¢in Ornek olarak S III boyar maddesi

alinarak kemometrik yontemden yararlanilmigtir.



4.8. Kemometrik Yontem

Optimizasyon i¢in kullanilan degigkenler sicaklik ve sodyum ditiyonit indirgeni

miktaridir.

uygulanmistir. Sicaklik ve indirgen miktar1 harig; diger deneysel kosullar sabit tutulmus

ve iki degisken i¢in deneysel kosullar Cizelge 4.8.1.’de; deneysel plan da Cizelge

4.8.2.”de belirtilmistir.

Cizelge 4.8.1. S III boyasinin kimyasal indirgenmesinde sicaklik ve indirgen miktarinin

optimizasyonu i¢in deneysel kosullar

129

Bu degiskenler temel alinarak merkezi

kompozit dizayn yontemi

-1,41 -1 0 +1 +1,41
X1 (SD derisimi, M) 0,295 0,5 1 1,5 1,705
X, (Sicaklik, °C) 21,8 30 50 70 78,2

optimizasyonu ¢aligmalarinda her bir deney kosulunu gosteren deneysel plan

Cizelge 4.8.2. S 11l boyasinin kimyasal indirgenmesinde sicaklik ve indirgen miktarinin

Kod Deger Deneysel Deger
Deney No X1 X1 x; (M) x2(°C)
1 -1 -1 0.5 30
2 +1 -1 1.5 30
3 -1 +1 0.5 70
4 +1 +1 1.5 70
5 -1,41 0 0.295 50
6 +1,41 0 1,705 50
7 0 -1,41 1 21,8
8 0 +1,41 1 78,2
9 0 0 1 50
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Deneysel olarak belirlenen anilin alanlar1 Cizelge 4.8.3.’te goriilmektedir.

Cizelge 4.8.3. Optimizasyon ¢aligmalarinda, S III boyasmin kimyasal olarak
indirgenmesi sonucu, indirgenme iiriiniine ait olarak her bir deneysel kosulda belirlenen

alan degerleri

Deney | y (indirgenme lriiniiniin
No alan degeri)

1 74498

2 54600,44

3 122912,2

4 281188

5 167298,1

6 67398,86

7 20166,38

3 277142,1

9 34378,11

y=b X +baxo+b| X, *+boxa"+box1»  denkleminin  katsayilart  (4.8.3.-1) esitliginde
goriildiigi gibidir.
(v) Alan=-32039 x; + 48177x, + 42989x,> + 58736x,* -18724x;x, (4.8.3.-1)

Bu denklemin siras1 ile x; ve Xx;° ye gore alman tirevleri alinip sifira
esitlendiginde x; ve x, degiskenleri teorik olarak -0,5904 ve -0,2507 olarak
belirlenirken; bu teorik degerler Xeorik= ((X(gergek)-0rta deger)/ (orta deger ile en yakini
aras1 fark)) esitliginde yerine kondugunda degiskenlerin deneysel degerleri sirasi ile
x1=1,3 M ve x,=45°C olarak belirlenmistir.

Kemometrik yontem ile optimum kosullar belirlendikten sonra S III ig¢in
belirlenen bu optimum kosullarda deneysel olarak elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil

4.8.1.’de verilmistir.
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Sekil 4.8.1. pH=1,5 ortaminda ve optimum kosullarda S III boyar maddesinin

indirgenme iiriinii pikine ait kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrisinden de goriildiigi gibi optimum kosullar, belirli boya
derigimi i¢in en yliksek alan degerini vermektedir. Bu da belirlenen miktardaki sodyum
ditiyonitin yine belirlenen sicaklikta pargalayabilecegi boya miktarinin da simirlayici
etken oldugunu gostermistir. Optimum konsantrasyon degeri olan 400 mg/L’ nin
altindaki degerlerde boyar maddenin indirgenme iriiniiniin daha ileri diizeyde
par¢alanmaya ugradigi; 400 mg/L’ nin istiindeki degerlerde ise bu par¢alanma {iriiniine
ait alan degerlerinin azaldig: tespit edilmistir. Buradan, boyar madde miktar1 azaldikca
kimyasal indirgen ile temastaki ylizey alaninin arttigi; ancak belirli boyar madde
derisiminin altindaki degerlerde indirgenin ileri diizeyde pargalanmalara yol agabildigi
tespit edilmistir. Sekil 4.8.1.”deki kalibrasyon egrisinden de goriilebilecegi gibi 6zellikle
indirgen derisimi optimum diizeyde iken bu ileri diizeydeki parcalanma Onem

kazanmaktadir.
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5. SONUC

Sudan I, II, III ve Sudan IV boyalari; genetoksik ve mutajenik etkileri nedeni ile
gidalarda kullanimi yasal olmayan sentetik azo boyalaridir. Buna ragmen kullanimlari
tamamen ortadan kaldirilamamigstir. Gidalarda eser seviyede bulunabileceginden; bu
boyar maddelerin gida tiriinlerinde ilk kez tespit edildigi tarihten itibaren uygun analitik
metot gelisimi 6nem kazanmistir. Bizim ¢aligmamiz da boyle bir analitik metot gelisimi
iizerine odaklanmistir. Yiiksek molekiil kiitleleri nedeni ile literatiirde Sudan
boyalarinin GC-MS c¢alismalarina yer verilmemis olmakla birlikte; ¢calismamizda, bu
boyar maddelerin tespit ve tayini i¢in yaygin olarak kullanilan sivi kromatografisine
alternatif olarak GC-MS analizlerinin yapilabilirligi gosterilmistir. Bu anlamda analiz
teknigi agisindan yenilik sunulmaktadir. Calismamiz sonucunda; S I ve S II boyar
maddelerinin, kaynama noktalar1 uygun oldugu i¢in, dogrudan GC-MS analizlerinin
yapilabilecegi goriilmiistiir. Azo boyalarmin kromofor azo gruplarn iizerinden
indirgenebilme 6zellikleri bilindiginden, S III ve S IV boyar maddelerinin parcalama
yolu ile analizleri gergeklestirilmistir. Boylece daha kiigiik molekiil kiitleli ve kaynama
noktalar1 GC-MS analizi i¢in uygun pargalanma trtinleri anilin ve o-toluidin iizerinden
karakterizasyon yapilmustir. Indirgeyerek analiz yontemi sadece S III ve S IV boyar
maddelerine degil; S I ve S I boyar maddelerine de uygulanmistir. Bu boyalarin GC-MS
analizleri sonucu karakteristik pargalanma Triinleri ise sirasi ile anilin ve 2,4-
ksilidin’dir. Boya yapisinin pargalanmasi amaci ile kimyasal indirgeme yOnteminden
yararlanilmig ve tekstil {irlinlerindeki yasakli azo boyalarinin tayininde yaygin olarak
kullanilan  referans metot temel alinarak sozii edilen parcalama islemi
gerceklestirilmistir. Bu boyalarin, 1s1l islem olmadan yapilan indirgeme isleminin de
kanitladig1 gibi, parcalanmaya yatkin ve parcalanma firiinlerinin yasakli aril amin
listelerinde de gorebilecegimiz aromatik aminler oldugu belirlenmistir. Boyar
maddelerin pH=1,5 ortaminda ¢6zliniirliigiiniin yiiksek oldugu ve 1s1l islemle pargalama
veriminin arttig1 tespit edilmistir. Mide pH degeri ve gidalarin pisirilmesi géz Oniine
alindiginda toksisitelerinin belirlenmesinin zorunlu oldugu sdylenebilir. Bu amagla da

ileri diizeyde indirgemeye neden olmayacak; fakat GC-MS analizi i¢in de tespiti
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miimkiin kilacak oranda aril amin olusumunun oOnemli oldugu goriilmektedir.
Kullandigimiz sodyum ditiyonit indirgeninin de bu anlamda yeterli oldugu
kanitlanmistir. S III i¢in kemometri ¢alismalarindan da gortildiigli gibi yaygin olarak
kullanilan indirgeme metodunun boyar madde dogasia bagl olarak modifie edilmesi
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. LC-MS analizleri i¢in sal¢a matriksinden bu boyalarin
izole edilmesinde literatiirde Onerilen ¢oziiciilerden biri olan aseton ekstraksiyonunun
yeterli oldugu belirlendigi i¢in; GC-MS analizleri i¢in de aseton ekstraksiyonuna dayali
ornek hazirlama metodu gelistirilmistir. Her boyar madde i¢in karakteristik parcalanma
tiriinleri tespit edildiginden; uyguladigimiz deneysel sartlarda LC-MS analizine oranla
GC-MS analiz sonuglarim1  kromatogramlar acgisindan karsilastirirsak; GC-MS’te
ayrimin daha iyi oldugu belirlenmistir. Bu nedenle de GC-MS, parcalanma {irlinleri
tizerinden Sudan boyar maddelerinin es zamanl tayini i¢in de uygun bir yontemdir;
Sudan boyar maddelerinin LC-MS ile dogrudan tayinlerine alternatif yontem

parcalanarak, GC-MS ile dolayl tayinleridir.
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Ve tabi ki bugiinlere gelmemde en biiyiik katkis1 olan basta biricik annecigim
olmak iizere aileme;

Sonsuz tesekkiir ederim.
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