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Oz

Ponceau 4R (E-124) ozellikle gida ve ilag sanayisinde siklikla kullanilan bir gida boyasidir. Bu ¢alismada,
Ponceau 4R’nin bulut noktasi ekstraksiyonu i¢in non iyonik bir yiizey aktif madde olan Brij 58 kullanilarak 6n
deristirme ve ayirma islemi gergeklestirilmistir. Bu 6n deristirme islemi sonrasinda Ponceau 4R spektrofotometrik
tayini yapilmistir. Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu sonrasinda ayrilan yiizey aktif maddece zengin fazdaki
Ponceau 4R, su ile 0.5 mL'ye seyreltilmis ve kore kars1 510 nm'de UV-goriiniir spektrofotometri ile absorbansi
olgtilmistiir. Ekstraksiyon i¢in optimumum sartlar pH 6-9 araliginda, Brij 58 miktar1 % 0.5 (w/v), tuz miktar1 %
20 (w/v), inkubasyon sicakligi 70 °C ve 10 dk bekleme siiresi olarak belirlenmistir. Y6ntemin tayin araligi 0.08 -
2.50 ug mL* olarak belirlenmistir. Bu yontemin saptama smir1 (LOD), 0.00453 ug mL™ olarak bulunmustur. Bu
gelistirilen secici ve hassas bulutlanma noktasi ekstraksiyonu yontemi, Ponceau 4R’nin rutin analizi i¢in
kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Ponceau 4R, E124, spektrofotometrik, bulutlanma noktasi ekstraksiyonu.

Spectrophotometric Determination of Ponceau 4R in Syrup and Fruit
Candy after Enrichment with Cloud Point Extraction

Abstract

Ponceau 4R (E-124) is a food dye that is commonly used in the food and pharmaceutical industry. In this study,
pre-concentration and separation was performed using Brij 58, a hon-ionic surfactant, for cloud point extraction
of Ponceau 4R. After this pre-concentration procedure, Ponceau 4R spectrophotometric determination was
performed. After the cloud point extraction, the surfactant-rich phase Ponceau 4R was diluted to 0.5 mL with water
and the absorbance was measured by UV-visible spectrophotometry at 510 nm against to blank. The optimum
conditions for extraction were determined as in the pH range of 6-9, the amount of Brij 58 was 0.5% (w/v), the
salt amount was 20% (w/v), the incubation temperature was 70 ° C and the 10 min waiting time. The determination
range of the method was 0.08 - 2.50 ug mL™*. The detection limit (LOD) of this method was found to be 0.00453
ug mLL. This developed selective and sensitive cloud point extraction method can be used for routine analysis of
Ponceau 4 R.

Keywords: Ponceau 4R, E124, spectrophotometric determination, cloud point extraction.

1. Giris

Ponceau 4R (Food Red, Acid Red 18, E124), alkollii igecekler ve alkolsiiz igecekler, sekerler, suruplar,
unlu mamuller, soslar gibi gesitli gida maddelerine kirmizi renk vermek i¢in gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilan bir siilfonatli azo boyasidir [1]. Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore, Ponceau 4R ve
benzeri gidalarda kullanilan azo boyar maddeler alimi gocuklarin davranislarini etkilediginden, artan
hiperaktiviteye ve hosgoriisiizliige neden olan ciddi sonuglar ortaya ¢ikmustir [2]. 2009 yilinda, Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), bir gida katki maddesi olarak bu boyanin giivenli kullanim miktarini
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yeniden degerlendiren ve sonunda Giinliik Kabul Edilebilir Alim Miktarin1 0-4 mg kg ™ 'dan 0.7 mg kg
">a diisiiren bir bilimsel goriis ortaya koyarak diizenleme yapnustir [1].

HPLC [3], diferansiyel puls polarografisi [4], spektrofotometri [5] gibi Panceau 4R tayini igin
literatiirde birgok ¢alisma vardir. Bu ¢aligmalarda ve benzeri pek ¢ok ¢alisma i¢in tayin dncesinde sivi
siv1 ekstraksiyon (LLE), kat1 faz ektstraksiyon (SPE) ve bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu (CPE) gibi
bir takim ayirma 6n deristirme iglemlerine ihtiyag duyulmaktadir.

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu (CPE) yiizey aktif maddelerin analitik kimyadaki pratik
uygulamalarindandir. Geleneksel s1v1 s1v1 ekstraksiyona kiyasla, yiizey aktif maddeler kullanilarak, ¢ok
miktarda pahali, toksik ve yanici organik ¢oziicii kullanimindan kaginilir. Iyonik olmayan yiizey aktif
maddelerinin su ¢ozeltilerinde faz ayrilmasi, kritik sicakligin (bulutlanma noktasi sicakliginin) iizerinde
sicakliklara 1sitilmast veya inorganik tuzlarin eklenmesi ile elde edilir. Sonug olarak, iki faz olusur:
Birincisi kii¢iik hacimli yiizey aktif madde bakimindan zengin bir faz ve ikincisi bilyiik hacimli su fazidir
[6]. Boylece, tayin edilecek madde kii¢iik hacme deristirilmis olur.

Bu caligmada, Ponceau 4R ’nin spektrofotometrik tayini i¢in ilk defa Brij 58 ylizey aktif maddesi
kullamlarak bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu ile zenginlestirme islemi yapilmistir. Yontem pH, ylizey
aktif madde derisimi, ekstraksiyon siiresi ve sicakligi, tuz cinsi ve tuz derisimi gibi ¢esitli parametreler
incelenmistir. Gelistirilen yeni yontem ile surupta ve meyve sekerinde bulunan Ponceau 4R boyar
maddesinin miktarinin saptanmasi amaglanmuistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Cihazlar

Numune tartimlari i¢in Sartorius terazisi kullanildi. Ortamin pH’1min ayarlanmasi i¢in pH metre (ISO
LAB Laborgerate GmbH) kullanildi. Ponceau 4R’nin absorbans degerleri 300-800 nm dalga boyu
araliginda kaydedildi. Karistirma islemleri igin vorteks (ISOLAB, Laborgerate GmbH) kullanildi.
Ultrasonik ¢6ziindiirme islemleri i¢in Bandelin Sonarex Super model bir ultrasonik banyo kullanildu.
Ortam sicakliginin ayarlanmasi igin sicak su banyosu ( Water Bath RE 100 B) kullanildi. Faz ayriminin
gergeklestirilmesi igin santrifiij cihazi (Sigma 1-6 P) kullamildi. Absorbans degerini 6l¢gmek i¢in 1 mL
hacimde kuvars hiicreli bir UV-Vis spektrometresi (Agilent Tecnologies, Cary 60) kullanildi.

2.2. Reaktifler

Na,SOs, Brij 58, Ponceau 4R gida boyasi ve diger kimyasallar Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir.

2.3. Numuneler

Forza surup eczaneden temin edildi. (Aris Ali Raif ilag Sanayi, iiretim yeri: Pharmactive ilag San. Ve
Tic. A.S., Karaaga¢ Mah., Fatih Bulvari, No:32 , COSB, Kapakly/ Tekirdag). 10 mL surup numunesi
100 mL‘ye seyreltilerek islemler gerceklestirildi. Bolge marketlerinden alinan uygun miktarda meyve
sekeri (5.0000 = 0.0005 g) 1lik su i¢inde ultrasonik banyoda ¢oziildii, siiziildii ve 500 ml'lik hacimsel
siselerde hacme tamamlandi. Ponceau 4R'nin spektrofotometrik tayini icin Onerilen ekstraksiyon
prosediiriiniin uygulanmasi i¢in 6rnek ¢ozeltiden uygun hacimler alindi.

2.4. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

100 mg L stok Ponceau 4R ¢dzeltisi hazirlamak igin, 0.1 g boya deiyonize suda ¢oziildii ve 1000 mL'ye
seyreltildi. Calisma standardi ¢dzeltiler istenen konsantrasyonlari stok c¢ozeltiden seyrelterek giinliik
olarak hazirlandi. Bu ¢ozeltiler karanlikta 4°C 'de saklandi. % 10'luk (w/v) Brij 58 ¢o6zeltisi hazirlamak
i¢in, Brij 58 'in on gramu tartildi ve ultrasonik banyoda 100 ml deiyonize su ile ¢6ziildii.

2.4. Ponceau 4R’nin surupta ve meyve sekerinde tayini i¢in 6nerilen yontem

Onerilen yontem, 1mL 6rnek ¢ozeltisinden 15 mL’lik vidali kapakli santrifiij tiipiine almir. Ornek
iizerine 0,5 mL %10’luk Brij 58 ve 2,0000+£0,0005 g Na,SOs tartilip eklenir. 10 mL’ye tampon (pH 6-
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9) ile tamamlamr. Karigim 70°C’ de 10 dakika bekletilir. Daha sonra oda sicakligina gelmesi beklenir.
Faz ayrim i¢in 5 dakika 4000 rpm’de santrifiij yapilir. Yiizey aktif maddece zengin faz ayrilarak 0,5
mL tampon ile vortekste ¢oziilerek 510 nm’ de kore karsit UV-GB spektroskopisinde kore karsi 6lglim
alinir.
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Sekil 1. a- Ornek ¢ozeltisi, b- Brij 58 + Na,SO, ‘ten eklendikten sonra, c- inkiibasyondan sonra, d-
Santriflyj isleminden sonra, e- Yiizey aktif madde bakimindan zengin fazin ayrilmasindan sonra 0,5
mL suda ¢0ziiniir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu yontemi ile ponceau 4R'nin kantitatif geri kazanimlarini elde etmek
icin, zenginlestirme ve ayirma islemi, noniyonik yiizey aktif madde Brij-58 konsantrasyonu, tuz
konsantrasyonu etkisi, denge sicakliginin etkisi ve inkiibasyon siiresi gibi ¢esitli analitik faktorlerde
arastirildi. Bu ekstraksiyon isleminden sonra ponceau 4R’'nin maksimum absorbansi 510 nm'de olarak
gozlendi.
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Sekil 2. a) Bulutlanma noktasi ektraksiyonu oncesi ve b) bulutlanma noktasi ekstraksiyonu sonrasi Ponceau 4R
i¢in absorpsiyon spektrumlari.
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3.1. pH"in etkisi

Bu yontemde, pH, sulu faz ile yiizey aktif madde bakimindan zengin faz arasindaki analitin dagilma
katsayisini arttiran Onemli bir parametredir. Bu nedenle, Ponceau 4R ekstraksiyon verimliligini
etkileyen pH 3 ve 10 arasinda incelenmistir. Cozeltinin pH'1, bazik bélgede Na,B4O7 HCI ve NaOH,;
asidik bolge i¢cin NHz ve CH3COOH ilavesi ile pH metre kullanilarak istenilen degere ayarlanmustir.
Ponceau 4R ‘nin absorbansi 510 nm'de dl¢iilmiistiir. pH 6-9 araliginda en yiiksek absorbans degerleri
gozlenmistir. Bu pH araligi optimum aralik olarak se¢ilmistir.
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Sekil 3. pH'nin ekstraksiyon verimliligi tizerine etkisi. 2,4 pg/mL Ponceau 4R, %10 Brij 58, 2,000 g Na;SOs,
70°C’ de 10 dakika siireyle inkiibasyon.

3.2. Yiizey aktif madde derisiminin etkisi

Yiizey aktif madde derisimini optimize etmek, ekstraksiyon verimini arttirmak igin Onemli
parametrelerden biridir. Boylece, Brij 58'in konsantrasyonunun Ponceau 4R’ nin absorbans1 iizerindeki
etkisi incelenmistir. Sonuglar Sekil 4'te verilmistir. Goriilebilecegi gibi, absorbans Brij 58'in % 0,5 (w/v)
'den daha yiiksek derisimlerde diistiigli gortilmektedir.
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Sekil 4. 2,5 ugmL? Ponceau 4R, pH 6-9, 2,000 Na,SO4, %10 Brij 58 , 70°C’ de 10 dakika siireyle inkiibasyon
3.3. Tuzun etkisi

Ekstraksiyon yonteminde, tuz konsantrasyonu onemlidir, bunun nedeni faz ayrilmasina, analitin sulu
fazdan yiizey aktif madde bakimindan zengin faza kiitle transferini arttirmaya ve bulutlanma noktasi
sicakligini azaltmaya yardimci olmasidir. Bu nedenlerden dolayi, NaCl, Na>SO4 ve NaxCOs gibi yaygin
olarak kullanilan tuzlar denenmis ve ekstraksiyon islemi {lizerindeki etkileri arastirilmistir. Na»SO4
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digindaki diger tuzlar kullanildiginda faz ayrim olmadigi goriildii. Bu nedenle, Na,SO, tercih edildi.
Na SO miktar1 2 g ve istiindeki miktarlarda absorbans artisina neden olmustur. Ancak bu miktarin
tistlindeki degerler ilave edildiginde faz ayirimindan sonraki yiizey aktif maddece zengin fazin
¢oziinmesi isleminde giicliikler ¢ikarmasi ve ¢Okmenin olmasi absorbans Olglimiinii imkansiz
kilmaktadir. Sonuglar, Sekil 5'te verilmistir.
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Sekil 5. 2,5 ug mL? Ponceau 4R, pH 6-9, 2,000 Na,SO4, %10 Brij 58, 70°C’ de 10 dakika siireyle inkiibasyon

3.4. Denge sicakh@inin ve inkiibasyon siiresinin etkisi
Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu yonteminde incelenen diger iki 6nemli parametre, denge sicakligi ve
inkiibasyon siiresidir. Calisilan sicaklik araliklar1 0-80 ° C idi ve en yiiksek ekstraksiyon verimliligi 70°

C’de gozlendi. 5-15 dakika arasinda inkiibasyon siiresi ¢alisilmistir. Maksimum absorbans, 10 dakika
bekleme siirecinde elde edilmistir. Diger ¢alismalarda, bu optimum kosullarda gerceklestirilmistir.
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Sekil 6. 2,5 ug mL* Ponceau 4R, pH 6-9, 2,000 Na,SO4, %10 Brij 58, 70°C’ de 10 dakika siireyle inkiibasyon

3.5. Analitik performans

Onerilen yontemle korelasyon grafikleri, dlgiilen absorbansa kars: artan Ponceau 4R konsantrasyonlari
arasindaki optimum sartlarda elde edilmistir. Ponceau 4R ’nin absorbansi, optimum kosullarda, 0,08 pg
mL™" ile 2.5 ug mL™" arasindaki Lambert-Beer yasasina uyar. Ponceau 4R icin korelasyon katsayisi
0,999°dur. Egim degeri 0,3631’dir. Yontemin gozlenebilme siir1 (LOD) kor Olgilimiiniin standart
sapmasinin, kalibrasyon grafiginin egimine orani olarak hesaplanmis ve 0,00453 pg mL™, tayin smnir1
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(LOQ), bu oranm 3 ile garpilmasi ile hesaplanmis 0,01509 pg mL™* olarak bulunmustur. Ayrica,
yontemin tekrarlanabilirliligi icin kalibrasyon dogrusundaki en kiiciik derisimin (0,08 pg mL™) bes
tekrar Ol¢limil alinarak hesaplanmis ve % 1,27 (bagil standart sapma, %RSD) olarak hesaplanistir. Bu
degerler literatiirdeki benzer ¢aligmalar ile karsilastirildiginda ¢ok daha hassas oldugu goriilmektedir
(Tablo 1).

y =0,3631x
R?=0,999

Absorbans

0 L] L] 1
0 1 2 3
Derisim(ppm)

Sekil 7. 0,08-2,4 ug mL " arasmde degisen Ponceau 4R derisimi, pH 6-9, 2,000 Na,SOs, %10 Brij 58, 70°C” de
10 dakika siireyle inkiibasyon

Tablo 1. Literatiirde bildirilen bulutlanma noktasi ekstraksiyonu sonrasinda Ponceau 4R’nin spektrofotometrik
tayini yontemlerinin mevcut yontem ile karsilagtirilmasi

Yiizey aktif  Tuz pH Inkubasyon  Inkiibasyon  Seyreltme Kalibrasyon LOD, (ug %RSD % Geri  Kaynak
Madde Sicakligi, stiresi, (dk) ¢oziiciisic  araligi, mL1) kazamim
(©) (g mL?)
Triton X-114, Na,SO4, 6 - - Aseton, 2,0-12,0 0,111 9,93 117,24- [7]
0,5 mL, %2 0,5 mL, 40 uL 105,98
%5
Triton  X-114 NaCl, 3 Triton  X- Triton X- Su,5mL 0,05 Triton X- Triton X- Triton X- [8]
veya 0,75 mL, 114icin 50, 114icin 20, 114 igin 114  igin 114icin
Brij 56, 2M Brij 56 i¢in  Brij 56 icin 0,025, 2,45, 94-98,
2mL,05M 70 30 Brij 56  Brij 56 igin  Brij 56 igin
igin 3,43 52-87
0,062
Brij 58 Na,SOs4, 69 70 10 Su, 0,08-2,5 0,00453 1,27 97,2-99,4 Mevcut
29 0,5mL calisma

3.6. Yontemin gercek drneklere uygulamasi

Ponceau 4R'nin spektrofotometrik tayini icin gelistirilen bu yontem, bir surup ornegine ve meyve
sekerine uygulanmustir. Orneklerde Ponceau 4R analizi, deneysel calisma béliimiinde agiklanan
“Ponceau 4R 'nin Surupta ve Meyve Sekerinde Tayini icin Onerilen Yontem* boliimiinde belirtildigi gibi
yapildi. Ger¢cek numunelerden Ponceau 4R 'nin geri kazanim % 97,20-99,40 arasinda degismistir. Bu,
Onerilen yontemin Ponceau 4R'nin bulutlanma noktasi ekstraksiyonu igin surup ve meyve sekeri
orneklerinde uygulanabilirligini gostermektedir (Tablo 2). Sonuglar, 6nerilen ekstraksiyon yonteminin,
surup ve meyve sekeri drneklerinde Ponceau 4R'nin spektrofotometrik tayini ig¢in kullanilabilecegini
gostermektedir.
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Tablo 2. Amaglanan bulutlanma noktasi ekstraksiyonu sonrasinda surup ve meyve sekerinde Ponceau 4R'nin

spektrofotometrik tayini

Ornek Eklenen Bulunan Geri kazanim®
Ponceau 4R = GS* Ponceau 4R + GS?
(ngmL™) (ngmL™)
- 0,135 -
Surup 0,5 0,632+0,01 99,4
0,75 0,864-+0,03 97,2
- 1,15 -
Meyve Sekeri 0,5 1,645+0,02 99,0
0,75 1,894+0,02 99,2
4GS, giiven siirlaridir, (%); n=5
bGeri kazanim = (CZC—;CI) x 100

Ci= (:)rnek konsantrasyonu
C,=Ornek + Eklenen std konsantrasyonu
Cs=Eklenen std konsantrasyonu

4. Sonuc ve Oneriler

Gelistirilen bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu yontemi, diisiik maliyetli, hassas, secici, yiiksek
ekstraksiyon verimli ve ¢evre dostu gibi avantajlara sahiptir. Brij 58, bulutlanma ektraksiyonundan
sonra Ponceau 4R tayini i¢in, bir yiizey aktif madde olarak ilk kez tarafimuzdan kullanilmistir. Bu yeni
gelistirilen yontem, rutin analizlerde kisa siirede Ponceau 4R ’nin hassas, segici ve tekrarlanabilir tayini
icin literatiirdeki caligmalara alternatif bir yontem olarak kullanimi diisiiniilebilir.
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