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OZET

CESITLI ICECEK ve GIDA ORNEKLERINDE PONCEAU
4R’NIN BELIiRLENMESI ICIN YENI BIR ANALITIK
YONTEMIN GELISTIRILMESI

Serhan MERAL
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Adil ELIK

2019, 41+ xiv sayfa

Bu tez ¢alismasinda, baz1 gida ve igecek orneklerinde (pasta iirlinleri, meyve sulari,
stit driinleri ve sekerli iirlinler) renk vermek icin kullanilan sentetik gida boyasi
Ponceau 4R'nin, ultrasonik destekli-bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (UA-CPE)
yardimiyla zenginlestirilmesi sonrasi spektrofotometre ile belirlenmesi i¢in, basit,
ucuz, duyarl ve seciciligi yiiksek ¢evre dostu analitik yontemi gelistirildi. Ponceau
4R, pH 6.0'da Cu(II) varliginda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak polietilen glikol mono-
p-nonilfenil eter (PONPE 7.5) kullanilarak sulu ¢6zeltiden oziitlenmistir. pH, metal
tiri ve miktari, sicaklik, ultrasonik etki, solvent tipi, nanyonik yiizey aktif madde
tiiri ve konsantrasyonu gibi degiskenler en uygun sekilde optimize edilmistir.
Optimum kosullar altinda, yontemin analitik 6zellikleri asagidaki gibidir; dogrusal
calisma araligi 20-750 pg L*; gozlenebilme smiri, 6.5 pg LY ve 6n deristirme
faktorii, 200. Ponceau 4R'nin 10 pug L * konsantrasyonu (n: 5) igin elde edilen bagil
standart sapma (% BSS) % 2.8 idi. Iki farkli konsantrasyon seviyesi icin geri
kazanim degerleri % 94.3- 104.2 arasindaydi. Yontemin dogrulugu ve kesinligi, giin
ici ve glinler aras1 ¢aligmalarla degerlendirildi. Son olarak, yontem ¢esitli gidalarda

Ponceau 4R tayinine basariyla uygulanmistir.

Anahtar kelimeler: Ponceau 4R, Ultrasonik destekli bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu, Spektrofotometri, Gida boyasi, Gida drnekleri
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ABSTRACT

DEVELOPING A NEW ANALYTICAL METHOD FOR
DETERMINING PONCEAU 4R IN VARIOUS BEVERAGES AND
FOOD SAMPLES

Serhan MERAL
Master of Science Thesis Department of Chemistry
Supervisor: Dog. Dr. Adil ELIK

2019, 41+xiv pages

In this thesis, it was aimed to develop a simple, inexpensive, sensitive and highly
selective environment friendly a new analytical method for spectrophotometric
determination of the synthetic food coloring Ponceau 4R, which is used to give color
in some food and beverage samples (pastry products, fruit juices, milk products and
sugary products) after the enrichment by ultrasonic assisted cloud point extraction
(UA-CPE). Ponceau 4R was extracted from the aqueous solution by using
polyethylene glycol mono-p-nonylphenyl ether (PONPE 7.5) as extraction solvent at
the presence of Cu (Il) at pH 6.0. Variables such as pH, metal type and amount,
temperature, ultrasonic effect, solvent type, type of nanionic surfactant and
concentration were optimized. Under optimum conditions, the analytical properties
of the method were as follows; linear operating range 20-750 pg L; detection limit,
6.5 ng L, and the pre-concentration factor, 200. The obtanied relative standard
deviation (RSD) for the 10 ug L concentration of Ponceau 4R (n: 5) was 2.8%. The
recovery values for the two different concentration levels were ranged from 94.3% to
104.2%. Accuracy and precision of the method were evaluated by intra day and inter-
day studies. Finally, the method was successfully applied for the determination of
Ponceau 4R in various foods.

Key words: Ponceau 4R, Ultrasonic assisted cloud point extraction,

Spectrophotometry, Food coloring, Food samples
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1.GIRiS

1.1. Genel I¢erik

Giliniimiliziin en O6nemli konularinin basinda gida gilivenliginin saglanmasi
gelmektedir. Gida giivenligi, insanlara, yeterli ve dengeli beslenmelerini saglayacak
cesitlilikte, saglikli  ve ekonomik olarak erisilebilir gida arzi olarak
tanimlanabilmektedir [1]. Gidalarin lezzetinin ve kalitesinin degerlendirilmesinde ilk
duyusal parametre renktir [2]. Bununla birlikte gidanin aromasi ve Kalitesi de renkle
iliskilidir.  Tuketiciler belirli renkteki gidalara kosullanmiglardir ve kendi
beklentilerinden herhangi bir sapmay1 reddetmektedirler. Renklendiricilerin, gidalari
estetik ve psikolojik bakimdan cazibeli yapmak i¢in kullanildig1 yiizyillardir
bilinmektedir [3]. Gidalarin renklendirilmesi belirli iriinlerin istenilen estetik
kalitesine izin verdiginden dolay1 gida endiistrisi i¢in Snemlidir. Cilinkii tazelik,
olgunluk ve lezzet gibi Ozelliklerin hepsi gidanin rengi ile iliskilidir. Gida
renklendiricilerine ihtiya¢ duyulmasinin bir nedeni de tiiketiciler tarafindan gidanin
daha kolay kabul edilmesini saglamasidir. Diger olasi nedenler, teknolojik islemler

sonrasi renk kayiplari veya farkli renkli ham maddelerin kullanilmasidir [2].

Yapilan caligmalar gida boyalarinin kotliiye kullaniminin istenmeyen etkilere yol
acabilecegini kanitlasa da, ekonomik kaygilar, yiiksek etkinlik ve etkin stabilite
nedeniyle pek ¢ok gida boyasi hala yaygin olarak kullanilmaktadir [4]. Gida boyalari
ulusal ve uluslararas1 ¢ercevede kullanimi kontrol altinda olan maddelerdendir.
Ayrica yapilan calismalarda bazi gida boyalarinin toksik ya da karsinojenik etkileri
oldugu vurgulanmaktadir. Bu nedenle gida boyalarinin denetlenmesi, kullanim
miktarlarmin belirlenmesi ve kalite kontroliiniin yapilmas: olduk¢a Onem arz
etmektedir. Tartrazine (E-102), SunsetYellow F.C.F. (E-110), Carmoisine (Azorubin,
E-122), Ponceau 4R (E-124) gibi baz1 sentetik azo boyalar1 ile QuinolineYellow (E-
104) ve Indigotin (IndigoCarmine, E-132) gibi sentetik boyalar; icecekler, sekerler,
saraplar, suruplar, alkolsiiz igecekler, jelatin sekerlemeler, balik yumurtalari,
yogurtlar, jeller, kekler ve dondurmalar gibi pek ¢ok gida maddesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [5].

Azo boyalarn endiistrinin her yerinde de yaygin olarak bulunur ve toplam boya
tiretiminin %70’inden fazlasini olusturur. Bir veya cesitli azo (-N=N-) gruplari
sunarlar ve genellikle siilfonatliazo boyalarinda oldugu gibi fizikokimyasal atak ve
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biyo/fotodegradasyona karsi biiyiik stabilite kazandiran ve bdylece su akimlarinda
kalict hale gelen karmasik yapilar gosterirler [6]. Tekstilde azo boyalarina biiyiik
dikkat gosterilmesine ragmen, gida katki maddesi olarak kullanilan sentetik azo

renkler giinlimiize kadar ¢ok daha az arastirilmistir.

Bunlar arasinda, diisiik maliyeti, yiiksek c¢oziintirliilk, iyi stabilite ve etkili
renklendirme avantajlarina sahip olan Ponceau 4R (AcidRed 18, Yeni Coccine veya
katki1 maddesi E-124), tiiketicilere daha c¢ekici hale getirmek i¢in yaygin olarak
alkollii icecekler ve alkolsiiz igecekler, sekerler, unlu mamuller, suruplar, visne
receli, domates sosu ve yogurt gibi ¢esitli gida maddelerine kirmizi renk vermek igin

gida endiistrisinde kullanilan bir siilfonatliazo boyasidir [7].
1.2. Ponceau 4R ve Kimyasal Ozellikleri

Ponceau 4R olarak bilinen (4-siilfo-1-naftilazo)-1-hidroksi-2 naftalen-6,8-disiilfonik
asit trisodyum tuzu (Cl 16255) sentetik bir organik azo grubu gida renklediricidir.
Ponceau 4R’nin bazi kimyasal 6zellikleri ¢izelge 1.1. ve kimyasal yapist sekil 1.1°de

verilmistir.
Cizelge 1.1. Ponceau 4R ’nin baz1 kimyasal 6zellikleri
Diger Adlar Acidred No 18 (CI)
Smif Monoazo
Renk Indeks No 16255
Formiili C20H11N2Naz010S3
Molekiil Kiitle 604.48 g / mol
Kimyasal Ad1 Trisodyum 2- hidroksi - 1 — (4- siilfonato-
1- naftilazo ) naftelen 6,8-disolfonat
Tanimlama Kirmizimsi toz veya graniiler
Maks. Dalga Boyu Sulu ¢ozeltide 505 nm’dir
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Sekil 1.1 Ponceau 4R ’nin kimyasal yapisi

Ponceau 4R, Tartrazin ve SunsetYellow gibi izin verilen renklendiriciler diisiik
diizeyde alinsa bile farkli bireylerde alerjik reaksiyonlara neden olmaktadir [7].
Alerjik etkiler, tirtikerden deri iltihabina kadar degismekle birlikte, anjio 6dem ve
astiml1 hastalarin kotiilesmesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [8]. Son yillarda yapilan
calismalar, Ponceau 4R alimimin c¢ocuklarin davramiglarini  etkilediginden,
tahammiilsiizliik ve artan hiperaktivite prevelansindan bahsetmektedir [ 9]. Bu durum
endiseye sebep olmaktadir. Ayrica arastirmalarda Ponceau 4R’nin asir1 miktarda
tiiketilmesinin tireme toksitesi, mutajenik etki, ndro-davranigsal etkiler ve potansiyel
kanserojenite gibi olumsuz saglik etkilerine neden olabilecegi vurgulanmaktadir [10].
Yiiksek diizeylerde Ponceau 4R iceren belirli iiriinlerin de ¢ocuklarda dil iltihabi
semptomlar sergiledigi rapor edilmektedir [10]. Bununla birlikte yillardir siiregelen
epidemiyolojik calismalarda gida boya endiistrisinde kullanilan aromatik aminlere
uzun siire maruz kalan calisanlarda kanser gelisme riskinin yiikseldigi

belirtilmektedir.

Ponceau 4R kullanimi kesinlikle kanun ve yonetmeliklerle kontrol edilmektedir.
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tavsiyelerine gore
kabul edilebilir giinliik alim miktar1 (ADI) 0-4.0 mg/kg viicut agirhigidir [11].

Ponceau 4R, giiniimiizde Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Norve¢ ve Finlandiya
dahil olmak tizere baz iilkeler tarafindan yasakli bir madde olarak listelenmektedir

[12].

Tim bu nedenlerden dolay1 ¢esitli gida 6rneklerinde kalite kontrolii, kalite glivencesi
ve en Oonemlisi tiiketicilerin glivenligini garanti altina almak igin, gidalarda sentetik

renklendirici olarak kullanilan Ponceau 4R’nin belirlenmesi i¢in yeni, ucuz ve



ulagilabilir analitik yontemin gelistirilmesi gida giivenligi ve bu tiiriin gidalarda

izlenmesi i¢in dnemli bir analitik konudur.

Literatiirde Ponceau 4R’nin belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Bunlara 6rnek verilecek olursa; degisik modifiye edilmis elektrotlarla yapilan
calismalara [13], diyot dizisi detektorii ile yapilan ¢alismalara (DAD) [14], yiizeyle
gelistirilmis raman sagilmasi (SERS) [15], elektroforez ile yapilan galismalara [16],
polarografi [17], spektrofotometri ile yapilan ¢alismalara [18, 19], yiiksek
performansli sivi kromatografi (HPLC)-diyot dizilimi saptama (DAD)-elektrosprey
kiitle spektrometresi (ESI-MS) [20] ve diferansiyel puls polarografisi [21] gibi bir¢ok
kromatografik, elektroanalitik ve spektrometrik teknik farkli gida 6rneklerinde gida
boyalarinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Genellikle bu tiirlerin li¢ingle gecen
miktar1 ¢ok kiiciik oldugundan dolay: (birka¢ pg mL ™ mertebesinde), dogru, duyarl
ve glivenilir sonuglar icin tayin oncesi farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilmaistir.
Analizi 6ncesi on-line kat1 faz ekstraksiyonu [22], iyonik s1vi dagilimli sivi faz mikro
ekstraksiyon [23], kat1 faz ekstraksiyonu [24], bulutlanma noktasi ekstraksiyonu
[25], yeni karbon nanotiip/polipirolkompozitler [26] gibi ayirma zenginlestirme

teknikleri uygulanmustir.

1.3. Ayirma ve Zenginlestirme Yontemleri

Son yillarda fizik, kimya, biyoloji, farmakoloji, ¢evre, tekstil, gida, boya, metalurji,
biyokimya, tip ve teknolojik alanlarda elementlerin eser diizeydeki miktarlarinin
onemi artmaktadir. Bu durum eser diizeydeki elementlerin nitel ve nicel tayinlerine
olan ihtiyact da artirmaktadir. Eser elementlerin tayininde kirlenme, aletsel
problemler, saf madde ihtiyac1 gibi pek ¢ok giiclikkler de vardir. Bu problemler
sebebiyle, eser element ve kimyasal tiirlerin analizinde tayin Oncesi bir ayirma ve
zenginlestirme basamaginin uygulanmasi mecburi hale gelmistir. Bu amagcla kat1 faz
ekstraksiyonu (SPE) [27], birlikte ¢Oktiirme [28], sivi-sivi mikro ekstraksiyonu
(LLME) [29], mikrodalga destekli ekstraksiyonu (ME) [30, 31], ultrasonic destekli
bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (UA-CPE) [32, 33], derin 6tektik ¢oziicli destekli
mikro ekstraksiyon [34, 35], iyonik sivi destekli ekstraksiyon [36, 37], ve iyon
degistirme yontemleri kullanilmaktadir. Eser elementin i¢cinde bulundugu ortamin

tayin teknigine uygun olmamasi, yani ortamin bozucu etki gostermesi ve bu ortamda



eser element derisiminin aletin tayin sinirinin altinda olmasi halinde zenginlestirme

islemi kagimilmazdir.

1.4. Bulutlanma Noktas1 Ekstraksiyonu (CPE)

Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (CPE) ilk olarak bilim adami H. Watanabe
tarafindan rapor edilmistir [38]. 1976 tarihinde yapilmis olan ¢alisma ile yeni bir

ektraksiyon teknigi ileri siiriilmiis oldu [39].

Son yillarda CPE teknigi; hormonlarin, enzimlerin vitaminlerin ve proteinlerin
ayrilmasi ve tayini i¢in biyolojik Orneklere, metallerin ve organik Kkirleticilerin
onderistirilmesi, ayrilmasi ve tayini i¢in ¢evresel orneklere uygulanmistir. CPE, sivi-
stvi ektraksiyonunda kullanilan organik ¢oziiclilere nazaran daha az toksik, diger
yontemlere gore daha basit, ucuz maliyetli, kisa siireli, pratik ve oldukc¢a da etkili bir

onderistirme ve ayirma yontemidir.

CPE, bir ¢ozelti ortamina ilave edilen yiizey aktif madde, ortamdan ayrilmasi istenen
madde ile hidrofobik ve hidrofilik u¢ 6zelliklerini kullanarak misel yap1 olusturur.
Bu misel ilk basta ¢ozelti ortaminda tek fazli goriiniimdedir. Bir surfaktan ¢ozeltisi
belirli bir sicakliga kadar 1sitildiginda, kismi c¢oziinlirlesme nedeniyle
bulaniklasacaktir. Bulanikligin gozlendigi bu sicakliga bulutlanma noktasi sicakligi
denir. Isitma islemi ile beraber kiigiik hacimli surfaktan fazi ve sulu faz olmak iizere
iki ayr1 faz olusumu saglanir. Bu iki fazin birbirinden ayrilmasi ile bir ayirma ve
onderistirme yontemi gerceklestirilmis olur. Bu sistem geri doniisiimlii olarak elde
edilebilir, ¢ozelti bulutlanma noktasina kadar 1sitildiginda iki ayr1 faz olusturmasina

ragmen, sistem sogutularak tekrar tek fazli sistem elde edilebilir [40].
1.4.1. CPE avantajlar

1-) Islemin uygulanis1 kolaylik ve basitlik saglamaktadir.

2-) CPE yontemi uygulandigi c¢alismalarda yiiksek verim elde edilmesini
saglamaktadir.

3-) CPE yontemi ile elde edilen fazlarda tespit yapabilmek i¢in birgok spektroskopik
yontemin kullanilabildigi goriilmiistiir.

4-) Kiigiik orneklerle diisiik derisimlerde analizin dogrudan yapilmasina imkan
saglamaktadir.

5-) Yontem uygulanirken zamandan tasarruf edilir.
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6-) CPE yonteminde birka¢ mililitre surfaktan ilavesi ile ¢alisilirken, klasik sivi-sivi
ekstraksiyon yonteminde yiiksek miktarda hacimlerde calisilir.

7-) Klasik s1vi-sivi ekstraksiyon metoduna, organik yapilarin ayrilmasi ve tayini i¢in
alternatif bir yontem olmaktadir.

8-) Sonuglarin giivenilirligi ve ekstraksiyon isleminin daha ekonomik olmasi bu
yontemin kullanilmasini saglayan bir diger avantajdir.

1.4.2. CPE dezavantajlari

1-) Deney basamaklarinda yapilacak muhtemel santrifiij islemi sirasinda en iyi sartlar
cergevesinde ulasilan sicaklik degerinde diisme olmakta ve bu durum ekstraksiyon
verimi lizerinde olumsuz bir etkiye neden olmaktadir. Bu yiizden ayrilacak yapi i¢in
uygun surfaktan secimi sirasinda bulutlanma noktast degeri géz Oniinde
bulundurulmalidir. Ayrica muhtemel verim kayiplarini engellemek i¢in diisiik
bulutlanma noktas1 (CP) degerine sahip olan yiizey aktif maddeler kullanilmalidir.

2-) Bu yontem bir¢ok parametreye bagli olarak gerceklesen cok hassas bir yontem
oldugu icin yapilacak olan calismada en uygun sartlar genis kapsamli olarak
aragtirtlmadan bir islem uygulamasina gidilecek olursa verim olarak istenilen basari
saglanamayabilir.

3-) Yiiksek sicaklik degerlerine ulasilmasi en iyi sartlar i¢in gerekli olursa bu gibi
durumlarda ligandlar i¢in dayaniklilik sorunu ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumda
degisik ligandlar i¢in genis tabanli arastirmalar yapmak gerekebilmektedir.

4-) CPE yonteminde faz ayrimimin ardindan viskozitesi yiiksek olan surfaktanca

zengin olan fazin 6l¢limii baska bir sorun olusturmaktadir.

1.4.3. CPE etkilyen faktorler
1.4.3.1. Ortamin pH’1mn etkisi

CPE yonteminde ortamin pH’1t hem metalin ligand ile komplekslesme dengesi hem
de olusan kompleksin surfaktan (miseller) faza gecisini etkilemektedir. Etkin bir
ekstraksiyon i¢in metal-ligand kompleksinin olusacagi en uygun pH degerinde

calisilmasi onemlidir.



1.4.3.2. Ligand se¢imi

Ligand yapilar hidrofobik olmali, hizli ve kararli selat biciminde kompleks yapilar
olusturmalidir [38]. CPE yonteminde ayrilmak istenilen madde tiiriine bagl olarak en
uygun ligandin seg¢ilmesi gerekmektedir. Her ligandin kendine 6zgii bir karakteristik
ozelligi bulunmaktadir. Ligandlarin hedef maddeye etkisi; ortamin sicakligina,
ortamin pH degerine, madde tiiriine ve kendisi ile ayrimi yapilacak olan maddenin
konsantrasyon oranina bagl olarak degisebilmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay1
CPE yonteminden yiiksek verim elde edilmesi i¢in titiz bir ¢alima sonucu islemde

kullanilacak uygun ligand secilmelidir [39].
1.4.3.3. Surfaktan derisiminin etkisi

CPE yontemini etkileyen Onemli parametrelerden biri de surfaktan derisimidir.
Yapilacak olan ayirma islemleri igin verimli surfaktan konsantrasyonu dar bir
aralikta gézlemlenir. Bu baglamda surfaktan derisiminin olmasi gereken degerden
daha diisiik olmasi, yeteri kadar misel olusumu gergeklesmesine engel olur ve elde

edilecek verim degerini diistiriir [40].

Nitekim, surfaktan derisimi fazla olursa, bu sefer de yiizey aktif maddece zengin
fazin hacmi artacagindan zenginlestirme faktoriinde azalma olur [40]. Bu nedenle,
uygun surfaktan derisimini secgerken, genis konsantrasyon araligi igerisinde

denemeler yapilmalidir.
1.5. Onderistirme

Analizi yapilacak orneklerde, analitiksel yontemle tayin edilemeyecek kadar kiigiik
derisimlerde bulunan elementleri analitiksel yontemle Olgiilebilecek seviyeye

getirmek i¢in kullanilan yonteme 6nderistirme denir.

Onderistirme, eser elementlerin konsantrasyonunun matriks konsantrasyonuna
oranini arttiran metottur. Analizi yapilacak metal ya da elementin i¢inde bulundugu
maddeye matriks denir. Ayirma ve onderistirme i¢in ayn1 metotlar kullanilir. Ayirma
ve Onderistirme yontemleri arasinda; birlikte ¢oktiirme, buharlastirma, bulutlanma
noktasi ekstraksiyonu, kat1 faz ekstraksiyonu, sivi-sivi ekstraksiyonu gibi yontemler

vardir [28, 35, 36].



Calismamizda ilgili analitlerin zenginlestirilmesi i¢in ultrasonik destekli bulutlanma
noktast ekstraksiyonu (UA-CPE) kullanilacaktir. Bu zenginlestirme yoOnteminde
kullanilacak surfaktanlarin misel olusturmasi i¢in ana parametreler bulutlanma
noktas1 sicakligi ve kritik misel derisimidir. Bir surfaktan ¢d6zeltisi belirli bir
sicakliga kadar 1sitildiginda, kismi c¢oziinlirlesme nedeniyle bulaniklasacaktir.
Bulanikligin goézlendigi bu sicakliga bulutlanma noktasi sicakligi denir. Bulutlanma
noktas1 sicakliginin lizerinde ve surfaktan derisiminin kritik misel derisimine yakin
oldugu yerde kii¢iik hacimli surfaktanca zengin faz ve seyreltik sulu faz santrifiijleme
ile birbirinden ayrilir. UA-CPE, ¢evre dostu (kirletici olmayan) ve organik ¢oziicii
icermeyen bir yontemdir. Bu yontem, karmasik matriks yapili ¢evresel ve biyolojik
orneklerin ayrilmasinda basari ile uygulanmaktadir [41, 42]. UA-CPE, molekiiler
spektroskopi ile birlestirildiginde daha etkili bir analitik teknik olabilir.

1.6. Ultrasonik Ekstraksiyon

1.6.1. Ultrasonik dalga

Ses dalgalar1 katilarin, sivilarm ya da gazlarin iginden gecebilen mekanik
titresimlerdir. Insanlarin duyamayacag: araliktan (1-16 kHz) daha yiiksek bir frekans
araligina sahip olan ultrasonik ses dalgalarinin en kiigiik ultrasonik frekansi normalde
20 kHz civarinda, en yiiksek frekans ise sinyali olusturabilme yetenegiyle sinirlidir.
Uygulamalarin bazilarinda frekanslar GHz olarak kullanilmaktadir. Aslinda ses
dalgalari ile elektromanyetik dalgalar birbirinden farklidir. Radyo dalgalari, infrared,
goriinlir ya da UV i1sinlari, gama isinlar, X 1smlart vakumdan gegebilirler. Ses
dalgalar1 ise madde i¢inden hareket etmek durumundadir. Sikistirma ve genlesme
hareketleriyle ortamdan gegerler [43]. Oldukga yiiksek siddetli ultra ses, yayilma
ortamlarinda bazi kimyasal, fiziksel ve biyolojik olaylara neden olmaktadir [44]. Bu
olaylarin en Onemlileri; bilesimin bozulmasi, oksitlenme, tepkimenin hizlanmasi,
homojenizasyon, kristallenme, kaynama noktasi sicakliginin degisimi gorilebilir.
Ultra ses, kimyasal baglar1 ve molekiiller aras1 baglari etkiler. Molekiil zincirleri de

ultra seste parcalanabilir. Ultrases spektrumu Sekil 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.2 Ultra ses spektrumu
1.6.2. Kavitasyon olusumu

Sivi igindeki genlesme dongilisii negatif basinca sebep olmaktadir. Yeteri kadar gii¢lii
ultrasonik, genlesme dongiisii sivida kabarcik veya oyuklar meydana
getirebilmektedir. Ancak, boylesi bir durum negatif basing, sivinin yapisi Ve sivinin
safligina bagl olarak degisen bolgesel gerilim kuvvetini astigi zaman gercgeklesir.
Kavitasyon; buhar kabarciklarinin olustugu, biiyiiyerek ice dogru patlamasiyla olusan
proses olarak tanimlanir. Tiim proses yaklasik 400 pus’ de gerceklesmekte ve etkin
yerel basing ve enerjiler ise sirastyla yaklasik 10°atm ve 1 eV’tur [45]. Aslinda
kavitasyon, asili madde tanecikleri i¢inde veya eski kavitasyon anlarindan kalan
gecici mikro kabarciklardaki gaz dolu oyuklar gibi sivinin dnceden var olan zayif

noktalarinda olusan ¢ekirdek yapili bir prosestir.

Kisaca ultrasonik kimyasal etkinin ilk sebebi, kabarciklasmanin gegici yliksek enerji
ortami1 olusturmasidir. Bu konudaki arastirmalarin anlasma noktalarindan birisi ve en
onemlisi, ultrasonik uyariyla kimyasal etkiler yaratabilmek icin sivi faza
kabarciklanma yaratacak oOlgiide enerji aktarma geregidir. Yiiksek basing
bolgelerince kabarciklarin sondiiriilmesi, dagilma, kati erozyonu ve temizleme gibi
¢ok yaygin olarak bilinen ultrasonik etkilerden sorumlu, yiiksek giicte soklar tiretir
[44, 46].

1.6.3. Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Elementel analiz i¢in tiim analiz asamalar1 i¢inde Ornek toplama disinda en ¢ok
zaman alan basamak ornek hazirlama prosediiriidiir. Bu nedenle 6rnek hazirlama
prosediiriiniin islem siiresini azaltmak amaciyla bagka stratejiler denenmeye
baslanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 6rneklerin hazirlanmasini hizlandirmak ve daha
basite indirgemek icin etkili tekniklerden biri ultrasonik ekstraksiyondur [45, 47, 48,
49]. Ultra ses destekli analitiksel islemler Sekil 1.3’te 6zetlenmistir.
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Sekil 1.3 Ultra ses destekli analitiksel islem basamaklar1 [50]

Cozme konusunda ultrasonik uyarmadan da geleneksel ¢ozme yontemleri, asit
bombasi yontemi ve mikrodalga yontemi gibi etkiler beklemeyi gerektiren bulgular
vardir. Ultrasonik destekli licing birgok analitik durumlarda, geleneksel oziitleme
tekniklerine ve bazi durumlarda siiper kritik akiskan ve mikrodalga destekli liging
yontemlerine gore hizli, etkin ve ekonomiktir. Biyolojik materyallerden (sebzeler,
akasya, ¢am, mese, midye ve liken) [51, 52], cadde toz orneklerinden [46],

sedimentlerden [53], degisik ¢oziiciiler kullanilarak metallerin ligingine ultrasonik
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uyarinin zaman ve verim agisindan onemli katkilarda bulundugu, zaman-verim-

analizci saglig1 ve ekonomi acisindan daha avantajli oldugu rapor edilmistir.

Ultrasonik enerjinin inorganik ve organik bilesiklerin Oziitlenmesi [53, 54],
homojenlestirme, gaz giderme, sivi-sivi ekstraksiyonu, reaksiyon hizlandirilmasi ve
diger uygulamalar gibi analitik kimyanin bir¢ok farkli uygulamalarinda performans

gelistirici etkili bir yol olusturdugu bulunmustur.

1.7. Analitik Yontemlerin Performans Kriterleri

Deneysel ¢alismalarda elde edilen sonuglar, yontemin dogrulugunu ve giivenilirligini
belirtecek sekilde sunulmalidir. Gerekli olan 6nemli analitik parametreler ve tanimlar

asagida verilmektedir.

Kesinlik: Ayni yolla elde edilen 6l¢iim sonuglarinin birbirlerine yakinlhigi olarak
ifade edilir. Kesinlik ayn1 zamanda belirsiz hatalarin bir 6l¢iisiidiir. Kesinlik i¢in
Olciitler mutlak standart sapma (MSS), bagil standart sapma (BSS), varyasyon
katsayis1 (VK) ve varyans olarak sayilabilir.

Dogruluk: Olgiilen degerin dogru ya da dogru kabul edilen degere yakinligini
gosterir. Uluslararasi bagimsiz laboratuvarlar tarafindan tayin edilmis degerleri dogru
deger olarak kabul edilen Standart Referans Maddelerin (SRM) tayininden elde
edilen sonu¢ ile aym1 maddenin kullanilan yoOntemle elde edilen sonuglar
karsilagtirilir veya bagimsiz ve farkli analitik metodlarin uygulanmasiyla elde edilen
sonuclar karsilastirilarak belirlenir. Dogruluk icin sayisal Olciitler mutlak ve bagil

hata olarak sayilabilir.

Secicilik: Analiti 6rnekte varlig tespit edilmis girisim yapabilen diger bilesenlerden
farkli olarak dlgme yetenegidir. Ornek matriksinde bulunmasi gereken bilesenlerin
yaninda analiz edilecek maddelerin dogru ve 06zgiin belirlenebilmesi, analitik
yontemlerin se¢imliligini belirler. Secicilik icin sayisal Olgiit segicilik faktorii

(katsayis1) kullanilmaktadir.

Duyarhik: En disiik analit derisimini algilayabilme kabiliyetidir. Duyarlik igin
analitik olgiitler kalibrasyon duyarlig1 ve analitik duyarlik olarak sayilabilir. Analitik
duyarlik, tayin edilen elementin cinsine, cihaza ve tayindeki bazi fiziksel ve kimyasal

etkenlere baglidir. Atomik absorpsiyonda duyarlik 6zel olarak analiz elementinin net
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%1’ lik absorpsiyonuna veya 0.0044’ liik absorbans degerine karsilik gelen derigim

olarak tanimlanmustir.

Gozlenebilme St (GS): Bir analitik yontemin performans:t genellikle
gbzlenebilme sinir1 ile oOlgiiliir. Gozlenebilme sinir1 teorik olarak %95 giiven
diizeyinde minimum anlamli sinyal veren derisimi olarak tanimlanir ve x=x+3sbos
ile bulunan derisimdir. Bu denklemde, x bos ¢6zeltinin ortalama sinyali ve sbos bos
cozeltilerinin standart sapmasidir, bulunan X absorbans biriminde olup, kalibrasyon
dogrusundan karsilik gelen derisim bulunur. Bulunan bu derisim degerine

“‘gozlenebilme stirt’’ denir.

Tayin siniri: Gozlenebilme sinirinda tekrarlanabilirlik ¢ok diisiik oldugundan, gercek
tayinler i¢in sinir GS degerinin genelikle ti¢ kat1 olarak alinir ki, bu degere ‘‘tayin
strr’” adi verilir. Bu sinir i¢in 6nemli bir 6lgiit, kabul edilebilir bagil standart sapma

degerine sahip olmasidir.

Geri kazanmim: Bilesimi bilinen bir maddenin analizi sonucunda elde edilen degerin
baglangi¢ degerine orani olarak tanimlanir. Geri kazanma verimi, yontemin
optimizasyonu i¢in incelenen faktorlerin degerlendirilmesinde 6lgiit olarak kullanilir.

Geri kazanma verimi asagidaki sekilde formiile edilebilir.
%Geri Kazanim=Tayin ile bulunan derisim/Teorik olarak bulunan derisimx100

Sinyal/Giiriiltii  Orani:  Yapilan Olclimlerin tekrarlanabilirligi ve dogrulugu
Sinyal/Giiriiltii (S/N) oraninin yiliksek olmasina baglidir. S/N orani azalirsa bagil
standart sapma artar ve tekrarlanabilirlik azalir. Bu oran, cithazin kalitesine ve

orneklemedeki performansin niteligine baghdir.

Dogrusal aralik: Tayin smur1 ile dogrusalligin sapmaya basladig: aralik olarak kabul
edilir. Ayrica nicel analiz i¢in elverisli, yiiksek kesinlik ve dogrulukta sonuglar veren

derisim aralig1 olarak tanimlanabilir.
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1.8. Amag¢ ve Kapsam

Gergek orneklerde (pasta iirlinleri, meyve sulari, siit lirtinleri, sekeri {lirtinleri vb.) eser
diizeylerde bulunabilecek Ponceau 4R'min UA-CPE yardimiyla zenginlestirilmesi
sonrasi spektrofotometre ile belirlenmesi icin, basit, ucuz, duyarli ve segiciligi
yiiksek ¢evre dostu analitik yontemin gelistirilmesi amaglanmaktadir. UV-Goriiniir
bolge spektrofotometrinin UA-CPE gibi ayirma ve zenginlestirme yontemi ile
birlestirilmesi bu konuda elverisli bir segenek olusturabilir. Ponceau 4R i¢in katyonik
ve noniyonik surfaktan varhifinda kararli metal-selati {izerinden duyarli kararh
bozunma iirlinliniin olusturulmasi amaglanmaktadir. HPLC, FIA, voltametri ve iyon
kromatografisi gibi daha pahali, isletme harcamalar1 yiliksek ve zaman alici
tekniklerle karsilastirildiginda eser miktarlarda Ponceau 4R belirlenmesi i¢in misel
etkiye dayanan spektrofotometrik yontemin ulasilabilirlik ve maliyet agisindan
cekicilikleri vardir. Ayrica spektrofotometre kullanilarak Ponceau 4R'nin gidalarda
tayinleriyle ilgili calismalar mevcuttur. Fakat, bunlarin se¢gme sinirlar1 ve kalibrasyon
araliklan yeteri kadar iyi degildir. Daha diisiik segcme sinirlar1 ve genis kalibrasyon
araliklarinda calismaya olanak saglayan yontemin gelistirilmesiyle bu eksikligin
ortadan kaldirilmasi planlanmaktadir. Ozellikle ger¢ek orneklerin  analize
hazirlanmasi1 asamasinda ultrasonik etkiden faydalanilacaktir. Burada ultrasonik etki
ile daha diisiikk miktarlarda asit ya da asit karisimi ile 6rnek hazirlama asamasinin
daha kisa siirede gergeklesmesi ve ornek matriks ilgili analitin ¢ozelti fazina hizli ve
kolayca ¢ekilmesi planlanmaktadir. Buna ek olarak, ultrasonik c¢oziintlirlestirme
yontemi diger yas c¢Ozme yoOntemlerine gore daha cevrecidir ve bunun da
yontemimizi daha cazip hale getirecegi agiktir. Ayrica misel destekli ekstraksiyon ile
matriks etkisinin giderilecegi ve zenginlestirme ile yontemin segme sinirinin daha da
diisiik diizeylere ¢ekilecegi diisiiniiliirse gelistirilecek olan yontemin literatiire 6nemli

katkilar getirecegi agiktir [23, 24, 37].
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2. MATERYAL VE METOD

Tez calismasinda, bazi gida ve igecek Orneklerinde gida boyasi olarak kullanilan
Ponceau 4R (E-124) tayini i¢in yeni bir ultrasonik destekli bulutlanma noktasi
ekstraksiyon (UA-CPE) yontemi gelistirilmistir.

2.1. Kullanilan Cihazlar

Tez galismalar1 boyunca kullanilan cihazlar agagida 6zetlenmistir.

Ponceau 4R (E-124)’nin tayini UV-1800 model (Shimadzu, Japonya) UV-VIS
spektrofotometre araciligiyla gergeklestirildi. Deney boyunca kullanilan deiyonize su
labcanco ultra-saf su sisteminden elde edilmistir. Cozeltilerin pH’sin1 ayarlamak igin
Selecta pH-2005 model dijital pH metre kullanildi. Surfaktanlarin bulutlanmasini
saglamak ve orneklerin analize hazirlanmasi i¢in Jeiotech marka UCS-10 model
ultrasonik banyo (Giiney kore) kullanildi. Analit i¢eren faz1 sulu fazdan ayirmak igin,
Hettich Universal-320 model santrifiij cihazi kullanildi. Deney boyunca kullanilan
tim ¢ozeltiler ve analiz edilen ornekler Argelik marka buzdolabinda yaklasik 4 °C de
saklanmustir.

2.2. Kimyasallar ve Reaktifler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup, Sigma (St. Louis, MO,
ABD) ve Merck (E. Merck, Darmstadt, Almanya) sirketlerinden satin alindi.
Standart Ponceau 4R ¢ozeltisi, 1000 mg L™: Analitik safliktaki Ponceau 4R (Sigma)
uygun miktarda tartildt ve saf suda c¢ozildiikten sonra hacmi 1.0 L'ye

tamamlanmaistir.

Standart Cu(ll) Céozeltisi, 1000 mg L: Analitik safliktaki CuClz’den (Sigma) uygun
miktarda tartildi ve bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra hacmi saf su ile 1.0 L’ye

tamamlanmaistir.

0.1 mol Lt pH 6.0 Sitrat Tamponu: 82 mL 0.1 mol L™? sitrik asik (Merck) ve 18 mL
0.1 mol L™ sodyum sitrat (Merck) ¢ozeltileri karistirildiktan sonra hacmi 1.0 L
tamamlanmustir.

Polietilen glikol mono-p-nonilfenil eter (PONPE 7.5) c¢ozeltisi, % 5.0’lik (a/h):
Analitik safliktaki PONPE 7.5’ten (Sigma) 5.0 g erlene alindiktan sonra 20 mL

etanol ve 30 mL saf su ile ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.
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Seyreltici ajan olarak aseton, metanol, ethanol, tetrahidrofuran (THF), oktanol ve
asetonitril kullanildi. Ydntemin segiciligi i¢in kullanilan tiim anyonlar, katyonlar ve
diger kimyasallar 1000 mg L7Ylik standart g¢ozeltilerinden hazirlanmstir.
Gerektiginde ardisik seyreltmeyle istenilen derisimlerde c¢alisma ¢ozeltileri
hazirlanmistir.

Erlen, beher, balon joje, cam ve plastik saklama kaplari, santrifiij tiipleri, cam tiipler,
baget gibi deneysel caligmalarda kullanilan malzemelerden gelebilecek kimyasal
kirlenmeleri ve analit kayiplarin1 6nlemek amaciyla deneylerden 6nce temizlik islemi
yapilmistir. Temizlik isleminde, temizlenecek malzemeler 24 saat boyunca % 10
(h/h) HNO3 iginde tutuldu ve ardindan bes kez ultra saf su ile yikandi.

2.3. Ornek Toplama ve Analize Hazirlama

Onerilen yontemle, gercek drneklerdeki Ponceau 4R tayini igin iki farkli (sivi ve
kat1) ornek grup kullanilmistir. Tim 6rnekler Sivas’taki yerel marketlerden temin

edilmistir.

Icecek drneklerin (meyve suyu cesitleri) analize hazirlanmasi: Igecek 6rneklerin 20
mL’si 50 mL'lik hacimli siseye aktarildi ve deiyonize su ile 50 mL hacme seyreltildi.
Ardindan ultrasonik banyoda oda sicakliginda 15 dakika sonike edildi. Son olarak,
membran filitreden siiziilerek onerilen yontemin uygulanmasi igin hazir hale getirildi

[55].

Guda orneklerinin analize hazirlanmasi: Gida oOrneklerinden 1.0 g tartilarak 50
mL’lik behere alindi. Gida boyalarin1 ¢ozeltiye alabilmek i¢in iizerine aseton/su (3:1,
h/h) karisimindan 10 mL ilave edildi. Ardindan ultrasonik banyoya yerlestirilen
beherlere oda sicakliginda 10 dakika sonike edildi. Ardindan, ultrasonik banyonun
sicakligr 70 °C'ye yiikseltildi ve ¢6zeltilerin tizerine 0.5 g poliamid adsorban eklendi.
Cozeltideki tiim renklendiricileri adsorbe etmek i¢in 10 dakika sonikasyon
uygulandi. Ardindan, karigim siiziildii ve adsorban, ii¢ kez 70 °C'de 10 mL sitrik asit
¢ozeltisi (% 20 h/h, pH = 4.5) ile yikandi [55].
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2.4. Onerilen UA-CPE Yontemi

Optimal kosullar altinda, Ponceau 4R’nin ekstraksiyonu igin gelistirilen ultrasonik
destekli bulutlanma noktasi ekstraksiyon (UA-CPE) yonteminin deneysel
basamaklar1 soyledir. Oncelikle, 50 mL’lik santrifiij tiipiine analize hazirlanmis
orneklerden 3.0 mL eklendi. Daha sonra 6rnek ¢ozeltisinin pH'sim1 6.0'ya ayarlamak
icin 2.5 mL sitrat tampon ¢ozeltisi ilave edildi. Ponceau 4R igeren kompleks elde
etmek icin ortama 10 mg L Cu(Il) ¢ozeltisinden 1.5 mL ilave edildi ve ardindan oda
sicakliginda 1 dakika bekletildi. Olusan kompleksin sulu fazdan ekstraksiyonunu
saglamak icin ortama ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak %5.0 (a/h) PONPE 7.5’den 2.0
mL ilave edilip son hacim deiyonize suyla 50 mL ye tamamlandi. Elde edilen Cu-
Ponceau 4R kompleksine ekstraksiyon ¢o6ziiciisiiniin  hidrofobik merkezlerine
tutulmasini saglamak i¢in 35 °C 10 dakika sonikasyon uygulandi. Sonikasyon adim
sirasinda, analiti igeren kompleks, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ince damlaciklarina
ekstre edildi. Bu islemden sonra ekstraksiyon ¢oziiciisiinii sulu fazdan ayirmak igin
4000 rpm'de 5 dakika santrifiijleme yapildi. Santrifiijleme sonrasi, analit igeren faz
tiipiin alt kisminda topland1 ve lsteki sulu faz dekantasyon ile ayrildi. Analit iceren
faz diisiik hacimli ve oldukg¢a viskoz oldugu icin spektrofotometrede analiz icin
uygun degildi. Bu nedenle, viskozitesini azaltmak ve analize uygun hale getirmek
icin geri kalan fazin son hacmi aseton ile 500 pL’ye tamamlandi, ardindan 2500
rpm’de 30 saniye vortekslendi. Tim Olglimler 510 nm'de yapildi. Kullanilan
reaktiflerin analitik sinyale etkisini belirlemek i¢in reaktif bosuna paralel aym
islemler uygulanmistir. Onerilen yontemin deneysel basamaklari Sekil 2.1°de

verilmistir.
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Sekil 2.1 Onerilen ydntemin deneysel basamaklari

2.5. istatistiksel Analiz

Deneysel calismalarda optimizasyon adimlart ii¢ tekrarl gerceklestirildi ve sonuglar
ortalama + SD (standart sapma) olarak ifade edildi. Veriler ve istatistiksel analiz i¢in

Microsoft Excel 2016 programi kullanilmistir (ortalama deger ve % geri kazanim).
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3. BULGULAR

3.1. Calisma Dalga Boyunun Secimi

Spektrofotometre ile yapilan c¢aligmalarda c¢alisma dalga boyu belirlenmelidir.
Calisma dalga boyunu belirlerken asagidaki analitik oOzellikleri géz Oniinde
bulundurmak gerekir. (1) secilen dalga boyunun analite 6zgii olmasi, (2) analit
derisimi ile maksimum absorpsiyon dalga boyu (Amax) arasinda dogrusal bir iliski
elde edilmeli, (3) tekrarlanabilir ve kararli bir absorbans elde edilmelidir. Bu
nedenle, 6l¢lim dalga boyunu belirlemek i¢in 350 nm ile 650 nm arasinda degisen
dalga boyu araliklarinda ¢alismalar yapilmistir. Ilk olarak, pH 6.0'da 6rnek bosu igin
spektral tarama yapildi. Ardindan, yine ayn1 pH’da ekstraksiyon ¢oziiciisti ve Cu(II)
varliginda, ii¢ farkli (50, 100 ve 300 pg L) Ponceau 4R derisimi igin aym spektral
tarama yenilendi. On deneylerden, Ponceau 4R ve Cu(Il) arasinda pH 6.0'da sitrat
tamponu varliginda kompleks olusumuyla, 20 nm'lik maviye kaymayla (530 nm’den
510 nm’ye) birlikte artan Ponceau 4R derisimiyle dogrusal olarak absorpsiyon piki
gozlenmistir. Ayrica, bu dalga boyunda artan Ponceau 4R derisimlerine paralel
olarak absorbansin arttig1 goriilmiistiir. 510 nm'de derisime bagli absorbans artiginin
bir sonucu olarak ortaya c¢ikan bu bulgular, ayn1 zamanda, glutatyon (GSH) ve L-
sistein gibi tiol iceren niikleofillerin varliginda Ponceau 4R absorpsiyon dalga
boylarinin literatiirdeki diger ¢alismalarin sonuglari ile de desteklenmektedir [56,57].
Bu nedenle, yiiksek hassasiyet, 1yi tekrarlanabilir ve kararli sonuglar elde etmek i¢in
510 nm calisma dalga boyu olarak kabul edilmistir. Detayli sonuglar Sekil 3.1 'de

gosterildi.

18



0,5 A

Ornek bosu

—— 50 ppb Ponceau 4R-+diger kimyasallar
100 ppb Ponceau 4R +diger kimyasallar|
—— 300 ppb Ponceau 4R +diger kimyasallar

Absorbans

0,0 T T T T T
350 400 450 500 550 600 650

Dalga boyu, nm
Sekil 3.1 Optimum kosullarda elde edilen spektrumlar

3.2. Deneysel Degiskenlerin Optimizasyonu

Ponceau 4R 'nin kolay ekstraksiyonu ve nicel geri kazanimi igin, bazi deneysel
degiskenler (pH, metal tiirii ve miktari, ekstraksiyon ¢oziicli tiiri ve miktari,
ultrasonik kosullar, girdap siiresi, 6rnek hacmi ve girisim etkisi) optimize edilmelidir.
Bu parametreleri optimize etmek ic¢in, tek degiskenli bir optimizasyon prosediirii
uygulandi. Yani, bir parametre arastirilirken, diger parametreler sabit tutuldu.
Optimizasyon c¢aligmalarinda referans olarak % geri kazanim degerleri dikkate alindi.
Ponceau 4R’nin % geri kazanimi, asagidaki bagantiya gore hesapland.

(cx)=(cy)

% QGeri kazanim= o

Buradaki Cx ve Cy, sirasiyla UA-CPE prosediirinden once ve sonra sulu fazdaki

Ponceau 4R miktaridir. Tiim degiskenlerin optimizasyonu {i¢ tekrarli yapildi.

3.2.1. pH etkisi

Calismamizin ana amaci1 Ponceau 4R derisimine bagli olarak ekstrakte edilebilir bir
kompleks elde etmektir. Kompleks olusum reaksiyonlarinda en dnemli faktorlerden
biri 6rnek ¢ozeltinin pH'sidir. pH, kimyasal tiirlerin yapisin1 dogrudan etkiler. Bu
nedenle, ortamin pH'sina bagh olarak komplekslesme artabilir veya azalabilir. Eger
ekstrakte edilebilir stabil kompleks elde edilemezse, bu, tiim deneysel adimlar

etkileyebilir. Biitiin bu nedenlerden dolay1, pH'in kompleks olusumu ve analitin geri
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kazanimi tizerindeki etkisi, farkli tampon ¢ozeltiler (sitrat, ftalat, borat ve Tris
tamponlar1) kullanilarak pH 3-11 araliginda incelenmigtir. Sekil 3.2'den
goriilebilecegi gibi, diisiik pH degerlerinde geri kazanim ¢ok diisiiktli, bunun asil
nedeni, Ponceau 4R'1n asidik bolgede (<pH 5.0) daha fazla protonlanmasidir. Ayrica
Cu(Il) iyonlar1 ve lakton yapidaki protonlu fonksiyonel dondr gruplari arasindaki
elektrostatik itmeler sonucu kompleks olusumunda azalma gerceklesmektedir. Ek
olarak, bazik bolgelerde (>pH 9.0) geri kazanim azalmistir, ¢iinkii Cu(Il) iyonu
hidroksitleri halinde ¢okmeye basladigindan Cu(II) arasindaki kompleksin olusumu
azalmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1 optimum pH degeri sitrat tamponuyla pH

6.0’a ayarlandi1 ve bu deger optimum olarak se¢ilmistir.

%o Gen Kiraummnm
1

60 4

gH
Sekil 3.2 pH etkisi.

Tampon ¢o6zeltinin pH’s1 belirlendikten sonra, secilen tampon c¢ozelti i¢in hacim
optimizasyon ¢alismas1 yapilmistir. Bu amagla 0.1 mol L™ pH 6.0 sitrat tamponun
hacmi 0.54.0 mL arasinda arastirilmigtir. Sekil 3.3’te goriildiigii gibi en iyi geri
kazanim 2.5 mL kullanildiginda elde edilmistir. Bundan dolay1 optimum deger 2.5

mL olarak se¢ilmistir.
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Sekil 3.3 Tampon hacminin etkisi.

3.2.2. Metal tiiriiniin ve miktarimn etkisi

Ponceau 4R, elektron verme kabiliyetinden dolayi, metallerle pH'a bagli kararli selat
kompleksleri olusturabilen kimyasal bir tiirdiir. Bu diigiinceye dayanarak, duyarlilik
ve secicilik agisindan uygun bir metalle stabil bir Ponceau 4R kompleksi olusturmay1
hedefledik. Bu amaca ulagmak icin dncelikle Mg(II), Cu(II), Mn(II), Ni(II) ve Co(II)
gibi bazi metallerle 6n deneyler yapildi. Sekil 3.4’den goriildigii gibi iyi geri
kazanim Cu(II) varliginda elde edildi.

100

80 A -

60 |

% Geri Kazanm
N
S
_‘

20 A

Mgl)  cully  Mn)  Nidl)  Co(ll)
Metal Tyonlari

Sekil 3.4 Metal tiirlerinin etkisi
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Metal tiirtine karar verdikten sonra, bu metal iyonu miktarinin analitin geri kazanimi
lizerindeki etkisi, Cu(I)’nm 10 mg L7 sabit derisim kullanilarak 0.2-3 mL araliginda
arastirtlmistir. Nicel geri kazanim, 1.0 mL den disik Cu(II) hacimlerde elde
edilemedi, c¢iinkii komplekslesme i¢in Cu(Il) miktar1 yetersizdi. Sekil 3.5’de
goriildiigii gibi en iyi geri kazamm 10 mg L7 Cu(ll) ¢ozeltisinden 1.5 mL
kullanildiginda elde edilmistir. Bu degerden sonra analitik sinyaldeki azalmanin
nedeni Cu(Il) iyonlarinin hidrolize ugramasi sonucu Cu(OH)* ve Cu(OH): tiirlerine
dontismesi veya Cu(Il) iyonlarinin bir Lewis asidi olarak Ponceau 4R yapisinda
bulunan hetero -N, -O ve -S atomlarindan elektron alarak farkli kompleks
olusturmasindan kaynaklanmis olabilir [58]. Bu nedenlerden dolay: 10 mg L™ Cu(ll)

icin 1.5 mL optimum deger olarak se¢ilmistir.
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Sekil 3.5 Cu(Il) miktarin etkisi

3.2.3. Ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin tiirii ve hacminin etkisi

Ponceau 4R-Cu(Il) selat kompleksi olusumundan sonra, bu kompleksi oOrnek
cozeltisinden ayirmak ve zenginlestirmek i¢in uygun bir ekstraksiyon ¢oziiciisii
secilmelidir. Bu baglamda, dort farkli ekstraksiyon ¢oziiciisii (PONPE 7.5, Tween
20, Triton X-45 ve Triton x-114) ile yapilan 6n deneylerde, PONPE 7.5'in diger
ekstraksiyon ¢oziiciilerinden daha etkili bir ayirma gosterdigi gozlenmistir. Bu
ekstraksiyon ¢oziiciiler igin yapilan ¢alismanin sonuglari Sekil 3.6’da verilmistir.
Genel olarak, PONPE 7.5 metal-ligand komplekslerini organik ¢oziiciiler
kullanmadan ¢ikarmak icin etkili bir sekilde kullanilmistir. Ciinkii, PONPE 7.5'in
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misel ad1 verilen agregalar olusturdugu bilinmektedir ve bunlar faz ayrilmaya neden
olan kompleksleri ¢ok verimli bir sekilde hapseder. Organik ¢oziiciilerle
karsilastirildiginda, PONPE 7.5 ticari olarak temin edilebilirlik, yliksek saflik
dereceli, kararli, ugucu olmayan, nispeten toksik olmayan ve c¢evre dostu

reaktiflerdir.

100

% Geri Kazanim
(o))
S
1

o
o
1

20 ~

PONPE75 Tween20  Triton X-45  Triton x-114

Ekstraskisyon ¢oziictileri

Sekil 3.6 Ekstraksiyon ¢oziicti tiirtiniin etkisi

Ayrica, UA-CPE'de kullanilan PONPE 7.5 derisimi faz ayriminin saglanmasi i¢in
kritik bir faktérdiir. PONPE 7.5 kritik misel derisimine (CMC) ulastigi zaman
misellesme saglanir ve faz ayrimi i¢in hem hidrofobik hem de hidrofilik merkezler
olusur. Bu nedenle, nicel geri kazanim elde edilmesi i¢in, % 5.0 (a/h) PONPE 7.5’in
0.25-4.0 mL hacim araliginda geri kazanimi iizerine etkisi arastirilmigtir. Sekil
3.7°den anlasildig1 gibi en iyi geri kazanim %5.0 (a/h) PONPE 7.5’den 2.0 mL
kullanildiginda elde edilmistir. Daha yiiksek hacimlerde geri kazanimdaki azalmanin
nedeni, final hacimde PONPE 7.5 miktar1 arttig1 i¢in vizkozite artmistir. Bu nedenle,
daha fazla seyreltici ajan kullanmak gerekmektedir. PONPE 7.5 hacminin diisiik
oldugu durumda ise, misel olusumu yeterince ger¢eklesmez veya olusan kompleksin

tamami sulu fazdan ayrilamaz, dolayisiyla geri kazanim degerinde diisme gozlendi.
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3.2.4. Ultrasonik kosullarm optimizasyonu

Kimyasal reaktiflerin optimizasyonunu tamamladiktan sonra, ultrasonik banyoda
sicaklik ve sonikasyon siiresi caligmalar1 yapildi. Cozelti ortaminin sicaklig
kompleksin surfaktan fazina kiitle transferini hizlandirabilir. Bu nedenle, ultrasonik
giic altinda denge sicakliginin geri kazanim tizerine etkisi 25-65 °C araliginda
incelenmistir. Sekil 3.8 incelendiginde, ¢6zelti ortaminin sicakliginin arttirilmasinin,
35 °C'ye kadar hafif bir disiisle kompleksin geri kazanilmasini 6nemli 6lgiide
etkilemedigini, ancak 35 °C'den daha yiiksek sicakliklarda geri kazanimda 6nemli bir
diisiis oldugunu gostermektedir. Daha yiiksek sicakliklar elde edilen kompleksin

tersinir olarak ¢ozeltiye dagilmasina bagli olarak geri kazanim azalmistir.
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Genellikle, PONPE 7.5’in kullanildig1 ekstraksiyon yontemlerinde, ultrasonik etki
PONPE 7.5'in hizli bir sekilde bulutlanmasimi saglar ve sonug¢ olarak faz ayrimi
kolaylastirilir. Bu nedenle, sonikasyon zamanmin kompleksin geri kazanimi
tizerindeki etkisi 1 dakika ile 20 dakika arasinda arastirilmustir. Sekil 3.9’daki
sonuglardan kompleksin geri kazanilmasinin, 10 dakikalik bir sonikasyon siiresine
kadar artt1ig1 ve daha uzun zaman dilimlerinde hafif bir azalma ile minimuma eristigi
goriilmiistiir. Bu nedenle, sonraki c¢aligmalarda kantitatif geri kazanim icin 10

dakikalik bir sonikasyon siiresi yeterli bulunmustur.
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Sekil 3.9 Ultrasonik zamanin etkisi
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3.2.5. Santrifiijleme hiz1 ve siiresinin etKkisi

Santrifiijleme hiz1 ve siiresi, faz ayrimimi etkileyen parametrelerden biridir. Bu
nedenle optimum kosullar altinda ayni miktarda Ponceau 4R igeren c¢ozeltilerin
bulutlanma noktas1 gozlendikten sonra 500 ile 4000 rpm arasinda farkli hizlarda
santrifiijlenme islemi yapilmistir. Etkin bir faz ayirimi i¢in 4000 rpm’de 5 dakikalik

bir santrifiijlemenin yeterli oldugu goriilmiistiir.
3.2.6. Seyreltici ajan tiiriiniin etkisi

Santrifiijleme ve faz ayrimi sonrasi analiti i¢eren fazin hacmi oldukga diisiik ve
vizkozdu. Bu haliyle analiz edilemeyeceginden dolay1 farkli seyreltici ajanlar
kullanildi. Yapilan calismada final hacim 0.5 mL’ye tamamlandi ve ardindan
spektrofotometrede analizleri yapildi. Bu c¢aligmada alti farkli seyreltici ajan
kullanildi. Sekil 3.10°dan anlasilacagi gibi en iyi geri kazanim aseton variginda elde

edildi. Bu nedenle aseton seyreltici ajan olarak secildi.
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Sekil 3.10 Seyreltici ajan tiirliniin etkisi

3.2.7. Ornek hacminin etkisi

On deristirme faktorii (PF) dogrudan 6rnek hacmi ile ilgilidir. Ciinkii PF, 6rnek
hacminin final faz hacmine orani olarak tanimlanmistir. Bu nedenle, 6rnek
hacminin kompleksin geri kazanimi iizerindeki etkisi optimum kosullar altinda
10 mL ila 250 mL arasinda incelenmistir. Sekil 3.11°de goriildiigii gibi, yliksek

ornek hacimlerinde (>~100 mL), geri kazanimda keskin bir diisis
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gerceklesmistir. Bu sonuglardan, PF 6rnek hacminin (100 mL) final hacme (0.5

mL) olan oranina dayanarak 200 olarak hesaplandi.
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Sekil 3.11 Ornek hacminin etkisi

3.3. Yontemin Analitik Parametreleri

Onerilen yontemin analitik parametreleri, optimum deneysel kosullar altinda
matris uyumlu kalibrasyon ¢ozeltileri ve sulu standart ¢ozeltiler i¢in ayr1 ayri
belirlenmigstir. Bu kritik faktorler, regresyon denklemi, calisma araligi,
gbzlenebilme smr1 (LOD), tayin smurt (LOQ), duyarlilik iyilestirme faktorii
(EF), bagil standart sapma (BSS) ve geri kazanimi igerir. Matris uyumlu
kalibrasyon ¢ozeltileri, numune ¢ozeltilere farkli miktarlarda standart Ponceau
4R c¢ozeltisi ilave edilerek elde edildi. Yontemin analitik 6zellikleri, gercek
ornekler lizerinde yapilan g¢aligmalar ile elde edildiginden, girisim etkileri de
onerilen yonteme dahil edilmistir. Matris uyumlu c¢ozeltiler i¢cin yontemin
caligma araligi 0.9981 korelasyon katsayist ile 20-750 pg L7 arasinda
bulunmustur. Yéntemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 6.5 ug L™ ve 20.0 pg
L7 olarak belirlenmistir. Bagil standart sapmalar (% BSS, n: 5), 50, 150 ve 450
ng L Ponceau 4R’nin tekrarlanan o&lgiimleri igin ortalama % 2.8 olarak
belirlenmistir; bu deger diisiik konsantrasyonlarda bile ¢ok tekrarlanabilir ve
kararll bir sinyal verdigini gosterir. Onerilen UA-CPE ydntemi uygulamadan
once ve sonra olusturulan kalibrasyon egrilerinin egimlerinin orani olarak
hesaplanan duyarlilik iyilestirme faktorii (EF) 126 olarak bulundu. Ayrintili

sonuclar Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Onerilen yontemin analitik 6zellikleri

Analitik Parametreler Matris uyumlu kalibrasyon Dogrudan sulu standartlara
egrisi igin dayali kalibrasyon egrisi igin
Regresyon denklemi (pug L™?) Abs.= (4.28+0.74)x10°  Abs.=(3.95+0.53)x103 C+
C+0.0172+0.0045 0.0227+0.00741
Regresyon katsayist (%) 0.9981 0.9972
Dogrusal ¢alisma araligi (ug L) 20-750 25-650
Ortalama % geri kazanim (n: 5, 95.1 96.7
50, 150 and 450 pg L)
Ortalama %BSS (n: 5, 50, 150 2.8 2.5
ve 450 ug L)
LOD (3Xspog/m, n: 10, pg L) 6.5 7.4
LOQ (10xspos/m, n: 10, pg LL) 20 25
EF 126 -
PF 200 -
Olgiim dalga boyu, Amax (nm) 510 500
*Matriks etkisi (%) 8.4 -

*]ki kalibrasyon egrisinin egim farklarmin dogrudan sulu standartlara dayali kalibrasyon egrilerinin egimine
oraninin hesaplanmasina dayanarak, matris etkisi% = (mm-ms)/msx100

3.4. Secicilik Calismasi

Bir analitik yontemin segiciligi, analiti, numune matriksindeki diger tiirlerden
etkilenmeden belirleme yetenegidir. Dolayisiyla, yontem segiciligi, analitin tespit
hassasiyetini ve sonuglarin giivenilirligini etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir.
Bir yontemin seciciligini arttirmak icin analite 6zgii yumusak 6rnek hazirlama ve
ekstraksiyon admmlarinin uygulanmasi ¢ok o6nemlidir. Onerilen ydntem, model
cozeltiler kullanilarak gelistirildigi i¢in, ger¢ek numunelerde bulunabilecek farkli
kimyasal tiirler analitin belirlenmesini etkileyebilir. Bu nedenlerden dolay1 Ponceau
4R i¢in yontemin segiciligi girisim ¢aligmasi ile test edilmistir. Bu ¢alisma su sekilde
gerceklestirilmistir. 100 pg L Ponceau 4R igeren model ¢ozeltilere farkl
miktarlarda girisim iyonlar1 (diislikten yiiksege) eklendi ve her bir iyon i¢in tolerans
limitini ve geri kazanim degerleri bulundu. Ayrica, bu ¢alismada daha ¢ok Ponceau
4R benzeri kimyasal tiirler secildi. Tolerans limiti, girisimci tiirlerin miktarinin,
kompleksin analitik sinyalinde +% 5.0'dan fazla degisiklige neden olan Ponceau 4R
miktarina orani olarak tanimlanmaktadir. Cizelge 3.2'deki sonuglar incelendiginde,
girisim iyonlarinin Ponceau 4R’nin geri kazanimi tizerinde onemli bir etkisinin
olmadig1 sdylenebilir. Yiiksek segicilik, Cu(Il) ile stabil bir selat kompleksi vermenin

ve bozulmaya kars1 kullanilan tampondaki sitrik asitin stabilizatorii  gibi
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davranmasinin bir sonucu olarak elde edilen optimal ekstraksiyon kosullarindan

kaynaklanmaktadir.

Cizelge 3.2. Girigim tiirlerinin optimize edilmis kosullar altinda analitin geri

kazanim iizerindeki etkileri (n: 3)

Girigimei tiir Tolerans limiti ®Bagil Hata BSS
[Girisimci tlir]/[analit] (%) (%)

sn(11) 1500 1.7 2.1
Mn(l1) 1500 1.5 2.4
Na(l) 1500 1.8 2.5
Ca(ll) 1500 -1.3 1.8
Oksalik asit 1000 2.1 2.5
Fe(lll) 1000 2.4 2.9
Mg(1l) 1000 -1.9 1.7
K(I) 1000 -2.5 1.9
Ni(I1) 1000 2.7 3.1
Cd(ln 1000 1.9 3.4
Pb(1l) 500 2.3 3.0
Ag(l) 500 2.4 3.2
Co(I 500 2.7 3.7
AI(1T) 500 -3.0 2.8
Zn(I) 500 -3.4 2.8
Patent Blue V 250 -3.5 2.9
Amarant 250 3.7 3.1
Tartrazin 250 3.8 3.2
Riboflavin 250 3.9 3.4
Sudan I 250 -4.1 3.5
Morin 100 -4.5 3.7
Karmin 100 -4.7 3.0
Alura Kirmizisi 100 3.8 3.5
Sunsetyellow FCF 100 3.9 3.7
CochinealRed A 100 4.8 3.3

8% Bagil hata= % Geri Kazanim-100

3.5. Validasyon Cahismalari

Ponceau 4R igeren sertifikali referans materyali olmadigindan, 6nerilen yontemin
dogrulugunu ve kesinligini test etmek icin iki farkli calisma yapilmistir. Yontemin
kesinligi % BSS olarak degerlendirildi. % BSS degerleri giin i¢i (ayn1 giin i¢inde n:
5) ve giinler aras1 (ardisik dort giinde n: 4 x 5) calismalar i¢in ayr1 ayr1 bulundu.

Ayrica, yontemin dogrulugu 50, 150 ve 450 pg L standart eklenmis numunelerin
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geri kazanimiyla test edildi. Bu ¢alismada, dogruluk ve kesinlik sirasiyla bagil hata
(% BH) ve bagil standart sapma (% BSS) olarak tanimlandi. Detayl1 sonuclar Cizelge
3.3°de verilmistir. Sonuglar, % BH ve %BSS'nin sirasiyla % -4.8-4.7 ve % 1.0-3.6

araliginda oldugunu gosterdi.

Cizelge 3.3. Onerilen yontem igin dogruluk ve kesinlik calismalar1

Giin i¢i Giinler arasi
1.gilin (n: 5) 2.glin(n:5) 3.gin(n:5) 4.glin(n:5) (n: 4x5)
50 pg L?
Xort, 48.5 47.9 48.1 48.3 47.4
SS 1.2 13 13 1.4 1.7
%BSS 25 2.7 2.7 2.9 3.6
% BH -1.5 -2.1 -1.9 -1.7 -2.6
150 pg L1
Xort, 152.7 153.5 147.9 153.2 154.7
SS 3.4 3.8 3.6 3.3 3.9
%BSS 2.2 25 24 2.2 25
% BH 2.7 35 -2.1 3.2 4.7
450 ug L1
Xort, 454.0 453.8 453.9 446.4 445.2
SS 4.4 4.3 4.2 4.4 51
%BSS 1.0 1.0 1.0 11 1.2
%BH 4.0 3.8 3.9 -3.6 -4.8

Xort.: Ortalama Ponceau 4R miktari; SS: standart sapma, BSS: bagil standart sapma, BH: bagil hata

Bu ¢aligmalara ek olarak, yontemin dogrulugunu test etmek icin, “Ornek hazirlama
boliimiinde” acgiklandigi gibi analiz edilecek tiim oOrneklere iki farkli Ponceau 4R
derigsimi eklenmis ve bu drneklerden geri kazanim degerleri bulunmustur. Calismanin
sonuglart Cizelge 3.4'te verilmistir. Tim Orneklerde en diisiik ve en yiiksek geri
kazanim degerleri sirasiyla % 94.3 ve % 104.2'dir. Bu sonuglar acik¢a giivenilir geri
kazanim degerlerinin elde edildigini gdstermektedir. Bu nedenle, onerilen yontem

gida drneklerinde Ponceau 4R seviyelerini analiz etmek i¢in uygundur.
3.6. Yontemin Uygulanmasi

Onerilen UA-CPE prosediiriiniin uygulanabilirligini arasgtirmak igin, standart ekleme

metodu ile baz1 gida ve iceceklerde Ponceau 4R tayini i¢in uygulanmistir. Matris

etkisini en aza indirmek ve analit miktarini lineer ¢alisma araligina diisiirmek i¢in

numuneler 10-500 kat arasinda seyreltildi. Analiz yapilan 6rneklerde Ponceau 4R

miktari, mikro hacimli UV-VIS spektrofotometrisi ile tekrarlanan bes Ol¢lim i¢in

54.4-220.4pg L'arahginda hesaplandi. Ek olarak, standart ekleme kalibrasyon
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egrilerinin egimleri ve olas1 matris etkisi i¢in matris uyumlu kalibrasyon egrileri de

calismada

Cizelge 3.4. Onerilen yontemin gergek gida drneklerine uygulama sonuglar

Dogrudan sulu standartlara

Matris uyumlu kalibrasyon

Ornekler  Eklenen dayali kalibrasyon egrisi egrisi i¢in (n:5) *t-
(ng LY icin (n:5) deney
Bulunan BSS GK Bulunan  BSS GK sel
(mgl™ (%) (%)  (ueglh (%) (%)
Meyve - 85.7 3.9 - 84.5 4.2 - 1.04
suyu 50 1346 34 97.7 133.1 3.7 97.1 -
(¢ilekli) 100 1842 3.2 98.5 182.5 3.5 98.0 -
Meyve - 1756 4.1 - 174.5 4.6 - 1.15
suyu 50 2241 35 96.9 222.7 4.2 96.4 -
(visneli) 100 272.8 3.7 97.2 271.9 4.0 97.4 -
Meyve - 55.2 3.1 - 54.4 3.9 - 0.89
suyu 50 1046 2.6 98.2 103.2 3.6 97.5 -
(elmalr) 100 1540 25 98.8 152.6 3.5 98.2 -
Cikolatal - 2143 44 - 213.8 5.2 - 1.65
1 drajeler 50 2620 41 95.4 264.3 4.5 94.9 -
(visneli) 100 3114 35 97.1 309.4 4.3 95.6 -
Cikolatal - 165.8 4.2 - 162.7 51 - 1.20
1 drajeler 50 2144 40 97.2 211.0 4.5 96.6 -
(¢ilekli) 100 264.2 3.7 98.4 260.0 4.0 97.3 -
Cikolatal - 96.1 3.4 - 94.5 3.8 - 0.75
1 drajeler 50 1475 3.2 102.7 146.4 3.6 103.7 -
(bogiirtle 100 1975 3.0 101.4 196.8 3.2 102.3 -
nli)
- 2204 44 - 217.6 4.8 - 0.83
Visne 50 249.2 41 97.5 266.2 4.5 97.1 -
Jolesi 100 3184 3.7 98.0 3155 4.1 97.9 -
- 75.6 3.2 - 73.9 3.6 - 0.98
Meyveli 50 1271 2.7 103.0 125.8 3.3 103.8 -
Cay 100 1773 24 101.7 176.2 2.9 102.3 -
- 109.5 3.8 - 108.7 4.1 - 1.15
Visne 50 160.9 3.5 102.8 160.8 3.7 104.2 -
regeli 100 211.0 3.2 101.5 211.6 35 102.9 -
- 148.8 4.5 - 146.0 4.9 - 1.34
Cilek 50 198.1 4.1 98.5 194.8 4.5 97.9 -
regeli 100 2478 4.0 99.0 244.6 4.3 98.6 -
- 65.5 2.9 - 64.1 35 - 1.25
Biskiivi 50 1142 27 97.4 112.3 3.3 96.4 -
100 163.7 25 98.2 162.0 2.8 97.9 -
- 89.2 3.3 - 87.8 3.7 - 0.93
Biskiivi 50 137.2 3.0 95.9 135.0 3.4 94.3 -
100 186.9 2.8 97.7 183.8 3.0 96.0 -

GK: Geri Kazanim, *Cizelgedeki t degerinin % 95 giiven diizeyinde 8 serbestlik derecesi igin tkitk 2.31 oldugu
iki kalibrasyon yaklagimi ile elde edilen iki ortalama degerin istatistiksel karsilagtirmasina dayanarak.
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birbirleriyle karsilastirilmigtir. Her iki kalibrasyon egrisinin egimleri arasinda,
birlestirilmis standart sapmalara dayanan varyans analizi ile anlaml1 bir fark olmadig1
(tkritik = 2.31 >tgeneyset = 0.75-1.65, p> 0.05, serbestlik derecesi:8) goriilmiistiir.
Ayrica, standart ekleme Oncesi ve sonrasinda bulunan Ponceau 4R icin geri

kazanimlar1 ve % BSS degerleri Cizelge 3.4°te ayrintili sekilde verilmistir.
3.7. Yontem Karsilastirilmasi

Yontem karsilastirma, literatiirde Onerilen yontemin etkinligini ve yerini belirleme
acisindan ¢ok Onemlidir. Onerilen ydntemin analitik 6zellikleri, farkli 6rneklerde
Ponceau 4R analizi i¢in spektroskopik, elektroanalitik ve kromatografik tekniklerin
kullanildig1 baz1 yontemlerle karsilastirilmasi Cizelge 3.5°te verilmektedir. Yontemin
avantajlar1 asagidaki gibi Ozetlenebilir: (i) Basit ve hizli. (i1) Yiiksek segiciligi ve
diistik LOD'si vardir. (iii) Pahali ekipman ve fazla kimyasallar kullanmaya gerek
yoktur. (iv) Yontem, kisa ekstraksiyon siiresi ve genis dogrusal ¢alisma araligi
sergiler. (v) Metod diisiik reaktif tiiketimine ve asgari atik iretimine sahiptir. Ek
olarak, belirleme asamasi, hemen hemen her arastirma laboratuvarinda bulunabilen

basit, ucuz ve kullanim1 kolay olan spektrofotometre ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.5. Onerilen yontemle vavinlanan bazi vontemlerin karsilastirilmasi

Ornek Yo6ntem LOD Calisma BSS GK Kaynak.
(ngL?) aralig (%) (%)
(ngL?)

Gidalar Spektrofotometre 40 100-5200 2.79 94.0 [2]

Meyve Elektrokimyasal 0.8 nM 1to100nM 4.7 - [14]

sular1 sensor/HPLC

Tatlilar SPE/DPV 42 - 5.7 96 [18]

Gidalar HPLC-DAD- 0.01 0.01-40.5 6.4 93.2 [58]

ESI-MS

Gidalar UA-CPE 25 50-1700 2.4 94.5 [59]
spektrofotometre

Gidalar VA-DES- 0.1 0.5-500 <6 90.1 [60]
DLLME/HPLC

Gidalar UA-CPE 6.5 20-750 2.8 95.1 Mevcut
spektrofotometre Yontem

VA-DES-DLLME: girdap destekli derin &tektik ¢oziicii dispersive sivi-sivi mikroekstraksiyonu;HPLC:Yiiksek
performansl sivi kromatografisi; SPE: Kati-faz ekstraksiyonu; DPV: Diferansiyel PulsPolarografisi;HPLC-DAD-
ESI-MS:yiiksek performansli sivi kromatografisi - diyot dizisi tespiti - elektrosprey kiitle spektrometrisi
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4. SONUCLAR

Bu tez kapsaminda gida boyasi olarak kullanilan Ponceau 4R (E-124)’in gergek
orneklerde tayini Oncesi ultrasonik etkiye dayali bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu
(UA-CPE) yontemi gelistirilmistir. Ponceau 4R’e UV-VIS spektrofotometre ile 510
nm de tayin edilmistir. Ponceau 4R’nin, Cu(Il) ile kompleksi olusturmus ve bu
kompleksin sulu fazdan mikrolitre hacmindeki PONPE 7.5 fazina ekstrakte
edilebilmesi i¢in yoOntemin baz1 degiskenler i¢in optimizasyon ¢alismalari
yuritiilmiistir. Bu baglamda, kolay Oziitlenmenin saglanmasi ve yiiksek geri
kazanim degerlerine ulagmak ic¢in pH, metal tiirii ve miktari, ekstraksiyon ¢oziicii
tiirii ve miktari, ultrasonik zaman, sicaklik, 6rnek hacmi, seyreltici ajanin tiir ve
santrifiij kosullar1 gibi deneysel kosullar ayrintili olarak optimize edilmistir.
Ozellikler UA-CPE yonteminde ortamin pH degeri optimize edilmesi gereken en
Oonemli parametredir. Ciinkii, analitin hidrofobik kompleksinin olusturulmasi igin
kullanilan kimyasal tiirler arasinda uygun kimyasal etkilesimlerin olmas1 gereklidir.
Bu etkilesimde pH’ya bagl olarak azalabilir ya da artabilir. Bu baglamda, analit i¢in
ornek ¢ozelti pH’inin geri kazanim iizerine etkisi farkli pH araliginda arastirildi.
Nicel geri kazannom pH 6.0 sitrat tamponu varhiginda elde edilmistir. Sonraki
calismalarda pH degeri 6 olarak alinmistir. Sonuglar Sekil 3.2°de verilmistir.
Ponceau 4R’nin geri kazanimina metal tiirii ve miktarinin etkisini incelemek i¢in
siirdiiriilen ¢alismada model ¢ozeltilere bilinen miktarda Ponceau 4R eklendikten
sonra pH 6’ya ayarlandi. Ardindan her bir metal iyonlar1 i¢in yapilan ¢alismada en
1yi geri kazanim Cu(Il) varliginda elde edilmistir. Ardindan metal miktarinin analitin
geri kazanimi iizerine etkisi ayni deneysel prosediir ile incelenmis ve nicel geri
kazanim derisim 1.5 mL 10 mg L Cu(Il) kullamldiginda elde edilmistir. Her iki
calismanin sonuglart Sekil 3.4 ve 3.5’te verilmistir.

Bakir varliginda analit iceren kompleks olusturulduktan sonra, bu kompleksin sulu
fazdan ayrilmasi i¢in uygun ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin se¢imi nicel geri kazanimlarin
elde edilmesi i¢in 6nemlidir. Bu baglamda, PONPE 7.5, Tween 20, Triton X-45 ve
Triton X-114 gibi farkli surfaktanlarin analitin geri kazanim iizerine etkileri
aragtirtlmistir. Yapilan ¢alismada en iyi geri kazanim sirastyla PONPE 7.5 > Triton
X-114> Triton X-45 >Tween 20 idi. Bu nedenle, ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak

PONPE 7.5 secilmistir. Ardindan bu ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin miktarinin analitin
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geri kazanimi {lizerine etkisi farkli miktarlarda arastirilmistir. Yapilan ¢calisma sonucu
2.0 mL % 5.0 (a/h) PONPE 7.5 varliginda elde edilmistir. Her iki ¢alismanin
sonuclar1 Sekil 3.6 ve 3.7’de verilmistir.

Surfaktanlarin kullanildigi ekstraksiyon calismalarinda ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin
misel olusturmasi gereklidir. Misel olusumuna etki eden iki 6nemli parametre vardir.
Bunlar ortamin sicakligi ve kullanilan surfaktanin derisimidir. Eger surfaktanlar
misel olusturmak i¢in gerekli sicakliga ulasirsa bulutsu bir gériiniim ortaya ¢ikar ve
bu da olusan kompleksin faz ayrimini kolaylastirir. Bu baglamda, analitin geri
kazanimi tzerine etkisi farkli sicaklik araliginda arastirilmistir. Sekil 3.8’deki
sonuglardan da anlasildig1 gibi nicel geri kazanim 35 °C’de elde edilmistir.

UA-CPE ile zenginlestirmede, ultrasonik zamanin analitin geri kazanimina etkisi
incelenmistir. Su fazinda bulunan Ponceau 4R-Cu(ll) kompleksinin ekstraksiyon
fazina taginmasimi hizlandirmak igin 35 °C de farkli siirelerde ultrasonik etki
uygulanmigtir. Sekil 3.9’da anlagilacagi gibi 10 dakikalik sonikasyonun kantitatif
geri kazanim i¢in yeterli oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon fazinin su fazindan
ayrilmasi i¢in, santrifiij kosullar1 (hiz1 ve siiresi) optimize edildi. Bu baglamda, 4000
rpm’de 5 dakikalik bir santrifiijlemenin yeterli oldugu gorilmiustiir.

Santrifiijleme sonras1 ekstraksiyon ¢oziiciisii tiiptin dip kisminda toplandi ve tsteki
sulu kisim dekantasyon ile bosaltildi. Kalan ve analiti igeren faz diisiik hacimli ve
vizkoz oldugu i¢in analize uygun degildi. Bu nedenle farkli seyreltik ajanlar
kullanarak final hacim 0.5 mL’ye tamamlandi. Sekil 3.10’daki sonuglar
incelendiginde en iyi geri kazanim aseton varliginda elde edilmistir. Sonraki
caligmalarda aseton seyreltici ajan olarak kullanildi.

Yiiksek onderistirme faktorii elde edebilmek i¢in en 6nemli faktorlerden birisi 6rnek
hacmidir. Bunu saglamak i¢in ¢alisilan 0©rnek hacminin yiiksek olmasi
gerekmektedir. Optimize edilmis sartlarda hazirlanan ve hacmi 10-250 mL arasinda
degisen model ¢ozeltilere gelistirilen yontem uygulanmistir. Sekil 3.11°deki sonuglar
incelediginde, 100 mL 6rnek hacmine kadar geri kazanim degerlerinin nicel oldugu
daha ytiksek hacimlerde geri kazanim azalmistir.

Optimum deney kosullart model ¢ozeltiler kullanarak gelistirildigi i¢in, gercek
orneklerin yapisinda bulunan farkli kimyasal tiirler analitin geri kazanimini
etkileyebilir. Bu baglamda model ¢ozeltiler iizerine farkli miktarlarda kimyasal tiirler

eklenerek yontem i¢in secicilik ¢aligmasi yapildi. Calismada daha ¢ok analit ile
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benzer kimyasal 6zelliklere sahip ve gida boyasi olarak kullanilan tiirler secilmistir.
Yapilan calismanin sonuglart Cizelge 3.2°de verilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde analit geri kazanimi i¢in 6nemli bir girisim etkisinin olmadigi
goriilmektedir. Bu sonuglar secilen kimyasal ortamin analit i¢in yiiksek segicilige
sahip oldugunu gostermektedir.

Gergek orneklerin analizinden 6nce 6nerilen yontemin validasyon g¢alismasi yapildi.
Elimizde Ponceau 4R’e iceren sertifikali referans materyal olmadigi i¢in, yontemin
kesinligi giin i¢i ve glinler arasi1 ¢calismasiyla, dogrulugu ise standart ekleme sonrasi
geri kazanim degerleriyle test edildi. Yapilan ¢alismanin sonuglar1 Cizelge 3.4’de
ayrintili olarak verilmistir. Nicel geri kazanimlar ve diisiik %BSS degerleri elde
edildigi goriilmektedir.

Validasyon c¢alismasinin ardindan, Onerilen yontem g¢esitli gida Orneklerinde
bulunabilecek Ponceau 4R’nin ekstraksiyonu ve analizi i¢in uygulandi. Bu ¢alismada
yontemin dogrulugunu test etmek i¢cin hem dogrudan sulu standartlara dayali
kalibrasyon egrisi hem de matris uyumlu kalibrasyon egrisi kullanarak ornekler
analizlendi. Yapilan ¢alismanin sonuglar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.

Onerilen yoéntemlerin literatiirdeki yontemlerle karsilastirilmasi Cizelge 3.5’de
verilmistir. Onerilen yonteminin se¢me smirinin, ¢alisma araligt ve % BBS
karsilastirildiginda yontemlerden daha diisiik ya da karsilastirilabilir oldugu
goriilmektedir. Bunlara ek olarak, yontemimizin cazip yonlerinden bir digeri ise

kimyasal sayisinin az ve maliyeti diisiik cihazlarin kullanilmasidir.
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