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Bu ¢alismada, Patent Blue V’in ayrilma ve zenginlestiril-
mesi i¢in yeni bir bulutlanma noktasi ekstraksiyon
(BNE) yontemi gelistirilmistir. Zenginlestirme sonrasi
tayinler UV-VIS spektrofotometresi ile yapilmigtir. Yii-
zey aktif madde olarak non iyonik yiizey aktif madde
olan Triton X-114 kullanilmistir. Ekstraksiyon yontemi-
nin optimizasyonu i¢in pH, ytlizey aktif madde derisimi,
inkiibasyon sicakligy, inkiibasyon siiresi ve iyonik siddet
etkisi incelenmistir. Gelistirilen yontem farmasotik
formulasyondaki Patent Blue V miktar tayini i¢cin uygu-
lanmistir. Dogrulugu belirlemek i¢in yapilan geri kazan-
ma calismalarinda ortalama geri kazanma degerleri %
89-95 araliginda degismektedir. Yontemin % bagl stan-
dart sapma degerleri % 1,3-2,3 araligindadir. Gelistiri-
len metodun gozlenebilme ve tayin sinir1 sirasiyla 0,56
ve 1,85 ng/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yon-
tem kullanilarak Patent Blue V’in tayini iyi bir dogruluk
ve tekrarlanabilirlik ile yapilabilmektedir. Yontem ol-
dukca etkili, basit ve ¢evre dostudur.
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ABSTRACT

In this study, the cloud point extraction (BNE) method
was developed before quantification by Patent Blue
with UV-VIS  spectrophotometer. The nonionic
surfactant Triton X-114 was used as the surfactant. The
effect of pH, surfactant concentration, incubation
temperature, incubation time and ionic strength effect
was investigated for optimization of the cloud point
extraction method. The developed method was applied
to the Patent Blue V assay in the pharmaceutical
formulation. The mean recovery values range from 89%
to 95%, while the relative standard deviation values
range from 2.0 to 4.5%. The limit of detection (LOD)
and limit of quantification (LOQ) were calculated 0.56
and 1.85 ng/mL, respectively. The purpose of the patent
Blue V is very effective, simple and environmentally
friendly.

Keywords: Cloud point extraction, Triton X-114, Patent
Blue V, UV-VIS spectrophotometry

Corresponding Author: Prof. Dr. ibrahim NARIN, Erciyes
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Ana bilim Daly,
Kayseri, 38090

Tel: 0352 207 66 66/28050

Fax:0352 437 91 69

e-mail:narin@erciyes.edu.tr

Doénay Yuvali: Tel: 0352 207 66 66/28050
e-mail:dyuvali@erciyes.edu.tr

Esen Giil Kogak: Tel: 0352 207 66 66
e-mail:esen.g.kocak@gmail.com

118 Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 2019 ; 28 (3)


Tel:03522076666
Tel:03522076666
Tel:03522076666

GIRIS

Gidalarda, ilaglarda ve kozmetik tliriinlerde renk madde-
leri kullanimi (1) iiriind gekici hale getirmek, kalitesini
ylkseltmek gibi amaclarla yaygin olarak kullanilmakta-
dir (2,3). Renk maddelerinin kullanimi uluslararasi ve
ulusal yasal diizenlemeler cercevesinde degerlendiril-
mekte ve denetlenmektedir. Giin gectikce triinlerdeki
renk maddelerinin gerek limit degerler icinde olup ol-
madiginin, gerekse yasaklananlarin da bu {riinler igeri-
sinde bulunup bulunmadiginin tayini i¢in ytiksek duyar-
liliktaki yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (4).

Patent Blue V, triarilmetan yapida olan sentetik renk
maddesidir. Koyu mavi toz veya graniil formdadir (5).
Alkolstiz icecekler, dondurma, tatlilar, unlu mamuller,
sekerleme gibi gida triinlerinde kullanildigi gibi bazi
farmasotik preparatlarda da renklendirici olarak kulla-
nilmaktadir (1-3). Patent Blue V’nin kullanilmasi astim,
deri dokiintiileri, hiperaktivite gibi saglik sorunlarina
neden olmaktadir (6,8). Meme kanseri ve malign
melanom lenf diigiimlerinin belirlenmesinde kullanimi
sonucu alerjik reaksiyon gelistigi bildirilmistir (5,7,8).
Solunum problemlerine ve alerjiye sebep oldugundan
dolay1 bazi tilkelerde kullanimi yasak olan Patent Blue
V'nin (7,8) gidalardaki ve ilaglardaki tayini énemlidir.
Eser miktardaki renk maddelerinin kalitatif ve kantitatif
analizlerinin ytliksek duyarhlikta, dogru, hizli ve ekono-
mik bir sekilde yapilmasi 6nemli bir konudur. Yiiksek
hassasiyetli cihazlar gelistirilmesine ragmen, analitik
cihazlar ¢ogunlukla yiiksek matriks ortaminda tayinde
basarisiz olmaktadir. Bundan dolay1 ayirma ve zengin-
lestirme icin 6n islem uygulanmasi gerekmektedir (4).
Bulutlanma noktasi ekstraksiyon (BNE) yonteminin
numunede analizi yapilmak istenen analitin ayrilmasi
icin 6rnek ¢ozelti ortaminda hidrofobik komplekslerinin
olusturulmasindan sonra yiizey aktif maddelerin
hidrofilik ve hidrofobik ug 6zelliklerini kullanarak mi-
seller olusturmasi ve bulutlanma noktasi sicakligi olarak
bilinen sicakliga kadar isitildiginda bulaniklasmasi so-
nucunda analitce zengin siirfaktan fazi ve sulu faz olarak
ikiye ayrilmasidir. Yontemin en belirgin 6zellikleri; uy-
gulama basit, hizli, diisiik maliyetli, segicilik gosteren,
cevreci bir yontem ve ¢ogu tayin yontemine uyumlu
olmasi olarak siralanabilir (10). Bulutlanma noktasi
ekstraksiyon yonteminde kullanilan siirfaktanlarin non
toksik ozellikleri kullanim alanini ve dnemini artirmis-
tir.

Literatlirde Patent blue V (E131) i¢in yapilan ¢alisma-
larda miktar tayini yontemleri ve gesitli triinlerdeki
tayini rapor edilmistir. Nevado ve arkadaslar1 ticari
uriunlerdeki Tartrazin, Kinolin Sarisi ve Patent Mavisi V
icli boya karisimi i¢in hizli spektrofotometrik metot
tasarlamiglardir (11). Baska bir ¢calismada ise ultrasonik
destekli iyonik sivi dagiliml sivi-sivi mikroekstraksiyon
yontemiyle Patent Blue V zenginlestirilmis ve UV-Vis
spektrofotometresi ile tayini yapilmistir Gida érnekle-
rinde yapilan ¢alismada puding, pasta kremasi, seker,
jel, surup ve enerji iceceklerindeki Patent Blue V’in mik-
tar1 basit, etkili ve hizli bir sekilde belirlenmistir. Incele-
nen iriinlerde Patent Blue V derisimlerinin EFSA deger-
lerinin altinda oldugu tespit edilmistir (12). Karaoglan
ve arkadaslari ise kismi yetenekli en kii¢clik kareler reg-
resyonu ile gida boyasi analizi yapmislardir. HPLC meto-
dunu Kkullanarak toz iceceklerdeki Sunset Yellow,
Karmosin, Ponzo 4R ve Patent Blue V’'in miktarlarin
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belirlemislerdir (13). Japonya’da yerel marketlerden
alinan igecek ve sekerlerde Patent Blue V’'in de bulundu-
gu 40 adet sentetik gida boyasinin HPLC metoduyla
analizi yapilmisitr (14). Avrupa birligi diizenlemelerine
gore peynirde Patent Blue V gida boyasinin kullanimina
izin verilmemektedir. Anklam ve ark. (15) yaptigi calis-
mada peynirlerde HPLC metoduyla Patent Blue V’in
kalitatif ve kantitatif analiz yapilmistir. Yapilan analiz
sonucunda peynirlerdeki Patent Blue V konsantrasyonu
0,12 ppm bulunmustur (15). Patent Blue V’in gidalarda
sik kullanimi hem ayrilmasi hem de miktar tayini i¢in
yeni yontemler gelistirilmesini zorunlu kilmistir.
Enstriimental yontemlerin basinda farkli dedektor sis-
temlerine bagh sivi kromatografi yontemleri (16,17),
gaz kromatografisi (18) ve spektrofotometrik yéntemler
(19-21) kullanilmaktadir.

Calismada; Patent Blue V’'nin UV-VIS spektrofotometresi
ile tayini 6ncesi bulutlanma noktasi ekstraksiyonu yon-
temi ile matriks ortamindan ayirmak ve zenginlestirmek
amaglanmistir. Diger tekniklere gére daha basit, ucuz
maliyetli, diger sivi-sivi ekstraksiyon yontemlerinde
kullanilan organik ¢dziiciilere nazaran ¢evre dostu, pra-
tik ve oldukca etkili bir yontem oldugu i¢in bulutlanma
noktasi ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

GEREC VE YONTEM

Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler; Pa-
tent blue V (= %99,5 Alfa Aesar, Germany), Triton X-
114 (Acros Organics, Germany), sodyum klortir, sodyum
asetat, glasiyel asetik asit (Carlo Erba, England) ve
metanol (Merck, Germany) analitik safliktadir. Calis-
mada Elix Millipore deiyonize su cihazindan elde edilen
ultra deiyonize su kullanilmistir.

Gelistirilen yontem icin kullanilan analitik ve temel
laboratuvar cihazlar1: ekstraksiyon i¢in en uygun pH
ayarlamak i¢in pH metre (WTW-Inolab pH720), misel
olusumunun gergeklesmesi i¢in su Memmert WNB su
banyosu, Faz ayriminin tamamlanmasi i¢in Niive NF 800
santrifiij cihazi, Patent Blue V'nin kalitatif ve kantitatif
tayini i¢in Shimadzu UV-1800 spektrofotometre kulla-
nilmigtir.

Calisma, dncelikle model ¢ozeltiler kullanilarak gergek-
lestirilmistir. Bu amagla 1 pg/ml Patent Blue V igeren
sulu model ¢ozeltilere, 1 mL 3 M sodyum Kloriir (NaCl)
¢ozeltisi ve 1,5 mL %10 luk (a/h) Triton X-114 eklen-
dikten sonra karistirilip son hacim 15 mL ye kadar uy-
gun tampon ¢ozelti ile tamamlandi. Daha sonra ¢6zelti
istenilen  sicakliga ayarlanmis su banyosunda
inkilibasyona alindi. Cozeltiler, su banyosunda 30 dakika
bekletildikten sonra, 4000 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek
stirfaktanca zengin faz ve sulu faz birbirinden ayrildi.
Siirfaktanca zengin faz, 3 mL metanolde ¢6ziiliip, Patent
Blue V derisimi UV-VIS spektrofotometre ile tayin edildi.
Gelistirilen bulutlanma noktasi ekstraksiyon yontemi-
nin optimizasyonu i¢in pH, yiizey aktif madde miktari,
inkiibasyon sicaklig, inkiibasyon siiresi ve tuz ¢ozeltisi-
nin etkisi optimize edildi. Gelistirilen yontem Kayseri'de
eczaneden temin edilen farmasotik preparata (oral
sprey) uygulandi. Antibakteriyel etkili bogaz spreyi renk
katki maddesi olarak Patent Blue V ve diger aktif ilag
bilesenleri icermektedir. Sivi formdaki ilag 6rneginden
farkli hacimlerde numuneler alinarak seyreltilerek ge-
listirilen yontem uygulanmistir.
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BULGULAR

Yontemin optimum sartlarinin belirlenmesinde derisimi
tam olarak bilinen standart Patent Blue V iceren sulu
model ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler kullanila-
rak; cozelti pH’s1, yiizey aktif madde miktari, ¢ozelti
sicaklig1 ve inkiibasyon zamani gibi analitik parametre-
lerin optimum kosullar1 belirlenmistir. Ekstraksiyon i¢in
yontemin optimum kosullar1 belirlendikten sonra bir
farmasotik 6rnegin Patent Blue V derisimi belirlenmis-
tir. Yontemin dogrulugunu ispatlamak icin bu érnege
Patent Blue V ilave edilerek geri kazanma degerleri he-
saplanmistir.

Ekstraksiyon islemlerinde analitin ekstraksiyon fazina
gecmesi icin ortamin pH’s1 en dnemli parametrelerden
biridir. Geri kazanimlara ¢6zelti pH’sinin etkisi pH 3,0-
9,0 araliginda arastirilmistir. Sekil 1’de gorildiigii gibi
pH 9,0 harig¢ ¢alisilan tiim pH’larda kantitatif geri kazan-
ma elde edilmistir. Tekrarlanabilirligin en iyi oldugu ve
kritik olmayan pH 5,0 optimum pH olarak kabul edilmis
ve bundan sonraki ¢alismalar pH 5,0’de gerceklestiril-
mistir.
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Sekil 1. Patent Blue V’in sulu ortamdan bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu yontemiyle geri kazanimina ¢o6zelti pH’sinin
etkisi

Bulutlanma noktasi ekstraksiyon yonteminde kullanilan
ylzey aktif madde miktar1 geri kazanimin etkileyen
ikinci en 6nemli parametredir. Misel olusumuna ylizey
aktif madde miktarinin etkisini incelemek i¢in % 10’luk
Triton X-114 ¢ozeltisinden 0,5-3,0 mL hacimde kullani-
larak Patent Blue V’in geri kazanimina olan etkisi $ekil
2’de verilmigtir. Analitik olarak yeterli geri kazanim
degerleri %10°’luk Triton X-114 ¢ozeltisinden 1,5 mL ve
daha fazla kullanimiyla saglandig1 goriillmiistiir.
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Sekil 2. Patent Blue V’in sulu ortamdan bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu yontemiyle geri kazanimina Triton X-114 mikta-
rinin etkisi

Cozelti sicakliginin misel olusumuna etkisi 20-60 °C
arasinda incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3’te
verilmistir. 20-60 °C araliginda calisarak elde edilen
veriler sonucunda 40 2C en uygun sicaklik olarak belir-
lenmistir.
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Sekil 3. Patent Blue V’in sulu ortamdan bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu yontemiyle geri kazanimina inkiibasyon sicakli-
ginin etkisi

Optimum sartlarda inkiibasyon siiresinin misel olusumu
ve analitin geri kazanima etkisi 15-60 dk araliginda
incelenmistir. 30 dk inkiibasyon siiresinin yeterli oldu-
gu gorilmiistiir. iyonik siddetin misel olusuma katkisi-
nin arastirilmasi i¢in; ¢6zelti ortamina NaCl ¢6zeltisinin
etkisi incelenmistir. Bu amagla 0,0-3,0 mL araligindaki
farkli hacimlerde 3,0 mol L1 NaCl ¢ozeltisi eklenerek
iyonik siddetin etkisinin analitin geri kazanmasina etki-
si arastiritlmistir._1,0 mL ve daha fazla NaCl ¢o6zeltisinin
eklenmesiyle Patent Blue V'in geri kazanma degeri kan-
titatif olmustur. Deneysel calismalarda 3,0 mol L-1 NaCl
¢ozeltisinin 1,0 mL’sinin yeterli oldugu belirlenmistir.
Gelistirilen yontemin optimum parametreleri Tablo I’ de
ozetlenerek yontemin optimum sartlar verilmistir.

Tablo 1. Gelistirilen yontemin optimum sartlari

Optimum sartlar

pH 5,0
Yiizey aktif madde miktari 1,5 mL
Inkiibasyon sicakhig 40°C
Inkiibasyon siiresi 30dk
NaCl miktar: 1,0 mL

Patent Blue V'in bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu ile
yapilan analiz ¢alismasinda gelistirilen yontemin anali-
tik parametreleri Tablo II’ de verilmistir.

Gelistirilen ektraksiyon yonteminin farmasétik numu-
nelere uygulanmasi ve geri kazanim sonuglari1 Tablo III’
de verilmistir. Farmasoétik 6rnekte bulunan Patent Blue
miktar1 0,022 + 0,001 pg mL-! olarak bulunmustur.
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Tablo II. Gelistirilen yontemin analitik parametreleri
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Analitik parametreler

Lineer dinamik aralik, ng/ml

Giin ici tekrarlanabilirlik, % BSS
Giinler arasi tekrarlanabilirlik, % BSS
Gozlenebilme sinir1 (LOD) ng/ml
Tayin sinir1 (LOQ) ng/ml
Kalibrasyon dogrusu

r2

Degerler
10,0-200,0

4,5

5,6

0,56

1,85
y=4,048x-0,0009
0,9996

% BSS: Bagil standart sapma[(ss/ortalama)*100]

Tablo III. Farmasotik 6rnek analizi ve geri kazanim sonuglari

Eklenen Patent Blue V png/ Bulunan Patent Blue V pg/ % Geri kazanim %BSS
mL mL
0,00 0,044+0,001 0,0 2,27
0,04 0,079+0,001 90,7£2,6 1,27
0,05 0,092+0,002 94,8+5,1 2,17
0,06 0,099+0,002 89,4+4,7 2,02

ss: Standart sapma, % BSS: Bagil standart sapma [(ss/ortalama)*100]

TARTISMA
Patent Blue V’ in UV-VIS spektrofotometresi ile tayinleri
oncesi ¢evre dostu bir bulutlanma noktasi

ekstraksiyonu gelistirilmistir. Yontemin analitik para-
metreleri belirlendikten sonra Patent Blue V iceren oral
sprey secilerek gercek drnege uygulanmistir. Yontemin
dogrulugu ve geri kazanma degerleri gercek érnege 0,04
-0,06 pg/mL standart Patent Blue V eklenerek kontrol
edilmigtir. Elde edilen geri kazanma degerler yontemin
dogru olarak tayin yaptigini géstermektedir. Patent Blue

V gida ve farmasotik 6rneklerde siklikla kullanilan bir
katki maddesi oldugu i¢in analizi ve analiz yontemleri
6nem kazanmaktadir. Tablo IV 'te Patent blue V’in ana-
lizine dair kisa bir literatiir 6zeti verilmistir.

Literatiirde yapilan ¢alismalari inceledigimizde; gelisti-
rilen bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu, ¢evre dostu,
uygulamasi hizli, maliyeti diisiik ve uygulanabilirligi
genis bir yontemdir. Yontemin diisiik tayin sinir1 farkl
konsantrasyonlardaki Patent Blue V’ in tayini i¢in kul-
lanilabilecegini gostermektedir. Ayrica gelistirilen yon-

Tablo IV. Patent Blue V’in analizne yonelik yapilan ¢calismalarin literatiir 6zeti

Ekstraksiyon Analiz Yontemi Ornek Gozlenebilme %BSS Ref.
Yontemi smir1 (ng mL-1)
Ultrason destekli iyonik | UV-VIS spektrofotometre
swv1 temelli s1vi-sivi
mikroekstraksiyon Gida 0,68 45 12
- Poliamit kolon-HPLC-DAD | Gida 9,0 6,0 14
C18 kartus ile kat1 faz Tiirev spektroskopisi- - - 21
ekstraksiyon UV-VIS spektrofotometre Gida
- Apex C18 kolon-HPLC- Gida 34 1,0 22
DAD
Nafyon kapli karbon Voltametrik yontem icecek 43,1 - 23
elektrot
Triton X-114 ile Bulut- UV-VIS spektrofotometre Bu ¢alisma
lanma noktasi .
ekstraksiyon yontemi llag 0,56 56
Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 2019 ; 28 (3) 121
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temin yiliksek performansh sivi kromatografisi dncesi
ayirma ve zenginlestirme islemlerinde de kullanilabile-
cegi ongorilmektedir.
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