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Ozet

Amac: Calismada, 11 adet azo boyanin (Sudan I, Sudan II, Sudan III, Sudan IV, Sudan Orange G, Sudan
Black B, Sudan Red B, Sudan Red 7B, Sudan Red G, Para Red, Rhodamine B) kantitatif olarak tespiti i¢in LC-
MS/MS cihazi kullanarak metot validasyonu yapilmstir.

Materyal ve Yontem: Calismada kirmizi pul biber kullanilmistir. Ornekler asetonitril ile ekstrakte
edilmistir. Kantitatif hesaplamalar matriks uyumlu kalibrasyona gore yapilmistir. Dogrulama i¢in; dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, tekrartiretilebilirlik, tespit limiti (LoD), 6l¢iim limiti (LoQ) ve geri kazanim parametreleri
incelenmistir. Tiim azo boyalar1 i¢in 6l¢tim belirsizligi hesaplanmastir.

Bulgular: Tiim boyalar i¢in dogrusallik 12>0,99 olarak saptanmistir. LoD degerleri 0,62-13,12 pg/kg
araliginda iken, LoQ degerleri ise 2,06-43,72 pg/kg araliginda bulunmustur. Geri kazanim oranlart %383,38-
100,27 arasinda degismistir.

Sonu¢: LC-MS/MS metodunun, pul biberde azo boyalarin tespiti igin yiiksek hassasiyette ve
uygulanabilir oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Azo Boyalar, Sudan Boyalari, LC-MS/MS, Kirmizi Pul Biber, Validasyon

Abstract

Objective: In this study, a method validation is performed for quantitative detection of 11 azo dyes
(Sudan I, Sudan II, Sudan III, Sudan IV, Sudan Orange G, Sudan Black B, Sudan Red B, Sudan Red 7B, Sudan
Red G, Para Red, Rhodamine B) by using LC-MS/MS system.

Material and Methods: In this study red pepper flakes were used and the samples were extracted with
acetonitrile. Matrix-match calibration was used for quantification. Linearity, repeatability, reproducibility, limit
of detection (LoD), limit of quantification (LoQ) and recovery were studied as validation parameters.
Uncertainity was calculated for all azo dyes.

Results: Linearity obtained for all dyes were 12>0,99. LoD and LoQ were in the range of 0,62-13,12
pg/kgand 2,06-43,72 pg/kg respectively. Recovery range was between §83,38-100,27%.

Conclusion: LC-MS/MS method was found to be high sensitivity and applicable for detection of azo
dyes inred pepper flakes.

Key Words: Azo Dyes, Sudan Dyes, LC-MS/MS, Red Pepper Flakes, Verification

1.Giris

Gida renklendiricileri; gida katki maddelerinde yer alan gruplardan biridir. Ttrk Gida Kodeksi Gida
Katki Maddeleri Yonetmeligi'nde “Gidalara renk veren veya rengini geri kazandiran, gidalarin dogal
bilesenlerini ve genel olarak oldugu gibi gida olarak tiiketilmeyen dogal kaynaklari igeren ve genellikle gidanin
karakteristik bir bileseni olarak kullanilmayan maddeler” olarak tanimlanmaktadir. Kullanim miktarlar ise ayni
yonetmelik ile belirlenmis ve sinirlanmistir (Anonim 2013a). Giinlimiizde gidalara uygulanan isleme
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tekniklerinin, gidalarin goriiniis 6zelliklerine olumsuz etkileri olabilmektedir ve bundan dolay1 gidalarin
teknolojik olarak renklendirilmesi gereksinimi ortaya cikmustir (Atlt 2010). Gidalarda dogal olarak bulunan
renklendiriciler, gida isleme ve depolama sirasinda kararsizdir ve hizla degismektedir. Bu nedenle, diisiik fiyat,
yiiksek etkinlik ve stabilite gibi cesitli 6zelliklerinden dolayi sentetik boyalar, tiim diinyada gida sirketleri
tarafindan yaygin sekilde kullanilmaktadir (Tsai ve ark. 2015).

Sudan boyalar1, endiistride (kozmetik ve tekstil tiriinlerinde) yaygin olarak kullanilan sentetik azo
boyalardir. Genel goriintimi gelistirmek icin balmumlari, baski miirekkepleri, cilalar, plastikler ve yaglar gibi
trtiinlerde kullanilmaktadirlar (Li ve ark. 2014, Fonovich 2013). Sudan boyalarmin indirgenme tirtinleri
kanserojen ve teratojen etkilere sahip oldugu i¢cin Avrupa ve Amerika’da gida renklendiricisi olarak kullanimlar1
yasaklanmigtir. Benzer sekilde iilkemizde de “Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi”ne gore
sudan boyalarmin gidalarda kullanimi yasaktir. Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) niin bir kolu olan Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansit (ICRA), sudan boyalarin1 “Grup 3 genotoksik kanserojen madde” olarak
siniflandirmistir (Anonim 1975). Sudan boyalarinin gidalarda kullanimina izin verilmemesine ragmen bir¢ok
iilkede yapilan kontrollerde bu boyalarin halen kullanildig1 tespit edilmektedir. Bu nedenle analizlerin diizenli
olarak yapilmasina ihtiya¢ vardir (Wang ve ark. 2013, Cagilc1 ve ark. 2017). Bu boyalar diisiik maliyetli
olmalar1 ve genis kullanim alanindan dolay1 gidalarda yasak olmasina ragmen renklendirici olarak cazip hale
gelmektedirler (Rebane ve ark. 2010). Ayrica sudan boyalarinin yasal oldugu alanlarin bulunmas: taklit ve tagsis
icin bu maddelerin teminini kolaylastirmaktadir. Ornegin Sudan III, kozmetikte kullanilmaktadir. Ancak
kozmetik tirtinlerde bir renklendirici olarak kullanildig1 zaman tiiketiciler i¢in tam bir risk degerlendirilmesi
yapilmamistir (Anonim 2005a). ilk kez Avrupa Birligi (AB) iiye iilkelerinden Fransa, ithal ettigi biberlerde
Sudan I boyasi tespit edildigini bildirmistir. Bu durum Avrupa Komisyonu (EC)'nun sudan boyalarina karsi acil
onlemler almasini gerektirmistir (Anonim 2003). 2015 Yilinda ingiltere’de Worcester sosunda ve 2016 yilinda
Cin’de 6rdek yemlerine Sudan IV konuldugu tespit edilmistir. Ardindan bélgede kapsamli gida izleme ve
laboratuvar testleri yapilmistir (Wong 2012).

Azo boyalarin gida sektoriindeki riskleri yaninda tekstil endiistrisinde kullanilmasi ve atiklarinin biiyiik
ol¢tide deniz suyunu kirletmesi deniz yagamina zarar vermektedir. Sudan boyalarinin par¢alanma tirtinlerinden
olan “naftilamin” karsinojenik etki gosteren ve suda ¢oziinen bir maddedir (Nisa ve ark. 2016).

Sudan boyalar1 azot:azot (azo) koprisii ile karakterize edilen molekiiler yapilara sahiptir (Cizelge
1). Bu maddelerin yiiksek molekiiler agirliklar1 ve diistik polaritede olmalar1 yagda ¢oziinebilmelerini
saglamaktadir. Bununla birlikte azo boya olan Rhodamine B yapisinda bulunan bazik amin gruplari sayesinde
hem yag hem de su i¢inde ¢dziinebilir (Anonim 2006).

Cizelge 1. Azo boyalarin kimyasal formiilleri.
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Tam bir risk degerlendirmesi i¢in yeterli veri olmadigi bildirilmesine karsin, Sudan I ile Rhodamine
B'nin genotoksik ve karsinojenik oldugunu gosteren deneysel kanitlar vardir (Fonovich 2013). Sudan II, Sudan
III, Sudan IV ve Para Red i¢in ise kesin kanitlar bulunmamasina ragmen Sudan I ile kimyasal yapilarinin benzer
olmasi, potansiyel olarak genotoksik ve kanserojen olduklarini diistindiirmektedir (Anonim 2005b). Bu nedenle
yaygin ve kontrolsiiz olarak gidalarda kullanimlar1 nedeniyle tespit edilmeleri 6nem kazanmaktadir. Azo
boyalarini tespit etmek i¢in kullanilan yontemler Cizelge 2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2. Azo boyalarini farkli gidalarda tespit etmek i¢in kullanilan yontemler.

Materyal Kullanmilan yontem Kaynak
Domates sosu Manyetik metal-organik sistem | Shi ve ark. 2018
ile kat1 faz ekstraksiyonu-
Yiiksek Basingli S1vi
Kromatografi-Ultraviyole
dedektor (HPLC- UV)

Kirmiz1 toz biber Fourier dontisimli  kizil6tesi | Lohumi ve ark. 2017
spektroskopisi (FTIR)

Kirmizi toz biber UPLC-MS/MS Wang ve ark. 2013

Gidalarda Enzim-bagli immunosorbent Wang ve ark. 2011
tayini (ELISA)

Yumurta ve hayvan kasi HPLC-UV Wu ve ark. 2010

Kirmizi toz biber Liquid chromatography Fang ve Keever 2008

Electrospray lonization- Time-
of-flight Mass Spectrometer
(LC-ESI-TOF-MYS)

Kirmizi toz biber Yiiksek Basin¢li Sivi Ertas ve ark. 2007
Kromatografi-Ultraviyole
visible dedektor (LC-UV-
VIS)

Kirmizibiber Gel Permeation Sun, Wang ve Ai 2007
Chromatography Liquid
Chromatography Electrospray
fonization Tandem Mass
Spectrometry (GPC-LC-ESI-
MS/MS)

Sudan boyalarinin Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) ile analizinde kullanilan
yontemlerde “solvent standart, temiz matrikse hazirlama ve standart ekleme” yontemleri kullanilmis ve standart
ekleme yonteminin geri kazanim y6niinden en uygun oldugu goriilmiisttr (Schreiber ve Czapiewski 2010). Bu
nedenle calismada numune ve standart hazirlama agamalarinda standart ekleme yontemi tercih edilmistir.

Calismada azo boyalarin HPLC analizine gore daha hassas olan LC-MS/MS ile metot validasyonu
yapilarak olarak analizinin gergeklestirilmesi ve laboratuvarda yapilabilir duruma gelinmesi amaglanmaktadir.
HPLC analizinde tespit limitleri yiiksek ve kromatogramlarda interferans girisimleri olabildiginden daha hassas
ve segici olan LC-MS/MS metodu ile galisiimasi uygun goriilmiistiir. Ulkemizde ithalat ve ihracati yapilan
kirmizibiber ve trtnlerinde kullanimina izin verilmeyen azo boyalarin kalinti diizeyinde tespit edilmesi
gerekliligi onem kazanmistir. Bu nedenle ¢aligma kirmizibiber ve {triinlerinde sudan boyalar1 analizlerini
kapsamaktadir.

2.Materyal ve Yontem
2.1. Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir (Cizelge 3).
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Cizelge 3. Kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri.

Kimyasal Adi CAS No Kimyasal Maddelerin Safliklar: (%)
Sudan I standart maddesi 842-07-9 97

Sudan II standart maddesi 3118-97-6 90

Sudan III standart maddesi 85-86-9 100

Sudan IV standart maddesi 85-83-6 100

Black B standart maddesi 4197-25-5 100

Red B standart maddesi 3176-79-2 100

Red 7B standart maddesi 6368-72-5 100

Red G standart maddesi 1229-55-6 100

Orange G standart maddesi 2051-85-6 85

Rhodamine B standart maddesi 81-88-9 95

Para Red standart maddesi 6410-10-2 95

Asetonitril 75-05-8 gradient grade for liquid chromatography
Amonyum format 540-69-2 > 99,00

Formik asit 64-18-6 98-100

Metanol 66-57-1 gradient grade for liquid chromatography

2.2. Materyal

Validasyon ¢aligmalarinda kirmizi pul biber kullanilmistir. Pul biber 6rnegi satin alma yoluyla temin
edilmis ve 6 tekrarli ¢alisma ile azo boyalari igermedigi belirlenmistir. Numuneler analize alinana kadar +4°C de
ve karanlik ortamda saklanmastir.

2.3. Kullanilan Cihazlar

Calismada; santrifiij (Sigma 3K15), ¢oklu ¢alkalayict (Heidolph Unimax 1010, Almanya), azot
jeneratorii (Peak Scientific Genius 1050, UK), ikili pompa (Shimadzu AD-30, Japonya), autosampler (Shimadzu
Nexera X2 SIL-30AC, Japonya), kolon firin1 (Shimadzu CTO-20AC, Japonya), C,, kolon (Waters Cortecs
2.1x100 mm, 2.7 pm) ve kiitle dedektorii (Shimadzu 8040 MSMS triple quadrapole, Japonya) kullanilmistir.

2.4. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra +4°C de 6 ay siire ile saklanir. Ancak standardin son kullanma
tarihi gectigi durumlarda stok ¢ozeltiler yeniden hazirlanir. Calisma ¢ozeltileri ise analiz yapilacagi zaman taze
olarak stok ¢6zeltilerden hazirlanir.

Stok Cozeltiler: Azo boyalara ait stok standart ¢ozeltiler Cizelge 4’de belirtilen konsantrasyonlarda,
asetonitril ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir. Stok standart ¢6zeltileri hazirlarken analitik safliklari
dikkate alinarak tartim yapilmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden Cizelge 4’te belirtilen konsantrasyonlara
ulagmak i¢in uygun miktarlarda balon jojeye aktarilmis ve asetonitril ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Bu sekilde
stok standart karisimi (mix ¢ozelti) elde edilmistir.

Azo boyalar 1518a duyarli oldugu i¢cin amber renkli balon joje kullanilmistir. Tiim ¢ozeltiler solvent ile
tamamlandiktan sonra ultrasonik su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.
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Cizelge 4. Stok standart ¢6zelti hazirlama.

Stok standart cozelti | Karisim (Mix c¢ozelti)
Kimyasal adi konsantrasyonu icindeki konsantrasyonu
(mg/kg) (ng/kg)
Black B
Red 7B 10 3
Sudan I
Sudan II
Sudan IV 25
Red G
Rhodamine B 100
Sudan II1
Orange G 50
Red B
Para Red 250

Calisma Cozeltileri: Azo boyasi icermeyen numune madde 2.5‘¢ gore ekstrakte edilmistir. Tim
calisma ¢ozeltileri bu ekstrakt ile Cizelge 5’de verilen konsantrasyonlar elde edilecek sekilde seyreltilmistir.

Cizelge 5. Azo boyalarin kalibrasyon noktalari.

N AP Kalibrasyon Noktalar (pg/kg)
Maddeismi | Mix Cozelti (ng/ke) ¢ 0 T 2.Sevive | 3.Seviye | 4.Seviye | 5.Seviye
Black B 5 0,08 0,1 02 0,4 1,0
Red 7B 5 0,08 0,1 0,2 0,4 1,0
Sudan I 25 0,4 0.5 1,0 2,0 5.0
Sudan II 25 0,4 0,5 1,0 2,0 5,0
Sudan IV 25 0,4 0.5 1,0 2,0 5.0
Red G 25 0,4 0,5 1,0 2,0 5,0
Rhodamine B 25 0,4 0,5 1,0 2,0 5,0
Sudan 111 50 0,8 1,0 2,0 4,0 10
Orange G 50 0,8 1,0 2,0 4,0 10
Red B 50 0,8 1,0 2,0 4,0 10
Para Red 250 4,0 5,0 10 20 50

2.5. Ekstraksiyon

1 gram 6rnek 50 ml’lik santrifiij tiipiine tartilmugtir. Uzerine 25 ml asetonitril eklenmis ve 30 dakika
coklu calkalayicida karigtirilmistir. Sonrasinda 4000 rpm ve 10 dakika santrifiij edilmistir. Berrak kisim alinarak
0,22 pm filtreden (Millipore Millex-HV) siiziiliip viallenmistir (Tsai ve ark. 2015, Young ve Tran 2014,
Schreiber ve Czapiewski 2010).

2.6. Cihaz Parametreleri

LC (Likit Kromatografi) Parametreleri: Mobil faz A 2 mM amonyum format ve %0,1 formik asitli su,
mobil faz B ise 2 mM amonyum format ve %0,1 formik asitli metanol:asetonitril (50:50 v/v) karisimidir. Akis
hiz1 0,4 ml/dk ve gradient olarak Cizelge 6’da belirtildigi sekilde kullanilmistir. Kolon firin1 sicakligi 45°C’ye
ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 5 pl dir.

MS (Kiitle Spektrometresi) Parametreleri: Hedef molekiillerin tespiti i¢in elektrosprey iyonizasyon
pozitif mod (ESI+) ve tanimlama i¢in ¢oklu iyon izleme (MRM) modu kullanilmistir. Sudan IV ve Sudan RED B
icin 3 MRM, diger molekiiller icin 2 MRM seg¢ilmistir. Molekiillerin MRM’leri ve uygulanan voltajlar Cizelge
7’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 6. Gradient akis semasi.

Zaman (dakika) A (%) | B (%)
0,5 40 60
5 0 100
9 0 100
9,5 80 20
12 40 60

Cizelge 7. Azo boyalarin MRM listesi ve uygulanan voltajlar.

Precursor Ion | Production Ions
Adt (m/2 (vell)y(m/y | AV | CENV) | Q3 (V)

93,0 -28 -28 -16
Sudan I 249,0 156,0 29 -17 -28
121,1 -30 -22 -24
Sudan II 277,0 106.1 30 44 20
128,1 23 -40 22
Sudan III 353,1 156,0 23 -30 22
2242 -25 -23 -14
Sudan IV 381,1 143,1 -25 -34 -29
104,1 10 52 18
93,0 =27 -27 -16
Sudan Orange G 215,0 122.1 28 17 23
194,1 15 36 -19
Sudan Black B 457,2 221.1 15 29 -14
2241 26 24 22
Sudan Red B 381,20 2252 -28 -20 -24
134,1 -23 -23 -23
115,0 -18 -48 221
Sudan Red 7B 380,1 183.1 28 16 .12
108,1 15 36 -19
Sudan Red G 279,2 123.1 -15 20 23
156,2 -12 -19 -29
Para Red 2939 128,0 24 27 22
. 399,2 -23 -44 =27
Rhodomine B 443,30 355.1 23 55 24

CE: Carpisma Enerjisi; Q1:Giris voltaji; O3:Cikis voltaji

2.7. Metot Validasyon Parametreleri

Ulusal veya uluslararast valide bir metodun laboratuvarda uygulanabilirliginin goriilmesi amaciyla
kantitatifanalizlerde asagidaki parametreler uygulanmaktadir (Anonim 2018a).

* Dogrusallik
* Tespit Limiti (Limit of Detection, LoD)
» Ol¢tim Limiti (Limit of Quantification, LoQ)
* Dogruluk
* Kesinlik (Precision)
» Tekrarlanabilirlilik (Repeatability)
* Tekrariiretilebilirlik (Reproducibility-with in Laboratory)
* Gergeklik (Trueness)

* Geri Kazanim (Recovery)
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3. Bulgular
3.1. Metot Validasyonu
3.1.1. Kalibrasyon ve Dogrusallhik

Dogrusallik ¢aligmalarinda kullanilan standartlar Cizelge 4’deki gibi hazirlanmigtir. Kirmizi pul biber
ile matriks uyumlu kalibrasyon yapilarak Cizelge 5’te verilen dogrusal aralikta caligmalar yapilmistir. Caligma

aralig1 5 farkli konsantrasyon seviyesinde, 2 tekrarli yapilmistir (Anonim 2002).

Dogrusal aralik i¢in 12>0,99 olarak belirlenmis ve bazi boyalara ait dogrusallik grafikleri Sekil 1°de

gosterilmistir.
y = 8.633,37521x - 364,30787
SU DAN | R?=0,99999
45.000,00 1
35.000,00
30.000,00
25.:::,::
3
':5:.3::,::
15.000,00 ".-I
0.000,00 <4
5.000,00 o
i ::3,333 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000
KOMNSATRASYON mg/kg
y = 4.739,66130x + 416,25034
SUDAN RED B 6150 4 415,
0.000,00 -
2.- AnS AR
0.000,00
0.000,00 o
0.000,00 .
. e
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KONSATRASYON mg/kg




34 Ayse Binnur KARATAS, Ibrahim Emre TOKAT, Aysegiil ARIKAN ASAN / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 21:34-39 (2019/1)

y = 5.457,33800x - 66,473900

SUDAN BLACK B R?=0,99544

0,6 0,8 1 1,2

[=]
(]
|

KONSATRASYON meg/lke

Sekil 1: Azo boyalardan Sudan I, Black B ve Red B’ye ait dogrusallik kalibrasyon grafikleri.

3.1.2. Tespit (Dedeksiyon) Limiti (LoD), Ol¢iim (Kantitasyon) Limiti (LoQ)

Olgiim limiti icin Cizelge 8’de belirtilen konsantrasyonlarda ve temiz kirmizi pul bibere kirletme islemi
uygulanarak toplam 10 adet bagimsiz ¢alisma yapilmistir. LC-MS/MS cihazinin performansi da gz oniinde
bulundurulmus ve tespit edilebilen en diisiik konsantrasyona inilmistir. Bazi sudan boyalarina ait kromatogram
ornekleri Sekil 2°de yer almaktadir.

Calismalar sonucunda bulunan degerlerin standart sapma (s) degeri asagidaki formiile gore
hesaplanmistir. Hesaplanan standart sapmalarin 3 kati LoD (LoD=3xs), 10 kat1 ise LoQ (LoQ=10xs) olarak
belirlenmistir (Anonim 2018a).

s: standart sapma

x: Ol¢iim sonuglarmin ortalamasi
xi: Her bir 6l¢tim sonucu

N: Yapilan ¢aligma sayisi

Cizelge 8. Azo boyalarin LoD ve LoQ calisma sonuglari.

Analit Konsantrasyon LoD (ng/kg) LoQ (ng/kg)
(ng/kg)
Sudan I 10 3,50 11,67
Sudan I1 10 3,63 12,10
Sudan III 20 6,88 22,95
Sudan IV 10 3,56 11,88
Sudan Orange G 20 7,10 23,68
Sudan Black B 2 0,62 2,06
Sudan Red B 20 6,87 22,91
Sudan Red 7B 2 0,68 2,27
Sudan Red G 10 3,00 10,01
Para Red 100 13,12 43,72
Rhodomine B 10 2,90 9,68
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(x10,000) (x100,000)

5:249,00593,00(+) ® 6:277,00>121,10(+)
175 5 945,00-156,00(+) 2 2,00 45:277,00>106,10(+)
150 5 1,754
1,25 150
1,25
1,00
1,00
075
0,75
050
0504
025 025
0,00 0,00
| | ! ! | | T
375 4,00 425 4,50 4,}5 560 555 5%0
Sudan I (5 ppb) Sudan II (5 ppb)
(x10,000) o
"19:380,10> 115,000+ ® (x1,000)
30 19:380,10>183,1 OM o 6,0_10:381,10>224.20(+)

110:381,10>143,10(+)
10:381,10>104,10(+)

nh76,12

2,5+

2,0+

15

1,0+

05+

0,0

T o e B B e L
575 6,00 6,25 6,50

Sudan Red7B (1 ppb) Sudan IV (5 ppb)

Sekil 2. Azo boyalarina ait kromatogram 6rnekleri.

3.1.3. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik ve Tekrariiretilebilirlik)

Tekrarlanabilirlik, bir metodun ayni laboratuvarda, ayni cihazla/metotla, ayni uygulama kosullari
altinda, ayn1 kisi tarafindan kisa zaman (analizin siiresi ve analitin yapisina gore degisir) araliginda, ayni veya
benzer matrikslerde elde edilen 6l¢iim sonuglarinin birbirine yakinliginin 6l¢tistidiir ve % rolatif standart sapma
(%RSDr) ile ifade edilir. Analistlerin farkli konsantrasyon seviyelerindeki kesinlik degerleri arasinda fark olup
olmadig1 F-Testi ile kontrol edilmistir. Cihazin ve metodun tekrarlanabilirligi i¢in temiz 6rnekler standart ile
kirletilerek her bir analist icin ayn1 giin, 2 farkli konsantrasyonda, 6 paralel olacak sekilde numune hazirlama
prosediirtine gore hazirlanmis ve analize alinmastir.

Laboratuvar i¢i tekrartiretilebilirlik ise, bir metodun ayn1 laboratuvarda ayni/farkli cihazlarla, farkl
kisiler tarafindan, genis zaman araliinda, ayni veya es deger matrikslerde yapilan 6l¢tim sonuglarinin birbirine
yakinliginin olgistidiir (Anonim 2018a). Tekrariiretilebilirlik i¢in 6rnekler her bir analist i¢in 2 farkli
konsantrasyonda, 3 farkli giinde toplam 10 paralel olacak sekilde numune hazirlama prosediriine goére
hazirlanmis ve analize alinmistir.

Tekrarlanabilirlik (%RSDr) ve tekrariiretilebilirlik (%RSDR) degerleri Horwitz esitliginden
hesaplanmistir. Elde edilen %RSD’ler Cizelge 9’da verilmistir. %RSD degerlerinin uygunluk degerlendirmesi
“Gida ve Kontrol Genel Midiirliigii, Kimyasal ve Fiziksel Analizlerde Metot Validasyonu/Verifikasyonu
Rehberi”nde yer alan kriterlere gore yapilmistir. Tiim tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik sonuglari ilgili
kriterlere gore uygun bulunmustur (Anonim 2018a).

5

S s: standart sapma
X

RSD (CVr)= 2>
(V) x: Ol¢iim sonuglarinin ortalamast

% RSD (CVr)= iix 100
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Cizelge 9. Tekrarlanabilirlik (%RSDr) ve tekrariiretilebilirlik (%RSDR) degerleri.

Adi Tekrarlanabilirlik (%RSD,) Tekrariiretilebilirlik (%RSDg)
Sudan I 2,56 2,53
Sudan I1 2,43 8,12
Sudan II1 3,99 3,78
Sudan IV 3,36 9,36
Sudan Orange G 2,58 5,12
Sudan Black B 422 5,02
Sudan Red B 3,36 9,23
Sudan Red 7B 4,80 7,89
Sudan Red G 3,55 4,65
Para Red 2,62 2,98
Rhodomine B 2,54 3,40
3.1.4. Geri Kazanim

Kirletilmis materyal ile gergeklik ¢aligmasi i¢in temiz drneklere ihtiyag vardir. Kirletme yoluyla geri
kazanim c¢aligsmasinin en biiyiik avantaji rutin numune ile ¢alisma yapilabilmesidir (Anonim 2018a). Metodun
geri kazanim orani i¢in, 6rnekler 2 analist tarafindan 3 farkli giinde, toplam 10 bagimsiz ¢alisma olacak sekilde
numune hazirlama prosediiriine gore hazirlanmis ve analize alinmistir. Bulunan geri kazanim degerleri Cizelge
10°da verilmistir. Geri kazanim oranlarinin uygunluk degerlendirmesi “Gida ve Kontrol Genel Mudiirliigii,
Kimyasal ve Fiziksel Analizlerde Metot Validasyonu/Verifikasyonu Rehberi’nde yer alan kriterlere gore
yapilmistir.

—F —

% GK: Geri kazanim orani
% GK = x100 X Kirletilmemis 6rneklerle yapilan analiz sonuglari ortalamasi

x': Kirletilmis 6rneklerle yapilan analiz sonuglar1 ortalamasi

kirletilmis . s . s ) .
x kirletilmis: Kirletmek i¢in kullanilan analit miktar1 (eklenen konsantrasyon)

Cizelge 10. Azo boyalarin geri kazanim degerleri.

Adi Geri Kazamim (%)
Sudan I 97,16
Sudan IT 83,38
Sudan III 98,95
Sudan IV 96,69
Sudan Orange G 89,74
Sudan Black B 96,46
Sudan Red B 97,55
Sudan Red 7B 100,27
Sudan Red G 89,35
Para Red 96,56
Rhodamine B 97,09

3.1.5. Ol¢iim Belirsizligi

Olgiim belirsizligi; 6l¢iim sonucunda elde edilen degerleri mantikl kilabilecek dagilimlari karakterize
eden ve dl¢iimiin sonucuyla baglantili olan parametrelerdir. Olgiim sonucunun kalitesinin bir gostergesidir ve
Oleiim sonuglarindan istatistiksel olarak hesaplama ile elde edilir (Anonim 2018b). Dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, tekrariiretilebilirlik, geri kazanim gibi validasyon parametrelerinden hesaplanan belirsizlikler
bu grup altinda toplanir (Anonim 2013Db). Yapilan ¢alismalar sonucunda hesaplanan 6l¢tim belirsizlikleri i¢in
kullanilan formiiller Cizelge 11°de, Azo boyalara ait 6l¢tim belirsizlikleri ise Cizelge 12’de verilmistir.
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Cizelge 11. Olgiim belirsizligi hesaplamalari i¢in kullanilan formiiller.

Belirsizlik

U(eo)

Kaynaklari Formiiller Ac¢iklama
S: Residual Standart Sapma
B: Egim
p: Ornek 6l¢iimii icin okuma
sayist
Kalibrasyon egrisi i S 1 1 (c-2) n: Kalibrasyon i¢in yapilan 6l¢tim
ol¢iim belirsizligi Uley) =— \,'— s sayl1s1

¢o: Tayin edilen ¢ozelti derisimi
Sy« Asagidaki formiile gore
hesaplanir

C: Farkli kalibrasyon
standartlarinin ortalamasi

Tekrariiretilebilirlik

[(n,=1)« RSD] +(n, —=1) < RSD{ ...

RSDye01: Genisletilmis Bagil
Standart sapma

olciim belirsizligi

. . . . swe RSD e ‘: t <
%IEEISHDl;:)hrSIZth - =D+ -D+.. n: Yapilan 6l¢iim sayisi
RSD: Bagil Standart sapma
e RSDye01: Genisletilmis Bagil
Tekrarlanabilirlik . ;'. P T P, Standart sapma

\' =D+ =D n: Yapilan 6l¢lim sayisi

U(RSDr) RSD: Bagil Standart sapma

Geri kazanim s .

dlciim belirsizlii U(gk) = — s Stan‘}a“ ?f‘l?,ma

U(GK) Vn n: Yapilan ol¢tim sayisi
U(x): Birlestirilmis belirsizlik
U(cy):Kalibrasyon egrisinin
belirsizligi

Rélatif Bilesik U(co) U(RSDR)> U(RDSDr)> U(gk)® | URSDR): Kesinlik —

Belirsizlik U(x) V) = |——+ 2Dk gk | Tekrariiretilebilirlik belirsizligi

U(RSDr): Kesinlik —
Tekrariiretilebilirlik belirsizligi
U(gk): Geri Kazanim belirsizligi

Genisletilmis Olciim Belirsizligi = Rolatif Birlesik Belirsizlik x 2 (%95 giiven araliginda, k=2)

Cizelge 12. Azo boyalarin 6l¢tim belirsizlikleri.

Adi Genisletilmis Olciim Belirsizligi (%)
%95 giiven araliginda, k=2

Sudan I 7,21

Sudan II 17,09

Sudan 111 11,15

Sudan IV 19,96

Sudan Orange G 11,72

Sudan Black B 13,49

Sudan Red B 20,14

Sudan Red 7B 18,81

Sudan Red G 11,74

Para Red 8,09
Rhodomine B 8,54

4. Tartisma ve Sonuc

Calisma sonucu elde edilen verilerin (tekrarlanabilirlik, tekrartretilebilirlik ve geri kazanim)
degerlendirilmesi AOAC Peer-Verified Methods Program, Manual on Policies and Procedures, (1998) AOAC
International’a gore yapilmis ve uygun oldugu tespit edilmistir (Anonim 1998).



38 Ayse Binnur KARATAS, Ibrahim Emre TOKAT, Aysegiil ARIKAN ASAN / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 21:38-39 (2019/1)

Azo boyalar; diistik tiretim maliyetli olmalar1 ve renk biitiinliigiinti saglamalar1 nedeniyle gidalarda
taklit ve tagsis amaciyla kullanilmaktadir. Bu 6zelliklere ragmen olas1 kanserojen ve teratojenik etkileri
nedeniyle saglik agisindan riskli bulunmaktadirlar. Azo boyalarin daha hassas yontemler ile tespit gerekliligi
ortaya gikmustir.

Wang ve ark. (2013) UPLC-MS/MS ile 10 farkli toz biber 6rneginde 8 tane sudan boyasimin tespiti i¢in
validasyon ¢alismasi yapmislardir. Kalibrasyon egrisi ¢aligma araligi 0,1-25 mg/kg’dir. Geri kazanim oranlar1
%80,7-104,4 araliginda degismistir. Metodun rutin analizlerde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Cagile1 ve ark. (2017) spektrofotometre ile yapmis olduklar caligmada, Sudan I igin LoQ degerini 500-
3.000 pg/kg araliginda bulmustur. Baska bir ¢alismada, gidalarda 6 adet Sudan boyasi ve Para Red UPLC-
MS/MS ile analiz edilmistir. Sudan boyalari i¢in lineer ¢alisma araligi 2-50 pg/kg, Para Red i¢in 10-250 pg/kg
(ppb)’dir. Geri kazanimlar ise %83,4-112,3 araliginda degismistir. Olgiim limiti sudan boyalar i¢in 0,9-4,8
ug/kg ve ParaRed i¢in 19,8 ng/kg bulunmustur (Li ve ark. 2010).

Bir diger yapilan ¢aligmada HPLC sisteminde UV-Vis dedektor kullanilmistir. Kirmizi toz biberde
Sudan I, I1, I1I, IV ve Para Red tespiti i¢in metot validasyonu yapilmistir. Calisma sonucunda geri kazanim orani
%89-98, 6l¢tim limiti 4-18 ug/kg araliginda bulunmustur (Ertas ve ark. 2007).

Calismada LC-MS/MS sistemi kullanarak kirmizi pul biberde azo boyalarin validasyon ¢alismasi
yapilmistir. LoQ degerleri 2,06-43,72 ng/kg araliginda belirlenmistir. Geri kazanimlar ise %83,38-100,27
araliginda bulunmustur.

Yapilan ¢aligma gostermistir ki; azo boyalarin tespitinde LC-MS/MS sisteminin kullanilmasinin
avantaji yiiksek hassasiyette, daha az solvent harcayarak ve kisa siirede analiz yapilmasidir. Sonug olarak
baharatlarda, 6zellikle kirmizibiberde, renk vermek amaciyla kullanilmasa dahi bulagsmis olan sudan boyalari
tespit edilecektir.
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