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OZET

ILAC MATERYALLERINDE SPEKTROFOTOMETRIK
YONTEMLERLE RENKLENDIRICILERIN BIRARADA
TAYINLERI

Merve TARHAN

Kimya Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Damismani: Prof. Dr. Mahmure USTUN OZGUR

Renk, gida ve farmasotiklerin kolayca taninmasi ve nihai kararin verilmesi igin
ginimiiz modem toplumunda vazgegilmez bir oOzelliktir Gida boyalarinin
toksikolojisi, 6zellikle boyar maddelerin kansere sebep olabilecegi konusu giindeme
geldiginden beri bircok arastirma yapilmis ve gida boyalarinin 6énemli bir kism1 ulusal
ve uluslararasi onaylanmis listelerden mutajenik ve kanserojenik aktivitelerinden
dolay1 ¢ikariimagtir.

Hazir gida maddelerinin uzun siire tazeligini korumasi ve bozulmamasi i¢in kullanilan
ve renklendirici olarak iglerine konulan katki maddelerinin saglik {izerindeki kotii
etkilerine her gecen giin yenileri eklenmektedir. Tiiketici sagliginin korunmas: ve gida
glivenliginin saglanmas1 amaciyla, gidalara ve farmasétiklere katilan suda ¢dziinen
sentetik boyalarin belirlenmesi igin hassas ve giivenilir metotlar kullanilmalidir.
Renklendiricilerin varligi ve miktarimin kontrolleri siklikla yapilmalidir. Bu amagla
gelistirilecek olan tlirev, oran tlirev ve fark tiirev yontemleri, sentetik Orneklere
uygulandiktan sonra piyasadaki ila¢ preparatlarina uygulandi. Gelistirilen yéntemlerin
validasyonu yapilarak birbirleriyle segcicilik, kesinlik, dogruluk ve hassasiyet
yoniinden kiyaslamalar1 yapildi. Gelistirilen yontemler ile piyasadaki bazi ticari
Urlinlerin analizi yapilarak WHO ve Tiirk Gida Kodeksi tarafindan miisaade edilen
miktarlarin yasal sinirlar igerisinde olup olmadiklart saptand.

Bu calismada yer alan ve piyasada kullamimi fazla olan gida boyalarindan Ponso 4R,
Eritrosin, Kinolin Saris1, Indigotin ve Sunset Yellow gibi boyalar iceren ilag
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numuneleri tizerinde ¢aligmalar gerceklestirilmigtir. Yaptigimiz arastirmalar sonucunda
gida ve ilag katki maddelerinin analizleri konusunda {ilkemizde son yillarda yapilan
kapsamli bir ¢alismaya rastlamilmadi. Bu galisma, diger arastirmacilart da sagligimiz
icin oldukca tehlikeli olan diger gida katkilarimin da, gelistirilecek olan yontemler
kullanilarak analizleri konusunda ¢alismalar yapmaya y6nlendirecektir.

Bu c¢aligmada piyasada gida ve farmasétik tirtinlerde oldukg¢a bol miktarda kullanilan
Ponso, Kinolin Sarisi, Sunset Yellow, Eritrosin ve Indigotin boyar maddelerini iceren
ila¢ numunelerinde herhangi bir ayirma islemi yapmadan bir arada kantitatif tayini i¢in
spektrofotometrik yontemler gelistirmeyi amagladik.

Tirev spektrofotometrik, fark tiirev spektrofotometrik, oran tiirev spektrofotometrik
yontemleri ¢ok bilesenli karisimlarin analizi i¢in ¢ok biiylik bir role sahiptir ve bu
yontemler ile herhangi bir ayirma islemine gerek kalmadan {i¢lii boya karisimlarin
analizi yapilabilir. Bu yontemlerden elde edilen bulgular dogruluk ve presizyon
yoninden t ve F testleri yardimiyla %95 giivenirlik diizeyinde istatiksel olarak
karsilastirildi ve uygulanan yontemler degerlendirildi. t ve F degeri ilgili giiven diizeyi
ve {ig deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiigliktlir. Yontemler i¢in validayon
calismalan gerceklestirildi. Yiizde verim calismalarinin her bir yontemde %100+10
araliginda sonuglar verdigi goriildii. Her bir karigim, standart ¢6zeltiler ve numunelerde
standart sapma ve bagil standart sapma hesaplamalar1 yapilarak LOD degeri i¢in
standart sapmanin ti¢ kati, LOQ degeri i¢in standart sapmanin on kat1 alindi. Her bir
degerin alt sinir konsantrasyona esit veya alt sinir konsantrasyondan kiigiik olduguna
dair degerler elde edildi. Her bir renklendirici LOD’de 0,3pg/ml ve 0,6pg/ml, LOQ’da
1pg/ml ve 2ug/ml sonuglarim vermistir.

Anahtar kelimeler: Renklendirici, Ponso 4R, Kinolin Sarisi, Sunset Yellow, Eritrosin,
Indigotin, Ttirev yontemi, Oran Tiirev yontemi, Fark yontemi, Farmasotik preparat
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ABSTRACT

SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF ARTIFICIAL
COLORANTS IN PHARMACEUTICALS BY
SPECTROPHOTOMETRIC METHODS

Merve TARHAN

Department of Chemistry
MSec. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Mahmure USTUN OZGUR

Color, an inevitable feature used to easily recognize and also to final decision about
the food in our modern world. Since issue about toxicology of food color agents
especially their carcinogen properties has received interest, several research studies
have been done and according to their results important parts of food colors were
taken out from the food additives lists approved by national and international agents.

In our country these are thousands of sweeteners products to uncontrolled. These
sweeteners binary, ternary and quaternary combinations of new spectrophotometric
methods fort he determination of a combination of sweeteners used this to develop and
market pharmaceutical products by applying the market development and the amounts
contained in the World Health Organization (WHO), Food Agriculture Organization
(FAO), of the commission, created in the international food codex (CAC) investigated
the suitability of the values. For this purpose, the ratio derivative, difference derivative
and multivariate methods will be developed after the application of synthetic samples
and pharmaceutical preparations on the market shall apply to commercial food.
Validation of the methods developed by other techniques, selectivity precision with
one another comparisons will be made in terms of accuracy and precision.

In some commercial products on the market by analyzing the methods to be developed
with the WHO and the amount allowed by the Turkish Food Codex determinated



whether they were within legal limits. In this study we worked some dyes like
ponceau, sunset yellow, quinoline, erythrosin, indigotin in medicines which are using
so much. As a result of our research on the analysis of food addivities in our country in
recent years was seen at a comprehensive study. This study which dangerous for our
health in other food addivities, using the methods developed will lead to studies on the
analysis. The presence and amount of colorants in foods must be controlled frequently.

Three separate methods for the determination of the spectrophotometric method was
developed and the findings of these methods in terms of accuracy and precision with
the help of t and F tests were compared with 95% confidence level, statistically
evaluated and the methods applied. t value of the confidence level and three trial values
of the table is small. Also F value of the confidence level and three trial values of the
table is small. Validation studies carried out for all methods. The result of efficiency
studies percent; %100+10. Each standard and sample standard deviation and relative
standard deviation values were calculated. LOD is three times and LOQ is ten times the
Standard deviation were calculated and the results for LOD; 0,3pug/ml and 0,6pg/mi,
LOQ; 1pg/ml and 2pg/ml.

Keywords: Colorants, Dyes, Ponceau 4R, Quinoline Yellow, Sunset Yellow,
Erythrosin, Indigotin, Derivative method, Ratio derivative method, Difference method,
Pharmaceutical preparation
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Ulkemizde kullanimi uygun goriilen gida katki maddeleri CAC ve EC tarafindan olusturulan
listelerden titizlikle sec¢ilmektedir. Gida katki maddeleri gidalarda mikrobiyolojik bozulmay:
Snleme ve dayanikliligr arttirma, besleyici degeri koruma, teknolojik islemlere yardimer olma,
renk, goriinils, lezzet, koku gibi duyusal 6zellikleri diizeltme gibi pek ¢ok amagla katilan

maddelerdir.

Turk Gida Kodeksi yonetmeliginde gida katki maddeleri; "Tek basina gida olarak
tilketilmeyen veya gida ham veya yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek basina besleyici
degeri olan veya olmayan secilen teknoloji geregi kullanilan iglev veya imalat sirasinda kalint:
veya tiirevleri mamul madde bulunabilen, gidanin tiretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi,
ambalajlanmasi, tasmmasi, depolanmas: sirasinda gida maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve
diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve

diizeltmek amaciyla kullanilan maddeler” olarak tanimlanmaktadir.

Tirk Gida Kodeksi yonetmeliginde 300 civarinda gida katki maddesinin gesitli gidalarda ve
ilaglarda degisen miktarlarda kullanilmasina izin verilmistir FDA(Food and Drug
Administration-Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi)in bugiine kadar kullanimima onay
verdigi gida katki maddesi yaklagik 2800°dir. Ancak bugiin bunlarin énemli bir bsliimii daha

uygun alternatifleri bulundugu i¢in teknik sebeplerle kullaniimamaktadir.[1-8]

1.2 Tezin Amaci

Gelisen gida, ilag ve kozmetik teknolojisine paralel olarak katk: maddeleri (GKM) nin
kullaniminda meydana gelen artig, kuskulari da beraberinde getiriyor. GKM’nin insan

sagligint tehdit etmesine neden olabilecek en 6nemli etken bu maddelerin yonetmeliklerde izin
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verilen dozlarn {izerinde kullanilmalarindan kaynaklanmaktadir. Her iki durumun
onlenmesinde hem endiistriyel hem de yasal kontrol organlarina 6nemli gérevler diismektedir.
Yasal kontrol organlar1 gerek tiretimin degisik asamalarinda gerekse son tirinden drnekler
alarak katki maddelerinden gelebilecek saglik risklerine karsi tiiketicileri korumasi
gerekmektedir. Yapilan ¢alismalar gGstermistir ki; renklendirici amagli kullanilan sentetik
boyalarin tiiketim miktar1, insanlar tarafindan glinliikk tiiketilebilir miktari (ADI degerini)
agsmadigr takdirde saglik lizerinde olumsuz etkileri minimum diizeyde kalmakta, ancak

titketim miktar1 ADI degerini astiginda olumsuz etkiler séz konusu olabilmektedir.

Piyasada yaptifimiz arastirmalar gGstermistir ki gidalara ve ilaglara renklendirici olarak
kullanilmasina izin verilen sentetik boyalardan Ponso 4R, Kinolin Sarisi, Sunset Yellow,
Eritrosin ve Indigotin oldukga fazla iiriinde ayrica renk olusturmak amaciyla 2’den fazla iiclii-
dortlii karisimlar1 halinde bilhassa cocuklarm kullandigr gazli-gazsiz igeceklere, meyve
nektarlarina, meyve suyu konsantrelerine, dondurmalara, marmelitlara, j6lelere, regeller,
cikletlere, dis macunlari, farmostiklere, sekerlemelere, ¢ikolata ve diger iiriinlere boya

maddesi olarak katilmislardur.

Amacimiz, bu kadar fazla iirtinde ¢ogu bilinmeyen markalarla kii¢iik isletmelerin tiriinii olarak
piyasada satilan iki ya da daha fazla renklendirici i¢eren (li¢lii ve dortlii karisimlar halinde)
gida ve ilag preparatlarinda bu katki maddelerinin bir arada ekonomik, kolay uygulanabilen,
segici ve hemen her laboratuarda bulunabilen spektrofotometre ile tayini i¢in yeni
spektrofotometrik yontemler gelistirmek ve gelistirilen bu yéntemlerin piyasada bulunan ticari
preparatlardaki Ponso 4R, Kinolin Sarisi, Sunset Yellow, Eritrosin ve Indigotin’in yasalarca
verilen smirlar iginde olup olmadigmi kontrol etmektir. Gelistirilen spektrofotometrik
yontemler 6zellikle ayrilmasi gii¢, birden fazla katki maddesi igeren, birbiriyle girisim yapan,
firlin i¢inde olduk¢a farkli miktarlarda katki maddesi bulunduran ve gida maddelerinin
analizinde ekstraksiyon, ¢ctktliirme gibi 6n ayirma islemleri ile zaman alici ve pahali cihazlar
gerektiren yOntemlere ucuz, secici ve kolay uygulanmalari nedeniyle bir alternatif

olusturacaktir.

1.3  Bulgular

Bu ¢alismada, piyasada bulunan ve incelenecek olan ilag preparatlart saptanmustir. Gelistirilen
yontemlerin farkli 6reklere uygulanabilirliginin arastirilmasi amaci ile ¢alisilacak ikili-tiglii-
dortlii  kombinasyonlar1 iceren farkli lrlinlerin  arastirilmast yapildi.  Calisilacak
renklendiricilerin Ponso 4R, Sunset Yellow, Kinolin Sarisi, Eritrosin ve Indigotin temini ile bu
katki maddelerinin ¢Oziindiigii ve stabil kaldifi uygun ¢6ziicii ortami saptandi.

Renklendiricilerin farkli ¢Oziicli ortamlarinda alinan spektrumlari incelenerek en uygun
2



coziici saptandiktan sonra farmasdtiklerde bulunan oranlari da géz Oniine alinarak
spektrumlar ¢izildi ve ¢alisilacak standart egri konsantrasyon araliklari bulundu. Saptanan
konsantrasyon araliklarinda alinan spektrumlar bilgisayar ortamina aktarildi. Tiirev
spektofotometri yontemi, fark tlirev spektrofotometrik yontemi ve oran tiirev
spektrofotometrik yonteme gore olusturulan standart egriler fizerinde gerekli hesaplamalar
yapildi. Ayni konsantrasyon araliklarinda calisilan renklendiricilere ait standart ¢ézeltiler
asidik ve bazik pH’ye sahip ¢o6ziiciilerde ayr1 ayr1 hazirlanarak fark ydnteminin uygulanmasi
amaciyla standart egrilerin c¢izimi yapildi. Gelistirilen yontemlerin dogruluk ve
tekrarlanabilirliklerini saptamak amaciyla ¢esitli validasyon parametreleri (segicilik, kesinlik
ve hassasiyet ag¢isindan) kiyaslamalart yapilarak tizerinde caligilan ilag numunelerinde
renklendiriciler farkli yontemlerle nitel ve nicel olarak saptanmigtir. Yéntemlerden elde edilen
bulgular dogruluk ve presizyon ydniinden t ve F testleri yardimiyla %95 giivenirlik diizeyinde
istatiksel olarak karsilastirildi ve uygulanan ydntemler degerlendirildi. t ve F degerleri ilgili
giiven diizeyi ve li¢ deneme icin verilen tablo degerlerinden kii¢iik bulunarak ilgili giiven
diizeyi icin verilen tablolardaki sinir degerleri icerisinde oldugu gériilmiistiir. Her bir yontem
icin standart sapma ve bagil standart sapma hesaplamalart yapilarak LOD degeri igin standart
sapmanin ti¢ kati, LOQ degeri igin standart sapmanm on katt alindi. Her bir degerin alt sinir

konsantrasyona egit veya alt siir konsantrasyondan kiigitk olduguna dair degerler elde edildi.



BOLUM 2

GENEL BILGI

2.1 Giris

Uluslararas: Gida Kodeks Komisyonu renklendiricileri “gidanin rengini diizenleyen veya renk
vermek amaciyla katilan madde” olarak tanimlamaktadir. Renk verme 6zelligine sahip pek
¢cok madde kimyasal yapilarindaki farkliliklar nedeniyle farkli fiziksel, kimyasal ve
fizikokimyasal 6zelliklere sahiptirler ve bu &zellikler onlarin hangi tip iiriinlerde ve hangi

amagcla ne sekilde kullanilacaklarini belirlemektedir[1].

Giinlimiizde uygulanan isleme tekniklerinin, gidalarin ve ilaglarm gériiniis Ozellikleri
lizerinde meydana getirdikleri olumsuz etkiler, bunlarin teknolojik nedenlerle renklendirilmesi

gereksinimini ortaya ¢ikarmistir[1].

Yapay renklendiricilerin, dogal renklendiricilere gore renk tonlarinin ve renk siddetlerinin
kuvvetli olmasi, fakli pH seviyelerinde stabilitelerinin yiiksek olmasi, uygulama kolayligi ve
ucuzlugu gibi ozelliklerinden dolay1 gidalarda kullanimlari  hizla  artmis  ve

dogal renklendiricilere ilgi azalmigtir[2].

2.2 Gida ve Farmasétiklerde Rengin Onemi

Renk, 1518in spektral dagilimindan meydana gelen gorsel bir &zelliktir. Dogal gidalarin
renkleri icerdikleri ¢ok ¢esitli kimyasal formlara sahip olan ve pigment olarak tanimlanan
maddelerden kaynaklanmaktadir. Meyveler ve sebzeler gibi dogal kaynakli birgok tiriin ¢esitli
renklere sahip olup, cekicilikleri renkleri ile ilgilidir. Renk gidalarin duyusal &zellikleri
yoniinden ele alindifinda, tiiketici tercihi agisindan, gidanin ¢ekiciliginde Snemli bir rol
oynamaktadir. Bir gida ile ilgili ilk izlenim gérseldir ve gidanin tercih edilmesi onun renginin
kabul veya red edilmesine baglidir. Konu ile ilgili olarak yapilan pek ¢ok ¢alisma renk ile

lezzet arasinda pozitif yonde bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Duyusal agidan renk lezzet
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tizerinde bir beklenti yaratmaktadir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada, egitilmis panelistlere
sunulan beyaz renkli ¢ikolata aromali ve kahverengi vanilya aromali dondurmalarin lezzetleri
hemen hemen tiim panelistler tarafindan ters olarak algilanmig, beyaz renkli dondurmalar
vanilyal1, kahverengi dondurmalar ¢ikolatali olarak degerlendirilmistir[3].Giiniimiizde gelisen
gida ve ilag tiretim teknolojileri dikkate alindiginda gidalar; isleme, depolama ve satisa sunma
gibi cesitli asamalarda 1s1, 151k, pH, oksijen gibi fiziksel ve kimyasal kogullara baglt olarak
renk solmasi veya kaybina ugramaktadirlar. Ancak iireticiler igleme sirasinda ortaya ¢ikan
renk farklihiklarini ve kayiplarini kargilayarak orijinal rengi koruma, iiriiniin renk tekdiizeligini
saglama, cekiciligini arttirma, gelistirilmis bir formulasyona baglh olarak iiretilen renksiz veya
az renkli gidalara ve ilaglara renk kazandirma gibi amaglarla renklendirici katki maddelerini

firtinlerinde kullanma yoluna gitmektedirler[3].

2.3 Renklendiricilerin Smiflandirilmasi[4]

Cesitli sektorler dikkate alindiginda (gida, ilag, kozmetik, kimya, tekstil vb.) herbir sektoriin
gereksiniminin karstlanmasi acisindan birgok renk maddesinin kullanildigt goriilmektedir.
Ancak bu renk maddeleri kimyasal yapilari, elde edilis kaynaklari, kullanilis 6zellikleri gibi
birgok kimyasal ve fiziksel faktorler ile birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Gida ve ilag sanayi
agisindan da herbir gida ve farmas&tik riiniin yapisina bagli olarak gidalarin renklendirilmesi
amaciyla kullanilacak renk maddelerinin  &zellikleri de degigmektedir. Teknolojik
uygulamalarda bir renklendiricinin gida ve ilaglarda kullanimina izin verilmis olmasinin yani
sira, hangi iriin igcin daha uygun kullanim 6zelligi gostereceginin de belirlenmesi
gerekmektedir. Ayni {irlin igin farkli yapisal ozelliklere sahip renklendirici maddeler
kullanilabilmektedir. Renklendirici maddeler i¢in verilen genel bir smiflandirmada bu
maddeler elde edilis sekillerine gtre dogal ve yapay renklendiriciler olmak tizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Bununla birlikte bazi dogal kaynakli renklendiriciler yapay olarak da elde
edilebilmektedir. Bu durumda bu maddeler “doZala 6zdes renklendirici” olarak ifade

edilmektedirler. Renklendiriciler elde edilis sekillerine gére:
» Dogal renklendiriciler
- Yapay renklendiriciler

Olmak tizere iki temel grup altinda toplanabilmektedirler.



2.3.1 Dogal Renklendiriciler[4]

Dogal renklendirici maddeler mikrobiyal, bitkisel, hayvansal ve mineral kaynaklardan elde
edilen pigmentlerdir. Renk araliklari sinirlt olan bu renk maddeleri genel olarak zayif bir
stabilite ile zayif bir renklendirme giicline sahiptirler, 1s1 ve pH’tan etkilenirler. Dogal renk
maddelerinin bircok fiziksel ve kimyasal etkilere karst (1s1, 151k, pH) stabilitelerinin diisiik
olmasi ve gidalarda ve ilaglarda kullanimlarinda cesitli problemler yasanmasina karsin, son
yillarda yapilan aragtirmalarda saglik tizerinde olumlu etkileri nedeniyle bu maddelerin
kullanimlarinin artt1f1 gozlenmektedir. Gidalarda dogal olarak olusan ve bu kaynaklardan
elde edilen renk maddeleri farkli kimyasal yapilara sahip olmalar1 nedeniyle bir kismi suda
¢coziinlir nitelikte olup pek cogu ise suda ¢dzinmemektedir. Bu durum dogal renk
maddelerinin gida uygulamalarinda renk cesitliliginin sinirlanmasina neden olmaktadr.
Organik esasli dogal renklendiricilerin yan1 sira mineral kaynakli bazi renklendiricilerin de
bulunmasi nedeniyle, dogal renklendirici maddeler kimyasal yapilarina gére organik ve

inorganik olarak smiflandirilmaktadir.
2.3.1.1 Organik Dogal Renklendiriciler[4]

Annatto

Genellikle Giliney Amerika ve Afrika'da yetismekte olan Bixa orellana L. adli bitkinin
tohumlarindan elde edilir. Bitkinin tohumlart uzun yillardir aroma ve renklendirme amaciyla

kullanilmaktadir. Annatto yiiksek 1s1 ve 151k stabilitesine sahiptir.

Antosiyanin

Dogada 300’iin iizerinde antosiyanin gesidi vardir. Uziim, mor havug, tatl patates, kirmizi
turp, kirmiz1 lahana gibi bircok meyve ve sebzeye kirmizidan maviye kadar farkli renkler

veren bilesendir.

Bitkisel Karbon

Bitkilerin karbonize edilmesiyle elde edilmektedir. Kullanilan konsantrasyona bagli olarak

griden siyaha degisen renkler vermektedir. Mitkemmel 151k, 1s1 ve pH stabilitesi sunmaktadir.

Karamel

Karbonhidratlarin kontrollt 1s1 isleme tabi tutulmasiyla elde edilir ve dogal renklendirici
olarak kullanimt yaygindir.



Karmin

Dactylopius coccus costa adli bir parazitten elde edilen ve etken maddesi karminik asit olan

dogal bir renklendiricidir. Parlak kirmiz1 bir renge sahiptir.

Klorofiller

Cimen, 1sirganotu gibi cesitli bitkilerden ekstraksiyonla elde edilen yagda ¢6ziinen
pigmentlerdir. Mg igerigine bagli olarak zeytin yesilinden koyu yesile kadar degisen renk

tonlarinda bulunurlar.

Lutein

Meksika'da bolca bulunan kadife ¢icieginden (Zagetes erecta) elde edilmektedir. Sari renk
verir, meyva sular1 ve keklerde kullanilir. Iyi derecede 1s1, 151k ve pH dayaniklilis gésterir. Bu

pigment ayni1 zamanda antioksidan 6zelligine sahiptir.

Turmerik

Zencefll familyasindan Curcuma longa L. adli bitkiden elde edilen ve gogunlukla Turmerik
olarak bilinen bir renklendiricidir. Genellikle Hindistan'da yetistirilmektedir. Etken
renk maddesi Kurkumin'dir.

Pancar Kokii Kirmizisi

Pancar kirmizisi, pancar kokii suyunun konsantre ve pastdrize edilmesiyle elde edilir. Pancar
koki diinyanin bir ¢ok yerinde taze veya pismis olarak tiiketilmektedir. Pancar kirmizisi,

isleme ve uygulamaya bagli olarak parlak kirmizidan mavimsi kirmiziya giden bir renk verir.

Karoten

Palmiye agacinin (Yag palmiyesi-Elaeis guineensis) meyvalarindan ekstrakte edilerek elde
edilen dogal karoten, karotenoid karisimlarinin en zengin dogal kaynagidir. Meyva ekstrakti
alpha, beta ve gamma karotenlerinin bir karistmindan olugmaktadir. Pasifik bslgesinin yerel

mutfaginda uzun stiredir kullanilmaktadir.
2.3.1.2 Inorganik Dogal Renklendiriciler[4]

Altin

Gidaya metalik bir renk vermek maksadiyla kullanilan pahali bir renklendiricidir. Kendine

7



has rengi olan genellikle toz halinde bulunan bir maddedir.

Aliiminyum

Gidaya metalik bir renk vermek maksadiyla kullanilir. Giimisiimsti gri renkte ¢ok ince
6gtitilmiis aliiminyum taneciklerinden olusur. Aliiminyumun viicutta depolanmasi toksik etki

yarattiindan dolay1 bazi tilkelerde kullanilmasi yasaklanmigtir.

Giimiis

Altin ve aliiminyum gibi gida yiizeyine metalik bir gériiniim kazandirmak amaciyla kullanlir.
Genellikle toz halinde olan giimiig asir1 dozlarda 6nemli rahatsizliklara sebep oldugundan

dolayi bazi tilkelerde kullanilmasi yasaklanan bir renklendiricidir.

Titanyum Dioksit

Beyaz toz gdriintimiindedir. Is1 ve 1518a karsi dayaniklili: yiiksek olup, erime noktasi 185°C’
dir.

Demir Oksitler

Sari, kirmizi, kahverengi veya siyah renkte toz halinde bulunan bu maddelerdir. Yiiksek
dozlarda zehirlidir. Bu sebeple bazi iilkelerde kullanimi yasaklanmistir. Is1 ve 1s18a karsi

stabiliteleri yliksektir.

Kalsiyum Karbonat

Dogada yaygin olarak kire¢ tasi ve mermer yaygin seklinde bulunur. Yiiksek dozlarda
zehirlidir; safra, bobrek tasi, hemoroite sebep olabilir. Opak beyaz bir gériiniis verir, tatsiz ve
kokusuzdur. Suda ve alkolde pratik olarak ¢6ziiniir olmayip, seyreltik asetik asit, seyreltik

hidroflorik asit ve seyreltik nitrik asitte képiirerek ¢dziinmektedir.

2.3.2 Yapay Renklendiriciler[4]

Yapay renklendiriciler, kimyasal yapilar itibariyla dogada bulunmayan ancak kimyasal sentez
yoluyla tiretilebilen renk maddeleridir. Hemen hemen hepsinin sentezinde baslangi¢ materyali
olarak kémiir kullanilir. Dogal renklendiricilerle kargilagtirildiinda yapay renklendiricilerin;
renk verme gii¢leri, renk araliklari, stabiliteleri, kullanim kolayliklar1 ve fiyat uygunluklart
gibi faktorler acisindan iistinlik sagladiklari gézlenmektedir. Yapay renklendiricilerinin gida

ve ilag igleme kosullarina karsi stabilitelerinin yiiksek olmasma karsin, bu renklendiricilerin



stabiliteleri, renklendiricinin kullanildigr ortama, renklendiricinin konsantrasyonuna,
kullanilan ¢esitli gida katki maddelerinin konsantrasyonuna, sicaklik, siire gibi g¢esitli
faktorlere baglidir. Bu faktorler herbir renklendirici i¢in farklilik géstermektedir ve bu nedenle

kullanilacak renklendiricinin secimi 6nem kazanmaktadir.

Yapay renklendiriciler cok yiiksek oranlarda suda c¢oziinme 6zelligine sahiptirler. Pek ¢ogu
1siya, 1s18a, asitlere, alkalilere ve koruyucu maddelere karsi stabildirler ve bu nedenle raf
Oomiirleri de olduk¢a uzundur. Birgok farkli formda yapay renklendirici iiretilebilmesi

nedeniyle bu maddelerin renk tonu araliklari genistir ve renklendirme gii¢leri yiiksektir.

Yapay renklendiricilerin  siniflandirilmasinda  kimyasal &zellikleri agisindan ¢oziiniirlik

ozellikleri 6nem kazanmaktadir. Yapay renklendiriciler ¢oziintirliiklerine gore:
« Suda ¢6ziinenler
o Yagda ¢6ziinenler
« Lake renklendiriciler

olmak lizere {i¢ grupta toplanmaktadir.

2.3.2.1 Suda Coziinen Yapay Renklendiriciler[5]

Alura Red AC: Koyu kirmizi renkte toz veya graniil halde bulunmaktadir. Suda ¢6ziiniir

nitelikte olan bu madde, etanolde ¢6ziinmemektedir.
Amarant: Kirmizims: kahverengi/koyu kirmizimsi kahverengi toz veya graniil halde
bulunmaktadir. Suda ¢6ziiniir nitelikte olan bu madde, etanolde ¢ok az ¢dziinmektedir.

Azorubin: Kirmizi renkte toz veya graniil halde bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir nitelikte olan

bu madde, etanolde ¢ok az ¢6ziinmektedir.

Brilliant Black BN: Siyah renkte toz veya graniil halde bulunmaktadir. Suda ¢6ztiniir nitelikte

olan bu madde, etanolde ¢ok az ¢6ziinmektedir.

Brilliant Blue FCF: Mavi renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir

nitelikte olan bu madde, etanolde az ¢6ziinmektedir.

Brown HT: Kahverengi toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢6ziiniir nitelikte olan

bu madde, etanolde ¢dziinmemektedir.

Eritrosin: Kirmiz1 renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ve etanolde

¢cozlinmektedir.
Green S: Koyu yesil renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢6ziiniir nitelikte
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olan bu madde, etanolde az ¢dztinmektedir.

Indigotin: Mavi renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢6ziiniir nitelikte olan

bu madde, etanolde ¢ok az ¢6ziinmektedir.

Kinolin Sansi: Sari renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢éziiniir nitelikte

bulunan bu madde, etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir.

Litolrubin BK: Kirmiz1 renkte toz halde bulunmaktadir. Sicak suda (90°C) az ¢dziinmekte

soguk suda ve etanolde ¢oziinmemektedir.

Patent Blue V: Mavi renkte toz veya graniil halinde bulunmaktadir. Suda ¢6ziiniir nitelikte

olan bu madde, etanolde az ¢6ziinmektedir.

Ponso 4R:Kirmizimsi toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢6ziiniir nitelikte olan

bu madde, etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir.

Red 2G:Kirmizi renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir, Suda ¢6ziiniir nitelikte olan

bu madde etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir.

Sunset Yellow FCF: Turuncu-kirmizi renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda

¢Oziiniir nitelikteki bu madde etanolde ¢ok az ¢ziinmektedir.

Tartrazin: Acik turuncu renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda céziintr

nitelikte olan bu madde etanolde ¢ok az ¢dziinmektedir.

2.3.2.2 Yagda Coziinen Yapay Renklendiriciler[S]

Yagda veya organik ¢oziiciilerde ¢oziinen yapay renklendiriciler, suda
¢oziinen renklendiricilerde oldugu gibi tuz formu olusturabilen gruplar igermedikleri i¢in suda
¢oziinmezler. Bu grup renklendiricilerin toksik &zellikleri nedeniyle gida ve ilaglarin

renklendirilmesi amaci ile kullanimlarina izin verilmemektedir.

2.3.2.3 Lake Renklendiriciler[5]

Suda ¢6ztinen yapay renklendirici maddelerin genellikle altiminyum oksit {izerine aliiminyum
kloriir ilavesi ile aliiminyum tuzu olarak ¢oktiiriilmeleri yolu ile elde edilen suda ¢dziinmeyen
pigmentlerdir. Lake renklendiricilerin renk tonlar, dagilabilirlikleri, renklendirme gii¢leri,
partikiil biiytiklikleri gibi &zelliklere s6z konusu renklendiricilerin hazirlanma kosullarina
bagl olarak degisebilmektedir. Lake renklendiriciler stabiliteleri agisindan en iyi uygulama
ozelliklerini pH 3,5-9,5 arasinda gostermektedirler. Kuvvetli asidik veya bazik kosullarda
renklendirici- alliminyum bagmin yikima ugramasi nedeniyle bu kosullarda kullanimlan
uygun olmamaktadir.
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Lake renklendiriciler;

¢ Suyun bulunmasinin istenmedigi, yag esashi karigimlarm renklendirilmesinde (kek,

biskiivi, dolgu maddeleri, salata soslari, esnek gidalar)

o Sekerlemelerde; seker kristallerinin, donmus sekerlerin ve film kapli tathilarin

renklendirilmesinde,

e Sekerleme sanayiinde ve farmakolojik endiistride sikistirtlmis  tabletlerin

renklendirilmesinde

e Isiga bagh olarak renk solmasmin meydana geldigi veya 1s1 stabilitesinin

arttirilmasinin istendigi durumlarda

e Kuru gériiniimiin 6nemli oldugu toz icecekler, tatlilar, corbalar ve baharat karigimalari

gibi tirlinlerin renklendirilmesinde

o Plastik paketleme materyallerinin, miirekkep ve metal kaplar i¢in i¢ lakelerin

renklendirilmesinde kullanilmaktadir.
2.4 Sertifikal ve Sertifikasiz Renklendiriciler[6]

2.4.1 Sertifikah Renk Maddeleri[6]

Sertifikalr renk katkilarinin hepsi yapay kaynakli boyalardir. 1959 yilindan &nce bu grupta
yalnizca boyalar yer alirken, daha sonra boyalarin lake tiiriinde olanlar1 da bu gruba dahil
edilmistir. Ornegin FD ve C lake boyasi, yalnizca aliiminyum hidroksitten olusan ve boyayi
adsorblamig bicimde tutan bir bilesiktir. FD ve C boyalar suda ¢dziinen ancak organik
coziiclilerde erimeyen bir karaktere sahiptirler. Renk maddelerinin bir alt sinifini olusturan
boyalarin suda ¢oziiniirliikleri ¢ok yiiksek oldugundan gida endiistrisinde kullanimlar1 ¢ok
kolaydir ve sorun ¢ikarmamaktadir. Bu grup i¢inde yalnizca FD ve C Blue No. 2 (indigotine)
ayricalikli bir boyadir. Gida endiistrisinde kullanilan FD ve C boyalarinin ¢dziiniirliigi ile

ilgili degerler agagidaki ¢izelgede gdsterilmistir.

Gida endtstrisinde kullanilan renk maddeleri, oncelikle uygun ¢oziictisiinde ¢dztindiiriiliip
daha sonra iiretime alinmaktadir. Bu bilesikler genellikle degisik formlarda bulunurlar.
Ornegin toz, graniil, siv1, sulandiriimis, macunsu gibi. Bu nedenle kullanilacak renk katkisinin
bulundugu durum kullanilma hacim ve miktarini etkileyeceginden, kullanilmalarinda boyanin

formu, dikkat edilmesi gereken 6nemli bir noktadir.
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Cizelge 2.1 FD ve C boyalarinin gesitli ¢éziiciilerde gdsterdikleri ¢oziiniirlitk durumlari[6]

FD ve C |Coziiciide eriyen miktar (g)
Boyalar |Su (21.5 °C) |[Gliserin Propilen Alkol (% 95)
Glikol
Red 2 134.82 161.04 11.24 Hafif
Red 3 119.84 230.32 217.21 18.73
Red 4 71.15 39.32 11.24 Hafif
Yellow 5 (131.08 209.72 89.88 Hafif
Yellow 6 [172.27 108.61 18.73 1,1
Blue 1 187.25 280.88 396.97 14.18
Blue2 |11.24 3.75 Hafif Hafif
Green3 |172.27 108.61 108.61 3.75
Red 40 |209.72 29.96 14.98 Hafif
Violet 1 |187.25 205.98 138.57 0.94

Suda ¢6ziinen boyalarin igerdikleri saf madde miktarina gére boyama giigleri de belirli
olmaktadir. Ancak lake boyalar i¢in bu durum gegerli degildir. Ornegin, saf boya miktar %
45 olan sertifikali bir renk maddesinin iki {inite dozu ile % 90 saf boya iceren bir iinite
dozunun boyama giicleri esdegerdir. Buna karsm % 24 saf boya igeren bir lake boya, 2

tinitelik % 12 saf boya i¢eren sertifikali renk maddesinin boyama giiciine sahip degildir.

Sertifikali renk katkilar1 kullanildiklar1 gida ve ilaglarda stabil 6zellik gdstermekte, iiriine
konulduklar1 miktarlarda zamana bagh bir azalma goriilmemektedir. Bu konuda yapilan
arastirmalara gére 15 yil siire ile depolanan gida ve ilaglara konulan sertifikali renk
katkilarinda miktar azalmasi ve bir degisme saptanmamistir. FD ve C Blue No. 2 ve FD ve C
Red No. 3 gibi sertifikali renk katkilarinin disinda, higbiri 15182 duyarhi degildir. Omegin,
gazli icecekler ile digerlerinde kullanilan sertifikali boyalarin solmasi, C vitamini kaynagi ve
antioksidan olarak kullanilan askorbik asitten kaynaklanmaktadir. Bu olumsuz etkiyi ortadan

kaldirmak i¢in giiniimiizde EDTA (etilen diamin tetraasetik asil) ad1 verilen bilesik kullanilir.

FD ve C boyalar1 suda ¢oziinen, buna karsin organik ¢dziicliler ve yaglarda ¢6ziinmeyen bir
yaptya sahip olduklar i¢in, yag orijinli gida ve ilaglarin boyanmasinda genellikle FD ve C
lake yani pigment boyalar1 kullanilmaktadir. Lake boyalar pH 3,5-9,5 arasinda stabil bir
yaptya sahiptirler. Boyama sirasinda lake boyalar dispersiyon fazinda etkilerini

gostermektedirler.
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2.4.2 Sertifikasiz Boya Maddeleri

Bu grupta yer alan boya katkilarinin hepsi dogal boya maddeleridir. Bu maddeler, 1960
yilinda AB.D. Gida - llag ve Kozmetik Yasasi'nda yapilan degisiklik ile sertifikali boya
maddeleri listesinden ¢ikarilarak, oOncelikli ve stirekli kullaniima olasihigi olan maddeler

listesine aktarilmistir[6].

2.5 Avrupa Birliginde Gida Renklerinin Diizenlenmesi

Avrupa Parlamento ve Konsey Direktifi 94/36/EC gida maddelerinde renklerin kullanimi ve
Komisyon Direktifi 95/45/EC, Avrupa Birligindeki (AB) gida maddelerinde kullanilan
renklerin spesifik saflik kriterinin esas diizenlemeleridir. Bu diizenlemeler ¢esitli iiye iilkelerde
uygulanmaktadir ve esas provizyonlar izinli renkleri liste halinde belirleyerek spesifik saflik
kriterini tahmin eder. Dogal veya sentetik olsa da biitiin renk katkilarimm giivenligi, kesinlikle
test edilir ve periyodik olarak tekrar tayin edilir. AB diizeyinde, biitiin renk katkilar1 Bilimsel
Gida Komitesi (SCF) tarafindan degerlendirilir ve onaylanir. Bu komite AB tarafindan biitiin
Uye Ulkelerden atanan bir grup bilimsel uzmandir. Gida renk katkisinin degerlendirilmesinde
SCF, Kabul Edilebilir Gtinliikk Alim Miktar1 (ADI) tahsis eder. Bu deger, spesifik rengin hayat

boyu her giin emniyetle tiiketilmesi i¢in komite tarafindan hesaplanir[7].

2.5.1 "E” Numaralarmin Anlamlan

8000 in lizerinde gida katki maddesi bulunmaktadir. Bunlardan sadece 350-400 tanesi "E"
numarasina sahiptir. Bir gida katki maddesinin Avrupa Birligi iilkelerinde kullanimina
miisaade edildi ise ona bir "E" numaras: verilmistir. Numaranin basindaki "E", EU (Avrupa
Birligi) i simgelemektedir. Gida katki maddeleri gida etiketlerinde farkli sekiller de ifade
edilebilirler[7].

Cizelge 2.2 E numarasi kodlamasi[7].

E numarasi Adlandirma
E100-E180 Aras1 Boyalar
E200-E297 Arasi Koruyucular
E300-E385 Arasi Antioksidanlar

Jellestirici ve
E400-E466 Aras1

Koyulastiricilar

13



Gida renkleri sadece verilen E numarasi ile degerlendirilir ve bu Avrupa giivenlik onayini
gosterir. izinli gida renkleri icin AB deki gesitli dillere karsi kolay ve kullanish bir etiketleme
yontemidir. Gida renklerinin spesifik isimleri veya E numaralariyla gida bilesenleri etiketinde

bulunmasu, tiiketicilerin bilingli se¢im yapmalarini saglar.

2.5.2 Renklendiricilerin verdikleri renkler [7].

Cizelge 2.3 Renklendiricilerin verdikleri renkler

Boya ismi C.LHueName  EEC |Verdigirenk
“ iNO. |

iTartfaﬁ{z”{ﬁé" Food Yellow4 E19140 Era
;Sunset Yellow FCF Food Yellow 3 'é'15985 l“wm
Carmoisine ~ Food Red 3 14720

{P&i&EJ 4R FoodRed7? 16255

Amaranth  Food Red 9 11"671"875

%E?ﬁhr’osihe  FoodRed 14 'i4543*07 a

;Aimra Red 40 Food Red 17 j16035

bdl(v)c(')la;[e Brown ?Fobd Brov(zr[ 3 é2028‘5

HT | |

Indigo Carmine iFood Blue I 3015

Brilliant Blue FCF  Food Blue 2

Quinoline Yellow ~ Food Yellow 13 47005 |

(WS) |
Food Black PN Food Black 1 - 28440
“M V'iioéd Greeiril74“ A 44090 B

PatentBlue V. Food Blue 5 42051
%Fast RedE %F'a"siied"lé” 16045
Food Red 2G Food Red 2G 18050
éFéét Green FCF Food Green3 42053
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2.6 Teknolojik Degerlendirmeler

Boyalarmn piyasaya arzi da degisik bicimlerde olmaktadir. Bilindigi gibi gida {irtinlerinin
bilesimleri genis farkliliklar gdstermektedir. Bu denli degisik her tiir gida matriksinde basari
saglanabilmesi i¢in, boyalarin suda veya yagda ¢6ziinme 6zellikleri kazandirilmis emiilsifiye
sekillerinin yani sira, maltodekstrin gibi tasiyicilar {izerinde piiskiirterek kurutmayla elde
olunan pudra halinde veya graniiler preparatlar, stvi veya macun kivamlarinda hazirlanmig
sekilleri de gelistirilmistir. Bir diger 6zel iirlin de, boyalarin aliiminyum oksit bir substrat
fizerine yedirilmesi ile hazirlanan laklardir. Lak {iiretiminde, boyalarin sudaki ¢dzeltileri,
suda ¢oziilmez 6zellikte olan altiminyum oksit iizerine verilerek, boya aliimina lizerinde
coktiiriilmekte, boyanin suda coziintirlik 6zelligi bdylece oratadan kaldirilmaktadir. Laklar,

cok kiiciik partikiil ebatli mikropulverize pudra seklinde piyasaya verilmektedir[9].

Laklarla elde olunan boyama etkinligi, ilave sekli ve karigtirma gibi kosullardan daha ¢ok
etkilenmektedir. Fakat bu dezavantajina ragmen bazi durumlarda tercih edilmelerinin nedeni,
inert 6zellikleri sebebiyle ekstrem pH derecelerinde, diistik rutubetli {irlinlerde, ortamda metal
iyonlar: varlifinda ve son iiriinlin 1313a maruz kalmasinin ka¢inilmaz oldugu durumlarda daha
giivenilir sonuglar vermeleridir. Ayrica iki degisik rengin bir arada arzu edildigi durumlarda
(6rnegin iki renkli ¢izgili sekerler), iiriin rutubetlendiginde boyalarin migrasyonla birbirine

karigmasi riski, lak kullanildiginda ortadan kalkmaktadir[9].

2.7 Dogal Renklendiricilerin Uretim Metotlari[10].

Dogal renklendiriciler genellikle dogal maddelerden ekstraksiyon yoluyla elde edilmektedir.
Son yillarda verimi arttirmaya yonelik farkli metotlar da kullanilmaktadir. Uretim metotlarimi

2 grupta toplamak miimkiindiir. Basit bir sekilde iretim metotlari;

2.7.1 Ogiitme Yontemi

Bu yontemle elde edilecek olan dogal renk maddeleri i¢in dncelikle istenilen renk maddesine
gore hammaddeler belirlenir, hammadde karistirma, yikama, kurutma ve 6giitme islemlerine

maruz birakilarak elde edilmektedir.

2.7.2 Ekstraksiyon Yontemi

Bu yontemle §giitme yonteminde oldugu gibi elde edilecek olan dogal renk maddeleri i¢in
oncelikle istenilen renk maddesine gore hammaddeler belirlenir, hammadde karistirma,

yikama, kurutma, ekstraksiyon ve konsantrasyonun belirlenmesi islemlerine maruz birakilarak
elde edilmektedir.
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2.8 Renklendiricilerin Kullanim Alanlari[i1]

2.8.1 Alkolsiiz icecekler

Alkolsiiz igeceklerde kullanilan renklendiricilerin 11k stabilitelerinin iyi olmasi ve asidik
ortama, koruyucu maddelere ve lezzet verici maddelere karst da iyi bir stabilite gstermeleri
gerekmektedir. Askorbik asit, igeceklere vitamin aktivitesi ve antioksidan &zelliginden dolay:
katilmakla birlikte, kimyasal tepkimeler sonucu 6zellikle yapay renklendiricilerde, renkte
a¢tlmaya neden olabilmektedir. Bu nedenle askorbik asidin kullanildid1 durumlarda
dogal renklendiricilerin katilmas1 onerilmektedir. igeceklerde, askorbik asidin
renklendiriciler iizerindeki etkisini engellemek i¢in etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
kullanimi belirli bir diizeye kadar etkili olmakla birlikte bu etkinin tamamen giderilmesi
agisindan yeterli olmamaktadir. Karmoisin, amarant, allura Red AC, Sunset Yellow FCF ve
Tartrazin alkolsiiz igeceklerde sik¢a kullanilan yapay renklendiricilerdir. Ponceau 4R, Brown
HT, Brilliant Blue FCF, Green S, kinolin saris1 ve indigo karmin gibi diger renklendiricilerde
kullanilmaktadir, meyve aromali pek ¢ok icecekte de yapay renklendiriciler kullanilirken, kola

ve biralar karamel ile renklendirilmektedir.

2.8.2 Firin Uriinleri

Renklendiriciler; hamur triinlerinde, biskiivilerde, kek kremalarinda ve kaplamalarda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Hamurlarin yiitksek nem icerigi nedeniyle renklendirici
katilmasinda ¢ok fazla problem ortaya ¢ikmamaktadir. Ancak istenilen renk tonunun elde
edilmesi ¢ogu kez problem olabilmektedir. Bu durum 6zellikle koyu renkli ¢ikolata eldesi i¢in
gecerli olup yapay renklendiricilerin tek bagina katilimlari fazla miktarda renklendirici
kullanimima yol agmakta, bu nedenle de bu gibi iiriinlerde yapay renklendiricilerin
dogal renklendiricilerle kombinasyonu Onerilmektedir. Karamel, ¢avdar ekmeginin
renklendirilmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kekler, biskiiviler, gofretler ve
hububat riinlerinde oldugu gibi, renklendiricilerin pisirme sirasindaki yiiksek sicakliklara
(250°C), karbondioksite ve bazi durumlarda alkali kabartma tozlarina karsi renk
stabilitelerinin yliksek olmasi gerekmektedir. Bu 6zelliklere uygun olarak Ponceau 4R, Allura
Red AC, Sunset Yellow FCF, Tartrazin ve Brown HT firinlanmig {iriinlerde en sik kullanilan

yapay renklendiricilerdir.
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2.8.3 Siit Uriinleri

Siit bazli tirtinlerde kullanilan renklendiricilerin pastdrizasyon sicakliklarma ve 1g13a karsi
stabilitelerinin yiiksek olmasi gerekmektedir. Karmoisin, Ponceau 4R, Amarant, Allura Red
AC, Sunset Yellow FCF, Tartrazin, Eritrosin ve Indigo Karmin siit iiriinlerinde sik olarak
kullanilan  yapay renklendiricilerdir. Dondurmalarda renklendiriciler sivi formunda
pastorizasyondan hemen sonra katilmaktadirlar. Hemen hemen tiim dondurma gesitlerinde
yapay renklendiriciler kullanilmaktadir. Dondurmalarda dogalrenklendiricilerden Anattonun
kullanildiginda bildirilmektedir. Dondurma kiilahlar1 da ¢ogunlukla yapayrenklendiricilerle
renklendirilmekte ve genellikle Tartrazin ve Sunset Yellow FCF yi igeren renk karisimlari
kullanilmaktadir. Peynirlerde ise yapay renklendiriciler yeterince stabil olmadiklarindan
Anatto ve [-Karoten gibi dogal renklendiriciler tercih edilmektedir. Bazi peynir
kaplamalarinda, buz kremlerde, siit igeren bazi soslarda ve meyveli yogurtlarda

lake renklendiricilerin kullanimi 6nerilmektedir.

2.8.4 Sekerleme Uriinleri

Oldukca genis bir renk araligina sahip olan sekerleme iirlinlerinin renklendirilmesinde
kullanilanrenklendiricilerin sekerin kaynama sicakliklarina (150°C), lezzet verici maddelere,
seker ve glikoz gruplarindaki SO, konsantrasyonuna kargi stabil olmalari gerekmektedir.
Karmoisin, Ponso 4R, Amarant, Allura Red AC, Sunset Yellow FCF ve Tartrazin en ¢ok
kullanilan yapay renklendiricilerdir. Uretim sirasinda ulagilan yiiksek sicakliklar renkte solma
ve donuklagmaya neden oldugundan, renklendiricilerin miimkiin oldugunca islemin son
asamalarinda katilmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle renklendiricinin seker suruplarindaki
¢dzuniirligiinde yiiksek olmalidir. Katilan renklendirici maddenin orani istenilen renk tonuna
bagli olup asirt renklendirici kullanimi g¢ekici olmayan donuk renklere neden olmaktadir.
Cikletlerde, bonbon tipi sekerli tablet ve drajelerde yapay renklendiricilerin agizda renk

birakmalar1 nedeni ile bu tip trtinlerde lake renklendiricilerin kullanimi1 nerilmektedir.

2.8.5 Kuru Karisim Uriinleri

Kuru toz igecekler, tathilar, krema tozu, ¢orbalar ve soslarda yiiksek ¢oztiniirliige sahip, 1s13a
dayanikli renklendiricilerin kullanilmalari gerekmektedir. Bu tip gidalarda kullanilan
renklendirici madde orta dereceli 1s1sal islemlere karsida stabil olmalidir. Karmoisin, Ponso
4R, Amarant, Allura Red AC, Sunset Yellow FCF ve Tartrazin en sik kullanilan
yapay renklendiricilerdir. Bu tip uriinlerde maksimum rengi elde etmek i¢in renklendirici

maddenin iyi bir sekilde ¢dziindiiriilmesi gerekmektedir.

17



2.8.6 Et ve Balk Uriinleri

Bu tip iiriinlerde kullanilacak renklendiriciler elde edilecek iirliniin islem kosullarina uygun
olarak kullanilmalidur. Ornegin sosis eldesinde sosis hamuruna
katilacak renklendiriciler koruyucu olarak katilan Bisiilfit veya meta-Bisiilfit formundaki
kiikiirt dioksite kars1 stabil olmalidir. Karmoisin, Ponso 4R, Red 2G, Allura Red AC, Tartrazin
ve Eritrosin bu amagla kullanilabilecek en uygun renklendiricileridir. Et ve balik hamurlari ise
sterilizasyon sicakliklarina uygun stabiliteye sahip renklendiricilere ve parlak renklere
gereksinim duyarlar. Red 2G Sunset Yellow FCF, Brown HT, Green S ve Eritrosin bu amag

i¢in en uygun renklendiriciler olarak gosterilmektedir.

2.8.7 Konserve Meyve ve Sebzeler

Konserve edilerek iiretilen gidalarda kullanilacak renk maddelerinin yiiksek sterilizasyon veya
pisirme sicakliklarmi ve asidik ortam kosullarina karsi dayanikli olmasi gerekmektedir.
Konserve gidalardaki herhangi bir asidik bilesen metal kap iizerinde korozyon olusturarak
renk stabilizesini bozan kosullarin olusmasina neden olabilmektedir. Karmoisin, Ponso 4R,
Amarant, Allura Red AC, Sunset Yellow FCF, Red 2G ve indigo karmin konserve meyvelerde
en ¢ok kullanilan yapay renklendiricilerdir. Antosiyaninler, B-Karoten, Kosineal, Klorofil gibi

dogal renklendiricilerde konserve meyve sebze tirtinlerinde kullanilmaktadir.

2.8.8 Tabletler, Suruplar ve Kapsiillerde

Farmasdtiklerde gidalarda oldugu gibi gesitli teknoloji uygulamalarina bagli ortaya ¢ikan
olumsuz renk O&zelligi, tiiketiciler g6z Oniine alindiginda, olumsuz goriinlimii ortadan

kaldirmak iizere renklendirilmektedirler.

2.9 Besinlere ve Farmasotiklere Katilacak Katki Maddelerinin Miktarinin Belirlenmesi

Besinlere ve farmasétiklere katilacak katki maddesinin maksimum miktarinin belirlenmesi
icin katki maddesinin ADI (Acceptable Daily Intake); giinliik almabilecek miktarmin
bilinmesi gereklidir. Katki maddesinin ADI degeri toksikolojik testlerle saptanir. Deney
hayvanlarinda 6ldiiriicti dozda(lethal = LD50: deney hayvanlarinin %50 sinin 6liimiine neden
olan doz ) katki maddesi verilir.Daha sonra doz azaltilarak doz-cevap iligkisi aragtirilir. Her
dozda; katki maddesinin emilimi, metabolizmas1 ve atimi incelenir. Deney hayvanlarmin
hiicre, doku ve organlar1 incelenerek, karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve alerjik etkileri

aragtirihir. Bu calismalarda ¢esitli disiplinler gérev alir [12].
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Bunlar ;

Kimya : Katki maddesinin analizi
Biyokimya : Katk: maddesinin metabolizmasi
Hematoloji : Kan bulgular

Bakteriyoloji : Mutojenik testler

Veteriner patoloji : Klinik ve histolojik incelemeler, otopsi

Istatislik : Verilerin analizi ile ilgili alismalart yapar

Caligmalar sonunda katki maddesinin higbir etkisinin bulunmadig1 bir doz elde edilmezse
katki maddesinin besinlere ve farmasttiklere katilmasina izin verilmez. Sayet deney
hayvanina higbir zit etki géstermeyen bir doz elde edilirse, bu doz “’etkisiz doz” veya NOAEL
(No Observed Adverse Effect Level) olarak tanimlanir. NOAEL dozu ile deney hayvanlarinin
yasam siiresinin %85 ini kapsayacak siirede deneye devam edilir. Ancak bu doz deney
hayvanin viicut agirhgmin kilogrami bagina mg olarak saptanmis dozdur ve insandaki etkileri
bilinmemektedir. Deney insanlar tizerinde de etik nedenlerle yapilamayacagindan, giivenlik
faktori kullanilir. Giivenlik faktdrii  genellikle 100 diir. Yani deney hayvaninda higbir etki
gostermeyen dozun 1/100 il insan i¢in kabul edilir. ( ADI = NOAEL/100). Boylece giinlitk

alinabilecek miktar (ADI) insanin viizut agirligimin kiloagrami bagina mg olarak belirlenir[13].
Giinlik maksimum alim = ADI x Viicut agirligi  seklinde saptanr.

Besinlere ve farmasétiklere katilacak katki maddesinin maksimum miktarinin saptanmasinda
2. agama besinin iiretim teknolojisinin gerektirdigi miktarin ( Good Manufacturer Practice =
GMP = Uygun Uretim Teknolojisi) ADI cercevesinde belirlenmesidir. Eger GMP miktar: ile
ADI degeri asiliyorsa katki maddesinin kullanilmasma izin verilmez. ADI degeri GMP ile
asilmiyor ise, bilinmesi gereken 2 veri daha vardir. Bunlardan biri katk1 maddesinin ka¢ cesit
besine katilacag, ikincisi ise bu besinlerin tiiketim diizeyidir. Ozetlersek besine katilacak katk:

maddesinin maksimum miktarinin belirlenmesi igin:

a. ADI (mg/kg) degeri

b. Besinin tiretim teknolojisinin gerektirdigi miktar (GMP)

c. Katki maddesinin kag besine katilacagi

d. Besinlerin ortalama giinliik titketim miktarinin belirlenmesi gerekir.(13)
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Cizelge 2.4 Sentetik renklendiricilerin giinliik alinabilirlik miktan [14]

Sentetik

E Kodu Renklendirici Giinliik Miktart (mg/kg)
E100 Kurkumin 1
E101 Riboflavin 0.5
E102 Tartrazin 0.5
E104 Kinolin Saris1 10
E110 Sunset Yellow 2.5
El122 Karmosin 4
El124 Ponceau 4R 4
E129 Allura Red 7
E127 Eritrosin 5
E132 Indigotin 4
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2.10 Renklendiriciler ve Ozellikleri

Cizelge 2.5 Renklendiriciler ve Ozellikleri[14]

RENKLENDIRICILER

‘Kod No

[sim

A{jﬂdafﬁalar '

E100*

Kurkumin

Kurkuma (turmerik) bitkisinin kdklerinden
elde edilir, suni olarak da firetilir; peynir,

margarin ve firin tathilarinda kullanilir.

E101*

{Riboflavin, Riboflavin-

5'- phosphate

'B2 vitamini' ve renklendirici; dogal olarak
sebzelerde bulunur; yumurta, stit, karaciger
ve bobrekten de elde edilir; margarin ve

peynirde kullanilir.

E102%*

Tartrazin

Tiroid tiimdorii, kromozom hasari, kurdegen,
hiperaktivite ve aspirin duyarlilig: gibi
rahatsizliklara sebep olabilir; renkli icecek,
tatli, regel,unlu gidalar, ¢erez, konserve
balik ve hazir ¢orbalarda kullanilir; Norveg

ve Avusturya'da yasaklandi.

E104%*

Kinolin Saris:

Ruj, sa¢ bakim iirtinleri, kolonya iiretimi ve
eczacilikta kullanilir; deri rahatsizligina
neden olur;Avustralya, Amerika ve

Norveg'te yasaklandi.

E107*

Yellow 7G

Astimlilarda alerjik reaksiyon goriilebilir;
tipik trtinler hafif iceceklerdir; HACSG?
sakinilmasini 6neriyor; Avustralya ve

Amerika'da yasaklandi.

E110*

Sunset Yellow FCF,
Orange, Yellow S

Sentetiktir; Farmasdtiklerde, unlu gidalar,
pasta, tatli, cerez, dondurma, icecek ve

konserve balik, hazir ¢orba ve bazi surup

cinsi ilaglarin tiretiminde kullanilir; yan
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etkileri kurdegen, rinit (burun akmast),
burun tikanikligi, alerji, hiperaktivite,
bobrek tiimorii, kromozom hasari, karin
agrisi, bulantt ve kusma, hazimsizlik ve

istahsizliktir; Norveg'te yasaklandi.

E120%**

Karmin, Karminikasit

Kosinal

Boceklerden elde edilir; kozmetiklerde,
sampoanlarda, kirmiz1 elma sularinda,
sekerlemelerde ve diger gidalarda kullanilir;
hassas ve asmatik biinyelerde alerjik

reaksiyonlara sebeb olabilir.

E122*

Azorubin, Karmoisin

K&miir katrani tiirevi; astimlilar ve aspirin
alerjisi olanlarda kotii reaksiyonlar
yapabilir; tipik tirlinler sekerleme,
marzipan ve jolelerdir; 1sve¢, Amerika,

Avusturya ve Norveg'te yasaklandi.

E123*

Amarant

Ayni1 ismi tastyan bir ottan {iretilir; kek,
meyve tatli dolgular ve j6lelerde kullanilir;
astim, egzama ve hiperaktiviteye neden
olur; bazi hayvanlara yapilan testlerde
dogum kusurlart ve cenin 6liimleri
goriilmiistiir, kanserojen olabilir; Avusturya,
Amerika, Rusya, Norveg ve diger bazi

tilkelerde yasakland.

E124%*

{Ponso 4R, Kosinal red A

Ilaglarda, sentetik komiir katrani;
hayvanlarda kanserojen, astimlilar ve aspirin
alerjisi olanlarda kotii reaksiyonlar

yapabilir; Amerika ve Norveg'te yasaklandi.

E127*

Eritrosin

Ilaglarda, kiraz ve visne, konserve sebze,
mubhallebi, tatli, pasta,biskuvi ve ¢erezlerde
kullanilir; 15182 kars1 duyarhiliga ve troid

hormonu seviyesini arttirip hipertroidism'e
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neden olabilir; farelerde yapilan
caligmada troid kanserine neden oldugu
saptanmistir;Avustralya, Amerika ve

Norveg'te yasaklandi.

E128%*

Red 2G

Sentetik kémiir katfanl; kan hemoglobini ile
karigma ihtimali vardir; cocuklar tarafindan
kullanilmasi tavsiye edilmiyor; dondurma,
puding, meyvali veya aromali yoZurt, pismis
ya da pismemis et {irlinleri, sucuk, salam,
sosis Marmelat ve iceceklerde kullanilir.

Pek ¢ok iilkede yasaktir.

E129*

Allura red AC

Sentetiktir; tatlilar, igecek ve garnitiirlerde,
eczacilik ve kozmetik iiriinlerinde kullanilir;
astim ve aspirin hassasiyeti olan insanlar
i¢in risklidir; farelerde kanser olusturdugu
saptanmustir; ¢ocuklar tarafindan tiikketilmesi
tavsiye edilmiyor;Danimarka, Belgika,
Fransa, Almanya, 1svigre, 1sve¢, Avusturya

ve Norveg'te yasaklandi.

E131*

Patent blue V

Aierjik hassasiyete sahip insanlar
kaginmalidir; kurdesen, kasinti, tansiyon
diisiikliig, titreme ve solunum problemleri
olusturabilir; ¢ocuklarda kullanilmasi
tavsiye edilmez. Avustralya, Amerika ve

Norveg'te yasaklandi.

E132*

Indigotin, Indigokarmin

Sentetik komiir katrani tiirevi; yaygin olarak
tablet ve kapsiiltere eklenir; ayrica
dondurma, tath, firinlt mamuller, sekerleme
ve biskiivilerde kullanilir; bulanti, kusma,
yiiksek tansiyon, deri d6kiintiisii, solunum
sorunlari ve diger alerjik reaksiyonlara

neden olur. Norveg'te yasaklandi.
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E133*

Brilliant blue FCF

{Sentetik kdmiir katrani; mandira iiriinleri,

tatlilar ve iceceklerde kullanilir; cocuklarin
titketmesi tavsiye edilmiyor, Belgika,
Fransa, Almanya, 1svigre, 1sveg, Avusturya

ve Norveg'te yasaklandi.

E140%*

Klorofil

Dogal olarak tiim bitkilerde bulunur; mum
ve yaglarin boyanmasinda, eczacilik ve

kozmetik tirtinlerde kullanilir.

E141*

Klorofil
bakirkompleksi

Baz1 peynir gesitlerinde, ¢iklette,

dondurmada, sos ve ¢orbalarda kullanilir;

bilinen bir yan etkisi yoktur.

E142%

Green S

Sentetik kdmiir katrani tiirevi; konserve
bezelye, nane jole ve soslarda, paketlenmis
ekmek kirmtisi ve kek karigimlarinda
kullanilir; hiperaktiviteye, astima,
uykusuzluga sebep oldugu bilinmektedir;
cocuklar i¢in tavsiye edilmemektedir. 1sveg,

Amerika ve Norveg'te yasaklandi.

E150

Karamel

Sekerden yapilir; istiridye, soya, meyveler,
konserve soslar, ¢ikolata, sekerleme, biskiivi
ve tursularda kullanilir. Cocuklar i¢in

tavsiye edilmiyor.

E151

Brilliant Black BN,
Black PN

Komiir katrani; tathilar, balik ezmesi,
aromals siitlii icecekler, dondurma, hardal,
marmelatlar, soslar, kekler ve iceceklerde
kullanilir;Danimarka, Belgika, Fransa,
Almanya, 1svigre, 1sveg, Avusturya,
Avustralya, Amerika ve Norveg'te
yasaklandi.

E153*

Bitkisel Karbon

Mangal komiirii, kemik, et, kan, kat1 ve sivi

yaglardan elde edilir; regel, j6le ve meyan
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kokiinde kullanilir; kanserojen olma riskinin
yaninda hayvan kékenli olanlari haram riski
tasir. Cocuklar i¢in tavsiye edilmez.

Amerika'da yasaklandi.

E154*

Brown FK

{Sentetik 6 bboya méddesinin karigimindan

olusur; kurutulmus balik, tiitsiilenmis balik,
pisirilmis jambon ve cipslerde kullanilir;
cocuklar i¢in Snerilmez; Amerika'da ve pek

¢ok tilkede yasaklandi.

E155%

Brown HT (Chocolate)

IK6miir katrani; ¢ikolatali kekte kullanilir;

astimlilar ve aspirin alerjisi olanlarda ké&tii
reaksiyonlar yapabilir; deri duyarliligina
neden oldugu bilinir; Danimarka, Belgika,

Fransa, Almanya, 1svigre, 1sveg, Avusturya,

|Amerika ve Norveg'te yasaklandi.

E160(a)*

Karoten, alfa-, beta-,

gamma-

Insan viicudu onu karacigerde 'A
Vitamin'ine doniistiiriir; havucta,
turunggillerde ve sebzelerde bulunur;
tereyag, margarin, kek, siitlii icecekler ve
meyve sularinda kullanilir; bazi ireticilerin
stabilizator olarak jelatin kullandiklari

bilinmektedir.

E160(b)*

Annatto (Arnatto,
Annato), bixin,

norbixin

'‘Bixaorellana' agacindan elde edilir; peynir,
tereyagi, margarin, unlu gidalar, ¢erez, ¢corba
ve igeceklerde kullanilmaktadir; ayrica
eczacilikta (balgam sokiicii olarak) ve tekstil
sektoriinde kullanilir;jelatinle karisik
bulunabilir; kurdesene neden oldugu

bilinir, HACSG? sakinilmasini 6neriyor.

E160(c)*

Paprika ekstrakt,
Kapsanthin,

Kirmizi biber ¢ekirdek ve tohumlarindan

elde edilir; kiimes hayvani gidalari, dilinmis
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Kapsorubin

peynirlerde kullanilir; jelatinle karisik

bulunabilir; baz iilkelerde yasaklandi.

E160(d)*

Likopen

Domates ve pembe greyfurttan iiretilir;
kanser riskini azaltabilir; jelatinle karigik

bulunabilir.

E160(e)*

Beta-apo-8'Karotenal
(C 30)

Sentetik; dilimlenmis peynirde kullanilir;

bilinen yan etkisi yok; jelatinle karisik

|bulunabilir.

E160()*

Etil ester of beta-apo-
8'-karotenik asid (C 30)

Bilinen yan etkisi yok; alkolle muamelé

edilmis olabilir.

E161*

Lutein, Kantaksantin

Dogal olarak yesil yaprakta, kadife cicegi ve

yumurta sarisinda bulunur,

El62*

Betanin

Pancardan elde edilir; bilinen yan etkisi yok.

E163*

Antosiyaninler

Cigek ve bitki kaynaklhidir.

E170*

Kalsiyum karbonat

Hem renklendirici hem minerél tuz; kaya
minerali veya kemikten elde edilir; dis
macunu, beyaz boya, temizleme tozlari,
biskiivi, ekmek, kek, dondurma,
dondurulmus konserve sebze ve meyvede ve
ilaglarda kullanilir; yiiksek dozlarda
zehirlidir; safra, bobrek tasi, hemoroid,
kabizlik ve fistill kanamalarina sebep

olabilir.

E171

Titanyum dioksit

Dis macunu ve beyaz boyadé pek cok ilagta
bazi peynir ¢esitlerinde, krema ve soslarda
kullanilir; kan, beyin ve bezlerde, lenf
diigiimleri ve akcigerde yiiksek
konsantrasyon olusturabilir.

Almanyada yasaktir.
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E172

Demir oksit ve

hidroksit

Som balig: ve karides ezmesinde kek, pasta
ve tathlarda kullanilir; yitksek dozlarda

zehirlidir. Almanyada yasaklanmigtir.

E173

Aluminyum

Draje, sekerleme, keklerde, tabletlerde
dekorasyon maksads ile kullanilir; bazi

iilkelerde yasaklandi.

E174

Glimiis

Cikolatal sekerlemeler ve drajelerde

kullanilir; asirt dozlarda Gnemli
rahatsizliklara sebep olur; bazi tilkelerde

yasaklandi.

E175

Altin

Cikolatali sekerlemelerde drajelerde

kullanilir; bazi iilkelerde yasaklandi.

E180*

Litolrubin BK

Astim, rinit ve cilt hastaliklarina sebep

olabilir. Baz iilkelerde yasakland.

E181

Tannik asit

Alkoldé berraklastirma ajant; findik ve
oak agaci dallarindan elde edilir; dogal

olarak ¢ayda bulunur.

D Isaretsiz "siyah" E numaralari helal kabul edilen katkilar gosterir.

] "**" jsaretleri kesin hayvan (¢ogunlukla domuz) kokenli katkilar1 gsterir.

O "*" Bitkisel veya hayvansal kokenli olabilir. Alkolle muamele edilmis veya

edilmemis olabilir.Bu sebeple (siipheli) kabul edilen katkilarr gdsterir.

2.11 Calismada Kullanilan Renklendiriciler Hakkinda Genel Bilgi[15,16,17]

2.11.1 Ponceau 4R (E124)

Tiirk Standartlart Enstitiisii standart1 TS 9688 24.12.1991

Gida kirmizist 7, CI 16255, Kosinal kirmizi A
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Kaynagi: Sentetik azo boyasi.
Fonksiyon ve Ozellikleri: Kirmizi gida renklendiricisi.Suda cok ¢dziiniir.
Kabul edilebilir giinliik alim miktari: Viicut agirligs tizerinden 4 m glkg.

Yan etkileri: Azo boyasi oldugundan beri, insanlarda salisilatlar intolerans olusturmaktadir.
Buna ek olarak, histamini serbest birakir ve astim belirtilerini yogunlastirir. Benzoatlarla

kombinasyonlar halinde, ¢ocuklarda hiperaktiviteye dahi yol agabilir.

Molekiil Formiilii :

2.11.2 Kinolin Sarist (E104)

CI 47005, Gida saris1 13

Kaynag:: Sentetik olmayan azo boyas.

Fonksiyon ve Ozellikleri: Sari gida renklendiricisi. Suda ¢ok ¢dziinilr.
Kabul edilebilir giinliik alim miktart: Viicut agirli1 tizerinden 10 mg/kg.

Yan etkileri :
Histamin serbest birakicist olarak rol oynamasima ragmen, kullanilan konsantrasyonlarda yan

etkisi bilinmemektedir.

Molekiil Formiilii:




2.11.3 Sunset Yellow (E110)

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii standart: TS 6225 13.12.1988

Gida sarist 3, CI 15985

Kaynagi: Sentetik azo boyasi.

Fonksiyon ve Ozellikleri: Sart gida renklendiricisi. Suda ¢ok ¢oziiniir.
Kabul edilebilir giinlitk alim miktari: Viicut agirhigi tizerinden 2.5 mg/kg.

Yan etkileri :
Azo boyast oldugundan beri, insanlarda salisilatlar intolerans olusturmaktadir. Buna ek olarak,
histamini serbest birakir ve astim belirtilerini yogunlastirir. Benzoatlarla kombinasyonlar

halinde, coguklarda hiperaktiviteye dahi yol agabilir.

Molekiil Formiilii :

2.11.4 Eritrosin (E127)

Tiirk Standartlar: Enstitiisii standart1 TS 6226 13.12.1988

CI 45430

Kaynag: Sentetik iyodin igeren kirmizi boya.

Fonksiyon ve Ozellikleri: Kirmizi gida renklendiricisi. Suda ¢ok ¢ziiniir.
Kabul edilebilir giinliik alim miktari: Viicut agirhg tizerinden 0.1 mg/kg.

Yan etkileri :

Gidalarda kullanilan konsantrasyonlarinda bazi yan etkileri vardir. Birkag olayda
hiperaktiviteyi yiikselttigi rapor edilmistir, mutajenlerle baglantili olma olasilif1 vardir.
Eritrosin giines 151¢ina duyarlihg ile insanlarda 15132 duyarliligin yiikselmesine neden olur.
Eritrosinin yiiksek konsantrasyonlar1 iyot metabolizmasiyla zarar verir. Bununla beraber, bu

konsantrasyonlara gidanin direkt komposizyonlarinda ulagilamaz.
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Molekiil Formiilii :

MaOo

2.11.5 Indigotin (E132)
Tiirk Standartlar: Enstitiisii standartt TS 9687 24.12.1991
C173015

Kaynag: : Mavi renklendirici, dogal olarak Indigofera tinctoria ¢alisin yapisimda bulunur,

ticari olarak sentetik tiretilir.
Fonksiyon ve Ozellikleri: Mavi gida renklendiricisi. Suda ¢ok ¢Gziiniir.
Kabul edilebilir giinliik alim miktar1: Viicut agiligi tizerinden 5 mg/kg.

Yan etkileri :
Gidalarda kullanilan konsantrasyonlarinda nadiren yan etkileri goriiliir. Seyrek olarak alerjik
reaksiyonlar tanimlanmstir, bunlar renklendiricinin (viicut) proteinlere baglanmasi

yiiziindendir. Histaminin serbest birakilmasindan sorumludur.

Molekiil Formiilii :
Na* ] O H

S
o7
QO
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2.12 Renklendiricilerin Etkileri[18,19,20]

Yapilan aragtirmalar bazi renklendiricilerin ¢ocuklarda hiperaktiviteye yol agtiini
gbstermistir. Ayrica uzmanlar; gidalara kirmizi rengini veren “Karmen kirmizisi”nin alerjiye
neden oldugunu, hatta devaml tiiketilmesi halinde liime gdtiiren sok yaratabildigine dikkat
cekiyor. Uzmanlar renk verici maddelerin insanlardaki kanser riskini %30 arttirdig1 konusunda
uyartyor. Aynt zamanda ¢ogu renklendiricilerin alerjiye yol agtig1 goriilmiistiir. Ingiltere’deki
Southampton Universitesi tarafindan yapilan bir aragtirma ise, renklendirici denilen boya katki
maddelerinin hiperaktif gocuklart olumsuz etkileyebileceZini gOstermigtir. Caliyma sonunda;
8-9 yas arasi gocuklarin boya katkilarindan olumsuz etkilendigi tespit edildi. 3 yas grubu
¢ocuklarmin ise bunlarin kana sadece bir kez karismasiyla bile olumsuzluk yasadiklar
belirlendi. Bazi katki maddeleri (renklendiriciler gibi) asagidaki bulgulardan birinin veya daha
fazlasinin olugsmasini tetikleyebilir:

* Dikkat Siirdiiriim Bozuklugu / Hiperaktivite Sendromu

* Alerji

* Astim

* Otizm, yaygm gelisimsel bozukluk, eniiresis (altina idrar kagirma)

* Davranig bozukluklar

* Depresyon, duygu durum degisiklikleri

* Kulak agrilar, kronik orta kulak iltthabi

* GOz problemleri

* G6PD Enzim eksikligi, mide-barsak problemleri, mide agrisi
* Bag agrist, migren

* Nazal polip
* Cilt problemleri, egzema, lrtiker
* Uyku problemleri

* Tikler, Tourette sendromu

2.13 Sentetik Renklendiricilerin Analiz Yontemleri

Gida ve farmasatiklerde sentetik renklendiricilerin tanimlanmast i¢in dzellikle su sebeplerden

dolay1 iyi ve tanimlanms kesin ve dogru metotlara ihtiyag vardir:
* Gida ve farmasotiklerde sentetik renklendiricilerin var olup olmadigin1 belirlemek i¢in,
* Var olan renklendiricilerin miktarim belirlemek igin,

* Gida ve ilaclarda beyan edilmeyen boyalarin yoklugunun dogrulanmasi igin,
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* Proses ve depolama sirasinda boyalarin stabilitesinin kontrold igin.

Ayrica  sentetik renklendiricilerin  kullanimlarinin - mevzuatlarla  yasallagtilmasi, bu
maddelerin tayinleriyle ilgili yontemlerin geligtirilmesi geregini ortaya ¢ikarmustir. Suda
¢Oziinen sentetik organik boyalarin analizlerinde yiin boyama ySntemi, kagit kromatografisi
(PC), ince tabaka kromatografisi (TLC), kolon kromatografisi (CC), gaz kromatografisi (GC),
yitksek basingli  sivi  kromotografisi (HPLC) ,  spektrofotometrik tekniklerden
yararlanilmaktadir[18,19,20].

2.13.1 Kalitatif Analiz Yoéntemleri

Karigimlardaki boyalarin tek tanimlanmasi Kalitatif TLC, HPLC veya HPLC parmak izi ile
yapilir.

Sirasiyla analiz protokolii 3 asamadan olusur:

- Su veya bagka uygun ¢dziiciiden boyanin ekstraksiyonu,
- Aritma veya renklendirici konsantrasyonu,

- Hedef molekiiliin tespiti ile ¢iftlerin ayrilmas.

Ornegin, 5 farkh sentetik boya (tartrazin, sunset yellow, ponceau 4R, amaranth ve brillant

blue FCF ) igecek ve sekerlerden pH 4’te poliamid adsorpsiyonu ile ayriimigtir[21].

2.13.1.1 Yiin Boyama Teknigi[21]

Bu yontem, asidik boyalarin sulu asetik asit cdzeltisinde, bazik boyalarin amonyak

¢ozeltisinde yag1 almmis beyaz renkli yiinii boyamast ilkesine dayanmaktadir.

Yiin Ipliklerinin Hazirlanmasi : Ham yiin ipliklerinin yag: sokselet cihazinda petrol eter ile
birkac kez ekstre edilerek almur. Kuruduktan sonra %5°lik NHj soltisyonu ilave edilerek 80
°C’deki su banyosunda 1 saat tutulur. En son agamada saf su ile bolca yikanarak kurumaya

brrakilir. Temiz ve kuru yiinler cam kap igerisinde muhafaza edilir.

Yiin Boyamanin Yapilmasi : Renklendirici igeren gida veya farmasotik numunesi bir beherde
distile su ile ¢oziliir. Birkag damla asetik asit ¢dzeltisi ile ortam asitlendirilerek yukaridaki
sekilde yagr alinmig yiin ipliklerden bir miktar konur. Beher 60 °C’deki su banyosuna
konarak ortamdaki renklendiricilerin yiin iplikleri tarafindan absorblanmasi i¢in yarim saat
kadar tutulur. Daha sonra yiin iplikleri beherden alinarak distile su ile yikanir. Renklendiriciler
yiin tarafindan tutulmus, su ile yikama sonucu akmiyor ise sentetik boya, akarak yiinii
terk ediyor ise dogal renklendirici oldugu anlagilir. Boyali yiin iplikleri bir behere konur.
Uzerine 10 ml. % 5°lik NH; cozeltisi ilave edilerek su banyosunda 30 dakika 1sitilir.
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Sentetik renklendiriciler amonyakli ortamda yiin ipliklerden ayrilirlar. Renklendiriciler

kuruluga kadar su banyosunda tutulur.

2.13.1.2 ince Tabaka Kromotografi Teknigi ve Uygulanmasi

Ince tabaka kromotografisi karisimdaki bilesenlerin sayismin belirlenmesi, belirli maddelerin
karisimda olup olmadiginin belirlenmesi, reaksiyonun yiiriiyiigiiniin kontrol edilmesi gibi pek
¢ok amagla yapilmaktadir. ITK’da en yaygin kullantlan adsorbanlar silikaje!, aliimina ve
seliilozdur. ITK’nin uygulanmasinda az miktardaki madde karisimi adsorban tabakanin bir
ucuna damlatilir, plaka kapali bir gelistirme tankina daldirilir, kapiler etksiyle yiiriitiicii
¢oziiciiniin tabakanin yukarisma kadar ilerlemesi beklenir, uygun bir sekilde goriiniir hale

getirilen spotlar degerlendirilir[22].

Renkli ¢6zelti ayirma hunisine alinarak tizerine Amberlit regine ¢ozeltisi eklenir. Ayirma
hunisine halka konularak ayrilmasi beklenir. Fazlar ayrilincaya kadar doygun amonyum siilfat
eklenerek alt tabaka atilir. Ayirma hunisinde kalan ¢ozeltiye su ilavesiyle fazlarin ayrilmasi
beklenir. Suyun pH’st asidikse yikama iglemi yapilir. Ayrilmis olan sulu faz alinir. Regine
tabakasindan boya, amonyak ¢6zeltisi ile ¢alkalanarak alinir. Kromotografi plagina numune ve
standart boya ¢ozeltileri uygulanir. Sonra plak alinarak kurutulur ve spotlarm ilerledigi mesafe

olgtiliir. Rf degerleri kiyaslanarak ekstrakte edilen boyalarin neler oldugu saptanir[22].
2.13.2 Kantitatif Tayin Yontemleri

2.13.2.1 Spektrofotometrik Yontemler

Buket Er ve arkadaglar: birinci derece tiirev spektrofotometresi yontemi kullanarak Ankara
piyasasindan saglanan regel, meyveli yogurt, elmalt seker gibi drneklerden olugan gida
maddelerinden ponso ve karmosin boyalarinin kantitatif tayinleri tizerine ¢aligma

gergeklestirmislerdir[23].

Erdal Ding ve arkadaslari sunset yellow, tartrazine ve allura red boyalarinin oran
spektrofotometrik yontem ile tayini tizerinde galistilar. Alkolsiiz toz igeceklerde bulunan 2-8
ppm sunset yellow, 4-18ppm tartrazine ve 2-8 ppm allura red boyalarinin kantitatif tayini 0,1
M HCIP’li ortamda yapilmislardir[24].

Abbas Afkhami ve arkadaslari tiglii karigimlarin analizi igin oran spektrofotometrik yéntem

kullanmislardir. Methodu gelistirerek sonuglart PLS method ile kiyaslamiglardir[25].

Mashru ve arkadaglari tiglti karigimlardaki tatlandiricilar i¢in tiirev spektrofotometrik

yontemde galismiglardir. Validasyon caligmalari ile LOD, LOQ, F ve T testi uygulanarak
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degerlendirmeler yapilmistir[26].

Rasha ve arkadaslar1 yeni spektrofotometrik yontem olan ikili oran ydntemini {iglii karisimlara
uygulamislardir. Dogruluk, kesinlik, giivenilirlik, LOD ve LOQ degerlendirmeleriyle de biitiin

validasyon ¢aligmalarini gergeklestirmislerdir[27].

Sriphong ve arkadaglart tiirev spektrofotometrik yontemi tabletlere uygulayarak kantitatif
tayin gergeklestirmiglerdir. Validasyon ¢aligmalart ile de dogruluk ve giivenilirlikler

saptanmigtir[28].

Pourrezza ve arkadaslari karmosin ve brillant blue boyar maddeleri igin spektrofotometrik

yontemler iizerinde ¢alismiglardir[29].

Oveisi ve arkadaglar1 karmosin ve ponso boyar maddeleri igin spektrofotometrik yontemler

lizerinde ¢aligmiglardir[30].

Eliane C. Vidotti ve arkadaglari spektrofotometrik yontemleri kullanarak Amarant, Brillant
Blue, Sunset Yellow ve Tartrazin boyalarint igeren numune iizerinde ¢alismalarini
gergeklestirmiglerdir. Birinci tlirev yOntemiyle elde ettikleri sonuglart HPLC sonuglariyla

karsilagtirarak yakin degerler elde ettiklerini bildirmislerdir[31].

Tateo ve arkadaslari farkli bir spektrofotometrik yontem olan Tandem Mass
Spektrofotometri’yi likit kromatografi ve electro sprey methodu ile birlikte kullanmistir.
Dimetil sar1 boyanin nitel ve nicel olarak g¢aligmasint gergeklestirerek %100-%105 arasinda
bir verim elde etmiglerdir. Nicel degerlerin tatmin edici sonuglar ortaya koydugunu

gormiislerdir[32].

Giizin Alpdogan ve Mahmure Ustiin Ozgiir yaptiklari ¢alismada ii¢lii boya karisiminin tayini
igin tiirev spektrofotometrik yontemi kullanmiglardir. Bu 3’lii boya karisimi toz igeceklerde
Karmosin, Tartrazin, ve Pancar Kirmizist (E110, E102 ve E162)dir. Onerilen yontem bu
boyalarin tayini igin uygulanmistir ve RP-HPLC ‘de referans yontem olarak uygulanmigdir.
Sonuglarin istatiksel degerlendirilmesi her 2 ydntem arasinda iyi uyum oldugunu
dogrulamistir. Fakat uygulanmasi kolay, hizli ve ucuz oldugu igin tiirev spektrofotometrik

yontem daha avantajlidir[33].

Yiiksel Ozdemir ve Ayse Arzu Akkan yaptiklari calismada karmosin ve patent blue V
boyalarin 1.tiirev spektrofotometrisiyle ikili karigimlarda tespit etmiglerdir. Bu yontem farkls
jelatin sekerlemelerine uygulanmigtir. 1. tiirev yontemi ornekteki bulanik zemini elimine
etmemistir. Bir C18 kartus i¢eren basit bir ayirma sisteminde back ground diizeltme prosediirii
igeren ornek hazirlama basamagi uygulandiktan sonra jelatin sekerlemelerinde boyalarin 1.

tiirev spektrofotometrisiyle tayini gergeklestirilmigdir. Farkli rneklerdeki karmosin ve patent
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blue V igin geri kazanim genellikle % 90’dan daha yiiksektir. Bu ydntem ayrica boyalarin

analizinin hizli, dogru ve ekonomik olmasini saglar[34].

J. Joseph Charles ve arkadaglari birinci tiirev spektrofotometrik metodu kullanarak farmasétik
suruplardaki iki bilesenin (Eritrosin, E127) ve (Sunset Yellow, E110) bir arada tayinini
gerceklestirmiglerdir[35].

Yongnian ve arkadaglar1 kemometrik amagla karismlardaki Amaranth, Ponceau 4R, Sunset
Yellow, Tartrazin ve Brillant Blue boyalarinin birlikte tayini i¢in basit ve hassas kinetik
spektrofotometrik yontemini kullanmiglardir. Her bir boya igin deteksiyon limiti 0,04-0,50
pg/ml arahigindadir. Gida maddelerindeki 5 boyanin birlikte tayini i¢in bu yéntem kullanilmis
ve sonuglar referans HPLC yontemiyle karsilastiriimigtir[36].

Giilderen Yentiir ve arkadaglart yaptiklart aragtirmada Ankara piyasasindan saglanan regel,
meyveli yogurt, meyve suyu, alkolsiiz igecek, elma seker drneklerinden olusan toplam 160
gida maddesinde bazi sentetik boyalarin saptanmasini amaglamigtir. Biitiin  8rneklerde
Tartrazin, Quinoline Yellow, Sunset Yellow FCF, Carmoisine, Ponceau 4R, Indigotin sentetik
boya maddeleri yiin boyama ve kagit kromotografisi yontemile kalitatif olarak saptanmustir.
Kantitatif tayin i¢in birinci derece tiirev spektrofotometresi yontemi kullanilarak yapilmigtir.11
adet alkolsiiz igecek 6rneginde Ponceau 4R ve Carmoisine boyalarinin ortalama degeri
49,2405% 0,0002 mg/l olarak bulunmustur. A ve B pastanelerine ait elmal1 sekerlerde Ponceau
4R’nin ortalama diizeyleri sirastyla 2265,3140% 36,0215 mg/kg ve 584,4700% 3,528 1mg/kg
olarak saptanmistir[37].

Altinigne ve arkadasart yaptiklari bir ¢aliymada, baz1 sekerlemeler ve toz igeceklere katilmig
olan Sunset Yellow FCF ve Tartrazin boyar maddelerin analizleri voltametrik ve
spektrofotometrik metodlarla yaparak karsilastirilmisdir. Sekerlermelerde ve sentetik toz
iceceklerde, boyar maddenin yalniz bir tanesi bulundugunda dogru, hassas ve giivenilir
sonuglar elde edilebilmistir. Uygulanan her iki metodun kolerasyon sayist r=0,995 ve tayin
sinirlart 0,9 mg/ml olarak saptanmugdir. Bu galisma, nitel ve nicel tayinlerin spektrofotometrik

metod yaninda voltametri metoduyla yapilabildiginide géstermistir[38].

A. Zalcain ve arkadaslar1 safrandaki yapay boyalarin (naftol sarisi, tartrazin. Kinolin sarisi,
sunset yellow, allura red, amaranth, azorubin, ponceau 4R ve red 2G) belirlenmesi i¢in tarama
methodu tanimlamislardir. Bu yontem poliamid SPE kolonunda matriks bilesenlerin
ayrilmasini ve sonra belirlenmesini igerir. Metanol ile yikanan kolondan sirasiyla aseton ve
metanol ile eliisyon edilen boyalar metanol: amonyak (95:5) ¢6ziicii karisimi ile analiz
edilmisdir ve tiirev spektroskopisi ile boyalar tespit edilmistir. Eritrosinin absorbansi pH’ a

bagli oldugundan bu kogullar altinda tespit edilememistir. Her bir boya i¢in en diisiik tespit
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miktarmin kimyasal yapiyla degisiklik gésterdigini belirtmislerdir[39].

Erdal Ding ve arkadaglari, Sunset Yellow, Tartrazin ve Allura Red igeren sentetik karigimlarin
ve toz igeceklerin analizini farkli kemometrik yontemler (PLS, PCR) ve tiirev
spektrofotometrik yOntemler ile herhangi bir kimyasal ayirma islemi uygulamadan
yapmuislardir. 325- 584 nm arasindaki spektral bélgede bulunan 7 noktadaki absorbans
degerlerinden faydalanarak kemometrik yontemlerden yararlanmiglardir. Sonuglar birbiriyle

karsilastirilarak degerlendirilmistir[40].

Khesorn Nantachit ve arkadaglari ambalajli 10 fizim suyu paketi 6rnegini analiz etmislerdir. 4
Ornekte izin verilmemis organik sentetik boya bulunmus ve 2 6rnekte izin verilen boya
bulunmustur fakat onlarin oranlarinda izin verilen degerlerin iistiinde oldugunu belirtmislerdir.
Diger 4 6rnekde ise organik sentetik boya bulunmamistir. Bu boyalar kagit kromotografisi ile
tanimlanmistir. 4 ¢oziicti kullaniarak ve boyalarin goriiniir bslge absorbsiyon pikleriyle izin
verilen standart boyalarin  piklerinin  karigtirtlmasiyla  yapilmistir.  Goriintir - bolge
spektrofotometrik yontemiyle boyalarin miktarlari belirlenmistir ve bir 6rnekte indigo karmin
88 ppm ve karmosin 320,9 ppm bulunmugstur. Bu ySnetem ortalama geri kazanimin % 111,7

bagil standart sapmanin 9,2 ve dedeksiyon limitinin 2ppm oldugunu géstermistir[41].

Mohammed Reza Oveisi ve arkadaglart Ponceau 4R, Ponceau 6R, scarlet GN igeren gida boya
karigimlarini - spektrofotometri yontemiyle kimyasal ayirma yapmadan bir arada tayin
etmislerdir. 3 bilesenli boya karisgimlarinin 60 tanesi degerlendirilmis ve spektrumlar yedi
deneysel noktanin kullanimiyla diizeltilmistir. Cozeltilerin 300-650 nm ‘de 1. ve 2. tiirev
absorpsiyon spektrumu kaydedilmistir. Tim deneylerden elde edilen veriler PLS methodu ile
analiz edilmis ve onerilen yontem 2 ticari gida iriiniindeki boyalarin analizi igin

uygulanmugtir[42].

TM. Coelho ve arkadaslart fotoakustik spektroskopisini (PAS) boyali gida &rneklerine
uygulamuslar ve 1. Tiirev spektrofotometrisiyle karsilagtirmiglardir. Brillant Blue (B), Sunset
Yellow (S) ve Tartrazin (T) boyalart genel gida boyalaridir. Spektrofotometrik tayin igin
adsorbe edilen boyalar dimetilformamid kullanilarak geri kazanilmigtir. PAS y6ntemi oldukg¢a
hassasiyet gosterir. Deteksiyon limitleri Sunset Yellow ve Tartrazin karigiminda sirasiyla
Sunset Yellow ve Tartrazin igin 0.028 pg/ml ve 0.086 pg/ml, B+T karisiminda B ve T igin
sirastyla 0,012 pg/ml ve 0,068 pg/ml’dir. Tiim boyalar i¢in kabul edilebilir rolatif hata
degerleri spektrofotometrik yontem igin yaklagik % 0.3-3.6; PAS yéntemi i¢in ise yaklasik
%0,1-2,9’dur. Ticari gidalardaki segilmis boyalarin tayini bazi avantajlariyla birlikte PAS
teknigi uygulanabilecegini belirtmislerdir. Bu avantajlar: analiz basamaklart sayisinin

azalmasi, minimal 6rnek miktart gerekmesi ve kimyasal Buket Er ve arkadaslar birinci derece
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tiirev spektrofotometresi yontemi kullanarak Ankara piyasasindan saglanan regel, meyveli
yogurt, elmali seker gibi Orneklerden olusan gida maddelerinden ponso ve karmosin

boyalarinin kantitatif tayinleri izerine ¢alisma gergeklestirmislerdir[43].

2.13.2.2. Kromotografik Yontemler

Martha Kurchaska ve Jan Grabka sentetik boyar maddelerin analizi i¢in kromatografik
yontemler tizerinde yapilan calismalari derlemislerdir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bilgi
verilen yontemler sunlardir; ince tabaka kromatografisi, yiiksek performansh ince tabaka
kromatografisi, kolon kromatografisi, yiiksek performansli sivi kromatografisi. Buna iyon ve

yiiksek performansli iyon kromatografisi de dahil edilerek ¢aligmalarint tamamladilar[44].

Nidal A. Zatar suda ¢&ziinen gida boyalarinin ( tartrazin E102, kinolin E104, sunset yellow
E110, karmosin E122, ponceau 4R E124, eritrosin E127, karmin E132, ve birilant blue FCF
E133) bir arada kantitatif analizi i¢in segici gradient iyon g¢ifti ters faz HPLC yéntemini
gelistirmigtir. Analiz Lichroser I00RP C18 kolonunda gergeklestirilmistir. Mobil faz akis hizi
1 ml/dk ve enjeksiyon hacmi 50 pl’dir. Mobil faz su: asetonitril (50:50) ¢bziicii karisimindan
olusur ve 0.35 (1-heksadesil) trimetilamonyum bromiir (CTAB) igerir ve mobil faz A pH 7
tamponu ve mobil faz B su: asetonitrildir. Bu yontem cesitli igecek ve gida drneklerindeki

boyalarin tespiti i¢in uygulanmistir[45].

Narumal Vachirapatama ve arkadaglari alkolsiiz igecek ve gida maddelerinde kullanilan 7
sentetik boyayr ( amaranth, poncau 4R, sudan red 1, tartrazin, sunset yellow FCF, fast gren
FCF ve birillant blue FCF) HPLC yontemi ile arastirmuslardir. Mobil faz olarak farkli pH’
larda asetat tamponu i¢inde metanol: su ¢oziicii karigimini kullanmiglardir ve her bir boya igin
maksimum dalga boyunda 6lgtilm almmigtir. Alitkonma zamani, pik alani ve pik yiiksekligine
iligkin standart sapmalar sirasiyla % 0,18-0,83; % 0,44-3,49; % 0,49-3,56 bulunmustur.
Dedeksiyon limiti bu boyalar igin sirasiyla 3.38, 2.89, 2.6, 1.92, 3.83, 1.23, 1.56pg/ml’dir. Bu
sonuglar Tayland® daki bazi yiyecek ve igecek Orneklerindeki boya konsantrasyonun

maksimum smir limitinin iizerinde oldugunu géstermistir[46].

Ksileva gidalardaki 10 sentetik boyanin ayrilmasi ve tayininde C18 kolon ve iyon gift reaktifi
olarak tetrabiitilamonyum dihidrojen fosfat kullanilan HPLC yéntemi 6nermistir. Bu
caligmanin amact 7 sentetik suda ¢dziinebilir boyanin bir arada tayini igin ters faz yiiksek
performans sivi kromotografi metodu gelistirmektir. Gida boyalarinin tamamen ayrilmasini
saglamak igin C18 kolonu ve mobil faz olarak katyonik yiizey aktif madde iyon ¢ifti olusturan
N-Ctyel-N, N-trimetilamonyum bromiir kullanilir. Bu yontem alkolsiiz meyve aromali

konsantre igecekler, regeller, tatlilar ve sekerlemeler gibi gesitli gida tiriinlerindeki boyalarn
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kantitatif analizi i¢in uygulanmistir[47].

2.13.2.3. Diger Yontemler

Chen B. ve arkadaslari suda ve yagda ¢oziinebilir olan gidalardaki sentetik renklendiricilerin
tayini igin yilksek performans likit kromotografisi ve dedeksiyon-elektro sprey mass

spektrometriyi kullanmiglardir[48].

S.Chanlon ve arkadaglari diferansiyel plus polarografisini kullanarak, surup, soda ve tatlilara
kirmiz1 renk veren carmoisine (E122), ponceau 4R (E124) ve allura red (E129) boyalarini
tayin etmiglerdir. Absorbans degerleri lizerine pH etkisi ve pH 3 ve 11 arasi incelenmis ve
asidik veya bazik ortamin uygun olmadigi gézlemlenmistir. pH 9 fosfat tamponunda piklerin
lyice ayrilmadigr goriilmiistiir. Standart katma yontemi kullanilarak yontem valide edilmistir.
Geri kazanim %96-105 araligindadir ve bagil standart sapma 3 boya i¢in %1’e yakindir.
Polarografik 6lgtim limiti Carmoisine, Ponceau 4R ve Allura red igin sirasiyla 42, 43, 24
pug/L’dir.  Ticari alkolsiiz igecek ve tathlara uygulanan bu yéntemin sonuglart sivi
kromotografisi kullanilarak elde edilen degerlerle karsilastiriimig ve uyum iginde oldugu

ortaya g¢ikmistir[49].

Richard A. Frazier ve arkadaslari, gazli alkolsiiz igeceklerdeki boyalarin, koruyucularin ve
yapay tatlandirictlarin  eg  zamanli testi igin hizli kapiler elektroforez ySntemini
gelistirmiglerdir. Kapiler elektroforezin kapasitesi onu alkolsiiz igeceklerin ¢ok bilesenli

karigimlari igin ideal analiz teknigi yapmistir[50].

Nantachit ve arkadaglart kapali paketlerdeki meyve sularindaki sentetik renklendiricilerin

kimliginin belirlenmesi tizerine ¢alismalar yapmuslardir[51].

Otto DOKA ve arkadaglart UV-VIS fotoakustik (PA) spektroskopisinin efervesan multivitamin
tabletlerdeki Sunset Yellow (E110)’un tayininin direk saptanmasi i¢in uygun oldugunu
gostermiglerdi. E 110 igeren toz haldeki tabletlerdeki olgiimler 480 nm’ de
gergeklestirilmistir. Bu dalga boyu sentetik boyalarin absorbans yaptig: dalga boyudur. Elde
edilen PA bilgileri difiizyon yansitma spektroskopisi ve geleneksel spektroskopi ile elde edilen
sonuglarla karsilagticilmigtir. PA tekniginin en 6nemli kolayligi hizli yanit ve drnekleme

kolayligidir. Hassasiyetle ilgili olarak 3 yontemin performanslari karsilagtirilabilir[52].

Mahgup N. Ve Dogan M. Lisans Tezlerinde gidalarda kullanilan renklendiriciler ve
tatlandiricilar {izerine galigmalarini gergeklestirerek, kullandiklart yontemlerin uygunlugunu

saptamiglardir[53].
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2.14 Kullanijan Yontemler

2.14.1 Spektrofotometri [54]

Spektroskopi; atom, molekiil veya iyonlarin, bir enetji diizeyinden digerine gegisleri sirasinda
absorblanan veya yayilan elektromanyetik simanin Slgiilmesini inceleyen bilim dali igin
kullantlan genel bir terimdirElektromanyetik 1sima boslukta biiyiik bir hizla ilerleyen ve
degisik formlar alabilen bir enerji tiirtidiir. Her atom, molekiil veya iyonlarin elektromanyetik
1sima ile kendine 6zgii bir iliskisi vardir. Bu iliski maddenin yapisina baglt olarak degisir.
Monokromatik (tek dalga boyundaki 1sin) ve Io siddetindeki bir 1sin demeti, kahinligi b cm
olan bir tiipte bulunan ¢zeltideki herhangi bir atom, molekiil veya iyonlar tarafindan

absorblandiginda 1sinmn siddeti azalir ve tiipii I siddetinde terk eder.

Ismn veya elektromanyetik dalga uzayda gok biiyiik hizla hareket eden bir enerji seklidir. Diger
enetji sekillerinde oldugu gibi bu enerjinin de ¢esitli sekilleri mevcuttur. Bunlardan en gok
bilinen enerji sekilleri 151k, 1s1, radyo dalgalart ve X- iginlaridir. Bu enetji sekillerinden goz ile

goriilebilen sadece 1siktir.
Bir 15181n sahip oldugu baglica 6zellikleri

1) Dalga karakteri
2) Tanecik karakteri
3) Absorblanmas1’dir.

Spektrofotometri’nin  temelini, maddeler ile 1siklarin etkilesme sonucunda, maddeler
tarafindan absorblanan 1s18in dalga boyu ve siddeti, maddelerin nitel ve nicel analizine imkan
tanimast olusturmaktadir. Monokromatik ve Iy siddetindeki bir 1g1k demeti, kalinligi b cm olan
bir tiipte bulunan bir ¢ozeltideki herhangi bir molekiil tarafindan absorblandiginda siddeti
azalir ve tiipii I siddetinde terk eder. Isik siddetindeki degisme numune kabinin ¢eperinde
yansimalar, absorpsiyon ve sagilmalar neden olur. Ayrica molekiillerin o dalga boyundaki
tsimay1 absorblamasi sonucu ortaya ¢ikan azalma Lambert-Beer kanunu ile verilir. Bu kanuna
gore, 6rnek kabina giren ve 6rnek kabini terk eden 151k siddetinin logaritmalarinin farkls, 1gikla

etkilesen molekiillerin konsantrasyonlart ve 1s18in numune iginde aldigi yol ile orantihdir.
Log(ly/T) = k.b.c = A (Lambert-Beer esitligi) 2.1)
Ip= Numune {izerine gdnderilen 1s181n siddeti

I =Numuneyi terk eden 15181n siddeti

¢ = ¢Ozelti konsantrasyonu ( mol/L veya g/L.)

b = 15181n numune i¢inde aldig1 yol (cm)
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A = absorbans

k = absorbsiyon katsayisi, verilen dalga boyunda belirli bir atom, iyon veya molekiil i¢in sabit

bir degerdir ve genellikle maksimum absorbsiyonun oldugu dalga boylari i¢in hesaplanir.

Bilinen degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin absorbanslari Lambert-Beer esitliginden
faydalanilarak ( ki bu genellikle maksimum absorpsiyonun oldugu dalga boylarindaki
absorbanslaridir) olgiilip, konsantrasyonlara kargilik grafige gecirilmesi sonucu g¢aligma
grafikleri ¢izilebilir. Bilinmeyen konsantrasyondaki maddenin, ayni sartlar altinda absorbansi

okunarak kalibrasyon denklemlerinden bilinmeyen madde konsantrasyonlart hesaplanabilir.

Lambert-Beer kanunun gegerli olabilmesi igin;

- Kullanilacak 15181n sadece monokromatik yani tek dalga boyunda olmasi, absorpsiyon
olaymin ve drnegin homojen olmasi, ayrica birden fazla bilesenin 15181 absorplamasi halinde
her bir bilegeninin, digerlerinin absorpsiyonunu etkilememesi gerekir.

- Analiz sirasinda incelenen 6rnekte disosyasyon, asosiyason, polimerlesme kompleks
olusumu gibi maddenin 6zelliklerini degistiren olaylar olmamalidir.

- Kirilma, yansima ve diflizyon gibi parazit olaylar meydana gelmemelidir.

Ayrica Lambert-Beer esitligi konsantrasyonu 0,01M den kiigiik olanlar igin gegerlidir.
Galistlan bilesigin konsantrasyonu < 0,01 M oldugu halde ortamdaki yabanci bilesik ve
ozellikle iyonlarin konsantrasyonu yiiksek oldugunda da bagintidan sapma goriiliir. Numune
tizerine gonderilen 15181n tek dalga boylu 151k olmamasi ve numune lizerine ayrica kagak 151k
gelmesi konumunda da gesitli sapmalar meydana gelir. Numuneye iki ayri dalga boyunda I
ve Iy siddetlerindeki 151k génderildiginde ve numunenin bu ginlari absorpladigi durumda

matematiksel olarak;
A=log{ (Is+ Ip) / (I41")}= log{(Io*+ Iy ) / (I 10bc + Iy 10bc>)} esitligi ile ifade edilebilir. (2.2)

Spektrofotometride  kantitatif ¢alisma  i¢in; etken maddenin  bilinen degisik
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanir ve spektrumlart alinir. Cézeltilerin absorbanslart (ki
bu genellikle maksimum absorpsiyonun oldugu dalga boylarindaki absorbanslardir) 6l¢iiliip,
konsantrasyonlarina karsilik grafige gegirilmesi sonucu ¢alisma grafikleri elde edilir.
Bilinmeyen konsantrasyondaki etken maddenin, ayni sartlar altinda absorbansi okunarak

kalibrasyon denklemlerinden bilinmeyen madde konsantrasyonlari hesaplanir[54].

2.14.1.1 Spektrofotometre [55]

Molekiil ve iyonlarin 1sigi  absorplamasmi incelemek igin kullanilan diizenege

spektrofotometre adi verilir. Baslica su kisimlardan meydana gelmistir:
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a) Isik Kavnagr: UV ve goriiniir bolgedeki c¢alismalarda genellikle siirekli 1sik kaynaklari
kullanilir. Ultraviyole bolge igin en sik kullanilan kaynak tiirii, hidrojen veya ddteryum
lambasidir. Xe, ark ve civa buhar lambalari ise hem UV, hem de goriiniir bélgede

kullanilabilen stirekli 1sin kaynaklaridir.

b) Monokromatiér (Dalga boyu seciciler): Polikromatik isindan tek dalgaboyunda, yani
monokromatik 1sin elde edilmesini saglayan diizeneklerdir. Genel olarak monokromator olarak

prizmalar veya optik ag adin1 alan pargalar kullanilir.

¢) Numune veya Coziicii kismi: Numune kabi veya hiicreleri, ¢alisilan spektrum bélgesinde
1sin1 gegiren maddelerden yapilmaktadir. Boylece eger ultraviyole bdlgesinde yani 200.0-
400.0 nm arasinda ¢alisiliyorsa, kuartz veya erimis silis kiivetler; gériiniir bolge yani 400.00-
800.00 nm arasinda c¢alisiliyorsa, cam ve kuartz kiivetler numune tutucu olarak

kullanilmaktadir.

d) Dedektorler: Isik kaynagindan gelen 1g181n siddetinin Slgtilmesi amaciyla kullaniimaktadir.
Yaygin olarak kullanilan dedektorler: Fototiipler, Fotogogaltict tiipler, Silisyumlu fotodiodlar,
Fotovoltaik hiicreler, Fotoiletken hiicreler, Yiik aktarim diizenekleri. Biitiin bu dedektorlerin
1s1na karsi duyarli, 1s1n siddeti ile dogru orantili bir sinyal tiretmest, {izerine diigen 15182 cevap

verme siiresinin kisa olmast ve kararli olma 6zelliklerine sahip olmasi gereklidir.

e) Kaydedici: Toplanan elektrik sinyallerini, kagit iizerine kaydeden diizenek.

2.14.2 Tiirev Spektrofotometrik Yontem ( Yontem 1)

Bir fonksiyonu gosteren egrinin herhangi bir noktasindaki tegetinin egimi matematiksel olarak
tiirev olarak tanimlanir. Yontemin ilkesi saf referans boyalarin, nétral ortamda hazirlanmisg
konsantrasyonu bilinen degisik ¢6zeltilerinin, maksimum absorbsiyon yaptigi dalga boyunda,
tampon ¢ozeltiye karst, notral ortamdaki gida ornegiyle karsilastirilmasi esasina dayanur.
Tirev  Spektroskopisi  prensibi  klasik absorbsiyon spektrumlarinin  yerine tiirev
spektrumlarmin kullaniimasidir. Temel amag¢ ayirim giiciinii arttirarak iyi ayirt edilemeyen

pikleri ayirt etmek ve degisik 6zelligi olan zemin spektrumunun etkisini diisirmektir.

Bandin genisligini diislirlip daha keskin bir hale dontistiirdiigiinden bantlarin daha iyi

ayrilmasina sebep olur ki bu da bantlarmn kalitatif ve kantitatif tayinini kolaylastirir.

Tiirev Spektroskopisi ile analiz edilecek olan maddelerin, belirli dalga boylari arasinda
dalga boylarmna karsi gelen absorbans degerlerinin birinci ve daha yiiksek tiirevleri
kaydedilerek grafige gecirili. Normal spektrumda ¢ok kiigiik olan pikler bile tiirev
spektrumunda biiylik pikler haline gelir. Bilindigi gibi bir fonksiyonun herhangi bir

noktasindaki tiirevi dA/dx’tir. Absorbsiyon spektrumlart s6z konusu oldugunda ise tiirev
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dA/d:h olacaktir. Spektrumun her bir noktasindaki tiirev degerleri hesaplanip dalga
boyunun fonksiyonu olarak grafik edildiginde birinci tiirev absorbsiyon spektrumu elde edilir.
Buna benzer gekilde 2., 3., ..., n. Tiirev spektrumlari sirasiyla d2A/d2x, d3A/d3X, ..., dnA/dnk
degerleri ile dalga boyu arasinda olugturula orijinal spektrumda absorbsiyonun maksimum
bulundugu dalga boyunda 2. tiirev spektrumda bir minimum, 4. tiirev spektrumunda bir
maksimum ortaya ¢tkmakta, 1. ve 3. derece tiirev spektrumlart ise bu dalga boyunda

sifirdan gegmektedir.

Tiirev derecesi arttik¢a piklerin keskinlesmesi ve daralmasiyla rezoliisyon artmaktadir.
Bundan spektrumlarin ince yapisinin aydinlatilmasinda yararlanilir ki bu durum saflik testleri
ve tanimlamada Onemlidir. Basit bir absorbsiyon bandinin 1 ..... 4. tiirevleri pikin birinci
derece tiirevi alindiginda yiikselen bélgeler pozitif, inen bdlgeler negatif pikler olusturmakta,
doniim noktalarinin bulundugu dalga boylarinda ekstremumlar olugmakta, orijinal pikteki
ekstremumlarin kargiligt olan dalga boylarinda ise tiirev egrisi sifirdan ge¢mektedir. 1.
tirev her dalga boyunda konsantrasyon ile orantilidir. dA/dMnin u¢ degerlere sahip
oldugu yerdeki Ol¢iimlerde hassasiyet en fazladir. 2. tiirev, tiirevin sificr oldugu
noktalarda konsantrasyon ile orantilidir. 2. tiirevin de u¢ degerlerinde hassasiyet daha

fazladir.(55)

2.14.2.1 Tiirev Spektrumunun Alinmasi :

Tiirev spektrumu degisik yontemlerle elde edilebilir. Cikis sinyalinin elektronik veya
niimerik  olarak  diferansiyelinin alinmast veya elektronik takometrelerle isleme tabi
tutulmasi, yayimda ¢ift dalga boyu sinyal taramast veya dalga boyu modiilasyonu yapabilen
ozel optik sistemi olan spektrofotometreler ile optik tiirev spektrumu elde edilir. Bu
tekniklerin her birinde avantaj ve dezavantaj vardir. Pratikte elektronik farklilastirma ile ift
dalga boyu taramasi ve 1. tiirev alinarak diger tiirevlerin elektronik hesabi en ¢ok kullanilan
tekniklerdir. Elektronik farklilagtirma ile tiirev alan cihazlarin daha ucuz olusu ve istenen

dereceden tiirevi aninda verebilmesi gibi iistiinltikleri vardir.

Her iki teknikte uygulamaya iki degisken katar; tiirev derecesi (n) ve spektrumun
uygulanacagi dalga boyu arahgi. Dalga boyu modiilasyonu, gazlarin tek 1gmli spektrumuna
uygundur ve 1gik kaynaginin diisitk frekans giiriiltiisiiniin  yaratti§1 sinyal/giiriiltii orani
acisindan iistiinliik saglar. Elektronik ydntem ise ozellikle ¢ift 1smh  UV-VIS

spektrofotometresinde, klinik, ¢evre ve ilag analizlerinde stvi 6rnekler i¢in uygundur.
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Sekil 2.1 Cesitli sekillerdeki Gauss Diyagramlarinin tiirev spektrumlari[55]

a. Gauss diyagrammin temel, 1, 2, 3, 4. tirevleri

b. Esit olmayan iki gauss diyagraminin temel spektrumu

c. Ust iiste ¢akigmis ve esit olmayan iki Gauss diyagraminin temel, 1, 2, 3, 4. tiirevleri
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2.14.2.2 Tiirev Spektrumuna Etki Eden Faktorler:

Tirev uygulamasinin teorik fonksiyon egrisi tizerinde degil, gercek bir optik elektronik
spektrum {izerinde yapilmasi nedeniyle gelecek olan pik kaymasi ve sekil bozulmalari goz
oniine alinmalidir. Optik ve elektronik giiriiltiilerin verdigi piklerin ger¢ek spektrum pikleri ile
benzer  ozelliklere sahip olusu spektrumun genelde detaylandirilmasma bagl olarak,
bitylimelerine ve yanlis degerlendirmelere yol agabilir. Gergek piklerin tiirev egrilerinin dalga
boyu ekseni dogrultusunda garpilmalarinin, sekil degistirmelerinin tiirev derecesi ile artacagi
gbz Oniine alinmalidir. Giiriiltii pikleri, spektrum ortalamalarinin alinip degerlendirilmesi ile
yok edilir. Sadece 1. tiirev egrisi dogrudan optik olarak elde edilebilir. Diger tiirevler ise bu
veya orijinal spektrumdan elektronik olarak elde edilebilir. Uygulamada bilinmesi gereken
temel iliski ayni1 cihaz programinda 2. tiirevin 1.sine gore daha detayli bilgi ve daha iyi
duyarlilik ile ayirm giicti sagladigi buna kargilik sinyal- tiirev derecesi artisi ile giiriiltii oran:

azalisa ve band kaymasi olusudur[56].

2.14.2.3 Tiirev Spektrumunun Degerlendirilmesi:

Birinci ve ikinci tiirev spektrumunda ordinat degisimleri normal spektrumdaki ordinat
degerinin biiyukliigt ile degil, egim degisimi ile iligkili olusu nedeniyle tiirev egrisinin
absisteki konumu ile doniim noktalarinm birbirine karsi durumlari karakteristik olur. Nicel
analizlerde yalnizca bitisik, pespese ekstrumum noktalari degerlendirilerek bu iki
noktanin mutlak deger olarak farki Slgiiliir. Birkag ekstrumum nokta varsa ordinat farkinm

en yiiksek oldugu bir bitisik ¢ift segilir[56].

Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesinde ii¢ yontem vardir[56]

o, G o S o ot SO A o — op—
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Sekil 2.2 Tiirev Spektrumlarinin Degerlendirilmesi
t: Egim yontemi
p : Pikten-pike 6l¢tim

z : Sifir-pik maksimumu y&ntemi

a. Pikten Pike Olgiim Yontemi: Yan yana olan maksimum ve minimum farki dlgiilerek,

ozellikle bulanik 6rneklerde saydam standardlara karsi nicel analiz kolay yapilir.

b. Teget Yontemi: Pespese gelen iki maksimum iizerinden gegirilen tegetin iz diisiimii
noktasinda, arada kalan minimuma uzakligi veya iki minimumdan gegen teZetin aradaki
maksimuma iz diisiim noktasindaki uzaklhigt slgiiliir. Ozellikle geri zemin absorbsiyonunun
belirlenemedigi bulanik  Orneklere  uygulanir. Uzaklik yine standardlarn  esde@er

piklerine ¢izilen tegete karst degerlendirilerek sonuca gidilir.

c. Pikten Sifira Olgiim Yontemi: Olgiimii yapilacak olan pikin maksimumu ile
sifir arasi veya minimumu ile sifir arasi uzakligi lgiiliir. Ozellikle apsise gore simetrik
sinyaller i¢eren yiiksek derece tiirevler igin {ist lste ¢akisan egrilerden biri sifirdan
gectiginde kullanilir. Bulanik orneklerde bulaniklik genellikle spektrumun kisa dalga boyu
tarafina dogru artar. 1. ve 2. tiirevde nicel analiz i¢in kullanilan yukaridaki yontemler bu

artisin etkisini ortadan kaldirir.

Tiirev spektofotometresi ile tek boya igeren numunelerdeki boyanin kantitatif tayininde bir
karigimda tiirev alma yoluyla bilesenlerden birine ait bir pik elde edilmesi durumunda, ayni
bilesene ait bir dizi standard ¢ozeltiden hareketle, elde edilen ayni tiirev dereceli
spekturumlarinda, aynmi pik degerlendirilerek ¢izilmis kalibrasyon dogrulari yardimiyla

karigimdaki s6z konusu bilesenin nicel analizi yapilmaktadir.

Tiirev spektrofotometresi ile ¢ift boya igeren numunelerdeki boyanin kantitatif tayininde
analizi yapilan numune iki boya maddesi iceriyor ve bu maddelerden birinin absorbsiyon

yaptig1 bolgede dteki yapmiyorsa, maddeleri ayirmaksizin yan yana tayin etmek miimkiindiir.

2.14.2.4 UV-VIS Tiirev Spektroskopisinin Uygulama Alanlari[56]
Amax 'In belirlenmesi:

Orijinal spektrumda, maksimum absorbsiyon dalga boyunda 1. tiirev e@risini sifirdan

geciyorsa, bu dalga boyu daha dogru bir sekilde saptanabilir.
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Rezoliisyondaki artis:

Tiirev spektrumlarinda, orijinal spektrumda zor goriilebilen ince yapi ortaya ¢ikar, yani
rezoliisyonda artis meydana gelir. Bunun igin ¢ift sayili tiirev spektrumlari daha avantajlidir.
¢iinkii orijinal spektrumda bulunan maksimum ve minimumlar, bu spektrumlarda yine ayni

dalga boylarinda birer ekstermum halinde ortaya ¢ikar.
Identifikasyon:

Ozellikle absorbsiyonu goriiniir bolgede olan renkli maddelerin absorbsiyon spektrumlari
genis bantlar halinde oldugu i¢in, bu spektrumlar maddenin taninmasinda dnemli degildir.
Buna kargin orijinal spektrumdaki yan ¢tkintinin tiirev spektrumlarinda, 6zellikle yiiksek
dereceli olanlarda ekstremum haline déniligmesi, piklerin sayisinin artmasi ve keskinlesmesi

ile spektrumun ince yapisi ortaya ¢ikan infrared spektrumlarma benzeyen spesifik durumiar
elde edilir.

Bulanik Cézeltiler Kantitatif Analiz:

Bulanik ¢6zeltiler ve iginde siispanse ya da emiilsifiye katt veya sivi maddeler olan ¢ozeltilerle
spektrofotometrik lgiimlerin yapilmasi zordur. Ozellikle UV alanda 151 sagilmasi sebebi ile
analitin spektrumu kuvvetli ya da zayif absorbsiyonu ile ¢akigir. Tiirev spektrumundaki uygun
pik-pik uzakliklar1 degerlendirilerek, bulanikligin spektrum iizerindeki bu olumsuz etkisi

giderilebilir.

Matriks etkisinin giderilmesi:

Tirev spektrumlart almmmast ile orijinal spektrumdaki keskin spektral &zellikler
kuvvetlenmekte ve keskinlegsmekte, buna karsin genis ve yaygin bantlar daha da

basiklagsmaktadir. Boylece analit piki ile g¢akisan degisken zemin absorbsiyonu etkisi

giderilebilir.
Saflik kontrolii:

Tiirev spektrumlarindaki spektral ayrintilar, maddelerin saflik testlerinde de avantajlidir. Eser
miktardaki safsizliklarin kiigiik absorbsiyon pikleri, tiirev spektrumlarinda daha kolay
saptanabilen pikler haline doniisiir. Bu spektrumlarin, saf maddenin ayni kosullarda

kaydedilen tiirev spektrumlari karsilastirtlmasi ile saflik kontrolii yapilabilir.
Eser madde analizi:

llag maddesi, besinler v.b. maddelerdeki eser miktardaki safsizliklarin saptanmasi ve
miktarinin tayin edilmesi de tiirev spektrofotometrisinin bir bagka uygulama alanidir. Buna

ornek olarak, etanolde eser miktarda bulunan benzenin tayini gosterilebilir.
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Karisimlarm simultane analizi:

Tiirev spektrofotometrisinin olduk¢a yaygin bir uygulama alani da absorbsiyon bantlar: ile
cakisan ve bir sebeple absorbsiyon spektrofotometrisi ile bir 6n ayirma yapilmaksizin tayin
edilemeyen karigimlarin simultane analizidir. Bu konuda yapilmis ¢alismalar, kombine ilag
preparatlarinda ve besinlerdeki katki maddelerinin analizinde yogunlagsmistir. Bu analizlerde

pik-sifir, pik-pik ve pik/pik orani dlgiimleri uygulanmistir.

2.14.2.5 Tiirev Spektroskopisinin Avantajlar: ve Dezavantajlar[57]

Avantajlar

a.Tlrev c¢aligmast orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi verir ve bunun omuz
noktalart ile doniim noktalarmin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Bdylece bir

bilesik daha kolay ve kesin olarak taninabilir

b. Cogunlukla orijinal spektrumda elde edilen egriler bir ¢ok pikin iist iiste gelmesi ile
meydana gelmistir. Tiirev alma ile bu absorbsiyon egrileri daha sekle girer ve boylece bir

arada bulunan piklerin tek tek gériilmesi saglanir.

c. Spektrofotometrede bulanik ¢ozeltiler ile ¢aligilirken ¢8kme hizi, tanecik bityiikliigii gibi
etkenlere bagli olarak biiyilk oranda hata yapilirken, tiirev egrilerinin hazirlanmasi ile
bulanikligin olusturdugu bu olumsuz etki ortadan kaldirilabilicr ve bulanik ortamlarda

da caligilabilir.

d. Birden fazla maddenin karisim halinde bulundugu ortamlarda ekstraksiyon ve

kromatografi gibi herhangi bir aymma islemine bagvurulmaksizin tek tek miktarlari tayin
edilebilir.

e. Reaksiyon ortamindan kaynaklanan giiriiltii piklerinin yok edilmesini saglar.
Dezavantajlan
a. Kullamimi ¢ok kolay olmasia kargilik pahali spektrofotometrelere ve olduk¢a karmasik

bir elektronik yapiya ihtiyag vardir.

b. Tiirev spektrumlarinda ¢ok sayida uydu pikleri goriiliir. Bu pikler, bir karisim ile galisilir
iken baska bilesenlerin de varligini gosterir. Tiirev derecesi arttik¢a bu cins piklerin sayist

da artacagi i¢in karigiklik daha da fazla olacaktir,

2.14.3 Fark Tiirev Spektrofotometrik Yontem (Yontem 2)[57]

Karisimlarda yer alan ¢esitli maddeleri kantitatif olarak analiz etmeyi ya da ¢evre kosullar1 nedeniyle

kiigiik degisimlere ragmen hassas bir 6lgiim saglar. Fark yontemi ile spektrofotometrik analizlerin
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dogrulugu ve segiciligi belirgin bir bigimde gelistirilmistir. Fark ydnteminin 6nemli dzelligi
esit kiitlelere sahip ¢6zeltilerin farkli formlarini elde etmektir. Diger absorban maddelerin

varligmda fark spektrumlarinin uygulama kriterleri sunlardir.
*Bir ya da daha fazla belirte¢ eklenmesi 6rnegin spektrumda tekrarlanabilirligini azaltir.

*Girisim yapan bilesenlerin absorbanslari belirte¢ eklenmesi ile degismez.

Ornegin spektral 6zelliklerinin degisimi asit, baz ve tampon ¢ézeltileri ile yapilir. Birgok
ornegin UV-VIS absorpsiyon spektrumlari iyonize olabilen fonksiyonel gruplar igermektedir.
Ornegin fenol, aromatik karboksilli asit ve aminler gibi. Fonksiyonel gruplarin iyonize
olmalar1 ¢6zeltinin pH’sma baglidir. Eger drneklerin asit ve baz degerleri konsantrasyonlart ile
orantili ise 2 A: aabc dir. Girisim yapan bilesenlerin etkisini azaltmak ve absorbansin
degismesini engellemek yani & A prosediiriiniin segiciligi pH degerlerinin dogru segimine
baglhdir. Analitin 2 A degerlerinin uygun olabilmesi i¢in 0,1IM HCl ve 0,IM NaOH
kullaniimasi gerekir. Béylece girisim yapabilecek bilesenlerin absorbans etkileri en aza

indirilmis olur.

2.14.4 Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontem (Yontem 3)[59]

[k kez 1987 yilinda Blanco ve arkadaslari tarafindan gelistirilen yontem Berzas Nevado ve
arkadaslar tarafindan modifiye edilerek kullanilmigtir. Y6ntemi agiklayabilmek i¢in M ve N
gibi iki etkin maddeden olusan bir ikili karisim numunesini ele alalim. Her iki etkin maddenin
de kullanilan dalga boyu araliginda karigimlarinin absorbansi, spektrumlarindaki her bir etkin
maddenin absorbans degerlerinin toplammna esittir (Toplanabilirlik kurali). Bu ifade

matematiksel olarak;
Amli =gMAM . CM + ¢NAi .CN seklinde ifade edilmistir.

Améi = Karigimin i dalga boyundaki absorpsiyonu
amei ve aiei= M ve N’ nin molar absorpsiyon katsayilari

Cmve Cn= M ve N'nin molar konsantrasyonlandir.

Yontemin analitik amagli uygulanmasi igin; N+M “den olugmus bir karigimda N tayin edilmek
isteniyorsa, analiz edilecek saf numunenin (N) degisik bilinen konsantrasyonlardaki ¢dzeltileri
hazirlanarak spektrofotometre yardimiyla spektrumlart alinir ve bilgisayar hafizasina kayit
edilir. Daha sonra CM° konsantrasyonunda saf olarak M'nin standart ¢6zeltisi hazirlanir ve
hazirlanan CM° konsantrasyonundaki ¢0zeltinin  absorpsiyon spektrumu gizdirilerek

bilgisayarin hafizasina kayit edilir.

Onceden kayit edilen N’nin spektrumlari tek tek CMo’ nin spektrumuna boliiniir(oran

spektrum). Ve bdylece oran spektrumu elde edilmis olur. Elde edilen oran spektrumlarinin
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tirev spektrumlar ¢izdirilerek belirlenen dalga boyunda oran tiirev absorbans degerleri
okunur. Okunan oran tiirev absorbans degerleri CN'e kars1 grafige gecirilerek galisma grafigi
hazirlanir. Sonra islem M + N karigtimina uygulanip daha once N igin hazirlanan g¢alisma
grafigi yardimiyla karisimda N'nin miktart tayin edilir. Karigimdaki M'nin miktarmin tayini
iginde bu defa CNo ‘da hazirlanan konsantarasyondaki N ¢0zeltisi boliicii  olarak
kullanilmaktadir. Diger islemler yukarida anlatildigi gibidir. Eger boliicii standardin
konsantrasyonu artirilip azaltilirsa, elde edilecek tiirev absorbans degeri de buna bagli olarak

artar ya da azalir. Fakat maksimum ve minimum dalga boylari degismez.

2.15 Ydntem Dogrulamasi (Validasyon) [59,60,61]

Analitik yontem dogrulamasi, yontemin amaglanan analitik uygulamanin tiim gereklerini

kargiladiginin, laboratuvar ¢aligmalari ile kanitlanmasi islemidir.
Dogrulamanin yapilmasi gereken durumlar:
* Taninma testleri
* Safsizliklarin miktar tayini
* Safsizliklarm limit testleri
* Bitmis iiriinde etken maddenin (ya da segilen bagka bir maddenin) kantitatif analizi

Analitik yontem parametreleri:

a)Ozgiinliik

b)Dogrusallik

c)Konsantrasyon araligi
d)Dogruluk

e)Kesinlik

* Guin iginde tekrarlanabilirlik
* Gilinler arasi tekrarlanabilirlik
* Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik
f)Deteksiyon limiti(LOD)
g)Kantitatif tayin limiti(LOQ)
h)Saglamlik(Robustness)
i)Sistem uygunluk testi
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2.15.1 Ozgiinliik
Validasyonun en 8nemli parametresidir, metod gelistirilirken ilk yapilmasi gereken testtir. Iki
sekilde gergeklestirilir:

a)Safsizliklar ve bozunma triinleri gibi girisim yapabilecek maddelerin standartlari mevcutsa
gelistirilen yontemde bu maddelerin etken maddeden uygun bir ayrilma giicii degerleriyle

ayrildigi ispat edilmelidir.

b)Girigim yapan maddelerin standartlart saglanmiyorsa, 6rnek; 1s1, 1sik, nem, asit, baz,

oksidasyon gibi stres sartlarina maruz birakilip sonuglar referans maddeyle karsilagtirilir.

2.15.2 Dogrusalhik

Bu test, standart stok ¢Ozeltisinin seyreltilmesiyle ve/veya ayri tartimlar alinarak
gergeklestirilir. Dedektdr cevabina kargilik konsantrasyon grafigi ¢izilir (kalibrasyon egrisi).
Egrinin dogrusallifi en kiigiik kareler yontemi ile degerlendirilir. Dogrunun egimi, kayim

degeri, korelasyon katsayist dogrusalligi belirler.

2.15.3 Konsantrasyon Arahgi

Yontemin dogruluk, kesinlik, dogrusallik testlerini gectigi konsantrasyon araligidir ve
dogrusallik ¢aligmalarindan metodun sinirlari belirlenir. Incelenen konsantrasyon aralig

yontemin kullanimina gére degisir.

2.15.4. Dogruluk

Bir yontemin dogrulugu, ol¢iilen miktarin gergek degere yakinlii olarak tamimlanir.

Genellikle geri kazanim galigmasi yapilmakla beraber, bu test ti¢ yontemle gergeklestirilir:

a)Standart ile karsilastirma: Analiz edilecek madde karigik bir matriks iginde degilse bu
yontemden yararlanilir. Saf standart madde saglayan kuruluslardan analiz maddesinin
standard1r satin aliur. Farklt tartimla hazilanmis en az 3 farkli konsantrasyondaki
cozeltilerden 3 defa dlgiim yapilir, ¢ikan sonuglar baska bir yontemle elde edilen sonuglarla

kiyaslanir ve rapor edilir.

b)Geri kazanim: Analiz edilecek madde karigik bir matriks ig¢inde ise bu yontemden
yararlanilir. Placebo hazirlanir ve etken maddesinin %50, 75, 100, 125, 150'sini igeren

konsantrasyonlarda ¢ozelti hazirlanir ve geri kazanim hesaplanir.

c)Standart katma yontemi: Analiz edilecek madde karisik bir matriks iginde ise ve matriks

hazirlamak imkansiz ya da ¢ok zorsa bu yontem tercih edilir.
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2.15.5 Kesinlik

Uge ayrilir:

a)Giin i¢i tekrarlanabilirlik: Metodun kisa bir zaman igerisinde ayn1 uygulama kosullarindaki
kesinligidir.%100 konsantrasyonda hazirlanan tek bir 6rnegin en az 10 defa enjeksiyonu
yapilir veya yontemin sinirlari igerisinde alman 3 konsantrasyondan 3'er enjeksiyon yapilir.Pik

alani veya pik yiiksekligi degerlerinin bagil standart sapmast hesaplanir.

b)Giinler arasi tekrarlanabilirlik: Yontemin farklt analizciyle, farkli cihazda, farkli giinlerde

uygulanmasidir.
c)Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik: Farkli laboratuvarda yontemin uygulanmasidir.

Pik alan1 veya pik yiiksekligi degerlerinin standart sapmasi ve bagil standart sapmasi

hesaplanir.

2.15.6 Deteksiyon limiti

Deteksiyon limitinin hesaplanmasinda ydntemin enstriimantal olup olmadigina gore birkag

yaklagim vardir.

a)Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan miktar tayini
yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlari hazirlanir ve giivenilir bir sekilde

lgiilebilecegi minimum konsantrasyon bulunur.

b)Sinyal/Giiriiltii oranina dayanan ydntem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan 6rnek ¢Ozeltisi

le elde dilen sinyalin baseline giiriiltiistine orani 3:1 olmalidir.

c)Kalibrasyon egrisinden yararalanilarak istatistiksel hesaplamalara dayanan yontem.

2.15.7 Kantitatif tayin limiti
Kantitatif tayin limitinin hesaplanmasinda yntemin enstriimantal olup olmadigina gore birkag
yaklagim vardir:

a)Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan miktar tayini
yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsatntrasyonlari hazirlanir ve dogru ve kesin olarak

tayin edilebildigi minimum konsantrasyon hesaplanir

b)Sinyal/Giiriiltii oranina dayanan ydntem: Diigiik konsantrasyonda hazirlanan 6rnek ¢dzeltisi

le elde dilen sinyalin baseline giiriiltiisiine oran1 10:1 olmalidir.

c)Kalibrasyon egrisinden yararalanilarak istatistiksel hesaplamalara dayanan yontem.
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BOLUM 3

DENEYSEL BOLUM

3.1 Maddeler ve Coziiciiler

Distillenmis su, 0,1N HCI, 0,IN NaOH, Metanol-Amonyak karigimi(%95:5,v/v), Ponceau
4R, Sunset Yellow, Kinolin Sarisi, Indigotin, Eritrosin. Kullanilan kimyasal maddeler
analitik safliktadir. Kullanilan renklendiriciler Intergum firmasindan temin edilmistir.
Kuifleks, Bemiks, Ecopirin ve Kuilil tablet ilaglar1 eczanelerden temin edilerek agagida adi

gecen renklendiricileri igermektedir.

Kuifleks Tablet ; Ponso 4R, Sunset Yellow ve Kinolin Sarist
Bemiks Tablet; Ponso 4R, Sunset Yellow ve Kinolin Sarist
Ecopirin Tablet; Eritrosin, Kinolin Sarisi ve Indigotin

Kuilil Tablet; Eritrosin, Kinolin Saris1 ve Indigotin

3.2 Geregler

Spektrofotometre ( Shimadzu UV-2450 UV — VIS Spectrophotometer) ve ( Shimadzu UV-
1800 UV — VIS Spectrophotometer), analitik terazi ( Gec Avery, 0,1 mg’ a kadar duyarly),
santrifiij cihazi(Hettich EBA 20), Ultrasonik Banyo, 10.10.45 mm kiivetler, siizge¢ kagidi,

manyetik karigtirici, santrifiij tipleri, cam malzemeler.

3.3 Cozeltiler

Ponceau 4R Stok Cozeltisi: Ponceau 4R’nin distile suda 100 pg/ml konsantrasyondaki

¢Ozeltisi hazirlands.

Sunset Yellow Stok Cozeltisi: Sunset Yellow un distile suda 100ug/ml konsantrasyondaki

¢ozeltisi hazirlands.

Kinolin Sars1 Stok Cozeltisi: Kinolin Sarisi’nin distile suda 100pg/ml konsantrasyondaki
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¢Ozeltisi hazirland1.

Eritrosin Stok Cozeltisi: Eritrosin’in distile suda 100pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisi

hazirlandi.

Indigotin Stok Cozeltisi: Indigotin’in distile suda 100pg/ml konsantrasyondaki ¢&zeltisi

hazirlandi.

Standart cozeltiler: Tiirev, fark ve oran tiirev spektrofotometrik ydntemlerine ait deney
kosullarinin saptanmast ve standart egrilerinin gizimi igin Eritrosin, Indigotin, Kinolin Sarisi,
Ponso 4R, Sunset Yellow stok ¢6zeltilerinin su, ve 0,IN HCI ve 0,IN NaOH ile
seyreltilmesiyle 2-10 pg/ml, 1-5 pg/ml, 3-15 pg/ml konsantrasyon araliklarinda ¢ozeltiler

hazirlandu.
3.4 Cahsma yontemi

3.4.1 Spektrumlarn ¢izilmesi

Tiirev spektrofotometrik ve oran tiirev yontemleri igin 3’lii karisimlarin (ponso-sunset
yellow-kinolin saris1) (eritrosin-kinolin sarisi-indigotin) analizinde absorpsiyon (A), birinci
tiirev ( 'D ) ve ikinci tiirev (2D ) absorpsiyon spektrumlari, distile suya kars1 300 — 700 nm
dalga boyu araliginda alindu.

Fark tiirev spektrofotometrik yontem igin 3’lii karigimlarin (ponso-sunset yellow-kinolin
sarist)(eritrosin-kinolin sarisi-indigotin) analizinde asit (0,1N HCI) ve baz (IN NaOH) ile
hazirlanan standart ¢ozeltilerin absorpsiyon (A), birinci tiirev ( 'D ) ve ikinci tiirev ( 2D )
absorpsiyon spektrumlari, baza (0,1 N NaoH) karsi 300 — 700 nm dalga boyu arahiginda

alindi.
3.4.2 Olii Egrilerinin Cizimi

3.4.2.1 Ponso-Sunset Yellow-Kinolin Sarisi iiglii karisimini iceren Tabletler (Kuifleks

ve Bemiks) icin Standart Egrilerin Cizimi

3.4.2.1.1 Tiirev spektrofotometrik yontem(Yontem 1) i¢in 6l¢ii egrilerinin ¢izilmesi

Ponso’ya ait olgli egrilerinin ¢izimi igin 100 pg/ml konsantrasyondaki stok Ponso
¢ozeltisinden 0,2-1- ml alinarak 10 mI’lik balon jojelere aktarildr ve distile su ile hacmine
tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra distile suya karsi 300-700 nm dalga boyu araliginda

absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda diger iki bilesenin
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stfir oldugu Ponso’nun maksimum verdigi dalga boylart saptandi. 525 ve 570nm deki birinci
derece tiirev absorbans degerleri ( 'Ds,s'Ds7o) kaydedildi. Calisma ii¢ kez tekrarlanarak
ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen Ponso konsantrasyonlar arasinda bir
grafik gizilerek 6lgii egrisi gizildi. Olgii egrisinin dogru denklemi, en kiigiik kareler yontemi
ile hesaplandi. Ayrica olusturulan saf standart egrilerinin yant sira karigim standart élgiim
egrileri de olugturulmustur. Bunun i¢in 0,2-1 ml hacminde alinan Ponso stok ¢dzeltilerinin
i¢ine orta konsantrasyonlarda Sunset Yellow ve Kinolin Sarisi renklendiricileri eklenerek
olusturulan karigim standart ¢ozeltilerin distile suya karst absorpsiyon ve 1.tiirev
spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda saf Ponso i¢in saptanan dalga boylarindaki tiirev
absorbans degerleri okunarak standart egrilerin ¢izimi gergeklestirildi. Standart egriler 3 kez

tekrarlanan ¢aligmalarin ortalamasi alinarak elde edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

Sunset Yellow ¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 mI’lik balon jojelere aktarildi ve distile su
ile hacmine tamamland:. lyice karistirildiktan sonra distile suya karst 300-700 nm dalga
boyu arahiginda absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda
diger iki bilesenin sifir oldugu Sunset Yellow’un maksimum verdigi dalga boylar1 saptandi.
506 ve 538 nm deki birinci tiirev absorbans degerleri ( 1D506,1D533) okundu. Caligma ii¢ kez
tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen Sunset Yellow
konsantrasyonlari arasinda bir grafik gizilerek olgti erisi ¢izildi. Olgii egrisinin dogru
denklemi, en kiigiik kareler yontemi ile hesaplandi. Ayrica olusturulan saf standart egrilerin
yani sira karigim standart Slgtim egrileri de olusturulmustur. Bunun igin 0,2-1 ml hacminde
alinan Sunset Yellow standart ¢ozeltilerin igine orta konsantrasyonlarda Ponso ve Kinolin
Sarist renklendiricileri eklenerek olusturulan karigim standart ¢ozeltilerin distile suya karst
absorpsiyon ve l.tirev spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda saf Sunset Yellow igin
saptanan dalga boylarindan tiirev absorbans degerleri okunarak standart egrilerin ¢izimi
gerceklestirildi. Standart egriler 3 kez tekrarlanan ¢aligmalarin ortalamasi alinarak elde

edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

Kinolin Sarisr’na ait 6lgli egrilerinin ¢izilmesi igin 100 pg/ml konsantrasyondaki stok
Kinolin Sarisi ¢6zeltisinden 0,3-1,5 ml alinarak 10 m1’lik balon jojelere aktarild: ve distile su
ile hacmine tamamlandi. lyice karigtirildiktan sonra distile suya karst 300-700 nm dalga
boyu araliginda absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda
diger iki bilegenin sifir oldugu Kinolin Sarisi’’nin maksimum verdigi dalga boylari saptandi.
406 ve 420 nm deki birinci tiirev absorbans degerleri ( 1D406,1D420) okundu. Calisma ii¢ kez
tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen Kinolin sarisi
konsantrasyonlari arasinda bir grafik gizilerek 6lgii egrileri gizildi. Olgii egrilerinin dogru
denklemi, en kii¢iik kareler yontemi ile ¢izildi. Ayrica olusturulan saf standart egrilerinin
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yani sira karigim standart 6l¢tim egrileri de olusturulmustur. Bunun i¢in 0,2-1 ml hacminde
alinan Kinolin Sarisi standart ¢ozeltilerin igine orta konsantrasyonlarda Sunset Yellow -
Ponso renklendiricileri eklenerek olugturulan karigum standart ¢ozeltilerin distile suya karsi
absorpsiyon ve 1.tiirev spektrumliart alindi. Bu spektrumlarda saf Kinolin sarisi i¢in saptanan
dalga boylarinda tlirev absorbans degerleri okunarak standart egrilerin ¢izimi
gergeklestirildi. Standart egrilerin 3 kez tekrarlanan ¢alismalarin ortalamas: alinarak elde

edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

3.4.2.1.2 Fark tiirev spektrofotometrik yontem(Ydontem 2) icin 6l¢ii egrilerinin ¢izilmesi

Olgii egrilerinin giziminden 6nce renklendiricilerin 0,1N HCI ve 0,1N NaOH igeren ortamda
siireye bagll bozunmalari asagida belirtildigi sekilde ¢alisildiiki ayri 10ml’lik balon jojeye
4pg/ml Sunset ¢ozeltisi aktarildi ve g¢ozeltilerden biri hacmine 0,IN HCI ve digeri 0,IN
NaOH tamamlanarak 15, 30, 45 , 60 dakika ara ile fark tiirev spektrofotometrik yontem ile
300-700 nm dalga boyu araliginda dlgiimleri tekrarlanarak , spektrumlar kaydedilmigtir. Bu
islemler ayni sekilde 4 pg/ml Ponso, 5 pg/ml Indigotin, 4 pg/ml Kinolin sarist ve 4 pg/ml

Eritrosin boyar maddelerinin ¢ozeltileri ile de ger¢eklestirilerek spektrumlar kaydedilmistir.

Ponso’ya ait Ol¢li egrisinin ¢izimi i¢cin 100 pg/ml konsantrasyondaki stok Ponso
¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 mP’lik balon jojelere aktarildi. Ayni konsantrasyonlarda
iki ayr1 seri olarak hazirlanan ¢ézeltilerden birinci seri 0,1N HCI ikinci seri 0,1N NaOH ile
hacmine tamamlandu. Tyice karistirildiktan sonra birinci seri standart ¢ozeltilerin 300-700 nm
dalga boyu araliginda absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlar: ikinci seri standart
¢ozeltilere kargi alindi. Bu spektrumlarda diger iki bilesenin sifir oldugu Ponso’nun
maksimum verdigi dalga boylart saptandi. Alinan spektrumlarda 546 nm deki birinci derece
tiirev absorbans degerleri ( 'Dsse) kaydedildi. Calisma ii¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler
alindi. Bu degerler ile karsilik gelen Ponso konsantrasyonlari arasinda 6lgii egrisi ¢izildi.
Olgii egrisinin dogru denklemi, en kiigiik kareler ydntemi ile hesaplandi. Ayrica olusturulan
saf standart egrinin yani sira karigim standart 6l¢tim egrisi olusturuldu. Bunun i¢in 0,2-1 ml
hacminde alinan Ponso’nun ¢dzeltilerine orta konsantrasyonlarda alinan Sunset Yellow ve
Kinolin Sarisi renklendiricileri eklenerek olusturulan karisim standart ¢ézeltilerin hacimleri
0,IN HCl ile tamamland1 ve ayn1 kosullarda hazirlanan 0,1N NaOH ile hacmine tamamlanan
standart ¢ozeltilere karst absorpsiyon ve 1.tiirev spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda saf
Ponso igin saptanan dalga boyu kullanilarak tiirev absorbans degerleri okundu ve standart
egrinin ¢izimi gerceklestirildi. Standart egri 3 kez tekrarlanan g¢alismalarin ortalamasi

alinarak elde edilen ortalama degerler ile gizildi.
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Sunset Yellow’a ait Ol¢ti e@risinin ¢izilmesi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Sunset Yellow ¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi. Ayni
konsantrasyonlarda iki ayri seri olarak hazirlanan g¢zeltilerden birinci seri 0,IN HCI ve
ikinci seri 0,IN NaOH ile hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra birinci seri
standart ¢ozeltilerin 300-700 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon ve birinci derece tiirev
spektrumlari ikinci seri standart ¢ozeltilere karsi alindi. Bu spektrumlarda diger iki bilegenin
sifir oldugu Sunset Yellow’'un maksimum verdigi dalga boylart saptandi. Alinan
spektrumlarda 589 nm deki birinci derece tiirev absorbans degerleri ('Dsgo) kaydedildi.
Caligma ti¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen Sunset
Yellow konsantrasyonlart arasinda olgii egrisi gizildi. Olgii egrisinin dogru denklemi, en
kiigiik kareler yontemi ile hesaplandi. Ayrica olugturulan saf standart egrinin yani sira
karigim standart Slgtim egrisi olusturuldu. Bunun i¢in 0,2-1 ml hacminde alinan Sunset
Yellow’un ¢ozeltilerine orta konsantrasyonlarda alinan Ponso ve Kinolin  Sarisi
renklendiricileri eklenerek olusturulan karisim standart ¢ozeltilerin hacimleri 0,1N HCI ile
tamamlandi ve aym kosullarda hazirlanan 0,IN NaOH ile hacmine tamamlanan standart
cozeltilere kargi absorpsiyon ve l.tiirev spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda saf Sunset
Yellow i¢in saptanan dalga boyu kullanilarak tiirev absorbans degerleri okundu ve standart
egrinin ¢izimi gergeklestirildi. Standart egri 3 kez tekrarlanan ¢alismalarin ortalamasi

alinarak elde edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

Kinolin Sarisr’na ait dlgii egrilerinin ¢izilmesi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Kinolin Sarisi ¢ozeltisinden 0,3-1,5 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi.Ayni
konsantrasyonlarda iki ayri seri olarak hazirlanan g¢6zeltilerden birinci seri 0,IN HCI ve
ikinci seri 0,IN NaOH ile hacmine tamamlandi. lyice karstirildiktan sonra birinci seri
standart ¢ozeltilerin 300-700 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon, birinci derece tiirev ve
ikinci derece tiirev spektrumlari ikinci seri standart ¢ozeltilere kargi alindi. Bu spektrumlarda
diger iki bilesenin sifir oldugu Kinolin Sarist’nin maksimum verdigi dalga boylar1 saptandi.
Alman spektrumlarda 390 ve 446 nm deki birinci ve ikinci tiirev absorbans degerleri ( Digg
,2D446 ) Olgiildii. Calisma ti¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile
karsilik gelen Kinolin Sarisi konsantrasyonlart arasinda &lgii egrileri hesaplandi. Olgii
egrilerinin dogru denklemi, en kii¢iik kareler yontemi ile ¢izildi. Ayrica olusturulan saf
standart egrilerinin yan1 sira karigim standart Sl¢tim egrileri de olusturuldu. Bunun igin 0,3-
1,5 ml hacminde alinan Kinolin Sarisi ¢6zeltilerine orta konsantrasyonlarda alinan Sunset
Yellow — Ponso renklendiricileri eklenerek olusturulan karigim standart ¢ozeltilerin
hacimlert 0,IN HCI ile tamamlandt ve aynmi kosullarda hazirlanan ve 0,IN NaOH ile

hacmine tamamlanan standart ¢dzeltilere karsi absorpsiyon ve 1.tlirev spektrumlart alindi.
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Bu spektrumlarda saf Kinolin sarist i¢in saptanan dalga boylari kullanilarak tiirev absorbans
degerleri okundu ve standart egrilerin ¢izimi gergeklestirildi. Standart egriler 3 kez

tekrarlanan galigmalarin ortalamasi alinarak elde edilen ortalama degerler ile gizildi.

3.4.2.1.3 Oran tiirev spektrofotometrik yontem(Yontem 3) icin 6l¢ii egrilerinin cizilmesi

3.4.2.1.3.1 iki bilesene bslme ( Yontem 3a)

Ponso’ya ait Olgli egrisinin ¢izimi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok Ponso
¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 mP’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile hacmine
tamamlandi. lyice karigtirildiktan sonra distile suya karsi 300-700 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon spektrumlari alindi. Orta deger konsantrasyonlarda diger renklendiricileri igeren
ikili standart karigim ¢6zeltisi hazirlandt. Bunun igin 10mi’lik balon jojeye 0,6 ml Ponso ve
0,6 ml Sunset Yellow ¢ozeltisinden aktarildi ve ¢6zeltinin hacmi distile su ile 10ml’ye
tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi.
Cihazda kayitlt olan 2-10 pg/ml konsantrasyonlarinda Ponso’ya ait absorpsiyon spektrumlart
Sunset Yellow-Kinolin Sarist ikili karigimina ait absorpsiyon spektrumuna oranlandi. Oran
spektrumunun 1.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif tayinin yapilabilecegi Amax veya
Amin degerleri arastirildi. Ponso’nun tayini ig¢in 554 ve 581 nm’nin uygun oldugu
saptandi.554 ve 581nm deki birinci derece tiirev absorbans degerleri ( 'Dsss ,'Dsg )
kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen Ponso konsantrasyonlari arasinda bir grafik

cizilerek 6lgii egrileri olusturuldu.

Sunset Yellow’a ait 0Slgii egrisinin hazirlanmast igin 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Sunset Yellow ¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 mI’lik balon jojelere aktarild: ve distile su
ile hacmine tamamland:. lyice karigtirildiktan sonra distile suya karst 300-700 nm dalga
boyu arahiginda absorpsiyon spektrumlart alindi. Orta deger konsantrasyonlarda diger
renklendiricileri igeren ikili standart karigim ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10ml’lik balon
jojeye 0,6 ml Ponso ve 0,9 ml Kinolin Saris1 ¢dzeltisinden aktarild1 ve ¢ozeltinin hacmi
distile su ile 10mI’ye tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu arahginda absorpsiyon
spektrumlari alindi. Cihazda kayitlt olan 2-10 pg/ml konsantrasyonlarinda Sunset Yellow’a
ait absorpsiyon spektrumlart Ponso-Kinolin Saris1 ikili bilesenine ait absorpsiyon
spektrumuna oranlandt. Oran spektrumunun 1.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif
tayinin yapilabilecegi Amax veya Amin degerleri arastirildi. Sunset Yellow’un tayini igin 460
ve 522 nm’nin uygun oldugu saptandi. 460 ve 522nm deki birinci derece tiirev absorbans
degerleri (1D46O ,1D522) kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen Sunset Yellow

konsantrasyonlari arasinda bir grafik ¢izilerek dlgii egrileri olusturuldu.
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Kinolin Sarisi’na ait 6lgii egrisinin hazirlanmasi igin 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Kinolin Sarist ¢ozeltisinden 0,3-1,5 ml alinarak 10 m!’lik balon jojelere aktarildi ve distile su
ile hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra distile suya karst 300-700 nm dalga
boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. Orta deger konsantrasyonlarda diger
renklendiricileri igeren ikili standart karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10ml’lik balon
jojeye 0,6 ml Ponso - 0,6 ml Sunset Yellow ¢ozeltisinden aktarildr ve ¢dzeltinin hacmi
distile su ile 10ml’ye tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu aralifinda birinci
derece tiirev spektrumlart alindi. Cihazda kayitli olan 3-15 pg/ml konsantrasyonlarinda
Kinolin Sarisma ait absorpsiyon spektrumlari Sunset Yellow-Ponso ikili karisimina ait
absorpsiyon spektrumuna oranlandi. Oran spektrumunun 1.derece tiirev spektrumu alindi.
Kantitatif tayinin yapilabilecegi Amax veya Amin degerleri arastiriidi. Kinolin sarisinin tayini
igin 407 ve 445 nm’nin uygun oldugu saptandi. 407 ve 445 nm deki birinci derece tiirev
absorbans degerleri ( 1D407 ,1D445 ) kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen Kinolin sarisi

konsantrasyonlari arasinda bir grafik ¢izilerek 6l¢ii egrileri olusturuldu.

3.4.2.1.3.2 Tek bilesene b6lme(Yontem 3b)

Ponso’ya ait Oigli egrisinin hazirlanmast i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok Ponso
¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile hacmine
tamamlandt. lyice karistirildiktan sonra distile suya karst 300-700 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon spektrumlari alindi. 0,2 ml Sunset Yellow ¢ozeltisi 10mP’lik balon jojeye
aktarild: ve distile su ile hacmine tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon spektrumlart alindi. Cihazda kayitli olan 2-10 pg/ml konsantrasyonlarinda
Ponso ¢ozeltilerine ait absorpsiyon spektrumlart Sunset Yellow bilesenine ait absorpsiyon
spektrumuna oranlandi. Oran spektrumlarinin 1.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif
tayinin yapilabilecegi Amax veya Amin degerleri aragtirtldi. Bir bilesenin sifir oldugu
Ponso’nun maksimum verdigi dalga boylari saptandi. Ponso’nun tayini igin 517 ve 580
nm’nin uygun oldugu saptandi. 517 ve 580nm deki birinci derece tiirev absorbans degerleri
('Ds17-'Dsgo ) kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen Ponso konsantrasyonlari arasinda bir

grafik cizilerek olgii egrileri ¢izildi.

Sunset Yellow’a ait &lgii egrisinin hazirlanmasi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Sunset Yellow ¢6zeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve distile su
ile hacmine tamamlandt. lyice karistirildiktan sonra distile suya karsi 300-700 nm dalga
boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. 0,2 ml Ponso ¢ozeltisi 10ml’lik balon
jojeye aktarildi ve distile su ile hacmine tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu

araliginda  absorpsiyon spektrumlart alindi. Cihazda kayith olan 2-10 ug/ml
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konsantrasyonlarinda Sunset Yellow’a ait absorpsiyon spektrumlari Ponso ikili bilesenine ait
absorpsiyon spektrumuna oranlandi. Oran spektrumunun 1.derece tiirev spektrumu alindi.
Kantitatif tayinin yapilabilecegi Amax veya Amin de@erleri arastirildi. Bir bilesenin sifir
oldugu Sunset Yellow’un maksimum verdigi dalga boylari saptandi. Sunset Yellow tayini
igin 510 ve 528 nm’nin uygun oldugu saptandi.510 ve 528nm deki birinci derece tiirev
absorbans degerleri ( Dayo ,1D528 ) kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen Sunset Yellow

konsantrasyonlart arasinda bir grafik ¢izilerek 6l¢ii egrileri ¢izildi.

Kinolin Sarisi’na ait 6l¢ii egrisinin hazirlanmasi igin 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Kinolin Sarist ¢ozeltisinden 0,3-1,5 ml alinarak 10 mI’lik balon jojelere aktarildi ve distile su
ile hacmine tamamlandi. Iyice karistirildiktan sonra distile suya kars: 300-700 nm dalga
boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. 0,2 ml Ponso ¢ozeltisi 10ml’lik balon
jojeye aktarildr ve distile su ile hacmine tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu
araliginda absorpsiyon spektrumlart alindi. Cihazda kayith olan  3-15 pg/ml
konsantrasyonlarinda Kinolin Sarist’na ait absorpsiyon spektrumlari Ponso bilesenlerine ayri
ayrt oranlandi. Oran spektrumunun I.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif tayinin
yapilabilecegi Amax veya Amin degerleri arastirildi. Bir bilesenin sifir oldugu Kinolin
Sarist’nin maksimum verdigi dalga boylart saptandi. Kinolin sarisinm tayini i¢in 439,377 ve
443 nm’nin uygun oldugu saptandi. 439, 377 ve 443nm deki birinci derece tiirev absorbans
degerleri (1D439,1D377.1D443 ) kaydedildi. Bu degerler ile karsiik gelen Kinolin

konsantrasyonlari arasinda bir grafik gizilerek 6lgii egrileri ¢gizildi.

3.4.2.2 Eritrosin-Indigotin-Kinolin Sarist iiclii karisimni iceren Tabletler (Kuilil ve

Ecopirin ) icin Standart Egrilerin Cizimi

3.4.2.2.1 Tiirev spektrofotometrik yontem(Yontem 1) i¢in 6lgii egrilerinin cizilmesi;

Eritrosin’e ait 6lgii egrisinin ¢izilmesi i¢in 100 pg/ml konsantrasyondaki stok Eritrosin
¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile hacmine
tamamland. Iyice karstirildiktan sonra distile suya kars1 300-700 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda diger iki bilesenin
sifir oldugu Eritrosin’in maksimum verdigi dalga boylar: saptandi. 537 ve 544 nm deki
birinci tiirev absorbans degerleri ( 1D537, 'Dsss) okundu. Calisma ii¢ kez tekrarlanarak
ortalama degerler alindi. Bu degerler ile kargilik gelen Eritrosin konsantrasyonlart arasinda
bir grafik gizilerek olgii egrisi gizildi. Olgii egrisinin dogru denklemi, en kiiciik kareler
yontemi ile hesaplandi. Ayrica olusturulan saf standart egrilerinin yani sira karisim standart

Oletim egrileri de olusturulmugtur. Bunun i¢in 0,2-1 ml hacminde alinan Eritrosin stok
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¢ozeltilerine orta konsantrasyonlarda Indigotin ve Kinolin Sarist renklendiricileri eklenerek
olusturulan karisim standart ¢ozeltilerin distile suya karst absorpsiyon ve 1.tiirev
spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda saf Eritrosin i¢in saptanan dalga boylarindaki tiirev
absorbans degerler okunarak standart egrilerin ¢izimi gergeklestirildi. Standart egriler 3 kez

tekrarlanan galigmalarin ortalamasi alinarak elde edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

Indigotin’e ait ol¢ii egrisinin gizilmesi igin 100 pg/ml konsantrasyondaki stok Indigotin
¢ozeltisinden 0,1-0,5 ml alinarak 10 mP’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile hacmine
tamamlandu. Tyice karistirildiktan sonra distile suya karst 300-700 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda diger iki bilesenin
sifir oldugu Indigotin’in maksimum verdigi dalga boylar: saptandi. 637 nm deki birinci tiirev
absorbans degerleri ( 'Dg37) dlgiildii. Calisma ti¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alind:.
Bu degerler ile karsihik gelen Indigotin konsantrasyonlar: arasinda bir grafik ¢izilerek 6l¢ii
egrisi ¢izildi. Olgti egrisinin dogru denklemi, en kiigiik kareler yontemi ile ¢izildi. Ayrica
olusturulan saf standart egrilerinin yani sira karigim standart &lgiim  egrileri de
olusturulmustur. Bunun igin 0,1-0,5 ml hacminde alinan Indigotin’in stok ¢&zeltilerine orta
konsantrasyonlarda Eritrosin ve Kinolin Sarisi renklendiricileri eklenerek olusturulan
karigim standart ¢ozeltilerin distile suya karst absorpsiyon ve 1.tiirev spektrumlari alindi. Bu
spektrumlarda saf Indigotin icin saptanan dalga boylarindaki tiirev absorbans degerleri
okunarak standart egrinin ¢izimi gerceklestirildi. Standart egri 3 kez tekrarlanan ¢alismalarin

ortalamasi alinarak elde edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

Kinolin Sarisi’na ait §lgil egrisinin hazirlanmasi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Kinolin Sarist ¢6zeltisinden 0,2-1,0 ml alinarak 10 mI’lik balon jojelere aktarildi ve distile su
ile hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra distile suya karst 300-700 nm dalga
boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda diger iki bilesenin sifir
oldugu Kinolin Sarist’nin maksimum verdigi dalga boylari saptandi. Karisim standart
egrinin ¢izimi igin 0,3-1,5 ml Kinolin Sarist standart ¢dzeltilerine orta konsantrasyonlarda
Eritrosin—Indigotin renklendiricileri eklenerek olusturulan karisim standart g¢ozeltilerin
distile suya kars1 absorpsiyon ve 1.tiirev absorpsiyon spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda
saf Kinolin sarisi i¢in saptanan dalga boylarinda tiirev absorbans degerleri okunarak standart
egrilerin ¢izimi gergeklestirildi. Standart egriler 3 kez tekrarlanan galigmalarin ortalamasi

alinarak elde edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

3.4.2.2.2 Fark tiirev spektrofotometrik yontem(Yontem 2) icin 6lcii egrilerinin gizilmesi;

Eritrosin’e ait 6l¢ii egrilerinin ¢izilmesi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok Eritrosin

cozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi. Aynt konsantrasyonlarda
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iki ayr1 seri olarak hazirlanan ¢6zeltilerden birinci seri 0,1N HCl ve ikinci seri 0,1N NaOH
ile hacmine tamamland. Iyice karistirildiktan sonra birinci seri standart ¢ozeltilerin 300-700
nm dalga boyu aralifinda absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlar1 ikinci seri
standart ¢ozeltilere kars1 alindi. Bu spektrumlarda diger iki bilesenin sifir oldugu Eritrosin’in
maksimum verdigi dalga boylari saptandi. Alinan spektrumlarda 525 ve 544 nm deki birinci
tlirev absorbans degerleri ( 1D525, 1D544) olgiildii. Calisma li¢ kez tekrarlanarak ortalama
degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen Eritrosin konsantrasyonlari arasinda olgii
egrisi ¢izildi. Olgit egrisinin dogru denklemi, en kiigiik kareler yontemi ile hesaplandi.
Ayrica olusturulan saf standart egrilerinin yani sira karigim standart 6lgiim egrileri de
olusturuldu. Bunun ig¢in 0,2-1 ml hacminde alinan Eritrosin’in ¢0Ozeltilerine orta
konsantrasyonlarda alman Indigotin ve Kinolin sarist renklendiricileri eklenerek olusturulan
karisim standart ¢ozeltilerin hacimleri 0,IN HCI ile tamamlandi ve aymi kosullarda
hazirianan 0,IN NaOH ile hacmine tamamlanan standart ¢6zeltilere karst absorpsiyon ve
Ltiirev spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda saf Eritrosin igin saptanan dalga boylari
kullanilarak tiirev absorbans degerleri okundu ve grafiklerin ¢izimi ger¢eklestirildi. Standart
egriler 3 kez tekrarlanan ¢aligmalarin ortalamasi alinarak elde edilen ortalama degerler ile
cizildi.

Indigotin’e ait 6lgii egrilerinin ¢izilmesi igin 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok Indigotin
¢ozeltisinden 0,1-0,5 ml alinarak 10 mI’lik balon jojelere aktarildi. Aynt konsantrasyonlarda
iki ayr seri olarak hazirlanan ¢ozeltilerden birinci seri 0,1N HCI ve ikinci seri 0,1N NaOH
ile hacmine tamamlandt. lyice karistirildiktan sonra birinci seri standart ¢ézeltilerin 300-700
nm dalga boyu araliginda absorpsiyon ve birinci derece tiirev spektrumlari ikinci seri
standart ¢ozeltilere karst alindi. Bu spektrumlarda diger iki bilesenin sifir oldugu
Indigotin’in maksimum verdigi dalga boylari saptandi. Alinan spektrumlarda 589 ve 637 nm
deki birinci tiirev absorbans degerleri (‘Dsgo,'De37) Slgiildii. Calisma ii¢ kez tekrarlanarak
ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen Indigotin konsantrasyonlar arasinda
olgii egrisi gizildi. Olgii egrisinin dogru denklemi, en kiigiik kareler yontemi ile hesaplandi.
Ayrica olusturulan saf standart egrilerinin yani sira karigim standart Slgiim egrileri de
olugturuldu. Bunun igin 0,1-0,5 ml hacminde ahnan Indigotin’in ¢bzeltilerine orta
konsantrasyonlarda alinan Eritrosin ve Kinolin sarisi renklendiricileri eklenerek olusturulan
olusturulan karigim standart ¢ozeltilerin hacimleri 0,IN HCl ile tamamlandi ve aym
kosullarda hazirlanan 0,IN NaOH ile hacmine tamamlanan standart ¢ozeltilere karsi
absorpsiyon ve |.tiirev spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda saf Indigotin igin saptanan

dalga boylar1 kullanilarak tiirev absorbans degerleri okundu ve standart egrilerin ¢izimi
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gergeklestirildi. Standart egriler 3 kez tekrarlanan galigmalarin ortalamasi aliarak elde

edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

Kinolin Sarisr’na ait 6l¢ii egrilerinin ¢izilmesi igin 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Kinolin Sarist ¢ozeltisinden 0,2-1,0 ml almarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi.Ayni
konsantrasyonlarda iki ayri seri olarak hazirlanan ¢ozeltilerden birinci seri 0,1N HCI ve
ikinci seri 0,IN NaOH ile hacmine tamamland:. lyice kanistirildiktan sonra birinci seri
standart ¢6zeltilerin 300-700 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon, birinci derece tiirev ve
ikinci derece tiirev spektrumlart ikinci seri standart ¢ozeltilere karst alindi. Bu spektrumlarda
diger iki bilesenin sifir oldugu Kinolin Sarist’nin maksimum verdigi dalga boylar1 saptand:.
Alinan spektrumlarda 390 ve 446 nm deki birinci ve ikinci tiirev absorbans degerleri ( 'Dsgg
,2D446 ) olgiildii. Calisma {i¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile
karsilik gelen Kinolin Sarisi konsantrasyonlari arasinda 6lgii egrileri gizildi. Olgii egrilerinin
dogru denklemi, en kiigiik kareler yontemi ile hesaplandi. Ayrica olusturulan saf standart
egrilerinin yani sira karigim standart dl¢iim egrileri de olusturuldu. Bunun igin 0,3-1,5 ml
hacminde alinan Kinolin Sarisi ¢dzeltilerine orta konsantrasyonlarda alinan Eritrosin —
Indigotin renklendiricileri eklenerek olusturulan karisim standart ¢ozeltilerin hacimleri 0,1N
HCI ile tamamlandr ve ayni kosullarda hazirlanan 0,IN NaOH ile hacmine tamamlanan
standart ¢ozeltilere kargi absorpsiyon, l.tirev ve 2.tiirev spektrumlari alindi.  Bu
spektrumlarda saf Kinolin sarisi i¢in saptanan dalga boylari kullanilarak tiirev absorbans
degerleri okundu ve standart egrilerin ¢izimi gergeklestirildi. Standart egriler 3 kez

tekrarlanan galismalarin ortalamasi alinarak elde edilen ortalama degerler ile ¢izildi.

3.4.2.2.3 Oran tiirev spektrofotometrik yontem(Ydntem 3) icin ol¢ii egrilerinin cizilmesi;

3.4.2.2.3.1 Iki bilesene bslme ( Yontem 3a)

Kinolin Sarisr’na ait 6lgii egrisinin ¢izimi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok Kinolin
Saris1 ¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile
hacmine tamamlandi. Tyice karigtinildiktan sonra distile suya karsi 300-700 nm dalga boyu
araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. Orta deger konsantrasyonlarda diger
renklendiricileri igeren ikili standart karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10ml’lik balon
jojeye 0,6ml Eritrosin- 0,3ml Indigotin ¢ézeltisinden aktarildi ve ¢dzeltinin hacmi distile su
ile 10ml’ye tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu aralifinda absorpsiyon
spektrumlar1 alindi. Cihazda kayitli olan 2-10 pg/ml Kinolin sarisina ait absorpsiyon
spektrumlart Eritrosin-Indigotin karisimina ait absorpsiyon spektrumuna oranlandi. Oran

spektrumunun 1.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif tayinin yapilabilecegi Amax veya
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Amin degerleri arastirildi. Kinolin sarisinin tayini i¢in 407 ve 445 nm’nin uygun oldugu
saptandi. 407 ve 445 nm deki birinci derece tiirev absorbans degerleri ( 'Dagr ' Dass )
kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen Kinolin sarisi konsantrasyonlar1 arasmda 0l¢ii
egrileri ¢izildi.

Eritrosin’e ait &lgii egrisinin ¢izilmesi igin 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok Eritrosin
¢ozeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 mI’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile hacmine
tamamlandu. [yice karistirildiktan sonra distile suya kars: 300-700 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon spektrumlari alindi. Orta deger konsantrasyonlarda diger renklendiricileri iceren
ikili standart karigim ¢6zeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10mI’lik balon jojeye 0,6 ml Kinolin
Saris1 ve 0,3 ml Indigotin ¢6zeltisinden aktarild: ve ¢6zeltinin hacmi distile su ile 10ml’ye
tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu aralifinda absorpsiyon spektrumlari alindu.
Cihazda kayith olan 2-10 pg/ml konsantrasyonlarinda Eritrosin’e ait absorpsiyon
spektrumlari Indigotin-Kinolin Sarisi ikili karisimina ait absorpsiyon spektrumuna oranlandi.
Oran spektrumunun 1.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif tayinin yapilabilecegi Amax
veya Amin degerleri arastirildi. Eritrosin’in tayini i¢in 488 ve 534 nm’nin uygun oldugu
saptandi. 488 ve 534nm deki birinci derece tiirev absorbans degerleri ( 1D4gg ,1D534 )
kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen Eritrosin konsantrasyonlart arasinda &l¢ii egrileri

hazirlandi.

Indigotin’e ait &l¢ii egrisinin gizilmesi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok Indigotin
¢ozeltisinden 0,1-0,5 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile hacmine
tamamlandu. Iyice karistirildiktan sonra distile suya kars1 300-700 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon spektrumlar: alindi. Orta deger konsantrasyonlarda diger renklendiricileri iceren
ikili standart karisimg¢dzeltisi hazirlandi. Bunun igin 10ml’lik balon jojeye 0,6 ml Kinolin
Sarist ve 0,6 ml Eritrosin ¢6zeltisinden aktarildi ve ¢6zeltinin hacmi distile su ile 10ml’ye
tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu araliginda birinci derece tiirev spektrumlari
alindi. Cihazda kayith olan 1-5 pg/ml konsantrasyonlarinda Indigotin’e ait absorpsiyon
spektrumlar Eritrosin-Kinolin ikili bilesenine ait absorpsiyon spektrumuna oranlandi. Oran
spektrumunun 1.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif tayinin yapilabilecegi Amax veya
Amin arastirildi. Indigotin’in tayini igin 589 ve 637 nm’nin uygun oldugu saptandi. 589 ve
637 nm deki birinci derece tiirev absorbans degerleri ( 'Dsgs -' D37 ) kaydedildi. Bu degerler

ile karsilik gelen Indigotin konsantrasyonlari arasinda 6l¢ii egrileri gizildi.

3.4.2.2.3.2 Tek bilesene bolme(Yontem 3b)

Kinolin Sarist’na ait 0lgii egrisinin ¢izilmesi igin 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok

Kinolin Sarisi ¢6zeltisinden 0,2-1 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve distile su
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ile hacmine tamamlandi. Iyice karistirildiktan sonra distile suya karsi 300-700 nm dalga
boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. 0,2 ml Eritrosin ¢dzeltisi 10ml’lik balon
jojeye aktarildi ve distile su ile hacmine tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu
araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. Cihazda kayithh olan 2-10 pg/ml Kinolin
Sarisi’na ait absorpsiyon spektrumlart Eritrosin bilesenine oranlandi. Oran spektrumlarinin
1.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif tayinin yapilabilecegi Amax veya Amin degerleri
arastirildi. Kinolin Sarisi’nin tayini i¢in 439,377 ve 443 nm’nin uygun oldugu saptandi. 439,
377 ve 443nm deki birinci derece tiirev absorbans degerleri (1D439,1D377 ,1D443 ) kaydedildi.

Bu degerler ile karsilik gelen Kinolin konsantrasyonlari arasinda dl¢ti egrileri ¢izildi.

Eritrosin’e ait Ol¢li egrisinin hazirlanmast i¢in 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Eritrosin ¢ozeltisinden 0,2-1 ml almarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile
hacmine tamamlands. lyice karistirildiktan sonra distile suya karsi 300-700 nm dalga boyu
araliginda absorpsiyon spektrumlart alindi. 0,2 ml Kinolin Saris1 ¢6zeltisi 10 mI’lik balon
jojeye aktarildi ve distile su ile hacmine tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu
araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. Cihazda kayithh olan 2-10 pg/ml
konsantrasyonlarinda Eritrosin ¢ozeltilerine ait absorpsiyon spektrumlart Kinolin sarist
bilesenine ait absorpsiyon spektrumuna oranlandi. Oran spektrumunun 1.derece tiirev
spektrumu alindi. Kantitatif tayinin yapilabilecegi Amax veya Amin degerleri aragtirildi.
Eritrosin’in tayini i¢in 495 ve 540 nm’nin uygun oldugu saptandi. 495 ve 540nm deki birinci
derece tiirev absorbans degerleri ( 'Dyos ,'Dsso ) kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen

Eritrosin konsantrasyonlar arasinda 6l¢ti egrileri ¢izildi.

Indigotin’e ait &lgli efrisinin hazirlanmasi igin 100 pg/ml konsantrasyonundaki stok
Indigotin ¢6zeltisinden 0,1-0,5 ml alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarilds ve distile su ile
hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra distile suya karsi 300-700 nm dalga boyu
araliginda absorpsiyon spektrumlari alindi. 0,2 ml Eritrosin ¢ozeltisi 10 mI’lik balon jojeye
aktarildi ve distile su ile hacmine tamamlandiktan sonra 300-700 nm dalga boyu aralifinda
absorpsiyon spektrumlart alindi. Cihazda kayithh olan 1-5 pg/ml konsantrasyonlarinda
Indigotin ¢ozeltilerine ait absorpsiyon spektrumlari Eritrosin bilesenine ait absorpsiyon
spektrumuna oranlandi. Oran spektrumunun 1.derece tiirev spektrumu alindi. Kantitatif
tayinin yapilabilecegi Amax veya Amin degerleri arastirildi. Indigotin’in tayini igin 591 ve
635 nm’nin uygun oldugu saptandi. 591 ve 635nm deki birinci derece tiirev absorbans
degerleri ( 'Dso1,'Dg3s ) kaydedildi. Bu degerler ile karsilik gelen Indigotin konsantrasyonlar

arasinda bir grafik ¢izilerek ¢izildi.
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3.4.3 Yontemlerin Orneklere Uygulanmasi

On calismalarda farkli sayilarda tabletlerle ¢ok sayida galisma gergeklestirilmistir. Gerek
tabletler iizerinden renklendiricilerin alinmasi gerek stizme islemleri igin yapilan farkls
calismalar ile renklendiricilerin en etkili sekilde nasil alinabilecegi ve kag adet tablet ilag ile
¢alismalarin yiiriitillecedi belirlendi. Ultrasonik banyo ile karistirma ve enjektérden siizme
islemleri ile ¢aligmalar yapildi. Yapilan her bir tablet ¢alismasi i¢in 50 adet tablet ayr1 ayr1
tartilarak ortalama tablet agirliklari saptandi.

Kuifleks Tablet: Icinde Ponso, Sunset Yellow, Kinolin Sarisi renklendiricilerini iceren
Kuifleks tabletlerinden 30 adet (18,258 g) alindi ve 25-30 ml distile suda ile ¢dziildii. 30
dakika santrifiij edildikten sonra 50 ml’lik balon jojeye aktarilarak distile su ile hacmine
tamamlandi. Tirev spektrofotometrik yontem ve oran spektrofotometrik ig¢in 5 ml alinan
Srneklerin hacmi distile su ile 10ml’ye, fark tiirev spektrofotometrik yontem igin ise 5 ml
alinan Orneklerin hacmi sirastyla 0,IN HCl ve 0,IN NaOH ile ayrt ayrt 10 ml’ye
tamamlanarak standart 6l¢ii egrileri ¢iziminde kullanilan dalga boyu araliginda absorpsiyon
spektrumlar1 alinarak kaydedildi. Bitiin bu islemler 3 kez gergeklestirilerek her bir &mek

icin de 2 farkli 6l¢iim alinarak 6 6lgiimiin ortalamalar: alinmistir.

Bemiks Tablet: Igcinde Ponso, Sunset Yellow, Kinolin Sarist renklendiricilerini i¢eren
Bemiks tabletlerinden 25 adet (4,615 g) alindi ve 15-20 ml distile su ile ¢6ziildii.30 dakika
santrifiij edildikten sonra 25 ml’lik balon jojeye aktarilarak distile su ile hacmine
tamamlandi. Tiirev spektrofotometrik ve oran spektrofotometrik yontem i¢in 3 ml alinan
ornekler distile su ile 10ml’ye, fark tiirev spektrofotometrik yontem icin ise 3 ml alian
drnekler sirasiyla 0,1N HCI ve 0,1N NaOH ile ayri ayr1 10 ml’ye tamamlanan ¢&zeltilerin
standart 6l¢ii egrileri ¢iziminde kullanilan dalga boyu aralifinda absorpsiyon spektrumlar
alinarak kaydedildi. Biitiin bu islemler 3 kez gerceklestirilerek her bir &rnek igin de 2 farkli

dl¢lim alinarak 6 Sl¢limiin ortalamalar1 alinmustir.

Kuilil Tablet: Icinde Eritrosin, Indigotin, Kinolin Saris1 renklendiricilerini igeren Kuilil
tabletlerinden 40 adet (20,964 g) alind1 ve 30-35 ml distile su ile ¢&ziildii. 30 dakika santrifiij
edildikten sonra 50 ml’lik balon jojeye aktarilarak distile su ile hacmi tamamlandi. Tiirev
spektrofotometrik ve oran spektrofotometrik yoéntem igin 5 ml alinan 6rnekler distile su ile
10ml’ye, fark tiirev spektrofotometrik yontem icin ise 5 ml alinan 6rnekler swrasiyla 0,IN
HCI ve 0,IN NaOH ile ayri1 ayr1 10 ml’ye tamamlanan ¢ozeltilerin standart 6l¢ii egrileri
ciziminde kullanilan dalga boyu aralifinda absorpsiyon spektrumlar: alinarak kaydedildi.
Biitiin bu islemler 3 kez gergeklestirilerek her bir &rnek i¢in de 2 farkli 6l¢lim alinarak 6

ol¢limiin ortalamalari alinmistir.
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Ecopirin Tablet: Icinde Eritrosin, Indigotin, Kinolin Sarisi renklendiricilerini igeren
Ecopirin tabletlerinden 40 adet (5,132 g) alind1 ve 10 ml amonyak-metanol karisimi (%95:5,
v/v) ile ¢6ziildii. Ultrasonik banyoda karistirma islemi yapildiktan sonra, 30 dakika santrifiij
islemi yapilarak 25 ml’lik balon jojeye aktarildi, distile su ile hacmine tamamlandi. Tiirev
spektrofotometrik ve oran spektrofotometrik yontem icin 6 ml alinan Srnekler distile su ile
10ml’ye, fark tiirev spektrofotometrik yontem i¢in ise 5 ml alinan 6rmekler sirastyla 0,IN
HCI ve 0,IN NaOH ile ayr1 ayr1 10 ml’ye tamamlanan g¢6zeltilerin standart 6l¢li egrileri
ciziminde kullanilan dalga boyu aralifinda absorpsiyon spektrumlari alinarak kaydedildi.
Biitiin bu islemler 3 kez gerceklestirilerek her bir drnek igin de 2 farkli 6l¢tim alinarak 6

6l¢iimiin ortalamalar: alinmistir.
3.4.4 Validasyon Cahsmalar

3.4.4.1 Giin Ici ve Giin Asir1 Olciimler

100 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢6zeltilerden Ponso (2-10 pg/ml), Sunset Yellow (2-10
ug/ml), Kinolin Sarist (2-10 pg/ml)-(3-15 pg/ml), Eritrosin (2-10 pg/ml), Indigotin (1-5
pg/ml) ¢ozeltileri hazirlanarak giin iginde birer saat ara ile 3 kez 6l¢tim alinmistir. Giin agir1
deneyler icinse hazirlanan ¢ozeltilerin ti¢ giin boyunca 6l¢timii alinarak kaydedilmistir. Ayni
sekilde 31ii boya karigumlarinin ikisi sabit, biri ise dogru orantili olarak artis1 gergeklesecek
sekilde ¢ozelti karisimlar: hazirlanarak giin i¢i 3 kez ve giin asirt fi¢ giin boyunca Sl¢iimii

alinarak kaydedilmisgtir.

3.4.4.2 lLaboratuarlar Arasi Calisma

100 pg/ml hazirlanmis olan stok ¢6zeltilerden Ponso (2-10 pg/ml), Sunset Yellow (2-10
pg/ml), Kinolin Sarist (2-10 pg/ml)-(3-15 pg/ml), Eritrosin (2-10 pg/ml), Indigotin (1-5
pg/ml) ¢ozeltileri alinarak 10ml’lik balon jojelerde hacmine su ile tamamlanarak farkli bir
laboratuar ortaminda farkli bir UV spektrofotometre cihazinda tiirev spektrofotometrik
yontem ile 300-700 nm dalga boylar1 arasinda spektrumlari alinarak kaydedilmistir. Ayni
miktarda boyar madde c¢ozeltileri 10ml’lik balon jojelerde 0,IN HCI-0,IN NaOH ile
hacmine ayr1 ayr1 tamamlanarak farkli bir laboratuar ortaminda farkli bir UV
spektrofotometre cihazinda fark tiirev spektrofotometrik yontemi ile 300-700 nm dalga

boylar1 arasinda spektrumlari alinarak kaydedilmistir.
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3.4.4.3 Tayin limiti(LOD) / Ol¢iim limiti(LOQ)

LOD ve LOQ tayini i¢in 2-10 ppm Ponso, 2-10 ppm Sunset Yellow, 2-10ppm Kinolin
Sarist, 3-15 ppm Kinolin, 2-10 ppm Eritrosin ve 1-5 ppm Indigotin ¢6zeltileri hazirlanarak
aynt giin icinde her biri i¢in 6 paralel ¢alisma yapilarak Tiirev yontem ve Fark yontem

degerleri, ilgili dalga boylarinda 6l¢iilerek kaydedildi.

3.4.4.4 Yiizde Verim Calismalari

Turev spektrofotometrik yontem, fark tiirev spektrofotometrik ydntem ve oran tiirev
spektrofotometrik yontem ile olusturulan Olgii egrileri ve buradan ¢ikan regrasyon
denklemleri yardimiyla 2-10 ppm Ponso, 2-10 ppm Sunset, 3-15 ppm Kinolin, 2-10 ppm
Eritrosin, 1-5 ppm Indigotin, 2-10 ppm Kinolin ¢&zeltileri farkli oranlarda 3lii karisimlar

halinde karigtirilarak %verim ¢alismalari yapildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 Uygun Kosullarin Saptanmasi

Ponso, Sunset Yellow ve Kinolin Sarisi karisiminin sulu ¢8zeltilerinin alman absorpsiyon
spektrumlarinda (Sekil 5.1.) piklerin iist tiste ¢akismasi nedeniyle bu ti¢ maddenin bir arada
tayini absorpsiyon spektrofotometrisi ile miimkiin degildir. (Sekil 5.2.), (Sekil 5.5.), (Sekil
5.6.), (Sekil 5.7.), (Sekil 5.8), (Sekil 5.9) da goriildiigii lizere {ist iiste ¢izilmis olan 1. derece
tiirev spektrumlarinda absorpsiyon egrilerinde iki bilesenin sifir iigiincii bilesenin yiiksek
absorpsiyon degerleri verdigi dalga boylarinda (Ponso’nun 525nm ve 570nm’de, Sunset’in
506nm ve 538(°D) nm’de, Kinolin’in 406nm ve 420nm’de) &lgiilen tiirev absorbans
degerlerinden yararlanarak renklendiricilerin birbirine etkisi olmadan kantitatif tayinleri

miimkiindiir.

Fark tiirev spektroskopisi yonteminde de absorpsiyon dl¢iimleri yerine (Sekil 5.14.) 1.tiirev
(Sekil 5.15.) absorpsiyon egrilerinde iki bilegenin sifir iglincii bilesenin yiiksek absorpsiyon
degerleri verdigi dalga boylarinda (Ponso’nun 546nm’de, Sunset Yellow’un 589nm’de,
Kinolin Sanis’'min  390nm’de) (Sekil5.18.), (Sekil5.19.), (Sekil5.20.) olgiilen tiirev
absorpsiyon degerlerinden yararlanarak renklendiricilerin birbirine etkisi olmadan kantitatif

tayinleri miimkiin olmaktadir.

Oran tiirev spektrofotometrik yonteminde ise ikili oran yontemi ile uygun sonuglar
(Sekil5.26.), (Sekil5.27.), (Sekil5.28.) elde edildigi halde tekli oran yontemi ile kantitatif
tayinin daha kesin sonuglar verdigi saptanmustir. Tekli oran yontemi ile
(Sekil5.32.),(Sekil5.33.) (Sekil5.34.),(Sekil5.38.),(Sekil5.39.),(Sekil5.40.) Ponso’nun 517nm
ve 580nm’de, Sunset Yellow’un 510nm ve 528nm’de, Kinolin Sarisi’nin ise 439nm’de

kantitatif tayini miimkiinddir.
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Eritrosin, Indigotin ve Kinolin Sarisi karigimimin sulu ¢6zeltilerinin alinan absorpsiyon
spektrumlarinda (Sekil 5.3) yine piklerin st tiste ¢akistigi goriilmektedir. Bu nedenle ii¢
maddenin bir arada tayini absorpsiyon spektrofotometrisi ile miimkiin degildir. (Sekil 5.4),
(Sekil 5.10), (Sekil 5.11), (Sekil 5.12), (Sekil 5.13) de st iiste ¢izilmis olan 1. derece tiirev
spektrumlarinda Eritrosin’in 537nm ve 544nm’de, Indigotin’in 638nm ve 670nm’de, Kinolin
Saris’nin 420nm ve 423nm(*D)’de &lgiilen tiirev absorpsiyon degerlerinden yararlanarak

renklendiricilerin birbirine etkisi olmadan kantitatif tayinleri miimkiin olur.

Fark tiirev spektroskopisi yonteminde absorpsiyon dlctimleri yerine (Sekil 5.16.) 1.tiirev
(Sekil 5.17.) ile ile Eritrosin’in 544nm ve 525nm’de, indigotin’in 693nm ve 638nm’de,
Kinolin Sarisi’nin 446nm(*D)’de (Sekil5.21), (Sekil 5.22), (Sekil 5.23), (Sekil 5.24), (Sekil
5.25) 6lgiilen tiirev absorpsiyon degerlerinden yararlanarak renklendiricilerin birbirine etkisi

olmadan kantitatif tayinleri miimkiin olmaktadir.

Oran tiirev spektrofotometrik yonteminde ise ikili oran ydntemi uygun sonuglar (Sekil 5.29),
(Sekil 5.30) , (Sekil 5.31) elde edildigi halde tekli oran yontemi ile kantitatif tayinin daha
kesin sonuglar verdigi saptanmigtir. Tekli oran yontemi ile Eritrosin’in 495nm ve 540nm’de,
Indigotin’in 591nm ve 635nm’de, Kinolin Sarisi’nin 377nm ve 443nm’de(Sekil 5.35), (Sekil
5.36), (Sekil 5.37), (Sekil 5.41), (Sekil 5.42) , (Sekil 5.43) kantitatif tayini miimkiindiir.

4.2 Olg¢ii Egrileri

Kuifleks ve Bemiks tabletlerde Ponso, Sunset Yellow ve Kinolin Sarisi’nin kantitatif
tayininde kullanilmak {izere 2-10 ppm ve 3-15 ppm konsantrasyon aralifinda hazirlanan
cozeltilerin Boliim 3.4.2° de anlatildigi gibi calisilarak absorpsiyon, 1.derece tiirev ve
2.derece tiirev spektrumlar alindi. (Tablo 5.27 - Tablo 5.31 arasi) Bu degerler yardimiyla

olusturulan 6l¢ii egrilerine ait grafikler ve tablolar BSliim 5°te verilmisgtir.

Tiirev  spektrofotometrik  yontem, fark tlirev spektrofotometrik ve oran tiirev
spektrofotometrik yontem ile olusturulan Slgii egrileri Sekil (5.49 — 5.54) , Sekil (61-63 ve
69-71) ve Sekil (75-79) arasinda verilmistir. Ortalama 'D degerleri ile olusturulan &l¢ii

egrileri ve bu egrilere ait regrasyon denklemleri bulundu.

Kuilil ve Ecopirin tabletlerde Eritrosin, Indigotin ve Kinolin Sarisi’nin kantitatif tayininde
kullanilmak {izere 2-10 ppm ve 1-5 ppm konsantrasyon aralifinda hazirlanan ¢ozeltilerin
Bolim 3.4.2° de anlatildig1 gibi calisilarak absorpsiyon, 1.derece tiirev ve 2.derece tiirev
spektrumlart alindi.(Tablo 5.32 - Tablo 5.37 aras1) Bu degerler yardimiyla olusturulan 6l¢ii

egrilerine ait grafikler ve tablolar B6lim 5’te verilmisgtir.
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Tiirev spektrofotometrik yontem, fark tiirev spektrofotometrik yontem ve oran tiirev
spektrofotometrik yontem ile olugturulan 6l¢ii egrileri Sekil (5.45 ~ 5.60) , Sekil (64-68) ve
Sekil (72-74 ve 80-85) arasinda verilmigtir. Ortalama D degerleri ile olusturulan 5lgii

egrileri ve bu egrilere ait regrasyon denklemleri bulundu.

4.3 Yiizde Verim Calismalan

Tiirev spektrofotometrik yontem, fark tiirev spektrofotometrik ybntem ve oran tiirev
spektrofotometrik yontem ile saf ve karisim halindeki tiim renklendiriciler i¢in % verim

calismalari Boliim 3.4.4.4 de anlatildig1 gibi yapildi. (Tablo 5.45. — Tablo 5.50 arasi)

4.4 Kuifleks, Bemiks, Kuilil, Ecopirin Tabletlerin Analizi

Kuifleks, Bemiks, Kuilil ve Ecopirin tabletlerde bulunan Ponso, Sunset Yellow, Kinolin
Sarisi, Eritrosin ve Indigotin’in miktar1 Bolim 3.4.2° te anlatildigt gibi ¢aligilarak tiirev
spektrofotometrik yontem, fark tiirev spektrofotometrik yGntem ve oran tiirev
spektrofotometrik ydntem ile tayin edildi. Bu yontemlere ait absorpsiyon ve 1. Derece tiirev
spektrumlar1 5.bsliim de gosterilmigtir. Bu yontemle bulunan sonuglar Tablo 6.1 — 6.12

arasinda verildi.

4.5 Validasyon Cahsmalar:

Boliim 3.4.4.” deki gibi ¢alisilarak elde edilen calisma sonuglar1 ortalama, standart sapma ve

bagil standart sapma olarak hesaplandi. Sonuglar Tablo 5.1 —5.37 arasinda verildi

Boliim 3.4.4.1."deki ¢alisma ile giin i¢i ve giin agirt ¢aligsmalar ile olusan sonuglar Tablo

5.40, Tablo 5.41, Tablo 5.42 ve Tablo 5.43 de verildi.

Boliim 3.4.4.2.°daki ¢alisma ile laboratuarlar arasi ¢aligma ile olusan sonuglar Tablo 5.44

de verildi.

Zamana bagli bozunma kontroliine bagl spektrumlar Sekil5.44, Sekil 5.45, Sekil 5.46, Sekil
5.47 ve Sekil 5.48 de gOsterilmistir.

Boliim 3.4.4.3° deki gibi ¢alisilarak elde edilen caligma sonuglari ortalama, standart sapma
ve bagil standart sapma olarak hesaplandi. LOD degeri igin standart sapmanin ii¢ kat1, LOQ
degeri igin standart sapmanin on kati alind1. (Tablo 5.38) (Tablo 5.39)
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BOLUM 5

SEKILLER VE CiZELGELER

* Tiirev Spektrofotometrik Yontem (Yontem 1)
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0,50000 - y
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300,00 400,00 500,00 600,00

DALGA BOYU

Sekil 5.1 Kinolin Sarisi (sar1, 3-15 pg/ml), Ponso (kirmizi, 2-10 pg/ml), Sunset Yellow’a
HE
(turuncu, 2-10 pg/ml) ait Yontem 1’e gére alinan absorpsiyon spektrumlari.
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BIRINCI TOUREV
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Sekil 5.2 Kinolin Sarisi (sari, 3-15 pg/ml), Ponso (kirmizi, 2-10 pg/ml), Sunset Yellow’a

ABSORBANS

Sekil 5.3 Kinolin Sarisi (sar1, 2-10 pg/ml), Eritrosin (kirmizi, 2-10 pg/ml), Indigotin’e

(turuncu, 2-10 pg/ml) ait Yontem 1’e gore alinan 1.tiirev spektrumlari.
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DALGA BOYD

(mavi, 1-5 pg/ml) ait Yontem 1’e gbre alinan absorpsiyon spektrumlari.
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007130
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DALGA BOYU

700,00

Sekil 5.4 Kinolin Saris (sar1, 2-10 pg/ml), Eritrosin (kirmizi, 2-10 pg/ml), Indigotin’e

(mavi, 1-5 pg/ml) ait Yéntem 1’e gore alinan 1.tiirev spektrumlari.
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DALGA BOYU(NK)
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Sekil 5.5 Kinolin Saris1 (sart) renklendiricisine, Bemiks(yesil) ve Kuifleks(siyah)

numunelerine ait 1.tlirev spektrumlart. (Yontem 1) (406 ve 420 nm)

73

426,80



BIRINCI TUREV
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e i =
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 eenes 560,00 — e 87500 ey 50230 510,00 520,00 530,00 540,00 552,00
DALGA BOYU(NM) DALGA BOYU (NM)
Sekil 5.6 Sekil 5.7

Sekil 5.6 Ponso(kirmizi) renklendiricisine ve Bemiks(yesil) numunesine ait 1.tiirev
spektrumlari. (Yontem 1) (570nm)

Sekil 5.7 Ponso(kirmizi) renklendiricisine ve Kuifleks(siyah) numunesine ait 1.tiirev
spektrumlari. (Yontem 1) (525nm)
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DALGA BOYU (M) o
Sekil 5.8 Sekil 5.9

Sekil 5.8 Sunset(turuncu) renklendiricisine ve Kuifleks (siyah) numunesine ait 1.tiirev
spektrumlari.(Yontem 1) (506nm)

Sekil 5.9 Sunset(turuncu) renklendiricisine ve Bemiks(siyah) numunesine ait 2.tiirev
spektrumlari. (Yontem 1) (538nm)
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4268

Sekil 5.11

Kinolin(sart) renklendiricisine ve Kuilil(siyah) numunesine ait 1.tiirev
spektrumlari. (Yontem 1) (420nm)

Kinolin(sart) renklendiricisine ve Ecopirin(siyah) numunesine ait 2.tiirev
spektrumlari.(Yontem 1) (423)
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0,00000

BIRINCI TOREY

-0,05000

-0.10239 &

522,70

DaLGA BOYU(NM)

560,00

583,67

Sekil 5.12 Eritrosin(kirmizi) renklendiricisine, Ecopirin(yesil) ve Kuilil(siyah)
numunelerine ait 1.tlirev spektrumlari. (Yontem 1) (537 ve 544nm)
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DALGA BOYU(MM)

Sekil 5.13 Indigotin(mavi) renklendiricisine, Ecopirin(yesil) ve Kuilil(siyah) numunelerine
ait 1.tiirev spektrumlar1.(Yontem 1) (638 ve 670nm)

* Fark Tiirev Yontemi (Yontem 2)
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DALGA BOYU

Sekil 5.14 Kinolin Saris1 (sar1, 3-15 pg/ml), Ponso (kirmizi, 2-10 pg/ml), Sunset Yellow’a
(turuncu, 2-10 pg/ml) ait Yontem 2’ye gére alinan absorpsiyon spektrumlari.
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BIRINCI TUREV
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Sekil 5.15 Kinolin Sarisi (sar1, 3-15 pg/ml), Ponso (kirmizi, 2-10 pg/ml), Sunset Yellow’a

ABSORBANS

(turuncu, 2-10 pg/ml) ait Yontem 2’ye gore alinan 1.tiirev spektrumlari.
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Sekil 5.16 Kinolin Sarisi (sar1, 2-10 pg/ml), Eritrosin (kirmizi, 2-10 pg/ml), Indigotin’e

(mavi,1-5 pg/ml) ait Yontem 2’ye gore alinan absorpsiyon spektrumlari.
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Sekil 5.17 Kinolin Sarisi (sart, 2-10 pg/ml), Eritrosin (kirmizi, 2-10 pg/ml), Indigotin’e
g
(mavi) 1-5 pg/ml ait Yontem 2’ye gére alinan 1.tiirev spektrumlari.
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Sekil 5.18 Kinolin Sarisi (sar1) renklendiricisine, Kuifleks(siyah) ve Bemiks(yesil)
numunelerine ait 1.tlirev spektrumlari. (Yontem 2) (390nm)
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Sekil 5.19 Ponso(kirmizi) renklendiricisine ve Bemiks(siyah) numunesine ait 1.tiirev
spektrumlari. (Yontem 2) (546nm)

Sekil 5.20 Sunset(turuncu) renklendiricisine ve Bemiks(siyah) numunesine ait 1.tiirev
spektrumlart. (Yontem 2) (589nm)
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Sekil 5.21 Kinolin(sar1) renklendiricisine ve Ecopirin(siyah) numunesine ait 1.tiirev
spektrumlari. (Yontem 2) (446nm)
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Sekil 5.23

Sekil 5.22 Eritrosin(kirmizi) renklendiricisine ve Ecopirin(siyah) numunesine ait 1.tiirev

Sekil 5.23 Eritrosin(kirmizi) renklendiricisine ve Kuilil(siyah) numunesine ait 1.tlirev
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BIRINCI TUREV

0,00007 . . .
0,00000 |— =
KUILIL
100020 /M;N_———————’_j
-0,00040 0
000044 L . .
60127 592,00 663,00 59400 69420
DALGA BOYU(NM)
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Sekil 5.24 Indigotin(mavi) renklendiricisine ve Ecopirin(siyah) numunesine ait 1.tiirev

spektrumlari.(Yontem 2) (638nm)

Sekil 5.25 Indigotin(mavi) renklendiricisine ve Kuilil(siyah) numunesine ait 1.tiirev

spektrumlari. (Yontem 2) ( 693nm)
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ORAN YONTEMIi(Yéntem 3)

* Jki Bilesene Bolme (Y6ntem 3a)
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Sekil 5.27 6s6p9k/6p9k(sar1) ve 6s/6p9k(kirmizi) oran spektrumlarinin 1. Tiirev
spektrumlart (Yontem 3a) (460 ve 522nm)
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spektrumlari.(Yontem3a) (554 ve 581 nm
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Sekil 5.29 6e6k3i/6k3i(kirmiz1) ve 6e/6k3i(sart) oran spektrumlarinin 1. tiirev spektrumlari

(Yontem 3a) (488 ve 534nm)
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tiirev spektrumlari.
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Sekil 5.31 3i6e6k/6e6k(kirmizi) ve 3i/6e6k(sart) oran spektrumlarinin 1. Tiirev
spektrumlari. (Yontem 3a) (589 ve 637 nm)
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* Tek Bilesene Bolme (Yontem 3b)
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Sekil 5.32 10pon/2sun (kirmizi) ve 15kin/2sun (sart) oran spektrumlarmin 1. tiirev
spektrumlari. (Yontem 3b) (439nm)

35,05577

20,00000

0,00000 —=

BIRINCI TUREV
|
]
|
|

-20,00000

-40,00000
-44,49972 . e
504,88 550,00

500,00 622.¢
DALGA BOYTII(MNR)

Sekil 5.33 10pon/3kin(kirmizi) ve 10sun/3kin(turuncu) oran spektrumlarinin 1.tiirev
spektrumlart.(Yontem 3b) (517 ve 580 nm)
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Sekil 5.34 15kin/2pon(sart) ve 10sun/2pon (turuncu) oran spektrumlarinin 1. tiirev

spektrumlari. (Yontem 3b) (439nm)
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Sekil 5.35 10ert/lind(kirmizi) ve 10kin/lind(sar1) oran spektrumlarinin 1. tiirev

spektrumlart. (Yontem 3b) (495 ve 540 nm)
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Sekil 5.36 5ind/2ert(mavi) ve 10kin/2ert(sar1) oran spektrumlarinin 1. tiirev spektrumlari
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Sekil 5.37 5ind/2kin(mavi) ve 10ert/2kin(kirmizi) oran spektrumlarinin 1. tiirev

(Yontem 3b) (377 ve 443 nm)
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spektrumlart.(Yontem 3b) (591 ve 635nm)
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Sekil 5.38 Ponso’ya (2-10 pg/ml) ait 1.tiirev absorpsiyon spektrumlari(Ydntem 3b)

67,08002 T T

50,00000 j 4

00000

BIRINCI TUREY

50,00000 | -

-84,00087 ! L 1
350 60 400,00 500,00 600,00 679,80

DALGA BOYU(NIM)

Sekil 5.39 Sunset Yellow’a (2-10 pg/ml) ait 1.tiirev absorpsiyon spektrumlari (Yéntem 3b)
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Sekil 5.40 Kinolin Sarisi’na (3-15 pg/ml) ait 1.tiirev absorpsiyont spektrumlari(Yéntem 3b)
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Sekil 5.41 Indigotin’e (1-5 pg/ml) ait 1.tiirev absorpsiyon spektrumlari(Yéntem 3b)
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Sekil 5.42 Eritrosin’e (2-10 pg/ml) ait 1.tiirev absorpsiyon spektrumlari(Yéntem 3b)
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Sekil 5.43 Kinolin Sarisi’na (2-10 pg/ml) ait 1.tiirev absorpsiyon spektrumlari(Yntem 3b)
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Sekil 5.44 4pg/ml konsantrasyondaki Sunset Yellow ¢6zeltisinin 1', 15, 30, 45', 60' ve
5.glin alinan absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 5.45 15pg/ml konsantrasyondaki Kinolin Saris1 ¢ozeltisinin 1', 15', 30", 45', 60' ve
5.glin alinan absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 5.46 4pg/ml konsantrasyondaki Ponso ¢ozeltisinin 1', 15', 30", 45", 60' ve 5.giin alinan
absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 5.47 4pg/ml konsantrasyondaki Indigotin ¢dzeltisinin 1', 15', 30', 45, 60' ve 5.giin
alian absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 5.48 4pg/ml konsantrasyondaki Eritrosin ¢ozeltisinin 1', 15, 30, 45',60' ve 5.giin

alinan absorpsiyon spektrumlari
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Tiirev Spektrofotometrik Yonteme ( Yontem 1) ait Cizelgeler

Kuifleks Tablet (Ponso,Sunset Yellow,Kinolin Sarisi)

Cizelge 5.1 420 nm dalga boyunda Kinolin Saris1 igin elde edilen tiirev spektrofotometrik
yonteme ait birinci tiirev absorbans (1D420), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ng/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
3 0.00152 0,00172 |0.00185 0,00169 | 1,6x10™ 9,4
6 0.00350 0,00343 10.00392 0,00361 | 2,65x10™ 7,3
9 0.00516 | 0,00539 |0.00610 | 0,00555 | 4,9x10 8.8
12 0.00728 0,00733 |0.00822 0,00761 | 528x10™ 6,9
15 0.00925 0,00962 10.01072 0,00986 |7,64x10* 7,7
0,012 -
y = 0,0007x - 0,0004
0,01 - R® = 0,9987
0,008 -
0,006 -
0,004 -
0,002 -
0 T r r s
0] 5 10 15 20

Sekil 5.49 Kinolin Sarist’na ait &l¢ii egrisi(Yontem 1)(420 nm)
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Cizelge 5.2 525 nm dalga boyunda Ponso i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans (‘Dsas),
standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) [1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0.00024 | 0,00024 [0.00022 | 000023 | 4 15510° 3
4 0.00048 | 0,00050 |0.00048 | 000048 | ¢ 15410 2,3
6 0.00074 | 0,00074 [0.00072 | 000073 | 4 15510 1,5
8 0.00100 | 0,00099 |0.00096 | 000098 | 5 pgxips | 21
10 0.00125 | 0,00126 |0.00127 | 000126 | 4 ox10° 0,7
0,0014 1 y = 0,0001x - 3E-05
0,0012 ~ R = 0,9995
0,001 -
0,0008 -
0,0006 -
0,0004 -
0,0002 -
0 1 1 ] i ] 1
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.50 Ponso’ya ait 8l¢ii egrisi(Yontem 1)(525 nm)
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Cizelge 5.3 506 nm dalga boyunda Sunset Yellow i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans
('Dsoe), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) | 1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0.00165 | 0,00165 [0.00190 | %00173 |y 445104 | 83
4 0.00338 | 0,00332 |0.00363 | 000344 | qgaxiot| A7
6 0.00533 | 0,00503 |0.00558 | 000531 |5 75010 | 3l
8 0.00664 | 0,00661 [0.00722 | 0:00082 | 3435104 | 30
10 0.00825 | 0,00831 [0.00912 | 0:00856 | 4g5x104 | 56
0,01 -
y = 0,0009x + 6E-05
0,008 A R? = 0,9992
0,006 -
0,004 -
0,002 A
0 , l : : : .
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.51 Sunset Yellow’a ait &l¢ili egrisi(Yontem 1)(506 nm)
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Bemiks Tablet (Ponso,Sunset Yellow,Kinolin Sarisy)

Cizelge 5.4 406 nm dalga boyunda Kinolin Sarisi i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans
(1D405), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

Sekil 5.52 Kinolin Sarisi’na ait 6l¢ii egrisi(Yontem 1)(406 nm)
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C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
3 0,00386 | 0,00424 |0,00465 |0-00425 | 39570+ 9
6 0,00842 | 0,00815 |0,00936 |0:00864 | ¢ 3y10 7
9 0,01206 | 0,01234 |001404 |0-01281 11 g7510° 8
12 0,01647 | 0,01629 |0,01835 |0-01789 | 1 1x103 6
15 0,02041 | 0,02509 |0,02333 [0:02294 | 5 347073 10
0,025 -
y = 0,0016x - 0,0007
0,02 o R? = 0,9967
0.015 -
0,01 -
0.005 -
0 I I ] 1]
0 5 10 15 20




Tablo 5.5

570 nm dalga boyunda Ponso i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans ('Dsz),

standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,00089 | 0,00088 |0,00088 |0:00088 | 5775106 | 0.6
4 0,00170 | 0,00175 |0,00177 |%00174 1 36x10° 2
6 0,00262 | 0,00262 |0,00260 |0:00261 | 1155105 | 04
8 0,00348 | 0,00349 |0,00346 |0:00347 |y sx10° 0,4
10 0,00439 | 0,00444 |0,00438 [0:00440 | 39410 0,7
0,005 1 y = 0,0004x - 1E-05
0,004 - R? = 0,9998
0,003 A
0,002 A
0,001 4
0 : . : : . .
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.53 Ponso’ya ait 6l¢ili egrisi(Yontem 1)(570 nm)
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Cizelge 5.6 538 nm dalga boyunda Sunset Yellow i¢in elde edilen ikinci tiirev absorbans
(*Ds3s), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,00018 | 0,00015 [0,00020 |9:00017 1 5 510 14
4 0,00037 | 0,00032 |0,00041 |0:00036 1 4 5410 12
6 0,00061 | 0,00048 [0,00064 |0:00057 | g 5510 14
8 0,00076 | 0,00064 |0,00080 [900073 | g 3410 11
10 0,00097 | 0,00084 |0,00101 |0:00094 | ggx10S 9
0.0017 v = 1E-04x - 3E-05
0,0008 - R? = 0,9983
0,0006 -
0,0004 -
0,0002 -
0 1 1 1 ] 1
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.54 Sunset Yellow’a ait 6l¢ii egrisi(Yontem 1)(538 nm)
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Kuilil Tablet (Eritrosin,Kinolin Sarisi,indigotin)

Cizelge 5.7 420 nm dalga boyunda Kinolin Saris1 i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans
(1D420), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

Sekil 5.55 Kinolin Sarisi’na ait 6l¢ti egrisi(Yontem 1)(420 nm)
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C(ng/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,00114 | 0,00111 |0,00125 |[0:00116 1 73410 6
4 0,00228 | 0,00221 |0,00256 900235 | 1 gx10* 7
6 0,00351 | 0,00354 |0,00395 |0:00366 | 5 4x10 6
8 0,00479 | 0,00490 |0,00530 [9:00499 | 5 gxq0 >
10 0,00655 | 0,00770 |0,00680 |9-00701 1 ¢ o104 8
0,007 -
y = 0,0006x - 0,0002

0,008 + R? = 0,9995
0,005 -
0,004 -
0,003 A
0,002 A
0,001 A

0 : : . : .

0 2 4 6 8 12




Cizelge 5.8

544 nm dalga boyunda Eritrosin i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans (1D544),

standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

Sekil 5.56 Eritrosin’e ait 6l¢ii egrisi(Yontem 1)(544 nm)
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C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,01266 | 0,01025 |0,00979 |[0-0109 1,5x1073 13
4 0,02409 | 0,01964 |0,01873 |0:02082 | 5 gx1p3 13
6 0,03568 | 0,02960 |0,03022 |0-03183 1 334107 10
8 0,04783 | 0,03784 [0,03857 |0:04141 | 554903 13
10 0,05987 | 0,04998 [0,04776 |0:05253 | 64x103 12
0,06 -
005 | ¥ =00052x+0,0003
’ R? = 0,9995
0,04 -
0,03 -
0,02 A
0,01 A
0 ] 1 I T I
0 2 4 6 8 12




Cizelge 5.9 670 nm dalga boyunda Indigotin i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans (‘Dgzo),

standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
1 0,00023 | 0,00020 |0,00020 |0:00021 1,7x10° 8
2 0,00043 | 0,00037 |0,00037 900039 | 34510°% 8
3 0,00068 | 0,00059 |0,00058 |0:00061 1 55,90 9
4 0,00085 | 0,00078 |0,00076 [9:00079 | 475107 6
5 0,00105 | 0,00096 |0,00097 |0:00099 1 49x10° 3
0,0012 -
y = 0,0002x - 9E-06
0,001 - R = 0,9987
0,0008 -
0,0006 -
0,0004 A
0,0002 -
0 i 1 i
0 2 4 6

Sekil 5.57 Indigotin’e ait &l¢ii egrisi(Yontem 1)(670 nm)
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Ecopirin Tablet (Eritrosin,Kinolin Sarisi,Indigotin)

Cizelge 5.10 423 nm dalga boyunda Kinolin Sarist1 i¢in elde edilen ikinci tiirev absorbans
(2D423), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,00020 | 0,00020 [0,00021 |0-00020 | 574906 2
4 0,00039 | 0,00038 |0,00040 |9:00039 1 1 ox10° 2
6 0,00060 | 0,00061 |0,00059 |0-:00060 | 4 ox10° 1
8 0,00079 | 0,00080 |0,00078 |0-00079 | 1 0x10°S 1
10 0,00099 | 0,00008 |0,00100 |%00099 | 1 ox10° 1
000129y = 1E-04x
0,001 1  R2=0 9998
0,0008 -
0,0006 A
0,0004 -
0,0002 H
0 i 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.58 Kinolin Sarisina ait 8l¢ti egrisi(Yontem 1)(423 nm)
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Cizelge 5.11 537 nm dalga boyunda Eritrosin icin elde edilen birinci tiirev absorbans (‘Dss7),

standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

Sekil 5.59 Eritrosin’e ait 6l¢li egrisi(Yontem 1)(537 nm)
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C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,01755 | 0,01687 |0,01596 |001679 | 795710 4
4 0,03331 | 0,03230 |0,03069 |9:0321 1,3x107 4
6 0,04916 | 0,04861 |0,04941 |0:04906 1 4 o510 0.8
8 0,06609 | 0,06225 |0,06354 |0:06396 | 1 o510 2
10 0,08276 | 0,08206 |0,07877 908119 | 5 1x103 2
0.1 -
y = 0,008x + 0,0004
0,08 ~ R2 = 0,9995
0,06 A
0,04 -
0,02 A
0 i I 1 ] ] 1
0 2 4 6 8 10 12




Cizelge 5.12 638 nm dalga boyunda Indigotin i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans
('De3s), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
1 0,00077 | 0,00080 |0,00083 |0-00080 3,0x10° 3
2 0,00173 | 0,00151 |0,00148 |0-00157 1,3x10* 8
3 0,00281 | 0,00237 |0,00233 [9:00250 | 5 gr10 10
4 0,00358 | 0,00314 |0,00303 |0:00325 | 5 ox10* 8
5 0,00442 | 0,00387 |0,00376 |0-00401 3,5x10™ 8
0,005 -
0.004 y = 0,0008x - 4E-06
’ R? = 0,9986
0,003
0.002 4
0.001 -
0 1] 1 T T i 1
0 1 2 3 4 5 6

Sekil 5.60 Indigotin’e ait &lgii egrisi(Yontem 1)(638 nm)
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YONTEM 2’ye ait Cizelgeler

Kuifleks ve Bemiks Tablet(Ponso,Sunset Yellow,Kinolin Sarisi)

Cizelge 5.13 390 nm dalga boyunda Kinolin Saris1 i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans
(1D390), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

Sekil 5.61 Kinolin Sarist’na ait Sl¢ii egrisi(Yontem 2)(390 nm)
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C(pg/ml) |l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
3 0.00775 | 0.00760 |0.00885 |9:00806 | g g5y 8
6 0.01528 | 0.01503 |0.01750 |001593 | 1354107 8
9 0.02296 | 0.02290 |0.02570 |[0-02385 1,5x107 6
12 0.03035 | 0.03045 |0.03398 |9:03159 |7 06x107? 6
15 0.03804 | 0.03769 |0.04272 003948 1 58x10° 7
060345«, 1y =0,0026x +0,0002
ol R*=1
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 A
0,005 -
O 1 ] 1 i
0 5 10 15 20




Cizelge 5.14 546 nm dalga boyunda Ponso igin elde edilen birinci tiirev absorbans (1D546),

standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,00124 | 0,00118 |0,00115 900119 | 4 54107 2
4 0,00240 | 0,00248 |0,00239 |0:00242 | 4 94107 2
6 0,00357 | 0,00367 |0,00362 [0:00362 1 50510 1
8 0,00484 | 0,00496 |0,00484 |0-00488 | ¢ g0 1
10 0,00596 | 0,00603 |0,00600 |%005%9 | 3 s5x10° 0.5
0,007 - _
0,006 - y = 0,20006x - 2E-05
0.005 R? = 0,9996
0,004 -
0,003 -
0,002 -
0,001 -
O T i 1 1 T 1
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.62 Ponso’ya ait Sl¢ti egrisi(Yontem 2)(546 nm)
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Cizelge 5.15 589 nm dalga boyunda Sunset Yellow i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans
('Dsso), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme | 3.deneme Ort S RSD
2 0,00040 | 0,00041 | 0,00047 | 0:00042 | 37410 8
4 0,00081 | 0,00082 | 0,00088 | 0-00083 | 37410 4
6 0,00125 | 0,00120 | 0,00135 | 000126 | 7 6410 6
8 0,00163 | 0,00164 | 0,00177 | %:00168 | 78410° 4
10 0,00203 | 0,00206 | 0,00186 | 9:00198 | 1 ox10+ 5
0,0025 -
y = 0,0002x - 5E-06
0,002 -
0,0015 -
0,001 -
0,0005 -
0 : : : : .
0 2 4 6 10 12

Sekil 5.63 Sunset Yellow’a ait Sl¢ti egrisi(Yontem 2)(589 nm)
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Kuilil Tablet (Eritrosin, Kinolin Sarisi, Indigotin)

Cizelge 5.16 544 nm dalga boyunda Eritrosin igin elde edilen birinci tiirev absorbans (1D544),
standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

Sekil 5.64 Eritrosin’e ait 6l¢ti egrisi(Yontem 2)(544 nm)
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C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,01185 | 0,01000 |0,01039 |9:01074 1 g 74107 9
4 0,02000 | 0,01811 |0,01809 |[901873 | 1 ox103 5
6 0,03000 | 0,02772 |0,02701 |9:02824 | {54103 4
8 0,04062 | 003582 |0,03632 [0:03758 | 5 6x10 7
10 0,05064 | 0,04347 |0,04516 |0:04642 | 374103 7
0,06 -
0054 ¥ =00047x+0,0013
’ R? =0,9999
0,04 -
0,03 A
0,02 A
0,01 -
0 1 1 1 ] ] 1
0 2 4 6 8 10 12




Cizelge 5.17 693 nm dalga boyunda Indigotin igin elde edilen birinci tiirev absorbans (‘Dggs),
standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1.deneme [ 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
1 0,00005 | 0,00004 | 0,00004 | 900004 | 57490 14
2 0,00009 | 0,00007 | 0,00007 | 0,00007 | 4.7 15
3 0,00014 | 0,00010 | 0,00013 | 000012 | 5 414 16
4 0,00018 | 0,00014 | 0,00016 | 000016 | 5 4.9 12
5 0,00020 | 0,00018 | 0,00021 | 000019 | 4 5414 8
0,00025 -
o ooep | ¥ SE05X - 1605
: i R? = 0,9983
0,00015 -
0,0001 A
0,00005 -
O ¥ i L]
0 2 4 6

Sekil 5.65 Indigotin’e ait 8l¢ii egrisi(Y&ntem 2)(693 nm)
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Ecopirin Tablet (Eritrosin, Kinolin Sarisi, Indigotin)

Cizelge 5.18 446 nm dalga boyunda Kinolin Sarisi i¢in elde edilen ikinci tiirev absorbans
(2D445), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,00014 | 0,00015 |0,00015 |9:00015 | 574107 3
4 0,00028 | 0,00029 |0,00027 |9:00026 1 4 ox10° 3
6 0,00036 | 0,00036 |0,00036 [0:00036 | ;1 oy10S 2
8 0,00046 | 0,00047 |0,00045 [0:00046 | ;o110 2
10 0,00056 | 0,00055 |0,00056 [900056 1§ gy10°S 1
0,0006 - y = 8E-05x + 5E-05
0.0005 - R2 = 0,9996
0,0004 -
0,0003 -
0,0002 -
0,0001 -
0 1 i i I i 1
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.66 Kinolin Sarisi’na ait 6l¢ti egrisi(Yontem 2)(446 nm)
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Cizelge 5.19 525 nm dalga boyunda Eritrosin i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans (‘Dsys),

standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

Sekil 5.67 Eritrosin’e ait 6l¢ii egrisi(Yontem 2)(525 nm)
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C(ug/ml) | 1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,00241 | 0,00246 |0,00251 |0:00246 | 54y10% 2
4 0,00479 | 0,00469 |0,00454 [0:00467 | 1 yq0+ 2
6 0,00693 | 0,00717 |0,00678 |0:00696 | gy10* 2
8 0,00918 | 0,00926 |0,00913 |0:00919 | 4 5410 0,7
10 0,01148 | 0,01102 |0,01130 [001126 | 5 34704 2
0,012 - y = 0,0011x + 0,0003
0.01 - R? = 0,9997
0,008 A
0,006 -
0,004 -
0,002 -
0 . : .
0 5 10 15




Cizelge 5.20 638 nm dalga boyunda Indigotin i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans ('Dg3g),
standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) | 1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
1 0,00084 | 0,00072 |0,00077 [9:00077 1 ¢ %107 7
2 0,00179 | 0,00159 |0,00153 |0:00163 1 1 3510 7
3 0,00255 | 0,00218 |0,00230 |[9:00234 | 4 gy107 7
4 0,00346 | 0,00297 |0,00303 |0:00315 | 5 gx10* 8
5 0,00425 | 0,00374 |0,00370 |0:0038% 1 3 010 7
0.0045 -
0,004 - y = 0,0008x + 4E-05
0,0035 - R? =0,9992
0,003 -
0.0025 -
0,002 A
0.0015 -
0.001 -
0.0005 -
0 T 1§ )] T ¥ 1
0 1 2 3 4 5 6

Sekil 5.68 Indigotin’e ait 8lgii egrisi(Yontem 2)(638 nm)
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Oran Spektrofotometrik Yonteme ait Cizelgeler (Yontem 3)

Iki Bilesene Bolme(Yontem 3a)

Cizelge 5.21 445 nm dalga boyunda Kinolin Sarisi i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans

('Dass), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
3 0,03286 | 0,03280 | 0,03274 | 0,03280 6,0x10° 0,18
6 0,06287 | 0,06284 | 0,06290 | 0,06287 3,0x10° 0,04
3
9 0,09880 | 0,09881 | 0,09880 | 0,09880 5’7X10-6 5,7x10
12 0,12540 | 0,12544 | 0,12548 0,12544 4,0x10’5 0,03
3
15 0,15985 | 0,15984 | 0,15984 | 0,15984 5’7X10-6 3,56x10
0,18 -
= 0,0106x + 0,001
.16 1 Y R2=O,);985
0,14 -
0,12 -
0,1
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 ' . . .
o) 5 10 15 20

Sekil 5.69 Kinolin Sarisi’na ait 6l¢ii egrisi(Yontem 3a)( 445nm)
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Cizelge 5.22 554 nm dalga boyunda Ponso i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans ('Dssy),
standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
) 0,13329 | 0,13339 | 0,13319 | 0,13329 1,0x10'4 0,07
4 0,26326 | 0,26320 | 0,26314 | 0,26320 6,0x10° 0,02
6 0,42587 | 0,42580 | 0,42573 0,42580 7,0x10° 0,01
3
3 0,56600 | 0,56590 | 0,56595 0,56595 5,0x10°5 8,8x10
3
10 0,71914 | 0,71910 | 0,71918 { 0,71914 4,0x10° 5,56x10
0,8 -
y =0,0737x - 0,0209
0.7 1 R? = 0,9991
0,6
0,5 A
0,4
0,3
0,2
0,1
0 '
0 2 a 6 8 10 12

Sekil 5.70 Ponso’ya ait 6l¢ii egrisi(Yontem 3a)(554 nm)
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Cizelge 5.23 522 nm dalga boyunda Sunset Yellow i¢in elde edilen birinci tiirev absorbans
(1D522), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD

5 0,01720 | 0,01720 | 0,01721 | 0,01720 5,7x10° 0,03

4 0,03507 | 0,03510 | 0,03504 | 0,03507 3,0x10° 0,08

6 0,05047 | 0,05048 | 0,05048 | 0,05048 5,7x10° 0,01

8 0,06874 | 0,06880 | 0,06886 | 0,06880 6,0x10° 0,08

3

10 0,08575 | 0,08576 | 0,08577 | 0,08576 7,0x10° 8,1x10

0,1 5
0,09 A y = 0,0085x + 00,0002
R? = 0,9995
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 A
0,04 -
0,03 4
0,02 4
0,01
[a] T
o] 2 4 (<3 8 10 12

Sekil 5.71 Sunset Yellow ait 6l¢ii egrisi(Yo6ntem 3a2)(522 nm)
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Cizelge 5.24 407 nm dalga boyunda Kinolin Sarisi i¢in elde edilen absorbans (Dy47), standart

sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD

2 6,50792 | 6,50791 | 6,50790 | 6,50792 1,0x10° 1,53x10™
4 12,59212 | 12,59204 | 12,59208 | 12,59208 4,0x10° 3,17x10™
6 19,54653 | 19,54655 | 19,54651 | 19,54653 2,0x10° 1,02x10™
3 26,2708 | 26,2698 | 26,2703 | 26,27030 5,0x10 1,90x10~
10 31,69750 | 31,69754 | 31,69752 | 31,69752 2,0x10° 6,3x107

35 A

30

25 -

y = 3,2029x% + 0,1056
R? = 0,9984

10

12

Sekil 5.72 Kinolin Sarisi’na ait 6l¢ii egrisi(Yontem 3a)(407nm)

116




Cizelge 5.25 488 nm dalga boyunda Eritrosin i¢in elde edilen birinci tlirev absorbans ('Dags),
standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) |l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
) 0,83104 | 0,83112 | 0,83108 | 0,83108 | 4,0x10” | 4,8x107
4 1,58182 | 1,58182 | 1,58181 | 1,58182 | 5,7x10° | 3,6x10™
6 2,33922 | 233916 | 2,33919 | 2,33919 | 3,0x10° | 1,28x107
g 3,14143 | 3,14142 | 3,14143 | 3,14143 | 5,7x10° | 1,8x10™*
10 3,95586 | 3,95584 | 3,95588 | 3,95586 | 2,0x10° | 5,0x10™
4,5
y = 0,3805x + 0,0271

4 R? = 0,9996

3,5 4

3..

2.5 1

2 -

1,5 1

1

0,5 4

O T T ¥ r T x

(8] 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.73 Eritrosin’e ait 6l¢ii egrisi(Yontem 3a)( 488 nm)
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Cizelge 5.26 589 nm dalga boyunda Indigotin igin elde edilen birinci tiirev absorbans (1D589,)
standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
) 1,91891 | 1,91871 | 1,91881 | 1,91881 | 1,0x10* | 5.2x10”
) 3,47425 | 3,47445 | 3,47435 | 3.47435 | 1,0x10” | 2,8x107
3 5,19267 | 5,19257 | 5,19267 | 5,19267 | 5,7x10 | 1,0x107
4 7,05989 | 7,05969 | 7,05979 | 7,05979 | 1,0x10* | 1,4x107
5 8,87995 | 8,87990 | 8,87985 | 8,87990 | 5,0x10” | 5,6x10™*
10 -

y = 1,7508x%x + 0,0528
8 R2 = 0,9988
8_
7_.
6_
5_
4
3_
2..
1
[e) T
[a) 1 2 3 4 5 (=]

Sekil 5.74 Indigotin’e ait 5l¢ii egrisi(Yéntem 3a)( 589 nm)
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Tek Bilesene Bolme (Ydntem 3b)

Cizelge 5.27 439 nm dalga boyunda Kinolin Saris1 (Kuifleks ve Bemiks Tabletler) i¢in elde
edilen birinci tiirev absorbans ('Dyso), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) [1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
3 0,65420 }0,65422 0,65418 |0,65420 2,0x10° | 3,0x107
6 1,25471 |1,25491 |1,25481 |1,25481 1,0x10™ 7,9x107
9 1,90130 |1,90142 |1,90154 |1,90142 1,2x10* | 1,0x107
12 2,50677 |2,50657 |2,50667 {2,50667 1,0x10* | 6,3x107
15 3,19526 {3,19506 |3,19516 |3,19516 1,010 0,03
3571 y=0,2111x + 0,0023
3 - R* = 0,9995
2,5 -
2 -
1,5 -
1 -
0,5 -
O T ] ] 1
0 5 10 15 20

Sekil 5.75 Kinolin Sarisi’na ait 8l¢i egrisi(Yontem 3b)( 439 nm)
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Cizelge 5.28 517 nm dalga boyunda Ponso (Kuifleks Tablet) icin elde edilen birinci tiirev
absorbans (1D517), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) | 1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
5 0,10124 | 0,10144 | 0,10164 | 0,10144 | 2,0x10™ 0,19
4 0,21969 | 0,21949 | 0,21929 | 021949 | 2,0x10™* 0,04
6 0,32938 | 0,32918 | 0,32958 | 0,32938 | 2,0x10™ 0,06
g 0,44766 | 0,44726 | 0,44746 | 044746 | 2,0x10™ 0,04
10 0,56955 | 0,56975 | 0,56995 | 0,56975 | 2,0x10™ 0,03
0,6 -
y = 0,0582x-0,0159
0,5 - R2=0,9997
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 4
O i i I 1 ] I
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.76 Ponso’ya ait 6l¢ii egrisi(Yontem 3b)( 517 nm)
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Cizelge 5.29 510 nm dalga boyunda Sunset Yellow (Kuifleks Tablet) i¢in elde edilen birinci
tiirev absorbans (1D510), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
9 0,04250 [0,04255 0,04245 |0,04250 5,0x10” 0,11
4 0,08490 10,08482 |0,08474 0,08482 8,0x10™ 0,09
6 0,12906 0,12912 |0,12900 10,12906 6,0x107 0,04
8 0,16900 |[0,16906 |0,16903 |0,16903 3,0x107 0,01
10 0,21223 10,21243 10,21233 10,21233 1,0x10™ 0,04
0,25 -
y = 0,0212x + 0,0004
0,2 1 R® = 0,9998
0,15 -
0,1 1
0,05 -
0 . ; . T T |
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.77 Sunset Yellow’a ait 6l¢ii egrisi(Yontem 3b)( 510 nm)
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Cizelge 5.30 580 nm dalga boyunda Ponso (Bemiks Tablet) igin elde edilen birinci tlirev

absorbans (‘Dsg), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) [1l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
2 0,66836 10,66838 |0,66840 |0,66838 2,0x10° | 2,9x107
4 1,27102 [1,27082 |1,27092 |1,27092 1,0x10% | 7,8x107
6 1,94801 [1,94781 |1,94791 }1,94791 1,0x10* | 5,1x10”
g 2,59836 |2,59816 |2,59796 |2,59816 2,0x10” | 7,6x10”
10 3,27534  |3,27504 13,27474 |3,27504 3,0x10* | 9,1x107
3,9 = 0,327x - 0,0101
y
37 R? = 0,9996
2,5 -
2
1,5
1
0,5 A1
O I t I I i 1
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.78 Ponso’ya ait 6l¢ti egrisi(Yontem 3b)( 580 nm)
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Cizelge 5.31 528 nm dalga boyunda Sunset Yellow(Bemiks Tablet) i¢in elde edilen birinci

tiirev absorbans (‘Ds,g), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
) 226359 12,26259 [2,26159 [2,26259 1,0x107 0,04
4 4,60769 [4,60869 [4,60969 |4,60869 1,0x107 0,02
6 7,25208 |[7,25008 |7,25008 |[7,24808 1,0x107 0,01
3 9,02907 19,02807 |9,02707 |9,02807 1,0x10° 0,01
10 11,26445 [11,26545 |11,26345 [11,26445 | 1,0x10° | 89x10~
1297 y=1,1211x + 0,1562
10 A R* = 0,9965
8 -
6 -
4 -
2 -
0 I 1 I I ¥ 1
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.79 Sunset Yellow’a ait 6l¢ti egrisi(Yontem 3b)( 528 nm)
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Cizelge 5.32 377 nm dalga boyunda Kinolin Saris1 (Kuilil Tablet) i¢in elde edilen birinci

tiirev absorbans ('Ds77), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) [1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
) 0,64663 10,64665 |0,64667 |0,64665 2,0x10” | 3,0x107
4 1,27396 [1,27391 |1,27386 |1,27391 5,0x10”° | 3,9x107
6 1,90826 [1,90816 |1,90806 [1,90816 1,0x10* |  5,2x107
g 2,53570 |2,53580 [2,53560 [2,53570 1,0x10*] 4,0x107
10 3,18541 [3,18561 [3,18551 [3,18551 1,0x10*| 3,1x107
3,5 1 y = 0,317x + 0,0081
3 - R? = 1
2,5 -
2 -
1,5 -
1 .
0,5 -
O 1 ] I i ] 1
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.80 Kinolin Sarisi’na ait 8¢t egrisi(Yontem 3b)( 377 nm)
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Cizelge 5.33 495 nm dalga boyunda Eritrosin (Kuilil Tablet) i¢in elde edilen birinci tiirev
absorbans (‘Daos), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri(Ydntem 3b)

C(ug/ml) |l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
) 2,99029 [2,99229 |2,99129 {2,99129 1,0x10° | 0,03
4 5,69200 |[5,69100 |5,69000 |5,69100 1,0x10° 0,01
6 8,41628 18,41828 18,42028 |8,41828 2,0x10° | 0,02
3 11,31721 |11,31921 |11,32121 }11,31921 2,0x10° 0,01
10 14,24779 |14,24379 |14,24579 |14,24579 2,0x10° | 0,01
16 1 y = 1,4069x + 0,092
141 R? = 0,9996
12
10 -
8 -
6
4 .
2 -
O i 1 ] 1 1 T
0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.81 Eritrosin’e ait 6l¢ii egrisi(Yontem 3b)( 495 nm)
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Cizelge 5.34 591 nm dalga boyunda Indigotin (Kuilil Tablet) igin elde edilen birinci tiirev

absorbans (1D591), standart sapma ve badil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
1 6,71062 [6,81062 [6,91062 |6,81062 0,10 1,40
5 14,29053 [14,39053 |14,19053 [14,39053 0,10 0,69
3 22,83635 |22,63635 |22,93635 }22,83635 0,15 0,65
4 29,12050 |29,32050 |29,22050 29,2205 0,10 0,30
5 36,15537 [36,05537 |35,95537 (36,05537 0,10 0,20
40 -
35 . y=7,3319x-0,1332
2_

20 - R?=0,9975
25 A
20 ~
15 -
10 -
5 -
0 T I 1

0 1 2 3 4

Sekil 5.82 Indigotin’e ait 5l¢ii egrisi(Yontem 3b)( 591 nm)
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Cizelge 5.35 443 nm dalga boyunda Kinolin Sarisi (Ecopirin Tablet) i¢in elde edilen birinci
tiirev absorbans (1D443), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) |1l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
) 0,62467 10,62470 [0,62464 ]0,62467 3,0x10° | 4,8x107
A 1,22276 |1,22269 |1,22262 |1,22269 7,0x10° | 5,8x10”
6 1,82615 [1,82605 |1,82595 |1,82605 1,0x10* | 5,5x107
g 2,41829 [2,41809 [2,41789 [2,41809 2,0x10%| 83x107
10 3,02593 [3,02533 [3,02563 |3,02563 3,0x10% ] 9,9x107

3,5 7 = 0,2999

y = 0,2999x + 0,0242

37 R? = 1

2,5 1

2 -

1,5 1

1 .

0,5 -

0 I ] I T I I

0 2 4 6 8 10 12

Sekil 5.83 Kinolin Sarisi’na ait dl¢ii egrisi(Yontem 3b)( 443 nm)
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Cizelge 5.36 540 nm dalga boyunda Eritrosin (Ecopirin Tablet) i¢in elde edilen birinci tiirev
absorbans (‘Ds4p), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(pg/ml) |1.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
5 1,27651 [1,29651 |1,28651 }1,28651 0,01 0,8
4 2,43711 [2,45711 |2,44711 |2,44711 0,01 0,4
6 3,60758 |[3,61758 [3,62758 ([3,61758 0,01 0,2
g 490884 [4,85884 |4,80884 [4,85884 0,05 1,0
10 6,20641 [6,10641 |[6,00641 [6,10641 0,10 1,6

7 -

y =0,6026x +0,0478

6 R = 0,9997

5 4

4 -

3 -

2 -

1

O ] T T T t ¥

0 2 4 8 8 10 12

Sekil 5.84 Eritrosin’e ait 6l¢ii egrisi(Yontem 3b)(540 nm)
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Cizelge 5.37 635 nm dalga boyunda Indigotin (Ecopirin Tablet) i¢in elde edilen birinci tiirev
absorbans (1D535), standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

C(ug/ml) [1l.deneme | 2.deneme |3.deneme Ort S RSD
1 0,74494 10,74594 |0,74694 |0,745%4 0,001 0,13
2 1,65267 |[1,65467 |1,65667 |1,65467 0,002 0,12
3 2,67684 12,67084 |2,67384 |2,67384 0,003 0,11
4 3,41346 |3,41846 |3,42346 |3,41846 0,005 0,14
5 420254 [4,22254 |4,21254 |4,21254 0,01 0,23
45 - y =0,8697x - 0,068
4 - R? = 0,9966
3,5 1
3
2,5
2 ]
1,5 -
1
0,5 -
O ] T I [ i 1
0 1 2 3 4 5 6

Sekil 5.85 Indigotin’e ait lgli egrisi(Ydntem 3b)(635 nm)
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Cizelge 5.38 10 pg/ml Ponso(570nm), 10 pg/ml Sunset Yellow(506nm), 10 pg/ml Kinolin
Saris1(420nm), 10 pg/ml Eritrosin(544nm) ve 10 pg/ml Indigotin(670nm) ile Yontem 1’e

gbre yapilan 8 paralel ¢alisma i¢in tiirev absorbans, standart sapma, bagil standart sapma,
LOD ve LOQ degerleri.

Ponso Sunset | Kinolin | Eritrosin | Indigotin

Deneme | 10(pg/ml) | 10(pg/ml) | 10(ug/ml) | 10(ug/ml) | 10(pug/ml)
1. 10,0 10,0 10,8 10,1 10,1
2 10,5 10,2 10,4 10,2 10,1
3 10,2 10,0 10,7 9,8 10,2
4. 10,0 10,2 10,2 9,7 10,6
5. 10,6 10,1 10,3 9,8 10,3
6 10,5 10,3 10,5 9,9 10,2
7 10,4 10,4 10,4 10,3 10,3
8. 10,2 10,1 10,7 10,4 10,2
Ort. 10,3 10,1 10,5 10,0 10,2
S 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1
RSD 1,9 0,9 1 2 0,9
LOD 0,6 0,3 0,6 0,6 0,3
LOQ 2 1 2 2 1

Cizelge 5.39 10 pg/ml Ponso(546nm), 10 pg/ml Sunset Yellow(589nm), 10 pg/ml Kinolin
Sar1s1(390nm), 10 pug/ml Eritrosin(525nm) ve 10 pg/ml Indigotin(638nm) ile Yontem 2’ye
gbre yapilan 8 paralel ¢aligma igin tlirev absorbans, standart sapma, bagil standart sapma,
LOD ve LOQ degerleri.

Ponso Sunset | Kinolin | Eritrosin | Indigotin

Deneme | 10(pug/ml) [ 10(ug/ml) | 10(pg/ml) | 10(pg/ml) | 10(ng/ml)
1. 10,0 10,6 10,2 10,1 10,1
2. 10,3 10,5 9.8 10,2 10,3
3. 10,3 10,4 9.9 10,6 10,4
4. 10,4 10,2 10,1 10,8 10,1
5. 10,1 10,8 10,7 10,3 10,1
6. 10,5 10,4 10,2 10,3 10,4
7. 10,2 10,7 10,3 10,0 10,2
8. 10,1 10,2 10,5 10,1 10,3
Ort. 10,2 10,4 10,2 10,3 10,2
S 0.1 0,2 0,2 0,2 0,1
RSD | 09 1,9 2 1,9 1
LOD 0,3 0,6 0,6 0,6 0,3
LOQ 1 2 2 2 1
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Cizelge 5.40 Sunset Yellow(482nm), Ponso(506nm) ve Kinolin Sarisi(416nm)’de Tiirev
Spektrofotometrik Yontem(Ydntem 1) i¢in giin i¢i alinan birinci tiirev, standart sapma ve
bagil standart sapma degerleri.

Sunset

Yellow

C(pg/ml) 1.6l¢iim 2.6l¢tim | 3.6l¢lim Ort. Std.sapma| RSD
2 0,00018 0,00018 | 0,00019 | 0,00018 | 5,7x10° 3,0
4 0,00039 0,00039 | 0,00041 | 0,00039 | 1,1x10” 2,0
6 0,00061 0,00063 | 0,00064 | 0,00062 | 1,5x10™ 2,0
8 0,00076 0,00077 | 0,00076 | 0,00076 | 5,7x10° 0,7
10 0,00098 0,00098 | 0,00100 | 0,00098 | 1,1x10” 1,0
Ponso

C(pg/ml) 1.6l¢tim 2.6l¢tim | 3.0lctim Ort. Std.sapma| RSD

2 0,00089 0,00088 | 0,00088 | 0,00088 | 5,7x10° 0,6
4 0,00170 0,00175 | 0,00177 | 0,00174 | 3,6x10” 2,0
6 0,00262 0,00262 | 0,00260 | 0,00261 | 1,1x10” 0,4
8 0,00348 0,00349 | 0,00346 | 0,00347 | 1,5x10” 0,4
10 0,00439 0,00444 | 0,00438 | 0,00440 | 3,2x10” 0,7
Kinolin

C(pg/ml) 1.8l¢tim 2.6letim | 3.0l¢tim Ort. Std.sapma| RSD

2 0,00020 0,00020 | 0,00021 | 0,00020 | 5,7x10° 2,8
4 0,00039 0,00038 | 0,00040 | 0,00039 | 1,0x107 2,5
6 0,00060 0,00061 | 0,00059 | 0,00060 | 1,0x10” 1,6
8 0,00079 0,00080 | 0,00078 | 0,00079 | 1,0x107 1,2
10 0,00099 0,00098 | 0,00100 | 0,00099 | 1,0x10” 1,0
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Cizelge 5.41 Eritrosin(525nm) ve Indigotin(610nm)’de Tiirev Spektrofotometrik
Yontem(Yontem 1) igin giin i¢i alinan birinci tiirev, standart sapma ve bagil standart sapma
degerleri.

Eritrosin

C(pg/ml) 1.6l¢tim 2.6l¢tim | 3.6l¢tim Ort. Std.sapma| RSD

2 0,00247 0,00246 | 0,00250 | 0,00247 2,0X10'5 0.8

4 0,00471 0,00470 | 0,00470 | 0,00470 | 5,7x10® 0,1

6 0,00693 0,00694 | 0,00694 | 0,00694 | 5,7x10° 0,08
8 0,00918 0,00916 | 0,00913 | 0,00915 2,5x107 0,2

10 0,01148 0,01146 | 0,01146 | 0,01146 1,1x107 0,09
Indigotin

C(pg/ml) 1.6l¢tim 2. 6lgtim | 3. 6l¢tim Ort. Std.sapma| RSD

1 0,00005 0,00004 | 0,00004 | 0,00004 | 5,7x10° 14
2 0,00008 0,00007 | 0,00007 | 0,00007 | 5,7x10° 8,0
3 0,00013 0,00012 | 0,00013 | 0,00013 | 5,7x10° 4,3
4 0,00017 0,00017 | 0,00016 | 0,00017 | 5,7x10° 3,3
5 0,00022 0,00023 | 0,00021 | 0,00021 | 1,0x107 4,7
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Cizelge 5.42 Sunset Yellow(482nm), Ponso(506nm) ve Kinolin Sarisi(416nm)’de Tiirev
Spektrofotometrik Yontem(Y6ntem 1) icin giin agir1 alinan birinci tiirev, standart sapma ve
bagil standart sapma degerleri.

Sunset

C(pg/ml) 1.6l¢tim 2.6l¢lim | 3.6l¢lim Ort. Std.sapma| RSD

2 0,00018 0,00018 | 0,00019 | 0,00018 | 5,7x10° 3,1
4 0,00039 0,00039 | 0,00040 | 0,00039 | 5,7x10° 1,4
6 0,00060 0,00062 | 0,00062 | 0,00062 | 1,1x10” 1,7
8 0,00077 0,00077 | 0,00075 | 0,00076 | 1,1x10” 1,4
10 0,00100 0,00098 | 0,00098 | 0,00098 | 1,1x10” 1,1
Ponso

C(pg/ml) 1.6l¢tim 2.6lgim | 3.6l¢clim Ort. Std.sapma| RSD

2 0,00090 0,00090 | 0,00093 | 0,00091 | 1,7x10” 1,8
4 0,00176 0,00174 | 0,00177 | 0,00175 | 1,5x107 0,8
6 0,00264 0,00265 | 0,00267 | 0,00265 | 1,5x10” 0,3
8 0,00345 0,00349 | 0,00350 | 0,00348 | 2,6x10° 0,7
10 0,00445 0,00440 | 0,00439 | 0,00441 | 3,2x10” 0,7
Kinolin

C(pg/ml) 1.8l¢lim 2.6l¢tim | 3.6l¢tim Ort. Std.sapma| RSD

2 0,00017 0,00016 | 0,00019 | 0,00017 | 1,5x107 8.8
4 0,00042 0,00040 | 0,00040 | 0,00040 | 1,1x107 2,7
6 0,00059 0,00060 | 0,00062 | 0,00060 | 1,5x10 2,5
8 0,00082 0,00080 | 0,00084 | 0,00082 | 2,0x107 24
10 0,00102 0,00098 | 0,00100 | 0,00100 | 2,0x107 2,0
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Cizelge 5.43 Eritrosin(525nm) ve Indigotin(610nm)’de Tiirev Spektrofotometrik
Yontem(Y6ntem 1) i¢in giin agirt alinan birinci tirev, standart sapma ve bagil standart sapma
degerleri.

Eritrosin

C(pg/ml) 1.6l¢tim 2.6l¢iim | 3.6lgtim Ort. Std.sapma| RSD

2 0,00249 0,00252 | 0,00250 | 0,00250 | 1,5x10° 0,6
4 0,00474 0,00470 | 0,00469 | 0,00471 | 2,6x107 0,5
6 0,00693 0,00698 | 0,00690 | 0,00693 | 4,0x10 0,5
8 0,00915 0,00916 | 0,00920 | 0,00917 | 2,6x107 0,2
10 0,01149 0,01145 | 0,01148 | 0,01147 | 2,0x10” 0,1
Indigotin

C(ug/ml) 1.61¢tim 2. 6lgtim | 3. dlgtim Ort. Std.sapma| RSD
1 0,00004 0,00003 | 0,00004 | 0,00004 | 5,7x10° 14

2 0,00007 0,00006 | 0,00007 | 0,00007 | 5,7x10° 8,1
3 0,00012 0,00012 | 0,00013 | 0,00012 | 5,7x10° 3,7
4 0,00015 0,00014 | 0,00016 | 0,00015 | 1,010 6,6
5 0,00020 0,00023 | 0,00021 | 0,00021 | 1,5x107 7,1

Cizelge 5.44 Laboratuarlar arasi 10 ppm’lik Sunset Yellow(482nm), Ponso(506nm), Kinolin
Sarisi(416nm), Eritrosin(525nm) ve Indigotin(610nm) boyar maddeler igin Yéntem 1,
Yontem 2 ve Yontem 3 ile bulunan 1.tiirev degerleri

YONTEM 1 YONTEM 2 YONTEM 3
C(pg/ml) | Boyar madde | A Lab Blab | ALab | BLab | ALab | BLab

10 Ponso 0,00445 | 0,00444 | 0,00596 | 0,00595 [ 0,71914 | 0,71916

10 Sunset Yellow | 0,00100 | 0,0098 | 0,00203 | 0,00204 } 0,08575 | 0,08574

10 Kinolin Sarist | 0,00097 | 0,00096 | 0,00056 | 0,00056 | 3,18541 | 3,18540

10 Eritrosin 0,01145 | 0,01142 | 0,03632 | 0,3631 | 3,95586 | 3,95586

5 Indigotin 0,00023 | 0,00021 | 0,00018 | 0,00017 | 8,87995 | 8,87994
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Cizelge 5.45 544 nm’de Eritrosin, 420nm’de Kinolin Sarist ve 670nm’deki Indigotin (Kuilil
ve Ecopirin Tabletler) igin yapilan saf ve karigim halindeki ¢ozeltilerle Yontem 1°e gore
yapilan verim ¢aligmalari

KONULAN BULUNAN %
TUREV YONTEM (ug/ml) (ng/ml) VERIM
E K I |E K 1 E K i

2e2kli 2 2 1421 20 095 (105 102 95

2e2k5i 2 2 5120 21 489 |100 105 97

4edk5i 4 4 5143 43 495 1107 107 99
SAF

(2-10) kin
(2-10)ert | 8e8k4i | 8 8 4|85 85 38 [106 107 95

6e6k3i 6 6 363 63 287 106 106 96

(1-5)ind | q0e10k1i |10 10 1 |102 10,7 0,97 [102 107 97

10e10k3i | 10 10 3 |10,6 10,7 2,88 {106 107 96

10el0k5i | 10 10 5 |10,7 10,7 4,78 |107 107 95

KONULAN BULUNAN %
TUREV YONTEM (ng/ml) (ng/ml) VERIM
E K I E K I |E K i

2e2kli |2 2 1 ;21 203 09 |105 101 92

KARISIM
22k51 |2 2 5 |19 21 47 | 98 105 94

(2-10)ert 4e4k5i |4 4 5 3,9 4,1 4,7 99 101 94
+6k31

6e6k3i |6 6 3 |61 61 28 |[101 101 94

(2-10)kin 8e8k4i (8 8 4 |87 82 38 |108 102 95

+6e3i 10el0kti |10 10 1 |10,7 10,5 0,9 | 107 105 93

10e10k3i 10 10 3 (10,8 10,7 2,8 | 108 107 96

(1-5)ind
+6k6e | 10el0ksi [10 10 5 |10,6 10,7 4,7 | 106 107 94
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Cizelge 5.46 544 nm’de Eritrosin, 446nm’de Kinolin Saris1 ve 693nm’deki Indigotin (Kuilil
ve Ecopirin Tabletler) i¢in yapilan saf ve karigim halindeki ¢ozeltilerle Yontem 2’ye gore
yapilan verim ¢alismalari

KONULAN BULUNAN %
FARK YONTEM (ug/ml) (ng/ml) VERIM
E K I |EBE K I E K i

2e2kli 2 2 1120 21 09 |[102 105 96

22kSi | 2 2 5020 20 48 |100 102 96
SAF
(2-10) kin
(2-10yert | 6e6K3i |6 6 3162 63 285 103 106 95

4e4k5i 4 4 5|39 42 48 |99 105 96

(1-5)ind | 8e8k4i | 8 8 4 |86 85 3.8 |107 107 95

10elOkli | 10 10 1 |10,2 10,5 0,98 |102 105 98

10e10k3i | 10 10 3 |10,6 10,7 2,9 |106 107 96

10el0k5i | 10 10 5 | 10,7 10,7 4,8 107 107 96

KONULAN BULUNAN %
FARK YONTEM (ug/ml) (ng/ml) VERIM
E K 1 E K I |E K i

KARISIM | 2e2kli 2 2 1 26 201 095 | 106 101 95

22k5i |2 2 5 |24 205 47 |104 102 94
(2-10)ert

+6k3i

dedk51 |4 4 5 (45 42 48 | 105 102 96

6e6k3i |6 6 3 |65 65 285|105 105 95

(2-10)kin | 8e8k4i |8 8 4 |82 88 3,8 |102 108 95
+6e31

10e10k1i 10 10 1 |10,8 10,7 096 | 108 107 96

(1-5)ind 10el10k3i (10 10 3 |10,6 10,3 2088 | 106 93 96

+6ko6e 10el0k5i {10 10 5 |10,5 10,5 4,7 | 105 105 94
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Cizelge 5.47 525 nm’de Ponso, 420nm’de Kinolin Sarist ve 506nm’deki Sunset Yellow
(Kuifleks ve Bemiks Tabletler) igin yapilan saf ve karigim halindeki ¢ézeltilerle Yontem 1’e
gore yapilan verim ¢aligmalari

KONULAN BULUNAN %
TUREV YONTEM (ng/ml) (ng/ml) VERIM
K P S| K P S | K P S

12k10pl0s | 12 10 10 12,3 10,1 10,1 | 102 101 101

12kd4pds | 12 4 4 112,1 43 42 100 107 105
SAF

(2-10) pon
(2-10)sun | 15k4p4s |15 4 4 1156 42 42 | 104 105 105

15k10pl0s | 15 10 10 [ 153 10,5 10,2 | 102 105 102

(3-15)kin | 3k10p10s | 3 10 10 | 32 102 103 | 106 102 103

3k8p8s 3 8 8 |31 85 85 |103 106 106

6k8p8s 6 8 8 |65 81 81 |108 101 101

9k6p6s 9 6 6 |95 63 63 |105 105 105

KONULAN BULUNAN %
TUREV YONTEM (ng/ml) (ng/ml) VERIM
K P 8 K P S |K P S

KARISIM |12k10pl0s | 12 10 10 |12,7 9,6 10,0 | 105 107 100

12kdpds | 12 4 4 12,5 3,7 421 | 104 105 105
(2-10) pon

+6s9k

15k10pl0s | 15 10 10 153 9,8 10,2 | 103 108 102

15kdpd4s | 15 4 4 1156 42 42 |104 105 105

(2-10)sun | 3k10p10s | 3 10 10 | 3,2 10,3 10,3 | 106 103 103
+6p9k

3k8p8s 3 8 & 131 83 82 103 103 102

(3-15)kin | OK8P8s | 6 8 8 |65 83 &1 [108 103 101

+6p6s 9k6p6s 9 6 6 |95 65 65 | 105 108 108
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Cizelge 5.48 546 nm’de Ponso, 390nm’de Kinolin Sarist ve 589nm’deki Sunset Yellow
(Kuifleks ve Bemiks Tabletler) i¢in yapilan saf ve karigim halindeki ¢6zeltilerle Yontem 2’ye
glre yapilan verim galigmalari

KONULAN BULUNAN %
FARK YONTEM (ug/ml) (ug/ml) VERIM
K P S| K P S | K P S

12k10p10s | 12 10 10 | 124 99 10,7 | 103 99 107

12k4p4s | 12 4 4 1126 4,0 40 |105 101 101
SAF

(2-10) pon
(2-10) sun 15kd4pds |15 4 4 156 44 42 104 104 102

15k10pl10s | 15 10 10 |16,2 10,2 9,8 | 108 102 98

(3-15)kin | 3k10pl0s | 3 10 10 | 3,2 10,2 10,7 | 106 102 107

3k8p8s 3 8 8 132 75 82 |109 102 97

6k8p8s 6 8 8 65 81 81 |108 101 101

9k6p6s 9 6 6 {95 60 64 (105 101 106

KONULAN BULUNAN %
FARK YONTEM (ng/ml) (ug/ml) VERIM
K P S K p S K P S

KARISIM |12k10pl0s | 12 10 10 | 11,7 10,7 99 | 97 107 99

12kdpds | 12 4 4 1124 40 40 (103 101 101

(2-10) pon

15k10p10s | 15 10 10 | 14,7 98 10,2 | 98 98 102
+6s9k

15kd4pds |15 4 4 1158 42 44 |105 102 104

(2-10)sun | 3k10pl0s | 3 10 10 | 3,2 10,7 10,2 | 106 107 102
+6p%k

3k8p8s 3 8 8 132 82 75 106 97 102

(3-15)kin | Ok8p8s | 6 8 8 159 81 &l | 98 101 101

+6pbs 9k6p6s 9 6 6 |87 64 60 97 106 101
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Cizelge 5.49 (488,495 nm’de) Eritrosin, (407,377nm’de) Kinolin Sarisi ve
(589,591nm’deki) Indigotin (Kuilil ve Ecopirin Tabletler) i¢in yapilan saf ve karisim
halindeki ¢6zeltilerle Yontem 3’e gore yapilan verim galismalart

KONULAN BULUNAN %
ORAN YONTEM (ug/ml) (ug/ml) VERIM
2e2kli 2 2 1120 21 0956 [102 105 96
2e2k5i 2 2 5120 2,0 4,8 100 102 96
4e4kSi 4 4 5139 42 48 |99 105 96
Yoéntem
33 6e6k3i 6 6 3162 6,3 2.85 |103 106 95
8e8k4i 8 8 41806 8,5 3,8 |107 107 95
10e10kli | 10 10 1 10,2 10,5 0,98 [102 105 98
10e10k3i | 10 10 3 ;10,6 10,7 2,9 {106 107 96
10e10k5i [ 10 10 5 |10,7 10,7 4.8 |107 107 %6
KONULAN BULUNAN %
ORAN YONTEM (ug/ml) (ng/ml) VERIM
E K 1 E K I E K I

2e2kli |2 2 1 |26 201 095|106 101 95

2e2k51 |2 2 5 |24 205 47 | 104 102 94

4ed4k5i |4 4 5 |45 42 48 | 105 102 96

Yéntem 6e6k3i (6 6 3 |65 65 285|105 105 95

3b 8e8k4i |8 8 4 |82 88 3,8 |102 108 95

10el0k1i |10 10 1 (10,8 10,7 0,96 | 108 107 96

10e10k3i |10 10 3 |10,6 10,3 2,88 | 106 93 96

10el0k5i (10 10 5 |10,5 10,5 4,7 | 105 105 94
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Cizelge 5.50 (554, 517nm’de) Ponso, (445, 439nm’de) Kinolin Saris1 ve (522, 510nm’deki)
Sunset Yellow (Kuifleks ve Bemiks Tabletler) i¢in yapilan saf ve karisim halindeki
cozeltilerle Yontem 3’e gore yapilan verim ¢aligmalar

KONULAN BULUNAN %
ORAN YONTEM (ug/ml) (ng/ml) VERIM
K P S| K P S | K P S

12k10p10s {12 10 10 12,3 10,1 10,1 | 102 101 101
12k4p4s 12 4 4 12,1 473 4,2 100 107 105
15k10p10s | 15 10 10 153 10,5 10,2 | 102 105 102
Y&ntem

3a 15k4pds 15 4 4 15,6 4,2 4,2 104 105 105
3k10p10s 3 10 10 | 3,2 10,2 10,3 | 106 102 103
3k8p8s 3 8 8 3,1 8,5 8,5 103 106 106
6k8p8s 6 8 8 6,5 8,1 8,1 108 101 101
9k6p6s 9 6 6 9,5 6,3 6,3 105 105 105

KONULAN BULUNAN %

ORAN YONTEM (ng/ml) (ug/ml) VERIM

K P S K P S K P S

12k10plOs | 12 10 10 |12,7 9,6 10,0 | 105 107 100

12k4pds |12 4 4 1125 3,7 421 | 104 105 105

15k10p10s | 15 10 10 153 98 10,2 | 103 108 102

Yontem 15kdp4s |15 4 4 (156 42 42 |104 105 105

3b 3k10pl0s | 3 10 10 | 3,2 10,3 10,3 | 106 103 103

3k8p8s 3 8 g |31 83 82 |103 103 102

6k8p8s 6 8 8 |65 83 81 |108 103 101

9k6p6s 9 6 6 |95 65 65 |105 108 108
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Gida ve ila¢ renklendiricileri isleme ve depolama sirasinda kaybolan dogal rengi yeniden
kazandirmak, gercekte renksiz olan besine renk vermek, zayif olan rengi kuvvetlendirmek,
hos ve alict bir etki yaratmak amaciyla gidalarda, farmasétik iirtinlerde kullanilmaktadir.
Giintimiizde gelisen gida {iretim teknolojileri dikkate alindiginda gidalar ve ilaglar; isleme,
depolama ve satisa sunma gibi cesitli asamalarda 1s1, 151k, pH, oksijen gibi fiziksel ve
kimyasal kosullara bagli olarak renk solmasi veya kaybma ugramaktadirlar. Ancak {ireticiler
isleme sirasinda ortaya ¢ikan renk farkliliklarini ve kayiplarint karsilayarak gidanin orijinal
rengini koruma, Uriinlin renk tekdiizeligini saglama, ¢ekiciligini arttirma, geligtirilmis bir
formulasyona bagli olarak {iretilen renksiz veya az renkli gidalara (sekerleme, alkolsiiz
icecekler, karigim toz dUriinler) renk kazandirma gibi amaglarla renklendirici katki

maddelerini tirlinlerinde kullanma yoluna gitmektedirler.

Gida ve ilaclarla alinan ¢ogu katki maddesinde oldugu gibi sentetik boyalara maruz
kalimlarin degerlendirilmesi ve tliketici sagligint koruyucu 6nlemlerin alinmasti icin tiiketici,
sanayici, Universite ve ilgili kuruluglar birlikte heraket ederek kapsaml gida kontroliiniin ve
kalitesinin izlenmesini saglamalidirlar. Giin gegtikge dogal gidalara ve dogal katki
maddelerine olan talebin artig1 sanayide de dogal katki maddelerinin kullanilmasina neden
olmustur. Bunun sonucunda ise dogal renk maddelerinin tiretimi ve kullaniminda bir artis s6z
konusudur. Tiiketici tarafindan kullanilan cogu tirinde renklendiricilerin  miktart
belirtilmemektedir. Gida ve ilaglarin saghk acisindan kontrollerinin yapilmasi resmi gida
laboratuarlarina diismektedir. Ancak treticiler de renklendirilmis {irlin Uretiminde dogru

iretim uygulamalarina ve ilgili yasalara uyum saglamaktan sorumludur.
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Ayrica yapilan arastirmalar 6zellikle ¢ocuklar i¢in tiretilen cips, sekerler, regeller, yogurtlar,
dondurmalar, meyveli icecekler ve daha birgok iirtinde kullanilan renklendiricilerin
cocuklarin davraniglarini etkiledigini gostermigtir. Renklendirici iceren yiyecek ve igecekleri
titkketen cocuklarda bu maddelerin hiperaktiviteye yol acabildigi ve saldirgan davraniglart
tetikledigi goriilmiistiir. Yukaridaki etkilerin yaninda kanserojen etkisi de olan bu boyalar bir
cok iilkede yasaklanmistir. Almanya, Avusturya, Fransa, ABD gibi iilkelerde dogal boyalara
olan ilgi artmis ve bu konuda tiretimler {izerine yogunlasarak dogal boya igeren meyve ve
sebzelerin tiretimini arttirmistir. Oysa tilkemizde bu sentetik gidalarin hemen hemen hepsi

denetimsiz bir sekilde tiim renkli gida (yiyecek ve igecek) tirtinlerinde kullanilmaktadir.

Bir katki maddesinin toksisitesi; kanser, dogum kusurlari, sinir sistemi ya da diger organlar
izerinde olumsuz etkileri laboratuar hayvanlari tizerinde deneylerle arastirilir. Bu ¢aligmalar
kisa (akut) ve uzun (kronik) siireli testleri i¢erir. Sonug olarak yapilan testler ¢ok g¢esitli olup,
fetus testlerini, norotoksisite testlerini, en az iki jenerasyon yapilarak takip edilen testleri de
icerir. Kanser hari¢ uzun siireli etkiler i¢in laboratuar hayvanlart hi¢bir olumsuz etkinin
goriilmedigi (NOAEL) diizeyini tayin etmek icin test hayvanlart farkli dozlara maruz
birakilir. Boylece glinliik alinacak miktar belirlenir.Sentetik renklendiricilerin ¢ogunun
potansiyel olarak toksik olmalar1 kullanimlarini smirlandirmaktadir. Bu nedenle gidalarin
giivenligi i¢in sentetik gida renklendiricilerinin belirlenmesinde dogru ve giivenilir metotlar
yaygn olarak kullanilmalidir. Sentetik renklendiricilere kars1 artan endiseyle beraber sentetik
boyalarin belirlenmesi ve l¢glilmesi i¢in tekrarlanabilir, hassas ve spesifik analiz tekniklerin

geligtirilmesi ve uygulamalarin yaygnlastirilmas: gerekmektedir.

Biz bu ¢alismada piyasada gida ve farmasottik trilinlerde olduk¢a bol miktarda kullanilan
Ponso, Kinolin Sarisi, Sunset Yellow, Eritrosin ve Indigotin boyar maddelerini igeren ilag
numunelerinde herhangi bir ayirma islemi yapmadan bir arada Kkantitatif tayinleri icin
spektrofotometrik yontemler gelistirmeyi amacladik. Tiirev spektrofotometrik, fark tilirev
spektrofotometrik, oran tiirev spektrofotometrik yontemleri ¢ok bilesenli karisimlarin analizi
icin ¢cok bilyiikk bir role sahiptir ve bu yontemler ile herhangi bir ayirma islemine gerek

kalmadan ti¢lii boya karigimlarin analizi yapilabilir.

Gelistirilen yontemlerde ilag numunelerinde bulunan bu {icli boyar maddelerin bir arada
analizini miimkiin kilmigtir. Yiizde verim miktarlari ve standart sapma degerlerinin diisiik
olusu bu y6ntemin uygulanabilirligini arttirmaktadir. Gelistirilen yontem basit, hizli, hassas
ve ekonomik bir yontem olarak analiz laboratuarlarinda bu ti¢li boyayi bir arada iceren

tirtinlerin analizinde kullanilabilir.
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Her bir yontem igin (Tirev, Fark ve Oran Yontemleri) uygun dalga boyu araliklari
bulunduktan sonra renklendiricilerin birbirine etkisi olmadan kantitatif tayinlerinin miimkiin
oldugunu gdstermigtir. Standart sapma ve bagil standart sapmalarda goriilen degerler ile

yapilan Sl¢limlerin birbirini destekledigi goriilmiistiir.

Validasyon ¢aligmalarina bagh olarak yiizde verim galigmalari gostermistir ki her bir
renklendirici i¢in sonuglar %100£10 aralifinda bulunmustur. Zamana baghi bozunmanin
gerceklesmedigi, laboratuarlar arasi ¢alismalarda farkli cihazlarda yapilan &l¢iimlerin
tutarliligl, giin i¢i ve giin asirt alinan Slgim sonuglarinin yakinhigi galisilan yontemlerdeki

giivenilirliligi saglamistir.

Her bir renklendiricinin 10 pg/ml’deki ¢dzeltilerinin LOD ve LOQ sonuglarinin uygunlugu

glivenilirligi artirmistir.

Yontem 1°de;

Ponso: LOD:0,6 pg/ml ve LOQ:2 pg/ml

Sunset Yellow: LOD:0,3 pg/ml ve LOQ:1 pg/ml
Kinolin Sarisi: LOD:0,6 pg/ml ve LOQ:2 pg/ml
Eritrosin: LOD:0,6 pg/ml ve LOQ: 2 pg/ml
Indigotin: LOD:0,3 pg/ml ve LOQ:1 pug/ml
Yéntem 2°de;

Ponso: LOD:0,3 pg/ml ve LOQ:1 ug/ml

Sunset Yellow: LOD:0,6 pg/ml ve LOQ:2 pg/ml
Kinolin Sarisi: LOD:0,6 pg/ml ve LOQ:2 pg/ml
Eritrosin: LOD:0,6 pg/ml ve LOQ: 2 pg/ml
Indigotin: LOD:0,3 ug/ml ve LOQ:1 pug/ml

Yontemlerden elde edilen bulgular dogruluk ve presizyon yonlinden t ve F testleri yardimiyla %95

glivenirlik diizeyinde istatiksel olarak karsilastirildi ve uygulanan yéntemler degerlendirildi.

Her yontemde t degerleri ilgili giiven dlizeyi ve ii¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kigliktir.
F degerleri de ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigtiktiir. Her bir
tabletteki renklendiricilerin ti¢ yonteme (tiirev, fark ve oran) gore standart sapma, bagil

standart sapma, giiven araligy, f test ve t test degerleri agagida verilmistir.
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Cizelge 6.1 Bemiks numunesinde saptanan Kinolin Saris1 miktarlari

‘ , Tstatistik . Fark Oran

Kinolinsanist . ..
v Parametreler  Spektrofotometrik Yontemi

(mg/100g) ~ o . -

n  Yontem

R ey

) | 0.1 21,0 232
: | 3 20,9 19.4 24,0
BEMIKS |

NUMUNESI X, 22,0 20,2 232

(mg/1b0g)“'%§mg/100g S s 08 038
| %S 4,7 3,9 3,4
: Xcmt,S/nV2 - 22,0£1,1 20,2+0,9  23,2+0,9
Ctesi S 236 157

F testi | 1,72 1,72

ﬂ1=n2{=3 ~ P=005 . ‘ttablo‘=;‘4"’53 F tab;o= 1,9" ': ,
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Cizelge 6.2 Bemiks numunesinde saptanan Ponso miktarlari

| e e
~ Ponso -

" Parametreler  Spekmofotometrik  Yontemi
 (mg/100g) . -

n - f Yontem

. R 165 19 s
| B 1M 21170
BEMIKS 3 156 2,0 1,85
NUMUNES{ X 1,55 2 1,8
f'(‘*‘g’”’b . émg/lOOg s o1 0.1 0,08
%S | 64 5,0 4.4

: 3 : 'Xmit.S/ri”z 1,5,5i0,,’1 2,0:;0,1 . 1,840,1
et . 5,5 33

F testi 1,0 1,56

- ni=n, =3 P= 0,05 ’ | t tablo‘::‘ 4,3 : Fmblo: 19 ‘
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Cizelge 6.3 Bemiks numunesinde saptanan Sunset Yellow miktarlari

»  Istatistik T‘l'kiikev‘
_ Sunset .
‘ _ Parametreler Spektrofotometrik

. ‘ n ~ Yontem

2 8,85 8,8 7,7

: . 3 ' 8,91 89 8,0
BEMIKS .,
 NUMUNESI | X, 90 8.8 8,0

(mg/100g) | mg/100g g gl e o
%S 23 1,1 3.7

=

XoutSM? . 9,0%02 8801  80+03
t testi 1,48 4,7

F testi : 441 002,04

Cmemss P-00s
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Cizelge 6.4 Kuifleks numunesinde saptanan Kinolin Sarisi miktarlari

 fmhsik  Thew

 Kinolinsanisa :
 Parametreler

- ~ Spektrofotometrik

n . Yéntém:

B o gg 8.4 8.8

- 3 89 75 87
- KUIFLEKS | ,

NUMUNESI | X, 86 7,9 8,6

(mg/1008) | mg/100g S 0,5 | 0,4 026

%S g 5,8 5,0 30
' 5 Xomst SM'"? 8,6+0,5 7,9+0,4 8,6+0,3
| t testi iy 1,89 0,0

F testi . 156 369

m=ni =3 ’ ‘ i - _P=,0,05 ~ . t ‘,’a‘,’l?‘:l 493 -
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Cizelge 6.5 Kuifleks numunesinde saptanan Ponso miktarlar

. e
- sy

S 0,05 ' - 0,05

%s 35 - 35

Xost S/ 1,4+0,05 - 1,4£0,05

ttesti : 0,0

F testi - : 1,0

nem=3 P00 b d3
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Cizelge 6.6 Kuifleks numunesinde saptanan Sunset Yellow miktarlari

: . ,I'statistik  Tirey -
_ Spnset .
~ Parametreler = Spektrofotometrik = 3
 mgloly =

- -

NUMUNESI Xon 05 S 04
(mg/lOOg) - mg/100g s 005 ' i 0,05

%S ' 10 - - 12

Xort S/ - 0,5%0,05 - 0,4£0,05
ttesti o : 24

F testi ‘ ' 1,0

a3 P00 (i3
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Cizelge 6.7 Ecopirin numunesinde saptanan Kinolin Sarisi miktarlar

’ . ’-iétatistik: . _ . T
__ Kmnolwn -
.  Parametreler
. Sanst .
. (mg/100g) .

2 ey ) 26

3 : 2,6 2.0 3.0

NUMUNEST | Xon s | 20 28
(mg/m“g) mg/100g s g - 0,1 02 02
k %S - 4 10 7
CXoutSM? 25807 20402 2,802
t testi i 387 232

| F testi o 0,25 4,0

n;=n; =3 o P= 0’05 t‘tablo=‘:493‘; -
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Cizelge 6.8 Ecopirin numunesinde saptanan Eritrosin miktarlari

_ Istatistk ~ Tirev
Eritrosin ..
~ Paramefreler = Spektrofotometrik

1 a0 42 42

45 4.1

(5] |
=
[

3 : 42 4,8 ’ 42
ECOPIRIN | ; ' ~

NUMUNEST | X i 45 4,2

@100 | mgi00g s o 03 03

:

| %S 24 66 11

| XowtSM'™ 41207 45403  4,240,05
ttesti L 2,1 1,54

|  F testi | 9,0 4,0

.
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Cizelge 6.9 Ecopirin numunesinde saptanan Indigotin miktarlar

.
_indigotn =~ =
~ Parametreler  Spekir
~ (mg/100g) ‘

- 3 , 0,20 0,20 0,24
ECOPIRIN | Sl | ;

NUMUNESIz | X, 021 020 025

(mg”““g)  mg/100g s 001 0,005 0,005
%S | ‘a7 25 i 2,0

X@g;SAEQ "0Qii@01 0,20+0,005 035¢bpos

ttesti 3 , 1.5 6.1

- © Festi 4,0 4,0
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Cizelge 6.10 Kuilil numunesinde saptanan Kinolin Saris1 miktarlari

 Istatistik

; . Kmolm sahsi _ .
. gy

%S

Kot S/n"?

t testi

F testi

. \‘n1=n2 =3 - P= 0’05

 Spektrofotometrik

Tiirev

. Yontem -

075 . . ogo
073 -
o 0,80
075 . 0,80
0,02 . 0,01
266 g 125
10,7507 . 0,800,01

3,8

4,0

. fmb10$~ ‘4;3; ‘F‘
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Cizelge 6.11 Kuilil numunesinde saptanan Eritrosin miktarlari

-  Dtatistk
. e
. _ Parametreler
~ (mg/100g) .

.~ KUILIL |
 NUMUNEST X 35 38 32
'(mgll(}O’g)‘ | mg/100g S 0,3 0,15 0,25

Xt S/ 3,503 3.8+0.1  3.2%02
t testi , L5 1,3

- F testi | 4,0 14

tan—
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Cizelge 6.12 Kuilil numunesinde saptanan Indigotin miktarlari

. mEw
~ Indigotin ..
~ Parametreler  Spekirofotometrik

0,83 0,78
2 om 0,80 0,74
3 0,68 v 0,77 0,76
Xn 07 0,80 0,76
s ‘ 0,02 0,03 0,02
%s ‘ 281 375 2,63
Korest S/n'? 0,71£0,02 | 0,80+0,03  0,760,02
. t testi : 43 3,0

F testi : & 22 [H(0)

- - fnl,=n‘2
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