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ISLENMIS GIDALARIN LEZZETIiNi DEGISTIRMEK iCiN
KULLANILAN BAZI KATKI MADDELERININ ESZAMANLI ANALIZI

OZET

Degisen yasam sartlar1 ve gelisen teknolojiye bagli olarak, gida ve farmasotik
iiriinlerde ¢ok cesitli katk1 maddeleri kullanilmaktadir. Ozellikle gida giivenligine
verilen Onemin artmast ve katki maddelerinin kullanimindaki yasal
kisitlamalardan dolay1, gida igeriklerinin belirlenmesi giincel bir konu haline
gelmistir. Katki maddelerinin baglica kullanim amaglarindan biri gidalarin ve
farmasotik Uriinlerin lezzetini degistirmektir ve lezzet degistiricilerin dnemli
gruplarindan biri de tatlandiricilardir. Cesitli saglik sorunlart ve estetik kaygilar
nedeniyle tatlandiricilarin tiiketimi artmaktadir, dolayisiyla giinliik toplam alinan
miktarlarin  tahmin edilebilmesi i¢in bunlarin gidalardaki ve farmasotik
iiriinlerdeki miktarlarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismanin amaci, yaygin kullanilan bazi tatlandiricilarin es zamanl analizi
icin ucuz, basit, hizli ve duyarli bir yliksek performansh sivi kromatografisi
yontemi gelistirilmesi ve Turkiye’de tliketilen c¢esitli gidalar ve farmasotik
tiriinlere uygulanmasidir. Onerilen ydntem bir core-shell partikiilli kolon
(Ascentis® Express Cyg (2.7 pm, 100x4.6 mm)) ve asetonitril: su: fosfat tamponu
(0.025 M, pH 3.0) iceren bir harekeli faz kullanarak uygulanmistir. Hareketli faz
1.0 mL dk™ akis hizinda pompalanmis ve analitler fotodiyot dizisi dedektor ile
210 nm dalga boyunda degisken hareketli faz sistemiyle 15 dk’lik bir zaman
araliginda tespit edilmistir.

Yontemin dogrusalligl, saptama ve tayin limitleri, tekrar edilebilirligi, dogrulugu
ve saglamligi degerlendirilmistir. Gelistirilen yOntem, asesiilfam potasyum,
sakkarin, aspartam, alitam, neohesperidin dihidrokalkon, rebadiosit A ve neotam
olarak adlandirilan yedi yogun tatlandiricinin tayini i¢in basariyla uygulanmistir.
Sonuglar istatistiksel olarak incelenmis ve gidalardaki tatlandirici seviyeleri
mevzuata uygunluk acisindan degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: gida katki maddeleri, yiiksek performansli sivi
kromatografisi, islenmis gidalar, lezzet degistiriciler, tatlandiricilar.



SIMULTANEOUS ANALYSIS of SOME ADDITIVES USED TO MODIFY
THE FLAVOUR of PROCESSED FOODS

ABSTRACT

Depending on the changes in living conditions and developments in technology,
various additives are used in food and pharmaceutical products. Determination of
food constituents has become a current topic especially as a result of the increase
of importance on food security and legal limitations on the use of additives. One
of the main purposes of using additives is to modify the flavour of foods and
pharmaceuticals, and an important group of flavour modifiers is the sweeteners.
The consumption of sweeteners is increasing due to several health problems and
esthetic worries, and in consequence, to estimate their daily total intake, it is
required to determine the amount of them in foodstuffs and pharmaceuticals.

The aim of this study was development of a cheap, simple, rapid and sensitive
high-performance liquid chromatography method for simultaneous analysis of
some commonly used sweeteners and its application on various foodstuffs and
pharmaceuticals consumed in Turkey. The proposed method was applied using a
core-shell particle column (Ascentis® Express Cig (2.7um, 100x4.6 mm)) and a
mobile phase consisting of acetonitrile: water: phosphate buffer (0.025 M pH 3.0).
Mobile phase was pumped at 1 mL min™ flow rate and analytes were detected at
210 nm wavelength by a photo diode array detector after a gradient run within
average time of 15 min.

Linearity, limits of detection and quantitation, repeatability, trueness and
ruggedness of the method were evaluated. The developed method was
successfully applied for determination of seven intense sweeteners, namely
acesulfame  potassium, saccharine, aspartame, alitame, neohesperidin
dihydrochalcone, rebaudioside A and neotame. The results were examined
statistically and sweeteners’ levels in foods were evaluated in term of suitability to
legislation.

Keywords: food additives, high-performance liquid chromatography, processed
foods, flavour modifiers, sweeteners.
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GIRIS ve AMAC

Giliniimliziin en O6nemli konularinin basinda gida giivenliginin saglanmasi
gelmektedir. Gida gilivenligi; insanlarin yeterli ve dengeli beslenmelerini
saglayacak cesitlilik ve miktarda, ekonomik erisilebilirligi olan gidalarin
sunulmasi olarak tanimlanabilir. Gida gilivenliginin saglanmasinda 6ne ¢ikan gida
iretiminin artirilmasi, gidanin bol bulundugu donemden daha az bulundugu
doneme kalitelerini koruyarak saklanmasi ve raf Omriiniin uzatilmasi gibi
durumlar gida katki maddelerinin (GKM) kullanimini ka¢inilmaz kilmaktadir
(Yurttagiil ve Ayaz, 2008).

Herhangi bir isleme ugratilmadan tiiketilen gidalar igerisinde gida kontaminantlari
da dahil olmak iizere ¢ok sayida kimyasal madde vardir. Islenmis gidalarda ise bu
gruplara ilaveten GKM’de bulunur (Beier, 1990). GKM, besleyici degeri olsun
veya olmasin, tek basina gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin karakteristik
bileseni olarak kullanilmayan, teknolojik bir amag¢ dogrultusunda iiretim,
muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama asamalarinda
gidaya ilave edilmesi sonucu kendisinin veya yan {lriinlerinin, dogrudan veya
dolayli olarak o gidanin bileseni olmasi beklenen maddeleri ifade etmektedir
(Anonim, 2013).

Bati1 iilkelerinde tiiketilen gidalarin %75't iglenmis iiriinlerden olusmaktadir.
Yapilan hesaplamalar bati insaninin yilda 5-6 kg veya daha fazla katki maddesi
tilkettigini gostermektedir. Bu maddelerin kullanimi sonucu pek c¢ok saglik
problemi rapor edilmistir. Bunlar arasinda egzama, irtiker, dermatit, barsak
sendromu, bulanti, kusma, ishal gibi gastrik rahatsizliklar, rinit, bronkospazm,
migren, anaflaksi, hiperaktivite ve ¢esitli davranis bozukluklar1 sayilabilmektedir
(Yetiik, 2013).

Giliniimiizde GKM nin kullanimi yasalarla diizenlenmektedir. Bu diizenlemelerin
amaci, besinlerde kullanilan GKM’nin ko6t kullanimini ve saglik {izerinde
olusabilecek tehlikeleri Onlemektir (Calisir ve Caligkan, 2003). GKM’nin
kullanim izni uluslararast ve ulusal saglik otoritelerinin yogun ve dikkatli
arastirma ve incelemeleri sonucunda verilmektedir. Bu yoniiyle GKM kullanimi
insan sagligimin korunmasi yoniinden en siki denetim altinda tutulan kimyasal
madde gruplarindan biridir (Giircan, 1993).

Diinyada GKM ile ilgili calismalar, Birlesmis Milletler'e bagli Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) ile Diinya Saghk Orgiiti'niin (WHO) birlikte kurdugu ve
Tiirkiyenin de tyesi oldugu Uluslararast Gida Kodeks Komisyonu (CAC)
tarafindan yiritilmektedir. CAC’nin olusturdugu Gida Katki Maddeleri
Uzmanlar Komitesi (JECFA) her tiirli GKM’nin tiim etkilerini belirlemek igin
uzun siireli olarak toksikolojik, karsinojenik, teratojenik ve mutajenik agidan
incelemeler yapmaktadir. Saglhiga zararli olmadigina karar verilen katki maddeleri
icin gilinliik tiiketilebilir miktarlar (ADI) saptanmakta ve gidalarda kullanim
siirlart  belirlenmektedir. Bunun yaninda 6nemli bir konu bu maddelerin
mevzuata uygun olarak kullanilip kullanilmadiginin kontroliidiir (Altug, 2009).

GKM’nin en 6nemli siniflarindan biri tatlandiricilardir. Gidaya tath tadi veren
ancak seker olmayan maddeler “tatlandiric1” olarak adlandirilmaktadir. Yapilan
aragtirmalar, sekerin ve seker iceren gida maddelerinin tiiketimlerinin dis
clriimelerine ve obeziteye sebep olduklari, ayrica kan sekerini ve serum



trigliseridlerini hizla artirarak diyabetli hastalarda olumsuz etki gosterdiklerini
ortaya konmustur. WHO verilerine gore iilkemizde obezite; viicut kitle indeksi
(VKI) >25 kg/m? olarak alindiginda 15 yas ve ustii erkeklerde %32.5, kadinlarda
ise %65.7 gibi ciddi rakamlara ulasmaktadir. Bu ve benzeri saglik ve estetik
problemler nedeni ile dogal sekerler yerlerini tatlandiricilara birakmak zorunda
kalmistir. (Arslan, 2011; Temizkan, 2012).

Bu kapsamda onemli diger bir konu uzun siireli sinirlandirmalar veya yasaklarin
psikolojilerini olumsuz etkilemesi nedeniyle diyabetli cocuk ve addlesanlarin
beslenmesinde sekeri tamamen ¢ikarmanin miimkiin olmamasidir. Bu noktada
tatlandiricilar; diyabetli ¢ocuk ve adolesanlarin beslenmesinde, sekere alternatif
olarak kullanilmaktadir (Aksu, 2012).

Ayrica bu tatlandiricilar; pastil, ¢igneme tableti, surup, slispansiyon, efervesan
tablet, gargara, oral damla ve spreyler gibi birgok farmasotik iiriinde koti tads
maskelemek amaciyla yardimc1 madde olarak kullanilmaktadir.

Tat algisinin sadece dilde degil bagirsaklarimizda da bulundugu calismalarda
kanitlanmistir. Bu da tatlandiricilarin, sagladigi yapay tattan 6te, metabolizmada
aktif rol oynayabilecegi konusunda siipheler dogurmustur (Temizkan, 2012).
Ancak metabolizmadaki etkileri ve cesitli yonleriyle tartisma konusu olan
tatlandiricilarin farkli amaglarla kullanilmalar1 giiniimiiz kosullarinda kaginilmaz
bir durum haline gelmistir. Dolayisiyla bu tatlandiricilarin  kullanimlarinin
denetlenmesi ve bu amaca yonelik olarak ucuz, kolay ve duyarli analiz
yontemlerinin  gelistirilmesi  gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Tatlandiricilarin
gidalardaki ve farmasotik irlinlerdeki miktarlarinin tayini Ozellikle diyabetli
hastalarin giinliik beslenme diizenlerinin olusturulmasinda biiyilkk 6nem arz
etmektedir.

Gergeklestirilen ¢calisma kapsaminda, {ilkemizde ve diinyada oldukca fazla ragbet
goren ve Ozellikle ¢ocuklarin da tiikettigi bircok gidada ve farmasdtik iirlinde
kullanim alan1 bulan tatlandiricilarin es zamanli tayinine yonelik bir analitik
yontem gelistirilmesi ve gelistirilen bu yontemin iilkemizde tiiketime sunulan
cesitli gidalarda ve farmasotik iiriinlerdeki tatlandiricilarin tayini i¢in kullanimi
amaclanmistir.  Bu amag¢ dogrultusunda, calismanin ilk kisminda yiiksek
performansli sivi kromatografisi (YPSK) cihazi kullanilarak yeni bir sivi
kromatografisi yontemi gelistirilmesi, optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi,
sistem uygunluk testleri (SUT) ve validasyon c¢alismalarinin yapilmasi
gergeklestirilmistir.

Ikinci kisimda ise gelistirilen yontemin gesitli gida ve farmasotik iiriin drneklerine
uygulanmasi, elde edilen verilerin degerlendirilerek analizi yapilan iirtinlerin
hedeflenen bilesikler yoniinden profilinin ¢ikartilmasi, elde edilen verilerin yasal
kosullara uygunlugunun denetlenmesi ve sonucglarin yorumlanmasi yer
almaktadir.



KAYNAK BIiLGIiSi

Cagimizda diinyanin bir¢ok yerinde gida iiretimi, kiigiik tarlalar, kiiciik gida
isletmeleri, ev ve restoran mutfaklarindan dev gida iiretim ve isleme tesislerine
tasinmustir. Bu degisimlere baglh olarak, gida iiretiminde birgok katki maddesi
kullanilmaya baglanmistir (Zeliger, 2011).

GKM; CAC’1in tanimina gore tek basina gida olarak kullanilmayan ve gidanin
tipik bir bileseni olmayan, besleyici degeri olsun veya olmasin, imalat, igleme,
hazirlama, uygulama, paketleme, ambalajlama, tasima, muhafaza ve depo
asamalarinda gidalara teknolojik amacla katilan veya bu gidalarin i¢inde ve yan
iirlinlerinde dogrudan veya dolayli olarak bir bileseni haline gelen veya bunlarin
karakteristiklerini degistiren maddelerdir. Gida katki maddelerinin kullanim
amaclar1 genel olarak;

a) Gidalarin raf dmriiniin uzatilmasi ve kayiplarin azaltilmasi,

b) Gidalarin duyusal 6zelliklerinin diizeltilmesi ve gelistirilmesi,

¢) Gida kalite karakteristiklerinin korunmasi,

d) Gida hazirlanmasina yardime1 olunmasi,

e) Besleyici degerin korunmasi seklinde siralanabilmektedir (Altug, 2006).

Bir gidanin lezzetini; koku, tat, agizda biraktigi sicaklik, yumusaklik ve dolgunluk
gibi duyusal ozellikler olusturur. Gidalarin lezzetini degistirmek icin kullanilan
katki1 maddeleri; bu 6zelliklerden bir veya bir kagini degistirerek etki ederler. Bu
katki maddeleri, lezzet modifiye ediciler, lezzet artiricilar ve tatlandiricilar
seklinde siniflandirilabilirler (Matheis, 2007).

Diger canlilar i¢in oldugu gibi insanlar icin de tat duygusu olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Bir gidanin tadi, gidanin kalitesi ve besleyici degeri hakkinda 6nemli
bilgiler icermektedir (Nelson ve ark., 2001). Insanin algiladig: tatlar tatl, aci,
tuzlu, eksi ve umami olmak iizere bes sinifa ayrilabilir (Lindemann, 2001).
Bunlardan en Onemlisi antropolojik ve tibbi nedenlere bagli olarak tatliliktir
(Meyers ve Brewer, 2008).

GKM icinde onemli bir yere sahip olan tatlandiricilar, gidaya tatli tadi veren
ancak seker olmayan maddelerdir. Tatlandiricilarin {i¢ temel kullanim amaci;

a) Enerji alimimni azaltmak,
b) Dis ¢iiriimelerini azaltmak,
c¢) Diyabetliler i¢in uygun tath gidalar hazirlamaktir (Bright, 1999).

Tatlandiricilar 1900’1 yillarin basinda ortaya ¢ikmis ve tiim diinyada ozellikle
diyabet hastalar1 tarafindan genis kullanim alani1 bulmustur. Diinyada obezitenin
artmas1 ve gelisen saglik bilinci nedeni ile bireyler seker tiikketimini azaltmaya
baslamislardir. Bu durum tath tad: isteyen ancak fazla enerji almak istemeyen
bireyler ve tiiketicinin beklentisini kargilamak isteyen ireticiler tarafindan
tatlandirict kullaniminin desteklenmesi ile sonuclanmistir (Yurttagiil ve Ayaz,
2008).

Ideal bir tatlandirict en az seker kadar tatli, renksiz ve kokusuz olmalidr.
Karsinojen olmamalidir. Tatl tadin1 hemen verebilmeli, istenmeyen tat ve kokuya



neden olmamalidir. Suda ¢6ziinebilmeli, asidik ve bazik kosullara ve 1sil
uygulamalara kars1 dayanikli olmalidir. Uriiniin raf émrii boyunca stabilitesini
korumalidir. Uriiniin igerdigi bilesenlerle uyumlu olmali ve bu bilesenlerle
tepkimeye girmemelidir. Toksik olmamali, tiiketildikten sonra normal bir sekilde
metabolize olmal1 ve viicutta birikmeden atilmalidir. Insan saglig icin giivenilir
oldugu bilimsel olarak kanitlanmis olmalidir. Sukroz ve diger tatlandiricilara gore
ucuz olmali, kolayca {iretilebilmeli ve depolama ve tasima sirasinda problem
yaratmamalidir (Nabors, 2001).

Tatlandiricilar tath tat elde etmek, kan sekeri ve enerji kontrolii saglamak icin
bircok gida ve igecek {irlinii yaninda farmasétik Ttriinlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tatlandiricilarin kullanildigr iiriin gruplari; alkolsiiz i¢ecekler,
meyve sulari, tatlilar, dondurmalar, regel ve marmelatlar, sekerleme ve cikletler,
unlu mamiiller ve siit tiriinleri olarak siralanabilmektedir. Pastil, ¢igneme tableti,
surup, silispansiyon, efervesan tablet, gargara, oral damla ve spreyler gibi
farmasotik trilinlerde, dis macunlarinda ve agiz calkalama sularinda tatlandiricilar
kullanilmaktadir (Altug ve Elmaci, 2006; Vistuba ve ark., 2015).

Tiirkiye’de tatlandirici ile tatlandirilmis {irtinlerin ne siklikta kullanildigina dair
net veriler olmamakla beraber baska {ilkelerin rakamlarina baktigimizda
Brezilya’da yapilan bir calismada eriskin yas grubunda bu oran %19 olarak
belirtilmistir (Zanini ve ark., 2011). Avusturalya’da satilan 3 mesrubattan birinin
tatlandirici igerdigi bildirilmistir (Barclay ve Brand-Miller, 2011).

Tatlandiricilar, besleyici nitelikte olup olmamalarina, dogal veya yapay
olmalarma gore siniflandirilabildikleri gibi hacim verici ve yogun tatlandiricilar
olmak tiizere iki smifa ayrilabilmektedirler. Hacim verici tatlandiricilar,
tatlandiricilik etkisinin yani sira su tutarak hacim verme o6zelligi bulunan
tatlandiricilardir. Cok diisiik miktarda kullanildiklarinda bile siddetli tatlilik
olusturma niteligi bulunanlar ise yogun tatlandiricilar olarak adlandirilmaktadir
(Altug ve Elmact, 2006).

Hacim verici tatlandiricilarin temel sinifi olan polioller, seker ve suruplarinin
hidrojenasyonu ile elde edilen seker alkolleridir. En Onemli hacim veren
tatlandiricilar; izomalt, ksilitol, laktitol, maltitol, mannitol, sorbitol, eritritol,
tagatoz ve trehalozdur. Hacim veren tatlandiricilar, dis clirlimelerine neden
olmamalari, sekere gore diisiik glisemik cevap olusturarak diyabetli hastalara
uygun olmalar1 ve sekere gore daha diisiik kalorili olmalar1 nedeniyle tercih
edilmektedirler. JECFA tarafindan giinliik almabilir miktar sinirlamasi
yapilmamistir. Ancak gastrointestinal etkileri nedeniyle yiiksek miktarda alimlari
sakincalidir. Poliolleri igeren firiinlerin “Asirt tiiketimi laksatif etkiye neden
olabilir” uyarisini tagimasi yasal zorunluluktur (Kroger ve ark., 2006).

Yogun tatlandiricilar, tatlilik ve lezzetten 6diin vermeksizin yiyecek ve igeceklerin
enerji yogunlugunu basarili bir sekilde diistirebilmektedirler (Drewnowski, 1999).
Yogun tatlandiricilar, asesiilfam potasyum (ACE-K), siklamik asit, siklamik asit
sodyum ve kalsiyum tuzlari, sakkarin (SAC) ve sakkarin sodyum ve kalsiyum
tuzlari, aspartam (ASP), neotam (NEO), alitam (ALI), neohesperidin
dihidrolkalkon (NHDC), sukraloz, taumatin ve steviol glikozitler olarak
siralanabilir.



Calismamizda, iilkemizde tiiketilen gidalarda ve farmasotik lirtinlerde kullanim
siklig1 ve yasal izin durumlar1 géz oniine alinarak yogun tatlandirci bilesiklerinden
ACE-K, SAC, ASP, ALI, NHDC, NEO ve steviol glikozitlerden rebaudiosit A
(RBA)’nin ¢esitli gidalarda ve farmasotik tirtinlerde miktar tayini hedeflenmistir.
Calismamizda es zamanli bir analiz yontemi ile ayrilmasi hedeflenen
tatlandiricilarin bazi 6zellikleri ile ilgili bilgiler Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Tayini gerceklestirilen tatlandiricilarin 6zellikleri (Whitehouse ve ark., 2008).

ACE SAC ASP ALI NHDC RBA NEO
E Kodu 950 954 951 956 959 960 961
3.71 3.71 3.68
pKa -0.28 1.60 6.85 12.51
7.55 7.64 8.33
Log P -1.330 0.910 0.542 1.508 0.205 0.636 3.834
Amax (NM) 226 201 196 191 199 195 195

MA (g/mol) 201.24 205.17 294.31 331.43 612.58 967.01 378.47

Tathlik diizeyi x200-
(Sukroza gore) x200 x200 700 x2000 x1500 X250 x8000

ADI (mg/kg/giin) 15 5 40 1 5 4 2

Asesiilfam Potasyum’un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

ACE-K 1967 yilinda Karl Clauss ve Harold Jensen tarafindan bulunmustur.
Kapali formiilii C4H4NO4SK olan ACE-K beyaz, kokusuz ve kristal yapida bir
maddedir. % 3’liikk sukroz ¢ozeltisine gore 200 kat daha tathidir. Molekiil kiitlesi
201,24 g/mol’diir. Isiya dayanikli oldugundan pisirme ve firinlamada
kullanilmaktadir. Insan viicudunda metabolize edilmediginden kalorisi yoktur ve
potasyum igerigine ragmen potasyum alimina etki etmez. Tek basina tatlandirict
olarak kullanilabildigi gibi, ASP ile 1:1 ve 1:5 oraninda kullanildiginda en uygun
sinerjist etkiyi yaratir. Oda sicakhigindaki raf omrii, ortalama 5 yildir. Ozellikle
gazl1 ve gazsiz alkolsiiz igeceklerde kullanimi yaygindir. Bunun yaninda meyve
nektarlari, meyve suyu konsantreleri, siit {irtinleri, dondurmalar, tatlilar,
marmelatlar, joleler, regeller, firinlanmais iiriinler, sakizlar, bazi sebze tursulari, dis
macunu, agiz spreyleri iiretiminde kullanilmaktadir. JECFA tarafindan belirlenen
giinliik alinabilir miktar viicut agirligi basimna 15 mg/kg’dir. Literatiirde insan
sagligina yonelik problem olusturdugu rapor edilmemistir ancak hayvan deneyleri
ACE-K’nin kanser riskini artirabilecegini gostermistir. Ayrica depolama sirasinda
iceceklerde olusabilecek olan bozunma iiriinii asetoasetamitin insan sagligina
zararlari ile ilgili daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Altug ve Elmaci,
2006; Kroger ve ark., 2006; Temizkan, 2012; Whitehouse ve ark., 2008).




Sekil 1. ACE-K’nin molekiil yapisi

Sakkarin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

SAC ilk kez 1879 yilinda Constantin Fahlberg tarafindan toluen’den
sentezlenerek iiretilmistir. Ik kalorisiz yapay tatlandiricidir. 1. Diinya Savasi
sirasinda seker yoklugu nedeni ile yaygin kullanimi baglamistir (Just ve ark.,
2008). SAC, sukrozdan yaklastk 300 kat daha tathidir. Insan viicudunda
metabolize olmadigindan kalori igerigi sifirdir. C7;HsNO3S formiiliine sahip
SAC’in molekdl kiitlesi 183,18 g/mol’diir. Beyaz kristal toz halinde olan SAC
biraktigi acimsi ve metalik tadin maskelenmesi amaciyla genellikle siklamat,
ASP, ACE-K veya sukraloz gibi tatlandiricilarla karistirilarak kullanilir. Termal
dayaniklilik ve farkli pH’larda (pH 2-8) stabiliteye sahip olmasindan dolay1
firinlanmig triinler, salata soslari, regeller, marmelatlar, gazli icecekler, meyve
konsantreleri ve konserve gidalar gibi pek cok gidada kullanilmaktadir. Raf 6mrii,
gida maddelerinde 6 ay, ilaglarda 2 yil kadardir. Glinliik alinabilir miktar1 viicut
agirhigr basma 5 mg/kg olan SAC, 1999 yilina kadar Uluslararast Kanser
Arastirmalart Komisyonu (IARC)’nun insanlar i¢in kanserojen olabilecek
maddeler listesinde yer almis, hayvan deneylerinde goézlenen risklerin insanlar
icin gegerli olmadig1 gerekgesiyle bu listeden cikarilmistir. Ayrica yapilan
caligmalarda, gebe kadinlarda epitel dokuda yapisal degisikliklere neden
olabilecegi ve anneden bebege gegerek birikme yapabilecegi belirtilmistir. Bu
nedenle hamile bayanlarin SAC kullanmas1 yasaklanmistir (Pinheiro ve ark.,
2005; Kroger ve ark., 2006; Whitehouse ve ark., 2008).
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Sekil 2. SAC’in molekiil yapisi

Aspartam’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

ASP olarak bilinen N-L-a-aspartil-L-fenilalanin-1-metil ester % 39.5 aspartikasit,
% 50 fenilalanin ve % 10,5 metil ester igerir. Kapali formiilii C14H18N2O5 olan
ASP beyaz, kokusuz ve kristal yapida bir maddedir. % 4 ve % 10’luk sukroz
cozeltisine gore sirasiyla 133 ve 200 kat daha tatlidir. Molekiil kiitlesi 294,31
g/mol’diir. Agizda aci, kimyasal veya metalik bir tat birakmaz. pH 3-5 arasindaki
asidik ¢ozeltilere dayaniklidir. JECFA tarafindan belirlenen giinliikk alinabilir
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miktar viicut agirlig1 bagina 40 mg/kg’dir. Bircok iilkede genel amagli tatlandirici
olarak her tiirlii gida ve igecek kategorisinde kullanilabilmektedir. ASP igeren
gidalarm, fenilketoniiri hastalarimin uyarilmast amaciyla iiriiniin fenilalanin
icerdigini belirten ibare tagimasi zorunludur. Literatiirde ASP’nin bas agris1 ve
alerjik rahatsizliklara neden oldugu bunun yani sira beyin timdri ve meme
kanseri riskini artirdigina yer verilmektedir (Pinheiro ve ark., 2005; Kroger ve
ark., 2006).

ASP, ince barsakta proteolitik ve hidrolitik enzimlerle, %50 fenilalanin, %40
aspartik asit ve %10 metanole kadar pargalanir (Butchko ve Stargel, 2001).
Metanoliin biiyiik boliimii bagirsaklardan emilerek, hizlica formaldehite, sonra da
formik aside doniismektedir. Bu durum metabolik asidosise yol a¢maktadir.
Spazmlar, ani agrilar, bacakta uyusma, kramp, vertigo, bulanti, bas agrisi, eklem
agris1, bulanik goriis, hafiza kayb1 semptomlarma neden oldugu goriilmektedir.
Beyin tiimorleri olusumu, Multipl Skleroz, epilepsi, alzheimer, parkinson
hastaliklarini tetikleyici olabilecegine dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Whitehouse
ve ark., 2008).

1g ASP, 4 kal enerji vermektedir. ASP’nin stabilitesi zaman, sicaklik, pH ve su
aktivitesine bagli olarak degismektedir. Kuru ortamlarda ASP’mn minimum raf
omrii 5 yildir. ASP sulu ¢ozelti halinde 30-80°C sicaklikta depolandiginda, hizla
parcalanarak tatlandirma etkisini kaybetmektedir. Bu nedenle ASP’nin, yliksek
sicaklik uygulanan besinlerde kullanimi uygun degildir. (Whitehouse ve ark.,
2008).

Sekil 3. ASP’nin molekiil yapisi

Alitam’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

L-alfa-Aspartil-N-(2,2,4,4-tetrametil-3-titanil)-D-alaninamid yapisinda bir dipeptit
amiddir. Sukroza goére 2000 kat tathilik verir. Beyaz, kristal, kokusuz toz
halindedir ve suda iyi c¢oziiniir. Molekiil agirligi 331.43 g/mol’diir. Oda
sicakliginda pH 5-8 ve pH 2-4 araliginda oldukga stabildir. Yarilanma omrii
ASP’ye gore 2 kat daha fazladir. ACE-K ve CYC veya SAC ile karistirildiginda
sinerjik etki yaratir. ALI'nin yiiksek sicakliklarda stabilitesi 1yi oldugundan 1sil
islem gormiis gidalarda da kullanilabilir. ALI biinyesindeki aspartik asitin
metabolize olmasindan dolayr 5.8 kJ/g kadar enerji igerir. FDA tarafindan
belirlenen giinliik ADI degeri 1 mg/kg’dir (Nollet, 2004). ALI Avustralya, Yeni
Zellanda, Meksika ve Cin gibi iilkelerde kullanilmasina ragmen ¢ogu Avrupa
tilkesinde oldugu gibi iilkemizde de kullanim1 yasaktir.
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Sekil 4. ALI’nin molekiil yapisi

Neohesperidin Dihidrokalkon’un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

CasH36015 kimyasal formiiliine sahip ve molekiil kiitlesi 612,58 g/mol olan ve
neohesperidinin hidrojenasyonu ile tiretilen NHDC kokusuz kristal yapili bir
maddedir. % 6’lik sukroz ¢ozeltisine gore yaklasik 400 kat tatlilig1 fazladir. Diger
tatlandiricilarla birlikte diisiik derisimlerde kullanildiginda sinerjistik etkisi ile
gidanin tathilik kalitesini artirir. Giinliik alinabilir miktar1 viicut agirhigi bagina 5
mg/kg olarak belirlenmistir (Borrego ve ark., 1994; Castellar ve ark., 1997).
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Sekil 5. NHDC’nin molekiil yapisi

Rebaudiosit A’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Stevia rebaudiana Bertoni adli bitkinin yapraklarindan elde edilen steviol
glikositler bitkinin tiirli ve yetisme kosullarina bagli olarak cesitli yiizdelerde
steviosit, rebaudiosit A (RBA), B, C, D, E, F, dulkosit A, rubusosit ve
steviolbiosit icerir (Gardana ve ark., 2010). Bunlardan steviosit ve RBA stevia
yapraklarma tatli tadi veren glikositlerin basindadir. Stevia yapraklarinda (kuru
madde esasma gore) %3.8 oraninda RBA bulunur. Steviol glikozit preparatlari
beyaz-agik sari renkte, toz yapidadir ve suda ¢oziinebilir 6zelliktedir. Kokusuzdur
veya kendine has kokusu olabilir. RBA C44H70023 kimyasal formiiliine ve 967,03
g/mol molekiil kiitlesine sahiptir. RBA % 0,4’liik sukroz ¢ozeltisinden yaklasik
300 kat daha fazla tathilik gdsterir. Giinliik alinabilir miktar viicut agirlig1 basina
(steviol olarak) 4 mg/kg’dir (Prakash ve ark., 2008; Wallen, 2007).

RBA sicak-soguk igecekler, regeller, kompostolar, muhallebiler, pastalar,
kurabiyeler, deniz iiriinleri, sekerlemeler, yogurtlar, susi, soya sosu gibi bircok
gidada kullanilmaktadir. Tablet tatlandirict halinde 52 hafta, icecekler ve
sakizlarda 26 hafta, yogurt iiriinlerinde ise 6 hafta stabil oldugu tespit edilmistir
(Prakash ve ark., 2008).



Sekil 6. RBA’nin molekiil yapisi

Neotam’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

N-[N-(3,3-dimetilbutil)-L-aspartil]-L-fenilalanin-1-metilester yapisindaki NEO,
aminoasitler, aspartik asit ve fenilalaninden olusan bir dipeptittir. Yapisal ve
kimyasal olarak ASP’a benzemektedir. Tatlilik derecesi ASP’dan 30-60 kat daha
fazla iken, sukrozdan 7000-13000 kez daha tatlidir. Tatlandirict olarak
kullaniminin yan1 sira aromay1 arttirict (6zellikle nane aromasi) etkisi de vardir.
JECFA 2003 yilinda NEO’in giinliik tiiketilebilir miktarin1 2 mg/kg viicut
agirligi/giin olarak belirlemistir (Y1lmaz, 2007).

NEO, ciklet, gazli igecekler, sofralik tatlandiricilar, dondurulmus tatlilar,
pudingler, dolgu maddeleri, yogurt tipi iirlinler, firinlanmis {irlinler ve
sekerlemeleri igeren yiyecek ve igeceklerin iiretiminde kullanabilmektedir. NEO,
viicutta hizla ve tamamen metabolize olmakta ve viicuttan normal biyolojik yolla
atilmaktadir. NEO, diyabet hastalarinda glikoz ve insiilin derigimini
etkilememektedir. Fenilketoniirli hastalar i¢in NEO igeren iirlinlerin
etiketlenmesine de gerek yoktur. 15-30°C sicaklik ve %35-60 oraninda bagil nem
bulunan bir ortamda depolandiginda 5 yildan fazla stabilitesini korur (Nofre ve
Tinti, 2000).
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Sekil 7. NEO’1n molekiil yapisi
Tatlandiric1 Analizleri ile Tlgili Yapilmis Cahsmalar

Tatlandiric1 bilesiklerini iceren gidalar, icecekler, diyet liriinleri ve farmasdotik
iriinlerin analizine yonelik degisik prensiplere dayanan c¢ok sayida yOntem
mevcuttur. Ancak onlarca tatlandirict kombinasyonu icin ¢esitli metotlar
bulunmasina ragmen c¢ok sayida tatlandiricinin tek bir calisma ile analiz
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edilebilecegi yeni analitik yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son
zamanlarda ¢oklu tatlandirict analizini igeren metotlarin yaymlanmasinda
ilerlemeler goriilmektedir.

Tatlandiricilarin analizinde kromatografik yontemler genis yer kaplamaktadir. Bu
alanda en giincel ve yaygin teknik YPSK’dir. Genis kolon ve dedektor segenegine
sahip olmas1 YPSK’yi cazip bir teknik haline getirmektedir. Ters faz sivi
kromatografisi tatlandiricilarin - ayrilmast i¢in 1iyi bilinen ve kusursuz
uygulanabilen bir tekniktir. YPSK prosediirleri isokratik veya gradient ters faz
kromatografisine dayanmaktadir. UV spektrometrisi, amperometri, kulometri,
kiitle spektrometrisi (KS), spektroflorometri, 151k sac¢ilma ve kondiiktometri gibi
cesitli dedektor sistemleri kullanilmaktadir. Coklu tatlandirici analizine uygun bir
teknik olan iyon kromatografisi ayirmalarinda ise eluent olarak organik ¢oziicii
ortaml1 ayirmalarin tersine zararsiz ve ucuz tuz ¢ozeltileri kullanilmaktadir. Bazi
durumlarda ayirma giicli, analiz siiresi ve ¢oziicii tiikketimi acgisindan YPSK’ye
gore Ustlinliik gosteren kapiler elektroforez (CE) de es zamanli analiz i¢in uygun
ve ilgi ¢ceken bir tekniktir. (Zygler ve ark., 2009).

90’lh yillarda yapilan ¢aligmalar ¢ogunlukla bir veya birka¢ tatlandirici veya
onlarin bozunma iiriinlerinin tayinini kapsayan caligsmalar olarak karsimiza
cikmaktadir. Caligmalarda ¢ogunlukla YPSK teknigi tercih edilmis (Hayakawa ve
ark., 1990; Hannisdal, 1992; Bazylak, 1994) iyon kromatografisine de uygulanan
teknikler arasinda yer verilmistir (Heitkemper ve ark., 1994).

SAC, ASP, sodyum siklamat, ACE-K ve sitrik asitin tek bir enjeksiyon ile es
zamanli analizinin hedeflendigi bir caligmada yiiksek performansli anyon degisim
kromatografisi kullanilmis ve uygulanan degisken hareketli faz sistemi sonunda
UV dedektor ve iletkenlik dedektdriiniin birlesiminden olusan bir sistem ile
saptama saglanmistir. 2-100 pg/mLderisim araliginda uygun pik alani cevabi ve
dogrusallik gdézlenmistir. Saptama siir1 (LOD) degerleri; UV dedektor ile SAC
icin 0,019 pg/mL, ASP i¢in 0,035 pg/mL, ACE-K i¢in 0,044 pg/mL, iletkenlik
dedektorii ile SAC i¢in 0,26 pg/mL, sodyum siklamat i¢in 0,16 pg/mL, ACE-K
icin 0,23 pg/mL ve sitrik asit icin 0,22 pg/mL elde edilmistir. Yontem cesitli
icecekler ve toz tatlandiricilara uygulanmistir (Chen ve ark., 1997).

Cesitli gida katki maddelerinin ters faz sivi kromatografisi ile izokratik olarak
ayrilmasina yonelik bir ¢alismada, ASP, SAC, ACE-K, vanilin, sorbik asit ve
benzoik asit YMC-ODS kolonda %15 amonyum asetat ve farkli yiizdelerde
asetonitril iceren bir hareketli fazlar ile ayrilarak fotodiyot dizisi dedektor (DAD)
dedektor ile saptanmistir. Tiim katki maddeleri 40 dakikalik bir siirede ayrilmistir
ve yontem LOD, tayin alt smmirma (LOQ), dogrusallik, geri kazanim ve
tekrarlanabilirlik agisindan incelenmistir (Demiralay ve ark., 2006).

Iceceklerde yapay tatlandiricilar, koruyucular ve renklendiricilerin RP-YPSK ile
es zamanl analizini amaglayan bir diger ¢alismada, RP C;g kolon kullanilmis ve
metanol ve fosfat tamponundan olusan hareketli faz uygun bir gradient eliisyon
programi ile uygulanmistir. 20 dakikanin altinda ¢alisma zamani ile basarili bir
ayirma saglanmis ve 0,1-3,0 mg/L araliginda degisen LOD degerlerine
ulagilmistir (Dossi ve ark., 2006).

Buharlagtirmali 151k sagma dedektorlii (ELSD) bir YPSK metodu ile yapilan bir
calismada, yogun tatlandiricilardan ACE-K, ALI, ASP, siklamik asit, dulsin,
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NEO, NHDC, SAC ve sukraloz’un gazli ve gazsiz igeceklerde, konserve ve
siselenmis meyvelerde ve yogurtlarda es zamanli olarak analizini igeren bir
prosediir gelistirilmistir. Yontem, dokuz tatlandiricinin bir tampon ¢ozelti ile
ekstraksiyonunu, bir kat1 faz ekstraksiyon (SPE) kartusu ile 6rnek hazirlanmasini
takip eden bir YPSK-ELSD analizini igermektedir. Gelistirilen yontemle dulsin
disindakiler i¢in 15 pg/g’mn altinda LOD, 30 pg/g’in altinda LOQ degerlerine
ulagilmistir (Wasik ve ark., 2007). Ayrica bu caligma referans alinarak
Buchgraber ve Wasik (2009) yedi ayri laboratuvarda yontemi uygulayarak
yontemin gegerliligini test etmislerdir.

Yang ve Chen (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada YPSK-KS yontemi ile farkli
gidalarda yedi yapay (ASP, SAC, ACE-K, NHDC, sukraloz, ALlI, siklamat) ve bir
dogal (steviosit) tatlandiricinin saptamasini gergeklestirmislerdir. Hedef bilesikler,
secici iyonizasyon kaydedici ile internal standart olarak varfarin sodyum
kullanilarak saptanmistir. 0,10 pg/mL’nin altinda LOD, 0,30 ug/mL’nin altinda
LOQ degerlerine ulasilmistir.

ASP, SAC ve sukralozun su ve igecek Orneklerinde kromatografik analiz i¢in
gelistirilen bir metotta tatlandiricilar su 6rneklerinden SPE kartuslari ile ekstrakte
edilerek, baz1 iceceklerde ise SPE olmaksizin sivi kromatografisi-ugus zamani KS
ile hizli ve kolay sekilde analiz edilmistir. Tatlandiricilarin kiitle ol¢timleri 2
ppm’in altinda hata ile ger¢eklestirilmistir (Ferrer ve Thurman, 2010).

Bir bagka ¢alismada ASP, ACE-K, SAC ve indirgenme {iriinleri bir SPE yontemi
ile lassi adli igecekten izole edilerek YPSK yontemi ile Cig kolonda ayrilmis ve
UV dedektor ile eszamanli olarak saptanmigtir. Calismada ayrica lassiden
sukraloz izolasyonu i¢in kolay bir yontemi gelistirilerek sukralozun yiiksek
performansli ince tabaka kromatografisi plakalarinda kalitatif ve kantitatif tayini
gerceklestirilmistir (George ve ark., 2010). Bu calismada oldugu gibi UV
dedeksiyon teknigi tatlandirici tayinleri i¢in son yillarda kullanilan en yaygin
tekniklerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Zhao ve ark., 2013; Bililign ve
ark., 2014; Grembecka ve ark., 2014; Ma ve ark., 2014; Liu ve ark., 2014).

Icecekler, siit ve balik iiriinleri gibi cesitli gidalarda dokuz yogun tatlandiricinin
(ACE-K, ASP, ALlI, siklamat, dulsin, NHDC, NEO, SAC ve sukraloz) SPE ve
YPSK-KS’1 iceren bir analitik yontem ile belirlendigi bir diger calismada,
analitler gradient eliisyon modunda Cig kolonda ayrilmis ve negatif iyon
modundaki bir elektrosprey kaynagi ile c¢alisan KS ile saptanmistir. Metot
dogrusallik, LOD ve LOQ, dogruluk ve saptanabilirlik gibi validasyon
parametreleri agisindan irdelenmistir. 0,25 pg/g’in altinda LOD, 2,5 pg/g’in
altinda LOQ degerleri elde edilmistir (Zygler ve ark., 2011).

Serdar ve KneZevi¢ (2011)’in ¢caligmalarinda yapay tatladiricilardan ASP, ACE-K,
SAC ve siklamat, iceceklerde ve 6zel beslenme {irlinlerinde YPSK yontemi ile
saptanmistir. Calismada ASP, ACE-K ve SAC i¢in sokratik eliisyon ile bir YPSK
yontemi kullanilmistir. Siklamat igin ise Cig kolonda metanol ve suyun hareketli
faz olarak kullanildig1 ayr1 bir YPSK yontemi gelistirilmistir. Her iki yontemde de
DAD kullanmilmis ve optimum kosullar altinda her iki yontemin de dogrusallik,
kesinlik ve geri kazanim olarak 1yi analitik performans gosterdigi belirtilmistir.

Kokotou ve Thomaidis (2013) yaptiklar1 calismada sekiz yapay tatlandiricinin
(ACE-K, ASP, ALI, siklamat, NHDC, NEO, SAC ve sukraloz) hidrofilik
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etkilesim sivi kromatografisi (HILIC) kullanarak es zamanli tayinini i¢eren bir
yontem gelistirmislerdir. Calismada iki farkli silika bazli kolon karsilastirilmis,
optimizasyon ig¢in hareketli faz, kolon sicakligi, pH ve tampon iyonik giicii
parametrelerinin etkisi incelenmistir. Yontem sebeke suyu ve atik sular i¢in valide
edilmis 0.24-4.4 pg/L araliginda degisen LOD ve %39-97 araliginda degisen geri
kazanim degerleri elde edilmistir.

NEO’1n alkolsiiz igeceklerde tayinine yonelik olarak gelistirilen bir kapiler zon
elektroforez (CZE) yonteminde SPE uygulanmis ve 191 nm’de UV dedektor ile
saptama gergeklestirilmistir. 0.118 pg /L LOD ve %90-95 araliginda geri kazanim
degeri elde edilen calismada yontem icecek numunelerine 5 dk’nin altinda
stirelerde basariyla uygulanmistir (Hu ve ark., 2013). CZE yontemi gida ve ilag
orneklerinde ASP, siklamat, ACE-K ve SAC’in tayininde 1 dk’dan kisa siirede
ayrim gerceklestirilmis, 3.3-6.4 mg /L LOD ve %91-117 araliginda geri kazanim
degerleri elde edilmistir (Vistuba ve ark., 2015).

ACE-K ve ASP es zamanli analizlerinde kullanilan bir diger yontem de
voltametridir. Hem dogrusal taramali (Pierini ve ark., 2013) hem de diferansiyel
puls (Deroco ve ark., 2015) voltametri teknikleri ile bu tatlandiricilarin tayinleri
basariyla gergeklestirilmistir. Diger elektroanalitik yontemlere gore daha diisiik
saptama simirlar1 yontemi cazip kilmaktadir.

Midey ve arkadaslarinin (2013) yaptigi ¢alismada ise yapay tatlandiricilar yaninda
ftalat ve cesitli renklendiricileri yiiksek performansli iyon mobilite spektrometri
teknigi ile ayirma hedeflenmistir. Teknigin avantaj1 kisa slirede sonuglanmasi ve
zahmetli O6rnek hazirlama basamagi gerektirmemesi yaninda diisiik LOD
degerlerine erisilebilmesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Son yillarda YPSK-KS/KS yontemi farmasdtik triinler, gesitli gidalar ve kisisel
bakim iirlinlerinin tatlandirict igeriginin es zamanli belirlenmesinde en yaygin
tekniklerden biri haline gelmistir (Tran ve ark., 2013; Tsuruda ve ark., 2013;
Kokotou ve Thomaidis, 2013; Lim ve ark., 2013; Chang ve Yeh, 2014; Kubica ve
ark., 2015; Ordofiez ve ark., 2015; Arbelaez ve ark., 2015). Erisilen yliksek geri
kazanim ytizdeleri, diisiik LOD ve LOQ degerleri yontemi cazip kilmaktadir.

Benzer sekilde son yillarda one ¢ikan diger bir teknik de yiiksek hiz, kesinlik,
dogruluk ve geri kazanim ve diisiik LOD ve LOQ degerleri gibi artilar1 ile ultra
performansl sivi kromatografisi (UYPSK) teknigidir. Teknik basariyla cesitli
gida iiriinleri (Lorenzo ve ark., 2015; Shah ve ark., 2015; Morlock ve ark., 2014)
ve atik sularda (Wu ve ark., 2014) es zamanl analiz amagh uygulanmastir.

Tatlandirict analizlerinde raman spektroskopisi (Biyiikgéz ve ark., 2015);
nanomembran teknolojisi ve YPSK’ni birlestiren secici teknikler (Moein ve ark.,
2015); es zamanli analize imkan veren spektrofotometrik teknikler (Turak ve
Ozgiir, 2013) ve iki boyutlu YPSK teknigi de (Hou ve ark., 2015) kullanim
imkan1 bulabilmektedir.
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GERECLER
Kullanilan Kimyasallar

Standart maddeler olarak kullanilan tatlandiricilardan ACE-K, SAC, ASP, NHDC,
RBA ve NEO Sigma-Aldrich (ABD) firmasi, ALI Toronto Research Chemicals
(Kanada) firmasi tarafindan tedarik edilmistir. YPSK safliktaki ACN Merck
KGaA (Almanya) firmasindan, fosfat tamponu hazirlamak icin kullanilan %99.8
safliktaki NaH,PO4 ve %99.6 safliktaki Na,HPO,4.2H,O Sigma-Aldrich (ABD)
firmasindan, YPSK safliktaki su Merck KGaA (Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Analizi yapilmis olan farkli markalardaki gida ornekleri Tiirkiye’deki
cesitli marketlerden ve farmasotik iirtin 6rnekleri ise ¢esitli eczanelerden temin
edilmisgtir.

Kullanilan Cihazlar

Gelistirilen YPSK yonteminde LC-20AT model LPGE iinitesi takilmis gradient
pompa, SIL-20A otomatik 6rnekleyici, CBM-20A model iletisim iinitesi, CTO-
10-ASvp model kolon firini, SPD-M20A model foto diyot dizisi dedektorii ve
DGU-20A5 model gaz giderme iinitesinden olusan Shimadzu (Japonya)
firmasinin {iriinii YPSK cihazinin yaninda Intel Pentium 4 islemcili bilgisayar ve
Shimadzu LabSolution LCsolution v1.11 SP1 veri analiz programi kullanilmistir.

Spektrofotometrik calismalar Shimazdu (Japonya) marka UV-2450 UV-vis
spektrofotometrede yapilmistir. Olgiimlerde 1 c¢cm 151k yoluna sahip kuvars
kiivetler kullanilmistir. Kimyasal maddelerin tartiminda Mettler Toledo (Isvigre)
marka Excellence Plus XP-205 model analitik terazi, ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
100-1000 pL ve 20-100 pL araliginda g¢alisabilen Eppendorf (Almanya) marka
Research model pipetorler, ¢ozeltilerin i¢cindeki ¢oziinmils gazin uzaklastirilmast
icin Bandelin (Almanya) marka RK 100H Sonorex model ultrasonik banyo ve
¢ozeltilerin pH 11 ayarlamada Mettler Toledo (isvigre) marka Seven multi model
pH metre, ¢ozeltilerin siiziilmesinde 0.2 pm godzenekli 50 mm ¢apli Whatman
(Almanya) marka rejenere seliiloz membran filtreler, drneklerin siiziilmesinde ise
0.2 um godzenek capina sahip Orange Scientific (Bel¢ika) marka 13 mm capl
steril polivinildenfloriir (PVDF) membran filtreler kullanilmigtir. Sabit faz olarak
Sigma-Aldrich (ABD) firmasinin iriinii olan Ascentis® Express Cig (2.7 um,
100x4.6 mm), Ascentis® Express Phenyl-Hexyl (2.7 pm, 100x4.6 mm),
Ascentis® Express F5 (2.7 um, 100x4.6 mm) YPSK analiz kolonlari
kullanilmistir. Analizler sirasinda kolonlarin korunmasi amaciyla kolonlarla
uyumlu ayni markanin 6n kolonlar1 (2.7 pm, 5x%4.6 mm) kullanilmistir.
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YONTEMLER
UV-Goriiniir Alan Spektrofotometrisi Yontemi
Standart Cozeltilerin Hazirlanisi

Gelistirilecek olan YPSK yonteminde sinyallerin tespitinde foto diyot dizisi
dedektor kullanilacagindan calisilacak olan 1s1ma bolgesinin belirlenebilmesi igin
standartlarin  UV-spektroskopisi ile UV-goriiniir boélgedeki davraniglarinin
incelenmesi gerceklestirilmistir.

UV-spektrofotometrik yontemde kullanilmak iizere her bir tatlandirict standart
maddesini igeren standart ¢ozeltiler ACN:Su (30:70, v/v) ortaminda hazirlanmis
ve 1x10° M olarak sekilde seyreltilmistir.

Analiz Parametreleri

UV-spektrofotometrisi ile yapilan olgiimlerde maddenin maksimum absorbans
verdigi dalga boyunu tespit edebilmek amaciyla spektrum taramasi yapilmistir.
Analiz sirasindaki aletsel parametreler Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. Analiz sirasindaki UV parametreleri

Parametre Deger
Tarama aralig1 190-400 nm
Ol¢iim modu Absorbans
Tarama modu Tek
Tarama hizi Orta
Ornekleme aralig1 0.2nm
Isik yolu uzunlugu 1.0cm
Aralik genisligi 0.5nm
YPSK Yontemi

Hareketli fazin hazirlanisi

Analizler boyunca degisken hareketli fazla eliisyon yapilmistir. Hareketli faz
ACN, Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0) ve YPSK safliktaki su karisimindan
olugmaktadir. Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0) i¢in 3272.2 mg %99.6 safliktaki
Na;HPO4.2H,0 tartilmis ve 1.695 g/mL yogunlukta %86 saflikta H3PO,’dan
1.646 mL eklenerek 1000 mL’ye YPSK safliktaki su ile tamamlanmigtir.
Hazirlanan tampon ¢ozeltisi 0.2 pm gozenek boyutlu seliiloz membran filtreden
vakum altinda siiziilerek olas1 ¢oziinmeyen partikiillerden arindirilmistir. Cozelti
icindeki ¢Oziinmiis gazlarin uzaklastirilmast i¢in yaklasitk 10 dk ultrasonik
banyoda bekletilmigstir. Belirtilen ¢oziiciilerin istenen oranlarda karistirilarak
sisteme verilmesi YPSK cihazinin pompa tinitesi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Standart ¢cozeltilerin hazirlanist

ACE-K, SAC, ASP, ALI, NHDC, RBA, NEO standart stok ¢ozeltileri i¢in 2.5 mg
standart madde tartilip 25 mLbalon jojede ACN: Fosfat tamponu (0.025 M pH
3.0): Su (35:50:15, v/v/v) kullanilarak ¢oziilmiis ve 1000 pg/mltatlandirici stok
cozeltileri hazirlanmistir. Son derisimler ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO
cozeltileri i¢in 100 pg/mL, SAC c¢ozeltisi 50 pg/mL, RBA ¢ozeltisi 450
png/mLolacak sekilde seyreltme i¢in ACN: Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0): Su
(35:50:15, v/v/v) kullanilarak tatlandirict standart karisimi hazirlanmastir.

Validasyon caligmalar icecek, sekerleme ve recel olmak iizere li¢ ayr1 matriks
ortaminda gerceklestirilmistir. Igecek matriksinde tatlandiric1 karisimi hazirlamak
icin ultrasonik banyoda 10 dk bekletilmis hedef maddeleri igermeyen icecek
orneginden 1 mL, hazirlanan tatlandiric1 karisimdan 1 mL alinmis ve ACN: Fosfat
tamponu (0.025 M pH 3.0): Su (35:50:15, v/v/v) karisimi ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan son karisim ultrasonik banyoda 10 dk bekletildikten
sonra 0,2 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyona hazir hale getirilmistir.

Sekerleme matriksinde tatlandirict karisimi hazirlamak i¢in hedef maddeleri
icermeyen toz haline getirilmis sekerleme 6rneginden 0,1 g tartilmig, hazirlanan
tatlandiric1 karisimdan 1 mL alinmig ve ACN: Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0):
Su (35:50:15, v/v/v) karisimi ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan son
karigim ultrasonik banyoda 10 dk bekletildikten sonra 0,2 pm PVDF filtreden
stiziilerek enjeksiyona hazir hale getirilmistir.

Benzer sekilde recel matriksinde tatlandirici karisimi hazirlamak i¢in hedef
maddeleri igermeyen homojenize edilmis recel Orneginden 0,1 g tartilmis,
hazirlanan tatlandirici karistimdan 1 mL alinmis ve ACN: Fosfat tamponu (0.025
M pH 3.0): Su (35:50:15, v/v/v) karisgimi ile 10 mL’ye tamamlanmustir.
Hazirlanan son karisim ultrasonik banyoda 10 dk bekletildikten sonra 0,2 pm
PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyona hazir hale getirilmistir. Hazirlanan tim
cozeltiler 4 °Cde buzdolabinda saklanmistir.

Gida ve farmasotik iiriin orneklerinin hazirlanisi

Yapilan calismalarda Tiirkiye’deki cesitli marketlerden temin edilmis olan 3 adet
limonata, 2 adet buzlu ¢ay, 11 adet gazli icecek, 5 adet enerji icecegi, 15 adet
sekerleme, 8 adet recel ve 25 adet farmasétik iiriin analiz edilmistir. Orneklerin
seciminde dncelikle hedef maddeleri icerenler tercih edilmistir.

Icecek &rneklerinin hazirlanmasinda yaklasik 50 mLicecek 10 dk boyunca
ultrasonik banyoda bekletilmis, ardindan igecek orneginden 1 mL alinmis ve
ACN: Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0): Su (35:50:15, v/v/v) karisimi ile 10
mL’ye tamamlanmistir. 1:10 oraninda seyreltilmis olan icecek 6rnegi ultrasonik
banyoda 10 dk bekletildikten sonra 0,2 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon
gergeklestirilmistir.

Sekerleme Orneklerinin hazirlanmasinda toz haline getirilmis sekerleme
orneginden 0.1 g, recel 6rneklerinin hazirlanmasinda ise homojenize edilmis recel
orneginden 0.1 g alinarak ACN: Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0): Su (35:50:15,
vivlv) karigimi ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 10 dk
bekletildikten sonra 0,2 um PVDF filtreden siiziilerek sisteme enjekte edilmistir.
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Farmasotik {irtin - 0rneklerinin  hazirlanmasinda sivi formda olanlar igecek
orneklerinin hazirlanmasina benzer sekilde hazirlanmis 1 mLfarmasotik {iriin
ornegi ACN: Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0): Su (35:50:15, v/v/v) karisimi ile
10 mL’ye tamamlanmistir. Homojenize edilmis kati ve jel formdaki farmasotik
tirtin 6rnekleri ise 0.1 g tartilarak 10 mL’ye ACN: Fosfat tamponu (0.025 M pH
3.0): Su (35:50:15,v/v/v) karisimi ile tamamlanmistir. Tim farmasotik iiriin
orneklerinin enjeksiyonu 10 dk’lik ultrasonik banyo basamagi ardindan 0,2 pm
PVDF filtreden siiziilerek gerceklestirilmistir.

Analiz parametreleri

YPSK analizleri i¢in ACN, Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0) ve YPSK safliginda
sudan olusan degisken hareketli faz sisteme 1.00 mL/dk sabit akis hiziyla
verilmistir.

Analiz baslamadan 6nce ACN:Su:Tampon (Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0))
(2:48:50, v/vIvl) bilesimine sahip hareketli faz 1.00 mL/dk akis hiz1 ile sisteme
verilirken, analiz siiresince su programa gore diizenlenmistir: ACN orani ilk 13 dk
boyunca %2’ten %35°e ¢ikarilmig, 13-15 dk arasinda %35°den tekrar %2’ye
diisiiriilmustlir. 15-20 dk arasinda sartlanmanin saglanmasi i¢in ACN orani %2
olacak sekilde akisa devam edilmistir. Analiz boyunca tampon orani1 %50
oraninda sabit tutulmustur.

Analizlerde sabit faz olarak Sigma-Aldrich (ABD) firmasim tiriinii fused core
(core-shell) partikiil teknolojili kolonlarm bir érnegi olan Ascentis“Express Cig
kolon (2.7um, 100%4.6 mm) ve onunla uyumlu ayn1 marka YPSK o6nkolonu
(2.7um, 5%4.6 mm) kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon sicakligi 30°C
olarak uygulanmistir. Analitlerin dedektdr yanitlar1 210 nm dalga boyuna ayarh
foto diyot dizisi dedektor ile dl¢lilmiistiir. Ayrica dedektor sinyal toplama frekansi
6.25 Hz ve slit genisligi 1.2 nm’dir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Analizler sonucunda elde edilen kromatogramlar kullanilarak her bir derigim igin
pik alanlar1 analitik yanit olarak kabul edilmistir. Calismalar matriks ortaminda
yiirlitiildiiglinden i¢ standart kullanilmamis ve her bir derisime karsi gelen pik
alan1 degerlerinden yararlanilarak yontem gecerliligi uygulamalarindaki
hesaplamalar yapilmistir. Benzer sekilde pik alani1 degerleri kullanilarak gida ve
farmasotik  Uriin -~ Orneklerindeki  tatlandirict  igeriklerinin  belirlenmesi
gerceklestirilmistir.

Yontem Gegerliliginin Tespiti (Validasyon)

Uluslararasi Harmonizasyon Konferansi'nin (ICH) tavsiye ettigi sekilde
validasyon islemleri gelistirilen yonteme uygulanmis ve yontemin analitik acidan
kabul edilebilir veriler sagladigi gosterilmistir. Yontemin validasyonu i¢in ICH
kilavuzunda da belirtildigi sekilde spesifiklik, kesinlik, dogruluk, dogrusallik,

tayin alt simiri, saptama smirt ve sistem uygunluk testleri yapilmistir (ICH
Q2(R1), 2005).

Sistem uygunluk testleri

Analizler swrasinda kullanilan YPSK cihazinin ve analiz kolonlarinin
performansin1 gosteren sistem uygunluk parametrelerinin hesaplanmasi yontem
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gelistirme basamaginda olduk¢a 6nemlidir. Ayirim giicii (Rs), kuyruklanma (T) ve
asimetri faktorii (AS), teorik tabaka sayisi (N), kapasite faktorii (k) ve segicilik
faktorii (o) gibi parametreler sistem uygunluk parametrelerini olusturur. Analizler
sirasinda degisken hareketli faz ile eliisyon yapildigindan bu parametrelerden N
hesaplanmamigtir. Yontem gelistirme sirasinda bu parametrelerin her biri tiim
tatlandiric1 standart maddeleri igin Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi
(USP) metoduna gore Shimadzu LabSolution LCsolution v1.11 SP1 veri analiz
programi kullanilarak hesaplanmistir (USP 30, 2006). Hesaplamalarda kullanilan
formiiller Cizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3. Sistem uygunluk parametreleri ile ilgili esitlikler

Parametre Esitlik

T: kuyruklanma faktori

w Wo 0s: pikin %5
005 yiiksekligindeki pik genisligi

Kuyruklanma faktorii =— >
2 X agos

0,05 pikin %5 yiiksekligindeki
ilk yarisinin genisligi

R: ayirim giicii
tg: alikonma zamani

tgp — lpp trp: Onceki pikin alikonma

Ayirim giicii W+ W, zamant
W: pik genisligi

W,: 6nceki pikin pik genisligi

k' = kapasite faktorii
Kapasite faktorii k'=—-1 t: alikonma zamam

to: 611 zaman

a: bagil alikonma zamani

k’1: birinci pikin kapasite
faktori

k’y: ikinci pikin kapasite
k. t,—t faktorii

Bagil alikonma zamani a=—=22
ky ti—t t;: birinci pikin alikonma

zamani

tp: ikinci pikin alikonma
zamant

to: 6lii zaman

Dogrusallik

Derisime karsi analit cevabinin gelistirilen yontemde dogru orantili olarak
degistigi ve korelasyon katsayisi (1) ile ifade edilen bir parametredir. Analizlerde
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icecek, sekerleme ve regel olmak iizere ii¢ farklt matriks ortaminda ACE-K, ASP,
ALI, NHDC, NEO (1.00, 2.00, 4.00, 6.00, 8.00, 10.00, 16.00, 20.00, 24.00, 30.00,
36.00, 40.00 mg/L), SAC (0.50, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 8.00, 10.00, 12.00,
15.00, 18.00, 20.00 mg/L) ve RBA (4.50, 9.00, 18.00, 27.00, 36.00, 45.00, 72.00,
90.00, 108.00, 135.00, 162.00, 180.00 mg/L) i¢in derisime kars1 analit cevabinin
yer aldig1 grafikler elde edilmistir. Dogrusallik, gilin i¢i ve gilinler arasi olarak
incelenmis ve dogrusal regresyon analiziyle egim, kesim, korelasyon katsayisi,
egim ve kesim degerlerinin %95 giiven seviyesindeki olast siirlar
hesaplanmistir. Bunlarin yan1 sira gruplar aras1 uyum, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile incelenmistir. Istatistiksel hesaplamalar GraphPad Prism v6.0b
programi ile yapilmustir.

Dogruluk

Analizler sonucu elde edilen degerlerin gergek degere yakinligi olarak
tanimlanmaktadir. Geri kazanim c¢aligmalarinda gercek degere ne kadar
yaklasildiginin bir gostergesidir. Ug farkli matriks ortami icerisine diisiik, orta ve
yiiksek seviyelerine (ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO i¢in 5.00, 10.00, 15.00
mg/L; SAC igin 2.50, 5.00, 7.50 mg/Lve RBA igin 22.50, 45.00, 67.50 mg/L)
denk gelecek sekilde standart madde ilave edilmistir. Her derisim seviyesi igin
ticer set hazirlanip analizlenmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir.

Kesinlik

Gelistirilen YPSK yontemiyle analizi yapilan etken maddelerin sonuglarinin
birbirine yakinliginin 6lgiisiidiir. Kesinlik ¢aligmalart giinler i¢i ve giinler arasi
deneyleri icermektedir. Dogrusallik ¢alismalarinda kullanilan 10.00 mg/L
derisimindeki ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO; 5.00 mg/L derisimindeki SAC ve
45.00 mg/L derisimindeki RBA ¢ozeltileri (n=10) ayn1 giin icerisinde ve ardigik
ti¢ gilin siire ile belirlenen kosullarda analiz edilmistir. Sonuglarin istatistiksel
degerlendirmesinde ortalama, ortalamanin standart hatast (SEM), SS, %BSS,
ortalamanin %95 giiven seviyesindeki olas1 sinirlar1 olarak verilmistir. Bunlarin
yani sira gruplar arasi uyum, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’in
coklu karsilastirma testi ile incelenmistir. Istatistiksel hesaplamalar GraphPad
Prism v6.0b programu ile yapilmistir.

Saptama sinirt (LOD) ve tayin alt stnirt (LOQ)

Saptama smir1 (LOD), analizi yapilan o6rnegin kromatogramdaki pikinin ve
yerinin belirdigi, ama miktar tayini sinirlari igerisine girmeyen en alt derisim
olarak degerlendirilmektedir. Tayin alt sinir1 (LOQ) ise analizi yapilan maddenin
kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin edilebilecegi,
dogrusallik araligr disinda olan veya araligin en alt smirimi olusturan derisim
diizeyi olarak bilinir. LOD ve LOQ degerleri, kromatogramlardaki sinyal siddeti
ve en yakin giiriiltii siddeti oranlar1 kullanilarak hesaplanmistir. Her bir matriks
icin kromatogramlardan elde edilen sinyal siddeti/giiriiltii siddeti degeri saptama
sinir1 i¢in 3, tayin sinir1 i¢in ise 10 ile carpilmistir.

Spesifiklik

Yontemin segiciligi, analizi yapilacak 6rnekde var olan ve bu maddeyle girisim
yapabilecek safsizliklarin yaninda analiz edilmek istenen maddenin Olciilebilme
yetenegi olarak degerlendirilir. Analitlerin safsizliklarinin muhtemel etkisini ve
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gida ve ilag matrikslerindeki diger maddelerin olusturabilecegi girisimleri
incelemek i¢in ii¢ farkli analiz kolonu ile arastirmalar yapilmistir. Her bir kolon
ile elde edilen kromatogramlar karsilagtirilmig ve herhangi bir pozitif veya negatif
girisime rastlanmamuistir. Ayrica analitlerin safliklart DAD dedektor ile kontrol
edilmisgtir.

Saglamlik

Bir analitik yontemin saglamligi yontem parametrelerindeki gozlenen kiigiik
degismelerin analitik yanita etkisinin kabul edilebilir diizeylerde oldugunun
gosterilmesidir. Bu amacla 10.00 mg/L derisimindeki ACE-K, ASP, ALI, NHDC,
NEO; 5.00 mg/L derisimindeki SAC ve 45.00 mg/L derisimindeki RBA
cozeltileri akis hiz1 (0.98, 1.00 ve 1.02 mL/dk), kolon sicakligi (29, 30 ve 31 °C),
tampon pH’1 (2.90, 3.00 ve 3.10) ve hareketli faz tampon yiizdesi (%49, %50 ve
%351) parametreleri degistirilerek analiz edilmis (n=3) ve % BSS degerleri
hesaplanmistir (Dejaegher ve Vander Heyden, 2007).

19



BULGULAR ve TARTISMA

Yogun tatlandiric1 6zellikli gida katki maddelerinin es zamanli tayini i¢in yiiksek
ayirma giicli, dogruluk ve tekrar edilebilirlik 6zelliklerinden dolayr YPSK teknigi
tercih edilmistir. YPSK teknigi kullanilarak gidalardaki tatlandirici igeriginin
saptanmasi ¢alismalarina yontem gelistirme c¢aligmalari ile baglanmistir. Yontem
gelistirme sirasinda 6zgiin bir calisma elde edebilmek i¢in hareketli ve sabit fazin
secimi, en uygun analiz kosullarinin belirlenmesi ve yontemin gegerliliginin
saglanmasindan sonra, gelistirilen yontem ticari olarak temin edilebilen gida
orneklerine uygulanmistir.

Tatlandiricilarin UV Bélgedeki Spektral Ozelliklerinin Incelenmesi

Caligmalara sinyallerin tespitinde foto diyot dizisi dedektor kullanilacagindan
calisilacak olan 1s1ma bdlgesinin belirlenebilmesi i¢in standartlarin UV-
spektroskopisi ile UV-goriiniir bolgedeki davraniglarinin  incelenmesi ile
baglanmistir. UV-spektrofotometrik yontemde kullanilmak iizere her bir
tatlandiric1 standart maddesini igeren standart ¢ozeltiler ACN:Su (30:70, V/v)
ortaminda hazirlanmis ve 1.00x10™ M olarak sekilde seyreltilmis ve 190-400 nm
araliginda tarama yapilmistir.

Maddelerin es zamanli olarak tayini icin birbirleriyle girisim yapmadiklar1 ve en
verimli sonuglarin alinabilecegi dalga boylarinin segilme zorunlulugu dikkate
alinarak spektrumlar1 taranmis ve es zamanli analizi miimkiin kilacak dalga boyu
secilmistir. Analitlerin hemen hemen tamaminda uzun dalga boylarinda
absorpsiyona rastlanmamistir. Ancak 200-210 nm yakinlarinda belirgin absorbans
sinyalleri gozlenmis ve YPSK c¢alismalarinda foto diyot dizisi dedektorii
kullanilarak 210 nm dalga boyunda sinyal tespiti yapilabilecegine karar
verilmistir. Spektrum taramalar1 Sekil 8-Sekil 14°de verilmistir.

0612

0,400 -

Abs.

0200

0,000

-0,062
190,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Sekil 8. ACE-K’nin UV-goriiniir bolgedeki spektrumu (C=1.00x10° M)
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1,500 - 4

1,000 B

Abs.

0.500 B

0,000

0,149 1 1 1
190,00 250.00 300,00 350,00 400,00
nm.

Sekil 9. SAC’in UV-goriiniir bolgedeki spektrumu (C=1.00x10" M)

1672 T T T

1.600 - .

1,000 B

Abs.

0,500 - -

0,000

0,145 1 1 1
190,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Sekil 10. ASP’nin UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (C=1.00x10"° M)
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0.7z0 T T T

0,600 - -

0,400 m

Abs.

0,200 B

0,000 -

-0,067 L L L
180,00 250,00 300,00 350,00 400,00
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Sekil 11. ALI’'min UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (C=1.00x10" M)

2674 T T T

2,000

Abs.

1,000

0,000

0,232 1 1 1
190,00 250,00 300,00 250,00 400,00
nm.

Sekil 12. NHDC’nin UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (C=1.00x10"> M)
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0,100 - -

0.000 =

-0,024 L L L
180,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Sekil 13. RBA’min UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (C=1.00x10° M)

1.301 T T T

1,000 B

Abs.

0,500 B

0,000

-0,120 1 1 1
190,00 250,00 300,00 250,00 400,00
nm.

Sekil 14. NEO’nun UV-goriiniir bolgedeki spektrumu (C=1.00x10° M)
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YPSK Yontemi Gelistirme

YPSK analizleri i¢in yapilan yontem gelistirme islemlerine, tayini hedeflenen
tatlandiricilarin kimyasal yapilar1 ve o6zellikleri, gecmiste yapilan caligmalar ve
giincel gelismeler dikkate alinarak hareketli faz ve kolon (sabit faz) se¢imiyle
devam edilmistir.

Sabit faz, kromatografik ayrimlarin kalbi niteliginde oldugu i¢in yontemsel
parametrelerin en dnemlisidir. Sabit faz se¢iminde gz Oniine alinmasi gereken en
onemli nokta, sabit fazin, analize konu olan bilesiklerin birbirlerinden ve girisim
yapabilecek diger bilesiklerden, saglikli analitik veri elde saglanabilecek diizeyde
ayrilmasim saglayacak fiziksel ve kimyasal o6zelliklere sahip olmasidir. Bu
baglamda partikiiliin fiziksel 6zellikleri (biiytikliik, gegirgenlik, partikiiller arasi
bosluklar, vb) ve kimyasal 6zellikleri (sahip oldugu ligadin 6zellikleri, basing,
sicaklik ve kimyasal etkilere karst direng, karbon yiikii, vb) degerlendirilmeli ve
analitlere ve orneklere en uygun sabit faz secilmelidir.

Calismamizda yukarida sayilan karakteristik 6zellikler incelenerek ve glinlimiiziin
kolon teknolojileri konusundaki son gelismeler géz oniine alinarak, yapisinda kati
bir ¢ekirdek ve onun etrafini saran pordéz bir katman tasiyan “core-shell”
teknolojisi ile iiretilmis ters faz sivi kromatografisi kolonlar1 kullanilmistir. Silika
bazli bu dolgu maddesi tipinin Cyg, fenilheksil ve pentaflorofenil (PFP) ligandina
sahip alt tipleri ile ¢alisilmis ve kromatografik acidan en iyi sonuglar Cig ligantl
kolon ile elde edildiginden deneysel g¢alismalar bu kolon ile yiiriitilmis ve
tamamlanmistir. Sekil 15-Sekil 17°de farkli liganth kolonlara ait kromatogramlar
yer almaktadir.
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Sekil 15. Ascentis® Express Cyg (2.7um, 100x4.6 mm) kolon icin ACE-K, ASP, ALI, NHDC,
NEO (10.00 mg/L), SAC (5.00 mg/L) ve RBA (45.00 mg/L) standartlarin iceren ¢ozeltinin
kromatogram
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Sekil 16. Ascentis® Express Phenyl-Hexyl (2.7um, 100x4.6 mm) kolon icin ACE-K, ASP,
ALI, NHDC, NEO (10.00 mg/L), SAC (5.00 mg/L) ve RBA (45.00 mg/L) standartlarim i¢eren
¢ozeltinin kromatogram
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Sekil 17. Ascentis® Express F5 (2.7num, 100%x4.6 mm) kolon icin ACE-K, ASP, ALI, NHDC,
NEO (10.00 mg/L), SAC (5.00 mg/L) ve RBA (45.00 mg/L) standartlarim iceren c¢ozeltinin
kromatogram

Hareketli faz se¢imi i¢in yliriitiilen ¢aligmalara genel kullanima sahip, goreceli
olarak ucuz YPSK coziiciileri olan su, MeOH, ACN ve ¢esitli tampon tiplerini
iceren hareketli fazlarin denenmesi ile baslanmistir. MeOH-su ve ACN-su
bilesimine sahip hareketli fazlar karsilastirilmis, daha diistik viskozite ve daha
yiiksek ayirma verimi sagladigi ve MeOH-su karisiminda caligilan dalga boyunda
daha yiiksek baseline giiriiltiisii gdzlendigi icin uygulamada ACN-su karisimi
tercih edilmistir. Her bir tatlandiric i¢in diisiik polarliktan yiliksek polarliga dogru
ACN iceren hareketli fazlar denenmis ve analitlerin kolondaki davraniglar
incelenmistir. Bu calismalarda ACN:Su (30:70, v/v) ortaminda hazirlanmis
1.00x10™° M derisimindeki tatlandirici standart ¢ozeltileri kullanilmistir. Her bir
tatlandirict standart ¢ozeltisi icin ACN:Su (10:90, v/v) iceren hareketli faz
ortaminda izokratik eliisyon gergeklestirilmistir. Caligmalar 1 ml/dk akis hiz1 ve
30 °C kolon sicakliginda Cig ligantli sabit fazda gerceklestirilmis ve 210 nm dalga
boyunda analitik yanitlar kaydedilmistir. Analizlerden elde edilen kromatogramlar
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Sekil 18’de yer almaktadir.
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Sekil 18. ACN:Su (10:90, v/v) iceren hareketli faz ile elde edilen kromatogramlar (a) ACE-K,
(b) SAC, (c) ASP, (d) ALLI, (¢) NHDC, (f) RBA ve (g) NEO

% 5’in iistiinde ACN igeren hareketli fazlar kullanildiginda ACE-K ve SAC i¢in
cok diisiik alikonma zamanlar1 gézlenmis ve pikler birbirine ¢ok yaklagmistir.
ASP, ALIL, NHDC, RBA ve NEO i¢in ise % 5-10 araliginda ACN igeren hareketli
fazlar ile eliisyon siiresi ¢ok uzadigindan kabul edilebilir bir analiz siiresi ve ayrim
giicii ile es zamanl analiz gerceklestirebilmek icin degisken hareketli faz sistemi
kullanilmasi zorunlu hale gelmistir. % 2-40 araliginda ACN degisimini ve % 10-
50 araliginda tampon igeren hareketli faz sistemleri analit karisimina (ACE-K,
ASP, ALI, NHDC, NEO 10.00 mg/L; SAC 5.00 mg/L ve RBA 45.00 mg/L)
uygulanmistir.
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Maddelerin birbirinden farkli asidik 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle (ACE igin
pKa= -0.28, pKs= 1.60, ASP i¢in pKy= 3.71 ve pKgp= 7.55, ALI i¢in pKy= 3.71
ve pKgp= 7.64, NHDC i¢in pK;=6.85, RBA i¢in pK,;=12.51, i¢in pKy= 3.68 ve
pKa= 8.33) pik sekillerinin 1iyilestirilmesi icin hareketli faza tamponu
eklenmesine karar verilmistir. pH 2.0-7.0 araliginda degisen farkli derisimlerdeki
tamponlar denenmis ve elde edilen sonuglar degerlendirilerek Fosfat tamponu
(0.025 M pH 3.0) kullanilmasina karar verilmistir.

Hareketli fazin akis hizim1 belirlemek i¢in 0.8-1.2 mL/dk araliginda akis hizlar
denenmis akis hizi diistiik¢e analitlerin kolondan ¢ikis siirelerinin uzadigi, pik
alanlarinin  biiytidiigli, pik tabanlarinin genisledigi ve pik morfolojilerinin
simetrisini kaybederek kotiilestigi; akis hizi artirlldiginda ise analitlerin eliisyon
sirelerinin ve pik alanlarmin azaldigi, pik tabanlarmin daraldigi ve pik
morfolojilerinin diizeldigi ancak piklerin birbirine gittikge yaklastigi tespit
edilmistir. Hareketli faz akis hizi olarak pik 06zelliklerinin istenen diizeyde
tutulabildigi 1.00 mL/dk akis hizinda ¢alismalara devam edilmistir.

Caligmalarda kullanilacak kolon sicakhigini belirlemek i¢in 25-40 °C araliginda
denemeler yapilmis sicaklik artisinin ¢dziicii viskozitesini azalttigi i¢in basinct
diisiirdiigli ve molekiilllerin kinetik enerjilerini artirarak eliisyon siirelerini
kisalttigr goriilmiistir. Elde edilen verilerden c¢aligmalarda kullanilabilecek
sicaklik gdzlenen kolon basinci ve kolon kimyasi gz oniine aliarak 30 °C olarak
belirlenmistir.

Belirtilen 6n ¢alismalar sonucunda 30 °C kolon sicakligi ve 1.00 mL/dk hareketli
faz akis hizinda Fosfat tamponu (0.025 M pH 3.0) kullanilarak Cizelge 4’deki
hareketli faz sisteminin gerekli ayirmayr sagladigi diislintilmiis ve validasyon
caligmalarina bu sistemle devam edilmistir. Bu sistemle analitler yaklasik 13.0 dk
sonunda birbirinden ayrilmis ve analiz 20.0 dk i¢inde tamamlanmistir.

Cizelge 4. Degisken hareketli faz sistemi

Zaman (dk) ACN (%) Tampon (%) Su (%)
0.0 2 50 48

0.0-13.0 235 50 48—15

13.0-15.0 35—2 50 15—-48
15.0-20.0 2 50 48

Calismalar ti¢ farkli matriks ortaminda gergeklestirildiginden oncelikle matriks
¢ozeltilerinin kolondaki davraniglar1 incelenmistir. Sekil 19-Sekil 21°de icecek,
sekerleme ve recel matriks ¢ozeltilerinin uygulanan degisken hareketli faz sistemi
ile elde edilen kromatogramlar yer almaktadir. Sekil 22-Sekil 24’de ise icecek,
sekerleme ve regel matriksinde 10.00 mg/L ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO;
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5.00 mg/L SAC ve 45.00 mg/L RBA igeren karigimlarin kromatogramlari yer
almaktadir.
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Sekil 19.Icecek matriksi iceren ¢ozeltinin kromatogram
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Sekil 20.Sekerleme matriksi iceren ¢ozeltinin kromatogram
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Sekil 21. Recel matriksi iceren ¢ozeltinin kromatogram

mAU )
210nm4nm (1.00
51 SAC NHDC

ASP
20 ALI

ACE-K

NEO

157 RBA

10+

B e B B B B B B A
0.0 25 5.0 75 100 125 150 175 min

Sekil 22. icecek matriksinde ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO (10.00 mg/L), SAC (5.00 mg/L)
ve RBA (45.00 mg/L) standartlarini iceren ¢ozeltinin kromatogram
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Sekil 23. Sekerleme matriksinde ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO (10.00 mg/L), SAC (5.00
mg/L) ve RBA (45.00 mg/L) standartlarini iceren ¢ézeltinin kromatogram
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Sekil 24. Recel matriksinde ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO (10.00 mg/L), SAC (5.00 mg/L)
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ve RBA (45.00 mg/L) standartlarim iceren ¢ozeltinin kromatogram

Validasyon c¢aligmalart Oncesinde gelistirilen yontemin kabul edilebilir veri
sagladigmin belirlenmesi i¢in SUT analizi yapilmistir. USP o6lgiitlerine gore
yapilan degerlendirmede gelistirilen YPSK yonteminin analiz yapmaya uygun
oldugu diisiincesine ulasilmistir (USP 30, 2006).

Cizelge 5-Cizelge 7’de verilmektedir
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Cizelge 5. icecek matriksi icin SUT sonuclar

Parametre ACE-K SAC ASP ALI NHDC RBA NEO Tavsiye edilen deger
Alikonma zaman (dk) 2.762 4.130 7.409 8.573 11.605 12.928 13.767
Kuyruklanma faktorii (T) 1.555 1.897 1.509 1.466 1.451 1.415 1.386 <2
Asimetri faktorii (As) 1.480 1.682 1.452 1.418 1.423 1.400 1.364 0,95<A<1,2
Kapasite faktorii (k) 1.659 2.976 6.133 7.254 10.173 11.447 12.254 2<k<10
Ayirim giicii (R;) 8.255 22.504 8.984 23.342 10.672 6.912 >2
Secicilik faktorii (o) 1.794 2.061 1.183 1.402 1.125 1.070 >1
Alikonma zamaninin %BSS 0.29 0.20 0.11 0.08 0.05 0.06 0.06 <1




(4>

Cizelge 6. Sekerleme matriksi i¢cin SUT sonuclari

Parametre ACE-K SAC ASP ALl NHDC RBA NEO Tavsiye edilen deger
Alikonma zamam (dk) 2.751 4.112 7.395 8.562 11.589 12.909 13.750
Kuyruklanma faktorii (T) 1.360 1.749 1.330 1.328 1.281 1.387 1.291 <2
Asimetri faktorii (Ag) 1.300 1.528 1.288 1.296 1.254 1.373 1.279 0,95<A<1,2
Kapasite faktorii (k) 1.142 2.202 4.758 5.667 8.024 9.052 9.706 2<k<10
Ayirim giicii (Rg) 7.571 21.290 9.047 23.778 11.012 7.115 >2
Segicilik faktorii (o) 1.928 2.161 1.191 1.416 1.128 1.072 >1
Alikonma zamaninin %BSS 0.47 0.44 0.27 0.14 0.08 0.07 0.08 <1
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Cizelge 7. Recel matriksi icin SUT sonuclar:

Parametre ACE-K SAC ASP ALl NHDC RBA NEO Tavsiye edilen deger
Alikonma zamam (dk) 2.752 4.124 7.403 8.577 11.608 12.935 13.774
Kuyruklanma faktorii (T) 1.505 1.934 1.459 1.418 1.428 1.441 1.380 <2
Asimetri faktorii (Ag) 1.429 1.692 1.421 1.390 1.407 1.426 1.368 0,95<A<1,2
Kapasite faktorii (k) 1.146 2.216 4.774 5.689 8.053 9.088 9.742 2<k<10
Ayirim giicii (Rs) 8.566 23.629 9.774 25.783 11.906 7.501 >2
Secicilik faktorii (o) 1.934 2.155 1.192 1.415 1.129 1.072 >1
Alikonma zamaninin %BSS 0.36 0.37 0.53 0.12 0.15 0.16 0.11 <1




YPSK Yonteminin Validasyonu

Hedef maddelerin analizi ig¢in gelistirilen yOntemin validasyonu, analitik
yontemlerin validasyonu iizerine ICH tarafindan yaymnlanan kilavuzda belirtilen
tavsiyeler {izerine yapilmistir. Yontemin dogrulugunu ve karmasik gida
orneklerine uygulanabilirligini  belirleyebilmek amaciyla standart katma
yontemine dayali geri kazamim calismalar1 yapilmistir. Tayini hedeflenen
maddeler disindaki bilesenlerin yontem ile yaptig1 etkilesimi incelemek igin ii¢
ayr1 matriks ortami igerisine diisiik, orta ve yiiksek seviyelerine (ACE-K, ASP,
ALIL, NHDC, NEO i¢in 5.00, 10.00, 15.00 mg/L; SAC i¢in 2.50, 5.00, 7.50
mg/Lve RBA i¢in 22.50, 45.00, 67.50 mg/L) denk gelecek sekilde standart madde
karigimi ilave edilmistir. Her derisim seviyesi i¢in tiger set hazirlanip analizlenmis
ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Sonuglar, O6rnek bilesenlerinin
analitlerin tayinine beklenenden olumsuz etki yapmadigini gostermektedir.
Yontemin dogruluguna iliskin veriler Cizelge 8-Cizelge 10°da verilmektedir.

Cizelge 8. Icecek matriksi icin dogruluk calismalarinin sonuclar:

Tatlandiric: Derisim Eklenen Bulunan % Geri Ortalama Geri
Yiizdesi (mg/L) (mg/L) Kazanim Kazamim

50 5.00 4.79 95.89

ACE-K 100 10.00 9.98 99.75 97.47
150 15.00 14.52 96.78
50 2.50 2.40 95.85

SAC 100 5.00 4.85 96.92 96.23
150 7.50 7.19 95.92
50 5.00 4.94 98.77

ASP 100 10.00 10.04 100.37 97.75
150 15.00 14.12 94.12
50 5.00 4.83 96.62

ALI 100 10.00 9.83 98.28 96.79
150 15.00 14.32 95.46
50 5.00 4.95 98.92

NHDC 100 10.00 9.99 99.88 97.99
150 15.00 14.27 95.16
50 22.50 21.28 94.59

RBA 100 45.00 44.53 98.95 95.94
150 67.50 63.64 94.28
50 5.00 4.86 97.10

NEO 100 10.00 10.02 100.25 97.72
150 15.00 14.37 95.80
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Cizelge 9. Sekerleme matriksi icin dogruluk ¢calismalarinin sonuclari

Tatlandirict Derisim Eklenen Bulunan % Geri Ortalama Geri
Yiizdesi (mg/L) (mg/L) Kazanim Kazanim
50 5.00 4.80 95.85
ACE-K 100 10.00 9.91 99.04 96.45
150 15.00 14.18 94.46
50 2.50 2.38 95.26
SAC 100 5.00 4,98 99.45 96.36
150 7.50 7.09 94.35
50 5.00 4.86 97.16 97 56
ASP 100 10.00 10.00 100.06 '
150 15.00 14.31 95.41
50 5.00 4.70 94.01 95.73
ALI 100 10.00 9.98 99.69 '
150 15.00 14.04 93.49
50 5.00 4.79 95.27 95.69
NHDC 100 10.00 9.99 100.04 '
150 15.00 13.77 91.77
50 22.50 22.13 97.80 9728
RBA 100 45.00 44.68 99.16 '
150 67.50 64.23 94.89
50 5.00 4.74 94.81
NEO 100 10.00 9.96 99.64 95.91
150 15.00 13.98 93.27

Cizelge 10 . Recel matriksi i¢in dogruluk ¢calismalarimin sonuglari

Tatlandirict Derisim Eklenen Bulunan % Geri Ortalama Geri
Yiizdesi (mg/L) (mg/L) Kazanim Kazamim

50 5.00 4.81 96.04

ACE-K 100 10.00 9.95 99.45 96.96
150 15.00 14.32 95.38
50 2.50 2.36 94.39

SAC 100 5.00 5.07 101.34 96.91
150 7.50 7.13 95.00
50 5.00 4.72 94.41

ASP 100 10.00 10.13 101.31 97.26
150 15.00 14.41 96.08
50 5.00 5.22 104.39

ALI 100 10.00 9.92 99.11 103.09
150 15.00 15.88 105.77
50 5.00 5.11 101.77

NHDC 100 10.00 10.02 100.39 101.36
150 15.00 15.30 101.92
50 22.50 21.88 96.70

RBA 100 45.00 44.34 98.40 96.71
150 67.50 64.31 95.01
50 5.00 5.03 100.69

NEO 100 10.00 10.07 100.81 100.87
150 15.00 15.15 101.09

Yontemin kesinligi, tekrar edilebilirlik ¢aligmalari ile saptanmistir. Dogrusallik
caligmalarinda kullanilan 10.00 mg/L ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO; 5.00
mg/L SAC ve 45.00 mg/L RBA igeren ¢dzelti ayn1 giin igerisinde ve ardigik 3 giin
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stire ile belirlenen kosullarda analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarin standart
sapmasi, bagil standart sapmasi ve giiven aralii parametrelerinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesiyle gelistirilen yOontemin kesinlik yoniinden analitik
acidan yeterli diizeyde (%BSS <2.0) oldugu goriilmiistiir. Kesinlik sonuglari
Cizelge 11-Cizelge 13’de verilmistir.

Cizelge 11. Icecek matriksinde tatlandirici standart cozeltileri icin kesinlik cahismalarmin
istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici Giinler aras1
1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=30)
(n=10) (n=10) (n=10)

Ortalama 85712 85236 85403 85450

v En diisiik ortalama GA o5 84776 84840 84452 85035
u; [En yiiksek ortalama GA o5 86648 85633 86354 85862

2() SS 1309.0 554.5 1330.0 1103.0
SEM 413.8 175.3 420.5 201.3
%BSS 1.53 0.65 1.56 1.29

Ortalama 126126 126071 125312 125836

En diisiik ortalama GA o5 124922 125324 124387 125325

O | En yiiksek ortalama GA ¢,95 127330 126817 126237 126348
D SS 1683 1043 1293 1371
SEM 532.2 329.9 409.0 250.2
%BSS 1.33 0.83 1.03 1.09

Ortalama 79404 78610 78721 78911

En diisiik ortalama GA o 78728 77862 78388 78575

% En yiiksek ortalama GA o5 80080 79358 79054 79248
< SS 945.2 1045.0 465.5 900.6
SEM 298.9 330.6 147.2 164.4
%BSS 1.19 1.33 0.59 1.14

Ortalama 69080 69005 68625 68904

En diisiik ortalama GA o5 68460 68086 68194 68550

= [En yiiksek ortalama GA o5 69700 69923 69064 69259
< SS 867.0 1284.0 607.8 948.5
SEM 274.2 406.0 192.2 173.2
%BSS 1.26 1.86 0.89 1.38

Ortalama 99186 98798 99245 99076

En diisiik ortalama GA o5 98769 98593 98930 98897

8 En yiiksek ortalama GA o9 99603 99004 99560 99256
% SS 582.5 287.4 440.8 481.5
SEM 184.2 90.89 139.4 87.91
%BSS 0.59 0.29 0.44 0.49

Ortalama 36470 35737 35335 35847

En diisiik ortalama GA o5 35808 35414 35041 35556

g En yiiksek ortalama GA o9 37133 36060 35629 36139
o SS 925.6 451.5 411.1 781.2
SEM 292.7 142.8 130.0 142.6
%BSS 2.54 1.26 1.16 2.18

Ortalama 66673 66252 66747 66558

En diisiik ortalama GA o5 66372 65884 66451 66375

8 En yiiksek ortalama GA o5 66974 66620 67044 66740
zZ SS 420.7 514.6 414.5 489.6
SEM 133.0 162.7 131.1 89.39
%BSS 0.63 0.78 0.62 0.74
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Cizelge 12. Sekerleme matriksinde tatlandiric1 standart c¢ozeltileri icin Kkesinlik
calismalarinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici Giinler arasi
1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=30)
(n=10) (n=10) (n=10)
Ortalama 87456 87282 88000 87579
v En diisiik ortalama GA o5 86791 86251 87060 87115
41 [ En yiiksek ortalama GA o955 88120 88313 88940 88043
(<'E) SS 928.8 1441 1314 1243
SEM 293.7 455.7 415.6 226.9
%BSS 1.06 1.65 1.49 1.42
Ortalama 130109 129163 131233 130168
En diisiik ortalama GA o5 129356 127631 129810 129446
O | En yiiksek ortalama GA o 130861 130695 132656 130890
D SS 1052 2142 1989 1933
SEM 332.6 677.3 629.1 352.9
%BSS 0.81 1.66 1.52 1.48
Ortalama 80749 80812 80752 80771
En diisiik ortalama GA 95 79977 80231 80055 80424
3-) En yiiksek ortalama GA o5 81521 81392 81449 81117
< SS 1079.0 811.3 974.0 927.9
SEM 341.3 256.5 308.0 169.4
%BSS 1.34 1.00 1.21 1.15
Ortalama 71069 71038 71566 71224
En diisiik ortalama GA o5 70231 70364 70630 70800
= |En yiiksek ortalama GA o5 71907 71712 72501 71649
< SS 1171.0 942.2 1308.0 1137
SEM 370.3 258.0 413.6 207.6
%BSS 1.65 1.33 1.83 1.60
Ortalama 102729 102472 102597 102599
En diisiik ortalama GA o5 102359 101883 102312 102377
8 En yiiksek ortalama GA o 103099 103061 102883 102822
< SS 517.3 8235 399.1 595.3
SEM 163.6 260.4 126.2 108.7
%BSS 0.50 0.80 0.39 0.58
Ortalama 36254 36283 36319 36286
En diisiik ortalama GA o5 35880 35922 36010 36109
g En yiiksek ortalama GA o5 36629 36644 36628 36462
x SS 523.9 504.7 431.9 472.1
SEM 165.7 159.6 136.6 86.19
%BSS 1.44 1.39 1.19 1.30
Ortalama 68274 68250 68410 68311
En diisiik ortalama GA o5 67721 67745 67991 68060
8 En yiiksek ortalama GA o5 68827 68755 68828 68562
zZ SS 773.0 705.9 584.8 671.8
SEM 244 .4 223.2 184.9 122.7
%BSS 1.13 1.03 0.85 0.98
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Cizelge 13. Recel matriksinde tatlandirici standart cozeltileri icin kesinlik calismalarinin
istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici Giinler arasi
1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=30)
(n=10) (n=10) (n=10)

Ortalama 85280 85263 85210 85251

v En diisiik ortalama GA o5 84433 84717 84475 84888
41 | Enyiiksek ortalama GA o495 86127 85810 85946 85614
2 SS 1183 764.1 1028 972.0
SEM 374.2 241.6 325.1 177.5
%BSS 1.39 0.90 1.21 1.14

Ortalama 127196 126170 125866 126411

En diisiik ortalama GA o5 125721 125137 124580 125732

O | En yiiksek ortalama GA o5 128671 127203 127152 127089
S sS 2062 1444 1798 1818
SEM 652.0 456.6 568.4 331.9
%BSS 1.62 1.14 1.43 1.44

Ortalama 78221 77815 78041 78092

En diisiik ortalama GA o5 77607 77414 77290 77688

% En yiiksek ortalama GA o5 78835 78216 78792 78497
< SS 858.2 560.5 1050 1083
SEM 271.4 177.2 331.9 197.7
%BSS 1.10 0.72 1.34 1.39

Ortalama 69037 69218 68642 68966

En diisiik ortalama GA o5 68370 68687 68104 68659

= |En yiiksek ortalama GA s 69703 69749 69181 69273
< SS 932.1 741.7 753.0 822.2
SEM 294.7 234.6 238.1 150.1
%BSS 1.35 1.07 1.10 1.19

Ortalama 99092 99264 100164 99506

En diisiik ortalama GA o5 98523 98885 99801 99219

8 En yiiksek ortalama GA o5 99661 99642 100527 99794
% SS 795.3 529.7 507.1 769.4
SEM 251.5 167.5 160.4 140.5
%BSS 0.80 0.53 0.51 0.77

Ortalama 35628 35367 35817 35604

En diisiik ortalama GA o5 35301 35088 35665 35454

g En yiiksek ortalama GA o5 35955 35646 35969 35754
14 SS 457.0 389.8 212.1 401.5
SEM 144.5 123.3 67.09 73.30
%BSS 1.28 1.10 0.59 1.13

Ortalama 66778 66438 66930 66715

En diisiik ortalama GA o5 66529 66204 66748 66578

8 En yiiksek ortalama GA o5 67027 66671 67111 66852
P SS 348.4 326.1 253.9 366.7
SEM 110.2 103.1 80.28 66.95
%BSS 0.52 0.49 0.38 0.55
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Yontemin dogrusalligini incelemek amaciyla icecek, sekerleme ve recel olmak
tizere ii¢ farkli matriks ortaminda ACE-K, ASP, ALI, NHDC, NEO (1.00, 2.00,
4.00, 6.00, 8.00, 10.00, 16.00, 20.00, 24.00, 30.00, 36.00, 40.00 mg/L), SAC
(0.50, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 5.00, 8.00, 10.00, 12.00, 15.00, 18.00, 20.00 mg/L)
ve RBA (4.50, 9.00, 18.00, 27.00, 36.00, 45.00, 72.00, 90.00, 108.00, 135.00,
162.00, 180.00 mg/L) i¢in derisime kars1 analit cevabinin yer aldig1 grafikler elde
edilmistir. Dogrusallik, giin i¢i ve giinler arasi olarak incelenmis ve dogrusal
regresyon analiziyle egim, kesim, korelasyon Kkatsayisi, egim ve kesim
degerlerinin %95 giiven seviyesindeki olast smirlart hesaplanmistir. Tayini
yapilan tiim tatlandirici tiplerinin yontemin belirtilen derisim araliginda dogrusal
sonuglar verdigi ve Lambert-Beer Yasasi’na uydugu goriilmiistiir. Yontemin giin
ici ve giinler aras1 dogrusallifina iliskin istatistiksel veriler Cizelge 14-Cizelge
34°de verilmistir.

Cizelge 14. icecek matriksi icin ACE-K standart cozeltisinin giin ici ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12) G“?;‘fsg)r ast

Aralik (mg/L) 1.00-40.00

Egim 8672+30.62 | 8729+25.41 8748 £ 70.67 8716 + 26.09

Kesim 51376404 | -1046=531.4 | -1508+ 1478 -1022 + 545.8

r 0.9999 1.000 0.9997 0.9998
Egim GA o5 | 8603 - 8740 8673 - 8786 8590 - 8905 8663 - 8769
Kesim GA g5 | -1941-913.1 | -2230- 1383 -4800 - 1785 -2132-87.52
LOQ (mg/L) 0.35 0.34 0.34 0.34
LOD (mg/L) 0.11 0.10 0.10 0.10
ANOVA F(2.22)=0.124P >0.05

39




Cizelge 15. icecek matriksi icin SAC standart cozeltisinin giin ici ve giinler aras1 dogrusalhk
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 0.50-20.00
Egim 25636 +266.7 25987 £ 113.7 25853 +153.8 25825 +£110.7
Kesim 2600 + 2789 -963.7 £ 1189 -2106 = 1608 -156.4 £ 1158
r 0.9995 0.9999 0.9998 0.9997
Egim GA o5 25042 - 26230 25733 - 26240 25511 -26196 25600 - 26050
Kesim GA o5 -3614 - 8814 -3612 - 1685 -5689 - 1478 -2512-2199
LOQ (mg/L) 0.12 0.12 0.12 0.12
LOD (mg/L) 0.04 0.03 0.04 0.04
ANOVA

F (2.22) = 1.648 P> 0.05

Cizelge 16. icecek matriksi icin ASP standart ¢ozeltisinin giin ici ve giinler aras1 dogrusallk
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 1.00-40.00
Egim 7906 + 37.45 8036 + 40.00 7896 + 38.92 7946 + 24.34
Kesim 1560 + 783.2 -906.0 + 836.5 714.0 + 814.1 455.8 +509.0
r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9998
Egim GA o5 7823 - 7990 7947 - 8125 7810 - 7983 7897 - 7996
Kesim GA g5 -185.5-3305 -2770 - 957.7 -1100 - 2528 -579.2 - 1491
LOQ (mg/L) 0.37 0.37 0.36 0.37
LOD (mg/L) 0.11 0.11 0.11 0.11
ANOVA

F (2.22) = 0.785 P> 0.05
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Cizelge 17. icecek matriksi icin ALI standart cozeltisinin giin ici ve giinler aras1 dogrusalhk
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Arahk (mg/L) 1.00-40.00
Egim 6985 +31.95 6962 + 37.53 6907 £ 51.53 6951 +23.28
Kesim -123.3 £ 668.2 -185.4+784.9 1325+ 1078 338.8 +486.9
r 0.9999 0.9999 0.9997 0.9998
Egim GA o5 6914 - 7057 6878 - 7046 6792 - 7021 6904 - 6999
Kesim GA o5 -1612 - 1365 -1934 - 1563 -1076 - 3726 -651.3 - 1329
LOQ (mg/L) 0.42 0.43 0.43 0.43
LOD (mg/L) 0.13 0.13 0.13 0.13
ANOVA F (2.22)=0.374 P> 0.05

Cizelge 18. Icecek matriksi icin NHDC standart cozeltisinin giin ici ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 1.00-40.00
Egim 9947 +13.13 9954 + 15.64 9938 + 15.00 9946 + 8.181
Kesim -425.0+£274.6 | -509.6 +327.0 -534.3 £313.7 -489.6 £ 171.1
r 1.000 1.000 1.000 1.000
Egim GA o5 9918 - 9976 9919 - 9988 9905 - 9972 9930 - 9963
Kesim GA g5 -1037 - 186.8 -1238-219.0 -1233 - 164.7 -837.6 - -141.7
LOQ (mg/L) 0.30 0.30 0.30 0.30
LOD (mg/L) 0.09 0.09 0.09 0.09
ANOVA F (2.22) =0.637 P> 0.05
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Cizelge 19. Icecek matriksi icin RBA standart ¢ozeltisinin giin ici ve giinler aras1 dogrusalhk
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Arahk (mg/L) 4.50-180.00
Egim 808.8 + 6.468 804.4 £4.152 816.8 £3.922 810.0 £2.867
Kesim 720.6 + 608.7 1194 +390.8 -40.85 £369.1 624.8 £269.8
r 0.9997 0.9999 0.9999 0.9998
Egim GA o5 794.4 - 823.2 795.2 - 813.7 808.0 - 825.5 804.2 - 815.8
Kesim GA o5 -635.5 - 2077 323.9 - 2065 -863.2 - 781.5 76.10- 1173
LOQ (mg/L) 3.37 3.61 3.54 3.51
LOD (mg/L) 1.01 1.08 1.06 1.05
ANOVA F (2.22) = 0.457 P> 0.05

Cizelge 20. icecek matriksi icin NEO standart cozeltisinin giin ici ve giinler aras1 dogrusalhk
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler aras1

(n=36)
Aralik (mg/L) 1.00-40.00
Egim 6693 +6.529 | 6723+12.16 6717 £ 10.77 6711 +6.151
Kesim 2151+136.5 | -853.5+2543 | -4443+2252 -504.3 +128.7
r 1.000 1.000 1.000 1.000
Egim GA o5 | 6679 - 6708 6695 - 6750 6693 - 6741 6698 - 6723
Kesim GA g5 | -519.3-89.15 | -1420--286.9 | -946.0-57.48 -765.9 - -242.7
LOQ (mg/L) 0.45 0.45 0.45 0.45
LOD (mg/L) 0.14 0.14 0.13 0.14
ANOVA F(2.22) = 1.368 P> 0.05
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Cizelge 21. Sekerleme matriksi icin ACE-K standart cézeltisinin giin ici ve giinler arasi

dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Arahk (mg/L) 1.00-40.00
Egim 8781 +38.23 8794 +36.27 8787 +35.55 8787 +20.13
Kesim 1265 +799.6 759.9 + 758.6 625.6 + 743 .4 883.6 +421.0
r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999
Egim GA %95 8696 - 8866 8713 - 8875 8708 - 8867 8747 - 8828
Kesim GA %95 | -516.3 - 3047 -930.2 - 2450 -1031 - 2282 27.36-1740
LOQ (mg/L) 0.34 0.34 0.34 0.34
LOD (mg/L) 0.10 0.10 0.10 0.10
ANOVA F (2.22)=0.770 P> 0.05

Cizelge 22. Sekerleme matriksi icin SAC standart cozeltisinin giin ici

dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

ve giinler arasi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 0.50-20.00
Egim 26346 £ 118.0 | 26267 +1004 26380+ 111.1 26331 +60.53
Kesim -953.6 + 1234 -721.8 £1050 -1134 £ 1162 -936.5 +632.9
r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999
Egim GA %95 | 26083 - 26609 | 26044 - 26491 26132 - 26627 26208 - 26454
Kesim GA %95 | -3703 - 1795 -3062 - 1618 -3723 - 1454 -2224 - 350.6
LOQ (mg/L) 0.11 0.11 0.12 0.12
LOD (mg/L) 0.03 0.03 0.04 0.03
ANOVA F (2.22)=0.338 P> 0.05
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Cizelge 23. Sekerleme matriksi icin ASP standart cozeltisinin giin ici ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin igi (n=12) G“z‘;‘;gz)r asi
Aralik (mg/L) 1.00-40.00
Egim 8066+26.06 | 80571897 | 8035+31.86 8053 + 14.46
Kesim 700545451 | 608143968 | 969.8 6663 759.4 +302.4
r 0.9999 1.000 0.9999 0.9999
Egim GA %95 | 8008-8125 | 8015-8099 | 7964-8106 8023 - 8082
Kesim GA %95 | -5140-1915 | -276.1-1492 | -514.8-2454 144.4 - 1374
LOQ (mg/L) 036 037 037 037
LOD (mg/L) 0.11 0.11 0.11 0.11
ANOVA F (2.22)=0.186 P> 0.05

Cizelge 24. Sekerleme matriksi icin ALI standart cozeltisinin giin ici ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ii (n=12) G“E‘;‘:’gg)r ast

Aralik (mg/L) 1.00-40.00

Egim 707142667 | 7042+2129 | 7093+ 17.77 7068 + 13.20

Kesim 793.0+5578 | 136644452 | -161.9+371.6 665.8 4 276.1

r 0.9999 1.000 1.000 0.9999
Egim GA o5 | 7011-7130 | 6994 - 7089 7053 - 7132 7042 - 7095
Kesim GA yigs | -449.8-2036 | 374.4-2358 | -989.7-666.0 104.4 - 1227
LOQ (mg/L) 0.41 0.42 0.43 0.42
LOD (mg/L) 0.12 0.13 0.13 0.13
ANOVA F (2.22) = 1.652 P> 0.05
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Cizelge 25. Sekerleme matriksi icin NHDC standart ¢ozeltisinin giin i¢i ve giinler arasi

dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Arahk (mg/L) 1.00-40.00
Egim 10252 +9.049 10270 + 12.82 10313 +£10.27 10279 +7.315
Kesim 311.1 £189.3 73.00 + 268.2 -678.3 £214.7 -98.09 £ 153.0
r 1.000 1.000 1.000 1.000
Egim GA o5 10232 - 10273 10242 - 10299 10290 - 10336 10264 - 10293
Kesim GA o5 -110.6 - 732.7 -524.4-670.4 -1157 - -200.0 -409.2 - 213.0
LOQ (mg/L) 0.29 0.29 0.29 0.29
LOD (mg/L) 0.09 0.09 0.09 0.09
ANOVA F (2.22) = 0.029 P> 0.05

Cizelge 26. Sekerleme matriksi icin RBA standart c¢ozeltisinin giin ici

dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

ve giinler arasi

Giin ici (n=12)

Giinler aras1

(n=36)
Arahk (mg/L) 4.50-180.00
Egim 811.0 £4.794 813.8 +4.442 819.5 +4.803 814.8 +£2.672
Kesim 385.4+451.2 -215.7 +£418.1 -670.2 £452.1 -166.8 £ 251.5
r 0.9998 0.9999 0.9998 0.9998
Egim GA o5 800.3 - 821.7 803.9 - 823.7 808.8 - 830.2 809.3 - 820.2
Kesim GA o5 -619.8 - 1391 -1147 -715.8 -1677 - 337.0 -678.3 - 344.7
LOQ (mg/L) 3.73 3.69 3.75 3.73
LOD (mg/L) 1.12 1.11 1.12 1.12
ANOVA F (2.22)=2.753 P> 0.05
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Cizelge 27. Sekerleme matriksi icin NEO standart cozeltisinin giin ici ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Arahk (mg/L) 1.00-40.00
Egim 6885+ 11.39 6888 + 6.066 6871 +£9.846 6881 +5.258
Kesim -321.2+238.1 -383.8+126.9 -39.90 +205.9 -248.3 +£110.0
r 1.000 1.000 1.000 1.000
Egim GA o5 6860 - 6910 6875 - 6902 6849 - 6893 6871 - 6892
Kesim GA o5 -851.7 - 209.3 -666.4 - -101.1 -498.7 - 418.9 -471.9 - -24.68
LOQ (mg/L) 0.44 0.44 0.44 0.44
LOD (mg/L) 0.13 0.13 0.13 0.13
ANOVA F (2.22) = 0.058 P> 0.05

Cizelge 28. Recel matriksi icin ACE-K standart cozeltisinin giin ici ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 1.00-40.00
Egim 8509 +39.58 8524 + 68.73 8507 £51.35 8513 +£29.91
Kesim 299.6 + 827.8 490.2 + 1438 -10.96 £ 1074 259.6 £ 625.6
r 0.9999 0.9997 0.9998 0.9998
Egim GA %95 8421 - 8598 8371 - 8677 8392 - 8621 8452 - 8574
Kesim GA %95 | -1545-2144 -2713 - 3693 -2404 - 2382 -1013 - 1532
LOQ (mg/L) 0.36 0.34 0.36 0.35
LOD (mg/L) 0.11 0.10 0.11 0.11
ANOVA F (2.22)=0.884 P> 0.05

46




Cizelge 29. Recel matriksi icin SAC standart c¢ozeltisinin giin ici ve giinler aras1 dogrusallik

analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 0.50-20.00
Egim 25718 £134.2 | 25497+139.0 | 25495+ 184.9 25509 + 82.31
Kesim 341341403 | -338.1+1454 | -779.8+1934 1162 £914.0
r 0.9999 0.9997 0.9999 0.9998
Egim GA %95 | 25419-26017 | 25187-25807 | 25082 -25907 6135 - 6221
Kesim GA %95 | -6540 - -286.6 | -3578 - 2901 -5088 - 3529 -790.4 - 166.3
LOQ (mg/L) 0.12 0.12 0.12 0.12
LOD (mg/L) 0.03 0.04 0.03 0.04
ANOVA F (2.22)=0.535 P> 0.05

Cizelge 30. Recel matriksi icin ASP standart ¢ozeltisinin giin i¢i ve giinler aras1 dogrusalhik

analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 1.00-40.00
Egim 7805 + 39.58 7803 +23.38 7737 +41.50 7782 +£20.48
Kesim 249.5 £ 827.7 -169.9 + 488.9 672.1 +867.9 250.5 +428.3
r 0.9999 1.000 0.9999 0.9999
Egim GA %95 7717 - 7893 7751 - 7855 7645 - 7830 7740 - 7823
Kesim GA %95 | -1595-2094 -1259-9194 -1262 - 2606 -620.4 - 1122
LOQ (mg/L) 0.38 0.37 0.38 0.38
LOD (mg/L) 0.11 0.11 0.11 0.11
ANOVA F(2.22)=1.749 P> 0.05

47




Cizelge 31. Recel matriksi icin ALI standart c¢ozeltisinin giin i¢i ve giinler arasi1 dogrusallik
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 1.00-40.00
Egim 6906+ 57.78 | 6770+ 51.76 6937 +57.78 6871 + 33.75
Kesim 1774+ 1208 | 1259 + 1083 24.48 + 1208 368.6 + 705.8
r 0.9997 0.9997 0.9997 0.9996

Egim GA %95 | 6778 - 7035 6655 - 6885 6808 - 7066 6803 - 6940
Kesim GA %95 | -2870 - 2515 -1153 - 3671 -2668 - 2717 -1067 - 1804

LOQ (mg/L) 0.45 0.43 0.45 0.44

LOD (mg/L) 0.13 0.13 0.13 0.13

ANOVA F (2.22) = 1.844 P> 0.05

Cizelge 32. Recel matriksi icin NHDC standart cozeltisinin giin ici ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 1.00-40.00
Egim 9921+7.177 | 9931+ 15.88 9941 + 14.08 9931 + 7.830
Kesim -2238+150.1 | 112.5+3322 | -578.0+294.6 -229.8 4+ 163.8
r 1.000 1.000 1.000 1.000
Egim GAweos | 9905 - 9937 9895 - 9966 9909 - 9972 9915 - 9947
KesimGAwss | 5582-110.6 | -627.6-852.6 | -1234-78.22 -562.8 - 103.2
LOQ (mg/L) 0.30 0.30 0.30 0.30
LOD (mg/L) 0.09 0.09 0.09 0.09
ANOVA F (2.22)=2.917 P> 0.05
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Cizelge 33. Recel matriksi icin RBA standart ¢ozeltisinin giin ici ve giinler aras1 dogrusallik
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler arasi

(n=36)
Aralik (mg/L) 4.50-180.00
Egim 807.1+7.075 | 805.3+3.783 813.0 + 5.037 808.5 + 3.022
Kesim 969.7+665.9 | 1087 +356.0 462.4 +474.1 839.8 + 284.4
r 0.9996 0.9999 0.9998 0.9997
EGmGAwss | 7913-8229 | 7968-8137 | 801.8-8243 802.3 - 814.6
KesimGAowss | 5139.2453 | 2943- 1881 -593.9 - 1519 261.5 - 1418
LOQ (mg/L) 1.90 1.91 1.90 1.90
LOD (mg/L) 0.57 0.57 0.57 0.57
ANOVA

F (2.22)=0.022 P> 0.05

Cizelge 34. Recel matriksi icin NEO standart ¢ozeltisinin giin i¢i ve giinler arasi dogrusallik
analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici (n=12)

Giinler aras1

(n=36)
Arahk (mg/L) 1.00-40.00
Egim 66471077 | 6668 =8313 6672+ 6.919 6662 = 5.192
Kesim -17.70£263.0 | -301.2+203.0 | -321.0+168.9 2133 +126.8
r 1.000 1.000 1.000 1.000
Egim GAoos | 6623 - 6671 6649 - 6686 6657 - 6688 6652 - 6673
KesiM GAwss | 5965-561.1 | -747.9-1455 | -692.8 - 50.82 -470.3 - 43.70
LOQ (mg/L) 0.45 0.45 0.45 0.45
LOD (mg/L) 0.13 0.13 0.13 0.13
ANOVA

F (2.22)=0.650 P> 0.05

Yontemin ¢alisma araliginin belirlenmesinde, analizlerde elde edilebilecek analit
sinyallerinin biiyiikliikleri, bunlara karsilik gelen derisimler ve matriksden
kaynaklanan giiriiltii etkileri g6z oniline alinmistir. LOD ve LOQ degerleri,
kromatogramlardaki sinyal siddeti ve en yakin giiriiltii siddeti oranlar1 kullanilarak
hesaplanmistir. Her bir matriks i¢in kromatogramlardan elde edilen sinyal
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siddeti/giiriiltii siddeti degeri saptama sinir1 i¢in 3, tayin smnir igin ise 10 ile
carpilmistir. Hesaplamada kullanilan istatistiksel veriler dogrusalligin giinler arasi
calismalarindan elde edilmistir.

Tayini hedeflenen maddelerin, ornekteki girisim yapabilecek diger maddelerin
varliginda dahi tam ve dogru olarak tayin edilebileceginin gosterilmesi yoniinden
seciciligin belirlenmesi i¢in Ornek analizlerinde elde edilen kromatogramlar
analitik  olarak degerlendirilmistir.  Segiciligin  belirlenmesinde  segicilik
faktoriiniin (o) 1.0’den biiyiik olmasi referans alinmis, her bir analit i¢in segicilik
faktorleri hesaplanmistir. SUT sonuglarina iliskin ¢izelgelerde belirtildigi {izere
elde edilen degerlerin bu kritere uydugu, dolayisiyla yontemin yeterli segicilige
sahip oldugu kabul edilmistir.

Saglamlik ¢aligmalari i¢in 10.00 mg/L derisimindeki ACE-K, ASP, ALI, NHDC,
NEO; 5.00 mg/L derisimindeki SAC ve 45.00 mg/L derisimindeki RBA
cozeltileri akis hiz1 (0.98, 1.00 ve 1.02 mL/dk), kolon sicaklig1 (29, 30 ve 31 °C),
tampon pH’1 (2.90, 3.00 ve 3.10) ve hareketli faz tampon yiizdesi (%49, %50 ve
%51) parametreleri degistirilerek analizler (n=3) ger¢eklestirilmis ve % BSS
degerleri hesaplanmistir. Cizelge 35°de goriildiigii gibi elde edilen diisiik % BSS
degerleri (<2) yontemin saglamligini gostermektedir.

Cizelge 35. Tatlandirict karisim standart ¢ozeltisi icin saglamlik ¢calismalari sonuglari (n=3)

%BSS

Parametre ACE-K | SAC | ASP | ALI | NHDC | RBA | NEO

Akis Hizi
(0.98, 1.00 ve 1.02 mL/dk)

1.14 059 | 165 | 0.92 0.49 172 | 0.38

Kolon Sicakhg
(29, 30 ve ve 31 °C)

0.57 052 | 068 | 0.72 0.65 190 | 0.19

Tampon pH"1
(2.90, 3.00 ve 3.10)

0.65 064 | 145 | 081 0.85 155 | 0.64

Hareketli Faz Tampon Yiizdesi

(%49, %50 ve %51)

0.68 0.39 | 0.58 | 0.87 0.65 115 | 0.95

Ornek Uygulamalari

Gelistirilen YPSK yontemi ile ACE, SAC, ASP, ALI, NHDC, RBA ve NEO
tayinleri icecek, sekerleme ve regel olmak iizere ili¢ tlir gida grubunda ve
farmasotik  iiriin -~ Orneklerinde  gergeklestirilmistir.  Ticari olarak ¢esitli
marketlerden ve eczanelerde temin edilmis farkli marka ve formlardaki gida ve
farmasotik tirtin 6rnekleri basit 6rnek hazirlama teknikleri ile hazirlanmstir.
Yontemin dogrusallik araliginda yer alacak sekilde igecek ve sivi farmasétik iiriin
ornekleri 1/10 oraninda seyreltilerek, sekerleme, regeller, kat1 ve jel formdaki
farmasotik tirtin 6rnekleri ise 10 mg/mLderisimde hazirlanmis, ultrasonik banyoda
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10 dk bekletildikten sonra 0.2 um gbézenek boyutlu PVDF filtrelerden siiziilerek
dogrudan kolona yiiklenmistir. Kalibrasyon araliinin disinda kalan F marka
gargara, M marka gargara, Z marka oral damla, A marka surup, M marka oral
sprey, N marka efervesan tablet, D marka efervesan tablet, A marka dis protez jeli
ve G marka bogaz pastili 6rnek ¢ozeltileri 1/10 oraninda seyreltilerek tekrar analiz
gergeklestirilmis ve miktar tayini yapilmistir. Tim seyreltme islemlerinde
hareketli fazin son bilesimi kullanilmigtir. Calismada 3 adet limonata, 2 adet buzlu
cay, 11 adet gazli igecek, 5 adet enerji icecegi, 15 adet sekerleme, 8 adet recel ve
25 adet farmasotik Urlin @ Orne8inin  analizi  belirlenen  kosullarda
gergeklestirilmistir. Analizler sonucu elde edilen sonuclar Cizelge 36-Cizelge
39°da, kromatogramlar Sekil 25-Sekil 93’de verilmistir.

Cizelge 36. Analizi yapilan icecek iiriinlerinin tatlandiric icerikleri

Ornek ACE_KBqunanSI\:g(tar (mg/ IX SiPSS (n=3) —
C marka light gazoz 25.80+0.42 - - -
LC marka kola 179.21+2.72 - 211.21+1.33 -
U marka light gazoz 24.40+0.65 - 339.46+0.75 -
U marka light portakal 18.23+0.15 - 240.03+0.77 -
U marka light limonata 30.14+0.95 - 346.84+0.62 -
D marka limonata 170.12+0.47 > 180.14+3.77 -
C Z marka kola 136.50+2.56 = 138.52+2.60 -
C marka light kola 149.55+1.37 - 210.43+1.68 -
P M marka kola 36.55+1.65 - 395.58+0.96 -
P marka light kola 81.38+2.32 - 311.69+0.86 -
F marka light seftali aromali soguk ¢ay 93.39+1.85 | 28.38+0.91 | 78.17+0.11 -
I;al;larka egzotik meyve aromali soguk ) ) ) 729242 92
:pr(iiﬁ(?glézzlgsilk meyve aromalt izotonik 36.610.69 ) ) )
o lnen e grotiaonh [ g - |
Sprglrirlll(ailggzggikal aromal1 izotonik 63.7540.37 ) ) )
G marka enerji icecegi 275.71+£0.35 - - -
R marka sekersiz enerji icecegi 182.36+2.06 - 109.54+1.07 -
S marka sekersiz gazoz 107.76+0.50 - 156.13+0.26 -
A marka mandalina aromal1 soda 220.19+0.09 - - -
B marka mandalina aromali gazoz 97.97+0.11 - 126.57+2.13 -
A marka limonata 213.36+4.74 - - -
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Cizelge 37. Analizi yapilan sekerleme iiriinlerinin tatlandirici icerikleri

Ornek

Bulunan Miktar (mg/kg) £SS (n=3)

ACE-K SAC ASP RBA

T marka karanfil aromali sekerleme 625.37+5.52 - - -

R marka nane aromali sekerleme 356.21+6.93 - 225.45+2 81 -
;gﬁg&lgesm nane aromalt 241.77+2.40 - 2066.08+3 31 -
;&?{L‘;gap‘?ﬂek aromalt 433.74+2.39 . 879.5748.58 -
;&i{gggh”d“d“'hmon aromals 209.29+4.37 i 679.3146.37 :
;&i{gg?”da””a‘ka"f’uz aromall | 414630323 | - | 848.94+2.38 .

O marka yesil nane aromali draje TeSpit . - -

edilemedi

O marka mentol aromal1 draje 206.27+1.72 - - -

MN marka cilek aromali draje 258.1443.44 - 685.82+10.02 -

MN marka nane aromali draje 348.61+6.13 - 1158.37+1.04 -

MN marka portakal aromali draje 380.84+5.31 - 735.88+1.44 -

RS marka ¢ilek aromali sekerleme 2236.60+8.55 - 4029.13+0.25 -

L marka meyan koklii pastil - - - 406.82+5.55
L marka kaktiis aromali pastil - - - 844.48+18.05
L marka 6kaliptus aromali pastil - - - 782.31+14.32

Cizelge 38. Analizi yapilan regel iiriinlerinin tatlandirici icerikleri

Bulunan Miktar (mg/kg) £SS (n=3)

Ornek
ACE-K SAC ASP RBA
Y marka diabetik ¢ilek receli 506.31+5.25 - 281.50+3.45 -
Y marka diabetik turung receli 525.78+1.30 - 373.18+5.22 -
Y marka diabetik ahududu regeli 383.68+2.77 - 142.90+6.61 -
M-L marka diabetik visne regeli 602.62+3.03 - 47.04+0.80 -
L\él(;lglimarka diabetik dort meyve 268.3545.85 ) ) )
M-L marka diabetik turung regeli 251.66+7.41 - 62.34+1.00 -
M-L marka diabetik ¢ilek regeli 470.70+£6.20 - 122.84+7.94 -
T marka diabetik ¢ilek regeli - - - -
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Cizelge 39. Analizi yapilan farmasotik iiriinlerin tatlandirici icerikleri

Ornek

Bulunan Miktar (mg/L veya mg/kg) +SS (n=3)

ACE-K SAC ASP
T V marka agi1z spreyi - 215.97+1.17 -
G D marka ¢igneme tableti 400.97+£5.30 - 2061.23+18.61
A marka mentollii pastil 313.87+7.12 - -
g\a;lgiallrka bal ve limon aromali 265.6440.92 i i
B marka surup - 151.92+1.49 -
D marka pediatrik surup - - 377.10+0.04
F marka gargara - 30.64+0.19 570.16+1.72
M marka gargara - 1343.02+2.89 -
Z marka oral damla - 9199.97+10.73 -
S marka stispansiyon - 123.56+0.48 -
M marka pastil 3368.84+12.33 - -
A marka surup - 817.60+0.91 -
M marka oral spray - 1299.25+4.55 -
N marka efervesan tablet - - 20297.39+63.89
D marka efervesan tablet - - 11941.55+41.35
A marka dis protez jeli - 3522.98+1.73 -
G marka bogaz pastili - - 15451.06+2.20
A marka oral jel - 1138.69+4.38 -
G marka ¢igneme tableti 4332.27£10.85 - 3674.30+9.86
S marka pastil - 590.62+1.61 -
Z D marka ¢igneme tableti - 455.154+4.85 2049.09+13.30
T marka ¢igneme tableti - 583.50+7.59 -
H V marka efervesan tablet - 2484.66+2.39 -

K marka surup

R marka ¢igneme tableti
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Sekil 68. T marka diabetik cilek receli 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 69. T V marka agiz spreyi érneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 70. G D marka cigneme tableti 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 71. A marka mentollii pastil 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 72. A marka bal ve limon aromal pastil 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 73. B marka surup érneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 74. D marka pediatrik surup 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 75. F marka gargara érneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 76. M marka gargara érneginden elde edilen Kromatogram
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Sekil 77. Z marka oral damla érneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 78. S marka siispansiyon 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 79. M marka pastil 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 80. A marka surup érneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 81. M marka oral sprey érneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 82. N marka efervesan tablet 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 83. D marka efervesan tablet 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 84. A marka dis protez jeli 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 85. G marka bogaz pastili 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 86. A marka oral jel 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 87. G marka cigneme tableti 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 88. S marka pastil 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 89. Z D marka cigneme tableti 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 90. T marka ¢igneme tableti 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 91. H V marka efervesan tablet 6rneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 92. K marka surup érneginden elde edilen kromatogram
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Sekil 93. R marka cigneme tableti 6rneginden elde edilen kromatogram

Calismalardan elde edilen sonuglar 28693 Sayili Resmi Gazete’de yayinlanan
Tirk Gida Kodeksi Gidalarda Katki Maddeleri Yonetmeligi'ne gore
degerlendirilmistir. ilgili yonetmelige gore enerjisi azaltilmis igeceklerde ACE-K
350 mg/L, SAC 80 mg/L, ASP 600 mg/L, NHDC 30 mg/L, RBA 100 mg/L
(Steviol esdegeri olarak) ve NEO 20 mg/L olacak sekilde, enerjisi azaltilmig
sekerleme iriinlerinde ACE-K 500 mg/kg, SAC 500 mg/kg, ASP 1000 mg/kg,
NHDC 100 mg/kg, RBA 350 mg/kg (Steviol esdegeri olarak) ve NEO 32 mg/kg
olacak sekilde, enerjisi azaltilmig regel, jole ve marmelatlarda ise ACE-K 500
mg/kg, SAC 200 mg/kg, ASP 1000 mg/kg, NHDC 50 mg/kg, RBA 200 mg/kg
(Steviol esdegeri olarak) ve NEO 32 mg/kg olacak sekilde kullanimlar
sinirlandirilmistir.  ALI’a  ise  kullanilabilir tatlandiricilar  listesinde  yer
verilmemistir. Analizlenen gida Orneklerinin higbirinin yasal olarak getirilen
sinirlamalarin {izerinde olmadigr ve kullanimina izin verilmeyen ALI igermedigi
tespit edilmistir.

Tayini gergeklestirilen tatlandiricilardan ACE-K’nin analizi yapilan igeceklerden
%90.48, sekerlemelerden %73.33, regellerde %87.50, farmasotik {iriinlerin
%20.00’sinde; SAC’in iceceklerden %9.52 ve farmasotik tiriinlerin%56.00’sinda;
ASP’nin iceceklerden %61.90, sekerlemelerden %60.00, regellerde %75.00 ve
farmasotik iriinlerin %32.00’sinde; RBA’nin ise analizi yapilan igeceklerden
%4.76, sekerlemelerden %20.00’sinde kullanildig1, diger tatlandirict tiirlerine ise
orneklerde rastlanmadigi tespit edilmistir. Ayrica sonuglarin {iriin etiket bilgilerine
uygun oldugu ve gidalar i¢in smir degerleri asmadigi gozlenmistir (Anonim,
2013). Farmasotik trtinlerde ise doz hesaplamalar ile giinliik diyete etkilerinin
g6z oniinde bulundurulmasi gerekmektedir.
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SONUCLAR ve ONERILER

Saglik ve yasam kalitesi ile yakindan ilgili olan gida giivenligi, artan niifusa baglh
olarak gida sektoriiniin genislemesi ve alternatif gida {irlinleri ve isleme
teknolojilerinin ortaya konmasi ile biiyiik 6nem kazanmistir. Gida giivenliginin
saglanmasi iilkelerin getirdigi yasal diizenlemelerle miimkiin olmaktadir. Siiphesiz
ki bu diizenlemelerin pratikteki uygulamalardaki denetimi hayati Onem
tasimaktadir. Gida gilivenliginin en Onemli ydnlerinden biri gida iceriklerinin
belirlenmesidir.

Guniimiizde gittik¢e artan obezite, diyabet gibi saglik sorunlari, estetik kaygilar,
dental sorunlar, gida iiretimindeki teknolojik ve ekonomik gereksinimler gibi
nedenlere bagli olarak yapay tatlandiricilarin kullanimi artmistir. Tiirkiye’de diyet
tatlandirict ile tatlandirilmig iirinlerin ne siklikta kullanildigina dair net veriler
olmamakla beraber bagka iilkelerin rakamlarina baktigimizda Brezilya’da yapilan
bir ¢aligmada erigkin yas grubunda bu oran %19 olarak belirtilmistir (Zanini ve
ark., 2011). Avustralya’da satilan 3 mesrubattan birinin diyet tatlandirict igerdigi
bildirilmistir (Barclay ve Brand-Miller, 2011). Ayrica bu tatlandirici tiriinlerinin
oral yolla alinan farmasoétik iiriinlerde kotii tadi maskeleme amagli yardimci
madde olarak kullanim1 bu alanda bir teknolojik gereksinim haline gelmistir.

Tim diinyada gida yasalari ile kullanimlar1 sinirlandirilmis bu katki maddelerin
gidalardaki ve farmasotik iirlinlerdeki miktarlarmin tayini 6zellikle saglik
sorunlart nedeniyle bu maddeleri kullanmak durumunda olan kisilerin giinliik
beslenmelerinin diizenlenmesi yoniinden olduk¢a énem tasimaktadir. Ozellikle bu
maddelerin gidalarda birlikte kullanilmalar1 nedeniyle es zamanli analizleri 6nem
arz etmektedir. Yapilan calismada bu gereksinimleri karsilayacagi diisiiniilen
hizli, glivenilir, pratik bir eszamanli analiz yontemi gelistirilmis ve lilkemizde
ticari olarak satisa sunulan bazi1 gida Orneklerine uygulanarak bunlarin yasal
sinirlamalara uygunlugu denetlenmistir. Bu amagla kullanilan ¢ok sayida teknik
olmasina ragmen YPSK teknigi hizli ve giivenilir sonuglar vermesi, genis kolon
ve dedektdr secenegi sunmasi, hemen hemen tiim gida kontrol laboratuvarlarinda
bulunmasi nedeni ile tercih edilmistir. Gelistirilen YPSK yontemi ucuz ve genel
hareketli fazlar, cozme, seyreltme ve siizme gibi basamaklari igeren basit numune
hazirlama teknikleri kullanilarak ¢esitli gida 6rneklerine uygulanmstir.

Tayini ig¢in yoOntem gelistirilen bu tatlandiricilar ¢alismamizda analizi
gerceklestirilememis bircok gida grubunda ve farmasotik iirlinde de
kullanilmaktadir. Calismada yer verilmeyen diger gida gruplarinin tatlandirici
iceriklerinin  belirlenmesinde  gelistirilen ~ yOntemin  uygulanabilirliginin
arastirilmas1 ve yontemin genis ¢apli bir uygulama alani bularak tilkemizdeki
gidalarda ve farmasotik {irlinlerde tatlandirici kullanim profilinin ¢ikarilmasi
caligmanin devami niteliginde 6nerilmektedir.
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EK 1 ACE-K standart maddesi analiz sertifikasi

Certificate of Analysis

DESCRIPTION: Acesulfame
SYNONYM: SUNETTE

MFG. DATE: Mar 2012
CATALOG NO.: 47134 (1)

LOT NO.: LB91129V EXP. DATE: Mar 2015

CAS NUMBER: 55589-62-3 MOLECULAR FORMULA: C4H4NO4SK
MOLECULAR WEIGHT: 201

PHYSICAL PROPERTIES ASSAY

Appearance FINE WHITE CRYSTALS WITH LUMPS
Purity (2) 99.9% (a)

Note: Supelco guarantees the purity of this chemical standard +/- 0.5% deviation prior to
the expiration date shown on the label. This guarantee is exclusive of any contamination
caused by the customer.

(1) This product is packaged from R474770 Lot number LB83501.
(2) Determined by GC-FID unless otherwise noted.
(a) HPLC UV-230nm

AT

Elwood Doughty _,,==-—-)

QAManager >

Supelco warrants that its products conform to the information contained in this publication.
Purchaser must detemmine the suitability of the product forits particular use. Please see the latest ~
catalog or order invoice and packing slip for additional terms and conditions of sale. 595NorhHarrison Road
Bellefonte, PA 16823-0048 USA
Phone (814) 359-3441
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EK 2 SAC standart maddesi analiz sertifikasi

Certificate of ﬂna(ysis

DESCRIPTION: Sodium saccharin
SYNONYM: *
MFG. DATE: Mar 2012
CATALOG NO.: 47839 (1)
LOT NO.: LB90987V EXP. DATE: Mar 2015

CAS NUMBER: 82385-42-0 MOLECULAR FORMULA: C7H4NNaO3S.xH20
MOLECULAR WEIGHT: 205.17

PHYSICAL PROPERTIES ASSAY

Appearance OFF-WHITE CRYSTALS
% moisture 14.10%
Purity (2) 99.9% (a)

Note: Supelco guarantees the purity of this chemical standard +/- 0.5% deviation prior to
the expiration date shown on the label. This guarantee is exclusive of any contamination

caused by the customer.

(1) This product is packaged from R474790 Lot number LB85033.
(2) Determined by GC-FID unless otherwise noted.
(a) Thin Layer Chromatography

7 D

Elwood Doughty _ﬁg—)

QAManager o

Supelco warrants that its products conform to the information contained in this publication.
Purchaser must determine the suitability of the product forits particular use. Please see the latest ~ s
catalog or order invoice and packing slip for additional terms and conditions of sale. 595 NorhHamson Road
Bellefonte, PA 16823-0048 USA
Phone(814) 359-3441

At ticali
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EK 3 ASP standart maddesi analiz sertifikasi

Certificate of ﬂna@sis

DESCRIPTION: Aspartame
SYNONYM: ASP-PHE METHYL ESTER
MFG. DATE: Apr 2012
CATALOG NO.: 47135 (1)
LOT NO.: LB91771V EXP. DATE: Apr 2015

CAS NUMBER: 22839-47-0 MOLECULAR FORMULA: C14H18N205
MOLECULAR WEIGHT: 294

PHYSICAL PROPERTIES ASSAY

Appearance WHITE POWDER
Purity (2) 99.0% (a)

Note: Supelco guarantees the purity of this chemical standard +/- 0.5% deviation prior to
the expiration date shown on the label. This guarantee is exclusive of any contamination
caused by the customer.

(1) This product is packaged from R474775 Lot number LB64940.
(2) Determined by GC-FID unless otherwise noted.

(a) Thin Layer Chromatography

AR

Elwood Doughty __yg—)

QAManager

Supelco warrants that its products conform to the information contained in this publication.
Purchaser must detemmine the suitability of the product forits particular use. Please see the latest ”
catalog or order invoice and packing slip for additional terms and conditions of sale. 595NorhHarmson Road
Bellefonte, PA 16323-0048 USA
Phone(814) 359-344 1
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21.10.2015

Toronto Research Chemicals Inc

1. Identification

EK 4 ALI standart maddesi analiz sertifikasi

TRC | CofA - 18-ABY-66-1-PFZ

CERTIFICATE OF ANALYSIS

2 Brisbane Road, North York, ON, M3]218, CANADA
Tel: (416) 665-9696, Fax: (416) 665-4439
Email:orders@trc-canada.com Website: www.trc-canada.com

CAS Number: 80863-62-3 Cat. Number: A536500
. A Synonym: L-a-Aspartyl-N-(2,2,4,4-tetramethyl-3-thietanyl)-
Product: Alitame D-alaninamide; CP 54802;
Structure: i Me Molecular Formula:
o s C14H25N3045
Me .
Molecular weight:
NHp TN DeMe »
HO,C._~__NH Balae
\/\[( Source of Product:
(0]
2. Analytical Information
Lot Number: 18-ABY-66-1-PFZ Boiling Point: N/A
Melting Point: 132-137°C Atmosphere: Air
Apearance: White Solid Solubility: DMSO, Methanol
1H NMR (CD20D & DMS0-d6)
Method for Determining Identity:  Spectroscopic and Mass Stability: Not determined
Spectrometri
Purity: 98% Long Term Storage Condition: Refrigerator
Additional Info.: 0
QC Test Date: Retest Date:
July 6, 2012
Philip Chan, Head of Quality Assurance (MM/DD/YYYY) July 6, 2015 (MM/DD/YYYY)

http:/Mwww trc-canada.com/TRC_Certificate_of Analysis.php?lot=18-ABY-66-1-PFZ
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EK 5 NHDC standart maddesi analiz sertifikasi

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com
3050 Spruce Street,Saint Louis,MO 63103,USA
Website: www .sigmaaldrich.com
Email USA: techserv@sial.com
Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Name: Certificate of Analysis

Neohesperidin dihydrochalcone =95% (HFLC), from citrus fruit, crystalline

Product Number: N8757 OH 0

Lot Number: 031M1834V °“

Brand: SIGMA s 5 O Sii 0CHs

CAS Number: 20702-77-6 0

MDL Number: MFCD00017711 g

Formula: C28H36015 OH o

Formula Weight: 612.58 g/mol HO —o

Storage Temperature: Store at -20 C Ha

Quality Release Date: 16 MAR 2011 OHOH

Test Specification Result

Appearance (Color) White to Off-White Off-White

Appearance (Form) Powder Powder

Solubility (Color) Yellow Yellow
50 mg per ml in water

Solubility (Turbidity) Clear to Slightly Hazy Clear

Proton NMR spectrum Conforms to Structure Conforms

13C NMR Spectrum Conforms to Structure Conforms

Water (by Karl Fischer) <12% 12%

Carbon (anhydrous) 53.5 - 55.8% 55.3%

Purity (HPLC) 295% 97%

by el

Rodney Burbach, Manager
Analytical Services
St. Louis, Missouri US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact
Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing
slip for additional terms and conditions of sale.

Version Number: 1 Page 1 of 1
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SIGMA-ALDRICH

EK 6 RBA standart maddesi analiz sertifikasi

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:
Product Brand:
Molecular Formula:
Molecular Mass:
CAS Number:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)
PURITY (HPLC AREA %)
SPECIFIC ROTATION (20/D)
CONCENTRATION
CARBON CONTENT
INFRARED SPECTRUM

QUALITY RELEASE DATE

REBAUDIOSIDE A
>=96 % HPLC
01432

Sigma

CaH70z

967.01

58543-16-1

SPECIFICATION

WHITE

POWDER

296 %

-33.0 + 3.0 DEGREES

52.0 - 56.8 %

CONFORMS TO STRUCTURE

03 APR 2012

aua( bg% o
Dr. Claudia Geitner

Manager Quality Control
Buchs, Switzerland

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA

techserv@sial.com

Outside USA  eurtechserv@sial.com

LOT BCBH7316V RESULTS
WHITE

POWDER

96 %

-31.4 DEGREES

C=1IN H20

52.9 %

CONFORMS

Sigma-Aldrich warrants, that its products conform to the information contained in this and other Sigma-Aldrich publications. Purchaser must determine the suitability of the

product for its particular use. See reverse side of invoice for additional terms and conditions of sale. The values given on the 'Certificate of Analysis' are the results

determined at the time of analysis.

Sigma-Aldrich

Certificate of Analysis - Product 01432 Lot BCBH7316V
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EK 7 NEO standart maddesi analiz sertifikasi

SIGMA-ALDRICH

Certificate of Analysis

Product Name: NEOTAME
Product Number: 49777

Product Brand: Fluka

Molecular Formula: CoHgoN,O;
Molecular Mass: 378.46

CAS Number: 165450-17-9

TEST SPECIFICATION
APPEARANCE (COLOR) WHITE
APPEARANCE (FORM) POWDER

PURITY (HPLC AREA %) =98.0 %

SPECIFIC ROTATION (20/D) -41.0 +3.0 DEGREES
CONCENTRATION -

PROTON NMR SPECTRUM CONFORMS TO STRUCTURE
EXPIRATION DATE -

QUALITY RELEASE DATE 08/NOV/11

awa/ bg‘% —
Dr. Claudia Geitner

Manager Quality Control
Buchs, Switzerland

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA

techserv@sial.com

Outside USA  eurtechserv@sial.com

LOT BCBG6240V RESULTS

WHITE
POWDER

99.5 %

-41.0 DEGREES
C=0.5 IN H20
CONFORMS
SEP/13

Sigma-Aldrich guarantees the 'Sales-Specification’ values only, additional lot specific tests may be included for further information. The current 'Sales-Specifications' sheet

is available on request. For further inquiries, please contact our Technical Service.Sigma-Aldrich warrants, that its products conform to the information contained in this and

other Sigma-Aldrich publications. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice for additional terms and

conditions of sale. The values given on the 'Certificate of Analysis' are the results determined at the time of analysis.

Sigma-Aldrich Certificate of Analysis - Product 49777 Lot BCBG6240V
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EK 8 Ascentis® Express C;g kolonu performans raporu

D) SUPELCO

Analytical
595 North Harrison Road
Bellefonte, PA 16823-0048 USA
Telephone 800-247-6628 * 814-359-3441
Fax 800-447-3044 * 814-359-3044
email: supelco @ sial.com
sigma-aldrich.com/supelco

%

SERIAL NO.: USPY006661
COLUMN: Ascentis Express C18 10cm x 4.6mm
PART NO.: 53827-U

PACKING LOT NO.: S13101

TEST CONDITIONS:

MOBILE PHASE = 60/40 ACETONITRILE/WATER
PRESSURE = 230 bar

FLOW = 1.80 mL/min

TEMPERATURE = AMBIENT

UV DETECTOR = 254 nm

PERFORMANCE RESULTS FOR TOLUENE

PARAMETER SPECIFICATION
THEORETICAL PLATES MIN: 22000

USP TAILING FACTOR MAX: 1.25
SELECTIVITY RANGE: 1.37 - 1.57

.41

75

.61
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28207
1415
1.50

QC Sample: (2.0 pL injection)
Uracil (20 pg/ml)
Acetophenone (30 pg/ml)

4-Cl-Nitrobenzene (80 pg/ml)
Toluene (2.40 mg/ml)



EK 9 Ascentis® Express Phenyl-Hexyl kolonu performans raporu

<+

M) SUPELCO

Analytical

595 North Harrison Road
Bellefonte, PA 16823-0048 USA
Telephone 800-247-6628 * 814-359-3441
Fax 800-447-3044 * 814-359-3044
email: supelco @sial.com
sigma-aldrich.com/supelco

SERIAL NO.:
COLUMN:

PART NO.:
PACKING LOT NO.:

TEST CONDITIONS:
MOBILE PHASE

USRT001358

Ascentis Express Phenyl-Hexyl 10cm x 4.6mm
53352-U

S$11045

60/40 ACETONITRILE/WATER

PRESSURE = 200 bar

FLOW = 1.8 mL/min
LINEAR VELOCITY = 0.360 cm/sec
TEMPERATURE = AMBIENT

PERFORMANCE RESULTS FOR NAPHTHALENE

PARAMETER SPECIFICATION COLUMN USRT001358
THEORETICAL PLATES MIN: 22000
USP TAILING FACTOR MAX: 1.25
SELECTIVITY RANGE: 1.40 - 1.60
& § QC Sample:
® Uracil (30 pg/ml)
Phenol (500 pg/ml)
4-Cl-Nitrobenzene (120 pg/ml)
5 Naphthalene (200 pg/ml)
___________Jk—_qJ . —r
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EK 10 Ascentis® Express F5 kolonu performans raporu

W SUPELCO

Analytical
595 North Harrison Road
Bellefonte, PA 16823-0048 USA
Telephone 800-247-6628 * 814-359-3441
Fax 800-447-3044 * 814-359-3044
email: supelco @ sial.com
sigma-aldrich.com/supelco

%

SERIAL NO.: USBN001316
COLUMN: Ascentis Express F5 10cm x 4.6mm
PART NO.: 53590-U

PACKING LOT NO.: S11006

TEST CONDITIONS:

MOBILE PHASE = 60/40 ACETONITRILE/WATER

PRESSURE = 200 bar

FLOW = 1.8 mL/min

LINEAR VELOCITY = 0.370 cm/sec

TEMPERATURE = AMBIENT
PERFORMANCE RESULTS FOR NAPHTHALENE ( K'=1.91)
PARAMETER SPECIFICATION COLUMN USBN001316
THEORETICAL PLATES MIN: 22000 28827
USP TAILING FACTOR MAX: 1.25 1.09
SELECTIVITY RANGE: 1.40 - 1.60 1.46

© . QC Sample:

Uracil (30 pg/ml)

Phenol (500 pg/ml)
4-Cl-Nitrobenzene (120 pg/ml)
Naphthalene (200 pg/ml)

132
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