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ÖZ 
Bu çalışmada, Patent Blue V’in ayrılma ve zenginleştiril-
mesi için yeni bir bulutlanma noktası ekstraksiyon 
(BNE) yöntemi geliştirilmiştir. Zenginleştirme sonrası 
tayinler UV-VİS spektrofotometresi ile yapılmıştır. Yü-
zey aktif madde olarak non iyonik yüzey aktif madde 
olan Triton X-114 kullanılmıştır.  Ekstraksiyon yöntemi-
nin optimizasyonu için pH, yüzey aktif madde derişimi, 
inkübasyon sıcaklığı, inkübasyon süresi ve iyonik şiddet 
etkisi incelenmiştir. Geliştirilen yöntem farmasötik 
formulasyondaki Patent Blue V miktar tayini için uygu-
lanmıştır. Doğruluğu belirlemek için yapılan geri kazan-
ma çalışmalarında ortalama geri kazanma değerleri % 
89–95 aralığında değişmektedir. Yöntemin % bağıl stan-
dart sapma değerleri % 1,3-2,3 aralığındadır. Geliştiri-
len metodun gözlenebilme ve tayin sınırı sırasıyla 0,56 
ve 1,85 ng/mL olarak hesaplanmıştır. Geliştirilen yön-
tem kullanılarak Patent Blue V’in tayini iyi bir doğruluk 
ve tekrarlanabilirlik ile yapılabilmektedir. Yöntem ol-
dukça etkili, basit ve çevre dostudur. 

Anahtar kelimeler: Bulutlanma noktası ekstraksiyonu, 
Triton X-114, Patent Blue V, UV-VİS spektrofotometre 

ABSTRACT 
In this study, the cloud point extraction (BNE) method 
was developed before quantification by Patent Blue 
with UV-VİS 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. 
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GİRİŞ  
Gıdalarda, ilaçlarda ve kozmetik ürünlerde renk madde-
leri kullanımı (1) ürünü çekici hale getirmek, kalitesini 
yükseltmek gibi amaçlarla yaygın olarak kullanılmakta-
dır (2,3). Renk maddelerinin kullanımı uluslararası ve 
ulusal yasal düzenlemeler çerçevesinde değerlendiril-
mekte ve denetlenmektedir. Gün geçtikçe ürünlerdeki 
renk maddelerinin gerek limit değerler içinde olup ol-
madığının, gerekse yasaklananların da bu ürünler içeri-
sinde bulunup bulunmadığının tayini için yüksek duyar-
lılıktaki yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır (4).  
Patent Blue V, triarilmetan yapıda olan sentetik renk 
maddesidir. Koyu mavi toz veya granül formdadır (5). 
Alkolsüz içecekler, dondurma, tatlılar, unlu mamuller, 
şekerleme gibi gıda ürünlerinde kullanıldığı gibi bazı 
farmasötik preparatlarda da renklendirici olarak kulla-
nılmaktadır (1-3). Patent Blue V’nin kullanılması astım, 
deri döküntüleri, hiperaktivite gibi sağlık sorunlarına 
neden olmaktadır (6,8). Meme kanseri ve malign 
melanom lenf düğümlerinin belirlenmesinde kullanımı 
sonucu alerjik reaksiyon geliştiği bildirilmiştir (5,7,8).  
Solunum problemlerine ve alerjiye sebep olduğundan 
dolayı bazı ülkelerde kullanımı yasak olan Patent Blue 
V’nin (7,8) gıdalardaki ve ilaçlardaki tayini önemlidir. 
Eser miktardaki renk maddelerinin kalitatif ve kantitatif 
analizlerinin yüksek duyarlılıkta, doğru, hızlı ve ekono-
mik bir şekilde yapılması önemli bir konudur. Yüksek 
hassasiyetli cihazlar geliştirilmesine rağmen, analitik 
cihazlar çoğunlukla yüksek matriks ortamında tayinde 
başarısız olmaktadır. Bundan dolayı ayırma ve zengin-
leştirme için ön işlem uygulanması gerekmektedir (4).  
Bulutlanma noktası ekstraksiyon (BNE) yönteminin 
numunede analizi yapılmak istenen analitin ayrılması 
için örnek çözelti ortamında hidrofobik komplekslerinin 
oluşturulmasından sonra yüzey aktif maddelerin 
hidrofilik ve hidrofobik uç özelliklerini kullanarak mi-
seller oluşturması ve bulutlanma noktası sıcaklığı olarak 
bilinen sıcaklığa kadar ısıtıldığında bulanıklaşması so-
nucunda analitce zengin sürfaktan fazı ve sulu faz olarak 
ikiye ayrılmasıdır. Yöntemin en belirgin özellikleri; uy-
gulama basit, hızlı, düşük maliyetli, seçicilik gösteren, 
çevreci bir yöntem ve çoğu tayin yöntemine uyumlu 
olması olarak sıralanabilir (10). Bulutlanma noktası 
ekstraksiyon yönteminde kullanılan sürfaktanların non 
toksik özellikleri kullanım alanını ve önemini artırmış-
tır. 
Literatürde Patent blue V (E131) için yapılan çalışma-
larda miktar tayini yöntemleri ve çeşitli ürünlerdeki 
tayini rapor edilmiştir. Nevado ve arkadaşları ticari 
ürünlerdeki Tartrazin, Kinolin Sarısı ve Patent Mavisi V 
üçlü boya karışımı için hızlı spektrofotometrik metot 
tasarlamışlardır (11). Başka bir çalışmada ise ultrasonik 
destekli iyonik sıvı dağılımlı sıvı-sıvı mikroekstraksiyon 
yöntemiyle Patent Blue V zenginleştirilmiş ve UV-Vis 
spektrofotometresi ile tayini yapılmıştır Gıda örnekle-
rinde yapılan çalışmada puding, pasta kreması, şeker, 
jel, şurup ve enerji içeceklerindeki Patent Blue V’in mik-
tarı basit, etkili ve hızlı bir şekilde belirlenmiştir. İncele-
nen ürünlerde Patent Blue V derişimlerinin EFSA değer-
lerinin altında olduğu tespit edilmiştir (12). Karaoğlan 
ve arkadaşları ise kısmi yetenekli en küçük kareler reg-
resyonu ile gıda boyası analizi yapmışlardır. HPLC meto-
dunu kullanarak toz içeceklerdeki Sunset Yellow, 
Karmosin, Ponzo 4R ve Patent Blue V’in miktarlarını 

belirlemişlerdir (13). Japonya’da yerel marketlerden 
alınan içecek ve şekerlerde Patent Blue V’in de bulundu-
ğu 40 adet sentetik gıda boyasının HPLC metoduyla 
analizi yapılmışıtr (14). Avrupa birliği düzenlemelerine 
göre peynirde Patent Blue V gıda boyasının kullanımına 
izin verilmemektedir. Anklam ve ark. (15) yaptığı çalış-
mada peynirlerde HPLC metoduyla Patent Blue V’in 
kalitatif ve kantitatif analiz yapılmıştır. Yapılan analiz 
sonucunda peynirlerdeki Patent Blue V konsantrasyonu 
0,12 ppm bulunmuştur (15). Patent Blue V’in gıdalarda 
sık kullanımı hem ayrılması hem de miktar tayini için 
yeni yöntemler geliştirilmesini zorunlu kılmıştır. 
Enstrümental yöntemlerin başında farklı dedektör sis-
temlerine bağlı sıvı kromatografi yöntemleri (16,17), 
gaz kromatografisi (18) ve spektrofotometrik yöntemler 
(19-21) kullanılmaktadır. 
Çalışmada; Patent Blue V’nin UV-VİS spektrofotometresi 
ile tayini öncesi bulutlanma noktası ekstraksiyonu yön-
temi ile matriks ortamından ayırmak ve zenginleştirmek 
amaçlanmıştır. Diğer tekniklere göre daha basit, ucuz 
maliyetli, diğer sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemlerinde 
kullanılan organik çözücülere nazaran çevre dostu, pra-
tik ve oldukça etkili bir yöntem olduğu için bulutlanma 
noktası ekstraksiyon yöntemi kullanılmıştır. 
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
Deneysel çalışmada kullanılan kimyasal maddeler; Pa-
tent blue V (≥ %99,5 Alfa Aesar, Germany),  Triton X-
114 (Acros Organics, Germany), sodyum klorür, sodyum 
asetat, glasiyel asetik asit (Carlo Erba, England) ve 
metanol (Merck, Germany)  analitik saflıktadır.  Çalış-
mada Elix Millipore deiyonize su cihazından elde edilen 
ultra deiyonize su kullanılmıştır. 
Geliştirilen yöntem için kullanılan analitik ve temel 
laboratuvar cihazları:  ekstraksiyon için en uygun pH 
ayarlamak için pH metre (WTW-Inolab pH720),  misel 
oluşumunun gerçekleşmesi için su Memmert WNB su 
banyosu, Faz ayrımının tamamlanması için Nüve NF 800 
santrifüj cihazı, Patent Blue V’nin kalitatif ve kantitatif 
tayini için Shimadzu UV-1800 spektrofotometre kulla-
nılmıştır. 
Çalışma, öncelikle model çözeltiler kullanılarak gerçek-
leştirilmiştir. Bu amaçla 1 µg/ml Patent Blue V içeren 
sulu model çözeltilere, 1 mL 3 M sodyum klorür (NaCl) 
çözeltisi ve 1,5 mL %10‘ luk (a/h) Triton X-114 eklen-
dikten sonra karıştırılıp son hacim 15 mL ye kadar uy-
gun tampon çözelti ile tamamlandı. Daha sonra çözelti 
istenilen sıcaklığa ayarlanmış su banyosunda 
inkübasyona alındı. Çözeltiler, su banyosunda 30 dakika 
bekletildikten sonra, 4000 rpm’de 5 dk santrifüjlenerek 
sürfaktanca zengin faz ve sulu faz birbirinden ayrıldı. 
Sürfaktanca zengin faz, 3 mL metanolde çözülüp, Patent 
Blue V derişimi UV-VİS spektrofotometre ile tayin edildi.  
Geliştirilen bulutlanma noktası ekstraksiyon yöntemi-
nin optimizasyonu için pH, yüzey aktif madde miktarı, 
inkübasyon sıcaklığı, inkübasyon süresi ve tuz çözeltisi-
nin etkisi optimize edildi. Geliştirilen yöntem Kayseri’de 
eczaneden temin edilen farmasötik preparata (oral 
sprey) uygulandı. Antibakteriyel etkili boğaz spreyi renk 
katkı maddesi olarak Patent Blue V ve diğer aktif ilaç 
bileşenleri içermektedir. Sıvı formdaki ilaç örneğinden 
farklı hacimlerde numuneler alınarak seyreltilerek ge-
liştirilen yöntem uygulanmıştır. 
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BULGULAR  
Yöntemin optimum şartlarının belirlenmesinde derişimi 
tam olarak bilinen standart Patent Blue V içeren sulu 
model çözeltiler hazırlanmıştır. Bu çözeltiler kullanıla-
rak; çözelti pH’sı, yüzey aktif madde miktarı, çözelti 
sıcaklığı ve inkübasyon zamanı gibi analitik parametre-
lerin optimum koşulları belirlenmiştir. Ekstraksiyon için 
yöntemin optimum koşulları belirlendikten sonra bir 
farmasötik örneğin Patent Blue V derişimi belirlenmiş-
tir. Yöntemin doğruluğunu ispatlamak için bu örneğe 
Patent Blue V ilave edilerek geri kazanma değerleri he-
saplanmıştır.  
Ekstraksiyon işlemlerinde analitin ekstraksiyon fazına 
geçmesi için ortamın pH’sı en önemli parametrelerden 
biridir. Geri kazanımlara çözelti pH’sının etkisi pH 3,0-
9,0 aralığında araştırılmıştır. Şekil 1’de görüldüğü gibi 
pH 9,0 hariç çalışılan tüm pH’larda kantitatif geri kazan-
ma elde edilmiştir. Tekrarlanabilirliğin en iyi olduğu ve 
kritik olmayan pH 5,0 optimum pH olarak kabul edilmiş 
ve bundan sonraki çalışmalar pH 5,0’de gerçekleştiril-
miştir.  

Bulutlanma noktası ekstraksiyon yönteminde kullanılan 
yüzey aktif madde miktarı geri kazanımın etkileyen 
ikinci en önemli parametredir. Misel oluşumuna yüzey 
aktif madde miktarının etkisini incelemek için % 10’luk 
Triton X-114 çözeltisinden 0,5-3,0 mL hacimde kullanı-
larak Patent Blue V’in geri kazanımına olan etkisi Şekil 
2’de verilmiştir. Analitik olarak yeterli geri kazanım 
değerleri %10’luk Triton X-114 çözeltisinden 1,5 mL ve 
daha fazla kullanımıyla sağlandığı görülmüştür. 

 

 

 

 

 

Çözelti sıcaklığının misel oluşumuna etkisi 20-60 ºC 
arasında incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar Şekil 3’te 
verilmiştir. 20-60 ºC aralığında çalışarak elde edilen 
veriler sonucunda 40 ºC en uygun sıcaklık olarak belir-
lenmiştir. 

Optimum şartlarda inkübasyon süresinin misel oluşumu 
ve analitin geri kazanıma etkisi 15-60 dk aralığında 
incelenmiştir. 30 dk inkübasyon süresinin yeterli oldu-
ğu görülmüştür. İyonik şiddetin misel oluşuma katkısı-
nın araştırılması için; çözelti ortamına NaCl çözeltisinin 
etkisi incelenmiştir. Bu amaçla 0,0-3,0 mL aralığındaki 
farklı hacimlerde 3,0 mol L-1 NaCl çözeltisi eklenerek 
iyonik şiddetin etkisinin analitin geri kazanmasına etki-
si araştırılmıştır. 1,0 mL ve daha fazla NaCl çözeltisinin 
eklenmesiyle Patent Blue V’in geri kazanma değeri kan-
titatif olmuştur. Deneysel çalışmalarda 3,0 mol L-1 NaCl 
çözeltisinin 1,0 mL’sinin yeterli olduğu belirlenmiştir. 
Geliştirilen yöntemin optimum parametreleri Tablo I’ de 
özetlenerek yöntemin optimum şartları verilmiştir. 
 

Patent Blue V’in bulutlanma noktası ekstraksiyonu ile 
yapılan analiz çalışmasında geliştirilen yöntemin anali-
tik parametreleri Tablo II’ de verilmiştir. 
Geliştirilen ektraksiyon yönteminin farmasötik numu-
nelere uygulanması ve geri kazanım sonuçları Tablo III’ 
de verilmiştir. Farmasötik örnekte bulunan Patent Blue 
miktarı 0,022 ± 0,001 µg mL-1 olarak bulunmuştur. 

Şekil 1. Patent Blue V’in sulu ortamdan bulutlanma noktası 
ekstraksiyonu yöntemiyle geri kazanımına çözelti pH’sının 
etkisi 

Şekil 2. Patent Blue V’in sulu ortamdan bulutlanma noktası 
ekstraksiyonu yöntemiyle geri kazanımına Triton X-114 mikta-
rının etkisi 

Şekil 3. Patent Blue V’in sulu ortamdan bulutlanma noktası 
ekstraksiyonu yöntemiyle geri kazanımına inkübasyon sıcaklı-
ğının etkisi 

Tablo I. Geliştirilen yöntemin optimum şartları 

Optimum şartlar   

pH 5,0 

Yüzey aktif madde miktarı 1,5 mL 

İnkübasyon sıcaklığı 40 oC 

İnkübasyon süresi 30 dk 

NaCl miktarı 1,0 mL 
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TARTIŞMA 
Patent Blue V’ in UV-VİS spektrofotometresi ile tayinleri 
öncesi çevre dostu bir bulutlanma noktası 
ekstraksiyonu geliştirilmiştir. Yöntemin analitik para-
metreleri belirlendikten sonra Patent Blue V içeren oral 
sprey seçilerek gerçek örneğe uygulanmıştır. Yöntemin 
doğruluğu ve geri kazanma değerleri gerçek örneğe 0,04
-0,06 μg/mL standart Patent Blue V eklenerek kontrol 
edilmiştir. Elde edilen geri kazanma değerler yöntemin 
doğru olarak tayin yaptığını göstermektedir. Patent Blue 

V gıda ve farmasötik örneklerde sıklıkla kullanılan bir 
katkı maddesi olduğu için analizi ve analiz yöntemleri 
önem kazanmaktadır. Tablo IV ’te Patent blue V’in ana-
lizine dair kısa bir literatür özeti verilmiştir. 
Literatürde yapılan çalışmaları incelediğimizde; gelişti-
rilen bulutlanma noktası ekstraksiyonu, çevre dostu, 
uygulaması hızlı, maliyeti düşük ve uygulanabilirliği 
geniş bir yöntemdir. Yöntemin düşük tayin sınırı farklı 
konsantrasyonlardaki Patent Blue V’ in tayini için kul-
lanılabileceğini göstermektedir. Ayrıca geliştirilen yön-

Tablo II. Geliştirilen yöntemin analitik parametreleri 

Analitik parametreler Değerler 

Lineer dinamik aralık, ng/ml 10,0-200,0 

Gün içi tekrarlanabilirlik, % BSS 4,5 

Günler arası tekrarlanabilirlik, % BSS 5,6 

Gözlenebilme sınırı (LOD) ng/ml 0,56 

Tayin sınırı (LOQ) ng/ml 1,85 

Kalibrasyon doğrusu y=4,048x-0,0009 

r2 0,9996 

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

Tablo III. Farmasötik örnek analizi ve geri kazanım sonuçları 

  
Eklenen Patent Blue V µg/

mL 

  
Bulunan Patent Blue V µg/

mL 

  
% Geri kazanım 

  
%BSS 

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: Bağıl standart sapma [(ss/ortalama)*100] 

Tablo IV. Patent Blue V’in analizne yönelik yapılan çalışmaların literatür özeti 

Ekstraksiyon  
Yöntemi 

Analiz Yöntemi Örnek Gözlenebilme 
sınırı  (ng mL-1) 

%BSS Ref. 

Ultrason destekli iyonik 
sıvı temelli sıvı-sıvı 
mikroekstraksiyon 

UV-VİS spektrofotometre  

Gıda 

  

0,68 

  

4,5 

  

12 

- Poliamit kolon-HPLC-DAD Gıda 9,0 6,0 14 

C18 kartuş ile katı faz 
ekstraksiyon 

Türev spektroskopisi- 

UV-VİS spektrofotometre 

  

Gıda 

- - 21 

- Apex C18 kolon-HPLC-
DAD 

Gıda 3,4 1,0 22 

Nafyon kaplı karbon 
elektrot 

Voltametrik yöntem İçecek 43,1 - 23 

Triton X-114 ile Bulut-
lanma noktası 
ekstraksiyon yöntemi 

UV-VİS spektrofotometre   

İlaç 

  

0,56 

  

5,6 

Bu çalışma 
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temin yüksek performanslı sıvı kromatografisi öncesi 
ayırma ve zenginleştirme işlemlerinde de kullanılabile-
ceği öngörülmektedir.    
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