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OZET

GIDA MATERYALLERiNDE SPEKTROFOTOMETRIK
YONTEMLERLE COK BiLESENLI YAPAY
TATLANDIRICILARIN BIRARADA TAYINLERIi

Handan ALTUN

Kimya Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismant: Prof. Dr. Mahmure OZGUR

Yapay tatlandiricilar, koruyucular, boyalar lezzet ve goriiniimii gelistirmek icin veya
biyolojik bozunmay1 Onleyerek raf omriinii uzatmak icin olduk¢a yaygin olarak gida
maddalerine ilave edilirler.Kimyasal yontemler ile sentezlenen ¢esitli katki
maddelerinin gida maddelerinde bulunmasi1 tiiketicilerde giivensizlige sebep
olur.Yiyecek ve igeceklerin korunmasinda kullanilan en yaygin gida katki maddeleri
arasinda  benzoik asit ve bunun tuzlar1 vardir.Bilingli toplumlarda seker yerine
kullanilan yapay tatlandiricilar hemen hemen hi¢ kalori icermezler ve ayni zamanda
obezite ile ilgili rahatsizlarla miicadele etkin bir rol oyanarlar. Gelistirilen yontemler ile
piyasadaki bazi ticari liriinlerin analizi yapilarak WHO ve Tiirk Gida Kodeksi tarafindan
miisaade edilen miktarlarin yasal sinirlar i¢erisinde olup olmadiklar1 saptandi.

Diet iceceklerde seker yerine kalorisiz asesiilfam-K (ace-K) ve aspartam (asp) yapay
tatlandiricilart kullanilmaktadir. Bunlarin yanmi sira kafein ve sodyum benzoat (SB)
iceceklerde kullanilan iki 6nemli katki maddesidir. Sodyum benzoat igeceklerde bazi
bakteri, maya ve kiifiin olugmasini Onlemek i¢in kullanilir. Gida endiistrisinde
tiiketicilere diet liriin se¢imi ve gida allerjisi uyarilarini yapabilmek i¢in iiriin etiketinde
ve igerik bilgisinde her bir katki maddesinin belirtilmesi gerekmektedir. Bu katki
maddelerinin tanimlanmasi ve miktar tayini i¢in analitik methodlara ihtiya¢ vardir.
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Bu calismada iceceklerde bulunan SB, kaf, ace-K, asp ve NHDC’nin miktar tayini i¢in
ikili oran tiirev spektrofotometrik ve tiirev spektrofotometrik (the double divisor-ratio
spectra ve derivate zero crossing) yontemleri uygulanmustir.

Gelistirilen ikili oran tiirev spektrofotometrik ve tiirev spektrofotometrik yontemleri
kullanilarak asp, ace-K, kaf, SB, NHDC igeren iceceklerde ve sentetik karigimlarda
spektrofotometrik ¢oklu bilesen analizi yapilmasi amaclanmistir.  Gelistirilen
yontemlerin dogrulugu standart ekleme yontemi ve yiizde geri kazanim ¢alismalar ile
tespit edilmistir.

Tirev spektrofotometrik ve oran tiirev spektrofotometrik yontemleri c¢ok bilesenli
karisimlarin analizi i¢in ¢ok biiyilik bir role sahiptir ve bu yontemler ile herhangi bir
ayirma islemine gerek kalmadan iicli boya karigimlarin analizi yapilabilir. Bu
yontemlerden elde edilen bulgular dogruluk ve presizyon yoniinden t ve F testleri
yardimiyla %95 giivenirlik diizeyinde istatistiksel olarak karsilastirildi ve uygulanan
yontemler degerlendirildi. t ve F degeri ilgili giiven diizeyi ve ii¢ deneme i¢in verilen
tablo degerlerinden kiigiiktlir. Yontemler i¢in validayon calismalari gergeklestirildi.
Yiizde verim g¢aligmalarinin her bir yontemde %98,7-103 araliinda sonuclar verdigi
goriildii. Her bir karisim i¢in standart ¢ozeltiler ve numunelerde standart sapma, bagil
standart sapma degerleri hesaplandi. Hesaplanan LOD ve LOQ degerleri LOD : 0,16
ng/ml-0,81 pg/ml ; LOQ:0,54 pg/ml - 2,71 pg/ml arasinda bulunmustur. Her bir degerin
alt sinir konsantrasyona esit veya alt siir konsantrasyondan kiiciik olduguna dair
degerler elde edildi. Gelistirilen metodlarin uygulanabilirligi ve kantitatif analiz igin
kullanilabilirligi ongoriilmiistiir.

Anahtar Kelime: Diyet icecekler, Aspartam, Asesiilfam-K, Kafein, Benzoik asit,
Neohesperidin Dihidrokalkon, Tiirev yontemi, Oran Tiirev yontemi.
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ABSTRACT

SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF
ARTIFICIAL MULTI SWEETENERS IN SOME FOODS BY
SPECTROPHOTOMETRIC METHODS

Handan ALTUN
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MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Mahmure OZGUR

Artificial sweeteners, preservatives and dyes are rather widely added to foodstuffs,
either to enhance their flavour and appearance or to extend their shelf-life by preventing
biological degradation. Since several of these additives are prepared by chemical
synthesis, their presence in foods is the cause of an extensive consumer’s mistrust, in
that they may exhibit adverse health effects. Among the commonly used additives,
benzoic acid and its salts are widely used in beverage and food for preservation.
Artificial sweeteners are widely used as sugar substitute in calorie-conscious societies,
where their intake provides practically no calories and also helps fight obesity and its
related ailments.In most countries, the use of additives is regulated. In some commercial
products on the market by analyzing the methods to be developed with the WHO and
the amount allowed by the Turkish Food Codex determinated whether they were within
legal limits. Dietic soft drinks use calorie-free artificial sweeteners to replace sugar. For
diet beverages, aspartame (asp), acesulfame-k (ace-K), are used as calorie-free
substitute, for sugar. caffeine (caf) and sodium benzoate (SB) are two important
ingredients in soft drinks. sodium benzoate is used to preserve the beverage by
inhibiting the growth of yeasts, mold, and some bacteria. There is a need for analytical
techniques to identify and quantify additives because the food industry is required to list
the type and amount of each ingredient on product labels to help consumers make
dietary choices and manage food allergies.
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This work presents the double divisor-ratio spectra derivative-zero crossing method
used for the determination of Aspartame, Acesulfame- K, Caffeine, Sodium Benzoate,
in dietic drinks. The proposed method based on the double divisor-ratio spectra
derivative-zero crossing was proposed for the spectrophotometric multi component
analysis of synthetic mixtures and cola drinks containing Aspartame and Acesulfame-K,
Caffeine and Sodium Benzoate, in the presence of strongly overlapping signals without
any chemical separation. The proposed method is based on the use of derivative signals
of the ratio spectra by using double divisor. The proposed method was successfully
applied to the simultaneous determination of asp, ace-K, caf and SB by using synthetic
quaternary mixtures with different concentration ranges and cola drinks. The reliability
of the method was further ascertained by recovery studies via standard addition
procedure.

Two simple spectrophotometric methods have also been proposed for simultaneous
determination of three sweeteners (Acesulfame-K, Aspartame, Neohesperidine
Dihydrochalcone) in synthetic mixtures and commercial soft drinks without any prior
speration or purification. The method derivative spectrophotometry is based on
recording the first for Ace-K, second for NDHC, third for Asp derivative curves and
determining each component using the zero—crossing technique.

Two separate methods for the determination of the spectrophotometric method was
developed and the findings of these methods in terms of accuracy and precision with
the help of t and F tests were compared with 95% confidence level, statistically
evaluated and the methods applied. t value of the confidence level and three trial values
of the table is small. Also F value of the confidence level and three trial values of the
table is small. Validation studies carried out for all methods. The result of efficiency
studies percent; %98,7+103. Each standard and sample standard deviation and relative
standard deviation values were calculated. As indicated LOD and LOQ values, LOD
values were between 0,16 pg/ml-0,81 pg/ml and LOQ values were between 0,54 pg/ml
- 2,71 pg/ml. The methods have successfully applied to the determination of the four
and three sweeteners in soft drinks and preserved beverages.

Keywords: Dietic soft drinks, Sweetener, Caffeine, Sodium Benzoate, Aspartame,
Acestilfame-K, Neohesperidine Dihydrochalcone, Double Divisor-Ratio Spectra
Derivative-Zero Crossing method
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BOLUM 1

GIRIiS

1.1 Literatiir Ozeti

Ulkemizde kullanimi uygun goriilen gida katki maddeleri CAC ve EC tarafindan
olusturulan listelerden titizlikle secilmektedir. Gida katki maddeleri gidalarda
mikrobiyolojik bozulmay1 6nleme ve dayanikliligi arttirma, besleyici degeri koruma,
teknolojik islemlere yardimer olma, renk, goriiniis, lezzet, koku gibi duyusal 6zellikleri

diizeltme gibi pek ¢cok amacla katilan maddelerdir.

Tiirk Gida Kodeksi yonetmeliginde gida katki maddeleri; "Tek bagina gida olarak
tilkketilmeyen veya gida ham veya yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek basina
besleyici degeri olan veya olmayan segilen teknoloji geregi kullanilan islev veya imalat
sirasinda kalint1 veya tiirevleri mamul madde bulunabilen, gidanin iiretilmesi, tasnifi,
islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi sirasinda gida
maddesinin tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya
istenmeyen degisikliklere engel olmak ve diizeltmek amaciyla kullanilan maddeler"

olarak tanimlanmaktadir.

Tirk Gida Kodeksi yonetmeliginde 300 civarinda gida katki maddesinin ¢esitli
gidalarda ve ilaclarda degisen miktarlarda kullanilmasina izin verilmistir. FDA(Food
and Drug Administration-Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi)in bugiine kadar

kullanimina onay verdigi gida katki maddesi yaklagik 2800°dir.

Gazli-gazsiz alkolsiiz iceceklerde, toz icecek karigimlarinda, meyve nektarlari,
diyabetik amacl diisiik kalorili tatlilarda, aromalandirilmis siitlerde, meyveli yogurtlar
da kullanilan tatlandiricilarin analizleri igin farkli kromotografik ve spektroskopik

yontemler uygulanmistir. Bu yontemler Boliim 2.14.1°de siniflandirilarak bahsedilmistir.



1.2 Tezin Amaci

Bu calismada ¢oklu tatlandiric1 igeren renkli piyasa iirlinlerin de (kola ve meyve suyu)
bulunan SB, kaf, ace-K, asp ve NHDC’nin miktar tayini ve analizi i¢in ikili oran tiirev
spektrofotmetrik  ve tiirev  spektrofotometrik (the double divisor-ratio spectra ve
derivate zero crossing) yontemlerinin uygulanmasi ve gelistirilmesi amaclanmistir [1].
Standart katma yontemi ile yontemlerin kullanilabilirliginin ortaya konmasi ve analizin
hizli, kolay, pratik olmas1 sebebiyle bu yontemlerin gelistirilmesi uygun goriilmiistiir.
Ozellikle yapay tatlandiricilarin bu kadar riskli olmasi ve dozlarmin iyi ayarlanmasi
gerektiginden, sanayi i¢in gida maddelerindeki tatlandiricilarin tayinleri i¢in basit, hizli
ve ucuz yontemler gerekmektedir. Bu calismada gelistirilecek olan yontemlerin bu

alanda yapilacak olan yeni caligmalara 1s1k tutmasi amaclanmistir.

1.3 Bulgular

Bu calismada, piyasada bulunan ve incelenecek olan gida preparatlari saptanmustir.
Gelistirilen yontemlerin 6rneklere uygulanabilirliinin arastirilmasi amaci ile ¢alisilacak
dortlii  kombinasyonlar1 igeren farkli iirlinlerin arastirllmasi yapildi.nCalisilacak
tatlandiricilarin - Aspartam, Asesiilfam-K, Neohesperidin Dihidrokalkon, Kafein,
Sodyum benzoat temini ile bu katki maddelerinin ¢6ziindiigii ve stabil kaldig1r uygun
¢Oziicii ortami saptandi. Tatlandiricilarin farkli ¢oziicii ortamlarinda alinan spektrumlari
incelenerek en uygun c¢oziicli saptandiktan sonra gidalarda bulunan oranlari da goéz
Oniline alinarak spektrumlar ¢izildi ve calisilacak standart egri konsantrasyon araliklar
bulundu. Tiirev ve oran tiirev spektrofotometrik yontemine gore olusturulan standart
egriler lizerinde gerekli hesaplamalar yapildi. Gelistirilen yontemlerin dogruluk ve
tekrarlanabilirliklerini saptamak amaciyla ¢esitli validasyon parametreleri (segicilik,
kesinlik ve hassasiyet acisindan) kiyaslamalar1 yapilarak {izerinde calisilan gida
numunelerinde tatlandiricilarin farkli yontemlerle nitel ve nicel olarak saptanmigtir.
Yontemlerden elde edilen bulgular dogruluk ve presizyon yoniinden t ve F testleri
yardimiyla %95 giivenirlik diizeyinde istatiksel olarak karsilastirildi ve uygulanan
yontemler degerlendirildi. t ve F degerleri ilgili gliven diizeyi li¢ deneme i¢in verilen
tablolardaki sinir degerleri igerisinde oldugu goriilmiistiir. Her bir yontem i¢in standart
sapma ve bagil standart sapma hesaplamalar1 yapilarak LOD degeri icin standart
sapmanin ii¢ kati, LOQ degeri i¢in standart sapmanin on katt alindi. Her bir degerin alt

sinir konsantrasyona esit veya alt sinir konsantrasyondan kiiciik oldugu belirlendi.



BOLUM 2

GIRiS

2.1. Genel Boliim

Gilintimiizde seker ve seker igeren gida maddelerinin tiiketimindeki hizli artis, uzun dénem
sonra bazi saglik problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Yiiksek oranda seker
tiilketiminin insanlarda dis ¢liriimelerine, asirn sismanlamaya, kalp hastalik-larina sebep
oldugu, ayrica dogal sekerin kan sekerini hizla arttirdigi ve buna bagl olarak diyabetli
hastalarda zararli etkiler olusturdugu gériilmiistiir [2]. Insan sagligini 6nemli 6lciide tehdit
eden bu hastaliklarin tedavisi i¢in, medikal tedavinin yami sira bilinen en etkili yol,
aktivitenin arttirilmasiyla birlikte diyetlerin diizenlenmesidir. Bu hastaliklarin tedavisi igin
hastalarin diyetlerinde seker ve sekerli yiyeceklerin tiiketimini kisitlama yoluna gidilir.
Bunun sonucunda dogal sekerler, bazi durumlarda yerlerini tatlandiricilara birakmak

zorunda kalmistir [3].

Maddelerin kimyasal yapis1 ve tathlik arasindaki iliski konusunda pek cok arastirmaci
tarafindan One stiriillen degisik teoriler bulunmaktadir. Bazi arastiricilar, 1967 yilinda bu
teorileri ele alarak ve birlestirerek yeni bir teori ortaya ¢ikarmislardir. AH-B olarak ifade
edilen s0z konusu teoriye gore tatli tadin olusmasi icin aralarinda 0,3 mm mesafe bulunan
proton verici ve proton kabul edici Ozellikleri olan bir molekiiler sisteme gereksinim
bulunmaktadir. Tatli tadin olusmasi i¢in gereken molekiiler sistem Sekil 2.1’ de sematize
edilmistir. Bu nedenle tatli tadi1 veren tliim bilesikler oksijen veya azot gibi bir elektronegatif

atom (A) igermektedirler. Bu atom aym zamanda kendisine tek bir kovalent



bag ile bagli bir proton da i¢erdiginden AH bir hidroksil, bir imin veya amin, veya bir
metil grubunu temsil edebilmektedir. AH protonunun 3A uzaginda ise genellikle
oksijen veya azottan olusan ikinci bir elektronegatif B atomu yer almalidir. Bir
maddenin tatlilik 6zelliginin ise s6z konusu AH-B sisteminin tat reseptor hiicrelerinin
memraninda yer alan uygun bir sistemle temasa gectiginde olustugu One
siiriilmektedir. Sekil 2.2°de tathi tadin olusumu sematize edilmistir. Gruplar arasindaki
mesafede ve elektronik yapida olusan de8ismeler tatlilik 6zelliginin olusmasini
sagladigr gibi bazen genel tat algisini degistirerek tatlilifit tamamen ortadan

kaldirmakta veya aciliga da ¢evirebilmektedir [4].

Sekil 2.1 Tath tadin olugsmasini saglayan molekiiler sistem

Tath bilesen Reseptor

Sekil 2.2 Tatl tadin olusumu



2.2 Gida Katki Maddelerinin Tanim

Gida katki maddeleri gidalarla mikrobiyolojik bozunmayi1 6nleme ve dayanikliligi
arttirma, besleyici degerini koruma, teknolojik islemlere yardimci olma, renk,
goriiniig, tat doku gibi duyusal &zellikleri diizeltme gibi pek ¢ok amagla katilan

maddelerdir.

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde gida katki maddeleri ““ tek basina gida olarak
tilketilmeyen veya gida ham veya yardimci maddesi olarak kullanilmayan, tek bagina
besleyici degeri olan veya olmayan; segilen teknoloji geregi kullanilan islem veya
imalat sirasinda kalintt veya tirevleri mamiil maddede bulunabilen, gidanin
iiretilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanmasi, ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasit
sirasinda gida maddesi-nin tat, koku, goriinig, yapt ve diger niteliklerini korumak,
diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere engel olmak ve diizeltmek amaciyla

kullanilan maddeler” olarak tanimlanmaktadir.

Tirk Gida Kodeksi Yondetmeligi’nde 300 civarinda gida katki maddesinin ¢esitli
gidalarda degisen miktarlarda kullanilmasina izin verilmistir. FDA (Food and Drug
Administration-Birlesik Devletler Gida ve ilag Dairesi) in bugiine kadar kullanimina
onay verdigi gida katki maddesi sayist yaklasik 2800’diir. Ancak bugiin bunlarin
onemli bir boliimii daha uygun alternatifleri bulundugu i¢in teknik sebeplerle kullanil-

mamaktadir. Avrupa Birligi’nde kullanimina onay verilen gida katki sayis1 297 dir [5].

2.3 Gida Katki Maddeleri Kullanim Amaclari [3]
1. Kaliteyi koruyarak raf 6mriinii uzatanlar (Koruyucular)
a. Antimikrobiyaller (nitrit, nitrat, benzoik asit, propionik asit)

b. Antioksidanlar (BHA, BHT, sorbik asit, kiikiirt dioksit) Gidalarla alinan en 6nemli

antioksidanlar: betakaroten, E ve C vitaminleridir.

2.Yapiyt ve hazirlama, pisme ozelligini gelistirenler

a. pH ayarlayicilar

b. Topaklanmay1 Onleyenler (silikat, magnezyum oksit, magnezyum karbonat)
c. Nem ayarlayicilar

d. Mayalanmayi saglayici ajanlar



e. Nem ayarlayicilar

f. Olgunlastiricilar

g. Agarticilar, dolgu maddeleri, kdpiik ayarlayicilar, parlaticilar

h. Stabilizoérler, kivam arttiricilar, tatlandiricilar

3. Aromay1 ve rengi gelistiriciler

a. Cesni arttiricilar (MSGQG)

b. Cesni vericiler (aroma maddeleri)

c. Renklendiriciler (tartrazin, indigotin)

4. Besin degerini koruyucu, gelistiriciler (besin dgeleri)

a. Diyette eksik olabilecek besin dgelerini ekleme (A, D vitaminleri)
b. Isleme sirasinda kaybolan besin dgelerini yerine koyma (B1, B2, niasin)

Ilgili AB direktiifi, 24 farkl kategorideki gida katki maddesini kapsamaktadir:

1. Antioksidanlar 9. Hacim Arttiricilar 17. Nem Tutucular
2. Aroma Arttiricilar  10. tici Gazlar 18. Parlaticilar

3. Asitler 11. Jellestirme Ajanlart 19. Renklendiriciler
4. Asitlik Diizenleyici. 12. Kabarticilar 20. Sertlestiriciler

5. Ayiricilar 13. Kivam Arttiricilar 21. Stabilizatorler

6. Emiilgatorler 14. Koruyucular 22. Tatlandiricilar

7. Emiilgatér Tuzlar  15. Képiiklenmeyi Onle. 23. Topaklanmayi O.
8. Enzimler 16. Modifiye Nisasta 24. Un Isleme

2.4 Katki Maddelerinin Genel Simiflandirilmasi [2]

E kodu nedir?

Gida katki maddelerini tanimlamak ve herhangi bir karigiklifa yol agmamak icin

kullanilan Avrupa Birligi’nin (EC) simgesi olarak E harfi ve {i¢ rakaml1 sayidan ibaret

kodlardir. Bu kodlar Avrupa Birligi’nin “Gida Bilim Komitesi” tarafindan her katki

maddesi i¢in belirlenir. Dogal veya sentetik olsun gida maddelerinde kullanilan ve

katk1 maddesi olarak tanimlanan tiim kimyasallar bu kodlama sisteminin i¢indedir.
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Ulkemizde de kullanilan E-kodlar1 Avrupa Birligi’nin ilgili saglik/gida otoritelerinin
gerekli gilivenlik testlerinden gecmis ve tiim spesifikasyonu belirlenmis gida
katkilarina verilen kodlar1 gosterir. Bir giivenligin ifadesidir. Bu kodlarda her yiizli
grup bir kullanom grubunu temsil eder (100-199 arasi renklendiriciler, 200-299
koruyucular gibi). Avrupa Birligi tarafindan toplam 329 katki maddesine E-kodu

verilmistir.

Cizelge 2.1.Gida katki maddeleri ve E kodlari[2]

Gida katk1 maddesi E kodu
Renklendiriciler E100 - E180
Koruyucular E200 — E285,
Antioksidanlar E300 - E321
Kalinlastiric, E400 — E495
Tatlandiricilar E950 — E959

2.5  GKM ile Ilgili Kisaca Tarih¢e Ve Uluslarasi Kurumlar [6]

19. vyiizyilda sanayilesmenin baglamasiyla birlikte gida katki maddelerinin
kullaniminda da artis goriilmiis ve bu yiizyilda gidalara katilmaya baglayan benzoik
asit, sodyum karbonat, sakarin gibi maddeler giiniimiizde de kullanim1 son derece
yaygin maddeler arasina girmistir. Katki maddelerinin sistematik bir sekilde ilk ele
alinmasi ise 1956’da WHO ve FAO tarafindan, 43 diinya tilkesini kapsayan bir tarama
calismasi ile gerceklesmistir. Bu ¢alismada 200°¢ yakin kimyasal maddenin gida

maddelerinde bu amagla kullanimda oldugu tespit edilmistir.

Gida tretiminin giivenlik yoniinden standartlastirilmas1 ve giivenli gida tiiketimi
diinya ol¢eginde bir konudur. Bu ihtiyagtan yola c¢ikilarak asagidaki uluslararasi

yapilanmalar olugturulmustur
a) Kodeks Alimentarius Komisyonu (Codex Alimentarius Commission) [7]

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) tarafindan
olustu-rulan Kodeks Alimentarius Komisyonu 1963 yilinda kurulmustur. Bugiin iiye
iilke sayisit 180 ‘e ulagmustir. Kurulusun goérevi diinyada gida ile ilgili uygulamalarinin
saglik ve teknoloji yoniinden standartlastirilmasidir. Kurulusun bu amagla hazirladigi

dokiimanlar tiim diinya iilkeleri icin glivenli gida {liretiminde referans olarak
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kullanilmaktadir. Kodeks standartlar1 iilkeler icin uygulanmasi zorunlu standartlar
degildir. Ancak iilkeler ulusal standartlarini hazirlarken kodeks standartlar1 dikkate
alirlar. Kodeks Alimentarius ¢alismalarint 20 komiteyle siirdiiriir. Bu komitelerin

calisma gruplari diinyada konunun en yetkin bilim insanlarindan olusturulur.

Kodeks tarafindan olusturulan standartlarin, diinyada gida giivenligi saglamasina ek
olarak iilkeler arasindaki gida ticaretinde bilim dig1 suni engellerin 6nlenmesi gibi de
bir yarari da vardir. 1995 yilinda Diinya Ticaret Orgiitii (WTO) niin kurulmasinin
ardindan yiirirlige giren “The WTO Agreement on the Application of Sanitary and
Phytosanitary Measures (SPS)” ve “The Agreement on Technical Barriers to
Trade (TBT)”gibi uluslararasi antlagmalarda gida ile ilgili diizenlemeler i¢in Kodeks

Alimentarius Standartlar1 referans olarak alinmustir.

b) JECFA (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives-Gida Katkilar
FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi) [8]

JECFA, 1956 yilindan beri gida katki maddelerinin insan sagligi yoniinden
degerlendiril-mesi igin toplanan FAO / WHO ortak uzmanlar komitelerine verilen
isimdir. Bu komiteler giindemlerine aldiklar1 gida katki maddeleri i¢in tiim bilimsel
verileri inceleyerek degerlendirmeler yapmakta ve yukarida aciklanan metodoloji ile
ADI deger-lerini tespit etmektedirler. Komiteler calismalarina gida kontaminantlari ve
veteriner ilaglarini da alarak yine yukarida agiklanan metodolojiyi kullanarak ADI ve
maksimum kalinti limitlerini (MRL) olusturmaktadir. JECFA bugiine kadar 1500
gida katki maddesi, 40 gida kontaminant1 ve gida dogal kimyasali ve 90 veteriner
ilact risk bazli degerlendirmistir. Bu degerlendirmeler monograflar seklinde

yaymlanmaktadirlar.

JECFA’nin gorevleri

1. Katki maddelerinin toksikolojik degerlendirmeleri i¢cin metodolojileri belirler.

2.Toksikolojik degerlendirmeleri yiriitiir (ya da yiirittiirir) ve sonuglarini degerlen-

direrek sakincasizca alinabilecek dozlar1 (ADI) belirler.

3. Her katki maddesi i¢in spesifikasyonlari, saflik kriterlerini ve analiz yontemlerini

belirler.

4. Yaygin gida tiiketim taramalarindan gesitli toplumlarda gida katki maddelerinin

glinliik yillik tiiketim diizeylerini belirler ve degerlendirir.
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ADI degerinin diginda JECFA tarafindan bazi katkilar1 6zelliklerine gore asagidaki ta-

nimlamalar da getirilmektedir.

ADI NOT SPECIFIED (ADI Degeri Belirtilmemis) : Eldeki kimyasal, toksikolojik
ve diger verilere gore ¢ok diisiik toksisitesi olan ve teknolojik kullanim limitlerinde
JECFA’ya gore insan saglig1 lizerinde zararli etkisi olmayan katkilar bu gruptadir.
Mevcut bilgilerin 1s18inda en giivenli katkilardir ve ADI degeri tespitine gerek
duyulmamistir. Bu tanimdan bu katkilarin herhangi bir limit olmadan kullanilmasi,
gibi bir sonug ¢ikartilmamalidir. S6z konusu katkinin gidalardaki teknolojik kullanim
miktarlar1 tilketimi sinirlar. Ornegin, sodyum karbonat, sodyum sitrat, karamel,

monosodyum glutamat (MSG), karrageenan ve emiilsiyon yapict katkilar bu gruptadir.

NO ADI ALLOCATED (ADI Degeri Tayin Edilmemis) JECFA incelemesinde

katkinin:
a) Giuivenlik verileri yeterli degilse
b) Kimyasal kirlilik dahil spesifikasyonu yeterli 6l¢iide belirlenmemisse

¢) Gidada kullanimi giivenli bulunmaz ise, bu katki “NO ADI ALLOCATED”

grubuna alinir. Bu gruptaki katkilara uygulanmasi i¢in izin verilmez.

GROUP ADI (Grup ADI): Yiiksek dozlar1 ayn1 yonde toksik etki gdsteren katkilar
icin grup ADI degeri tespit edilir. Bu gruptaki katkilar1 tiiketim miktarlar toplami,
Grup ADI degerini gegmeyecektir. Ornegin, potasyum nitrit ve sodyum nitrit i¢in
grup ADI degeri verilmigtir. Grup ADI degeri verilen ¢ok sayida katki grubu

mevcuttur.

TEMPORARY ADI (Gegici ADI): Eger bir gida katkist i¢in yeni bir bilimsel veri
iiretilmigse ve bu veri gida katkisinin giivenligi konusunda bir tereddiit yaratirsa katki
gegici bir siire i¢in daha yiiksek 6rnegin 100 yerine 200 giivenlik faktorii uygulanarak
(ADI degeri diisiiriillerck) bu gruba alimir. S6z konusu katki hakkinda, yogun
caligmalar yapilir ve ¢alismalarin sonucglarina gore kesin degerlendirmeye gidilir. Bu
degerlendirme sonucuna gore katkinin kullanimi yasaklanabilir veya ADI degeri
digiiriilerek kullantmi kisitlanabilir. Bir diger olasilik da ¢aligsmalar sonucunda sz
konusu katki iizerindeki kuskularin ortadan kalkmasidir. Bu durumda baslangigtaki
ADI degeri korunarak kullanima devam edilir.

Bir katkinin «Gegici ADI Listesi» ne alinmasini bir 6rnekle inceleyelim; Kantaksantin
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baz1 bitki ve hayvanlarda bulunan portakal-kirmiz1 renkte bir renk pigmentidir. Bu
0zelligi nedeniyle dogal bir boya olarak gidalarda kullanilir. JECFA kantaksantin i¢in
ADI degerini 1974 yilinda 25 mg/kg olarak tespit etmistir. Kantaksantin ayn1 zamanda
dermatolojide eritropoetik porfiria tedavisinde ve kozmetolojide giines yanigt
olusumunu arttirict olarak giinde 30-120 mg (0.5-2.0 mg/kg) dozda kulanilmaktaydi.
Dermatolojik ve kozmetik amagla kantaksantin  kullananlarin  retinalarinda
pigmentasyon tespit edilmesi iizerine, bu katki 1987 yilinda JECFA tarafindan tekrar
degerlendirildi. Bu degerlendirme sonucunda ADI degeri 0.05 mg/kg’a diisiiriilerek
“Gecici ADI” listesine alindi. Daha onceleri, sekerlemeler, icecek tozlari, alkolsiiz
icecekler ve sakizlarda kullanilmasina izin verilen kantaksantinin kullanim1 bugiin son
derece kisitlanmistir. «Tirk Gida Kodeksi Yonetmeliginne gore kantaksantinin
yalnizca Strazbourg sosisi olarak adlandirilan iirtinde 15 mg/kg dozda kullanilmasina

izin verilmektedir.

MTDI: MAXIMUM TOLERABLE DAILY INTAKE ( Giinlik Alinmasma izin
Verilen “Zararsiz Kabul Edilebilir” Miktar): Viicutta birikme 06zelligi olmayan

kontaminantlar i¢cin konulmus olan limit degeri ifade eder.

TWI: TOLERABLE WEEKLY INTAKE (Haftalik Almmasma izin Verilen “Zararsiz
Kabul Edilebilir” Miktar ) : Viicutta Birikme 6zelligi olan kontaminantlar 6rnegin bazi
agir metaller ve dioksinler gibi klorlu bilesikler i¢in konulmusg olan limit degeri ifade

eder.

TDI: TOLERABLE DAILY INTAKE (Giinlik Almmasina izin Verilen “Zararsiz
Kabul Edilebilir” Miktar ) : Kontaminantlar icin kullanilan TWI benzeri bir limit

degeri ifade eder.

ALARA: AS LOW AS REASONABLY ACHIEVABLE (Ulagilabilecek En Diisiik
Seviye): Gidalara kaginilmaz olarak bulagan aflatoksinler gibi bazi genotoksik ve
karsinojenik 6zellikteki kontaminantlar i¢in her ne kadar MRL degerleri saptanirsa da
bu degerlerin insan1 korudugu bilimsel olarak savunulamaz. Ornegin aflatoksin Bl
bilinen en kuvvetli kanser yapict maddeler arasindadir ve g¢esitli gidalarda
aflatoksinler icin MRL degerleri saptanmistir. Ancak gidalardaki bu degerin altinda
aflatoksin miktarlarinin insan sagligina zararsiz oldugu iddia edilemez. Bunun nedeni
genotoksik ve karsinojenik etkinin 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Her ne kadar

karsinojenik etkide de bir doz-cevap iliskisi s6z konusu ise de yalin toksik etkilerdeki
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gibi doza bagimli bir esik deger belirlenmesi tartismalidir. Bu nedenle genotoksik ve
karsinojenik kontaminantlar i¢in en akilci yaklasim ALARA prensibidir. Ancak ADI
ve diger limit degerler regiilasyonlara konu olan ve risk yonetiminde kullanilan
parametreler iken ALARA bir temenni ifadesidir. Siibjektif bir kavram oldugu igin

reglilasyonlarda kullanimi s6z konusu degildir.

JECFA, gida katki maddeleri i¢in ADI degerlerinin yanisira, bunlarin basta
safsizliklar olmak {izere diger spesifikasyonlarini da belirlemektedirler. JECFA,
Kodeks Alimen-tarius Komisyonu'na gida katki maddeleri ve kontaminantlar
konusunda “Codex Committee on Food Additives and Contaminants (CCFAC)” ve
veteriner ilaglar1 konusunda da “Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs
in Foods (CCRVDF)” isimli kodeks komisyonlar1 araciligiyla danismanlik goérevini
yuritir.

¢) Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (The European Food Safety Authority (EFSA))

EFSA Avrupa Birligi (AB) Komisyonu tarafindan 2000 yilinda yayimlanan “White
Paper on Food Safety” isimli belgeye uygun olarak 2002 yilinda kurulmustur. EFSA,
gida zincirindeki her risk ile ilgili degerlendirme ve iletisim yapmakla gorevlidir.
Avrupa Komisyonu’na ve Avrupa Parlementosu ‘na bilimsel danigmanlik

yaparak gida konusundaki politikalarin ve EC Directives-Avrupa Toplulugu
Direktifleri’nin olusturulmasma yardimci olur. EFSA’dan 6nce Avrupa Birligi’nin
gidalarla ilgili toksikoloji, hijyen ve beslenme, konularinda yetkili komitesi 1974
yilinda kurulan EU-Scientific Committee on Food (SCF) idi. EFSA’ nin kurulmasi ile

bu komitenin gorevi sonlandirildi.
d) FDA (Food and Drug Administraion-Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi) [9]

1930 yilinda kurulan FDA, yukarida belirtilen kurulusglar icerisinde en eski kurulus
tarihine sahip olanidir. Her ne kadar Amerika Birlesik Devletleri’nin ulusal kurulusu

ise de diinya iilkelerinin de referans olarak kabul ettigi bir konumdadir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde ADI degeri yerine sinonimi olan “Referans Doz
(RfD)” degeri kullanilir. Referans doz da ADI gibi insan tarafindan Omiir boyu
alinmasinda bir saglik sorununa yol agmayacak kimyasal madde miktarint belirler.
Amerika Birlesik Devletleri’nde diger iilkelerde olmayan bir uygulama da GRAS
(Generally Recognized as Safe- Genellikle Giivenli Kabul Edilir) listesidir. 1958
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yilinda olusturulan GRAS listesinde 200 kadar gida katkis1 vardir. Gidalarda
teknolojinin  gerektirdigi miktarlarda kullanimlarinin, saglik yOniinden sorun
yaratmadig1 kabul edilen katkilar bu grupta yer alir. Diger bir deyisle en giivenli
katkilardir. Sik kullanilan katkilardan, Benzoik asit, Butillenmis Hidroksi Anisol
(BHA), Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT), Monosodyum Glutamat (MSG), Sitrik
Asit, Sorbik asit, GRAS listesinde bulunan katkilardir. Islenmis gidalarda bazi
katkilarin ~ kullanilmasi, insan  sagligmin  korunmasi  i¢in onemlidir.
Antimikrobiyallerin kullanilmas1 buna Ornektir. Basta islenmis et iirlinleri olmak
iizere cesitli gidalarda  anti mikrobiyallerin  kullanilmamasi durumunda gida
zehirlenmesine yol acan mikrobiyolojik faaliyet olusabilir. Bu tiir gida zehirlenmeleri
icerisinde en ciddisi gidalarda Clostridium botulinum adli bakterinin tiremesi ile olusan
botulinum toksini zehirlenmesidir. Norotoksik etkili olan botulinum toksini mikrogram

diizeyinde 6ldiiriicii olan toksik bir maddedir (LD, = 0.00001mg/kg). Bu onemli besin

zehirlenmesi Botulism olarak adlandirilir. Bir diger 6rnek antioksidan ozellikteki
katkilarin kullanilmasidir. Yag igeren islenmis gidalarda antioksidan kullanilmamasi
durumunda, yaglarin oksidasyonu ile toksik Ozellikteki peroksitler ve serbest
radikaller olusabilir. AB’nde 329 gida katki maddesi kullanilmaktadir. AB Direktifleri
ile uyumlu Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi'ne bagli tebliglerde de AB’ne uyumlu
olarak katki maddelerinin kullanilabilecekleri iirtinler ve kullanim limitleri
belirlenmistir. FDA (Food and Drug Administration Birlesik Devletler Gida ve Ilag
Dairesi) nin bugiine kadar kullanimina onay verdigi gida katki maddesi sayisi
yaklagik 2800°diir. Ancak bugiin bunlarin ¢ogunlugu daha uygun alternatifleri
bulundugu i¢in teknik sebeplerle veya giivenlik konusundaki endiselerden dolay1

kullanilmamaktadir.
e) Codex Alimentarius Ve Ccfac [10]

JECFA’nin raporlari CCFAC (Codex Committee on Food Additives and
Contaminants) tarafindan degerlendirilerek her gida iiriin grubunda sakincasizca
kullanilabilecek katkilar ve iist limitleri belirlenmekte, ve ilgili Codex dokiimanina
dahil edilmektedir. WTO’nlin tim Diinya {ilkeleri tarafindan benimsenen ve
imzalanan anlasmalar1 geregi olarak, her iilke kendi ulusal mevzuatini hazirlarken

Codex Alimentarius dokiimanlarini referans almak durumundadir.
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2.6 Tatlandiricilar

CAC, tatlandirict ifadesini “gidaya tatli tadi veren, seker olmayan madde”
olarak tamimlamaktadir. Tatlandiric1 6zelligi bulunan maddeler farkli kimyasal
yapilara sahip olmalarn nedeni ile degisik fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal
Ozellikler gosterirler. Bu degisik  oOzellikleri nedeni ile farkli sekillerde
siniflandirilabilmektedirler.
Elde edilme yollarina gore;

e Dogal tatlandiricilar: Bitkisel olan dogal kaynaklardan elde edilirler.

e Yapay tatlandiricilar: Sentezleme yolu ile elde edilirler.
Enerji verme 6zelligine gore;

e Enerji veren tatlandiricilar: Siikroz, Fruktoz, Sorbitol, Mannitol, Ksilitol.

e [Enerji vermeyen tatlandiricilar: Sakarin, Asesiilfam-K, Aspartam.

Tatlandiricilik etkisinin yani sira;

e Hacim verici tatlandiricilar: Su tutarak hacim verme 6zelligine sahiptirler.
¢ Yogun tatlandiricilar: Cok diisiik miktarda kullanildiklarinda bile siddetli

tatlilik olusturma 6zelligine sahiptirler. [3]

2.6.1 Gida Sanayinde Kullamlan Yapay Tatlandiricilar ve Ozellikleri
2.6.1.1 Asesulfam- K (ace-K) [11]

IUPAC Adi: 6-metil -1,2,3-okzatiyazin-4(3H)-on-2,2-dioksit’in potasyum tuzu
Kimyasal Formiilii: C;H;KNO4S
C.A.S. Numarasi : 55589-62-3

Molekiil Agirhgi: 201,242 g/mol

O g —O
O~ TNT K™
\
Acik formiilii: o
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E950 kodu ile de bilinen asesiilfam-K ya da aseslilfam potasyum, 1988’den beri

kullanilan diisiik kalorili bir tatlandiricidir. Organik sentetik bir tuzdur.

Sakkarozdan (sukroz) 130-200 kat daha tatlidir, tat ve yap1 yoniinden sakkarine
benzerdir. Sekere yakin bir tathiligt vardir ancak ¢ok yiiksek yogunlukta
kullanildiginda aci, metalik bir tat verir. Insan sindirim sisteminde degismeksizin
disar1 atilir ve bundan 6tiirli de kalori saglamaz. Dayanikli bir raf dmriine sahiptir ve
1stya dayanikhidir. Istya karst dayanikli oldugundan yiyeceklerin pigirilmesi veya
firinlanmasi sirasinda da kullanilabilir. Asesiilfam-K nin en 6nemli 6zelligi, diger
tatlandiricilarla birlikte karistirilarak kullanildiginda, tatlilik derecesinin artmasidir
(6zellikle aspartam ile birlikte kullanildiginda, “sinerjist etki”). Alkol gibi organik

¢oziiciilerde ¢oziiniirligi distiktiir.

Ozellikleri

Beyazdir ve kokusuzdur. Aymi zamanda kristal yapidadir. Tek basina tatlandirici
olarak kullanilabildigi gibi, asestilfam-K, aspartam ile 1:1 ve 1:5 oraninda
kullanildiginda en uygun sinerjist etkiyi yaratir. Oda sicakligindaki raf omrii 5 yil

olup, 1sitildiginda yaklagik olarak 225°C'de bozunur.

Aspartamdan farkli olarak 1siya dayanikli olmasi, pisirme ve firinlama islemleri
sirasinda kullanilabilmesini saglar. Sudaki ¢oziinirligi 20°C’de 270 g/l olan
asesiilfam-K’nin alkol gibi organik ¢d6ziiclilerde ¢oziintirliigii diisiiktiir. Asesulfam-
K’nin pH=3-7 arasi stabil oldugu, pH=3’iin altinda ise parcalanmaya basladig

saptanmistir.

Cizelge 2.2 Asesulfam-K giinliik alinabilecek maksimum miktarlari [12]

Kullanim Miktarlar Maksimum Miktar
Enerjisi azaltilmis veya seker ilavesiz alkolsiiz igecekler 350 mg/L

Siit ve siit tiirevleri veya meyve suyu bazli icecekler 350 mg/L

Seker ilavesiz sekerlemeler 500 mg/kg

Seker ilavesiz nefes ferahlaticili sekerlemeler 2500 mg/kg
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Kullanim Alanlan

Genellikle sakizlarda, igeceklerde, kuru igecek karisimlarinda, jelatinli tathilarda,
puding ve kremalarda aspartam ile birlikte kullanilir. Sekerden 130 kat daha tath

olmasina ragmen, kalori icermez.

Firinlanmig yiyecekler, ¢ay, kahve, kahvaltilik tahil, tathlar, dondurulmus tatlilar,
sekerlemeler, siit {irtinleri, pastalar, farmasotik olarak agiz hijyeni, meyveli ve gazl

igeceklerde kullanilmaktadir.

Giivenlik

Sakkarin, aspartam, asesiilffam-K ve sukraloz gibi besin degeri olmayan tatlandiricilar
FDA (Amerikan Ilag ve Gida Dairesi) tarafindan kullanilmasi uygun bulunan

tatlandiricilardir.

Ginliik olarak belirlenen giivenli alim sinirin1 asmamak kaydiyla tiikketilmelerinde bir
sakinca yoktur. Insanlarda, siklamata bagli mesane tiimorleri konusunda bir veri
olmamasina karsin bir slire yasaklanmig, daha sonra da tiiketimine sinirlandirilarak
izin verilmistir. Bugiin igin sagliga hi¢bir zarar1 olmadigi bilinen aspartam, sakarin ve
asesiilfam-K gibi besin degeri olmayan tatlandiricilar, yiyeceklerin ve iceceklerin
tatlandirilmasinda, yeterli ve dengeli beslenme kapsaminda belirli dlgiilerde

kullanilmaktadir.

Toplumumuzda yaygin olarak tiiketilen tatlandiricilarin  gereksiz kullanimlarint
onlemek ve kullanilabilecek miktarlarinin belirlenmesi ic¢in kullanilmadan o6nce
mutlaka bir diyetisyene damisilmalidir. Buna gore, Tiirkiye’de bulunan ve siklikla
kullanilan tatlandiricilardan asesiilffam-K’nin giinlik olarak maksimum kullanim

miktar1 15 mg/kg’dur.

Son donemde tatlandiricilarin karigtirilarak kullanilmasinin giivenilirligi arttirdigt
belirtilmektedir. Diyet kolalar, sekersiz sakizlar, sekerlemeler ve ilaglara kadar ¢ok
cesitli lirinde bulunan aspartamla yapilan karisimlar (aspartam, asesulfam-K gibi),
kullananlara giivenilirlik saglamaktadir. Ayrica karigimlarda, kullanimi zorlastiran aci

ve metalik tat da azalmaktadir. Piyasada enerji igermeyen tatlandiricilarla hazirlanan
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cesitli iirtinler vardir. Diyabetik kigiler i¢in bu {riinler uygun olabilir. Ancak
tatlandirict iceren diyabetik {irlinlerin diyabet tedavisi i¢in zorunlu olmadigi,
beslenmeye bir katkisinin bulunmadigi ve sinirsiz kullanilmadigr anlatilmalidir. Pahali
olan bu triinlerin yerine enerji icermeyen tatlandiricilarla evde hazirlanan yiyecek ve
icecekler yeglenebilir. Tatlandirict ile yapilan tatlilarda dikkat edilmesi gereken konu,

tatlandiricinin yiyecege pistikten sonra eklenmesidir.

Asesulfam-k, viicutta metabolize edilemez ve idrarla degismeden disar1t atilir.
Yapilan farmakolojik calismalar tiiketilen asesulfam-k’nin  %95’inin degismeden
idrarla disar1 atildigin1 ve bu nedenle metabolize edilmedigi i¢in enerji vermedigini,
ayn1 zamanda asesulfam-k tiiketiminin viicuda potasyum alimin1 etkilemedigini ortaya
koymustur [13]. Asesulfam-k, Birlesik Gida Katkilari Uzman Komitesi (JECFA)
tarafindan ilk olarak 1983 yilinda giivenilirlik agisindan degerlendirmeye alimmustir.
FDA ilk olarak 1988 yilinda asesulfam-k’nin alkolsiiz i¢eceklerde tatlandirici olarak
kullanilmasini onaylamistir. FDA ve JECFA, asesulfam-k i¢in giinliik tiiketilebilir
miktar1 (ADI) 15 mg/kg olarak belirlemis, daha sonra Avrupa Birligi Bilimsel Gida
Komitesi (SCF) 1985 yilinda tatlandiricilar hakkinda kapsamli bir degerlendirme
yaymlamis ve komite asesulfam-k’nin gida ve i¢eceklerde kullanilmasini onaylamis,
ancak gilinliik tiiketilebilir miktarm 9 mg/kg olmasin1 Onermistir. Boylelikle
asesulfam-k, Avrupa’da 1985 yilimdan ve ABD’ de 1988 yilindan bu yana
kullanilmaktadir. FDA, bu tatlandiricinin giivenirlili-gini 2003 yilinin Kasim ayinda
tekrar onaylamig ve genel amagh kullanimina onay vermistir [14] . Asesulfam-k’nin
gilivenilirligi 15 yildan uzun siiren 90’nin iizerinde c¢alisma ile resmi kurumlar
tarafindan onaylanmis ve aralarinda Kanada, ingiltere, Fransa, Isvicre, 1ta1ya,

Belgika’nin da bulundugu 90°nin tizerinde iilkede kullanilmaya baglanmistir.
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2.6.1.2 Aspartam (asp) [15]

TUPAC Adi: 6 N-(L-a-Aspartyl)-L-fenilalanine, 1-metil ester
Kimyasal Formiilii: C14H18N205
C.A.S. Numarasi : [22839-47-0]

Molekiil Agirhigi: 294.301 g/mol

Acik formiilii:

O
+H3N\)J\N O
0 = H o

Y
O

Aspartam cay sekerinden 200 daha tatli olan iki aminoasitten ve bir metanolden
meydana gelen tatlandiricidir. Aspartam, etler, tahillar ve siit {irtinleri de dahil olmak
izere, biitlin proteinli gidalarda dogal olarak bulunur. 1965 yilinda Schlatter  adh

arastirict tarafindan Searle arastirma laboratuarinda aminoasitlerden gastrik peptid
sentezlenmesi sirasinda olusan ara uriinlerin saflagtirilmast sirasinda elde edilen
N-L-a-aspartil-L fenilalanin-1-metil esterin tatlilik 6zelliginin belirlenmesi iizerine
tesadiifi olarak bulunmustur. Avrupa Birligi'nce gida katki maddesi olarak, E951

kodunu almstir.

Dort farklt yapay tatlandirict ve seker ile hazirlanmis g¢ozeltilerle yapilan kor tat
pancllerinde, aspartam ve sekerin tat profillerinin birbirine ¢ok yakin oldugu
gozlenmektedir. Tat panellerinin yapim1 sirasinda bir¢ok insan seker ve aspartam ile

tatlandirilmis olan iirtinler arasindaki farki net olarak algilayamamistir

Aspartam kullanimi ciddi tartigmalara yol agmus, fakat zararliligi konusunda yeterli

kanit bulunamamigtir. Aspartam'in  (kiitle olarak) %10n viicut iginde ince
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bagirsaklarda metanole doniigmektedir. Bu metanoliin bliyiik boliimii bagirsaklardan
emilerek, hizlica formaldehite cevrilmektedir. Metanoliin toksik madde olmasi
dolayistyla, aspartam tartigmalarin odak noktasi olmustur. Aspartam igindeki

fenilalanin aminoasidi, fenilketoniiri (*) hastalari i¢in zararhdir.

Aspartamin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Aspartam,  L-aspartik asit ve  L-fenilalanin  aminoasitlerinden  olusan
aspartildipeptidi’nin metil esteridir. Beyaz, kokusuz, kristal toz goriinimiinde ve
tatlidir. Suda hemen hemen tamamen, alkolde kismen ¢dzilebilir. Aspartamin
¢cOzliniirligli sicaklik ve pH’a baglidir. Aspartam 25°C'de suda kolaylikla ¢Oziiniir.
Maksimum ¢oziiniirlik pH 2,2’de (20 mg/ml,25°C’de) ve minimum ¢oziintrlik pH
5,2’de (13,5 mg/ml, 25°C’de) gozlenmistir. Tim ftriinlerde yeterli ¢oziiniirlitk
ozelligine sahip olan aspartam, mesrubat gibi sivi uygulamalarda tipik konsantrasyonu

%0,01 ile % 0,02 oranlarindadir.
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Sekil 2.3 Aspartamin Sudaki Coziiniirliigii-Sicaklik Tliskisi

Aspartam ticari olarak toz, graniil ve ince granil olarak ii¢ farkli formda
bulunmaktadir. Aspartamin tiim formlar1 ayn ¢oziiniirliikk 6zelligine sahip olmasina
karsin, toz formdaki aspartam, graniil formdaki aspartamdan daha hizl
cozlinmektedir. Kosullara bagli olarak ¢oziinme siiresi 5-30 dakika arasinda

degismektedir. Karigtirma ve sicaklik artis1 (60°C’ye kadar) ¢oziintirliigii hizlandirir.

Aspartamin asit ¢ozeltileri i¢erisinde ¢oziindiirilmesi ¢oziiniirliik hizin1 6nemli Slgiide
arttirmaktadir. Ornegin; 20°C’de, %5'lik sitrik asit ¢ozeltisinde aspartam ¢oziiniirliigii

yaklasik % 4 ve % 20'lik sitrik asit ¢ozeltisinde ise ¢oziintirliik yaklagik % 10°dur.
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Aspartamin stabilitesi zaman sicaklik, pH ve su aktivitesine baglh olarak
degismektedir. Aspartam kuru kosullarda oldukga stabil olup, 105°C’de 100 saatlik bir
1s1 uygulamasin-dan sonra yaklasik % 5’lik bir kayip gozlenmektedir. 120°C’de 80

saatlik bir uygulama sonrasi ise kayip %50’den daha az olmaktadir.

Nemin bulunmadig1r sartlarda aspartam saf formunda bir ka¢ yil depolanabilir.
Minimum raf omrii 5 yildir. Aspartam sulu c¢ozelti halinde 30-80°C sicaklikta
depolandiginda, hizla diketopiperazine parcalanmaktadir (tatlandirma etkisi kaybolur).
Bu nedenle yiiksek sicaklik uygulanan gidalarda kullanimi uygun olmamaktadir.
Aspartamin yiiksek sicaklik ve uzun siire depolama gerektirmeyen iriinlerde
kullanilmast onerilmektedir. 110 °C nin iizerinde bozulma meydana gelir. ~Kuru
iirinlerde aspartamin stabilitesinin yiiksek oldugu, nem miktar1 arttik¢a stabilitenin
azaldig1 saptanmigtir. %8 ve altindaki nem diizeylerinde aspartamin oldukca stabil
oldugu belirtilmektedir[2,3]. Nemin bulunmadig1 sartlarda aspartam saf formunda
birka¢ yil depolanabilir. Minimum raf dmrii optimum sartlarda 5 yildir. Bu yiizden
toz karisim gibi kuru uygulamalarda ya da tablet formunda hem iiretim prosesi
boyunca hem de iirliniin raf 0mrii boyunca stabilite son derece iyidir. Nem ve
depolama g6z 6niine almdiginda 30°C de %70 nispi nemde 6 ay depolamada

aspartamda bozulma tespit edilmistir.

1 Optimal stability
at pH=4.2
FT,
100
200
100 )
&) ] C 3
FH

Sekil 2.4 Aspartamun 20 °C’deki Stabilite Profili

Aspartam uzun siire yiiksek sicakliga maruz birakilmamalidir. Ancak UHT, HTST ve
sicak dolum paketlemede basarili bir sckilde kullanilmaktadir [16]. LTLT
pastorizasyon isleminde kayip %3 den daha az, HTST isleminde bu oran %]1’in

altindadir. UHT yoOntem islemede aspartam kaybi ihmal edilebilecek diizeyde
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kalmaktadir.

Cizelge 2.3 Farkli 1s1] islem yontemlerinde aspartamin stabilitesi [16]

pH Aspartam miktarindaki
UHT 15sn/121-135°C 25-35 %05-1.5
Uzun siire pastérizasyon 15 dk /80 °C 2.6 —4.2 % 2.0 — 4.0
HTST 15sn/72°C 3.5 <% 1.0
Sicak dolum 88 °C 3.5 % 3.0 — 6.0
Isil islem 20 dk / 90 °C 3.8 < %35.0

Oda sicakliginda aspartam stabilitesi 3,4-5,0 pH araliginda iyi olup, maksimum
stabilite 4,2°te gozlenmektedir. Aspartamin alkali pH degerine sahip s1v1 sistemlerde
kullanimi tavsiye edilmez. Sivi sistemlerde en iyi sonuglar1 elde etmek i¢in, aspartam
stabilitesinin korunmasi agisindan uygun pH seviyeleri ve kontrollii depolama
sicakliklart 6nemlidir. UHT, HTST ve sicak dolum paketlemede etkin bir sekilde

kullanilmaktadir. Ortam igerisindeki asitlik durumunda raf 6mrii etkilenir.

Aspartam aroma modifikasyonu amaciyla gidalara %0.01, tatlilig1 arttirmak i¢in ise
%0.6 diizeyinde katilmaktadir. Gidalara ilave edilecek aspartam miktar1 gidanin pH
degerine, sicakliga, viskozite, toplam kuru madde ve tiriintin spesifik aromasina gore

degisiklik gostermektedir.

Gazli igecekler, tatlilig1 ve tiiketimi fazla olan gida maddeleridir. Aspartamin gazl
icecekler ile uyumu; pH, depolama zamani, aspartamin dagilim zamani ve
konsantrasyon ile iligkilidir. Gazli i¢geceklerde kullanilan aspartam diizeyi pH ve gazh

icecek cinsine gore farklilik gostermektedir [3].

Kullanim Alanlan

Son yillarda toplumun tatlandiricilara bakis agist oldukca degismistir. Yiiksek oranda
seker tliketiminin insanlarda cesitli hastaliklara yol actiginin saptanmasindan sonra,

sekerler disindaki tatlandiricilara ilgi giderek artmistir.
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Aspartam bir¢ok diisiik kalorili, sekersiz yiyecek ve igeceklerde onemli bir bilesen

olarak kullanim alan1 bulmus ve sekersiz triinler piyasasinda son 20 yil i¢inde baslica

biliyiimenin nedeni olmustur.

Aspartamin giivenilirligi son 23 yil icinde FDA tarafindan 26 kez onaylanmistir ve

kullanilabilecegi alanlar su sekilde siralanmistir: Karbonath gazli igecekler, igecek

tozlari, balonlu sakizlar, naneli nefes agicilar, 6nceden tatlandirilmis ¢ay ve kahveler,

siit yogurt dondurma karisimlari, puding ve jole gibi kuru karisimlar, kurutulmus

iiriinler, ¢cignenebilen vitaminler ve tablet tipi tatlandiricilardr.

Aspartamin diger yapay tatlandiricilara gore avantajlari sdyle siralanabilir:

Seker tadindadir.

Sonradan gelen ac1 tada sahip degildir.

Protein yapitasi aminoasitlerden meydana gelmektedir.

Viicutta dogal yoldan metabolize olmaktadir.

100’den fazla iilkede kullanim onayina sahiptir.

Tim diistik kalorili tatlandiricilar i¢inde en giivenilir tatlandiricidir.
Sekerden 200 kat daha fazla tathdir.

Diistik kalorili bir tatlandiricidir.

Dogal ve yapay tatlandiricilar ile kombine halde kullanilabilmektedir.
Mesrubat, tablet tatlandiricilar, sekerleme ve siit iiriinleri gibi ¢ok c¢esitli gida
formiilasyonlarinda kullanilabilmektedir.

Gida bilesenleri ile reaksiyona girmemektedir.

Dis ciirtimelerine neden olamamaktadir.

Laktasif etkili (laktik asit etkisi) degildir.

Aspartamin yukarida belirtilen biitiin avantajlarinin yani sira en onemli istiinliigii, tat

kalitesinin kusursuz olmasi, duyusal agidan sakkarozun tadina ¢ok benzeyen bir tada

sahip olmasi ve tadim sonras1 agizda bitter, metalik veya kimyasal tat birakmamasidir.
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Cizelge 2.4 Enerjisi azaltilmis veya seker ilavesiz alkolsiiz igeceklerdeki maksimum

miktarlar[22]

EC KODU VE

GIDA MADDESI

MAKSIMUM

E 951

Aspartam

Enerjisi azaltilmis veya seker ilavesiz alkolsiiz icecekler

Su bazli aromalandirilmis igecekler

600 mg/L

Siit ve siit tiirevleri veya meyve suyu bazli icecekler

600 mg/L

Enerjisi azaltilmis veya seker ilavesiz tathlar ve benzeri

Su bazli aromalandirilmig tatlilar

Siit ve siit tiirevi bazl karigimlar 1000mg/kg
Meyve ve sebze bazli tatlilar 1000mg/kg
'Yumurta bazh tathlar 1000mg/kg
Tahil bazli tatlilar 1000mg/ke
Yag bazli tatlilar 1000me/ke
Sekerlemeler ve digerleri

Seker ilavesiz sekerlemeler 1000 mg/kg
Seker ilavesiz nefes ferahlatici sekerlemeler 6000 mg/kg
Aromalandirilmis seker ilavesiz bogaz pastilleri 2000 mg/kg
Seker ilavesiz sakiz 5500 me/ke
Enerjisi azaltilmig veya seker ilavesiz nisasta bazli

sekerlemeler 000 me/keg
Enerjisi azaltilmig veya seker ilavesiz kakao veya kuru

meyve 2000 mg/kg
Enerjisi azaltillmis veya seker ilavesiz kakao, siit, kuru

meyve 1000 mg/kg
Cerezler, yenmeye hazir aromalandirilmis, ambalajlanmus,

kuru baharatli nisastal iriinler ve kaplanmig sert kabuklu 500 mg/kg
yagl meyveler

Enerjisi azaltilmig veya seker ilavesiz yenilebilir buzlar ve

dondurma 800 mg/kg
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. Diinyanin 90'dan fazla {ilkesinde gida ve saglik alanindaki yetkili kurumlar
aspartam kullanimin1 onaylamistir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, son 8 yillik
donemde yapilan genis kapsamli tiiketim degerlendirmeleri ve diger iilkelerde yapilan
caligmalar, gilinliik aspartam tiiketiminin FDA ve diger yetkililer tarafindan belirlenen
kabul edilebilir giinlik miktarlarin ¢ok altinda oldugunu goéstermistir. Aspartamin
piyasada bulundugu siire i¢inde giivenilirligi yogun takiplerle 6l¢iilmiis, insan sagli§ina
etkisi ve yanlis bilgiler (beyin kanseri, MS, lupus hakkindaki soylentiler) kars1 delil
gostermek amaciyla gozetim altinda tutulmustur. Ayni zamanda Diinya Saglik
Orgiitii'niin Gida Katki Maddeleri uzman Komitesi, Avrupa Birligi Gida Bilimsel
Komitesi ve A.B.D Gida ve Ilag Dairesi tarafindan uzun yillar boyunca incelenmis ve

giivenli bulunmustur.

. Aspartamin bilinen higbir yan etkisi yoktur. Saglikli yetiskinler, iki yasimndan
biiyiik cocuklar, gebe emziren kadinlar ve diyabetli hastalar i¢in saglikli, emin oldugu
ve rahatlikla kullanilabilecegi FDA tarafindan belirtilmistir. Aspartamin iki yasindan

kii¢iik cocuklarda ancak minimal dozlarda kullanilabilecegi bildirilmistir.

(*) Fenilketoniiri nadir goriilen kalitsal metabolik hastaliklardan biridir. Anne ve
babasinda hastalik yapmayan bozuk genleri alan bir ¢cocuk fenilketoniiri hastalig ile

dogmaktadir.
(**) MS merkezi sinir sisteminde iltihabi degisikliklere neden olabilen bir hastaliktir.

(***) Lupus Erythematosus 6zellikle iki yas lizerindeki yetiskin kopeklerde siklikla
goriilen ve iskelet sistemi, deri, bobrekler, sinir sistemi basta olmak iizere bir¢ok sistemi

etkileyen bir bagisiklik sistem hastaligidir.

1303

Sint Dcn’na{ suyu
/103Aparlamx; eren 11§g 220 ml
Zazlh igecek

Aspatik ast [(mg)
- Femilalanm (mz)
B Metanol(me)

Sekil 2.5 Bazi1 gidalarin aspartam bilesenleri igerikleri
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2.6.1.3 Neohesperidin Dihidrokalkon (NHDC) [18]

IUPAC Adr: 2, 3, 4, 5, - tetrahidroksi — 4 — metoksi dihidrokalkon - 4 — f3 -

neohesperidesit

Kimyasal Formiilii: C 23 H 35 O 15
C.A.S. Numarasi : [20702-77-6]
Molekiil Agirhgi: 612.57 g/mol

Acik Formiilii:

OH

H?-ID O OH N OMe

T__F e H ~._"__ . OH
Me 70 !
HO -/‘~|/ OH O

O oH

NHDC, diisiik kaloriye ve yliksek yogunluga sahip bir tatlandiricidir. NHDC’ nin ¢ok
diisiik konsantrasyonlar1 bile aromay1 degistirmekte ve arttirmaktadir.  Ozellikle
portakal, greyfurt, limon gibi turunggil meyvelerinde yaygin olarak bulunan, yapisinda
bir flavanoid olup, tathh hidrokalkonlar icerisinde tatlilik 6zelligi en fazla olandir.
1950’11 yillarin sonuna dogru portakallarin kabugunda ac1 bir flavanon olan hesperidinin
alkol hidrojenizasyonu ile tath bir maddeye doniisebilecegi saptanmis, giiniimiizde ise
bu iiretim metoduna alternatif olan bir sentezleme yontemi gelistirilmistir. Gliniimiizde,
ac1 ve eksi portakal kabuklarindan neohesperidin; greyfurt kabuklarindan ise narincin
ekstraksiyon ile elde edilir, daha sonra narincin neohesperidine donistiiriiliir ve
neohesperidinin hidrojenizasyonu ile NHDC elde edilir. NHDC {iretimi, ac1 portakal ve
greyfurt retiminin simirli olmast ve bol miktarda iiretilen tathh  portakaldaki
hesperidini neohesperidine ¢evirmek konusunda yeterli bilgiye sahip olunmamasi

nedeniyle gliniimiizde oldukca azalmustir.
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Erime noktast 152-154 °C, sudaki coziinlirligl 20 g/l olan NHDC, yiiksek sicakliga
ve asidik sartlara dayaniklidir. Siire-tatlik siddeti calismalari, NHDC’nin tat profilinin
sakaroza benzemedigini ve tadin gecikerek ortaya ciktigini ve tadim sonrasi izlenimde
agizda mentol benzeri tatlilik biraktigini ortaya koymustur. %0.0045°1ik sulu ¢ozeltisi
ile %5’lik sakaroz ¢ozeltisi ayni tatlik derecesine sahiptir[19]. Kullanildig1 gidaya bagh
olarak NHDC’nin tek basina kullanilmasinin, aspartam ve asesulfam -k
karistmindan 7-20 kez daha fazla tatlilik etkisi olusturdugu belirlenmistir. Ancak

mentol benzeri tat sonrasi izlenim bazi gidalarda kullanimini kisitlamigtir.

Alkolsiiz iceceklerde NHDC’nin sakarinle karigimi sinerjist bir etki ve 6zgiin bir tat
profili  olustururken, aspartam ve asesulfam -k ile de ayni sinerjist etki
olusabilmektedir. NHDC’nin kremtartar, hacim verici bir karbonhidrat ve vanilya
lezzeti gibi diger katki maddeleri ile karistirilmasi sonucunda tatlilik etkisinin gecikmesi
ve istenilmeyen tat sonrasi izlenim gibi olumsuz 6zellikleri azaltilabilmekte, glukonat,
aminoasit veya niikleotid ilavesi ile de tatlilik 6zelligi gelistirilebilmektedir. NHDC nin
tathilik 6zelliginin yam sira acilign azaltma 6zelligi de vardir. Ozellikle, limon gibi
turuncgillerde bulunan aci tadi maskeleme yetenegine sahip olan NHDC, aci tat

iceren ilaglar ve greyfurt suyu iiretiminde de kullanima uygundur.

NHDC kati halde stabil olup, pH’st 1-7 olan sivi ¢ozeltilerde 20 °C de 1 il
bozulmadan depolanabilmektedir. Optimal sartlarda ise 5 yildan daha uzun siire raf
omriine sahiptir. Sicakliga dayanikli oldugundan pastorizasyon ve UHT islemi
gerektiren gidalarda da kullanimi1 uygundur. Japonya’da tiiketiciler tarafindan oldukga
fazla tercih edilen bu tatlandirici, kiiltiir edilmis siit tirlinlerinde tatlilik verme, yiiksek
miktarda tuz igeren geleneksel Japon yemeklerinde ise tuzlu tadi arttirmak amaciyla

kullanildig: gibi lezzet vermek amaciyla tiitiine de katilabilmektedir [20].

Avrupa Birliginde NHDC’nin enerjisi azaltilmis ve/veya sekersiz yiyecek ve
iceceklerde tatlandirict olarak kullanilmasina 1994 yilinda izin verilmistir. Amerika’da
NHDC’1in aroma arttirict olarak kullanilmasina onay verilmesine ragmen tatlandirici
olarak kullanimina izin verilmemistir. JECFA heniiz bu tatlandirict i¢in ADI degeri
belirlememistir[21] . Cizelge 2.4 da NHDC’nin kullanimina izin verilen gidalar ve

kullanilabilir maksimum miktarlar gériilmektedir[22].
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Cizelge 2.5 NHDC’nin kullanimina izin verilen gidalar ve kullanilabilir maksimum
miktarlar [22]

EC KODU GIDA MADDESI MAKSIMUM

INHDC Su bazl1 aromalandirilmis igecekler 30 mgL

Siit ve siit tiirevleri veya meyve suyu bazli igecekler 50 mg/L - 30 mg/L

Enerjisi azaltilmis veya seker ilavesiz tatlilar ve

Su bazli aromalandirilmus tathlar 50 mg/kg
Siit ve siit tiirevi bazli karisimlar 50 mg/kg
Meyve ve sebze bazli tathlar 50 mg/kg
Yumurta bazli tathlar 50 mg/kg
Tahil bazli tatlilar 50 mg/kg
Yag bazli tatlilar 50 mg/kg
Sekerlemeler ve digerleri

Seker ilavesiz sekerlemeler 100 mg/kg
Seker ilavesiz nefes ferahlatici sekerlemeler 400 mg/kg
Seker ilavesiz sakiz 400 mg/kg

Enerjisi azaltilmis veya seker ilavesiz nisasta bazli

Hardal 50 mg/kg

Enerjisi azaltilmis ¢orbalar 50 mg/kg

Baliklar, marine edilmis baliklar, kabuklular ve

Tatli-eksi korunmus meyve ve sebzeler 100 mg/kg

Enerjisi azaltilmis regel, jole ve marmelatlar,

Enerjisi azaltilmig veya seker ilavesiz meyve 50 mg/kg

Enerjisi azaltilmis meyve sebze karigimlari 50 mg/kg

En az % 15 lif ve % 20 kepek iceren enerjisi azaltilmig

Ozel beslenme amagli hafif firmeilik iiriinleri 150 mg/kg

“TGK — Kilo verme amagl Enerjisi Kisitlanmig

“TGK — Ozel Tibbi Amaglh Diyet Gidalar Tebligi”

S1vi formdaki gida takviyeleri 50 mg/kg
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2.7  Yapay Tatlandiricilar Destekleyen Maddeler
2.7.1 Sodyum Benzoat (SB) [23]

Kimyasal Adi: Sodyum Benzoat

Kimyasal Formiilii: C¢H;CO,Na (C,HsNaO;)
C.A.S. Numarasi : [20702-77-6]
Molekiil Agirhgi: 144,11 g/mol

Acik formiilii:

‘Na*

SB bir kimyasal tuzdur. Benzoik asidin sodyum bikarbonat, sodyum karbonat veya

sodyum hidroksit ile nétralizasyonu sonucunda elde edilir.
Bozulma 1s1s1 300°C ‘dir. Suda kolayca ¢oziinebilir.

SB, benzoik asidin sodyum bikarbonat, sodyum karbonat veya sodyum hidroksit ile

noétralizasyonu sonucu elde edilen bir kimyasal tuzdur. Bu tuz tabii olarak bulunmaz.

Benzoik asit ise pek cok bitki ve hayvanda tabii olarak bulunur. Bu kaynaklardan
iiretilir. Beyaz ve kati olarak bulunur. 120 OC de erir. Suda erime orani diisiiktiir. Alkol
vs. gibi sivilarda erime orani daha yiiksetir. Ticari benzoik asit, 200 OC civarinda, kobalt
ve mangan tuzlarmin katalist olarak bulundugu sivi fazda oksijen ile toluenin
reaksiyonu sonucunda elde edilir. Benzenin konsantre edilmis siilfirik asid veya CO; ile
yine katalistlerin bulundugu bir ortamda oksidasyonu sonucunda da elde edilebilir.
Uretilen benzoik asidin %90’1 sanayide, % 10’u ise gida, ilag ve kozmetiklerde
kullanilan SB iiretiminde kullanilir. SB’1n erime sicakligir 300 °C civarindadir. Suda
erime orani, benzoik asitten 200 defa daha fazladir. Benzoik asidin ve SB’1mn zehirleme
etkisi ¢cok azdir. Ancak alerjik ve asmatik reaksiyonlart tetikleyebilir. Cilt ve gozde
tahris yapabilir.
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SB, gida, ilag ve kozmetik iiriinlerinde koruyucu olarak kollanilir. Bazi iiriinlerde ise tat
verici madde olarak kullanilir. Uriinlerde kullanilma orani en fazla % 0.1 olmalidir.
Mesrubatlarda, soslarda, tursularda, konservelerde, dis macununda, ilag ve diger

kozmetiklerde kullanilir.

Ozellikleri:

Suda c¢oziiniir, alkolde az ¢oziiniir. Ticari olarak beyaz toz veya pulcuklar halinde
bulunmakta olup, sivilara toz olarak karistirllmakta ve cabuk coziinmektedir. Suda
coziintirligi 25 derecede 100 ml de 50 g, alkolde ise 100 ml de 1,3 g’dir. Serbest asit

formu ise 100 ml suda 0,34 g ¢coziinmektedir.

Kullanim alani:

Asitli gidalardaki mikroorganizma gelisimini engellemek i¢in kullanilir. Meyve sulari,
gazoz, tursu gibi gidalarda oldugu gibi ila¢ sanayinde de antimikrobiyal madde olarak

kullanilir.

Kullanim o6zellikleri:

Gida maddesinin pH’1 4,5-5,0 arasinda ise antimikrobiyal etki gostermektedir. Gida
katki maddeleri yonetmeliginde 1 g/kg diizeyinde margarin, recel, zeytin, jdle,
marmelat, kakaolu trtinler, biskiivi, gofret, kek, kremalar, sos ve ketcap gibi {iriinlerde
kullanilmasina izin verilmektedir. Mikroorganizmalar iizerindeki etkisi, hiicre duvarim
ve hiicredeki bazi enzimleri inaktive etmesiyle olmaktadir. Sadece asit gidalarda etki
gostermekte olup diisiik asitli (pH’1 5 den biiyiikk) gidalarda koruyucu etkisini
kaybetmektedir. pH 2,5 ile 4,0 degerleri arasinda meyve sulari, karbonath icecekler, %
15°den az alkol igeren alkollii icecekler, diisiik sekerli recel, jole, marmelat, ¢ikolata
hari¢ diger sekerlemeler, baharatlar, sivi corbalar ve et sulari, margarinler, tuzlanmais,
kurutulmus balik, salatalik tursusu, salamura lahanalar gibi asit gidalarda 150-5.000 mg
/ kg diizeyinde kullanilmaktadir. pH degeri 5 {izerine ¢iktig1 zaman ise aktivitesini
kaybeder. Oncelikle antimikotik ajan olarak kullanilmakta olup, cogu maya ve kiif , %

0,05-0,1 dissosiye olmamis benzoik asit konsantrasyonun da inhibe olmaktadir.

Gida zehirlenmesi yapan ve spor olusturan bakteriler ise %0,01-0,02 dissosiye olmamis

asit konsantrasyonun da inhibe edilmektedir. Genel olarak en ¢ok maya ve bakterilere
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kars1 aktif, kiiflere kars1 daha az aktif oldugu belirtilmektedir.

pH 2,3 ile 2,4 arasinda % 0,02-0,03 liikk SB ¢ozeltilerinin pek ¢ok fermantasyon
organizmasinin gelismesini engelledikleri ve pH s1 3,5 ile 4 arasinda olan meyve

sularinda % 0,06-0,10°luk konsantrasyonunun yeterli oldugu belirtilmistir.

SB’1n degisik gidalarda genel kullanim oran1 % 0,05-0,1 arasinda degismektedir. Fakat

konsantrasyonu genelde % 0,11 asmamasi ile sinirlidir ¢linkii zehirlidir.
2.7.2 Kafein (kaf) [24]

IUPAC Kimligi: 1,3,7-trimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione 3,7-dihydro-1,3,7-
trimethyl-1H-purine-2,6-dione

Kimyasal Formiilii: CgH;oN4O;
C.A.S Numaras : 58-08-2

pH : 6.9 (1% “lik ¢bzeltinin)
Kaynama noktasi: 178 °C
Sudaki ¢oziiniirlii: 2,17 %
Yogunluk: 1,23 g/cm?

Molekiil Agirhgi: 194,19 g/mol

Acik formiilii:

O CHs
ﬂ%w &
CHs
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Kafein matein ve guaranin olarak da bilinir. Bir alkaloid olan kaf dogal olarak kahvede,
cayda, yerba mate'de, guarana'da ve az miktarda, kakao icinde bulunur. Kafeinin
karakteristik, yogun bir ac1 tadi vardir. Kola gibi bazi1 gazl iceceklere tat vermesi i¢in
eklenmektedir. Ilk olarak Alman kimyager Friedich Ferdinand Runge tarafindan
1819'da bulunmustur. Ayni zamanda kafein ismini kimya literatiirline gecirmistir.

Kahveden yararlanarak bu ismi vermistir.

Kafein merkezi sinir sistemine etki ederek, beyne giden ve beyinden gelen mesajlar

hizlandirir ve stimiilan etkisi yapar.

Kafein bir¢ok bitkide degisik miktarlarda bulunmaktadir. Fasulyelerde, yapraklarda ve
meyvelerde 60 gesit bitkide bulunur. Bilinen kuru ¢ay, %10 luk kursun asetat (Pb-CH
;CO0) ya da CayCOs ile birlikte kaynatildiktan sonra ayirma hunisinde kloroform ile
ekstrakte edilir kalan alt faz almip i¢indeki kloroform ucgurulur ve kalan sivi

siiblimasyon yontemi ile saflastirilarak kaf elde edilebilir.

Temel farmakolojik 6zellikleri:

o Merkezi sinir sistemi'nde (MSS) psikotropik etkiyi uyaran
o Solunum sistemi uyarici

o Kalp atis hiz1 artirici

. Hafif diiiretik etki

Kafein ve bagimhlik tartismasi

Kafein dogada bulunan bir maddedir. Dogada en az 63 bitkinin tohumlarinda ve
yapraklarinda bulunur. Cay ve kahve beslenmemizdeki ana kafein kaynaklaridir. Kafein
nedeniyle kolanin bagimlilik yaptigi soylenir. Ancak, 330 ml’lik her Coca Cola
kutusunda 33 miligram kafein varken ayni biiyiikliikteki bir fincan kahvedeki kafein

112 mg civaridur.
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Cizelge 2.6 Gidalarda bulunan kafein miktarlar1 [25]

Filtre kahve 1 fincan 135-200 mg
Espr esso 1 fincan 100 mg
Cappuccino 1 fincan 100 mg
Hazir kahve 150 cc 57 mg

Turk kahvesi 1 fincan 57 mg
DeKafe kahve 150 cc 5 mg
Demleme cay 175 cc 20— 110 mg
Ice Tea 330 cc 70 mg
Hazir ¢cay 200 cc 30 mg

Kola 1 Kutu 30— 56 mg
Divyet Kola 1 Kutu 38 -45mg
Kola dis1 mesrubat 1 Kutu 50 mg
Meyveli gazoz 1 Kutu 10— 50 mg

Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA - Food and Drug Administration) kafeinin 1n gazl
alkolsiiz i¢eceklerde kullanmasiyla sagligi olumsuz yonde etkiledigine dair bir kanita
rastlanmamig; 140'tan fazla iilkede, kafeinin giivenligi arastirilip igeceklerde c¢esitli
seviyelerde kullanimina izin verilmistir. WHQO'ya gore bagimlilik yapan ilaglarin neden
oldugu sosyal ve fiziksel sonuglar ile kaf arasinda uzaktan yakindan bir baglanti

olduguna dair hi¢bir kanit bulunamamustir.

2.8 Tatlandiricilarin Gidalarda Kullanim Alanlar:

Gidalarda kullanimina izin verilen tatlandiricilar ile ilgili gerekli diizenlemeler 10 Eyliil
1994 tarthinde AB resmi gazetesinde yayimlanan ve 1996 yilinda 96/83/EC
numarali direktif ile son halini alan 94/35/EC numarali Avrupa Parlamentosu ve
Konseyi Direktifi ile yapilmistir. Bu direktifin ekinde son tiiketiciye satilmasina ve
gidalarin Uretiminde kullanilmasina izin verilen 19 adet tatlandiricinin listesi yer
almaktadir. Bu listede ayrica tatlandiricilarin izin verilen kullanim alanlar1 ve izin

verilen maksimum miktarlar1 da verilmistir [26].
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Ulkemizde ise 94/35/EC sayili “Gidalarda Kullanilan Tatlandiricilar Konsey direktifi
dikkate alinarak Avrupa Birligi’'ne uyum c¢ergevesinde “Gidalarda Kullanilan
Tatlandiricilar Tebligi” hazirlanmis ve son olarak yapilan degisikliklerle 21.09.2006
tarthinde 2006/45 tebligi numarasiyla yayimlanmaistir.

Gidalarda  tatlandiricilarin =~ kullanilmasi1  ile  depolamadaki  dayamikliik da
etkilenebilmekte ve lriiniin kati madde icerigi azaldiginda mikroorganizma gelisimi
hizlanabilmektedir. Bu durumda gidanin raf omriinii uzatmak amaciyla sorbat veya
benzoat gibi koruyucu maddelerin kullanim1 veya pastorizasyon gibi 1s1l islem

uygulamasi 6nerilmektedir

2.8.1 Gazh - Gazsiz AlKolsiiz icecekler, Toz icecek Karisimlar1 Ve Meyve
Nektarlar: [27]

Siklamat ve sakarin yliksek stabiliteleri nedeniyle s6z konusu fliriin grubunda yaygin
olarak kullanilabilmesini saglarken, aspartamin stabilitesinin yiiksek sicaklik, depolama
stiresi ve nem gibi parametrelerden etkilenmesi, bu tip gidalarda
kullanilmasinda s6z konusu faktorlerin g6z onilinde bulundurulmasini gerektirmektedir.
Asesulfam-K ise sulu c¢ozeltilerdeki stabilitesi nedeniyle diyabetik ve diisiik kalorili
icecek Uretimi i¢in Onerilir. Asesulfam-k, i¢eceklere toz halde katilabildigi gibi, stok
coOzeltisi hazirlanarak da kullanilabilmektedir. Kola, tonik, portakal, limon, elma,

greyfurt lezzetli iceceklerde s6z konusu madde tadi bozmadig: icin tercih edilmektedir.

Asesulfam-K’nin diger tatlandiricilarla birlikte kullanilmasi1 sonucunda olusan sinerjist
etki nedeniyle daha az miktarda tatlandiricit kullanilmasma yardimci olmakta, ayrica
asesulfam -K’nin aspartam, siklamat gibi tatlandiricilarla kullanilmasiyla daha hos bir

lezzet elde edilebilmektedir.

Asesulfam -K, toz i¢ceceklerde, piiskiirtiilerek kurutma sirasindaki 1sisal isleme dayanikli
olmasi, lezzet maddeleriyle uyum saglamasi ve sudaki ¢oziintirliigiiniin yiiksek olmasi
nedeniyle pek ¢ok gida icin uygun bir tatlandirici olarak Onerilmektedir. Diyetetik
amacl tiretilmis meyve suyu ve yapay icecek tozu formiilasyonlarinda asesulfam-K’nin
aspartamla 1:1 kombinasyonunun uygun oldugu belirlenmistir [3]. Alkolsiiz i¢ecekler
genel olarak % 7-10 oraninda sakaroz igerirler. Asesulfam -k kullanildiginda yaklasik
500 ppm asesulfam -K bu degere karsilik gelir. Ancak asesulfam-K / aspartam veya
asesulfam -k /siklamat karisimlarinin kullanilmasiyla olusacak sinerjist etki ile tatlilik
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%30 oraninda artacaktir. Boylece kullanilacak tatlandirict miktar1 azalacaktir. Yani
160 ppm asesulfam -k + 160 ppm aspartam aymi oranda tatlilik saglayacaktir. Ayrica
asesulfam-K ¢ok az miktarlarda fruktoz gibi dogal tatlandiricilarla birlikte

kullanilmastyla igeceklere istenen tat yogunlugunun verilmesi de saglanabilmektedir.

Ozellikle gazli igecek, meyve suyu ve nektar: iiretiminde asesulfam-K veya diger
tatlandiricilarin tek baglarma ya da  kansimlarmin  kullanilmasinin,  iriiniin
bilesenleri iizerine bir etkisinin olmadigr belirtilmistir. Ancak bir¢ok {iriinde
karbonhidratlar yalnizca tath tadi saglamakla kalmaz, aym1 zamanda hacim verici
olarak tekstiirii, su aktivitesini azaltarak Uriini koruma oOzelligine sahiptirler. Bu
nedenlerden dolay: tatlandiricilar gerekli fonksiyonlari saglayacak diger bilesenlerle
(polioller: sorbitol, mannitol, ksilitol gibi) kombine edilerek de kullanmilirlar. 21
Sekersiz veya light olarak iiretilen iirinlerde  seker ikamesi yaygin sekilde
tatlandiricilarla yapilmaktadir. Ornegin diyet kola gibi gazli iceceklerde seker yerine
aspartam/asesulfam-k kombinasyonu kullanilmaktadir. Sakarin/siklamat kombinasyonu
tatlandiricilar, diisiik maliyetlerine karsin tat profilinin istenen diizeyde olmamasi
nedeni ile ireticiler tarafindan tercih edilmemektedir. Bu tarz iirlinlerde dikkat
edilmesi gereken konu seker kullanilmadiglr icin {iriin viskozitesinde degisiklik
olabilecegi ve oOzellikle asidik ortamlarda zaman i¢inde aspartamin bir miktarinin
parcalanacagidir. Asesulfam-K’nin yogun miktarda kullanilmasi ise tat problemlerine
neden olabilir. Gliniimiizde asesulfam -k /aspartam ve NHDC’nin bir arada kullanildig1
formiiller mevcuttur. Bu sayede hem stabilite probleminin 6niine gecilip sekere 6zdes
bir tat profili elde edilirken, NHDC’nin aroma arttirici ve doygunluk verici
ozelliklerinden de yararlanilmaktadir. Ayrica en yiiksek maliyetli tatlandiricilar olan
aspartam, asesulfam-K ve NHDC bile esdeger tathiliktaki sekerle karsilastirildiginda
%350’nin lizerinde maliyet avantaji saglamaktadir. Aspartam haricindeki tatlandiricilar,
viicutta metabolize olmadiklart icin kalori degerleri yoktur. Bu sayede tatlandirici

kullanarak sekersiz veya light liriin iiretmek miimkiindiir.

Aspartam ve asesulfam-K seker ile birlikte kullanildiginda, sekerli iiriine esdeger bir tat
profili elde edilirken, hem hammadde hem de diger maliyetlerde belirgin bir
diisme goriilmektedir. Sakarin ve siklamat iceren karisimlar kullanilirsa bu maliyet
diismesi daha belirgin hale gelmekte, ancak tat profilinde bazi sapmalar olabilmektedir.

Bunlara ilave olarak NHDC’nin diger tatlandiricilarla birlikte kullanilmasi durumunda
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aroma arttirict etkisi nedeniyle daha diisik aroma tiikketimi s6z konusu

olacagindan aroma maliyetinde de bir diigme elde edilecektir.

2.9  Gida Katki Maddeleri ile flgili Toksikolojik Degerlendirmeler [28]

Gida katki maddeleri gidanin  bilesiminde bulunmayan, ancak disaridan
gidaya  belirli amaglarla katilan kimyasal maddelerdir.  Bu kimyasal maddeler
ksenobiyotik niteliginde olup, tavsiye edilen dozlardan daha yliksek miktarlarda
kullanildiklar1  taktirde toksik etki olusturmalart s6z konusu  olabilmektedir.
Gunliimiizde gida katki  maddelerinin toksikolojik degerlendirmeleri uluslararasi
boyutta ele alinmakta olan bir konu olup, s6z konusu degerlendirmelerde akut,
genetik  ve farmakokinetik calismalara yer verilmekte, lireme organlarina olan
teratojenik etkileri ile ilgili subkronik denemeler, mutajenik ve kanserojenik etkileri
ile ilgili kronik arastirmalar gergeklestirilmektedir. Bu denemeler genelde iki
asamada ele alinmaktadir. Bunlardan birinci asamada deney hayvanlarindan ve imkan
dahilinde insanlardan elde edilen bulgular toplanmaktadir. ikinci asamada ise elde
edilen bu veriler degerlendirilerek sé6z konusu maddenin insan gidalarinda katki

maddesi olarak kullanimiin onaylanip onaylanmayacagina karar verilmektedir.

A. Toksikokinetik Caligmalar: Incelenen katkimin, organizmada emilimi (kana
gecisi), dagilimi (kan yardimiyla organlara taginmasi), biyotransformasyonu (viicutta

diger kimyasallara doniisiimii) ve atilimi incelenir.
B. Toksisite Testleri: Baslica toksisite testleri asagida belirtilmistir.

Akut Toksisite: Bir veya 24 saat i¢inde alinan birden fazla dozun olusturdugu

toksisite.

Kronik Toksisite: Akut toksisiteye yol agmayacak diisiik dozlarin uzun siire verilmesi

ile olusan toksisite.

Mutajenik Etki: DNA tiizerinde kalici degisiklik.

Karsinojenik Etki: Kanser yapici etki.

Teratojenik Etki: Sakat yavru dogumlarina yol agan etki.

Transplasental Karsinojenik Etki: Gebenin ¢ocugunda dogumdan yillar sonra kanser

olusumu.
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Immiinotoksik Etki: Immiin sistem iizerine toksik etki.
Ureme Sistemi Uzerine Toksik Etki
Norotoksik Etki: Sinir sistemi lizerine toksik etki

Toksisite test sonuglari uluslararasi/ulusal kuruluslarca olusturulan  bilimsel
komite-lerce degerlendirilerek giivenli kullanim i¢in gerekli sayisal degerlere ulasilir.
Bu degerlerden yola c¢ikilarak hangi gidada ne miktarda gida katki maddesi

kullanilabilecegi belirlenir.

2.9.1 Limit Degerler [29]

Toksisite test sonuclarindan elde edilen verilerden ulasilan ilk deger NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level- Gozlenebilen higbir yan etki gostermeyen doz) dir.
Diger bir deyisle deney hayvanlari ortalama yasam siirelerini % 70-80’ini kapsayacak
siirede test edilen gida katkisim almiglar ve NOAEL dozunda higbir yan etki

goriilmemistir. Bu deger tespit edildikten sonra asagidaki hesaplama yapilir.

NOAEL (mg/kg) : No Observed Advers Effect Level (Deney Hayvanlarinda

gozlenebilen higbir yan etki géstermeyen doz)

Insanlarda giivenli olan doza ulasilabilmesi igin: NOAEL degeri, emniyet
faktoriine boliiniir. Giivenlik faktorii, genellikle 100 olarak kullanilir. Ancak gida
katkisinin toksisite verilerinde herhangi bir stipheli durum oldugunda bu deger 1000
¢ kadar ¢ikabilir. Ya da epidemiyolojik verilerle gida katkisinin giivenligi kanitlandi
ise giivenlik faktorii 100 den kiigiik olabilir. Diger bir deyisle deney hayvanlarinda
hicbir yanetki yaratmayan dozun ylizde biri insanlarda genellikle giivenli kabul
edilmigtir. Bu yontem 1954 yilindan beri gida katkilar1 ve gidalardaki kimyasal
kirlilikler i¢in uygulanmaktadir. Geri de kalan 50 yili agkin siirede edinilen

deneyimler bu uygulamanin yeterli koruma sagladigini géstermektedir.

ADI (mg/kg) : (Acceptable Daily Intake - Giinliik alinmasina izin verilen miktar)

degeri insanlarda giivenli doz olarak kabul edilir[30].
NOAEL degerinden ADI degerine asagidaki islem yapilarak ulasilir.
Asagidaki Cizelge 2.7°da bazi tatlandirici, antimikrobiyel, antioksidan ve renklendirici

orneklerindeki ADI degerleri gosterilmektedir.
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Cizelge 2.7 Bazi1 6nemli katki maddelerinin NOAEL ve ADI degerler [30]

NOAEL ) ADI
GIDA KATKISI (Deney Ha)ivam) Insan mg/kg/giin
mg/kg/giin
Aspartam (E 951) 4000 40
Sakkarin (E 954) 500 5
Nitrit (E 250 Sodyum tuzu) 5.4 0.07
Sodyum Benzoat (E 211) 500 5
Potasyum Sorbat (E 202) 2500 25
BHA (E 320) 50 0.5
BHT (E 321) 25 0.3
Allura Red AC (E 129) 700 7
Azorubin (E 122) 400 4

(Amerika Birlesik Devletleri’ nde ADI benzeri deger olarak RfD -Referans Doz-

kullanilir. Ayn1 kimyasal i¢in ADI ve RfD arasinda 6nemli olmayan farklar olabilir).
Ornek: Aspartam (E 951)

o Toksisite diizeyi 3000 mg/kg/glin,
J FDA iist limit olarak 50 mg/kg/giin
J JECFA ve SCF 40 mg/kg/giin

Bir diyet kutu kola veya soda i¢inde 180 mg Aspartam bulunmaktadir. Bir kap misir
gevreginde ve 35mg Aspartam bulunmaktadir. Aspartam i¢indeki fenilalanin
aminoasidi, fenilketoniiri hastalar1 i¢in zararlidir.75 kg bir erkegin ADI degerini
asabilmesi i¢in giinde 21 kutu kola tiikketmesi gerekirken, 54 kg bir kadinin ADI

degerini asabilmesi i¢in ise glinde 15 kutu kola igmeleri gerekmektedir.

Cocuklarin fazla miktarlarda alkolsiiz i¢cecek, dondurma vs. tiiketme egiliminde
olmalar1 nedeniyle yiyecek-igeceklerin aspartamla tatlandirilmig olabilecegi gozardi
edilmemelidir. Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’'nde 0-3 yas arast g¢ocuk

gidalarinda tatlandirict kullaniminin yasak oldugu belirtilmistir.

1960’lar oncesinde toksikoloji testleri bugilinkii kadar gelismemisti. Toksikoloji
testlerinin yetersiz oldugu donemlerde kullanilmasina izin verilen baz1 Kkatk1
maddeleri daha sonraki yillarda yapilan toksisite test sonuglarina gore tekrar

degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonucunda bazi  katkilarin  kullanimi
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yasaklandi. Bu gida katkilarina 6rnek olarak; aruamin, benzil violet 4B, tereyag
saris1, ponceau 3R, ponceau SX, sudan 1 gibi katkilar verilebilir. Bugiin kullanilan her
katkr maddesi asagida agiklanacak olan gidayla ilgili uluslararasi ve ulusal kuruluslar
tarafindan giivenlik yoniinden siirekli izlenmektedir. En ufak bir siiphede ADI degeri
tespiti icin yeniden degerlendirme yapilmaktadir. Ulusal gida yonetmelikleri
hazirlanirken toplumun gida tiiketim kaliplar1 dikkate alinarak en asir1 tiiketimde
dahi bir katki i¢in ADI degerinin asilmamasi amaclanir. Bunu yine aspartam 6rnegi
ile aciklayabiliriz. Aspartam yapay tatlandirict olarak basta diet igecekler olmak
iizere ¢esitli gidalarda kullanilmaktadir.

Kullanilan gida tiirleri kisitlanarak ve izin verilen gida triinlerinde katilacak
maksimum konsantrasyonlar belirtilerek kullanim kontrol altinda tutulur. Ulkemiz de
gida katki maddelerinin  kullanimini  diizenleyen mevzuat «Tirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi” ne bagl tebliglerdir. Bu tebliglerde uluslararasi kuruluslarin
tespit ettigi ADI degerlerinden yola ¢ikilarak gida katkilarinin kullanim limitleri
belirlenmistir. Yine ayni sekilde gida kontaminantlarinin  gidalardaki limitleri de
kodekse bagli tebliglerle diizenlenir. Bu limitlerde de ¢ikis noktasi s6z konusu

kontaminantin ADI degeridir.

2.10 Katki Maddelerinin Kullanilmasinda Uyulmasi Gereken Kurallar

1.Gidalarin tiretiminde kullanilan katkilarin iilkenin ilgili yasal diizenlemelerinde izin

verilen maddeler arasinda bulunmasi zorunludur [31] .Ancak bu sekilde:
A. O katki maddesi hakkindaki toksikolojik ¢aligmalarin izlenmekte oldugundan

B. Bugiinkii bilinenler 1sig8inda, ilgili mevzuatta izin  verildigi  dozlarda

kullanildiginda higbir toksik etkinin s6z konusu olmayacagindan emin olabiliriz.
2. Katki maddesi dnceden belirlenmis saflik kriterlerine uymalidir.

3. Gida katki maddeleri tagsis amaciyla (bozulma ve kotii kalitenin

maskelenmesi veya iirtiniin agirliginin arttirilmasi gibi) kullanilamazlar.

4.Gidalara eklenen bazi maddeler bazen islem sirasinda kaybolabilmektedir. Bu tiir

maddeler, gidanin etiketinde belirtilmeyebilir.

5.Ambalajli olarak pazarlanan gida  driinlerine katilan  katki  maddelerinin

mutlaka etiket iizerinde beyan zorunlulugu vardir. Ancak bu beyan, katkilar1 E-
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kodlariyla olabilecegi gibi, sinif 6zellikleri belirtilerek de yapilabilir.

Ornek: Monosodium glutamate (MSG)’m kodu E621°dir. Sayet gida iiriinii

Monosodium glutamate iceriyorsa, asagidaki ifadelerin biri ile belirtilebilir:

* “lezzet artirict olarak Monosodium glutamate (E621) kullanilmistir”
e “lezzet artirict olarak Monosodium glutamate kullanilmistir”

o “lezzet artirici olarak E621 kullanilnustir”.
2.10.1 Etiketinde ilave Zorunlu Bilgiler Bulunmasi Gerekenler [32]

Cizelge 2.8 Etiket Bilgisi

1. Belirli Gazlar Ile Ambalajlanan Gidalar

1.1.Turk Gida Kodeksi GidaKatkiMaddeleri Yonetme-

ligine gorekullanimina izinverilen ambalajlama gazlari
glne 8 / g “Koruyucu atmosferde ambalajlanmuistir.”

vasitastyla, dayamkliliksiiresiuzatilan gidalar

2. Tatlandiric1 Iceren Gidalar
2.1. Tirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri “Tatlandinict igerir.” ifadesi, gidanin adim
Yonetmeligine gore kullanimina izin verilen bir

yaninda yer alir.
tatlandiriciyiveya tatlandiricilari iceren gidalar

»

2.2. Hem ilave seker hem de Tiirk Gida Kodeksi “Seker ve tatlandirict icerir.” ifadesi gidanin adinin
GidaKatki Maddeleri Yonetmeligine gore kullanimina  yaninda yer alir.
izin verilen bir tatlandiricty1 veya tatlandiricilari iceren

gidalar

2.3.Tirk Gida Kodeksi Gida Katki  Maddeleri Aspartamin/aspartam-asesiilfam tuzunun bilesenler listesinde

Yonetmeligine  gore  kullammuina izin  verilen sadece E kodu ile belirtilmesi durumunda, “Aspartam

»

aspartam/aspartam-asesiilfam tuzunu i¢eren gidalar fenilalanin  kaynagi) icerir.” ifadesi etiket lizerinde yer
alir. Aspartamin/aspartam-asesiilfam tuzunun  bilesenler
listesinde  6zel adi ile  belirtilmesi durumunda,

»

“Fenilalanin kaynagi icerir.” ifadesi etiket {izerinde yer

alir.

3.1. Adinda ‘kahve’ veya ‘cay’ ifadesi yer alan; “Yiiksek miktarda kaf icerir. Cocuklar veya hamile ya da

)

kahve, cay veya kahve ya da cay ekstrakti bazli emziren kadinlar i¢in tavsiye edilmez ” uyarist etiket
icecekler haric olmak {izere; Degistirilmeksizin iizerinde iriiniin adi ile aym1 goriis alani iginde yer alir.
tilketimi amacglanan ve hangi kaynaktan gelirse gelsin ~Kafein miktar1, bu uyartyr takiben parantez iginde ve
150 mg/L’yi asan bir miktarda kaf iceren icecekler bu Yonetmeligin 14 Uncii maddesinin birinci fikrasina
Konsantre veya kurutulmus formda olan ve tiiketime uygun sekilde mg/100 ml olarak bildirilir. “Kaf icerir.

hazirlandiktan sonra hangi kaynaktan gelirse gelsin = Cocuklar veya hamile kadinlar igin tavsiye edilmez.’

150 mg/L’yi asan bir miktarda kaf igeren igecekler uyarist etiket iizerinde {iriiniin ad1 ile aym goriis alam
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2.11 Tiirkiye’deki Uygulamalar [33]

Tirkiye’de AB ile giimriik birligine gitme kararimiza paralel olarak, ticarete konu
olan mallarla ilgili mevzuatimiz AB mevzuatiyla harmonize edilirken, 1997 yilinda
yurtrliige girmis olan kendi ulusal “Tiirk Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi”miz
yurirliikten kaldirilarak, AB mevzuatinin bir uyarlamasi olan Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi ve ilgili Tebligleri yuriirlige konulmustur. Yeni mevzuatin uygulayicist
eski adiyla Tarim Bakanligt Koruma Kontrol Genel Miidiirliigli; yeni adiyla Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigi’ diir.

2.12 Gida Katki Maddeleri ile ilgili Terminoloji [34]
ADI (Acceptable Daily intake): Kabul edilen giinliik tiiketim miktar1.

NS (Not Specified): ADI sinirlamast yoktur. Kullanimi en giivenli katkilardir.
Teknoloji geregi kullanilan miktarlariyla ADI degeri asilmamaktadir.

QS (Quantum Satis) : Katki maddesinin besine katilacagi maksimum diizey

belirtilmemistir. Kullanim1 en glivenli katkilardir.

TE (Temporary ADI): Gegici ADI degeri, yapilan arastirma sonuglarina goére ADI
degigebilir.

NO (No ADI allocated): ADI degeri saptanmamustir.

GMP (Good Manifacturing Practice): Iyi bir isleme tekniginin gerektirdigi miktar.
Tirk Gida Kodeksinde UTG (Uygun Teknoloji Geregi) olarak yer alir. Besinlerde
kullanimi GMP olarak belirtilen katkilarin, teknoloji geregi kullanilan miktarlariyla
ADI degeri agilmamaktadir.

ML (Maximum Level): Katki maddesinin besine katilmasina izin verilen en yiiksek

miktardir. Her madde toksindir, toksin ile toksin olmayani birbirinden ayiran Dozdur.

PARACELSUS (1493-1541)

2.13 Gida Maddelerinde Tatlandic1 Tayini Icin Numune Hazirlama

Numune hazirlama analitik prosesin Onemli bir asamasidir. Gida numunelerinin
icerdikleri cesitlilikten dolayr ¢ok zor matrisleri vardir (Ornegin; koruyucular

renklendiriciler, koyulastiricilar, vitaminler, proteinler, lipitler ve mineraller).Biitlin bu
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bilesenler tatlandiricilarin belirlenmesine engel olabilir. Ister kalitatif ister kantitatif
olsun 6rnek hazirlama prosediirii tanitmaya mutlaka uygun olmalidir, enstriimentasyon

istenen dogrulukta olmalidir.

2.13.1 Gida Orneklerini Hazirlamadaki Zorluklar

Gidalarin fiziksel ve kimyasal ozellikleri dogalar1 ¢esitlilik gosterir. Verilen bir gida
orneginin bilesimindeki farkliliklar uygun bir o6rnek hazirlama ile minimuma

indirilebilir. Bu nedenle analistin en uygun analitik metodu kullanmas: sarttir.

Gida orneklerinin hazirlanmasit genellikle homojenizasyon, ekstraksiyon, saflastirma ve
deristirme islemlerini kapsar. Sivi orneklerin analizi kati 6rneklere gore avantajlidir.

Kati 6rnekler icin bir 6n agamaya gerek vardir.

Gida numunelerinin hazirlanmasindaki zorluk matrikslerinin ¢ok karisik olmasidir. Bazi
matriks maddeleri ekstraksiyon solventinde benzer ¢oziintirliikk gdstermeleri nedeniyle
birlikte ekstrakte edilebilir. Numune ekstraktindaki matriks engellerinin varligi ¢ok
sayida probleme neden olabilir(6rnegin; bulaniklik, emiilsiyon {iretimi, en O6nemlisi
ilgilenilen bilesigin sinyalini maskelemesi). Bu etkiler genellikle deteksiyon limitindeki
(LOD) artigla diizeltilir. Genellikle ekstraksiyon kalintilarindan saflastirma sorundur.
Uygun bir sabit fazla ekstrakti kolondan gecirmek, diyaliz, sivi-sivi ekstraksiyonu,

coktiirme, filtrasyon en ¢ok kullanilanlardir.

Analiz i¢cin en zor olan analiti engelleyici bilesenlerden kurtaracak uygun bir
ekstraksiyon ve saflastirma prosediirii  kullanarak engelleyici  bilesenlerden
arindirmaktir. Uygun numuneyi hazirlamak analiz siiresini kisaltir, hata faktorlerini

ortadan kaldirir, duyarlilig arttirir, 6zel taninmay1, dogrulamay1 ve dlgmeyi saglar.

2.13.2  Ornegin Hazirlanmasi

Tatlandiricilar birgok farkli gida maddelerinde kullanilir (Ornegin; alkolsiiz igecekler,
meyveli igecekler, siitlii icecekler, konsantre meyve sulu icecekler, tozlu igecekler,
sekerler, sakizlar, kati ve sivi tatlandiricilar, regeller, tursular, konsantre meyveler,
kurutulmus meyveler, cesitli soslar, hazir ¢orbalar, joleler, unlu mamiiller, siit tirtinleri,
cikolatalar). Uriinlerin coklugu ve igerdikleri tatlandirici gesitlilikleri analitik

kimyacilara biiylik zorluk c¢ikarir. Calismalarmm amact numune ile farkli analitik
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yontemlerle denenmis giivenilir sonuglar arasinda uygunluk yakalamaktir. Numune
hazirlamasi gida matriksinin tiiriine baglidir. Baz1 numuneler direkt analiz edilebilirken
bazilarinin analizi i¢in Onceden islemler gerekebilir. Ancak, ektrasksiyon ya da
saflastirma numunenin karisikligina baglh olarak engelleyicileri elimine etmek icin

gerekli olabilir [35] .

Numune hazirlama asamasina gerek duymayan yanlizca birka¢ tane metod vardir.
Bunlar elektrokimyasal ve FTIR bazli metodlardir [36,37,38]. Direk 6l¢iimiin en 6nemli
avantaji hizli1 olmasi ve madde kayiplarinin 6nlenmesidir. Bununla beraber FTIR bazl
yontemlerin karisik ve numuneye oOzel kalibrasyonu ¢ok iyl tanimlanmis matris
numunelerinin  analizini  kisitlar.  Ancak, elektrokimyasal yOntemler sensor

kararsizliklardan ve stirekli kalibrasyon gerekliliklerinden dolay1 kotiidiir.

Montijano H, Borrego F, Tomas-Barberan FA ve arkadasi yogun tatlandirici
neohesperidin dihidrokalkon (DC) 'in stabilitesi, gazli limonata formiilasyonun
saklanmasi sirasinda degerlendirmistir. Icecek drneklerin neohesperidin DC seviyelerin
de, giin 15181nda ve karanlikta oda sicakliginda 1 yila kadar depolandiktan sonra ya da
40° C sicaklikta 3 aylik bir depolama siiresinden sonra higbir degisiklik gostermedigi
yiiksek performansli sivi kromatografik (HPLC) analizi ile hazirlanan model sistemin

dogrulugu gosterilmistir.[39]

Giivenilir matriksler s6z konusu ise numune (kat1 ve sivi tatlandiricilar, icecekler, toz
icecekler, suruplar, meyve sulari) sulandirilarak ya da deiyonize suda ¢6zerek, metanol
ya da etanol ile uygun bir tampon ya da tampon karisimi ile analize uygun hale
getirilebilir. Karbonatli iceceklerde ise numuneler analiz 6ncesinde mutlaka degaze
edilmelidir. (Ornegin; sonikasyon, nitrojen gazi, piiskiirtme ya da vakum altinda
tutmak). Istege bagli olarak numune solisyonlar1 saflastirici bir ajan kullanilarak
saflastirilabilir. (Carrez belirteci, ZnSO4, NaOH ya da benzeri ). Saflastirici ajanlar
proteinleri ayirdig1 icin (emilme ile) ve ayrica tanecikleri ve yagli maddeleri askiya
aldig i¢in kullanmghdir. Saflagtirma olsun olmasin, numuneler tayinden 6nce filtrelenir.
Membran ile tek bir asamada filtreleme ¢ogu durumda yeterlidir. Ancak bazi ekstraktlar
icin santrifiij ya da oOncesinde filtre kagidi filtrasyon ic¢in gerekir. Bu basit numune
hazirlama islemi evrensel olarak yayinlanan hemen hemen her metodta yer alir. Hizl,

ucuz ve basittir. Ancak suda 1yl ¢oOziinlrliigii ile hicbir kimyasalla etkilesiminin
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olmamasi gerekir. Bununla beraber bdyle bir prosediir bircok numune ve analiz yontemi

icin yeterlidir.

Daha karisik 6rnek hazirlama islemlerinde oldukca etkili olan kati faz ekstraksiyon
teknigi (SPE) kullanilir. Bu teknik bilesik ya da bilesiklerin sabit faza afinitesine
dayanarak numune bilesiklerin ayrilmasini saglar. SPE diisiik c¢oziiniirlikli sivi
kromotografisi (LC) olarak kullanilabilirler. Bir¢cok farkli SPE tiirleri arasinda apolar
C18 dolgu maddesine ¢ok sik rastlanir. Digerleri dedesktran, polistiren ve diger polimer
bazli dolgulardir [39,40]. Bir SPE prosediirii su islemleri kapsar; kartus sartlandirma
,ornegin uygulanmasi, kartus yikama analit eliisyonu. Bu SPE tiirlindeki dolgu
maddeleri, ¢oziiclileri, pH ve akis hizin1 gegici analitleri kartus i¢inde alikoymak i¢in
uygun sekilde secilmelidir. Engelleyici maddeler ¢ok iyi alikonmali ya da hi¢ al
konmamalidir. Sonug olarak; zayif olarak alikonan maddeler numune okuma ya da
kartus yikama sirasinda giderilir. Anlitler eliisyon asamasi boyunca cekilir ve sorbente

en ¢ok afinitesi olan madde kartus i¢cinde adsorbe edilir.

Baz1 durumlar da, polar madde ile doldurulmus SPE kartuslar1 (Al,O3 gibi) renksiz
numuneler i¢in ya da karbolsimetil selillozu (CMC) gidermek igin kullanilir. On
sartlandirilmis kolona ornek ekstrakti yiiklenir. Numunenin kolonda ilerlemesi
esnasinda renklendiriciler ve karbolsimetilseliiloz kolonda adsorblanirken, analitler

kolonda tutunmazlar.

yontemlerle denenmis gilivenilir sonuclar arasinda uygunluk yakalamaktir. Numune
hazirlamasi gida matriksinin tiiriine baglidir. Baz1 numuneler direkt analiz edilebilirken
bazilarinin analizi i¢in Onceden islemler gerekebilir. Ancak, ektrasksiyon ya da
saflastirma numunenin karisikligina baglh olarak engelleyicileri elimine etmek icin

gerekli olabilir [35] .

Numune hazirlama asamasina gerek duymayan yanlizca birka¢ tane metod vardir.
Bunlar elektrokimyasal ve FTIR bazli metodlardir [36,37,38]. Direk 6l¢iimiin en 6nemli
avantaji hizli1 olmasi1 ve madde kayiplarinin 6nlenmesidir. Bununla beraber FTIR bazl
yontemlerin karisik ve numuneye oOzel kalibrasyonu ¢ok iyl tanimlanmis matris
numunelerinin  analizini  kisitlar.  Ancak, elektrokimyasal yOntemler sensor

kararsizliklardan ve stirekli kalibrasyon gerekliliklerinden dolay1 kotiidiir.
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Montijano H, Borrego F, Tomas-Barberan FA ve arkadasi yogun tatlandirici
neohesperidin dihidrokalkon (DC) 'in stabilitesi, gazli limonata formiilasyonun
saklanmasi sirasinda degerlendirmistir. Igcecek 6rneklerin neohesperidin DC seviyelerin
de, giin 15181nda ve karanlikta oda sicakliginda 1 yila kadar depolandiktan sonra ya da
40° C sicaklikta 3 aylik bir depolama siiresinden sonra higbir degisiklik gostermedigi
yiiksek performansli sivi kromatografik (HPLC) analizi ile hazirlanan model sistemin

dogrulugu gosterilmistir.[39]

Giivenilir matriksler s6z konusu ise numune (kat1 ve sivi tatlandiricilar, icecekler, toz
icecekler, suruplar, meyve sulari) sulandirilarak ya da deiyonize suda ¢6zerek, metanol
ya da etanol ile uygun bir tampon ya da tampon karisimi ile analize uygun hale
getirilebilir. Karbonatli iceceklerde ise numuneler analiz 6ncesinde mutlaka degaze
edilmelidir. (Ornegin; sonikasyon, nitrojen gazi, piiskiirtme ya da vakum altinda
tutmak). Istege bagli olarak numune solisyonlar1 saflastirici bir ajan kullanilarak
saflastirilabilir. (Carrez belirteci, ZnSO4, NaOH ya da benzeri ). Saflastirici ajanlar
proteinleri ayirdigi icin (emilme ile) ve ayrica tanecikleri ve yagli maddeleri askiya
aldig i¢in kullanmighdir. Saflagtirma olsun olmasin, numuneler tayinden 6nce filtrelenir.
Membran ile tek bir asamada filtreleme ¢ogu durumda yeterlidir. Ancak bazi ekstraktlar
icin santrifiij ya da oOncesinde filtre kagidi filtrasyon ic¢in gerekir. Bu basit numune
hazirlama islemi evrensel olarak yayinlanan hemen hemen her metodta yer alir. Hizli,
ucuz ve basittir. Ancak suda 1yl ¢oOziinlrliigli ile hicbir kimyasalla etkilesiminin
olmamasi gerekir. Bununla beraber bdyle bir prosediir bircok numune ve analiz yontemi

icin yeterlidir.

Daha karisik 6rnek hazirlama islemlerinde oldukca etkili olan kati faz ekstraksiyon
teknigi (SPE) kullanilir. Bu teknik bilesik ya da bilesiklerin sabit faza afinitesine
dayanarak numune bilesiklerin ayrilmasini saglar. SPE diisiik c¢oziiniirlikli sivi
kromotografisi (LC) olarak kullanilabilirler. Bir¢cok farkli SPE tiirleri arasinda apolar
C18 dolgu maddesine ¢ok sik rastlanir. Digerleri dedesktran, polistiren ve diger polimer
bazli dolgulardir [39,40]. Bir SPE prosediirii su islemleri kapsar; kartus sartlandirma
,ornegin uygulanmasi, kartus yikama analit eliisyonu. Bu SPE tiirtindeki dolgu
maddeleri, ¢oziiclileri, pH ve akis hizin1 gegici analitleri kartus i¢inde alikoymak i¢in
uygun sekilde secilmelidir. Engelleyici maddeler ¢ok iyi alikonmali ya da hi¢ al

konmamalidir. Sonug olarak; zayif olarak alikonan maddeler numune okuma ya da
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kartus yikama sirasinda giderilir. Anlitler eliisyon asamas1 boyunca cekilir ve sorbente

en ¢ok afinitesi olan madde kartus i¢cinde adsorbe edilir.

Baz1 durumlar da, polar madde ile doldurulmus SPE kartuslar1 (Al,O3 gibi) renksiz
numuneler i¢in ya da karbolsimetil selillozu (CMC) gidermek igin kullanilir. On
sartlandirilmis kolona ornek ekstrakti yiiklenir. Numunenin kolonda ilerlemesi
esnasinda renklendiriciler ve karbolsimetilselilloz kolonda adsorblanirken, analitler

kolonda tutunmazlar.

SPE bazli 6rnek hazirlama sartlar tekrarlanabilir, hizli, basit ve ucuz oldugu icin daha
uygun goriiliir. Gida analizlerinde en ¢ok kullanilan evrensel ve uygun teknikleridir.
Bagka Ornek hazirlama teknikleri de vardir ancak bunlar analit, 6rnek ve tayin i¢in
oldukca spesifiktir. Boyle durumlarda, numune hazirlamalardaki ayrintilar ilgili

referanslarda bulunabilir.

2.14 Tatlandiricilarin Tayinlerinde Kullanilan Analitik Yontemler

Diyet iirtinlerinde s6z konusu maddelerin analizi i¢in uygulanabilen yontemlerdir.
Metodlarin ¢ogu tekil tatlandiricilarin analizleri i¢in gelistirilmistir. Asagidaki tabloda
gorebileceginiz gibi en c¢ok kullanilan tatlandiricilar (aspartam, sakkarin, siklamat,
asesiilfam-K) tiim giincel analitik tekniklerle tayin edilebilir. Neohesperidin DC, alitam

ve neotam tayini i¢in de ¢ok az sayida veri vardir [41] .

Cizelge 2.9 Yapay tatlandiricilarin analizinde kullanilan analitik yontemler;
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CE: Capillary Electrophoresis (Kapilar Elektroforez)
ET:Electroanalytical Techniques (Elektroanalitik Teknikler)
FIA:Flow-Injection Analysis (Akis Enjeksiyon Analizleri)
GC:Gas Chromatography (Gaz Kromotografisi)

HPLC:High-Performance Liquid Chromatography (Yiiksek performasli Sivi

Kromotografisi

IC: Ion Chromatography (Iyon kromotografisi)

TLC: Thin-Layer Chromatography (ince Tabaka Kromotografisi)
ST: Spectroscopic Techniques (Spektroskopik Teknikler)

Tatlandiricilarin kombinasyon halinde kullanilmaya baslanilmasindan beri, tek seferde
birkag tatlandiricinin tayinini bir arada yapan analitik metodlarin gelistirilmesine ihtiyag
vardir. Simdiye kadar yaymlanmis ¢oklu tatlandiricilarin tayinleri i¢in gelistirilen
metodlar sadece birka¢ maddenin tanimlanmasina odaklanmistir. Ancak son
zamanlarda, yapay tatlandiricilarin tayininde ¢ok daha genis bir aralik kaplayan
metodlar goriilebilir. Su anda bu alandaki en popiler teknik HPLC’dir. HPLC
tekniginin kullanim araliginin ¢ok genis olmasi onu evrensel bir teknik yapar. Ters-faz
stvi kromatografisi (RF-LC) en cok bilinen ve tatlandiricilarin ayrilmasinda en ¢ok

uygulanan bir yontemdir.

HPLC’den baska ayirma metodlar1 da bu alanda kullanilmistir. Iyon kromotografisi (IC)
gida irlinlerindeki c¢oklu-tatlandirict analizleri i¢in uygundur. Organik ¢o6ziici
kullanilarak ayirma yerine IC ayirmalarinda eliient olarak zararsiz ve ucuz tuz

¢oOzeltileri kullanilir.

Kapiler elektroforez (CE) ¢oklu tatlandiricilarin birarada tayini i¢in kullanish bir baska
cazip ayirma teknigidir. Bazi durumlarda CE tekniginin HPLC ye gbre analiz siiresi

yoniinden ve diislik ¢oziicii kullanimi agisindan istiinligl vardir
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Cizelge 2.10 Piyasada bulunan 6rneklere uygulanan metodlar [42]

Aspartam

Asesiilfam -K

Aspartam,

Asesiilfam -k

Aspartam

Aspartam

Aspartam, Asestilfam-K

Asesilfam -k

Aspartam,

Asesiilfam-K

Aspartam,

HPLC-UV

HPLC-UV

HPLC, ESI-MS

FIA(spektrofotometrik yontem)

Kare dalga voltametri

FTIR

Kemometrik analiz

HPLC-UV

HPLC, ESI-MS
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2.14.1 Kantitatif Tayin Yontemleri

2.14.1.1 Spektrofotometrik Yontemler

Gida maddelerindeki tatlandiricilarin analizi i¢in spektroskopik tekniklerin ¢esitli
tirlerine  basvurulmustur. UV-spektrofotometrik metodlar en ¢ok kullanilan

yontemlerdir. Raman ve infrared spektroskopisi de bu amag icin kullanilir.

H.K Khurana ve arkadaslar1 igeceklerdeki aspartamin tayini icin bir bagka
spektrofotometrik metod da o a-kimotrispsin—alkol sistemi ile aspartam formaldehite
enzimatik donlismiis ve daha sonra formaldehit Fluoral-P ile tiirevlendirilmistir.
Alkolsiiz igeceklerdeki aspartamin tayini i¢in hizli bir metod olan Fourier Trasnform
Infrared Spektroskokopisi’nden yararlanilmistir. Bu yiizden igecek tiretim sektdriindeki

aspartamin rutin miktar kontrol analizleri i¢in uygundur [43].

C.S.P.Sastry ve arkadaslar1 asp, sakarin ve ace-K’y1 ¢ok cesitli gida iirlinlerinde reaktif
olarak oksazin boyasi ve Sevron Mavisi 5G kullanilarak ekstraktif spektrofotometrik
teknik ile tayin edebilmislerdir (ayn1 anda degil). Bu tatlandiricilar boya ile kloroforma
ekstrakte edilebilen kompleksler olustururlar. Bir tatlandiricinin igerigi 655 nm de

kloroform ekstraktinin absorbansinin 6l¢iilmesiyle tayin edilir [44].

Pierini, G. D, Llamas ve arkadaslari es zamanli olarak acesulfam-K ve aspartam
miktarini belirlemek i¢in basit ve hizli bir yontem onermistir. Bu yontem ¢ok degiskenli
kalibrasyon araglar1 ile analitlerin Ortiisen sinyallerini gidermek amaciyla dogrusal alan
voltametri yontemidir. Cok degiskenli kalibrasyon yontemi en kiiciik kareler yontemi
(PLS) algoritmas1 kullanilarak gelistirilmistir. Doner disk elektrodun duyarliligim
(RDE) artirmak i¢in numune uygulamasi 8000 rpm de yapilmistir. Elde edilen sonuglar,
HPLC yontemi ile elde edilen sonuglar ile iy1 bir uyum gostermistir [45].

N.E.Llamas ve arkadaslar1 diger bir ¢alismada sivi, kat1 tatlandiricilarda ve toz meyve
sularindaki Ace-K ve sakarinin tayini i¢in basit ve hizli bir yontem Onerilmistir.
Kemometrik analizle (kismi en kiiclik kareler (PLS)) UV-VIS spektrofotometrenin
birlikte kullanimi ger¢ek oOrneklerdeki bu bilesiklerin tayinine izin vermistir.
Aspartamin neden oldugu gii¢lii engelleme, kalibrasyon ve validasyon sirasinda goz

ontine alinmistir[46].

Y.Ni1 ve arkadaslar1 ace-K, sodyum siklamat ve sodyum sakarin tatlandiricilarinin bir
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arada basit ve hizli sekilde tayin edilebilmesi i¢in hassas bir spektroskopik yontem
uyarlamiglardir. Bu analitik yontem potasyum permanganatin bir alkali ¢ozeltisi i¢cinde
oksidatif reaksiyonuna dayanir. Kinetik verileri ¢6zmek i¢cin PLS-PCR ve CLS (Kismi
kareler -temel bilesen regresyonu -Klasik enkiiciik kareler yontemi) sonuglari
kullanilmistir. Onerilen bu ydntemler gida érneklerinde ii¢ tatlandiricinin belirlenmesi

icin uygulanir ve sonuglar HPLC yontemi ile karsilastirilmistir [47] .

YE Shan yaptig1 caligmada yaygin olarak gida aroma maddeleri olarak kullanilan ace-
K, asp ve sakkarinin uv spektral bolgede Britton Robinson(BR) tamponu i¢inde pH 3.25
iken birbirine ¢ok benzer pikler verdigini bildirmistir. Bu g¢alismada kemometrik
yaklagimlarin yardimiyla PLS ve PCR  metodu uygulayarak analitleri ayirmak
miimkiindiir. PCR sonuglarinin PCL den daha iyi oldugu goriilmiistiir. Bu bilesiklerin
belirlenmesi icin yararlanilan lineer aralik sirastyla 1.0 -30.0 mg-L™ ,1.0-20.0 mg-L™!

,1.0-14.0 mg-L™' “dir [48].

Liu Shaogang ve arkadaslar1 bazi igeceklerdeki sakkarin ve benzoik asidin
analizlenebilmesi i¢in Uv spektrofotometre ve Kalman Filtresi kullanmislardir.
Ornekleri asit ¢dzeltisi iginde etil eter ile ekstre edilmistir kalan parcaciklar NaCOs
cozeltisinde c¢oziinmiistiir. Boylece sakkarin ve benzoik asit matriks etkilerden
uzaklastirilmigtir. Absorbanslar1 245 nm ve 281 nm araliginda bulunmustur. Sakkarin
ve benzoik asit kalman fitresi ile analizlenebilmistir. Bu yontem 6rneklere basit ve hizl

sekilde uygulanabilir [49] .

S.Armenta ve arkadaslari Fourier-transform infrared spektrometresini tablet
tatlandiricilardaki asp ve ace-K nin tayini i¢in kullanmislardir. Off-line ve on-line FTIR
metodu HPLC ile elde edilen verileri istatiksel olarak karsilastirmak icin gelistirilmistir

[50].

Fizik Amerikan Enstitiisii konferansinda (AIP Conference) asp, ace-K, sodyum
siklamat, sodyum sakkarin karigimlarim hizli ve etkili bir sekilde tayin edebilmek icin
FT-IR ve EI-MS metodlarmin kullanilabilecegi bildirilmistir. FT-IR ile yapilan 6l¢iim
sonucunda analitlerin piklerinin belirlenebildigi goriilmiistiir. MS ile de karakteristik
piklerin degerlendirmeleri yapilmistir. Farkli formiilasyonlar denenerek hazirlanan
ornekler sonucunda EI-MS 06l¢timleri sonuclar1 ile FT-IR sonuglarmin uygunluk iginde
oldugu goriilmiistiir. Hassas ve diisiik maliyetli alternatif yollarla hazirlanan farklh

formiilasyonlar iceren tatlandiricilarin kalite kontrolleri bu ¢aligmadaki yontemle tespit
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edilebilir [51] .

Maes, P ve arkadaslari 'H Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi (400
MHz) ile bir¢ok colali icecek markalarin1 ayirt etmek ve mesrubatlarda 6l¢timlerin
giivenilir bir sekilde yapilabilmesi icin bir analiz yontemi gelistirmislerdir. Ornekler
once gazdan uzaklastirilmasi i¢in ultrasonik banyoda degaje edilmistir. Sonra pH 1n 4.5
olarak ayarlanmasi i¢in D,0O igine %0,1 Trisodyum Fosfat (TSP) eklenmistir. Elde
edilen NMR spektrumlar1 ‘parmak izi ‘olarak kabul edilir ve Foton Kolerasyon
Spektroskopisi (PCS) ile analiz edilmistir. Ayn1 marka kola 6rneklerinde yiiksek ve
disiik kaliteli segenekleri arasinda onemli farkliliklar bulunmustur. Siilfit, amonyak,
karamel (E 150D) harig, kaf, ace-K, asp, siklamat, benzoat, hidroksimetilfurfural
(HMF)’1n miktar tayini i¢in i¢ standart yontemi uygulanmistir. Kaf, asp, ace-K ve
benzoat i¢in limit degerler sirasiyla 1.7,3.5,0.8, ve 1.0 mg/L olarak bulunmustur. Bu
nedenle kemometrik sonuglar ile NMR spektroskopisi alkolsiiz igecekler ve secilmis

iceceklerin bilesenlerinin ayn1 anda analizi i¢in etkili bir aractir [52].

2.14.1.2 Kromotografik Yontemler

Likit kromotografi (LC) yiiksek yogunluklu tatlandiriclarin tayinleri i¢in kullanilan en
poptiler tekniktir. LC ile birlikte ¢esitli tayin sistemleri kullanilir. HPLC izokratik veya
gradient ters-faz kromotografik ayirmaya dayanir. LC ile birlikte ¢esitli tayin sistemleri
kullanilir. Ornegin: ultraviyole (UV) spektrofotometri, amperometri, kolorimetri, kiitle

spektrometresi (MS), spektroflorometri, 151k sagilmasi ve kondiiktometri)

Aspartam miktar tayini i¢in birgok HPLC metodu rapor edilmistir. Ters-faz HPLC
yontemi ile UV dedektdr kullanilarak asetonitril ve /veya metanol mobil fazinda fosfat
tamponu ile arpartam tayin edilmistir. L.M. Nollet bunlarin birgogunu 250 mm kolonda
gelistirmistir. Ancak aspartam ve metabolitleri 30 mm kolon kullanilarak UV dedektor
ile ayrilabilir. Kolon boyu kisalirsa analiz siiresi 10 dakikadan daha az siirer ancak

secicilik 250 mm kolondakinden daha kotii olur [53] .

D.Odaci1 ve arkadaslar1 aspartam ve onun hidroliz iiriinlerini kolon oncesi tlirevlendirme
ile spektroflorometrik olarak tayin edebilmistir. Yontem de asetil fenilalanin, aspartik
asit ve fenilalanin reaktanlar naftalin 2,3 dikarmoksaldehit ile hafif alkali ortaminda
siyaniir iyonu varliginda floresan 1-siyano-2- substitue benzen [f] izoindole tiirevlenir
[54]. S.Armenta benzer bir metodta fluoreskamin kullanarak kolon 6ncesi tiirevlendirme
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yapmustir[55]. Bu yontemlerin en biiylik dezavantaji uzun tiirevlendirme prosediirleri

gerektirmesidir. Aspartamin dogal floresans1 HPLC tayini i¢in kullanilabilir.

Aspartam ve fenilalanin maksimum 284 nm’de dogal floresans yayar. K.Wro’bel 205
nm’de en 1iyi sinyal-giiriilti oraninin elde edildigini bulmustur. Bu metod i¢in
tiirevlendirmeye gerek yoktur. Ayrica spektroflorimetrik tayin, spektrofotometrik tayine

gore ¢cok daha iy1 duyarlilik ve biraz daha iyi hassasiyet saglar [56].

Basit bir yontem olan normal faz HPLC yontemiyle tablet tatlandiricilardaki aspartamin
tayini miimkiindiir. F.A Thomas—Barberan ve arkadaslarinin verdigi yontem aspartamin
2,4 dinitrofloro benzen ile tiirevlen-dirilmesinden sonra 332 nm de tayin edilmesine
dayanir. Ayrim bir silika kolonda mobil faz olarak hekzen-etil asetat (60;40)
kullanilarak 1m /min akis hizinda gergeklestirilmistir. Metodun LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 1 mg ve 4 mg olarak bulunmustur. Metod 20-180 ng konsantrasyon araliginda

lineer olup geri kazanim degeri %97 den daha 1yidir [57] .

H.Masumoto ve arkadaglar1 aspartamin HPLC yontemi ile elektrokimyasal olarak tayin
edilebilecegini bildirmistir. Aspartam, normalde elektrokimyasal olarak inaktiftir ancak
kolon Oncesi tiirevlendirme ile oksitlenebilir hale geldigini (254 nm de 151k sacar) ve
kolon 6ncesi fotokimyasal dedektor kullanilarak apartamin kesin tayinin yapilabilcegini

bildirmislerdir [58].

HPLC-UV metodu Neohesperidin DC (NHDC) nin tayini i¢in en ¢ok kullanilan
yontemdir. Tomas-Barberan ve arkadaglart NHDC gradient modda standart C18 kolon
kullanilarak analiz edilebilecegini bildirmislerdir. Birgok gida bileseni bu dalga boyun
da ¢ok az absorbans yaptig1 i¢in 282 nm dalga boyu analiz i¢in en uygun dalga boyu
oldugunu bildirmislerdir.

[59-60].

Ozkan, G. Ve arkadaslar1 ii¢ yapay tatlandirici (ace-K, asp ve sakarin ) ve diger katkilar
olan vanilin, benzoik asit ve sorbik asidin izoktarik yontem ile C18 kolonda ayrilmalari
ve miktar tayinleri yapmistir. Diod—Array Detektorii (DAD) her bir analit i¢in farkli
dalga boylar1 segilerek kullanilabilir. (asesiilfam-K; 230 nm, sodyum sakkarin: 220 nm,
a-aspartam: 203 nm, vanilin 280 nm, benzoik asit: 225 nm, sorbik asit: 256 nm). Metod
kola ve tozlu igeceklerdeki tatlandirict ve koruyucu bilesenlerinin izlenmesi i¢in faydali

bulunmustur [61].
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N.Dossi ve arkadaglar1 ters faz HPLC (RP-LC) metodu ile toz igeceklerde ve sivi
iceceklerde tatlandiric1 tayininin miimkiin oldugunu bildirmislerdir. Bunun i¢in 10pm
LiChrosorb RP18 igeren kolon kullanilmistir. Gradient eliisyon programina uygun
olarak analitler metanolle birlikte pH 4.0 sulu 0,1 M fosfat tamponu ile eliie edilmistir.
Ayrilma islemi yirmi dakikadan daha az bir siirede gergeklestigini bildirmislerdir.
Spektrofotometrik deteksiyonun duyarliligi teknik switch dalga genisli§ine gore
ayarlanmistir. Bundan dolay: tatlandiricilarm limit araligi 1.0 ve 3.0 mg/!I" olup
maksimum limit degerin altindadir. Methot direk enjeksiyon oncesi analizi yapilan bazi

ticari igecekler icin basaril kilimmustir [62].

H.Masumoto ve arkadagslart Neotam, alitam ve aspartamin HPLC-UV yardimiyla ¢esitli
gidalarda miktar tayinleri yapilmistir. Dahasi, bu ¢ tatlandiricinin  Ultra-HPLC
(UHPLC)-MS2 yontemini kullanarak basarih sekilde taninmasi gerceklestirmistir . Iyi
bir ayirmay1 uygun hassasiyet ile 20 dakikadan daha kisa siirede gergeklesmistir [63].

V.George, Arora ve arkadaslar ¢oklu tatlandiricilarin ve onlarin bozunmus iiriinlerinin
tayini i¢cin C18 kolonu ile solid faz ekstraksiyon metodunu kullanilmislardir. HPLC i¢in
analitik sartlar UV detektor C18 kolonuna gore standardize edilmistir. Bu yontemle
coklu tatlandiriclarin ve onlarin tiirevlerinin ayni anda tayini miimkiindiir. Sukralozun
kantitaf ve kalitatif tayini i¢inse HPTLC amino grup ve silika gel plakalar {izerinde
standardize edilmistir [64].

H.So Lim ve arkadaslarn ace-K, siklamat, sodyum sakkarin, asp, alitam, neotam,
sukraloz, dusin ve NHDC’in birarada tayini i¢cin HPLC-MS/MS metodunu
onermislerdir. Ornekler pH 4.5 tampon ¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir. Ornek segici
reaksiyon monitér modunda (SRM) MS/MS metodu kullanilarak termo hipersil BPS
C18 (250 X3 mm,5-pm) kolonunda ayristirilmistir. r > 0,99 dir. Gerikazanim 90.0-
107.5 % araligindadir. Bu methot degisik yiyecek ve iceceklerdeki bu dokuz
tatlandiricinin basarili sekilde gergeklestirilmistir. [65].

Ji C ve arkadaslar1 yeni bir methot olan ulta performans sivi kromotografisi (UPLC) ile
sodyum sakkarin, aspartam ve neotamin ayni anda analizi miimkiiniidiir. 220 nm de
tekli enjeksiyon uygulanmistir. Gradient programi ile ACQUITY UPLC BEH C18
kolonu kullanilmistir. Orneklerdeki geri kazanim 80.5 %- 95.2 % araligindadir. Yoéntem

toz tablet tatlandiricilarda ve tatlandici igeren igeceklerde basariyla cevap vermistir [66]
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Son yillarda kafein ve benzoik asit bir¢ok i¢ecekte bulunmaktadir. Diyet iceceklerde
kullanilan diisiik kalorili yapay tatlandiricilar sekerin yerini almistir. Ik bulunan yapay
tatlandiricinin sakkarin olmasina ragmen aspartamin kullanimi daha yaygindir. Cola
zero, Diet Cola, Nestle Diet Tea bunlar iceren 6rneklerdendir. M.Ree ve arkadasi
E.Stoa karisim standartlar1 ,HPLC yontemi ile bu tatlandiricilarin igeceklerde bulunan

konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanmiglardir . [67].

D.Yang ve arkadaslar1 yeni HPLC —MS metodu ile yedi yapay tatladiricinin ( apsartam,
sakkarin, asestlilfam-K, neotam, sukraloz, siklamat ve alitam) ve bir dogal tatlandiricinin
(Steviosid) tayinini gerceklestirmislerdir. Diger bir¢ok metodun aksine, bu ydntem
saflagtirma basamagi igermez . Gida d6rnekleri metanol-su karisimi ile ekstrakte edilir ve
stiziildiikten sonra HPLC-MS sistemine enjekte edilir. Siklamat, sukraloz, neotam,
aspartam, steviosid, alitam, asesiilfam-K ve sakarin i¢in seg¢ici iyonizasyon kaydi (SIR)

kullanilarak miktar tayinleri yapilmistir [68].

Yapay tatlandiricilar Avrupa Parlementosu tarafindan kontrol edilen gida katki
maddeleridir. Bu nedenle giiven diizeyleri ve analitik verileri kontrol edilmesi i¢in her
gecen giin yeni metodlar gelistirilmektedir. Bu calismada LC-MS/MS yontemi

kullanilarak bazi yapay tatlandiricilarin

(asp,ace-K, siklamat, sakkarin, sukraloz) tayini miimkiin kilmmistir. ikili methot

yapilan ¢alisma icin ¢ok duyarli oldugu bulunmustur [69].

[.Trandafir ve arkadaslar1 kola iceceklerindeki ace-K, sakarin, asp, kaf ve benzoik asitin
tayini icin basit ve se¢ici ve hizli bir yontem olan terz faz HPLC yontemini
gelistirmiglerdir. DS Hipersil C18,5 pum kolonu kullanilmistir. Ace-K i¢in A=227 nm,
sac A=265 nm, asp , caf, ve benzoik asit icin A=217 nm de diode array dedektdrle analiz
gerceklestirilmistir. Analiz 40 dakikadan daha az siirede gergeklesmistir.
Kromatografik ayrim igin potasyum dihidrojen orta fosfat tamponu (pH 4,3) ve
asetonitril (88:12, v/v) mobil faz olarak kullanmilmigtir. Yontem 0-100 mg/L
konsantrasyon araliginda lineerdir. Metodun validasyon parametreleri sonuglarin

analitik parametrelere uygun oldugunu gostermistir [70].

A.Zygler ve arkadaglar1 yiiksek duyarlikli tatlandiricilarin  tayini i¢in (SPE)
ekstraksiyonunu ardindan HPLC-MS spektroskopisini gergeklestirmislerdir. Ornekler

ace-K, asp, ali, cyc, dul, NHDC, sac, ve scl icermektedir. Numune formik asit ve N,N-
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diizopropiletilamin bilesiminden olusan pH 4,5 tampon kullanilarak ultrasonik banyoda
ekstraksiyon igslemi ger¢eklestirilmistir. Daha sonra Strata-x 3um polimerik SPE kolonu
kullanilarak temizlenmistir. Ayrisma C18 kolonunda gradient eliisyon yontemi ile
gerceklesmistir. Sonuclar ace-K, sac ve sukraloz i¢in lineer sonu¢ vermistir.
Konsantrasyon 0,25 pg/ml altinda bulunmustur. Geri kazanim degerleri tim
tatlandiricilar icin 84,2 ve 106,7 % araliginda bulunmustur. Bu methot ile ¢esitli

iceceklerde, yogurt ve balik iiriinlerinde rutin kalite kontrol analizleri yapilabilir [71].

M.Idris ve arkadaglar1 tablet tatlandiricilardaki aspartamin analizi i¢in basit ve yeni
yiiksek perfomansli sivi kromotografi yontemi gelistirmislerdir.Bu yontem ile 332 nm
de aspartamin 2,4-dinitro floro benzen tiirevi amaglanmistir. Ayirma islemi hekzan:
etil asetat (60;40,v/v) mobil faz1 kullanilarak silika kolon iizerinde gerceklestirilmistir
(pH % 1 asetik asit kullanilarak 4,5 a ayarlanmistir). LOD ve LOQ degerleri beklenildigi
gibi 1 ng ve 4 ng bulunmustur.Lineer konsantrasyon araligi 20-180 ng ‘dir ve bu

yontem ile geri kazanim degerleri %97 den daha iyi sonug vermistir.[72].

M.Grembecka ve arkadaslar ¢esitli diyet takviyeleri ve alkolsiiz igeceklerdeki kafein ve
aspartamin ayni anda tayini i¢in kromotografik bir yontem sunmustur. Corona charge
analit dedektor ile analitler ¢ift dedektorlii bir HPLC sisteminde (Corona CAD-UV
DAD ) tayin edilmistir. Yontem de 5 mikron ¢apinda partikiillerle doldurulmus Termo
—Hypersil altin C18 kolonu ve asetonitril-su (15/85%v/v) 1 ml / min bir akis hizinda
mobil faz kullanilmistir. HPLC-CAD-UV-DAD yoéntemi diyet liriinlerinde ve alkolsiiz
iceceklerideki kafein ve aspartamin kantitatif ve kalitatif tayini i¢in uygundur.
Belirlenen konsantrasyon limit araligi 0,25 -0,75 mg/L*dir. Dedeksiyon limiti kafein
icin 62 aspartam i¢in 43 ng/ml’dir. Her analitin kalibrasyon egrisinde kolerasyon degeri
0.9999 dur ve lineerdir. Bu teknik ile icecekler ve diyet takviyelerinde biyolojik aktif

maddelerin tayini i¢in uygundur [73].

Son yillarda, gida giivenligi hakkinda endiseler artmaktadir. Farkli iilkelerde gida katki
maddelerinin kullanim1 6zel diizenlemelerle sinirlandirilmistir. Demiralay E.C ve
arkadaslar1 ayn1 anda tatlandiricilar ve koruyucular1 (aspartam, sodyum sakkarin,
asesiilffam-K, vanilin, sorbik asit ve benzoik asit) tayin edebilmek icin ters faz sivi
kromotografisi kullanarak analitik yontem ortaya koymuslardir. Yiiksek oranda organik
degistiriciler kullanilarak ayirma islemleri saglanmistir. Optimum kromotografik ayirma

islemi i¢in mobil faz %15 amonyum asetat tamponu (0,005 M) iceren asetonitril
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cozeltisi kullanilmistir. En 1y1 sonu¢ pH 4.0 deki mobil faz kullanilarak YMC-ODS
pack kolonu iizerinde elde edilmistir. Tiim katki maddeleri 40 dakika i¢inde ayrilmistir.
RP-HPLC-UV metodu LOD/LOQ, dogrusallik, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik
acisindan valide edilmistir. Bu yontem toz igecekler ve alkolsiiz gazli iceceklerde

bulunan a-aspartam, asesiilfam-K ve benzoik asidin tayininde kullanilmistir. [74].

Alt1 sentetik gida katki maddelerinin ( aspartam, asesiilfam-K, benzoik asit, sodyum
sakarin, tartrazin ve sari siinset) basarili sekilde ayrilabilmesi icin ters fazli yiiksek
performansli sivi kromatografik yontem gelistirilmistir. Yan Q. ve arkadaslar1 bu
ayrilmay1 saglayabilmek icin oda sartlarinda metanol ve 0.02 mol/L amonyum asetat
(pH 6.0) (30;70,v/v) igeren mobil faz ile A Eclipse XDB-C18 kolonunu kullanmislardir.
Basarili ayirma kosullar1 10 dakika i¢inde tiim bilesikler i¢in optimize edilmis gradient
elisyonu kullanilarak elde edilmistir . Geri kazanim degerleri %90- % 109,87
arasindadir. Bu Onerilen yontem igecek numunelerine basarili bir sekilde uygulanmistir

[75].

Amperometrik dedektor ile birlesmis iyon kromotograifi metodu icecek ve toz
formlardaki Asp tayini i¢cin onemlidir Qu, F., Qi, Z. H., Liu ve arkadaslar1 Dionex
AS4A-SC ayirma kolonunu tatlandiricilarin diger katki maddelerinden ayrilmasinda
kullanmiglardir. Bu yontemde ayrica, en ¢ok kullanilan tatlandiricilar (sodyum sakarin,
ace-K ve sikalamat gibi) higbir elektrokimyasal sinyal vermedigi i¢in elimine

edilmiglerdir [76].

Q.Chen ve arkadaslar1 basingh iletken detektorii (Suppressed Conductivity Detector) ile
iyon kromotografisinde KOH eliient olarak kullanildiginda Acoustic Echo Cancellation
(AEC) teknigi ile gida maddelerindeki dort tatlandiriciyr (asp, ace-K, sodyum sakkarin,
sodyum siklamat ) ve koruyucu olan kafein, teofilin ve teobromin i¢in uygun oldugnu

bildirilmistir [77].

Gaz kromotografisi, tatlandiricilarin ¢ok az ucuculuga sahip olmalar1 nedeniyle bu
bilesenlerin tayininde ¢ok kullanilmaz. Analiz 6ncesinde tatlandiricilar mutlaka gaz
hallerine doniistiirtilmelidir ve bu da gaz kromotografisinin en 6nemli dezavantajidir.
Tiirevlendirme basamagi sadece c¢ok is ve zaman harcamaz ayni zamanda bazi

diizensizliklerde meydana getirir.

Gida maddelerindeki sakarin ve ace-K ‘nin bir arada tayini GC-Azot Fosfor Detektor
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(NPD) kullanilarak yapilmistir. Iki tatlandiricida diazometan ile analiz &ncesinde

metillenir [78].

2.14.1.3 Diger Yontemler

Kapilar Elektroforez (CE) gida analizleri i¢in giiglii bir analiz aractir. Yiiksek ¢ozme
giicli, az miktarda solvent tiiketimi ve otomasyon kolayligindan dolay1 CE cesitli gida
maddelerindeki yiiksek yogunluklu tatlandiricilarin tayini i¢in HPLC ye uygun bir
alternatiftir. CE ‘in farkli tiirler1 tekli tatlandiricilarin  ya da tatlandirict
kombinasyonlarinin analizinde kullamilir. Kapiler-bolge elektroforez (CZE), misel
elektrokinetik kromotografi (MECK) ve kapiler izotakoforez (CITP) en ¢ok kullanilan
CE tirleridir. Silika kapilerle doldurularak kullanilan elektrolitler genellikle fosfat,

borat, benzoat yada pH 6-9 araligindaki glisinata dayanan tamponlardir.

J.J.Pesek ve arkadaslar1 yaptigi calismalarda CZE metodu ile gidalardaki aspartami
tayin etmek i¢in 30 mM fosfat -19 Mm TRIS tamponulu ortamda 212 nm de dalga
boyunu kullanmiglardir. HPLC den ¢ok daha kisadir ve test edilen numunelerde hicbir
yabact maddeye rastlanmamistir. Bu metodun asil dezavantaji kullanilan tamponun

diisiik pH (2,14) olmasidir. Ciinkii aspartam pH 3’iin altinda kararsizdir [79] .

J.C.Walker alkolsiiz igeceklerdeki aspartam, kafein ve benzoik asidin borattan ¢ok daha
kisa stlirede go¢ edebilen glisin tamponu kullanilarak tayin edilebilecegini bildirmistir.
Analitlerin ayrilmas1 pH: 9’da glisin tamponu ile saglanmistir ve 215 nm de
spektrofotometrik olarak tayin edilmislerdir. Yontemin tekrarlanabilirliginin oldukga 1yi

oldugu belirtilmistir [80].

Neohesperidin DC tatlandirict karisimlarindaki en kiiclik bilesendir. J.McCourt ve
arkadaslart NHDC’ni 100 mM borat tamponlu (pH:8,3) ortamda 282 nm dalga boyunda
diger tatlandiricilardan kolayca ayrilabilmisti. Metod alkolsiiz i¢eceler, meyve sulari ve
yogurtlarda diisiik miktarda olan Neohesperidin DC’nin i¢in basarili bir sekilde
uygulanmistir [81].

Son yillarda tatlandirici tayinler i¢in birgok yeni metod gelistirilmistir. Fernandes
V.N.O ve arkadaslar1 UV dedeksiyon altinda kapiler zone elektroforez ile (CZE) ace-
K,sakkarin ve siklamatin tayini i¢cin gelistirmislerdir.. Aspartam, asesiilfam ve sakkarini
direk, siklamati ise indirekt yoldan tayin edebilmislerdir. Yontemin uygulanabilirligi

aspartam, siklamat ve sakkarin iceren limon poset 6rneklerinin analizi ile gosterilmistir
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[82].

Alkolsiiz iceceklerde gida katki maddeleri olarak kullanilan asp, ace-K ve sakkarinin
analizi icin R.A.Frazier ve arkadaslar1 hizli CE metodunu sunmustur. Bu katki
maddelerinin karisimi misel faz olarak kullanilan 62 mM Sodyum dodesil siilfat ile pH
9,5 te 20 mM karbonat tamponu kullanilarak uygun sartlar altinda MECK yontemi ile
basarili bir sekilde ayrilabilir. Numune igerikleri DAD detektorii ile UV-VIS aralikta
tayin edilmistir [83].

CE - C*'D (with capacitively coupled contactless conductivitiy ) yontemi ile tablet
tatlandiricilarda ve igeceklerdeki aspartam, siklamat, sakarin, ve asesiilfam-K ayn1 anda,
hizli ve basit sekilde tayin edilebilmistir. Background elektrot (BGE) 100 mmol L™
tris(hidroksimetil) aminometan (TRIS) ve 10 mml'lhistidin(His) iceren bir tampon
cozeltisiyle kullanilmigtir. Fodometrik deteksiyon ile CE yontemi ile belirlenen LOD ve
LOQ degerleri diisiiniildiigiinden daha iyi bulunmustur. Geri kazanim 94%-108 %
araligindadir [84].

O.Fatibello-Fihlo ve arkadagslar1 bagka gelistirilen yontemde spektrofotometrik FIA
metodu olarak Bakir(Il) fosfat ve kati faz reaktorii kullanarak uygulamislardir.
Aspartam Bakir (II) iyonlar: ile reaksiyona girerek Cu(ll) (asp) kompleksini verir.
Cu(Il) iyonlarinin serbest kalmasi baska bir renkli karisim olan alizarin kirmizis1 S
soliisyonu ile kompleks olustugu zaman gerceklesir. Bu yontem tablet tatlandiricilardaki

aspartamin tayini i¢in kullanilir [85].

L.F.Capitan-Valvey c¢ok basit duyarl, akis yolu spektrofotometrik sensor ile diistik
kalorili ve diyet tiriinlerindeki aspartamin tayinini gelistirmistir. Sensér SepHadex CM-
C25 katyon degistirici kullanilarak UV spektrofotometrik detektor ile tek kanalli akis-
enjeksiyon (FI) sistemine uygulanmistir. Aspartam higbir tiirevlendirme olmadan kendi

absorbansi olan 219 nm de 6lgiilerek tayin edilir [86].

FIA islemleri, kemiliiminesans, spektrofotometri, = FAAS ya da amperometri

detektorleri ile gida maddelerindeki Siklamatin tayini iginde 6nerilir.

J.F.Garcia ve arkadaglar1 aspartam ve aseslilfam-K nin tablet tatlandiricilarda bir arada
tayini igin c¢ok analitli akis yollu sensdr kullamlarak vyiiriitmiislerdir. Islem tasiyici

olarak 0,06 M pH 2,70 ortofosforik asit/Sodyum dihidrojen fosfat tamponu kullanilarak,
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tek kanalli Akis Enjeksiyon Analizi (FIA) sisteminin akis yolu hiicresine yerlestirilen
SepHadex DAEA A-25 iyon degistiricisinde asesiilfam-K nin gegici alikonmasina
dayanir. Bu sartlarda aspartam ¢ok zayif tutulur, tasiyicinin kendisini desorpsiyonundan
sonra, Once aspartam sonra asesiilfam-K nin gercek UV Olclimlerinin yapilmasi

miimkiindiir[87].

Yine J.F.Garcia ve arkadaglar1 aspartam, asesiilfam-K nin, sakkarin, birka¢ antioksidan
ve koruyucularm kisa monolitik C18 6n kolonu iceren tek kanalli FIA sistemi
kullanilarak, se¢ilmis gidalarda bir arada tayin etmislerdir. Analitlerin ayrilmasi DAD
ile yapilan miktar tayinine ve alikonma zamanina dayanir. Bu sistem basit, diislik

¢Oziintirlikli likit krtomotografisi ile uygulanmalidir [88].

Elektrokimyasal teknikler yapay tatlandiricilarin tayini i¢in giiclii ve ¢ok yonlii bir
aractir. Basit, hizli ve ucuzdur. Ayrica, bulanik ve renkli ¢ozeltilerdeki analitleri bile
direkt olarak tayin edebilme sans1 tanir. Gida iirlinlerindeki bazi bilesikleri tek basina ya
da karisim halinde analiz edebilmek i¢in gelistirilmis birka¢ elektrokimyasal teknik

vardir.

2.15 Spektroskopik Yontemlerle Miktar Tayini

Spektroskopi, bir Ornekteki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji diizeyinden
digerine gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1s1manin
Olciilmesidir. Tiim spektroskopik analizler, madde ¢ozeltisinden gecen enerji miktari ile
madde icermeyen ¢oziicliden gecen enerji miktarimin  karsilastirilmasina dayanir ve
boylece tayin edilen T degeri, sonrasindaki hesaplamalarda kullanilir. Bir
spektrofotometrenin gecen 151 alani genlikle 100 esit birime boliinmiis olup %
gecirgenligi onda birine kadar okuma olanagi vardir; bununla beraber konsantrasyon
tiim skala iizerinde ayn1 dogrulukla tayin edilemez. Analizlerde T degeri 0,6 ile 0,2
arasinda yer almali, ancak konsantrasyondaki % hatanin minimuma inebilmesi i¢in
ideal absorbans degeri 0,434 olmali ve bunun i¢in de ¢d6zeltiler, absorbans degeri
yaklagik 0,45 olacak seklide hazirlanmali, pratikte ise bu deger 0,3’den az 0,6’dan ¢ok

olmamalidir .

Nitel analizler: Genis uygulama alanlari, yiikksek  duyarlhilik, se¢imlilik ve
tekrarlanabilirligin 1yi olmasi, uygulanabilirlik ve hizliligin 1yi olmasi gibi nedenlerle
tercih edilirler.
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Nitel analizlerde, gidalardaki saf maddelerin yapilarinin saptanmasinda, fonksiyonel
grubun bulunup bulunmadiginin incelenmesinde, bir fonksiyonel grubun bilesikteki
yerinin saptanmasinda kullanilir.

Nicel analizler: Nicel analizde Lambert—Beer kanunundan yararlanilir. Bu kanuna gore,
absorbans konsantrasyonla dogru orantilidir.

Tayin tek standartla, kalibrasyon egrisi ile ve standart katma metodu ile yapilabilir.
Bunun i¢in analiz edilecek maddenin absorblayacagi 1s18in dalga boyu belirlenir (bu
genellikle maddenin  maksimum absorbans gosterdigi dalga boyudur). Belirlenen
dalga boyunda hazirlanan  standart c¢ozeltilerin  absorbanslart  Olgiiliir  ve
konsantrasyona karsi kalibrasyon grafigi ¢izilir. Kalibrasyon grafiginde standart
cozeltilerin absorbasi grafik denkleminde y degeri yerine, konsantrasyonu x degeri
yerine konularak cizilir.

Sonra bilinmeyenin (0rnegin) absorbansi okunarak grafikten absorbansinin
kalibrasyon egri-sini kestigi yerden x eksenin dikme indirilerekte ayni sekilde

bilinmeyenin konsantrasyonu tayin edilir.

2.16  Ultraviyole (UV) ve Goriiniir Bolge (VIS) Molekiiler Absorpsiyon
Spektroskopisi [ 89]

Sekil 2.6 UV-VIS Spektrofotometresi

UV ve goriniir bolgede spektrofotometrik Slgiimler gidalarin  nitel ve nicel

analizlerinde en c¢ok kullanilan yontemlerden birisidir. Maddenin 15181 sogurma
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(absorplama) derecesini 6lgmek ve bundan yararlanarak derisimi saptamak igin,
absorpsiyon (sogurma) ile derisim arasindaki iliski bilinmelidir. Bir 151n demeti kati, sivi
veya gaz tabakasindan gecerse belirli bir frekanstaki i1sinlarin siddeti se¢imli olarak
azalir. Bu olaya absorpsiyon denir. Absorbsiyon da elektromanyetik enerji maddenin
atomlarma veya molekiillerine aktarilir. Molekiillerdeki her bir elektronik ener;ji
diizeyi cok sayida titresim, bunlarda ¢ok sayida donme enerji diizeyi igerirler. Bunun
sonucu olarak molekiildeki miimkiin enerji diizeylerinin sayist fazladir ve ¢ok sayida
absorpsiyon ihtimali vardir. Bu yiizden elektronik gecise karsi gelen dalga boyu
civarinda bir¢cok absorpsiyon piki gozlenir. Ayirma giicli ¢ok yiikksek olmayan
cihazlarda, birbirine ¢ok yakin olan bu absorpsiyon pikleri bir band seklinde goriiliir. Bu
tip spektruma “siirekli spektrum” denir. Atomlarm veya tek atomlu iyonlarin
absorpsiyonu sonucu meydana gelen spektrum ise kesikli yani hat spetrumudur.
Monokromatik (tek dalga boylu 1s1ma) ve lo siddetindeki bir 151k demeti, kalinligi b cm
olan bir tiipte bulunan ¢ozeltideki herhangi bir molekiil tarafindan absorplandiginda
siddeti azalir ve tiipii | siddetinde terkeder. Gegirgenlik (T): Gegen 151k siddetinin gelen
151k siddetine oramidir. Genellikle yiizde gecirgenlik olarak ifade edilir.

0T =L 100 (2.1)
JI-".'l

Absorbans ile gecirgenlik arasinda,

A=-log T=1logl/T =lgg 100 /%T
A =10g 100 - log %T
A=-logT=2-log % T iliskisi vardur |
A=1log(L/D (2.2)
Absorbans(A): Gelen 151k siddetinin gegen 151k siddetine oranmnin logaritmasidir.
Absorbans ile gecirgenlik ters orantilidir. Biri artarken digeri azalir. Absorbans
birimi yoktur.

Bir ¢ozeltinin gegirgenligi ve absorbansi; 1s181n gectigi  yolun kalinligina (kiivet
kalinlig1), c¢ozeltinin konsatrasyonuna ve her bilesik i¢in sabit olan molar
absorpsiyon katsayisina  baghdir.  Molekiillerin secilen dalgaboyundaki 1simay1

absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan azalma Beer- Lambert esitligi ile verilir. Bu esitlik:
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log é =E.m.C = A seklinde ifade edilir. (2.3)

Burada:

Iy: C_)rnek kabina giren 151k siddeti

I : Ornek kabini terkeden 151k siddeti

& : Molar absorpsiyon katsayisi (It / mol.cm)

b: Ornek kabinin kalinligi (cm)

C: Derisim (mol / 1t )

A: Absorbans

Molar Absorpsiyon Katsayis1 (Absorptivite (g): Birim konsantrasyonda birim
kalinliktaki numunenin absorbansidir. Birimi, b ve C ‘ye baghdir. Cozeltinin
konsantrasyonu molarite (mol/litre) cinsinden verilmigse, absorptiviteye “Molar
absorpsiyon Kkatsayisi” adi verilir.  Absorbans, 151n demetinin gectigi ¢dzeltinin

genisligi ve absorblayici tiirlerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
A.o.b.C yani A=€.b.C (2.4)

Manyietit Alan
wibrasy Ry

z

Dalgamn
hareket
(Rl th

Elglctit Alan
YIRra s ong

Sekil 2.7 X yoniinde yol alan elektromanyetik dalganin elektriksel ve manyetik alan

bilesenleri, dalga boyu (1)

Isinin tanecik ve dalga olmak tizere iki 6zelligi bulunmaktadir. Elektromanyetik 1s1n,
dalga boyu, frekans, hiz ve genlik gibi parametreleri iceren siniis dalga modeli

ile a¢iklanabilir.

Dalga boyu (\) Bir 1simmin dalga hareketinin ard arda gelen iki maksimumu veya
minimumlar1 arasindaki dogrusal uzakliktir ve A ile gosterilir. Dalga boyu metre,

santimetre, milimetre, mikrometre, nanometre, angstron gibi c¢esitli birimlerle
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verilebilir.
lem=10mm=10* pm=10" nm=10% A

Frekans (V):Bir 1s1nin saniyedeki periyot sayisi olup birimi g veya buna esdeger Hertz

(Hz) dir. Frekans, dalga boyu ve 1s1in yayilma hizi arasinda,

AV =V bagntisi vardir. (2.5)

Bir 1smmin frekansi icinden gectigi ortama bagli degildir. Sadece kendini meydana
getiren kaynaga baghdir. Kaynagin sicakligi yiikseldikg¢e 1sinin frekansi da yiikselir.
Isimin havadaki iz, her cesit 151nin vakumdaki hizi aymidir ve c ile gosterilir.

Dolayisiyla yukaridaki esitlik,

C=Xxv =3.10"" cm/s seklinde yazilabilir. (2.6)

Bir 151n saydam ortamlardan ( maddelerden) gecer ve hizinda azalma olur. Bu azalma
ortamin kirma indisiyle ilgilidir ve ortamda 1s1nin hizi ne kadar azalirsa kirma indisi o
kadar biiyiir. Cozeltide, uygulanan dalgaboyundaki 15181 absorplayacak birden fazla

molekiil varsa, absorbans toplamsal oldugundan,
A=A+ Aot......... =€1.b.Ci+ €2.b.Cr+........ esitligi gecerlidir. (2.7)

¢ her madde ve her dalga boyu i¢in farkli degerlerdir.
Bu esitlikle ifade edilen kanuna Lambert — Beer Kanunu denir. Absorpsiyon
Olctimlerinin temel kanunudur.Lambert-Beer kanunu seyreltik ¢ozeltiler i¢in gegerlidir.

0.01 M ‘dan daha seyreltik ¢ozeltiler i¢in uygundur.

2.16.1 Lambert-Beer Yasasindan Sapmalar

»Derisim Etkisi (Tabii sapma): 0.01 M dan dan daha derisik ¢ozeltilerde sapma olur.
Nedeni artan tanecik sayis1 nedeniyle taneciklerin etkilesimleri artar ve molar
absorpsiyon katsayisini degistirirler. Ortamdaki absorpsiyon yapmayan tiirler fazla ise
de sapma olur. Kirilma indisi derisimle artar. Ancak bu diizeltilebilir. 10% M “dan
daha derisik ¢ozeltilerde kirllma indisi 6nemsizdir.

»Kimyasal Sebepler (Kimyasal sapma): Absorplayici tiirlerin  ¢oziicii ile kimyasal
reaksiyonlar1 sonucu gozlenen sapmadir. Absorpsiyon yapan tiiriin derisimi kimyasal

reaksiyonlar sonucu degisiyorsa absorbans da degisir. Ortamdaki asitler ve ¢oziicii
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onemli etkendir.

»Cihazdan Kaynaklanan Sebepler (Aletsel sapma): Kullanilan 1518in tek dalga boylu
olmamasimdan kaynaklanan sapmadir. Etkin bant genisligi genis olan cihazlarda
se¢imlilik az olacaktir. Clinkii dalga boyu aralig1 biraz fazla olacagi i¢in sogurma yapan
baska tiirlerde Olgiilmiis olur. Cihazin parcalarindan kaynaklanan sagilmalar ve
yansimalar dedektore ulasirsa yanlis degerler elde edilir.Beer’den sapma oldugunda A
(Absorbans) ve C (Konsantrasyon) arasindaki iligki lineer degildir.

Beer- Lambert esitliginin gecerli olmasi i¢in sunlar saglanmalidir:

e Uygulanan 151k monokromatik olmalidir.

e Ornek homojen olmalidir. ( absorpsiyonun érnegin her yerinde esit olmasi i¢in)

e Birden fazla bilesen varsa, her bir bilesen digerlerinin absorpsiyonunu
etkilememelidir.

e Absorbans 6l¢limii sirasinda numunede herhangi bir reaksiyon olmamalidir.

¢ FElektromanyetik 1s1ma tiirleri,

o »>(Gozle algilayabildigimiz goriiniir 151k ve 1s1 seklinde algilayabildigimiz

infrared

(kirmuiz1 6testi) 1sinlari;

» X-1s1nlari,

» Ultraviyole (mor otesi),
»Mikrodalga

»Radyo 1s1malardir.

Spektroskopide yaygin bir sekilde kullanilan spektrum bolgelerinin dalga boyu ve
frekans araliklar1 (Sekil 2.8) belirtilmistir

Goriintir bolge ve mor otesi (UV-VIS) spektroskopisi molekiillerdeki elektronik
gecislerin verdigi spektrumlart konu alir ve ikisi birden elektronik spektroskopi olarak
adlandirilir. Elektronik spektrum 100-700 nm araligini kapsar; 100-200 nm araligi
Vakum UV, 200-400 nm araligr UV (veya yakin UV) ve 400-700 nm aralig1 goriiniir
bolgedir. Bir bilesik goriinlir bolgede absorbsiyon yaparsa renklidir ve absorbladigi
rengin tamamlayici renginde goriiniir. Ornegin, viyolede absorpsiyon yapan bir bilesik

yesildir.
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Sekil 2.8 Elektromanyetik spektrum bélgeleri

Mor oOtesi ve goriiniir bolge spektrofotometrelerinde cam veya kuvars prizma bulunur
vekullanirken 1518 herhangi bir frekansli UV veya goriinlir bolgesi segilir. Isik
ornekten gectikten(veya ornek ¢ozeltisinden) sonraki absorbsiyonu (sogurganligl) veya
gecirgenligi okunur. UV boélgesinde en uygun 151k kaynagi hidrojen desarj tiipii ve
goriinlir  bolgede tungsten lambasidir. Otomatik spektrofotometreler, frekansi diizgiin

olarak degistirir.

Tekisik yollu spektrofotometrelerde, bilesenlerin tiimii ayn1 151k yoluna yerlestiril-
mistir. Bu aletin baglica {i¢ ayar diigmesi vardir: Bunlardan biri, alette kullanilan optik
ag veya prizmay!r mekanik olarak dondiirmeyi saglayan diigmedir. Ikinci diigme, 151k
yolunu tamamen kapatarak galvanometre “sifir” gegirgenlik ayarini yapmak igindir.
Uciincii diigme, 15181 gectigi araligin enini degistirir. Olgiimiin yapilacagi dalga boyu
birinci digme ile ayarlandiktan sonra 11k yolu kapatilarak ikinci diigme ile “sifir” ayari
yapilir. Daha sonra iiglincii diigme ile 15181 gectigi araligin eni degistirilerek ve drnek
kabinda sadece ¢oOziicii kullanilarak galvanometre 100 degerine getirilir. Sifir ve 100

ayarlar1 her dalga boyunda yeniden yapilmalidir.

Isik K';a.)'mgl
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kL

-

Sekil 2.9 Tek Isik Yollu Spektrofotometre

Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, monokromatorden ¢ikan 1s1k, esit siddette iki
demete boliinerek biri drnege digeri sadece ¢dziiciiniin bulundugu kaba gonderilir. Ikiye

ayrilan 1s1k, iki ayrn dedektorle algilanir ve dedektorlerde olusan sinyallerin orani
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Olciilir. Boylece oOrnekteki gecirgenlik degeri siirekli olarak c¢oziiciiniinki ile

karsilastirilmis olur.
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Sekil 2.10 Cift Isik Yollu Spektrofotometre

Burada iki dedektoriin tam uyumlu olmasi, yani esit siddetteki 151k ile aym

sinyal olugmas1 gerekir [90] .

1. Cift 151tk yollu spektrofotometrelerde, tek dedektor kullanilarak da o6l¢iim
yapmak miimkiindiir. Ornekten ve ¢oziiciiden gecen 151k demetleri dedektdr iizerine art
arda gelir ve alternatif tiirden sinyal olusturur. Isik siddetleri esit ise dedektorde
herhangi bir sinyal olusmaz; 6rnek bolmesinden gelen 15181in siddeti absorpsiyon
nedeniyle azaldig1 zaman dedektore gelen sinyal alternatif sinyal olarak algilanir. Cift
151k yollu spektrofotometrelerin bir bagka tiirii ¢ift dalga boylu spektrofotometrelerdir.
Cift dalga boylu spektrofotometrelerde iki farklt monokromator vardir; iki farkli dalga
boyundaki 151k, donen bir 1s1k boliicii yardimiyla 6rnekle art arda etkilestirilir. Bulanik
cozeltilerde dalga boylarindan biri ¢ozeltideki maddenin absorplayacagi, digeri ise
absorplamayacagi degerlere ayarlanir. Bulanikliktan dolay1 her iki dalga boyunda ayni
miktarda 151k kayb1 olacagindan iki dalga boyunda yapilan Ol¢limlerin farki, sadece

ornegin absorbansi ile iligkilidir.
a ) Isin Kaynaklan

UV-goriiniir bolgede déteryum (D), tungsten (W), hidrojen (H,), ksenon (X.), civa
buhar lambasi gibi siirekli 151k kaynaklar1 kullanilir. Tungsten flaman lambasi, goriiniir
ve yakin IR bolgede (320-3000 nm) 151k yayar. Tungsten lambasinin i¢inde bir miktar
iyot veya brom buhar1 bulunursa lambanin omrii artar ve bu lamba tungsten-halojen
lambas1 olarak adlandirilir. Ultraviyole bolgede en ¢ok kullanilan lambalar, H, ve D,

elektriksel bosalim lambalaridir. Bu lambalar 180-380 nm arasinda 151k yayar. Daha
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pahali ve daha uzun Omiirlii olan D, lambasinin yaydigi 15181n siddeti H, lambasina
gore cok daha fazladir. Xe ark lambasi, UV-goriiniir bdlgenin tiimiinde (150-700
nm)kullanilabilecek siddetli ve siirekli 151k kaynagidir. Civa buhar lambasi, her iki
bolgede 1s1ma yapabilen bir 1s1kkaynagidir; siireklispektruma ek olarakkesiklihatlar da

icerir [91] .
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Relatif enerji
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Sekil 2.11 D,, W, H, ve X, Lambalarinin yaydiklari igtmanin spektrumlari

b) Monokromatorler

Isik kaynagindan gelen polikromatik 1siktan tek bir dalga boyundan monokromatik 11k
elde edilmesinden gergeklestirilen diizeneklerdir. Monokromator, filtreli fotometrelerde
151k filtresidir; Spektrofotometrelerde ise 151k prizmasidir. Ornek iizerine gdnderilen
15181 daha monokromatik olmasimi saglamak icin bazi spektrofotometrelerde ¢ift

monokromator kullanilir.

¢) Numune Hiicresi

Cam veya kuartz olabilir. Cam prizma diisiik UV 1smlarimi 1yi gecirmediginden goriiniir
bolge i¢in uygundur. Kuartz prizmalar ise hem UV 1smlarini iyi gegirir, hem de goriiniir
151k ve IR’ e yakin bolgelerde ¢alismaya elverislidir. Kuvartz prizmalar cam prizmalarla

karsilastirildiginda daha pahalidir.

d) Dedektor

Maddenin 15181 absorplayip absorplamadigini anlamak icin 151k kaynagindan gelen

15181n  siddetinin  Olgiilmesi amaciyla kullanilan diizenektir. UV-goriniir bolgede
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kullanilabilen ti¢ tiir dedektor vardir.
-Fotovoltaik dedektor
-Fototiip

-Fotogogaltici tiip

2.16.2 UV-VIS Spektroskopisinin Uygulama Alanlari [92]

a) Yapi1 Bulunmasi

Elektronik spektrum, 6zellikle bir kromofor grubunun olup olmadigini anlamak i¢in
kullanilir. Bir kromofor i¢in bilinen bir yerde, bir absorpsiyon pikinin varligi, 6rnekte
boyle bir grup bulunduguna dair bir kanittir. Ama diger gruplarin da ayni yerde
absorpsiyon yapabilecegi diisiiniiliirse yalniz UV spektrumu ile yap1 hakkinda karar
verilemeyecegi anlasilir. Fakat olasiliklarin sayis1 azaltilirsa ¢ok faydali bilgi elde
edilebilir. Ornegin, asetonun kendi-kondenzasyon iiriinii iki izomerdir. UV spektrumu

ile maddenin hangi izomer oldugu kolayca bilinebilir ¢linkii biri konjugedir.

b) Kalitatif Analiz

Bilinmeyen bir madde, spektrumu bilinen ve o oldugu sanilan bir maddenin
spektrumu ile karsilastirilarak veya literatiirdeki spektrumlardan yararlanilarak

bulunabilir.

¢) Kantitatif Analiz

Bir karigimdaki bir bilesigin yiizdesi, karistmin ve saf bilesigin spektrumlarmdaki

pik yiiksekliklerinin dl¢iilmesiyle bulunabilir.

d) Molekiillerin Stereokimyasinin Arastirilmasi

Bifenillerde engellenmis donme UV ile arastirilabilir. Molekiildeki halkalarin  ayni
diizlemde olusunu ortaya ¢ikaran m—m* gecisi maksimum Amaks = 260 nm (¢ =
163000) dedir. o-durumunda biiyiik guruplar varsa aymi diizlemde olus engellenir;
dimesitil’de ise Amak = 267 nm’dedir ve bu deger mesitilenin degerinden ¢ok az

farklidir.
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e) Geometrik Izomerlerin Konformasyonlarimin Bulunmasi

Geometrik izomerlerde cis sekli daha cok sterik engellenmistir. Trans sekli ise
elektron sisteminin ayni diizlemde olus 6zelligi daha kolay kazanir. Dolayisiyla trans
sekli daha yiiksek dalga boyunda absorpsiyon yapar; molar absorptivitesi de daha
biiyiiktiir.

f) Denge Sabitlerinin Bulunmasi

Tautomerik sistemlerde ve diger dengelerde bilesigin iki sekli degisik dalga
boylarinda absorpsiyon yaparlar ve her birinin kantitatif analizi, denge
konsantrasyonlarin1 ve denge sabitini verir. Mesela keto ve enol sekillerinde
bulunabilen asetoasetesteri i¢in enol sekli konjuge oldugundan daha yiiksek siddette

absorpsiyon yapar.

g) Reaksiyon Kinetigi ve Reaksiyon Ara Uriinlerinin Bulunmasi

Zamana bagl olarak bir reaksiyon siiresince ortamdaki bazi molekiillerin azalmasin ile
absorp-siyonundaki degismeye bagli olarak reaksiyon kinetikleri bulunabilir. Ayrica
enzimatik tepkime-lerde de yine ayni yontemle enzim kinetigi sabitleri olan Km ve
Vmax kinetik sabitleri de bulunabilir. Tepkimeler sonucu olusan yeni {iriin farkh

bolgelerde farkli absorpsiyon vermesi ile bu ara iiriintin olusumu takip edilebilir.

2.16.3  UV-VIS Spektroskopisini Etkileyen Etmenler [93]
2.16.3.1 Absorbans Ol¢iimlerinin Hassasiyetini Etkileyen Faktorler

a) Rastgele Dalgalanmalar

Biiyiik veya kiiciik absorbanslarin dl¢iimii yapildiginda rastgele dalgalanmalar ile ortaya
cikan belirsizlikler daha biiytiktiir. Absorpsiyon dl¢iimiinde hassas bir sonu¢ almak igin
ornegin konsantrasyonunu ya da hiicre yolunu diizenleyerek absorbans degerinin 0.1 ile
1.0 arasina cekilmesi gerekir (genellikle tist sinir 5.0°dir). Fotodiyot ve Fototiip gibi 1s1l
giiriltii siirl dedektorle teorik en diisiik hata absorpsiyonun 0.43 civarindayken;

Fotocogaltict gibi vurus giiriiltii sinirlt dedektorlerde ise bu deger 0.86 civarindadir.

67



b) Sicaklik Etkisi

PR

Ornegin absorbansi sicaklia bagl olarak degistiginden 6lciim sirasinda sicakhigin sabit
olmast Onemlidir. Sicaklik ile absorbansin degismesi sOyle agiklanabilir: Yiksek
sicakliklarda elektronik gegislerin ¢ok daha kolay gerceklesebilmesinden dolay: pikler
cok net olarak goriilmeyebilir. Baska bir ifadeyle ortamdaki 1s1 enerjisi elektronlari

kinetik enerjisi degistirdiginden sicaklik ile absorbans degisebilir.

¢) Homojen Olmayan Ornekler

Homojen olmayan Orneklerin her bolgesinde farkli absorpsiyon spektrumlari elde
edileceginden absorpsiyonu incelenen madde hakkinda dogru bilgi vermez. Hassas,

dogru sonuglar i¢in ¢ézeltinizin homojen olmasi gerekir.
2.16.3.2 Absorbans Olciimiiniin Dogrulugunu Etkileyen Faktorler

a) Spektrofotometrik Etmenler

Dedektor cevabinin dogrusalligindan Slgiilen radyant giice dogru herhangi bir sapma

dogrusal olmayan hata dogurabilir.

Eger herhangi bir absorpsiyon piki ¢ok hizli okunursa veya hesaplama yapmak i¢in

okumaya yeterli zaman olmadig1 kosullarda bir hesaplama hatas1 olusabilir.

Iki 151l spektrofotometrelerde iki 1s1k iletim gii¢ kaynaginda birbirine tamamen es

degilse ya da es oldugu dogrulanmadiysa bir base-line hatasi olusur.

b) Dalga Boyu Hassasiyeti

Eger 6rnek hiicresine giren 1smimin (ortalama) dalga boyu ile spektrofotometrede
belirtilen dalga boyu arasinda fark varsa sogurmada bir hata belirebilir. Bu hataya

dalga boyu hatas1 denir.

¢) Spektral Bant Genisligi

Dogru spektrumun goriintiilenmesi i¢in, o6zellikle bir sogurma bandmin gergek
maksimum degerini, cthazin spektral bant genisligi AA, absorpsiyon bant genisliginden

daha az olmalidir.
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d) Kacak Isima

Belirli bir dalga boylu 15101 gegirmek iizerine kurulmus spektrofotometreler her zaman
bagka dalga boyuna sahip kagak i1sinlar1 da 6rnekten gecirir. Eger 6rnek bu kagak

1s1n1 Slgiilmek istenilen dalga boylu 1sindan daha fazla sogurursa hata olusur.

Bu hataya kacak 151n hatasi denir.

e) Polarizasyon

Monokromatorii terk eden 151n nadiren tek kutuplu (unpolarized) olmayabilir. Bir
ornegin (6zellikle bir katinin) absorbansinin etkilestigi 1sinin polarizasyonuna bagli
oldugu gerceginden ve fotodedektdriin polarizasyon bagimli cevabindan dolay1

polarizasyon hatasi olusur.

f) Optik Isin Demeti Etkileri

Dalga boyu tarayan spektrofotomelerde bulunan fotodedektorlerdeki goriintii
konumunun degismesi ile hata olusur. Etkilesen 1s18in yansimasi (mesela hiicre
duvarlarindan) diger bir hatadir ve ger¢ek absorbans degerinden daha yiiksek bir

degerin okunmasina sebep olur.

g) Sagilma

Parcacik maddelerin (emiilsiyonlar, miseller...) varlig1 1s1nin sacilmasina neden olur.

Bu iletilen 1s1nin zayiflamasina neden olur. Ayrica 6lgililen absorbans ¢ok fazla olabilir.

h) Floresan Etkiler

Baz1 drnekler, etkilestigi 1s1n1im demeti ile floresan 15181 yayarlar. iletilen 151n demetine
ek olarak floresan hatali okumalara sebep olur. Eger fotodedektér 6rnege yakin ise bu

hata daha rahat fark edilir.

1) Hiicre Faktorleri

Eger kaynaktan ¢ikan 151k numune kabinin camina dik olarak diismez ise ya da camda
kirlilik var ise  (parmak izi gibi) ya da camda kusurluluk varsa 6rnegin Olgiilen

absorbansinda hata goriilebilir.
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D) Ornek Kararlihg

Baz1 oOrneklerin absorbanslarinda fotokimyasal tepkimeler, agregatlarin olusumu

gibi olaylar sonucunda degerleri degisebilir.

2.16.3.3 Absorpsiyon Spektrumunda Cihaz Kaynakli Olmayan Etmenlerin
Etkileri

Absorpsiyon spektrumunu etkileyen, Lambert-Beer yasasindan sapmalara neden olan
baz1 faktorler Cizelge 2.11°de belirtilmistir. Spektrumdaki degisimler az bir bant
seklindeki degisim ile dalga boyu kaymasi seklinde ya da bant seklinde ve konumunda
biiytik degisiklikler seklinde goriiliir.

Cizelge 2.11 Cihaz harici absorpsiyon spektrumunu etkileyen etmenler ve bu etmenlerin
sebep oldugu sorunlar [93]

Faktor Sorun

Konsantrasyon Kendiliginden Birlesme (Agregat Olusumu)
pH Asit-Baz Dengesi

Zaman Isi1l Kimyasal Reaksiyonlar

Glic (Isik Sagma) Fotokimyasal Tepkimeler, Fotokromizm
Baska Bir Reaktif Molekiil Varligi Kompleks Olusumu

Sicaklik Termokromizm

Coziicu Coziinen-Coziicu Etkilesimleri
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a) Spektroskopik Yontemlerde Kullanilan Kiivetler

Kiivet ig¢ine Olglim yapilacak ¢ozeltinin kondugu

?.‘.?'?EE kaptir. Tiip veya dort kose olabilir. Daha ¢ok dort
kose kiivetler tercih edilir. Kiivetlerin 151k geciren
kismu cilali diger yerleri ise buzludur. Kiivetler soft
veya borosilikat cam, kuvars veya plastikten

b yapilir. Cam kiivetler goriiniir bolgedeki (320-700

Sekil 2.12 Kuvars Kivetler

nm) Ol¢iimler i¢in kullanilir.

UV dalgalar i¢in

cam kiivetler uygun degildir.

Clinkii cam kiivetler bu bolgede absorpsiyon yaparak olglim hatasina yol agar. Asidik

cozeltilerde soft camlar, bazik ¢ozeltilerde ise borosilikat camlar uygundur.

Kuvars kiivetler ise hem UV hem de gériiniir bolge icin kullamshdir. Ozel iiretilmis kaliteli

plastik kiivetler ise 200-700 nm arasinda rahatlikla kullanilabilir.

Plastik kiivetler ucuz olmalarna karsilik kullamm sirasinda kolayca ¢izilebilmeleri

sebebiyle uzun omiirlii degildir. Kuvars kiivetler ideal olmakla birlikte ¢ok pahalidir. Cam

kiivetler ise ucuz ve dayanikli olduklari igin en ¢ok kullanilan kiivetlerdir.

Sekil 2.13 Cam Kiivet

Spektrofotometrede  dogru  bir  Olglim

yapabilmek i¢in;

- Dalga boyuna uygun, birbiriyle uyumlu, iyi

kalite kiivetler kullanilmali,

Kiivetlerin temiz ve ¢izilmemis olmasina

dikkat edilmeli,

- Asmma ve eskimeden gelebilecek

farkliliklart belirlemek igin kiivetler diizenli

olarak birbirlerine karsi kalibre edilmeli,

- Kiivetler cihaza yerlestirilirken 151k giris ve ¢ikis yonlerine kiivetlerin cilalt

kisimlar gelmeli,

- Kullanim esnasinda cilali olan kisimlardan tutulmamali,

- Cihaza yerlestirmeden 6nce saydam olan temiz kagit ile kurutulmali,
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- Kiivetler kurutma veya baska amagclarla 1sittlmamalidir.

- Kiivetler kullanildiktan hemen sonra ¢esme suyu ve ardindan saf sudan

gecirilmelidir.

- Asir kirlenen kiivetler deterjanli su, gesme suyu ve saf su ile sirasiyla

yikanmalidir.
- Kesinlikle fir¢a kullanilmamalidir.

- Deterjanla da temizlenemeyen kiivetler %20°’lik nitrik asit icerisinde bir gece
bekletildikten sonra saf sudan gecirilmelidir. Kiivet temizliginde %10’luk NaOH’da

kullanilabilir. Ancak kiivetler bu ¢ozeltide fazla birakilmamalidir [94].
b)Kor (blank ya da baseline) Alma

Spektrofotometrik  cihazlarin bircogunda  (6zellikler UV, FTIR) absorpsiyon

Olciimii yapilirken 151k sadece hedef molekiillerle degil ¢ozelti ile de etkilesime girer.
Dolayisiyla cihaz bize hedef molekiiliin absorpsiyon spektrumunu vermez, ¢ozeltinin
spektrumunu verir. Bunu 6nlemek i¢in, sadece hedef molekiil tiirliniin absorpsiyonunu
ogrenmek i¢in kor (blank) alinir. Bu islemin bir diger adi1 dara almaktir. Cift 151k yollu
spektroskopilerde bir hiicreye numune konulurken digerine c¢oziicii konulur. Tek 151k
yollu spektroskopilerde ilk ©nce ¢oziiclinii kuvartz kiivete konularak dara alinir. Daha

sonra Ol¢tim alinir.
Bagka bir kaynakta kor soyle tanimlanmustir:

Spektrofotometrede okuma yapmadan Once absorbansi sifira veya % transmittans1 100’°e
ayarlamak i¢in kullanilan ¢ozeltidir. Bu amagla yapilan igleme kor ayar1 veya 0 ve 100

ayari denir. Ug tip kor ¢ozeltisi vardir.
Bunlar:

¢) Optik kor, standart cozelti serisi hazirlanirken stok standart ¢ozelti hari¢ diger
kimyasallarin konulmasiyla hazirlanan 0.0 konsantrasyonlu ¢ozeltidir. Cozeltilerden ve
kiivetten gelebilecek absorbanslar1 ortadan kaldirmak i¢in  kullanilir.  Bunun
analiz Oncesi yapilmast zorunlu olmakla beraber analiz sirasinda da yapilmasi

gerekebilir.

d) Reaktif korii; bulanik veya renkli reaktifler kullanildiginda iginde sadece o

reaktifin oldugu kor ¢ozelti olup o reaktiften gelebilecek absorbansi tespit etmek igin
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kullanilir.

e) Numune korii; renkli veya bulanik numunelerin kullanildigi 6l¢timlerde numunenin
renginden gelebilecek absorbansi tespit etmek i¢in kullanilan, icinde sadece
numunenin bulundugu kor ¢ozeltidir. Spektrofotometre optik kore karsi sifira ayarlanmigsa
reaktif koriinliin absorbans degeri, numune ve standartlarin absorbansindan ¢ikarilir.
Numune koriiniin absorbans1t ise sadece numunenin absorbansindan ¢ikarilarak

hesaplama yapilir.

217 Tiirev Spektrofotometrisi [95]
2.17.1  Tiirev Tekniginin Gelisimi

1978’de yiiksek kalitede UV-VIS tiirev spektrumlarini online 6l¢iim yaparak heniiz
yeni gelistirilmis, diisiik girtltili RC devresi olan, diisiik gecirgen filtreli ve
diizleme modiilii olan cihaz araciligiyla dokuzuncu dereceye kadar iireten
ilklerdendi. Fell ikinci derece tiirevleri iiretmek amaciyla online baglanmis analog
cihazlarin1 kullandi. Butler dijital metodlarla altinc1 ve sekizinci derece spektrumlari
hesapladi ve Sasaki on tgiincii dereceye kadar boyalarm iist diisiimli tiirev

spektrumlarini dijital metodlar kullanarak caligt1.

Yillar gectikge ticari olarak elde edilebilir tiirev cihazlar1 gelistirildi. Su anda pratik
olarak biitiin yeni spektrofotometreler en az ikinci derece tlirev sistemine uyumlu,
birgcogu en ¢ok dordiincli derece ve bazilari alti hatta dokuzuncu dereceye kadar

cikabilmektedir.

2.17.2 Teorik Onemi

Sarmal spektrumlarin agik ¢éziimlenmesi i¢in birgok metod vardir. En 6nemli olanlar

kisaca bu boliimde islenmistir.

a) Optik metod

Monokromator sliti 151k kaynagmin band genisligini smirlayan bir faktordiir. Bu
yiizden slit aralifinin daraltilmas1 dogrusal olarak spektral ¢ozilniirliigii arttirir, fakat
151k enerjisi istel ikinci derece ile azalir. Optik bolgedeki aralik uzamasi ayni
zamanda ¢ozintlrliigh arttirmaktadir. Tersinir olarak 1sik enerjisi 151k kaynagi ile
cogaltic1 arasindaki uzakligin karesi ile azalir. Siiphesiz optik agda mm basina ne
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kadar c¢ok ¢izgi varsa coziinlirlik o kadar fazla yiiksek olacak ve optik ag

¢Oziinlirlik smirma 2000-2400 ¢izgi sinirlarinda ulasilacaktir.

Belirli bir siire 6nce ¢ok dar band genisligine sahip lazerler gelistirildi. Daha 6nceleri
belirli bir noktaya odaklanmis lazer 151851 odaklanmis noktadaki maddelerin
bozunmasina neden olmakta bundan da oOte lazer tarafindan yayilan 1s1mmin dalga

boyu ¢ok kiiciik bir aralikta degistirilebilmekteydi (50-100 nm) .

b) Diisiik sicaklik spektroskopisi

Diisiik sicakliklar, komsu molekiiller arasindaki enerji aligverisini azaltir. Bazi
maddelerin absorpsiyon bandlar1 sivi halde oda sicakliginda 6l¢iildiigiinde gaz fazindaki
gibi keskin bandlar elde edilir. Buna ilave olarak absorpsiyon band yiiksekligi
sogutularak bir kat1 buz kristal yapisina yerlestirildiginde diigebilir. Bu durum zayif
bandlarin gézlemlenmesinde yararli bir durumdur. Band yiiksekligindeki artis ise
15181n - gectigi yoldaki uzamadan kaynaklanir ve ayni1 zamanda kat1 yap1 igerisindeki
mikro kristal yapilar yansima yoluyla bu artis1 etkileyen sebeplerdendir. Eger band
genigligi diisiik sicakliklarda diisiiriiliirse analiz ig¢in birbiriyle Ortiismeyen uygun

bandlar elde edilir.

Pratik Olgiimlerde, maddelerin spektrumlarinin  alinmast  i¢in  6zel aletlerin
kullanilmas1 gerekir. Bir Dewar kab1 iki diizlemsel silika diski etrafina yerlestirilebilir.
Kuru azot gaz1 akimi1 bu pencereler lizerinde olusacak yogunlagsmay1 6nleyebilir. Diger
bir yontemde ise fiber optik kablolar kullanilarak, vakum altinda yine iki silika
disk arasinda Ol¢limler gerceklestirilebilir. Temel olarak sivi azot ve helyum sogutucu

maddeler olarak kullanilir .

¢) Hesaplama metodlar:
- Egriye uydurma metodu

Egriye uydurma metodu gorsel pik taninmasina en uygun yaklagimi vermektedir. Fakat
bu acik bir sekilde bilinen bir profil fonksiyonunu gerektirir. Bunun i¢in en
yiiksek nokta bulunur. Daha sonra spektrum profil fonksiyonu yardimi ile ana
bilesenlerin teorik spektrumlari hesaplanir. Daha sonra en kii¢lik kareler metodunun
basarisiz oldugu noktalarda belirli degerlere ulagsmak i¢in spektruma ilave pikler eklenir.

Eger en kiigiik kareler toplam1 yeterince kii¢iikse hesaplamalara devam edilir. Biiylik
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belirsizlikleri ortadan kaldirmak i¢in pik profilleri ve pik sayisi kesin olmalidir.
Piklerin birbiri lizerine Ortiigmesi halinde pik sekline, yiiksekligine ve genisligine bagl

olarak pik sayisini degistirir.
-Sayisal cok bilesenli analiz

Eger birbiri lizerine ortlismiis ii¢ pik diisiintiliirse ve her {li¢iliniin ayr1 ayr1 saf standart
absorpsiyon spektrumu bilinirse Lambert-Beer yasasina goére herhangi bir dalga

boyundaki absorpsiyon (A) her bir maddenin ayr1 absorpsiyonlar1 toplamina esittir.

Pratikte ¢ok bilesenli analiz igin genel olarak iki yol vardir. a) Olgiilen dalga boyu sayis1
ve denklem sayis1 madde sayisina esittir. b) Tersi durumda ise dlgiilen dalga boyu sayisi
ve kullanilan denklemlerin sayis1 madde sayisim1 gecebilir. Her iki durumda, eger en
uygun nokta secilirse bilinmeyen madde ve aciklanamayan bir zemin sinyali
bulunmamasi durumunda ¢ok kesin sonuglar elde edilir. Karisik spektrumlari dogru bir
sekilde ¢ozmenin bir yolu tiirev hesaplamalar1 kullanmaktir. Her bir standart spektrum
coziicii spektrumu ile birlikte birinci, ikinci ve daha yiiksek derecedeki bir tiireve

doniistiiriiliir.

b —
= —te M1

| J—

Sekil 2.14 Ug pikin iist iiste gelmesi

a)Tek pik A (—), B (__),ve C (-..)

b)Toplu sekilde kullanilan denklem sayis1 (denklem sayis1 madde sayisini belirtir), eger

dogru nokta alinirsa bilinmeyen madde veya karisim her iki durumdan da bulunabilinir.
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- Fourier yontemi

Karigik sinyallerin ¢oziimii i¢in alternatif bir sayisal metod da, egrilerin
frekans spektrumlarini analiz eder. Fourier transform analizi olarak adlandirilan bu
metod deneysel olarak olusturulmus sinyallerin siniis ve kosiniis fonksiyonlarini

kullanir. Ilk olarak esit araliklarla yerlesmis 2m noktalar segilir.

> e

Sekil 2.15 Fourier i¢in bir egri iizerinde noktalar; simetriden siniis ve cosiniis bulunur

Bu durum siniis ve kosiniis fonksiyonlarinin simetrik olusunu saglayacagindan ¢oziim

icin avantaj saglayacaktir. Fourier analizinde en karisik operasyon:

x*©

nx . nx
f(x)= aZ(an cosT— b, smT),n =1-® (2.8)

n=1

Bu denklem Fourier katsayilar1 olan a ve b’ nin hesaplanmasinda kullanilir.

2.17.3 UV-VIS Tiirev Spektroskopisinin Alanlar1 [92]
Amaxtn belirlenmesi:

Orijinal spektrumda, maksimum absorbsiyon dalga boyunda 1. tlirev egrisini

sifirdan geciyorsa, bu dalga boyu daha dogru bir sekilde saptanabilir.

Rezoliisyondaki artis:

Tirev spektrumlarinda, orijinal spektrumda zor goriilebilen ince yap1 ortaya cikar,
yani rezoliisyonda artis meydana gelir. Bunun igin ¢ift sayili tiirev spektrumlari daha

76



avantajlidir. ¢iinkii orijinal spektrumda bulunan maksimum ve minimumlar, bu

spektrumlarda yine ayni dalga boylarinda birer ekstremum halinde ortaya ¢ikar.

Identifikasyon:

Ozellikle absorbsiyonu goriiniir bdlgede olan renkli maddelerin absorbsiyon
spektrumlar1 genis bantlar halinde oldugu i¢in, bu spektrumlar maddenin taninmasinda
onemli degildir. Buna karsin orijinal spektrumdaki yan c¢ikintinin @ tlirev
spektrumlarinda, o6zellikle yiiksek dereceli olanlarda ekstremum haline ddniismesi,
piklerin sayisinin artmasi ve keskinlesmesi ile spektrumun ince yapisi ortaya cikan

infrared spektrumlarina benzeyen spesifik durumlar elde edilir.

Bulanmik Cozeltiler Kantitatif Analiz:

Bulanik cozeltiler ve i¢inde siispanse ya da emiilsifiye kat1 veya sivi maddeler olan
cozeltilerle spektrofotometrik dlgiimlerin yapilmasi zordur. Ozellikle UV alanda 1s1n
sagilmas1 sebebi ile analitin spektrumu kuvvetli ya da zayif absorbsiyonu ile c¢akisir.
Tirev spektrumundaki uygun pik-pik uzakliklar1 degerlendirilerek,  bulanmikligin

spektrum {iizerindeki bu olumsuz etkisi giderilebilir.

Matriks etkisinin giderilmesi:

Tiirev spektrumlar1 alinmasi ile orijinal spektrumdaki keskin spektral o6zellikler
kuvvetlenmekte ve keskinlesmekte, buna karsin genis ve yaygin bantlar daha
da basiklagsmaktadir. Boylece analit piki ile cakisan degisken zemin absorbsiyonu

etkisi giderilebilir.
Saflik kontrolii:

Tiirev spektrumlarindaki spektral ayrintilar, maddelerin saflik testlerinde de avantajhidir.
Eser miktardaki safsizliklarin kiiciik absorbsiyon pikleri, tiirev spektrumlarinda daha
kolay saptanabilen pikler haline doniisiir. Bu spektrumlarin, saf maddenin ayni

kosullarda kaydedilen tiirev spektrumlari karsilastirilmasi ile saflik kontrolii yapilabilir.
Eser madde analizi:

[lag maddesi, besinler v.b. maddelerdeki eser miktardaki safsizliklarm saptanmasi
ve miktarinin tayin edilmesi de tlirev spektrofotometrisinin bir bagka uygulama

alanidir. Buna oOrnek olarak, etanolde eser miktarda bulunan benzenin tayini
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gosterilebilir.
Karisimlarin simultane analizi:

Tiirev spektrofotometrisinin olduk¢a yaygin bir uygulama alan1 da absorbsiyon bantlari
ile cakisan ve bir sebeple absorbsiyon spektrofotometrisi ile bir 6n ayirma
yapilmaksizin tayin edilemeyen karisimlarin simultane analizidir. Bu konuda yapilmis
caligmalar, kombine ilag preparatlarinda ve besinlerdeki katki maddelerinin analizinde
yogunlagmistir. Bu analizlerde pik-sifir, pik-pik ve pik/pik oran1 dl¢iimleri

uygulanmistir.

2.17.4 Tirev Alma ve Tiirev Spektrumu [96]
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Sekil 2.16 Tiirev spektrofotometresi spektral egri

Tiirev Spektrofotometresi bir spektral egrinin matematiksel tlirevlerinden birinin
cizilmesi ve hesaplanmasini kapsar. Boylece cok bilesenli ¢oziimlenmesi, azaltilmis
ornek tiirbidimetresi ve spektral detaylarin azaltilmasi gibi birgok analitik probleme
uygun coziimler getirir. Bilindigi gibi daha yiliksek dereceli tiirevler daha sivri pik
genlikleri vardir fakat bant genigslikleri daha diislik tiirev absorbans birimleri verir.
Tiirev derecesinin en iyi se¢imi genis perdelemelerin daha azattigi zamandir. Tirev
spektrumlarinda sinyalin giiriiltiiye oranini ve pik seklini etkileyen ana parametrelerden
biri AA degeridir. Bu parametre iyl ¢O0zlimlenmis genis bir pik vermesi igin
iyilestirilmis olmalidir. Ornegin; tayinde yiiksek hassaslik ve iyi secicilik vermesi gibi.
Daha yiiksek AL degerlerinde sinyal-giiriilti orani1 daha 1yilesir bdylece tiirev

spektrumlarindaki inis ¢ikislar azalir.
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Sekil 2.17 Analitik bandin Gauss olarak hesaplanmasi

a)Birinci egri dordiincii tiireve kadar
b)Birinci egrinin dordiincii tiirevinin iki gauss bandinda tisten goriiniisii

Birinci ve ikinci tiirev spektrumunda ordinat degisimleri normal spektrumdaki ordinat
degerinin biiylkliigi ile degil, egim degisimi ile iliskili olusu nedeniyle tiirev egrisinin
absisteki konumu ile doniim noktalarinin birbirine karsi durumlan karakteristik olur.
Nicel analizlerde yalnizca bitisik, pespese ekstremum noktalar1 degerlendirilerek bu iki
noktanin mutlak deger olarak farki olgiiliir. Birka¢ ekstremum nokta varsa ordinat

farkinin en yiiksek oldugu bir bitisik ¢ift segilir [96]

Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesinde {i¢ yontem vardir.
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Sekil 2.18 Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesi [96]
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t: Egim yontemi
p: Pikten-pike ol¢iim

z: Stfir-pik maksimumu yontemi

a. Pikten Pike Olciim Yontemi: Yan yana olan maksimum ve minimum farki
Olciilerek, ozellikle bulanik 6rneklerde saydam standardlara karsi nicel analiz kolay

yapilir.

b. Teget Yontemi: Pespese gelen iki maksimum iizerinden gecirilen tegetin iz
diisimii noktasinda, arada kalan minimuma uzakligi veya iki minimumdan gecen
tegetin aradaki maksimuma iz diisiim noktasindaki uzakligi Slgiiliir. Ozellikle geri
zemin absorbsiyonunun belirlenemedigi bulanik orneklere uygulanir. Uzaklik yine

standardlarin esdeger piklerine ¢izilen tegete kars1 degerlendirilerek sonuca gidilir.

c. Pikten Sifira Olgiim Yontemi: Olgiimii yapilacak olan pikin maksimumu
ile sifir aras1 veya minimumu ile sifir aras1 uzakligi dlgiiliir. Ozellikle apsise gore
simetrik sinyaller iceren yiiksek derece tiirevler i¢in tist iiste c¢akisan egrilerden
biri  sifirdan  gecti§inde kullanilir. Bulamik 6rneklerde bulaniklik genellikle
spektrumun kisa dalga boyu tarafina dogru artar. 1. ve 2. tiirevde nicel analiz i¢in

kullanilan yukaridaki yontemler bu artisin etkisini ortadan kaldirir.

Tirev spektofotometresi ile tek boya iceren numunelerdeki boyanin kantitatif
tayininde bir karisimda tiirev alma yoluyla bilesenlerden birine ait bir pik elde
edilmesi durumunda, ayni bilesene ait bir dizi standard ¢ozeltiden hareketle, elde
edilen aymi tirev dereceli spekturumlarinda, ayni pik degerlendirilerek c¢izilmis
kalibrasyon dogrular1 yardimiyla karisimdaki s6z konusu bilesenin nicel analizi

yapilmaktadir.

Tirev spektrofotometresi ile ¢ift boya iceren numunelerdeki boyanin kantitatif tayinin
de analizi yapilan numune iki boya maddesi igeriyor ve bu maddelerden birinin
absorbsiyon yaptig1 bolgede oteki yapmiyorsa, maddeleri ayirmaksizin yan yana tayin

etmek mumkindiir.

2.17.5 Tiirev ve Cift Dalga Boylu Spektrofotometri [97]

Tiirev spektrofotometride, absorbans ya da gec¢irgenligin dalga boyuna gore birinci veya

daha yiiksek dereceden tiirevi dalga boyuna karsi kaydedilerek spektrum cizilir.
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Cogu kez bu egriler, normal bir spektrumda goriilmeyen spektral ayrintilar1 ortaya
cikarirlar. Buna ek olarak, bazen bozucu maddeler varliginda bir analitin derisiminin
Olctimii daha kolay ya da daha dogru olarak yapilabilir. Ne yazik ki, spektrumunun
istiinliikleri, tiirev eldesine eslik eden sinyal/giiriiltii oranin  disiiriilmesi ile en
azindan kismen ortadan kalkar ancak, ultraviyole ve goriiniir bolgenin ¢ogu kisminda
sinyal /giirtiltli orani, ciddi bir sinirlandiricr faktér degildir; tiirev  spektrumlarindan
iste burada en fazla yararlanilir. Tiirev spektrofotometresinin bir diger dezavantaji ise
gerekli cthazin daha pahali olusudur. Tiirev spektrumlarin1 elde etmek i¢in g¢esitli
yontemler kullanilir. Mikro islemci kontrollii dijital spektrofotometreler i¢in tlirev
alma islemi sayisal olarak, analog cihazlarla spektral verilerin tiirevleri, uygun bir
islemsel yonetici devresiyle elde edilebilir. Uglii bir islem, dalga boyu modiilasyonuyla

gerceklestirilir .

2.17.5.1 Fark Tiirev Spektrofotometrik Yontem [98]

Karnisimlarda yer alan cesitli maddeleri kantitatif olarak analiz etmeyi ya da cevre
kosullar1 nedeniyle kiigiik degisimlere ragmen hassas bir dl¢gtim saglar. Fark yontemi ile
spektrofotometrik analizlerin dogrulugu ve seciciligi belirgin bir bigimde gelistirilmistir.
Fark yonteminin onemli 6zelligi esit kiitlelere sahip c¢ozeltilerin farkli formlarimi elde
etmektir. Diger absorban maddelerin varliginda fark spektrumlarinin uygulama kriterleri

sunlardir.
*Bir ya da daha fazla belirte¢ eklenmesi 6rnegin spektrumda tekrarlanabilirligini azaltir.
*Girigim yapan bilesenlerin absorbanslar1 belirte¢ eklenmesi ile degismez.

Ornegin spektral 6zelliklerinin degisimi asit, baz ve tampon ¢ozeltileri ile yapilir.
Birgok 6rnegin UV-VIS absorpsiyon spektrumlari iyonize olabilen fonksiyonel gruplar
icermektedir. Ornegin fenol, aromatik karboksilli asit ve aminler gibi. Fonksiyonel
gruplarin iyonize olmalari ¢ozeltinin pH’sina baghdir. Eger 6rneklerin asit ve baz
degerleri konsantrasyonlar1 ile orantili ise 2A: abC dir. Girisim yapan bilesenlerin
etkisini azaltmak ve absorbansin degismesini engellemek yani  AA prosediiriiniin
seciciligi pH degerlerinin dogru se¢imine baglidir. Analitin  AA degerlerinin uygun
olabilmesi i¢cin 0,IM HCl ve 0,1M NaOH kullanilmas1 gerekir. Bdylece girisim
yapabilecek bilesenlerin  absorbans etkileri en aza indirilmis olur.Yontemi
aciklayabilmek i¢in M ve N gibi iki etken maddeden olusan bir ikili karistm numunesini
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ele alalim. Her iki etken maddenin de kullanilan dalga boyu araliginda karisimlarinin
absorbansi, spektrumlarindaki her bir etken maddenin  absorbans  degerlerinin

toplamina esittir (Toplanabilirlik kurali). Bu ifade matematiksel olarak;
Ami = e¢MAi . CM + eNAi .CN seklinde ifade edilmistir. (2.9)

Am\i=Karisimmn i dalga boyundaki absorpsiyonu eMAi ve efhi = M v N’ nin molar

absorpsiyon katsayilart CM ve CN = M ve N’nin molar konsantrasyonlaridir.

Yontemin analitik amacgli uygulanmasi i¢in; N+M ‘den olugsmus bir karisimda N tayin
edilmek isteniyorsa, analiz edilecek saf numunenin (N) degisik bilinen
konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri hazirlanarak spektrofotometre yardimiyla spektrumlari
almir ve bilgisayar hafizasina kayit edilir. Daha sonra CM?° konsantrasyonunda saf
olarak M'nin standart c¢ozeltisi hazirlanir ve hazirlanan CM° konsantrasyonundaki

cozeltinin absorpsiyon spektrumu ¢izdirilerek bilgisayarin hafizasina kayit edilir.

Onceden kayit edilen N’nin spektrumlari tek tek CM” nin spektrumuna
boliiniir(oran spektrum). Ve bdylece oran spektrumu elde edilmis olur. Elde edilen oran
spektrumlariin tiirev spektrumlart ¢izdirilerek belirlenen dalga boyunda oran tlirev
absorbans degerleri okunur. Okunan oran tiirev absorbans degerleri CN'e kars1 grafige
gecirilerek calisma grafigi hazirlanir. Sonra islem M + N karisimina uygulanip daha
once N i¢in hazirlanan ¢aligma grafigi yardimiyla karisimda N'nin miktar1 tayin edilir.
Karisimdaki M'nin miktarinin tayini icinde bu defa CN’  “da hazirlanan
konsantrasyonda ki N c¢ozeltisi boliicii  olarak kullanilmaktadir. Diger islemler
yukarida anlatildig1 gibidir. Eger boliicii standardin konsantrasyonu artirilip azaltilirsa,
elde edilecek tiirev absorbans degeri de buna bagl olarak artar ya da azalir. Fakat

maksimum ve minimum dalga boylar1 degismez.

2.17.5.2 Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontem [99]

Ik kez 1987 yilinda Blanco ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen yontem Berzas Nevado
ve arkadaglar1 tarafindan modifiye edilerek kullanilmistir. Yontemi agiklayabilmek icin
M ve N gibi iki etken maddeden olusan bir ikili karistm numunesini ele alalim. Her iki
etken maddenin de kullanilan dalga boyu araliginda karisimlarinin absorbansi,
spektrumlarindaki her bir etkin maddenin absorbans degerlerinin toplamina esittir

(Toplanabilirlik kurali). Bu ifade matematiksel olarak;
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Ami = eMAi . CM + eNAi.CN seklinde ifade edilmistir. (2.10)

Am\i=Karisimmn i dalga boyundaki absorpsiyonu eMAi ve efhi = M v N’ nin molar

absorpsiyon katsayilart CM ve CN = M ve N’nin molar konsantrasyonlaridir.

Yontemin analitik amacgli uygulanmasi i¢in; N+M ‘den olugsmus bir karisimda N tayin
edilmek isteniyorsa, analiz edilecek saf numunenin (N) degisik bilinen
konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri hazirlanarak spektrofotometre yardimiyla spektrumlari
almir ve bilgisayar hafizasina kayit edilir. Daha sonra CM° konsantrasyonunda saf
olarak M'nin standart c¢ozeltisi hazirlanir ve hazirlanan CM° konsantrasyonundaki

¢ozeltinin absorpsiyon spektrumu ¢izdirilerek bilgisayarin hafizasina kayit edilir.

Onceden kayit edilen N’nin spektrumlari tek tek CM” nin spektrumuna boliiniir
(oran spektrum). Ve boylece oran spektrumu elde edilmis olur. Elde edilen oran
spektrumlarmin tiirev spektrumlart c¢izdirilerek belirlenen dalga boyunda oran tlirev
absorbans degerleri okunur. Okunan oran tiirev absorbans degerleri CN'e kars1 grafige
gecirilerek calisma grafigi hazirlanir. Sonra islem M + N karisimina uygulanip daha
once N i¢in hazirlanan ¢aligma grafigi yardimiyla karisimda N'nin miktar1 tayin edilir.
Karisimdaki M'nin miktarinin tayini i¢cinde bu defa CN’  “da hazirlanan
konsantarasyondaki N ¢ozeltisi boliicii  olarak kullanilmaktadir. Diger islemler
yukarida anlatildig gibidir.  Eger bdliicii standardin konsantrasyonu artirilip
azaltilirsa, elde edilecek tiirev absorbans degeri de buna bagh olarak artar ya da azalir.

Fakat maksimum ve minimum dalga boylar1 degismez.

2.17.6 Uygulamalari;

Ultraviyole ve goriiniir bolgelerde tiirev spektroskopinin en énemli uygulamalarindan
pek cogu, spektrumlar1 birbiriyle cakisan bilesiklerin farklilandirilmasint miimkiin
kilan tlirev spektrumunun kullanildig kalitatif tayinlerle ilgilidir. Sekil 2.17 ii¢ adet
cakisan absorpsiyon pikinden olusan bir spektrumun ayrintilarini bir tiirev egrisinin
nasil ortaya koyabildigini gostermektedir. Cift-dalga boylu spektrofotometri, 6zellikle
15181n sagilmasi ile bir absorpsiyon spektrumunun ayrintilarinin karmasik hale geldigi
durumlarda, bulanik ¢ozeltilerdeki analitlerin  ultraviyole/gériiniir alan absopsiyon
spektrumlarmin eldesinde belirgin yarar saglamistir. Cift dalga boylu spektrofotometri
ayn1 zamanda spektral bir girisim varliginda bir analitin tayin edilmesinde de
yararin1  kanitlamistir. Burada, cihaz tarayict olmayan modda galistirarak, girisim
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yapan tlriin aym1 molar absorptivite degerlerini gosterdigi iki dalga boyunda
absorbans Ol¢limii yapilir. Bunun tersine, analit bu dalga boylarindan birinde,
digerindekine nazaran daha kuvvetli absorpsiyon yapmalidir. Bu durumda fark

absorbans, analit derisimi ile dogru orantilidir

Ultraviyole Spektroskopisinden Saglanan Yararlar

Ultraviyole spektroskopisinden ¢esitli yonlerinden yararlanilir. Bunlar baslica sunlardir:
I)Kalitatif analizde
2)Kantitatif analizde
3)Titrasyonda
4)Molekiil agirlig1 tayininde
5)Yiik aktarma kompleksi olusumunda
6)Asit ve bazlik sabitleri tayininde

7) Kompleks stokiyometrisinin ve sabitinin bulunmasinda

2.17.7 Tiirev Spektroskopisinin Avantajlari1 ve Dezavantajlar

Avantajlari

a.Tirev calismas: orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi verir ve bunun
omuz noktalar1 ile doniim noktalarmin daha belirgin hale gelmesine neden olur.

Boylece bir bilesik daha kolay ve kesin olarak taninabilir

b. Cogunlukla orijinal spektrumda elde edilen egriler bir ¢ok pikin {ist iiste gelmesi
ile meydana gelmistir. Tiirev alma ile bu absorbsiyon egrileri daha sekle girer ve

boylece bir arada bulunan piklerin tek tek goriilmesi saglanir.

c. Spektrofotometrede bulanik ¢ozeltiler ile caligilirken ¢okme hizi, tanecik
biliyiikligli gibi etkenlere bagli olarak biiylik oranda hata yapilirken, tiirev egrilerinin
hazirlanmasi ile bulanikligin olusturdugu bu olumsuz etki ortadan kaldirilabilir

ve bulanik ortamlarda da calisilabilir.

d. Birden fazla maddenin karistm halinde bulundugu ortamlardaekstraksiyon
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ve kromatografi gibi herhangi bir ayirma islemine basvurulmaksizin tek tek

miktarlar1 tayin edilebilir.

e. Reaksiyon ortamindan kaynaklanan giiriiltii piklerinin yok edilmesini saglar.

Dezavantajlar

a. Kullanim1 ¢ok kolay olmasina karsilik pahali spektrofotometrelere ve oldukca

karmasik bir elektronik yapiya ihtiya¢ vardir.

b. Tiirev spektrumlarinda ¢ok sayida uydu pikleri goriiliir. Bu pikler, bir karisim ile
caligilir iken bagka bilesenlerin de varligini gosterir. Tiirev derecesi arttikga bu cins

piklerin sayis1 da artacag i¢in karigiklik daha da fazla olacaktir.

2.18 Validasyon (Yontem Dogrulamasi ) [99,100]

Analitik yontem dogrulamasi, yoOntemin amaglanan analittk uygulamanin tiim

gereklerini karsiladiginin, laboratuvar ¢alismalar ile kanitlanmasi islemidir.
Dogrulamanin yapilmasi gereken durumlar:

* Taninma testleri

* Safsizliklarin miktar tayini

* Safsizliklarin limit testleri

* Bitmis liriinde etken maddenin (ya da segilen baska bir maddenin) kantitatif analizi
Analitik yontem parametreleri:

a)Ozgiinliik

b)Dogrusallik

c)Konsantrasyon araligi

d)Dogruluk

e)Kesinlik

* Giin i¢inde tekrarlanabilirlik

* Glinler arasi tekrarlanabilirlik

* Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik
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f)Deteksiyon limiti(LOD)
g)Kantitatif tayin limiti(LOQ)
h)Saglamlik(Robustness)

1)Sistem uygunluk testi

2.18.1 Ozgiinliik

Validasyonun en 6nemli parametresidir, metod gelistirilirken ilk yapilmasi gereken

testtir. Iki sekilde gerceklestirilir:

a) Safsizliklar ve bozunma iirlinleri gibi girisim yapabilecek maddelerin standartlar
mevcutsa gelistirilen yontemde bu maddelerin etken maddeden uygun bir ayrilma giicii

degerleriyle ayrildigi ispat edilmelidir.

b) Girisim yapan maddelerin standartlar1 saglanmiyorsa, ornek; 1s1, 151k, nem, asit,
baz, oksidasyon gibi stres sartlarina maruz birakilip sonuglar referans maddeyle

karsilagtirilir.

2.18.2  Dogrusalhik

Bu test, standart stok ¢ozeltisinin seyreltilmesiyle ve/veya ayr1 tartimlar alinarak
gergekles-tirilir. Dedektor cevabina karsilik konsantrasyon grafigi ¢izilir (kalibrasyon
egrisi). Egrisinin dogrusallig1 en kiiclik kareler yontemi ile degerlendirilir. Dogrunun

egimi, kayim degeri, korelasyon katsayis1 dogrusalligi belirler.

2.18.3 Konsantrasyon Arahg:

Yontemin dogruluk, kesinlik, dogrusallik testlerini gegtigi konsantrasyon araligidir ve
dogrusallik calismalarindan metodun sinirlart belirlenir.  Incelenen konsantrasyon

aralig1 yontemin kullanimina gore degisir.
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Cihaz responsu (yamt)

| dinamik
S (yarar)aralk—

Konsantrasyon

Sekil 2.19 Bir kalibrasyon egrisi grafigi; cihaz responsu-konsantrasyon degisimi

2.18.4 Dogruluk

Bir yontemin dogrulugu, dlgiilen miktarin gercek degere yakinligi olarak tanimlanir.
Genellikle geri kazanim c¢akismasi yapilmakla beraber, bu test ii¢ yontemle

gerceklestirilir.

a) Standart ile karsilastirma: Analiz edilecek madde karisik bir matriks i¢ginde degilse
bu yontemden yararlanilir. Saf standart madde saglayan kuruluslardan analiz
maddesinin standardi satin aliir. Farkli tarttmla hazirlanmis en az ii¢ farkh
konsantrasyonda ki c¢ozeltilerden 3 defa Ol¢iim yapilir, ¢ikan sonucglar baska bir

yontemle elde edile sonuglar ile kiyaslanir ve rapor edilir.

b) Geri kazamim: Analiz edilecek madde karisik bir matriks i¢cinde ise bu yontemden
yararlanilir. Placebo hazirlanir ve etken maddesinin %50, 75, 100, 125, 150’sini igeren

konsantrasyonlarda ¢6zelti hazirlanir ve geri kazanim hesaplanir.

¢) Standart katma yontemi: Analiz edilecek madde karisik bir matriks i¢inde ise ve

matriks hazirlamak imkansiz ya da ¢ok zorsa bu yontem tercih edilir.

2.18.5 Kesinlik

Uce ayrilir:

1.Giin i¢1 tekrarlanabilirlik: Metodun kisa bir zaman igerisinde ayni uygulama
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kosullarindaki kesinligidir.%100 konsantrasyonda hazirlanan tek bir O6rnegin en az
10 defa  enjeksiyonu yapilir veya yontemin simnirlart igerisinde alman 3
konsantrasyondan 3'er enjeksiyon yapilir. Pik alani veya pik yiiksekligi degerlerinin

bagil standart sapmasi hesaplanur.

2.Glnler arasi1 tekrarlanabilirlik: Yontemin farkli analizciyle, farkli cihazda, farkl

giinlerde uygulanmasidir.
3.Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik: Farkli laboratuvarda yontemin uygulanmasidir.

Pik alam1 veya pik yiiksekligi degerlerinin standart sapmasi ve bagil standart

sapmasi hesaplanir.

2.18.6  Deteksiyon Limiti

Deteksiyon limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimantal olup olmadigina gore

birka¢ yaklagim vardir.

a)Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan miktar
tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlari hazirlanir ve giivenilir

bir sekilde dlgiilebilecegi minimum konsantrasyon bulunur.

b)Sinyal/Gliriiltii oranina dayanan yontem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan 6rnek

cozeltisi ile elde dilen sinyalin baseline giiriiltiisiine orani 3:1 olmalidir.

c)Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak istatistiksel hesaplamalara dayanan yontem.

2.18.7 Kantitatif Tayin Limiti

Kantitatif tayin limitinin hesaplanmasinda yontemin enstriimantal olup olmadigina gore

birka¢ yaklagim vardir:

a)Gorsel degerlendirmeye dayanan yontem: Genellikle enstriimantal olmayan miktar
tayini yonteminde kullanilir. Ornegin bilinen konsantrasyonlar1 hazirlanir ve dogru ve

kesin olarak tayin edilebildigi minimum konsantrasyon hesaplanir

b)Sinyal/Gliriiltii oranina dayanan yontem: Diisiik konsantrasyonda hazirlanan 6rnek

cozeltisi ile elde edilen sinyalin baseline giiriiltiisiine oran1 10:1 olmalidur.

c)Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak istatistiksel hesaplamalara dayanan yontem.
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Isinin absorplamasi iizerine kurulmus olan tayin metodlar1 analitik kimyaci i¢in ¢ok
yararlt ve giicli metodlardir. Bu metodlarin klasik metodlara baslica {istiinliikleri

sunlardir.
1.Sonug ¢abuk alinir ve ¢aligmaci fazla yorulmaz.

2.Dogruluk derecesi oldukga yiiksektir. %1-3 hatayla sonug alinabilir. Tedbir olarak
hata binde 1-2 ye kadar indirilebilir.

3.Her maddenin kendine 6zgii bir absorplama piki oldugundan segiciligi yiiksektir.

4Molar absorplama katsayist 10000°den biiyik olan maddelerin 107 M

konsantrasyonlar1 bile tayin edilebilir.

5.Uygulama alan1 da oldukg¢a genistir. Su kromofor gruplarindan bir veya birkagmi

iceren maddeler kolaylikla tayin edilir.

Cifte baglar Karboksil grubu
Uglii baglar Karbonil grubu
Nitro grubu Amid grubu
Nitrozo grubu Fenol grubu

Azo grubu Renkli iyonlar veya

renklendirilebilen iyonlar.

Kantitatif analiz i¢in ilk sart, tayini yapilacak maddeyi bilmektir. Bundan sonra birtakim
islemler yapmak gerekir. Bunlar1 sdyle 6zetlemek miimkiindiir (101).

1.Tayini yapilacak maddeyi saflagtirmak

2.Tayinin yapilacagi dalga boyunu segmek

3.Tayinin sicakligini ayarlamak

4.Tayin i¢in uygun ¢oziicii se¢gmek ve pH’ 11 ayarlamak

5.Tayin i¢in ¢alisma grafigini ¢cizmek
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2.18.8 Standart Katma Yontemi (SKY)

Kalibrasyon egrileri igerigi bilinen standartlarla analitin kiitle, hacim veya
konsantrasyonunun grafigidir. Gelen sinyaller neticesinde absorbans, elektromanyetik
istmanin  emiilsiyon siddeti, elektrokimyasal hiicrenin potansiyeli veya akimi,
kromatografik pik alani vb. degerler Olciilebilir. Veriler genellikle dogrudan grafige
aktarlir. Grafik iizerinde dogrusal bir ¢izgi elde edilmis fakat bazi noktalar disarida
kaliyorsa lineer regresyon analizi ile en optimum dogru elde edilebilir. Kalibrasyon
grafiklerinin kullanimi kolaydir. Ciinkii numune i¢indeki analit konsantrasyonu egriden
kolayca okunabilir veya egrinin dogrusal oldugu yerdeki faktorii kullamilarak

hesaplanabilir.

Kalibrasyon egrisi yonteminde saf su i¢inde ¢oziindiiriilmiis saf bilesiklerden elde
edilen standart ¢ozeltiler kullanilir. Diger taraftan 6rnegin i¢inde bulunan bilinmeyen
diger maddeler ve diger bilesik matrisleri analiz islemi iizerinde girisimlerde bulunarak
biiyiik sistematik hatalarin yapilmasina neden olurlar. Buna matris etkisi denir ve bunu

onlemenin iki yolu vardir.

Bunlardan bir tanesi standart ¢ozeltilerin i¢ine bilinmeyen 6rnekte bulundugu tahmin
edilen maddeleri katmaktir. Bu yontemin zorlugu bilinmeyen ¢ozelti i¢indeki yabanci
maddelerin ne olduklarini tahmin etmektir, zira matris bazen ¢ok karmasik bir karisim

olabilir.

Daha genel bir yaklasim da saf ¢oziicii ve saf bilesik yerine Ornekten bir standart
hazirlamaktir. Burada bilinmeyen ¢6zeltinin absorbansi 6Slgiiliir, i¢cine belli miktarda
bilinen bir bilesik ilave edilir ve dl¢iim tekrarlanir. Iki ¢dzelti ilave yapilmadan dnce ve
ilaveden sonra ayni igerige sahip olmalidirlar. Ayrica icerige uygunluk saglamak igin
bilinmeyen c¢ozeltiden pipetle birbirine esit miktarlar alinip, iki dereceli erlenmayer

sisesine aktarilir ve ikisine de su ilave edilerek ayn1 hacme getirilir.

Analizi yapilacak ¢ozeltiye belirli miktarlarda konsantrasyonu bilinen bir madde ilave

edilir ve bu isleme standart katma yontemi ad verilir.

Genel olarak kalibrasyon egrisi yonteminde Ornege muhtelif standart ilavesi ile

olusturulan egride en diizgiin dogru elde edilir. X-ekseni ilave edilen standardin
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konsantrasyonu ise (Spike konsantrasyonu) Beer Kanununa goére egrinin lineer olmasi

gerekir [102].
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Sekil 2.20 Standart Katma Egrisi Dogrusu

Standart Katma Egrisi Dogrunun y eksenini kestigi nokta bilinmeyen 6rnegin standart
ilavesi yapilmadan verdigi absorbanstir. Bilinmeyen Ornegin konsantrasyonu x-

kesintisinden hesaplanabilir.
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BOLUM 3

DENEYSEL BOLUM

3.1 Maddeler ve Coziiciiler

Kullanilan kimyasal maddeler [ Hidroklorik asit (HCI), Fosforik asit (H3POy) ,
aspartam (asp), sodyum benzoat (SB) , kafein (kaf) , neohesperidin dihidrokalkon
(NHDC), asestilfam-K (ace-K)] analitik safliktadir. Kullanilan tatlandiricilar  Elso
Kimya, Yigitoglu firmasindan ve Ulker firmasindan temin edilmistir. Piyasadan

toplanan triinler asagidaki tatlandiricilart igermektedir.
Coca cola Light : Asp , ace-K, SB, kaf

Pepsi Light; Ace-K, asp, SB, kaf

Biitcem Meyve suyu: Ace-K, asp, SB, kaf

Ulker Link: Ace-K, asp, NHDC

3.2 Gerecler

e Shimadzu UV-2450 UV-VIS Spektrofotometre (Absorpsiyon bantlar1 gida katki
maddesine gore 200 ila 300 nm dalga boyu araliginda kayit altina alindi)

e Analitik terazi ( Gec Avery, 0,1 mg’ a kadar duyarl),

e Santrifiij cthaz1 (Hettich EBA 20) ve santrifiij tiipleri

e Ultrasonik banyo ( Misung scientific Co,Ltd),

10.10.45 mm kiivetler,

0,45 um filtre, Sartorious Minisart RC 25 Membran, Almanya

Manyetik karistirict (Intersonic)
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° Cam malzemeler.

Olgiimler de 1 nm slit arah@ kullamildi ve elde edilen verilerin regresyon
analizleri ve istatistik hesaplamalar1 i¢in UV probe 2.35 versiyonu ve EXCEL

yazilimlar1 kullanildi.

3.3 Cozeltiler

Ace-K (E 950) Stok Cozeltisi (100 pg/ml) : Ace-K’nmn 0,1 N H;PO, ve 0,1 N HCI
cozeltileri ile ayr1 ayr1 100 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlandi.

Asp (E 951) Stok Cozeltisi (100 pg/ml) : Asp’n 0,1 N H,PO, ve 0,1 N HCI
cozeltileri ile ayr1 ayr1 100 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlandi.

SB’m (E 211) Stok Cozeltisi (100 pg/ml) : Sodyum Benzoat’in 0,1 N H;PO, c¢ozeltisi
ile ayr1 ayr1 100 pg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlandi.

Kaf Stok Cozeltisi (100 pg/ml) : Kaf’in 0,1 N H;PO, ¢ozeltisi ile ayr1 ayr1 100 pg/ml

konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlandi.

NHDC (E 959)Stok Cozeltisi (500 pg/ml) : NHDC’in 0,IN HCI ¢6zeltisi ile 500

ng/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisi hazirlandu.

Standart cozeltiler: Tiirev ve oran tiirev spektrofotometrik yontemlerine ait deney
kosullarinin saptanmasi ve standart egrilerinin ¢izimi i¢in ace-K, asp, SB, kaf,
NHDC stok  ¢ozeltilerinin 0,1 N HCI ve 0,1 N Hi;PO4 ¢ozeltiler ile ayr1 ayri
seyreltilmesiyle sirasiyla 2;4;6;8;10 pg/ml ace-K, 75;100;125;150;175 pg/ml NHDC,
3;6;9;12;15 pg/ml kaf ve 5;10;15;20;25  pg/ml asp’in belirtilen konsantrasyon

araliklarinda ¢6zeltileri hazirlandi.
3.4 Calisma Yontemi

3.4.1 Spektrumlarin Cizilmesi

Oran tlirev yontemi icin dortlii karisimlarin (ace-K, asp, SB, kaf) analizinde absorpsiyon
(A), birinci tiirev ( 'D ) ve ikinci tiirev ( D ) ve lglincii tiirev ( D ) absorpsiyon
spektrumlari, fosforik asit ¢ozeltisine karst (0,1 N H;PO, ) 200 — 300 nm dalga boyu

araliginda alindu.
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Oran tiirev ve tlirev spektrofotometrik yontem i¢in t¢lii karisimlarin ( ace-K, asp,
NHDC) analizinde hidroklorik asit ¢ozeltisi (0,1 N HCI) ile hazirlanan standart
cozeltilerin absorpsiyon (A), birinci tiirev ( 'D ) ve ikincti tiirev ( D ), ligiincii tiirev (
’D ) absorpsiyon spektrumlari, hidroklorik asit ¢ozeltisine karsi (0,1 N HCI ) 200 — 300
nm dalga boyu araliginda alindi.

3.4.2 Olcii Egrilerinin Cizimi

3.4.2.1 Ace-K, Asp, SB, Kaf Dortlii Karisinu iceren Ornekler ( Cola-Pepsi-

Biitcem) i¢cin Standart Egrilerin Cizimi

3.4.2.1.1 Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontem (Yontem 1: iki bilesene bolme)

icin Olcii Egrilerinin Cizilmesi

Ace-K’ya ait 6l¢ii egrisinin ¢izimi i¢in 100 pg/ml konsantrasyondaki (0,1 N H,PO,
cozeltisi ile hazirlanan) stok ace-K cozeltisinden 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ml ayr1 ayri alinarak
10 mI’lik balon jojelere aktarildi ve hacmine tamamlandi. lyice karstirildiktan sonra
0,1 N H;PO, c¢ozeltisine karst 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon
spektrumlar1 alindi. Orta deger konsantrasyonlar da diger tatlandiricilart iceren ikili
standart karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10 ml’lik balon jojeye 0,6 ml kaf ve
1 ml asp ¢ozeltisinden aktarildi ve ¢ozeltinin hacmi 0,1 N H,PO, c¢ozeltisi ile 10
ml’ye tamamlandiktan sonra 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon
spektrumlar1 alindi. Cihazda kayith olan 2-10 pg/ml konsantrasyonlarinda ace-K’ya
ait absorpsiyon spektrumlari kaftasp ikili karigimina ait absorpsiyon spektrumuna
oranlandi ve 2. tiirev spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda SB bileseninin 2. tiirev
absorbans degerinin sifir oldugu yerde ace-K’nin maksimum absorbans verdigi dalga
boylar1 saptandi. 223,3 nm deki 2.derece oran tiirev absorbans degeri (2D223,3)
kaydedildi. Calisma ti¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile

karsilik gelen ace-K konsantrasyonlart arasinda ol¢ii egrisi ¢izildi.

Asp stok ¢ozeltisinden 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 ml ayr1 ayr1 alinarak 10 ml’lik balon jojelere
aktarildi ve 0,1 N H;PO, ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Iyice karigtirildiktan sonra
0,1 N H;PO, ¢ozeltisine karst 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon

spektrumlari alindi. Orta deger konsantrasyonlarda diger tatlandiricilart igeren ikili
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standart karisim cozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10 ml’lik balon jojeye 0,3 ml kaf ve
0,2 ml SB c¢ozeltisinden aktarildi ve ¢ozeltinin hacmi 0,1 N H;PO, ¢o6zeltisi ile 10
ml’ye tamamlandiktan sonra 200-300 nm dalga boyu aralifinda absorpsiyon
spektrumlar1 alindi. Cihazda kayitli olan 5-25 pg/ml konsantrasyonlarinda aspartama
ait absorpsiyon spektrumlari kaf+SB ikili karigimina ait absorpsiyon spektrumuna
oranlandi ve 2. derece tlirev absorpsiyon spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda ace-
K’nin 2. derece tiirev absorbans degerinin sifir oldugu yerde asp‘in  maksimum
absorbans verdigi dalga boylar1 saptandi. Ikinci tiirev absorbans degerleri ( 2D215,2 )
okundu. Calisma ii¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik

gelen asp konsantrasyonlar arasinda 6l¢ii egrisi ¢izildi.

SB’a ait Ol¢ii egrisinin ¢izilmesi i¢in 100 pg/ml konsantrasyonda ki stok SB
¢ozeltisinden 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ml ayr1 ayr1 alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi
ve 0,1 N H;PO, ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Iyice karistirildiktan sonra 0,1 N
H,PO, ¢ozeltisine karst 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon spektrumlar
alind1. Orta deger konsantrasyonlarda diger tatlandiricilar: igeren ikili standart karigsim
cozeltisi hazirlandi. Bununic¢in 10 mI’lik balon jojeye 1,5 mlasp ve 0,6 ml ace-K
cozeltisinden aktarild1 ve ¢ozeltinin hacmi 0,1 N H;PO, ile 10 mI’ye tamamlandiktan
sonra 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon spektrumlar1 alindi. Cihazda
kayitli olan 2-10 pg/ml konsantrasyonlarin da SB’a ait absorpsiyon spektrumlar1 ace-
K+asp ikili karisimina ait absorpsiyon spektrumuna oranlandi ve bu spektrumlarin 2.
derece tiirev absorpsiyon spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda kaf’in bilesenin 2.tiirev
absorbans degerinin sifir oldugu, SB absorbansinin maksimum absorbans verdigi dalga
boylari saptandi. 235 nm de ki ikinci tiirev absorbans degerleri (“Da3s) okundu.
Calisma ii¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen SB

konsantrasyonlar1 arasinda ol¢ii egrisi ¢izildi.

Kaf’e ait Ol¢li egrisinin ¢izilmesi i¢in 100 pg/ml konsantrasyondaki kaf stok
cozeltisinden 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5 ml ayr1 ayr1 alinarak 10 ml’lik balon jojelere
aktarildi ve 0,1 N H;PO, ¢ozeltisi ile hacmine tamamlandi. Iyice karistirildiktan
sonra 0,1 N H;PO, ¢ozeltisine kars1 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon

spektrumlar1 alindi. Orta deger konsantrasyonlarda diger tatlandiricilart igceren ikili

standart karigim ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10ml’lik balon jojeye 1,5 ml asp ve
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0,6 ml ace-K stok cozeltisinden aktarildi ve ¢ozeltinin hacmi 0,1 N H;PO,¢ozeltisi ile
10 ml’ye tamamlandiktan sonra 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon
spektrumlar1 alindi. Cihazda kayitli olan 3;6;9;12;15 pg/ml konsantrasyonlarinda kaf’e
ait absorpsiyon spektrumlari ace-K+asp ikili karistmina ait absorpsiyon spektrumuna
oranlandi ve 2.derece tiirev spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda SB bileseninin
2.derece tiirev absorbans degerinin sifir oldugu, kaf’in maksimum absorbans verdigi
dalga boylar1 saptandi. 235 nm ‘deki ikinci tiirev absorbans degerleri ( 2D243,5)
okundu. Calisma ii¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile

karsilik gelen kaf konsantrasyonlart Ol¢ii egrisi ¢izildi.

3.4.2.2 AceK, Asp, NHDC Uclii Karisim Iceren Ornekler (Ulker-Link) icin

Standart Egrilerin Cizimi

3.4.2.2.1 Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontem (Yontem 1) icin Olcii

Egrilerinin Cizilmesi
(Double Divisor —Ratio Spectra Derivate —zero Crossing Metod)

Ace-K’ya ait Olgii egrisinin ¢izimi i¢in 100 pg/ml konsantrasyondaki 0,1 N
HCI ¢ozeltisi ile hazirlanan stok ace-K ¢ozeltisinden 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ml ayr1 ayr1
alinarak 10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve hacmine tamamlandi. lyice
karistirildiktan sonra 0,1 N HCl c¢ozeltisine karst 200-300 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon spektrumlar1 alindi Orta deger konsantrasyonlar da diger tatlandiricilar
iceren ikili standart karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10 mI’lik balon jojeye 2,5
ml NHDC ve 1,5 ml asp ¢Ozeltisinden aktarildi ve ¢ozeltinin hacmi 0,1 N HCI
cozeltisi ile 10 mI’ye tamamlandiktan sonra 200-300 nm dalga boyu araliginda
absorpsiyon spektrumlari alindi. Cihazda kayith olan 2;4;6;8;10 pg/ml
konsantrasyonlarin da ace-K’ya ait absorpsiyon spektrumlart NHDC+ace-K ikili
karisimina ait absorpsiyon spektrumuna oranlandi ve 2.derece tiirev spektrumlari
alindi. Bu spektrumlarda ace-K nin 2. derece tiirev absorbans degerinin maksimum
oldugu yerdeki tiirev absorbans degeri € 2Dys5) kaydedildi. Calisma ii¢ kez
tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen ace-K
konsantrasyonlar arasinda dl¢ii egrisi ¢izildi. Olgii egrisinin dogru denklemi, en kiigiik

kareler yontemi ile hesaplandi.
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Asp’a ait Ol¢li egrisinin ¢izimi i¢in 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile hazirlanan 100 pg/ml
konsantrasyondaki stok asp ¢ozeltisinden 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 ml ayr1 ayr1 aliarak 10
ml’lik balon jojelere aktarildi ve hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra
0,1 N HCIl c¢ozeltisine karst 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon
spektrumlari alindi Orta deger konsantrasyonlarda diger tatlandiricilarn igeren ikili
standart karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 10 mI’lik balon jojeye 2 ml NHDC ve 4
ml ace-K c¢ozeltisinden aktarildi ve ¢ozeltinin hacmi 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile 10 ml’ye
tamamlandiktan sonra 200-300 nm dalga boyu aralifinda absorpsiyon spektrumlari
alindi. Cihazda kayith olan 5;10;15;20;25 pg/ml  konsantrasyonlarin da asp’a ait
absorpsiyon spektrumlart NHDC+asp ikili karisimina ait absorpsiyon spektrumuna
oranland1 ve 3.derece tiirev spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda asp 1n 3.derece tiirev
absorbans degerinin maksimum oldugu yerdeki absorbans degeri (*D,6 ) kaydedildi.
Calisma li¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik gelen
konsantrasyonlar1 arasinda bir grafik cizilerek dl¢ii egrisi ¢izildi. Olgii egrisinin dogru

denklemi, en kiiciik kareler yontemi ile hesaplandi.

NHDC’a ait 6l¢ii egrisinin ¢izimi i¢in 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile hazirlanan 500 pg/ml
konsant-rasyondaki stok ¢ozeltisinden 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 ml ayr1 ayr1 alinarak 10 ml’lik
balon jojelere aktarildi ve hacmine tamamland. lyice karistirildiktan sonra 0,1 N HCI
cozeltisine kars1 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon spektrumlarr alindi.
Orta deger konsantrasyonlarda diger tatlandiricilari igeren ikili standart karisim ¢ozeltisi
hazirlandi. Bunun i¢in 10 mI’lik balon jojeye 1 ml asp ve 0,6 ml ace-K c¢dzeltisinden
aktarildi ve ¢ozeltinin hacmi 0,1 N HCI ¢ozletisi ile 10 ml’ye tamamlandiktan sonra
200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon spektrumlar1 alindi. Cihazda kayith
olan 75;100;125;150;175 pg/ml konsantrasyonlarinda NHDC’a ait absorpsiyon
spektrumlar1 asp+ ace-K ikili karisimina ait absorpsiyon spektrumuna oranlandi ve
2.derece tiirev spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda NHDC’un 2.derece tiirev
absorbans degerinin maksimum oldugu yerdeki 2.derece tiirev absorbans degeri (*Dag7)
kaydedildi. Calisma tli¢ kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi. Bu degerler ile
karsilik gelen NHDC konsantrasyonlar1 arasinda dl¢ii egrisi ¢izildi. Olgii egrisinin dogru

denklemi, en kiiciik kareler yontemi ile hesaplandi.
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3.4.2.2.2  Tiirev Spektrofotometrik Yontem (Yontem 2: iki bilesene bélme) icin

Olcii Egrilerinin Cizilmesi

Ace-K’ya ait Ol¢ii egrisinin ¢izimi i¢in 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile hazirlanan 100 pg/ml
konsant-rasyondaki stok ace-K ¢ozeltisinden 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ml ayr1 ayr1 alinarak 10
ml’lik balon jojelere aktarild1 ve hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra 0,1 N
HCI ¢ozeltisine kars1 200- 300 nm dalga boyu aralifinda absorpsiyon ve 1.derece tiirev
spektrumlart alindi. Ayni sekilde diger iki tatlandiricinin birinci derece  tlirev
spektrumlart  alind1 ve ist {iiste cakistirildi. Diger iki tatlandiricinin 1.derece tiirev
absorbans degerinin sifir oldugu yerde ace-K absorbans degerinin maksimum oldugu
deger (1D247,3) okundu. Paralel {i¢ ¢alisma yapilip ortalama degerler alindi. Bu degerler
ile karsilik gelen ace-K konsantrasyonlar1 arasinda olgii egrisi cizildi. Olgii egrisinin

dogru denklemi, en kiiciik kareler yontemi ile hesaplandi.

Asp’a ait ol¢ii egrisinin ¢izimi i¢cin 100 pg/ml konsantrasyondaki 0,1 N HCI ¢ozeltisi
ile hazirlanan stok asp c¢ozeltisinden 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 ml ayr1 ayr1 alinarak 10 ml’lik
balon jojelere aktarildi ve hacmine tamamlandi. Iyice karistirildiktan sonra 0,1 N HCI
cozeltisine karst 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon 3. derece tiirev
spektrumlar1 alindi. Ayni sekilde diger iki tatlandiricinin 3.derece tiirev spektrumlari
alind1 iist tste ¢akistirildi. Diger iki tatlandiricinin tgiincii tiirevlerinin sifir oldugu ,
asp’in 3.derece tiirev absorbans degerinin maksimuma karsilik gelen degeri (3D227,5)
okundu. Paralel ii¢ ¢alisma yapilip ortalama degerler alindi. Bu degerler ile karsilik
gelen asp konsantrasyonlar: arasinda olgii  egrisi cizildi. Olgii egrisinin  dogru

denklemi, en kiiclik kareler yontemi ile hesaplandi.

NHDC’a ait 6l¢ti egrisinin ¢izimi i¢in 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile hazirlanan stok NHDC
(500 pg/ ml konsantrasyondaki) ¢ozeltisinden 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 ml ayr1 ayr1 alinarak 10
ml’lik balon jojelere aktarildi ve hacmine tamamlandi. lyice karistirildiktan sonra 0,1 N
HCI ¢ozeltisine karst 200-300 nm dalga boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari ve
2.derece tiirev spektrumlart alindi. Ayni sekilde diger iki tatlandiricinin 2.derece tiirev
egrileri alind1 ve ist iste ¢akistirildi. Diger iki tatlandiricinin ikinci tiirevlerinin sifir
oldugu yerde neohesperidin dihidrokalkonun maksimum absorbans gosterdigi  ( “Da4o)
dalga boyu saptandi. Paralel {i¢ ¢aligma yapilip ortalama degerler alindi. Bu degerler
ile karsilik gelen NHDC konsantrasyonlar1 arasinda bir grafik cizilerek 6l¢li egrisi
¢izildi. Olgii egrisinin dogru denklemi, en kiigiik kareler yontemi ile hesaplandi.
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3.43 Yontemlerin Orneklere Uygulanmasi

Dort bilesenli katkilar1 igeren; diet coca cola ,diet pepsi ve biitgem meyve suyu
numune olarak secildi. Cola ve meyve suyu orneklerinde rengin Ol¢iimlere etkisi olup
olmadigim1 6lgmek icin once aktif komiir ile daha sonra aktif komiir kullanilmadan
Olctimler alindi. Sonuclar1 etkiliyecek degisiklik gozlenmediginden ¢alismalara aktif
komiir kullanilmadan devam edildi. Biitcem meyve suyu siizge¢ kagidi yardimiyla
stizlildii. 50 ml erlene toplanan 6rnek kolloidal partikiilleri uzaklastirmak i¢in santrifiij
islemine tabi tutuldu. Siizme islemi 0,45 pum filtreye sahip siringalar ile yapildi. Link
meyve suyu numunelerine de stizme islemi uygulandi. Analitleri uygun dalga boylarinda

analizleyebilmek i¢in farkli konsantrasyonlarda 6l¢timler alindi.

Dortli karisim icin;

Diet cola ve pepsi iceceklerine ait numuneler seyreltme isleminden once CO,’ i
uzaklastimak amaciyla 10 dk ultrasonik banyoda degaze edildi ve ardindan filtre
yardimiyla siiziildii. Oran tiirev spektrofotometrik yontem i¢in 20 ml alinan 6rnekler 100
ml balon jojeye aktarildi ve hacim 0,1 N H3PO4 ¢ozeltisi ile tamamlandi. Daha sonra 1
ml ve 2 ml alman Ornek c¢ozeltiler 10 ml’ye tamamlanarak standart Olgii egrileri
ciziminde kullanilan dalga boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari  alinarak

kaydedildi. Biitiin bu islemler 3 kez gercgeklestirildi.

Yerel marketlerden satin alinan biitcem meyve suyunun analizinden 6nce 15 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra 0,45 um filtre ile siiziildii. Siiziilen meyve suyundan 20 ml
ve 10 ml ayr1 ayn alinarak 0,1 N H3POy4 ¢6zeltisi ile 50 ml ye tamamlandi. Ayri ayr1 0,5
ml ve 4 ml alimip 0,1 N H3;PO4 ¢ozeltisi ile 10 ml’ye tamamlanarak standart o6lci
egrileri  ¢iziminde kullanilan  dalga boyu araliginda absorpsiyon spektrumlari

kaydedildi. Her bir islem 3’er kez ger¢eklestirildi.

Ucli karisim icin;

Ulker Link meyve suyu siizge¢ kagidi ile iki kez arka arkaya siiziildii. Biiyiik
partikiillerin ayrildigi 6rnegi daha homojen elde edebilmek icin 0,45 pm tanecik boyutu
olan 6zel fitreler ile tekrar siizme islemine tabi tutuldu. Ornek ¢dzeltiden 10 ml ve 20 ml
ayr1 ayr1 alinarak 50 ml ‘lik balon jojelere aktarildi ve hacmi 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile
tamamlandi. Ayr1 ayr1 0,2 ml ve 1 ml almip 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile 10 ml’ye

tamamlanarak standart Olcli egrileri ¢iziminde kullanilan dalga boyu araliginda
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absorpsiyon spektrumlari kaydedildi. Her bir islem 3’er kez gerceklestirildi.

Biitiin calismalar normal oda kosullarinda yapilmistir.

3.44  Validasyon Calismalari

Validasyon, bir metod veya Olgiim prosediiriiniin belirlenen amaglara uygunlugunun
objektif olarak test edilip belgelendirilmesidir (ISO/IEC 17025). Bolim 2.18 ’da
validasyon islemleri detayli bir sekilde anlatildi. Validasyon ¢alismalar1 standart ¢ozelti

ve plyasa numuneleri i¢in ayr1 ayr1 yapildi.
a ) Ozgiinliik

Metod gelistirilirken hazirlanan stok cozeltilerin safsizliklar1 ve bozunma iiriinleri gibi
girisim yapan maddelerin 1s1, 151k ve asit, baz oksidasyon gibi stres durumlarina zamana
bagl kontrolleri yapild1 . Tatlandiricilarin ve diger iki katkinin analiz degerlerinde
zamana ve yukarida bahsedilen stres sartlarina bagli olarak absorbans degerlerinde

sapma olup olmadig1 gézlendi.

b) Konsantrasyon Arahgi

Olgiim aralig1 bir metodun uygulama araligi belirtir. Metod validasyonu yapilirken bu
aralik g6z oniinde bulundurularak planlanir. Dolayisiyla bu metodun 6l¢lim araligr ace- k
icin 2—10 ppm, asp i¢in 5-25 ppm, kaf i¢in 3-15 ppm, SB i¢in 2-10 ppm ve NHDC i¢in
75-175 ppm olarak belirlendi.

¢) Dogrusallik

Metodun dogrusalligini belirleyebilmek i¢in Bolim 2.18de anlatildigr gibi her analitin
artan bes farkli konsantrasyon degeri Olglildii ve Olgiilen bu degerlere kargilik
kalibrasyon egrileri olusturuldu. Egrilerin dogrusalliklari en kiigiik kareler yontemi ile
degerlendirildi. Regrasyon analiz degerleri sonucunda korelasyon sabitlerinin 0,98<r <1

araliginda bulunmasi yontemlerde kullanilan 6lgii egrilerinin dogrusalliklarini belirledi.
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d) Giin i¢i ve Giin Asir1 Ol¢iimler

Bolim 2.18‘de anlatildig1 gibi ¢alismalarin tekrarlanabilirligini test etmek icin Intra-
day (Giin I¢i ) ve Inter-day ( Giinler arasi1 ) dlgiimleri almarak validasyon islemleri

uygulandi.

100 pg/ml konsantrasyondaki stok c¢ozeltilerden ace-K ( 2;4;6;8;10 ug/ ml), asp
(5;10;15;20;25 g/ ml), SB (2:4;6;8;10 ng/ ml), kaf (3;6:9;12;15 ug/ ml) ve NHDC
(75;100;125;150;175 pg/ ml) ¢ozeltileri hazirlanarak giin iginde birer saat ara ile 3 kez
Ol¢tim alinmigtir. Giin asir1 deneyler i¢inse hazirlanan ¢ozeltilerin farkli gilinler de

Ol¢limii alinarak kaydedilmistir.

e) Tayin limiti (LOD) / Ol¢iim limiti (LOQ)

Kullandigimiz yontemlerin performansint izlemek igin, ilgili bilesiklerin en diisiik
tespit edilebilir (LOD) ve en diisiik hesaplanabilir (LOQ) limit degerleri her bir yontem

icin ayr1 ayr1 hesaplandi.

Dortlii karigim da LOD ve LOQ tayini yapabilmek i¢in 4 ppm ace -k, 8 ppm asp,
6 ppm SB, 12 ppm kaf ¢ozeltileri hazirlanarak ayni giin i¢inde her biri i¢in 10 paralel
caligma yapildi. Tiirev spektroskopik yontem ve oran tiirev spektroskopik yontem

degerleri, ilgili dalga boylarinda Olgiilerek kaydedildi.

Uclii karisimda oran tiirev spektroskopik yonteme gére LOD ve LOQ tayini
yapabilmek igin 10 ppm ace-K, 15 ppm asp, 150 ppm NHDC c¢ozeltileri
hazirlanarak ayni giin i¢inde her biri i¢in 10 paralel ¢alisma yapilarak ve oran tlirev

absorbans yontem degerleri ilgili dalga boylarinda élgiilerek kaydedildi

Uclii karisimda tiirev spektroskopik ydnteme gére LOD ve LOQ tayini yapabilmek
icin 10 ppm ace-K, 25 ppm asp, 150 ppm NHDC c¢dzeltileri hazirlanarak ayni giin
icinde her biri i¢in 10 paralel ¢alisma yapilarak ve tiirev absorbans yontem degerleri

ilgili dalga boylarinda 6l¢iilerek kaydedildi.

f) Yiizde Verim Calismalari/ Geri kazanim

Farkli oranlarda dortlii karisimlar halinde 2;4;6:8;10 ug/ ml ace-K, 5; 10; 15; 20; 25
ug/ ml asp, 2;4;6;8;10 ug/ ml SB ve 3;6;8:9;12 pg/ ml kaf stok ¢ozeltilerinden alinarak

hazirlanan karisim ¢ozeltilerin oran tiirev spektrumlarinda saptanan dalga boylarindaki
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tirev absorbans degerleri okundu ve oran tiirev spektrofotometrik yontem ile
olusturulan Ol¢li egrilerine ait regrasyon denklemleri kullanilarak % verim

hesaplamalar1 yapilda.

Farkli oranlarda ti¢lii karisimlar halinde 2;4;6;8;10 pg/ ml ace-K, 5; 10;15;20;25ng/ ml
asp, ve 75;100;125;150;175 pg/ ml NHDC stok ¢ozeltilerinden hazirlanan karisim
cozeltilerin oran tiirev spektrumlarinda saptanan dalga boylarindaki tiirev absorbans
degerleri okundu ve oran tiirev spektrofotometrik yontem ile olusturulan o6lgii

egrilerine ait regrasyon denklemleri kullanilarak % verim hesaplamalar1 yapildi.

Standart katma yontemi, ortam etkisinin karmasik oldugu ve girisim yapan maddelerin
varliginda kullanilir. Bu amagla, girisim yapan maddelerin varsa etkisini ortadan

kaldirmak igin standart katma yontemi uygulandi.

3.44.1 Standart Aspartam, Asesiilfam-K, Sodyum Benzoat, Kafein Ve NHDC

Cézeltileri Icin Uygulanan Validasyon Islemleri

Boliim 2.18.8°de anlatildig1 gibi stok aspartam, asestilfam-K, sodyum benzoat, kafein ve
NHDC c¢ozeltilerinden belirli hacimler alinip ve her bir ydntem ic¢in ayr1 ayri
uygulanmak suretiyle hacimleri 10 ml’ye tamamlandi. Ayni sekilde hazirlanan 5’er adet
standart ¢ozeltiye her bir yontem ayri1 ayr1 uygulanarak UV spektrofotometrede ilgili
dalga boylarinda absorbans degerleri okundu ve her bir yontem icin elde edilen
kalibrasyon denklemleri yardimiyla miktar tayini yapildi. Her bir yontem i¢in ortalama,

standart sapma (SD), bagil standart sapma (RSD) ve % verim hesaplar1 yapildi.

3.4.4.2 Coca Cola, Pepsi, Biitcem Ve Link Meyve Suyu Orneklerine Uygulanan

Validasyon Islemleri

Bolim 2.18.8’de anlatildigi hazirlanan 6rneklerin ¢ozeltilere girisim yapan maddelerin
matris etkisinden kurtulmak amaciyla; belirli miktarlarda 6rnekten alindi ve iizerine stok
aspartam, asesiilfam-K, sodyum benzoat ve kafein ¢ozeltisinden artan derisimlerde ilave
edildi. ilk numune ¢ozeltisine ilave yapilmadi ve UV spektrofotometre’de absorbans
degeri Olciildii. Daha sonra Orneklere artan oranda olacak sekilde standart ¢ozeltiden
ilave yapildi. Ayni prosediir yontem 1 icin uygulandi ve kalibrasyon egrileri elde edildi.

Bu egrilerden yararlanarak numunelerdeki aspartam, asesiilfam-K, sodyum benzoat ve
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kafein miktar1 mg / 100 L olarak hesaplandi ve her bir yontem i¢in % verim degerleri

saptandi.

Cizelge 3.1 Coca cola ve pepsi numunelerine standart katma yonteminin uygulanmasi

(Yontem 1)
Eklenen stok ¢6zelti miktarlari (ug/ml)
ornek ¢ozeltisi
(20/100, v/v) Asp Ace-K Kaf SB
1.6lgim |2 ml 6rnek - - - -
1ml 6rnek - - - -
2.6lgim | 2 ml 6rnek 10 - 6 4
1ml 6rnek - 4 - -
3.6l¢im |2 ml 6rnek 15 - 12 6
1ml 6rnek - 6 - -

e 10 ml ‘lik balon jojelerde hazirlanan ¢dzeltilerin hacimleri 0,1 N H3POy4 ¢ozeltisi ile
tamamlanmigtir. Her bir 6rnek 3’er kez caligiimistir.

Cizelge 3.2 Biitgem meyve suyu numunelerine standart katma yonteminin uygulanmasi
(Yontem 1)

Eklenen stok ¢6zelti miktarlari (ug/ml)

ornek ¢ozeltisi (20/50,v/v) Asp Ace-K Kaf SB

1.6lcim | 0,5 ml 6rnek - - - -

4 ml 6rnek - - - -
2.6lgiim | 0,5 ml 6rnek 10 4 - -
4 ml 6rnek - - 6 4
3.6lgiim |0,5 ml 6rnek 15 6 - -
4 ml 6rnek - - 12 6

e 10 ml‘lik balon jojelerde hazirlanan ¢ozeltilerin hacimleri 0,1 N H3;PO4 ¢ozeltisi ile

tamamlanmustir. Her bir 6rnek 3’er kez calisiimistir.

Bolim 3.4.4.2°de anlatildig1 hazirlanan drneklerin ¢ozeltilere girisim yapan maddelerin
matris etkisinden kurtulmak amaciyla; 0,2 ve 1 ml 6rnekten alindi ve tizerine stok
aspartam, asesiilfam-K, NHDC stok ¢ozeltilerindenden artan derigimlerde ilave edildi.
Ilk numune ¢ozeltisine ilave yapilmadi ve UV Spektrofotometre’de absorbans degeri
Ol¢iildii. Daha sonra Orneklere artan oranda olacak sckilde standart ¢ozeltiden ilave
yapildi. Ayni prosediir yontem 1 ve yontem 2 igin uygulandi ve kalibrasyon egrileri

elde edildi. Bu egrilerden yararlanarak numunelerdeki aspartam, asesiilfam-K, NHDC
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miktarlart mg / 100 L olarak hesaplandt ve her bir yontem i¢in % verim degerleri

saptandi.

Cizelge 3.3 Ulker Link meyve suyu numunelerine standart katma ydnteminin
uygulanmasi (Yontem 1)

YONTEM 1
Eklenen stok ¢ozelti miktarlari
(ng/ml)

ornek ¢ozeltisi Asp Ace-K | NHDC
1.6lgiim | 0,2 ml 6rnek (10/50, v/v) - - -
1 ml 6rnek(20/50, v/v) - - -

2.6lgiim | 0,2 ml 6rnek (10/50, v/v) - 4 100
1 ml 6rnek(20/50, v/v) 10 - -

3.6l¢iim | 0,2 ml 6rnek (10/50, v/v) - 8 150
1 ml 6rnek(20/50, v/v) 20 - -

Cizelge 3.4 Ulker Link meyve suyu numunelerine standart katma ydnteminin
uygulanmasi (Yontem 2)

YONTEM 2
Eklenen stok ¢ozelti miktarlari
(ng/ml)

ornek ¢6zeltisi(20/50, v/v) Asp Ace-K NHDC
1.6l¢im | 0,2 ml 6rnek - - -

1 ml 6rnek - - -

2 ml 6rnek - - -
2.6lgiim | 0,2 ml 6rnek - 4 -

1 ml 6rnek - 100

2 ml 6rnek 10 -
3.6lcim | 0,2 ml 6rnek - 8 -

1 ml érnek - - 150

2 ml 6rnek 20 - -

e 10 ml ‘lik balon jojelerde hazirlanan ¢ozeltilerin hacimleri 0,1 N HCI ¢ozeltisi
ile tamamlanmistir. Her bir 6rnek 3’er kez calisiimistir.

Ilerleyen boliimlerde 2.6l¢iim sonuglart SKI1, 3.6l¢iim sonuglar1 SK2 olarak

verilecektir.
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BOLUM 4

SEKILLER VE CIZELGELER

4.1 Ace-K, Asp, SB ve Kaf Dortlii Bilesenleri iceren Karisimlarin Oran Tiirev

Spektrofotometrik Yontem (Yontem 1) ile Analizi

2,21245 T T T T

2,00000

1.50000

Abs.

1,00000

0, 50000

0,00000

021152 h L L :
200,000 220,000 240,000 260,000 220,000 200,000
nm.

Sekil 4.1 Saf Asp (yesil, 5-25 pg/ml), ace-K (siyah, 2-10 pg/ml), kaf (kirmizi, 3-15
pug/ml), SB ‘a (mavi, 2-10 pg/ml) ait absorpsiyon spektrumlart (Yontem 1)
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4.1.1

Asesiilfam-K Tayini

ikili bolen; 6 pg/ml kaf+ 10 ug/ml asp “dir.

002219
0,02000

0,00000 -

Abs

-0,02000

2

-0.02847

I
200,000 220,000

Sekil 4.2 SB (mavi, 2-10 pg/ml) ve ace-K (yesil, 2-10 pg/ml) tatlandiricilarina ait oran

1
240,000

1
260,000

nm.

Pl s

15688

220000

233 2800 230000
m,

spektrumlarinin 2. derece tlirev spektrumlari ( Amax: 223,3 nm ) (Yontem 1)
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2328 500

[
. 0,00000
m ]
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uw
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Sekil 4.3  Light Cola (pembe ) ve dortlii karisim igeren 6rnegin (sar1, 20 pg/ml asp; 8
pg/ml ace-K; 8 pg/ml kaf, 6 pg/ml asp) oran spektrumlarinin 2. derece tiirev

nm.

spektrumlari (Amax: 223,3 nm) (Yontem 1)
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0,01979

0,01000

0,00000

Abs.

-0,01000

-0,02000

-0,02351
12722 220,000 223,325 230,000 238,609
nm.

Sekil 4.4 Light Peps1 (turuncu) ve dortlii karisim igeren 6rnegin (sari, 20 pg/ml asp; 8
pug/ml ace-K; 8 ug/ml kaf, 6 pg/ml asp) oran spektrumlarinin 2. derece
tiirev spektrumlar  ( Apax: 223,3 nm) (Yontem 1)

0.01979

001000

000000

EER

-0,01000 -

-0,0z000 -

o

002351
212722 220,000 223,355 230,000 235,609
nm.

Sekil 4.5 Biitcem meyve suyu (turkuaz) ve dortlii karigim igeren 6rnegin (sari, 10
pug/ml asp ; 6 pg/ml ace-K; 6 pg/ml kaf, 8 pg/ml asp) oran spektrumlarinin 2.
derece tiirev spektrumlart  (Ayax: 223,3 nm) (Yontem 1)
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Cizelge 4.1 223,3 nm dalga boyunda ace-K i¢in elde edilen oran tiirev
spektrofotometrik yonteme ait ikinci derece tiirev absorbans (2D223,3), ortalama, SD, %
RSD degerlerti;

C(ug/ml) D, D, D, D SD %RSD
2 0,00087 0,0009 0,00088 0,00088 2x10-5 1,72
4 0,00174 0,00174 0,00178 0,00175 2x10-5 1,31
6 0,00254 0,00253 0,00255 0,00254 1x10-5 0,39
8 0,00344 0,00345 0,00342 0,00344 2x10-5 0,44
10 0,00441 0,00436 0,00437 0,00438 3x10-5 0,6
2D223,3=0,00043c-0,00001 r =0,9990

Cizelge 4.2 Cizelge 4.1’ e ait Olcii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢tim

2.6l¢iim

3.6l¢lim

ortalama

0,00044

0,00043

0,00043

0,00043

-0,00003

0,00001

0,00001

-0,00001

0,99880

0,99900

0,99890

0,99900

0,0050
0,0045
0,0040
0,0035
0,0030
0,0025
0,0020
0,0015
0,0010
0,0005
0,0000

D

6

C(ug/ml)
2D,,; ;=0,00043C-0,00001

8

10

r=0,9990

Sekil 4.6 Ace-K’ya ait 6l¢ii egrisi (223,3 nm) (Yontem 1)
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4.1.2 Aspartam Tayini ;
ikili bolen; 3 pg/ml kaf+ 2 pg/ml SB “dir.

007293

0,05000 -

T B
0,00000 % — \ ==

Abz.

-0,05000 -

-0,10000

-0,15000 -
-0,15357
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nm

Sekil 4.7 Ace-K (siyah, 2-10 pg/ml) ve asp’in (yesil, 5-25 pg/ml) oran
spektrumlarinin 2. derece tlirev spektrumlar (Amax: 215,2 nm) (Yontem 1)

0,0z331

002000

0,.00000

Abz.

-0,0Z000

-0,04000 -

-0.05372 . .
202,517 215,262 220,000 225,000 231,546
nm.

Sekil 4.8 Light Cola (pembe) ve dortlii karisim iceren 6rnegin (sar1, 20 pug/ml asp, 10
pg/ml ace-K, 8 pg/ml kaf, 6 pg/ml SB) oran spektrumlarinin 2. derece tiirev
spektrumlart (Amax: 215,2 nm) (Yontem 1)
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Abs.

0.03491 T T T T T

o.0z2000 —
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Sekil 4.9  Light Pepsi (turuncu) ve dortlii karisim igeren 6rnegin (sar1, 20 pg/ml asp,
10 pg/ml ace-K, 8 pg/ml kaf, 6 pg/ml SB) oran spektrumlarinin 2. derece
tirev spektrumlart ~ (Amax: 215,2 nm) (Yontem 1)
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Sekil 4.10 Biitcem (turkuaz) ve dortlii karisim igeren 6rnegin (sart, 20 pg/ml asp, 10
ng/ml ace-K,8 pg/ml kaf, 6 pg/ml SB) oran spektrumlarinin 2. derece tiirev
spektrumlart (Ayax: 215,2 nm) (Yontem 1)
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Cizelge 4.3 215,2 nm dalga boyunda asp i¢in elde edilen oran tiirev spektrofotometrik
yonteme ait ikinci derece tiirev absorbans (2D215,2), ortalama, SD, % RSD degerleri;

C(ng/ml) D, D, D, D SD %RSD
5 0,00371 0,00379 0,00372 0,00374 4,36x10-5 1,16
10 0,00754 0,00753 0,00755 0,00754 1x10-5 0,13
15 0,01135 0,01135 0,01133 0,01134 1,15x10-5 0,1
20 0,01485 0,0149 0,01489 0,01488 2,65x10-5 0,17
25 0,01828 0,01813 0,01816 0,01819 7,94x10-5 0,44

2D215,2 =0,00074C +0,00032 r=0,9998

Cizelge 4.4 4.3’deki Olcii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢tim 2.6lgtim 3.6l¢lim ort.

a 0,0007 0,0007 0,0007 0,00074

b 0,0002 0,0003 0,0003 0,00032

r 0,9993 0,9999 0,9999 0,9998
0,02
0,018
0,016
0,014
0,012
2 0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
C (ug/ ml)

2D,,; ,=0,00074C +0,00032 r=0,9998

Sekil 4.11 Asp’a ait 6l¢ii egrisi (215,2 nm) (Yontem 1)

111



4.1.3 Sodyum Benzoat Tayini;
ikili bolen; 15 pg/ml asp+ 6 pg/ml ace-K “dir.

038082

-0,50000 -
-0,05000

077622 L L L L 0.07823
215.280 240,000 260,000 280,000 293,056 22242
nm.

Sekil 4.12  SB (mavi, 2-10 pg/ml ) ve kaf’in (kirmizi, 3-15 pg/ml) oran
spektrumlarinin 2.derece tiirev spektrumlart (Apax: 235 nm) (Yontem 1)

006202

005000 —

0,00000

Abz.

-0,05000 —

-0,06279
222674 230,000 235,020 240,000 250,552
nm.

Sekil 4.13 Light cola (pembe) ve dortlii karisim iceren 6rnegin (sar1, 20 pg/ml asp, 10
pg/ml ace-K, 8 pg/ml kaf, 6 ng/ml SB) oran spektrumlarinin 2. derece tiirev
spektrumlart  (Amax: 235 nm) (Yontem 1)
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005202

O.05000 — —

Abs.

Q,00000 =

-0.05000 — —

-0.05279
222 GET S ZZ0,000 235,022 290,000 250,552
nm.

Sekil 4.14  Light Pepsi (pembe) ve dortlii karisim iceren 6rnegin (sar1, 20 pg/ml asp, 10
pg/ml ace-K, 8 pg/ml kaf, 6 ng/ml SB) oran spektrumlarinin 2. derece
tirev spektrumlart  (Amax: 235 nm) (Yontem 1)

0.,07426 T T T

0.,05000

0,.00000 =

Abs.

-0,05000 - —

-0, 10000 —

-0,11479 L . .
222057 230,00 232,347 240,000 250,000 252 605
nrm.

Sekil 4.15 Biitcem meyve suyu (turkuaz) ve karigim (sar1, 20 pg/ml asp, 10 pg/ml
Ace-K 8 pg/ml kaf, 6 ng/ml SB) oran spektrumlarinin 2. derece tiirev
spektrumlar(Ayax: 232 nm) (Yontem 1) Tayin edilemiyor
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Cizelge 4.5 235 nm dalga boyunda SB i¢in elde edilen oran tiirev spektrofotometrik
yonteme ait ikinci derece tiirev absorbans (2D235), ortalama, SD, % RSD degerleri;

C(ng/ml) D, D, D, D SD %RSD
2 0,00366 0,00378 0,003713 0,003718 6x10-5 1,6
4 0,00758 0,00754 0,00764 0,007587 5x10-5 6,7
6 0,01212 0,01196 0,011941 0,012007 1x10-4 0,8
8 0,01599 0,01548 0,015873 0,015781 2,7x10-4 1,7
10 0,02062 0,02023 0,02025 0,020367 2,2x10-4 1

2D235 =0,00207C - 0,00056 r=0,9991

Cizelge 4.6 4.5°deki Olgii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢iim 2.8lgiim 3.8l¢liim ortalama
a 0,00206 0,00208 0,00207 0,00207
b -0,0007 -0,0005 -0,0005 -0,00056
r 0,99920 0,99810 0,99971 0,9991
0,03
0,025
0,02
2 0,015
0,01
0,005
0 T T T T T T T )
2 4 6 8 10 12 14 16
C(ng/ ml)
2D,,,=0,00207C - 0,00056 r=0,9991
Sekil 4.16 SB’a ait dl¢ii egrisi (235 nm) (Yontem 1)
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Abs

414 Kafein

ikili bolen ; 15 pg/ml asp + 6 ug/ml ace-K’dir.

0.36082

nnnnnnn

005000

0,00000

)
% opoom 7

-0.50000 |

-006000 -
-0.77522 L L L - -0.05417 ; L
215,380 240,000 260,000 280,000 283,056 237 401 240,000 243563 246,000 240,321
nm. nm.

Sekil 4.17 Kaf (kirmizi, 3-15 pg/ml ) ve SB’1n (mavi, 2-10 pg/ml ) oran
spektrumlarinin 2. derece tiirev spektrumlart (Amax: 243,5 nm)
(Yontem 1)

0,09725

0,04000

O.0z2000

Abs.

0,00000

-0,0Z2000 -1

-0.03195
2357 .695 Z40 000 243,501 245,000 250,000 Z53.599
nm.

Sekil 4.18 Light cola (pembe) ve dortlii karisim igeren 6rnegin (sari, 20 pg/ml asp, 10
ug/ml ace-K, 8 ug/ml kaf, 6 pg/ml SB) oran spektrumlarinin 2. derece tiirev
spektrumlart (Apax: 243,5 nm) (Yontem 1)
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005521

0,05000 — —

o.00000 [

Abs.

-0.,05000 — =1
-0.05317

237 101 240,000 2432 514 245,000 248,229
nm.

Sekil 4.19 Light Pepsi (pembe) ve dortlii karisim igeren 6rnegin (sar1, 20 ug/ml asp, 10
pug/ml ace-K, 8 pg/ml kaf, 6 pg/ml SB) oran spektrumlarinin 2. Derece tiirev
spektrumlart (Amax: 243,5 nm) (Yontem 1)

0,05531 : :

0,05000 —

000000 =

Abs.

-0,05000 B
-0,05417 1 1

237101 240,000 242,519 245,000 292,320
nm.

Sekil 4.20 Biitcem meyve suyu (turkuaz) ve dortlii karisim igeren 6rnegin (sar1, 20
pg/ml asp, 10 pg/ml ace-K, 8 pg/ml kaf, 6 pg/ml SB) oran spektrumlarinin
2. derece tiirev spektrumlart (Apax: 243,5 nm) (Yontem 1)
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Cizelge 4.7 243,5 nm dalga boyunda kaf i¢in elde edilen oran tiirev spektrofotometrik
yonteme ait ikinci derece tiirev absorbans (2D243,5), ortalama, SD, % RSD degerleri;

Clug/mi) D, D, D, D . VRSD
3 0,00532|  0,00537|  0,00534 0,00534 3x10-5 0.5
6 0,0107 0,01074|  0,01073 0,01072 2x10-5 0.2
9 0,01622| 0,01619| 0,01621 0,01621 2x10-5 0.1
12 0,02163|  0,02159 0,02164 0,02162 3x10-5 0.1
15 0,02596 |  0,02609|  0,02607 0,02604 7x10-5 0.3

2D243,5= 0,00174C + 0,00030 r=0,9985

Cizelge 4.8 4.7°deki Olcii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢tim 2.0l¢tim 3.6l¢lim ort.
a 0,00174 0,00171 0,00177 0,00174
b 0,00030 0,00030 0,00130 0,00030
r 0,99820 0,99880 0,99851 0,9985
0,03
0,025
0,02
2 0,015
0,01
0,005
0 T T T )
5 10 15 20
C (ug / ml)

2D4350,00174C + 0,00030 r=0,9985

Sekil 4.21 Kaf ‘e ait ol¢ii egrisi (243,5 nm) (Yontem 1)
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4.2 NHDC, Asp ve Ace-K Uclii Bilesenleri iceren Karisimlarin Oran Tiirev
Spektroskopik Yontem ile Analizi (Yontem 1)

1.03206

1.00000 - —

o.50000

Abs,

0,00000

-0,12991
200,000 220,000 240,000 250,000 220,000 300,000
nm.

Sekil 4.22 Saf NHDC (kahverengi, 75-175 pg/ml), ace-K (siyah, 2-10 pg/ml) ve asp’a
(yesil, 5-25 pg/ml) ait absorpsiyon spektrumlar1 (Yontem 1)

4.2.1 Neohesperidin Dihidrokalkon Tayini
Ikili oran i¢in; 10 ug/ml+ asp 4 pg/ml ace-K

41 42354 13— T T

2000000 - —

Abs,

000000

-20,00000 —

S27.191494 L i L L
253,818 260,000 ZET.045  2¥0,000 281,273

nm.

Sekil 4.23 NHDC ait oran spektrumunun 2.derece tiirev spektrumu  (Apax:267 nm)
(Yontem 1)
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Abz

S2ASABIE

QO B1S552 —

2000000 —

[elnlulnluln]

=20 00000 -

255,651

Za0,000

285,00 2687 .0849 ZFT0.000

nm.

ZFS.000

ZFe.e<0

Sekil 4.24 Link (pembe) ve ti¢lii karisim igeren 6rnegin (sar1, 125 pg/ml NHDC, 15

pg/ml asp, 10 pg/ ml ace-K) oran spektrumlarin 2.derece tiirev
spektrumlar (Amax: 267 nm) (Yontem 1)

Cizelge 4.9 267 nm dalga boyunda NHDC i¢in elde edilen oran tiirev spektrofotometrik
yonteme ait ikinci derece tiirev absorbans (*D »7), ortalama, SD, % RSD degerleri;

C(ug/ml) D, D, ’D; D SD %RSD
75 9,2123 9,2089 9,2119 9,2110 1,8x107 2,0x107
100 12,3724 12,4358 12,4274 12,4123 3,5x107 2,7x107
125 15,4902 15,5207 15,531 15,5140 4x10™ 1,3x10™
150 19,151 19,1517 19,1524 19,1517 7x10™ 3,6x107
175 22,6068 22,6098 22,6135 22,6100 3,3x10° 1,4x107

’D 267=0,13415x - 0,9888 r = 0,9990
Cizelge 4.10 4.09’deki 6lgii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler
1.6l¢tim 2.06l¢tim 3.0l¢tim ort.

a 0,13436 0,13414 0,13415 0,13415

b -1,01734 -0,97351 -0,97591 -0,98889

r 0,99892 0,99904 0,99901 0,9990
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25

20
15
[
10
5
0
0 50 100 150 200
C(ug/ml)

2D,4,-0,13415x - 0,98889r = 0,9990

Sekil 4.25 NHDC’a ait 6l¢ii egrisi (267 nm) (Y ontem 1)

4.2.2 Asesiilfam-K Tayini;
Ikili oran i¢in: 125 pg/ml NHDC + 15 pg/ ml asp

011154 T T T T
0,10000 t'| -
"
0,00000 é
1 bt
-] o
i
£
Cd
-0,10000 - B
-0,20000 - B
-0,22484 ! 1 ] 1
200,000 220,000 236,084 100 260,000 280,000 200,000

nm.

Sekil 4.26 Ace-K ‘ya ait oran spektrumunun 2.derece tiirev spektrumu  (Ay,x: 235nm)

(Yontem 1)
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0.10579

0.00000

Abs.

-0, 10000

-0, Z0000 —
-0, 21197

212,290  Zz0,000

240,000

nm.

Z60,000

281,510

Sekil 4.27 Link (pembe) ve liclii karisim iceren 6rnegin (sari, 125 pg/ml NHDC 15
pug/ml, asp 10 pg/ml, ace-K ) oran spektrumlarinin 2. Derece tiirev

spektrumlari (Amax: 235nm) (Yontem 1)

Cizelge 4.11 235 nm dalga boyunda ace-K i¢in elde edilen oran tiirev spektrofotometrik
yonteme ait ikinci derece tiirev absorbans (2D235), ortalama, SD, % RSD degerleri;

C(png/ml) D, D, D, D SD %RSD
2 0,0197 0,0183 0,0199 0,0193 | 8,9x10™* |4,6x107
4 0,0434 0,0432 0,0445 0,0437 [7x10* [ 1,6x107
6 0,0635 0,0649 0,0645 0,0643 | 7,4x10* | 1,1x107
8 0,0865 0,0866 0,0865 0,0865 |4,5x10° |5,2x10™
10 0,1135 0,1125 0,1098 0,1119 |1,9x10° |[1,7x10°
Dy35=0,0114C - 0,0033 r=0,9989

Cizelge 4.12 4.11°deki 6l¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢tim 2.6lgtim 3.0l¢clim ort.
a 0,01151 0,01162 0,01110 0,01140
b -0,00381 -0,00450 -0,00152 -0,00330
r 0,99770 0,99891 0,99912 0,9989
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0,12
0,1

0,08

D

0,06
0,04

0,02

Sekil 4.28 Ace-K’ya ait 6l¢ti egrisi (235 nm) (Yontem 1)

4.2.3  Aspartam Tayini;

C(ug/ ml)
2p,,.=0,01141x - 0,00327 r = 0,9988

6

ikili oran: 100 pg/ml + NHDC 4 pg/ml ace-K’dir.

0,00995

10

12

O,00500

Abs.

0,00000

oo0s00 -

-0,00241
20E 1097

Sekil 4.29 Asp ‘a ait oran spektrumunun 3. derece

210,000

216,016

20,000

nm.

(Yontem 1)
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0,01 30

0,.01000 -

o0,.00000

Abs,

-0, 01000 |-

-0, 01&7F 0
206,331

Sekil 4.30 Link (pembe) ve iiclii karisim igeren 6rnegin (sar1, 125 pg/ml NHDC, 25

Z10.000

Z2° Z16.015

Z20.,000
nm.

ZZ25.000

229 265

pug/ml asp, 6 ug/ml ace-K) oran spektrumlarinin 3. derece tiirev
spektrumlart (Amax. 216 nm) (Yontem 1)

Cizelge 4.13 216 nm dalga boyunda asp i¢in elde edilen oran tiirev spektrofotometrik

yonteme ait iigiincii derece tiirev absorbans (*D,y¢), ortalama, SD, % RSD degerleri;

C(ug/ml) D, ‘D, D, D SD %RSD
5 0,00069 0,00068 0,00066 0,00066 2x10-5 2,3
10 0,00156 0,00158 0,00155 0,00155 2x10-5 0,9
15 0,00212 0,00216 0,00215 0,00215 2x10-5 0,9
20 0,00258 0,00283 0,00284 0,00284 1,5x10-4 5,1
25 0,00352 0,00361 0,00363 0,00363 6x10-5 1,6

’D,16=0,000145C - 0,000003 r=0,9965

Cizelge 4.14

4.13’deki ol¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢tim 2.0l¢tim 3.6l¢lim ort.

0,00013 0,00014 0,00014 0,000145
b 0,000002 0,00004 0,0000003 0,000003
r 0,9857 0,9956 0,9965 0,9965
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0,004
0,0035
0,003
0,0025

2 0,002
0,0015
0,001
0,0005

0 5 10 20 25 30

15
C(ug/ml)
3p,,,.0,000145C - 0,000003 r=0,9965

Sekil 4.31 Asp ‘a ait 6l¢ii egrisi (216 nm) (Yontem 1)

4.3 NHDC, Asp ve Ace-K Uclii Bilesenleri iceren Karisimlarin Tiirev
Spektroskopik Yontemi ile Analizi (Yontem 2)

4.3.1 Asesiilfam —k Tayini

0.02381 : . .

0.0Z000 —

0.00000

Abs.

coozooo | F ¥ e -
=
-0.04000 |- 1 .
-0,05223 ) L L .
204,708 220,000 240,000 247,317 260,000 272,387

nm.

Sekil 4.32 NHDC (kahverengi,75-175 pg/ml) , ace-K (mavi, 2-10 pg/ml) ve asp ‘in
(yesil, 5-25 pg/ml) 1. derece tiirev spektrumlari
(Amax:247,3 nm) (Yontem 2)
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0,02381

0,02000 —

O,00000

Abs,

-0,02000 -

-0,04000

-0,052232

204,792

220,000

240,000 297 32313

nm.

250,000

2727

Sekil 4.33 Link (pembe) ve ti¢lii karisim iceren 6rnegin (sar1, 175 pg/ml NHDC, 25

ug/ml asp,

(Mmax: 247,3 nm) (Yontem 2) tayin edilemiyor

2 ng/ml ace-K) ait 1.derece tiirev spektrumlari

Cizelge 4.15 247,3 nm dalga boyunda ace-K i¢in elde edilen tiirev spektrofotometrik
yonteme ait birinci derece tiirev absorbans ('D,s73), ortalama, SD, % RSD degerleri;

C(ug/ml) 'D, 'D, 'D, D SD %RSD
2 0,00262|  0,00267|  0,00258 0,00269 1,6x10-4 58
4 0,0051 0,00527|  0,00523 0,0052 9x10-5 1,7
6 0,00749|  0,00772|  0,00765 0,00762 1,2x10-4 1,5
8 0,01065| 0,01042| 0,01072 0,0106 1,6x10-4 1,5
10 0,0127 0,01267| 0,01289 0,01275 1,2x10-4 0,9

'Dys73=0,001276C + 0,000116 r = 0,9982

Cizelge 4.16 4.15°deki 6lcii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢tim 2.0l¢tim 3.6l¢lim ort.
a 0,00129 0,0013 0,00131 0,0013
b -0,00009 0,0002 -0,00002 0,0001
r 0,9968 0,9994 0,99801 0,9982
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0,014
0,012

0,01
0,008

2

0,006
0,004
0,002

0 2 4 6 8 10 12
C(ug/ml)

D,,;,3= 0,001276C + 0,000116 r= 0,9982

Sekil 4.34 Ace-K ‘ya ait 6l¢ii egrisi (247,3 nm) (Yontem 2)

4.3.2 Neohesperidin Dihidrokalkon Tayini

000620

000500

Abs.

0,00000

-0.00500 - -

-0,00511
200,000 220,000 240,000 260,000 220,000 200,000

Sekil 4.35 NHDC (kahverengi,75-175 pg/ml ), ace-K (siyah, 2-10 pg/ml ) ve asp ‘in
(yesil, 5-25 ug/ml ) 2. tiirev spektrumlari (240 nm) (Yontem 2)
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0.00G20

0,.00500

Abs.

0,.00000

-0,00500

-0,00511

200,000 220,000 20,000 250,000 =ZE0,000 F00,000

nm.

Sekil 4.36  Link (pembe) ve {li¢lii karisim iceren 6rnegin (sar1, 175 pg/ml NHDC, 15
ug/ml asp, 2 ug/ml ace-K) 2.derece tiirev spektrumlari (Y ontem 2)

Cizelge 4.17 240 nm dalga boyunda NHDC i¢in elde edilen tiirev spektrofotometrik

yonteme ait ikinci derece tiirev absorbans (2D240), ortalama, SD, % RSD degerleri;

C(ug/ml) D, D, D D SD %RSD
75 0,00139 0,0014 0,00139 0,00139 1x10-5 0,41
100 0,0018 0,00179 |  0,00178 0,00179 1x10-5 0,55
125 0,00216 [  0,00215|  0,00217 0,00216 1x10-5 0,46
150 0,00256 |  0,00257|  0,00256 0,00256 1x10-5 0,22
175 0,00301 [  0,00299 0,003 0,003 1x10-5 0,33

2D240 =0,000016C+ 0,000185 r=0,9991

Cizelge 4.18 4.17°deki 6lcii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢tim 2.0l¢tim 3.0l¢lim ort.
a 0,00002 0,00002 0,00002 0,00002
b 0,00018 0,0002 0,00018 0,00019
r 0,9986 0,9991 0,9993 0,9991
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0,0035
0,003
0,0025
0,002

2
0,0015
0,001

0,0005

0 50 100 150 200

C(ug/ml)
2D,,, ;= 0,001276C + 0,000116 r = 0,9991

Sekil 4.37 NHDC ‘a ait 6l¢ii egrisi (240 nm)(Yontem 2)

4.3.3 Aspartam Tayini

0.00116

0,.00900 —
i
0,00050 F g
y
| B
; g
r 0,00000 I
=T
T
-0.00050 |- G b e _
o
-0.00100 | .
-0,0041=20
203,778 ZZ0,000 22V 535 240,000 260,000 69,111

nm.

Sekil 4.38  Asp ‘in (yesil, 5-25 pg/ml), ace-K (siyah, 2-10 pg/ml) ve NHDC’in
(kahverengi,75-175 pg/ml) 3.derece tiirev spektrumlart  (Ayax: 227,5 nm)
(Yontem 2)

128



0.00130

0,00100

0,00050

Abs,

0,00000

-0,00050

-0,00033

200,000 220,00 227 49422 240,000 260,000 220,000 Z00,000

nm.

Sekil 4.39 Link (pembe) ve tiglii karigim i¢ceren 6rnegin (sar1, 75 pg/ml NHDC, 15
pg/mlasp, 10 ug/ml ace-K ') 3. derece tiirev spektrumlari
(Mnax: 227,5 nm) (Y Ontem 2)

Cizelge 4.19 227,5 nm dalga boyunda asp i¢in elde edilen tiirev spektrofotometrik
yonteme ait 3. derece tiirev absorbans (3D227,5), ortalama, SD, % RSD degerleri;

C(pg/ml) D, D, D, 5 SD %RSD
5 0,00018 0,00019 0,0002 0,00019 1x10-5 53
10 0,00036 0,00037 0,00033 0,00035 2x10-5 5,9
15 0,0005 0,00053 0,00052 0,00052 2x10-5 2,9
20 0,00064 0,00066 0,00068 0,00066 2x10-5 3
25 0,00079 0,0008 0,00078 0,00079 1x10-5 1,2
D575 =0,00003C+ 0,00005 t =0,9975

Cizelge 4.20 4.19°deki 6l¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1.6l¢lim 2.0lglim 3.6l¢lim ort.

0,00003 0,00003 0,00003 0,00003
b 0,00004 0,00006 0,00005 0,00005
r 0,99769 0,99568 0,9997 0,9975
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0,0002
0,0001

D

0 5 10 15 20 25 30

C(ug/ ml)
3p,,,=0,00003C+ 0,00005 r =0,9975

Sekil 4.40 Asp ‘a ait 6l¢ii egrisi (227,5 nm)(Y dntem 2)

4.4  Validasyon Calhismalar
4.4.1 Ozgiinliik Grafikleri

1,28078

1,00000

Abs,

0.50000

0.00000

0.11518 . . L L
200,0000 220,0000 240,0000 260,0000 250,0000 300,0000
M.

Sekil 4.41 Sodyum Benzoat ¢ozeltilerinin 1., 5., 10., 15. ve 20. giine ait absorpsiyon
spektrumlari
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Abs.

1,27333 . I . .

1,00000

0.50000

0,00000 =¥ [L
40.12560 . T L B
200,0000 220,0000 240,0000 260,0000 280,0000 300,0000

nm.

Sekil 4.42 Aspartam ¢ozeltilerinin 1., 5., 10., 15. ve 20. giine ait absorpsiyon
spektrumlari

059444 .

0,40000

0.20000

0,00000

40,05522 L
200,0000 220,0000 240,0000 260,0000 280,0000 200,0000
nm.

Sekil 4.43  Asesiilfam-K ¢ozeltilerinin 1., 5., 10., 15. ve 20. giine ait absorpsiyon
spektrumlari
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207484 : ; . .
200000

1.50000

1.,00000

Abs,

0.50000

0.,00000

-0.18442 : . L :
200,0000 220,0000 240,0000 280,0000 280.0000 200,0000
.

Sekil 4.44 Kafein ¢ozeltilerinin 1., 5., 10., 15. ve 20. giine ait absorpsiyon spektrumlari

081572 T T T T
o4
0.,40000 =5 ] -
=X (o]
m -
=
I
o4
T =
e o4
0.20000 [ 6
L
= g
0.00000 | -
T
—‘J.'DE"BZ 1 1 1 1
200,0000 220,0000 240,0000 2E0,0000 280,0000 200.0000
nme.

Sekil 4.45 Neohesperidin dihidrokalkon ¢ézeltilerinin 1., 5., 10., 15. ve 20. giine ait
absorpsiyon spektrumlari
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Abs,

Abs.

1,255818 ; ; ; ;
I
}
1
‘J**.
1,00000 - —
0.50000 [ \ -
b
LY
b
oy =
o
",
Ty it
TR ST B --H."\-._
\ﬂv‘tq-
B,
0.031332 L 1 1 1
200,0000 Z2320.,0000 240,0000 250,0000 280.,0000 200.,0000
nm.

Sekil 4.46  Light Pepsi ¢ozeltisinin 1°,15°,30°,45°,60° ve 7.glin alinan absorpsiyon
spektrumlari

1, 35518 T T T T

1.,00000

0. 50000

0.03133 £ ; : :
200,0000 220,0000 240,0000 280,0000 280,0000 300,0000
nme.

Sekil 4.47 Light Cola ¢ozeltisinin 1°,15°,30°,45°,60° ve 7.giin alinan absorpsiyon
spektrumlari
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077508 T T : :

0560000 - -

0., 40000 — -

Abs,

0,z20000 - -

-0,02066 1 1
200,000 220,000 240,000 260,000 220,000 200,000
nm.

Sekil 4.48 Biitcem ¢ozeltisinin 1°,15°,30°,45°,60° ve 7. giin de alinan absorpsiyon
spektrumlari

1.8790% T T T T

1. 50000

1.00000

Abs.

o, 50000

0,095625
200,000 220,000 240,000 250,000 280,000 Z00,.000
nm.

Sekil 4.49 Link c¢ozeltisinin 1°,15°,30°,45°,60° ve 7.giin alinan absorpsiyon
spektrumlari
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4.42 Tayin limiti (LOD) / Olciim limiti (LOQ) Degerleri

Cizelge 4.21 Dortlii tatlandirict igeren karistmda bulunan her bir analite oran tiirev
yontemin uygulanmasi ile yapilan 10 paralel ¢alismada bulunan konsantrasyon,

ortalama konsantrasyon (ug/ml) , SD, % RSD , LOD ve LOQ degerleri

ASP ACE-K SB KAF
Deneme 8(ng/ml) 4(pg/ml) 6(ug/ml) 12(ug/ml)
1. 7,97 4 6,14 12,27
2. 8,05 4,05 6,11 12,06
3. 8,04 3,99 5,98 12,34
4. 7,95 3,83 6,07 12,23
5. 8,03 4,03 5,99 12,21
6. 8,01 3,96 6,12 12,15
7. 7,93 4,03 6,16 12,15
8. 7,99 3,98 6,08 12,33
9. 8,09 4,06 6,21 11,99
10. 8,08 3,97 5,96 12,26
Ort. 8,01 3,99 6,08 12,2
SD 5,3x10-2 6,5x10-2 8,2x10-2 1,1x10-1
%RSD 0,67 1,65 1,36 0,93
LOD 0,16 0,20 0,25 0,34
LOQ 0,54 0,66 0,83 1,13

Cizelge 4.22 Uglii tatlandiric1 karisiminda bulunan her bir analite oran tiirev yontemin

uygulanmasi ile yapilan 10 paralel calismada bulunan konsantrasyon, ortalama
konsantrasyon (ug/ml) , SD, % RSD , LOD ve LOQ degerleri

ASP ACE-K NHDC
Deneme 15(ug/ml) 10(ng/ml) 150(ug/ml)

1. 15,03 10,47 150,12

2. 14,89 10,49 150,08

3. 14,92 10,39 150,03

4. 14,93 10,41 150,07

5. 14,96 10,38 149,98

6. 15,07 10,55 150,05

7. 14,93 10,42 149,95
8. 14,87 10,39 150,03

9. 15,04 10,48 150,09

10. 15,06 10,33 149,96

Ort. 14,97 10,43 150,04
SD 0,07 0,07 0,06
%RSD 0,49 0,63 0,04
LOD 0,22 0,20 0,17
LOQ 0,74 0,65 0,57
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Cizelge 4.23 Uglii tatlandiric1 karisiminda bulunan her bir analite tiirev yontemin
uygulanmasi ile yapilan 10 paralel ¢alismada bulunan konsantrasyon, ortalama
konsantrasyon(ug/ml) , SD, % RSD , LOD ve LOQ degerleri

ASP ACE NHDC
Deneme
25(ug/ml) 10(pg/ml) 150(pg/ml)
1. 24,72 9,83 149,91
2. 25,33 10,15 149,65
3. 24.97 9,87 149,72
4. 25,33 9.81 149.94
5. 25,12 9,77 149,83
6. 25,41 9,87 150,53
7. 25,28 9,82 150,34
8. 25,19 10,01 150,12
9. 25,56 9,73 150,08
10. 25,17 9,91 149,96
Ort. 25,21 9,88 150,01
SD 0,24 0,12 0,27
%RSD 0,93 1,23 0,18
LOD 0,7 0,36 0,81
LOQ 2.4 1,23 2,71
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4.43 Giin ici ve Giin Asir1 Olgiim Degerleri

Cizelge 4.24 Dortlii tatlandirict karisimina oran tiirev spektrofotometrik yontemin
uygulanmasiyla giin i¢i alinan oran tlirev absorbans, ortalama, SD, % RSD degerleri

=
C(ug/ml)Ace-K D, D, p, D3235 SD %RSD
2 0,00088 0,00091 [ 0,00088 |  0,00089 2x10-5 1,94
4 0,00173 0,00174 | 0,00175 |  0,00174 1x10-5 0,57
6 0,00251 0,00253 | 0,00257 |  0,00254 3x10-5 1,20
8 0,0034 0,00341 | 0,00344 [ 0,00342 2x10-5 0,61
10 0,00441 0,00439 | 0,00438 [ 0,00439 2x10-5 0,34
-
Clug/ml)Asp D, D, p, D315, SD %RSD
5 0,00371 0,00379 [ 0,00372 |  0,00374 4x10-5 1,16
10 0,00754 0,00753 [ 0,00755 | 0,00754 1x10-5 0,13
15 0,01135 001135 | 001133 | 0,01134 1x10-5 0,10
20 0,01485 0,0149 0,01489 |  0,01488 3x10-5 0,17
25 0,01828 0,01813 | 001816 [ 0,01819 8x10-5 0,43
2 2 2 27y
C(ug/ml)Kaf D1 D2 D3 D243‘5 SD %RSD
3 0,00536 0,00533 [ 0,00539 [ 0,00536 3x10-5 0,56
6 0,0108 0,01073 [ 001077 | 0,01077 4x10-5 0,33
9 0,01629 0,01623 | 001622 | 0,01625 4x10-5 0,23
12 0,02159 0,02163 | 002161 | 0,02161 2x10-5 0,09
15 0,02587 0,02601 |  0,02604 |  0,02597 9x10-5 0,35
2 2 2 25
C( pg/ml )SB D, D, D, 235 SD %RSD
2 0,00361 0,00368 [ 0,00377 | 0,00369 8x10-5 2,18
4 0,00759 0,00756 [ 0,00761 |  0,00759 3x10-5 0,33
6 0,01208 0,01201 | 001192 [ 0,012 8x10-5 0,66
8 0,01579 0,01588 [ 001587 [  0,01585 5x10-5 0,32
10 0,02042 0,02033 | 0,02045 |  0,0204 6x10-5 0,31
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Cizelge 4.25 Dortlii tatlandiricr karigimina oran tiirev spektrofotometrik yontemin
uygulanmasiyla giin asir1 alinan oran tiirev absorbans, ortalama, SD, % RSD degerleri

C(ug/ml)Ace-K D, D, D, ’Dy235 SD %RSD
2 0,00087 | 0,0009 0,00091 0,00089 2x10-5 2,33
0,00175 | 0,00177 | 0,00174 0,00175 2x10-5 0,87
6 0,00253 | 0,00252 | 0,00256 0,00253 2x10-5 0,82
8 0,00342 | 0,00343 | 0,00343 0,00342 1x10-5 0,16
10 0,00444 | 0,00443 | 0,00439 0,00442 3x10-5 0,59
C(ng/ml) Asp D, D, D, ’Da15,2 SD %RSD
5 0,00373 0,00381 0,00376 0,00377 4x10-5 1,07
10 0,00761 0,00757 0,00755 0,00758 3x10-5 0,40
15 0,01141 0,01138 0,01131 0,01137 5x10-5 0,45
20 0,01475 | 0,01493 0,01486 0,01485 9x10-5 0,61
25 0,01819 | 0,01816 0,01827 0,01821 6x10-5 0,31
C(ug/ml) SB D, D, D, *Daaz s SD %RSD
2 0,00365 0,00369 0,00374 0,00369 5x10-5 1,22
4 0,00761 0,00758 0,00759 0,00759 2x10-5 0,20
6 0,01213 0,01201 0,01199 0,01204 8x10-5 0,62
8 0,01582 0,01585 0,01585 0,01584 2x10-5 0,11
10 0,02045 0,02046 0,02045 0,02045 1x10-5 0,03
C(ug/ml) Kaf D, D, D, ’Dy3s SD %RSD
3 0,00538 |0,00532 0,00541 0,00537 5x10-5 0,85
6 0,01078 {0,01081 0,01076 0,01078 3x10-5 0,23
9 0,01633 |0,01625 0,01621 0,01626 6x10-5 0,37
12 0,02148 |0,02168 0,02153 0,02156 1,0x10-4 0,48
15 0,02607 |0,02598 0,02593 0,02599 7x10-5 0,27
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Cizelge 4.26 Uclii tatlandirict karisimina oran tiirev spektrofotometrik yontemin
uygulanmasiyla giin ici alinan oran tiirev absorbans, ortalama, SD, % RSD degerleri,

C(ug/ml) Asp D, °D, D, *Dy1e SD %RSD
5 0,00067 0,0007 0,00068 0,00068 2x10-5 2,23
10 0,00155 0,00159 0,00157 0,00157 2x10-5 1,27
15 0,00218 0,00216 0,00219 0,00218 2x10-5 0,70
20 0,00267 0,00273 0,00276 0,00272 5x10-5 1,68
25 0,00359 0,00367 0,00361 0,00362 4x10-5 1,14
ClugmhAceK | 2p p, D, "Dass SD %RSD
2 0,01998 0,01989 0,01987 0,0199 6,0x10-5 0,29
4 0,04417 0,04334 0,04482 0,0441 7,4x10-4 1,68
6 0,06381 0,06466 0,06587 0,0648 1,0x10-3 1,59
8 0,08663 0,08573 0,08698 0,0864 6,4x10-4 0,74
10 0,11348 0,11293 0,1108 0,1124 1,4x10-3 1,26
C(ug/mNHDC [ 2p ’p, D, *Dag7 SD %RSD
75 9,2045 9,2167 9,2127 9,2113 6,2x10-3 0,06
100 12,3828  [12,4258 12,4167 12,4084 2,2x10-2 0,18
125 15,5072 | 15,5164 15,5239 15,5158 8,3x10-3 0,05
150 19,1614 19,1591 19,1776 19,1660 1x10-2 0,05
175 22,6103 |22,6059 22,6218 22,6126 8x10-3 0,04
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Cizelge 4.27 Uglii tatlandirici karisimina oran tiirev spektrofotometrik yontemin
uygulanmasiyla giin asir1 alinan oran tiirev absorbans , ortalama, SD, % RSD degerleri,

C(ug/ml) Asp D, D, ’Ds *Dy16 SD %RSD
5 0,00071 0,0007 0,00068 0,00070 2x10-5 2,19
10 0,00158 0,00156 0,00155 0,00156 2x10-5 0,97
15 0,00217 0,00216 0,00218 0,00217 1x10-5 0,46
20 0,00271 0,00273 0,00275 0,00273 2x10-5 0,73
25 0,00359 0,00369 0,00367 0,00365 5x10-5 1,44

fe(ng/mhAce- D, D, °D; Dy3s SD %RSD
2 0,01987 0,01997 0,01995 0,01993 |5.0x10-5 0,26
4 0,04423 0,04336 0,04462 0,04407 |6,5x10-4 1,46
6 0,06371 0,06399 0,06491 0,06420 |6.3x10-4 0,97
8 0,08597 0,08654 0,08688 0,08646 |4.6x10-4 0,53
10 0,11238 0,11273 0,1138 0,11297 |7.4x10-3 0,65

C(ung/mhNHDC | 2D, D, D, ’Dyer SD %RSD
75 9,2063 9,2186 9,2112 9,21203 6,2x10-3| 0,06
100 12,4145 12,4058 12,4134 12,4112 4,7x10-2| 0,04
125 15,5088 15,5244 15,5227 15,5186 8,5x10-3| 0,05
150 19,1576 19,1708 19,1682 19,1655 6,9x10-2| 0,04
175 22,6013 22,6199 22,6308 22,6173 1,4x10-2 | 0,06

140




Cizelge 4.28 Uglii tatlandirici karisimina tiirev spektrofotometrik yontemin
uygulanmasiyla giin ici alinan oran tiirev absorbans, ortalama, SD, % RSD degerleri,

C(ug/ml) Asp D, D, D, *Dy275 SD %RSD
5 0,00018 0,00019 0,00019 0,00019 1x10-5 3,09
10 0,00035 0,00037 0,00036 0,00036 1x10-5 2,77
15 0,00051 0,00053 0,00052 0,00052 1x10-5 1,92
20 0,00064 0,00066 0,00067 0,00066 2x10-5 2,32
25 0,00079 0,00081 0,00078 0,00079 2x10-5 1,92
f(ng/mb)Ace- 'D, 'D, 'D; *Da275 SD %RSD
2 0,00265 10,00272 0,00265 0,00267 4x10-5 1,51
4 0,00534 ]0,00539 0,00529 0,00534 5x10-5 0,93
6 0,00752 10,00763 0,00765 0,00760 7x10-5 0,92
8 0,01071 ]0,01056 0,01068 0,01065 8x10-5 0,74
10 0,01277 |0,01272 0,01281 0,01277 5¢10-5 0,35
C(ug/mhNHDC | 2D, D, D, ’Dyao SD %RSD
75 0,00141 0,0014 0,00138 0,00139 2x10-5 1,02
100 0,00176 0,00179 0,00178 0,00179 2x10-5 0,82
125 0,00214 0,00216 0,00217 0,00216 2x10-5 0,75
150 0,00256 0,00257 0,00256 0,00256 1x10-5 0,23
175 0,00301 0,00299 0,00300 0,00300 1x10-5 0,37
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Cizelge 4.29  Uglii tatlandiric1 karisimina tiirev spektrofotometrik yontemin
uygulanmasiyla giin asir1 alinan oran tiirev absorbans , ortalama, SD, % RSD degerleri,

C(pg/ml) Asp D, ’D, ’D;, *Da27s SD %RSD
5 0,00017 0,00018 0,00019 0,00022 1x10-5 5,55
10 0,00041 0,00039 0,00035 0,00041 3x10-5 7,96
15 0,00056 0,00049 0,00053 0,00053 4x10-5 6,66
20 0,00065 0,00069 0,00071 0,00072 3x10-5 4,47
25 0,00078 0,00081 0,00078 0,00080 2x10-5 2,19
f(ng/mb)Ace- 'D, 'D, 'D; *Da473 SD %RSD
2 0,00271 0,00263 0,00265 0,00266 4x10-5 1,56
4 0,00528 0,00538 0,00533 0,00533 5x10-5 0,93
6 0,00751 0,00774 0,00766 0,00763 1,2x10-4 | 1,52
8 0,01071 0,01068 0,01061 0,01066 5x10-5 0,48
10 0,01265 0,01273 0,01286 0,01274 1,1x10-4 | 0,83
C(ug/m)NHDC | *D), D, D, ’Dyao SD %RSD
75 0,00143 0,00137 0,00136 0,00138 4x10-5 2,73
100 0,00174 0,00183 0,00185 0,00180 6x10-5 3,24
125 0,00209 0,00226 0,00219 0,00218 9x10-5 3,91
150 0,00248 0,00251 0,00257 0,00252 5x10-5 1,82
175 0,00308 0,00295 0,00301 0,00301 7x10-5 2,16
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4.44 Yiizde Verim Calismalari

Cizelge 4.30 Dortlii standart karisim ¢ozeltilere oran tiirev spektrofotometrik yontemin
uygulanmasiyla elde edilen yiizde verim degerleri (Yontem 1)

ORAN TUREV SPEKTROSKOPIK YONTEM

Yontem 1
KONULAN BULUNAN %
( pg/ml) ( pg/ml) VERIM
ASP ACE KAF SB ASP ACE KAF SB ASP ACE KAF SB
5 2 3 2 515 1,99 2,87 2,05/103 99,5 95,7 103
10 6 6 8 102 591 58 7,79(102 98,5 96,7 97.4
4 9 4 |58 401 9,08 392(97,5 100 101 98
4 12 6 |7,87 4,04 123 6,14(984 101 103 102
6 12 6 [806 6,05 11,9 622|101 101 99,1 104
10 4 12 2 [991 396 11,8 2,18/99,1 99 97,9 109
10 6 12 2 |98 58 122 2,15|98,6 97 102 108
15 6 9 6 |1557 592 8,87 588|104 98,7 98,6 98
25 10 8 10 (24,79 9,67 831 9,87/99,2 96,7 104 98,7
20 8 9 2 20,12 772 919 2,09[101 96,5 102 105
(%verim) 100,4 98,8 99,4 102
Asp
y = 1,0007x + 0,0303
E4O R?=0,9986
® 20 M//’
=
8 0
§ 0 5 10 15 20 25 30
* Bulunan pg/ml
a)
Ace
y =0,9521x +0,1774
z 15 R? = 0,9988
< 10
¥
c 5 ’/‘/‘/./‘
[}
S 0
S o 2 4 6 8 10 12
Bulunan pg/ml
b
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Kaf
y =0,9686x + 0,1798
15 R?=0,9981

10

Konulan pg/ml
(6,]

0 2 4 6 8 10 12
Bulunan pg/ml

¢)
SB y =1,0197x - 0,1491
R? =0,9959
_ 15
E
S 10
=1
§ 5
E
S 0
¥ 0 2 4 6 8 10 12 14
Bulunan pg/ml
d)

Sekil 4.50 (a),(b),(c),(d) Dortlii tatlandirict igeren karisimlarda analitlerin
konsantrasyon degerlerinin konulan bulunan grafikleri (Yontem 1)

Cizelge 4.31 Uglii standart karisim ¢6zeltilere oran tiirev spektrofotometrik yontemin
uygulanmasiyla elde edilen yiizde verim degerleri (Yontem 1)

ORAN TUREV SPEKTROSKOPIK YONTEM

Yontem 1
KONULAN BULUNAN %
(pg/ml) (pg/ml) VERIM

ASP ACE NHDC | ASP ACE NHDC | ASP ACE  NHDC
5 2 75 53 2,01 71,9 100 101 95,81
15 10 75 144 105 74 96 105 98,6
25 10 100 | 251 106 102 983 106 10225
15 10 125 15 103 123 99,1 103 98,74
25 6 125 25 6,1 126 998 102 100,6
5 4 150 51 419 158 103 105 105,15
15 6 150 | 155 6,09 156 99,1 102 103,99
25 10 150 26 10,1 158 102 101 105,59
25 10 175 25 103 181 983 103 103,69
15 2 175 | 154 207 180 100 104 102,65

Yvertm 1987 103 101,7
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y=1, x+0,
Asp 1,0032x + 0,2054
R? = 0,9984
30
€ 20
S~
o0
=1
=10
c
T
§ 0
S 0 5 10 15 20 25 30
Bulunan ( pg/ml)
a)
Ace y = 1,04x - 0,054
RZ=0,9984
__ 15
£ 10
¥
- 5
(1]
30
S 0 2 4 6 8 10 12
Bulunan ( pg/ml)
b)
NHDC y =1,0902x - 8,7418
R? = 0,9962
__200
E
B 100
=
2 0
é 0 50 100 150 200
Bulunan ( pg/ml)
c)

Sekil 4.51 (a),(b),(c),(d) Uglii tatlandiric1 igeren karisimlarda analitlerin konsantrasyon
degerlerinin konulan bulunan grafikleri (Yontem 1)

145



Cizelge 4.32 Uglii standart karisim ¢ozeltilere tiirev spektrofotometrik yéntemin
uygulanmasiyla elde edilen yiizde verim degerleri (Yontem 2)

TUREV SPEKTROSKOPIK YONTEM

Yoéntem 1
KONULAN BULUNAN %
( pg/ml) ( pg/ml) VERIM

ASP ACE KAF SB| ASP ACE KAF SB | ASP ACE KAF SB
5 2 3 2 [5,15 1,99 2,87 2,05|1103 99,5 95,7 103
10 6 6 8 10,2 591 58 7,791102 98,5 96,7 974
4 9 4 ]585 4,01 9,08 3,92197,5 100 101 98
4 12 6 |7,87 4,04 123 6,14(984 101 103 102
6 12 6 |8,06 6,05 11,9 6,22(101 101 99,1 104
4 2
6 2
6 6

10 12 991 3,96 11,8 2,18199,1 99 97,9 109
10 12 9,86 5,82 12,2 2,15198,6 97 102 108
15 15,57 592 8,87 5.88(104 98,7 98,6 98
25 10 8 10 (24,79 9,67 831 9,87]199,2 96,7 104 98,7
20 8 9 2 (20,12 7,72 9,19 2,09|101 96,5 102 105

(%verim)100,4 98,8 99,4 102

Asp y =0,9914x + 0,4357
R2=0,9936
30
E
= 20
=4
£ 10
S
[=
S 0
0 5 10 15 20 25 30
Bulunan ( pug/ml)
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Ace-K y = 0,9964x - 0,0669
R? = 0,9986
__ 15
% 10
=1
= 5
c
s
g 0
) 0 2 4 6 8 10 12
Bulunan ( pg/ml)
b)
D
NHDC y = 1,0085x - 0,299
__200 R?=0,9963
E 150
o
= 100
§ 50
g 0
x 0 50 100 150 200
) Bulunan ( pg/ml)
C

Sekil 4.52 (a),(b),(c) Uglii tatlandiric1 igeren karisimlarda analitlerin konsantrasyon
degerlerinin konulan bulunan grafikleri (Yontem 2)

4.4.5 Standart Katma Yontemi
4.4.5.1 Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontemin Standart Katma ile Dort

Bilesenli Karisima Uygulanmasi (Yontem 1)

008554

007760

0,05000 | -

0,05000

0,00000

ADS
Abs

0,00000
-0,05000 | -

-0,10053 5 5 - 2 0,03450 L L L L
205,138 210,000 220,000 230,000 241,288 200,000 220,000 240,000 260,000 280,000 300,000
m o

Sekil 4.53 Light Cola (kirmizi ) karisim (sar1) SK1 ve SK2 'nin oran spektrumlarinin 2.
derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)
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0,025
0,02
0,015

0,01
0,007043

0,01958

0,01487

(=]

<10 10

-20
-0,005

-0,01

y=OI

20 30

00083x + 0,00693
R?=0,99774

Sekil 4.54 Asp icin standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)

0. O=ss

o.OSsoon

(=T T Yo e

—O L OSOos

N
= . =as

B = L= et L
==0.000

N
p==Eo =10.000

N
==0.000

Sekil 4.55 Light Pepsi (kirmizi ) karigim (sart) SK 1 ve SK2’nin oran spektrumlarinin 2.
Derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

0,03 -
0,025 -
0,02 - 0,02002
0,015 - 0,01563
0,01
0,00809
0,0
. 0 : : .
-20 /'1(10,005 10 20 30
y = 0,00079x + 0,00800
0,01 R2 = 0,99849

Sekil 4.56 Asp icin standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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e

Sekil 4.57 Biitgem (kirmiz1 ) karisim (sar1) ,SK1 ve SK2 ‘nin oran tiirev spektrumlarinin
2. derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

0,025

0,02 -

0,015 0,01522
0,01195

0,01 -

0,005

0,00383

O
U

-20 - 10 20 30
-0,005 -
y = 0,00077x + 0,00394
-0,01 - R?=0,99741

Sekil 4.58 Asp i¢in standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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> Light Cola, Light Pepsi ve Biitcem Numunelerine de Standart Katma Yontemi ile
Kaf Tayini

[=Recl=E= ety

[ BT T T T Y o

RIE.

O OO0 —

B Iy Ry gee = L L L
=25 A= ==30 000 =50 . 000 p=i=1m i mmw} =S5= 090
nm.

Sekil 4.59 Light Cola (kirmiz1 ) karisim (sar1) SK1 ve SK2 'nin oran spektrumlarinin 1.
derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

0,05 -
0,04 -

003 - 0,03367

0,02 -

0,01004

y =0,002x + 0,008
R?=0,989

Sekil 4.60 Kaf icin standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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Abs,

O, 00000

L Iy e o=t =] - .
=225 . 9492 =290, ,.000 =250 .,.000 250,000 25 .090
nm.

Sekil 4.61 Light Pepsi (kirmiz1 ) karisim (sar1) SK 1 ve SK2 'nin oran spektrumlarinin
2. derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

0,03124

0,01048

0,005 -
r T O T 1
-20 -10/-0,005 ¢ 10 20
001 =\ _0,0017x +0,0106
R? = 0,9994

Sekil 4.62 Kaf icin standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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=Z05.,911 ==Z0.a00 =0 000 Z50,000 =F1.1=5

Sekil 4.63 Biitgem (kirmiz1 ) karisim (sar1), SK 1 ve SK2'nin oran spektrumlarinin 2.
derece tlirev spektrumlar1 (Yontem 1)

0,03125

0,01992

15 10 5 5 10 15 2
/ 20,005 ¢ y =0,00184x + 0,0091

-0,01 - R?=0,99974

Sekil 4.64 Kaf i¢in standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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» Light Cola, Light Pepsi ve Biitcem Numunelerine de Standart Katma Yoéntemi ile
SB Tayini

[T — =

(==t =TT I S

o ooooo

SO AT T ==
p=2—1C g ] = e OO == fm e =SSO . o000 ma=

Sekil 4.65 Light Cola (kirmiz1 ), karisim (sar1) SK ve SK2'nin oran spektrumlarinin 2.
derece tiirev spektrumlar: (Yontem 1)

0,01632

y =0,002x + 0,008
R?=0,996

Sekil 4.66 SB icin standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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o, 35522

o, =Z0000

Abs.

[mm o L )

-0 ATIFES

=225 .4a9=

1
=30, 000

1 1
Z50.000 =250 .,.000

N

=55 .090

Sekil 4.67 Light Pepsi (kirmiz1 ), karisim (sar1) SK1 ve SK2 'nin oran spektrumlarinin

2. derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

0,02028
0,01578

0,00768

-0,005

5 10 15

y =0,0021x + 0,0076
R?=0,9993

Sekil 4.68 SB i¢in standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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» Light Cola, Light Pepsi ve Biitcem Numunelerine de Standart Katma Yontemi ile
Ace-K Tayini

O.03=z23 T T T

oO,0ZzZ000

Abs.

oO,00000

-0, 02000

Rl w el F =t L L 1
f=tal=10-1=1] ZZ0.000 Z=30 . 000 ZE0 000 2T, FE2

Sekil 4.69 Light Cola (kirmiz1 ), karisim (sar1) SK 1 ve SK2 'min oran spektrumlarinin
2. derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

0,00467
0,00399

5 10
y =0,0004x + 0,0021
R?=0,9943

-10 -5

Sekil 4.70 Ace-K icin standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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Sekil 4.71 Light Pepsi (kirmiz1 ), karisim (sar1) SK ve SK2 ‘nin oran spektrumlarmin
2. derece tiirev spektrumlar1 (Yontem 1)

0,006 -
0,005 1 0,00472
0,004 - 0,00393
0,003 -

0,00218

-10 -5 ( 5 10

y =0,0004x + 0,0022
-0,002 - R?=0,9994

Sekil 4.72  Ace-K i¢in standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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Abs.

o.o1=91

O O4000

o.ooooo

0,01 000 - —

-O.0zZ000 — —

-0, 0253
=Z0=.==0 Zz0.,.000 Z=0,.000 =259.211
nme.

Sekil 4.73  Biitcem (kirmiz1 ), karisim (sar1) , SK1 ve SK2 'nin oran spektrumlarinin
2.derece tiirev spektrumlart (Yontem 1)

0,006 -
0,005 1 0,00472
0,004 - 0,00393
0,003 -

0,002 % 0,00218

O
U

-10 -5 5 10
-0,001 -

y = 0,0004x + 0,0022
-0,002 - R? =0,9994

Sekil 4.74 Ace-K icin standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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4.4.5.2 Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontemin Standart Katma ile Uclii

Bilesenli Karisima Uygulanmasi (Yontem 1)

> Link Numunesinde Standart Katma Yontemi ile Ace-K Tayni

OLO= S0

[aWalalalalal

Abs.

Bl nb=tulala]

EaW el falalal

-0 OS=aO5 L L L L
=0s . =07 Zz0.o00 = T e T T ZE0.O00 =0 .000 =o=.17S

Sekil 4.75 Link (kirmizi ) karisim (sar1) , SK1 ve SK2 'nin oran spektrumlarinin 2.
derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

0,1202

0,06812

0,02477

-10 5 0,02 > 10
-0,04 - y=0,0119x +0,0233
-0,06 . R? = 0,9972

Sekil 4.76 Ace-K i¢in standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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> Link Numunesinde Standart Katma Yéntemi ile NHDC Tayni

401 OSFO= =7

So.o0000

f= e T T T

(= N=lal=T=T=Ty

-SEoa1=a L L L
o O0s= =& . 0o =FO o000 e e

Sekil 4.77 Link (kirmiz1 ) karisim (sar1) , SK1 ve SK2 min oran spektrumlarinin 2.
derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

34,6197

15,4694

y =0,1273x + 15,407
. R? =0,9997

-200 -100 5 0 100 200

Sekil 4.78 NHDC ig¢in standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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> Link Numunesinde Standart Katma Yéntemi ile Asp Tayni

O.OS1S0

(== s fm o T |

O,.0=000

O,.o00000

SOOI =SSO
=0 S =000 ==0.O00 =2E0.000 EET .S
nm

Sekil 4.79  Link (Kirmiz1 ) karisim (sar1) , SK1 ve SK2 'nin oran spektrumlarinin 2.
derece tiirev spektrumlari (Yontem 1)

0,007 -
0,006 -
0,005 -
0,004 -

,00612

0,003 -
0,00253

y =0,00014x + 0,00254
7 R? =0,99994
I T T O T T 1
-30 -20 -10 0 10 20 30

-0,001

Sekil 4.80 Asp i¢in standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 1)
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4.4.5.3 Tiirev Spektrofotometrik Yontemin Standart Katma (Yontem 2) ile Ug

Bilesenli Karisima Uygulanmasi

> Link Numunesinde Standart Katma Yéntemi ile NHDC Tayni

[l T i ==

o.oo1o00

o, 00000

Abs.

-O.00100

-0.002z200

-O.00zZ20
Z0Z, Qa7 220,000 20,000 20,000 =220, 000 Z00,.000
nm.

Sekil 4.81 Link (kirmiz1 ), karisim (sar1, 175 pg/ml NHDC 25 pg/ml Asp 10 pg/ml
Ace-K ), SK1 ve SK2'nin 2. derece tiirev spektrumlar1 (Y ontem 2)

0,005 ~

0,004 - 0,00403
0,003

0,002
0,00142

a)
A%

-200 00 100 200

-0,001 -
y =0,00002x + 0,00147

‘0,002 i R2 = 0,9957

Sekil 4.82 NHDC i¢in standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Y 6ntem 2)
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> Link Numunesinde Standart Katma Yéntemi ile Asp Tayni

Oo0Os17

O, 00000

Abs.

-0, 00500

Bla Wulnl=irc] L 1 I 1
Z00,000 Z=0,.000 230,000 ZE50,000 Z=0,000 =00,.000

Sekil 4.83 Link (kirmiz1 ) karisim (sar1, 175 pg/ml NHDC, 25 pg/ml asp, 10 pg/ml
ace-K ), SK1 ve SK2'nin 2. derece tiirev spektrumlar1 (Yontem 2)

0,0012 -

0,001 -

0,0008 - 0,00085

0,0006 -
0,0004 -

0,0002_%"0 00017

O
U

-0,0002 -
y =0,00003x + 0,00018

-0,0004 - R2 = 0,9984

Sekil 4.84 Asp icin standart katma yonteminin kalibrasyon egrisi (Yontem 2)
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4.4.5.4 Orneklerin Analizi ve Standart Katma Yoéntemi Sonuclari ile Karsilastirilmasi

Cizelge 4.33

Light coca cola 6rneginin analizi (Yontem 1)

Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontem 1'e Standart Katma
istatiksel Yontem (Yontem1) Y ontemi
Parametreler g/LL

n Asp Ace-K SB Kaf Asp Ace-K SB Kaf
1 0,232 0,225 0,117 0,132 0,222 0,224 0,106 0,133
2 0,227 0,231 0,112 0,131 0,223 0,219 0,106 0,127
3 0,229 0,227 0,104 0,127 0,218 0,223 0,114 0,126
Xort 0,229 0,228 0,111 0,13 0,221 0,222 0,109 0,129
S 0,003 0,003 0,007 0,003 0,003 0,003 0,004 0,004
%RSD 1,31 1,316 6,306 2,308 1,161 1,192 4,13 3,088

Xt S/n'? 0,229 0,003 0,228 £0,003 0,110,007 0,13 £0,003 0,221 £0,004 0,222 £0,005 0,109 £0,006 0,129 £0,005
t testi 0,001 0,002 0,021 0,01
F testi 1,074 1,054 1,018 1,035
n;=n; =nz P=10,05 t tablo= 2,92 Fiapio= 19
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Cizelge 4.34 Light pepsi 6rneginin analizi (Yontem 1)

Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontem 1'e Standart Katma
istatiksel Yontem (Yonteml) Y ontemi
Parametreler g/L

n Asp Ace-K SB Kaf Asp Ace-K SB Kaf

1 0,237 0,224 0,104 0,133 0,223 0,221 0,108 0,134

2 0,233 0,221 0,111 0,129 0,228 0,219 0,1 0,129

3 0,227 0,217 0,104 0,134 0,228 0,219 0,111 0,129

Xort 0,232 0,221 0,106 0,132 0,226 0,22 0,106 0,131

S 0,005 0,004 0,004 0,003 0,003 0,001 0,006 0,003

%S 2,166 1,591 3,801 2,004 1,408 0,603 5,364 2,212
Xoet S/n'? [ 0232:0,005 0,210,004 0,106+0,004 0,132 0,003 0,226 £0,003 0,22 £0,003 0,106 0,003 0,131 0,008

t testi 0,012 0,013 0,018 0,021

F testi 1,102 1,009 1,02 1,015

n;=n; =ns P=0,05 t tablo= 2,92 Fiapio=19




Cizelge 4.35 Biitgem meyve suyu 6rneginin analizi (Yontem 1)

S91

Oran Tiirev Spektrofotometrik Yontem 1'e Standart Katma
istatiksel Yontem (Yontem1) Yontem
Parametreler g/LL
n Asp Ace-K SB Kaf Asp Ace-K SB Kaf
1 0,234 0,271 - 0,133 0,232 0,272 - 0,135
2 0,229 0,264 - 0,128 0,232 0,276 - 0,131
3 0,238 0,26 - 0,135 0,23 0,277 - 0,132
Xort 0,234 0,265 - 0,132 0,232 0,275 - 0,132
S 0,005 0,006 - 0,004 0,001 0,003 - 0,002
%S 1,93 2,101 - 2,731 0,623 0,962 - 1,531
Korist S/n'”? 0,234+0,005 0,265+0,006 - 0,132:£0,004 0,232+0,004 0,275+0,003 - 0,132:£0,002
t testi - 0,018 0,013 - 0,007
F testi - 1,017 1,076 - 1,004

n;=n; =nj P= 0705 t tablo= 2,92 Fiabio= 19
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Cizelge 4.36 Link meyve suyu 6rneginin analizi (Yontem 1)

Oran Tiirev Spektrofotometrik

Yontem 1'e Standart Katma

istatiksel Yontem (Yonteml) Y ontemi
Parametreler g/L

n Asp Ace-K NHDC Asp Ace-K NHDC

1 0,213 0,223 0,375 0,223 0,221 0,373

2 0,222 0,219 0,371 0,22 0,220 0,371

3 0,216 0,215 0,373 0,216 0,216 0,372

Xort 0,217 0,219 0,373 0,2195 0,219 0,372

S 0,005 0,004 0,002 0,004 0,002 0,001

%S 0,007 0,006 0,002 1,600 1,0790 0,269
Korut.S/n'”? 0,2160,005 0,219:0,004 0,373£0,002 0,2190,003 0,219:0,002 0,372+0,001

t testi 0,005 0,009 0,003

F testi 1,023 1,005 1,005

N1=N; =N3 P=0,05 t tablo= 2,92 F tablo= 19




Cizelge 4.37 Link meyve suyu 6rneginin analizi (YOntem 2)

L91

Tiirev Spektrofotometrik Yontem 2'e Standart Katma
istatiksel Yontem (Yontem?2) Y ontemi
Parametreler g/L

n Asp Ace-K NHDC Asp Ace-K NHDC

1 0,215 - 0,369 0,220 - 0,369

2 0,227 - 0,373 0,223 - 0,370

3 0,218 - 0,374 0,219 - 0,373

Xort 0,220 - 0,372 0,221 - 0,371

S 0,006 - 0,003 0,002 - 0,002

%S 2,839 - 0,711 0,916 - 0,588
Koot S/n'"? 0,220+0,006 - 0,3720,003 0,210,002 - 0,3700,003

t testi - 0,014 - 0,002

F testi - 1,041 - 1,011

ni=n, =ns P=10,05 t tablo= 2,92 Fiapio= 19




BOLUM 5

SONUC VE TARTISMA

Gida endiistrisi, iiretiminde yasal diizenlemelere uygun olarak gida katki maddeleri
kullanirsa saglik acgisindan risk minimize edilir. Baska bir deyisle gida sanayi iirettigi
gidada gida katki maddeleri kullanirken teknik gerekliligin yan1 sira, yasal
diizenlemelerde o besin i¢in izin verilen gida katki maddelerini, izin verilen miktarda
kullanmak zorundadir. Gida katki maddeleri ile ilgili temel sorun bu noktadan
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla {ireticilere biiyiik sorumluluk diismektedir. Gida sanayi
yasal diizenlemelere uygun gida katki maddeleri kullanimini sosyal bir sorumluluk
olarak gormeli, liretiminde oto kontroliinii yapmali ve saglik riski tagimayan gidalar
tikketime sunmalidir. Sanayinin dogru gida katki maddeleri kullanimi1 devlet tarafindan
da siki1 bir sekilde denetlenmeli, iiretici ve tiiketiciler bu konularda egitilmelidir. Gida
katki maddelerinin gidalarda kullanimi1 ve kullanim dozlar1 Tiirk Gida Kodeksi’nin ilgili
tebliglerinde belirlenmistir. Ornegin; gida maddelerinde kullanilan tatlandiricilar ile
ilgili hiikiimler, “Gida Maddelerinde Kullanilan Tatlandiricilar Tebligi”’nde (Teblig
No0:2010-58), renklendiricilerin kullanimi ve etiketlenmeleri ile ilgili hiikiimler
“Gidalarda Kullanilan Renklendiriciler Tebligi” nde (Teblig No:2007-49) ve bunlarin
disinda kalan katki maddeleri ise “Renklendiriciler ve Tadlandiricilar Disindaki Gida
Maddeleri Tebligi” (Teblig No:2008-69) nde ifade edilmistir.

Biz bu calismada piyasada gida ve farmasotik iirtinlerde 6zellikle diabetik hastalar i¢in
gelistirilen {irlinlerde olduk¢a bol miktarda kullanilan asp, ace-K, kaf, SB, NHDC
maddelerini i¢ceren gida numunelerinde herhangi bir ayirma islemi yapmadan bir arada
kantitatif tayinleri igin spektrofotometrik yontemler gelistirmeyi amagladik.Tiirev
spektrofotometrik ve oran tiirev spektrofotometrik yontemleri ¢ok bilesenli karisimlarin
analizi icin biiyiik bir role sahiptir ve bu yontemler ile herhangi bir ayirma islemine
gerek kalmadan ticlii ve dortlii tatlandirict karigimlarinin analizi yapilabilir. Gelistirilen

yontemlerde gida numunelerinde bulunan bu t¢li ve dortlii tatlandirict karisimlarinin
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analizlerini bir arada miimkiin kilmistir. Yiizde verim miktarlarinin yiiksek ve standart
sapma degerlerinin diisiik olusu bu yoOntemin uygulanabilirligini arttirmaktadir.
Gelistirilen yontemler basit, hizli, hassas ve ekonomik bir yontem olarak analiz
laboratuarlarinda  {i¢lii ve dortlii bilesenleri bir arada igeren iirlinlerin analizinde

kullanilabilir.

Glin i¢i ve giin asir1 alinan Slglim sonuglarinin yakinligi ¢alisilan yontemlere kesinlik

saglamstir.

5.1. Validasyon Calismalari
5.1.1 Uygun Kosullarin Saptanmasi

Boliim 3.4.2.1.1° de anlatildig1 gibi hazirlanan, dortlii tatlandic1 karisimi igeren ¢aligsma
icin asp, ace-K, SB, kaf karisimmin asidik c¢ozeltilerinden alinan absorpsiyon
spektrumlarinda (Sekil 4.1) bu dort maddenin bir arada tayini absorpsiyon
spektrofotometrisi ile miimkiin degildir . Ancak {ist liste ¢izilmis olan 2. derece oran
tiirev spektrumlarinda iki bilesenin sifir iiglincii bilesenin yliksek absorpsiyon degerleri
verdigi dalga boylarinda (asp 215,2 nm, ace-K 223,5 nm, SB 235 nm ve kaf 243,5 nm
‘de) olgiilen oran tlirev absorbans degerlerinden yararlanarak tatlandiricilarin normal

sartlar altinda birbirine etkisi olmadan kantitatif tayinleri miimkiindiir.

Bolim 3.4.2.2.1° de anlatildig1 gibi hazirlanan, iiglii tatlandict karisimi igeren c¢aligsma
icin asp, ace-K ve NHDC ‘nin oran tiirev spektroskopik yontemine goére alinan
absorpsiyon egrilerinde iki bilesenin sifir tigiincii bilesenin yiiksek absorpsiyon degerleri
verdigi dalga boylarinda (asp 216 nm, ace-K 235 nm, NHDC 267nm ‘de) (Sekil 4.22)
Olclilen oran tiirev absorbans degerlerinden yararlanarak tatlandiricilarin birbirine etkisi

olmadan normal sartlar altinda kantitatif tayinleri miimkiindjir.

Bolim 3.4.2.2.2° de anlatildigi gibi hazirlanan, diger bir yontem olan tiirev
spektroskopisi ile tiglii analitin tayinini destelemek i¢in yapilan ¢aligmalarda ii¢ analitin
bir arada tayini miimkiindiir (asp 227,5 nm, ace-K 247,3 nm, NHDC 240 nm). Ancak
numunedeki asesiilfam-K miktarinin ¢ok diisiik oldugundan, tayin limiti sinirlar1 disinda

kalmustir (Sekil 4.39) .

Boliim 4.4.5°de calismalarin 6zgiinliiglinli saglamak amaciyla ortamda bulunan matris
etkisi gOsteren maddelerin etkilerini en aza indirmek ve dogru kalibrasyon egrilerini

cizebilmek ic¢in, Ornekde bulunan analitlere narak en yakin konsantrasonlar
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hazirlastandart katma yontemi uygulanmustir. Dortlii tatlandirict igeren karigim igin
standart katma absorbsiyon ve kalibrasyon egrileri (Sekil 4.54 - 4.73)’da verilmistir.
Uclii tatlandiric1 karisimimi igeren drneklere oran tiirev spektroskopik yontem (Sekil
4.75-4.79) ve tirev spektroskopik yontem uyguladiktan sonra elde edilen egrilerin

absorpsiyon spektrumlar1 (Sekil 4.81- 4.83) gosterilmistir.
5.1.2 Saf Tatlandiricilara Ait Ol¢ii Egrileri

Dortlii tatlandirict igeren karisiminda bulunan analitler i¢in asp (5-25 pg/ml), ace-K (2-
10 pg/ml), SB ( 2-10 pg/ml) ve kaf i¢in (3-15 pg/ml) konsantrasyon araliklarinda
absorpsiyon egrileri ¢izildi.(Sekil 4.1). Bu egriler tezde belirtilen ikili karigimlarin
egrilerine oranland:r ve 2. derece tiirev spektrumlar1 alind1 .Ustii iiste ¢izilen tiirev
egrilerinde iki bilesenin sifir oldugu digerinin maksimum verdigi dalga boylarinda tiirev
absorbans degerlerinin ol¢iimleri alindi. Ace-K'nin 223,4 nm’de (Sekil 4.2 ), asp'in
215,2 nm’de (Sekil 4.7 ), SB'm 235 nm’de (Sekil 4.12 ) ve kaf 'in ise 243,5 nm’de
(Sekil 4.17 ) 2. derece tiirev absorbans degerleri alinmistir. Bu degerler ile ilgili
konsantrasyonlar arasinda ¢izilen egrilere ait regresyon analiz parametreleri ¢izelge 4.1

ile ¢izelge 4.8 araliginda Boliim 4’ de verilmistir.

Uclii tatlandirict igeren karisim da bulunan analitler i¢in oran tiirev spektroskopik
yontemine gore asp ( 5-25 ug/ml), ace-K (2-10 pg/ml) , NHDC (75-175 pg/ml)
konsantrasyon araliklarinda (Sekil 4.22) absorpsiyon egrileri ¢izilmistir. Bu egriler
tezde verilen ilgili karisimlarin egrilerine oranlandi ve tiirev spektrumlar1 alindi. Bu
spektrumlarda NHDC 'nin 267 nm ‘de (Sekil 4.23) 2. derece tiirev, asp'm 216 nm ‘de
(Sekil 4.29) 3. derece tiirev ve ace-K'nin 235 nm ‘de (Sekil 4.26) 2. derece tiirev
absorbans degerleri kaydedildi. Bu degerler ile ilgili konsantrasyonlar arasinda 6l¢ii
egrileri hazirlandi. Bu egrilere ait regresyon analiz parametreleri ¢izelge 4.9 ile ¢izelge

4.14 araliginda Boliim 4 de verilmistir.

Ucglii tatlandirict igeren karisim da bulunan analitler igin tiirev spektroskopik ydntemine
gore asp (5-25 pg/ml), ace-K (2-10 pg/ml), NHDC (75-175 pg/ml) konsantrasyon
araliklarinda (Sekil 4.32) absorpsiyon egrileri ¢izilmistir.Bu egrilerden ¢izilen tlirev
spektrumlarinda NHDC 'nin 240 nm ‘de (Sekil 4.35) 2. derece tiirev, asp'in 227,5 nm
‘de (Sekil 4.38) 3.derece tiirev ve ace-K'nin 235 nm ‘de (Sekil 4.32) 1.tiirev absorbans
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degerleri kaydedildi. Bu degerler ile ilgili konsantrasyonlar arasinda Ol¢li egrileri
hazirlandi. Bu egrilere ait regresyon analiz parametreleri ¢izelge 4.15 ile cizelge 4.20

araliginda Boliim 4° de verilmistir.

R degerlerinin yiiksek, bagil standart sapma degerlerinin ise diisiik olmasi segilen

konsantrasyon araliklarinda yontemlerin dogrusal oldugunu belirlemistir.
5.1.3 Ozgiinliik

Bolim 3.4.4 de anlatildig1 gibi buzdolabinda bekletilen saf SB (Sekil 4.41), saf asp
(Sekil 4.42), saf ace-K (Sekil 4.43), saf kaf (Sekil 4.44)’1n stok ¢dzeltilerin 1s1, 151k ve
zamana karsi bozunup bozulmadigi farklt zaman araliklarinda (1,5,10,15 ve 20. Giin)
absorpsiyon spektrumlar1 alinarak kontrol edildi. Ayni c¢alisma numune c¢ozeltilerine
1°,15°,30°,45°,60° ve 7.giin zaman diliminde uygulandi. Sonuclar sekil 4.46 -4.49 'de
verildi. Ilgili grafiklerden goriildiigii gibi verilen zaman dilimlerinde numune ve stok

cozeltiler i¢in alinan Sl¢limler arasinda fark olmadig1 gozlenmistir (Boliim 4.4.1).

5.1.4 Tayin Limiti (LOD) / Ol¢iim Limiti (LOQ)

Boliim 3.4.2° deki gibi calisilarak elde edilen ¢alisma sonuglari ortalama, standart
sapma ve bagil standart sapma olarak hesaplandi. LOD degeri icin standart sapmanin ii¢

kat1, LOQ degeri i¢in standart sapmanin on kati1 alindu.

Dortli tatlandirict iceren karisim icin Yontem 1 (Cizelge 4.21);
Asp : LOD:0,16 pg/ml ve LOQ:0,54 pg/ml

Ace-K: LOD:0,20 pg/ml ve LOQ:0,66 pg/ml

SB: LOD:0,25 pg/ml ve LOQ:0,83 pg/ml

Kaf: LOD:0,34 pg/ml ve LOQ: 1,13 pg/ml

Uclii_tatlandirict iceren karisim icin Yontem 1 (Cizelge 4.22);
Asp : LOD:0,22 pg/ml ve LOQ:0,74 pg/ml

Ace-K: LOD:0,20 pg/ml ve LOQ:0,65 pg/ml

NHDC: LOD:0,17 pg/ml ve LOQ:0,57 pg/ml
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Uclii_tatlandirict iceren karisim icin Yontem 2 (Cizelge 4.23):
Asp : LOD:0,70 pg/ml ve LOQ:2,4 ng/ml

Ace-K: LOD:0,36 pg/ml ve LOQ:1,23 pg/ml

NHDC: LOD:0,81 pg/ml ve LOQ:2,71 pg/ml

Boliim 2.18.6 ve 2.18.7 de anlatildig1 gibi her bir analitin farkli konsantrasyonlardaki
cozeltilerinin LOD ve LOQ degerlerinin diisiik olmasi, yontemin oldukg¢a diisiik

konsantrasyonlarda uygulanabilecegi konusunda bilgi vermistir.

5.1.5 Giin I¢i ve Giin Asir1 Ol¢iim Degerleri

Boliim 3.4.° deki gibi calisilarak elde edilen calisma sonuglar1 ortalama, standart sapma
ve bagil standart sapma olarak hesaplandi. Sonuglar dortlii calismalar i¢in Cizelge 5.1 —

5.8 ve tiglii calismalar i¢ginde Cizelge 5.9-5.20 arasinda verildi.

Boliim 3.4.4.1 .’deki ¢alisma ile giin i¢i ve giin asir1 ¢alismalar ile olusan sonuglar

Cizelge 5.24 — 5.29 arasinda verildi.

Yapilan bu c¢alismalardaki bagil standart sapma (%RSD) degerlerinin diisiik olmasi

yontemin tekrarlanabilir oldugunu gostermistir ve ¢alismaya kesinlik katmistir.

5.1.6 Yiizde Verim Calismalan

Oran spektrofotometrik yontem, tiirev spektrofotometrik yontem ve standart katma
yontem ile saf ve karisim halindeki tiim tatlandiricilar i¢in % verim ¢alismalar1 Bolim

3.4.4 (f)’ de anlatildig1 gibi yapildi ( Cizelge 4.30 — Cizelge 4.32) .

Validasyon c¢alismalarina bagli olarak yiizde verim caligmalari %98,7-103 araliginda
sonuclanmistir. Sekil 4.50, sekil 4.51 ve sekil 4.52°de tatlandiric1 igeren karisimlarda

analitlerin konsantrasyon degerlerinin konulan bulunan grafikleri gosterilmistir.

R degerlerinin ve geri kazanim degerlernin yiiksek olusu ol¢iilen degerlerin gercek

degere daha yakin oldugunu gostermistir.

5.1.7 Orneklerin Analizi ve Standart Katma Yontemi Sonuclarn ile

Karsilastirilmasi

Light coca cola, light pepsi, biitgem meyve suyu ve link meyve suyu tayininde
kullanilmak iizere 0,5-2 ppm ve konsantrasyon araliginda hazirlanan ¢6zeltilerin Bolim

3.4.4.1 ve bolim 3.4.4.2° de anlatildig1 gibi calisilarak absorpsiyon, 1.2. ve 3. derece
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tiirev spektrumlar1 alindi. Bu degerler yardimiyla olusturulan 6l¢ii egrilerine ait grafikler

ve ¢izelgeler Boliim 4°te verilmistir.(Sekil 4.53 -4.84)

Dortlii karisim igin hazirlanan absorspsiyon egrilerinden biitcem meyve suyundaki SB
tayini yapilamamistir. Sekil 4.15°de goriildiigii gibi 6rnegin absorbansi standart egrilerin

disinda kalmaktadir.

Uglii karisim absorbsiyon egrileri alinan karigimlar iginse tiirev spektroskopik yonteme
gbre ace-K tayini yapilamamistir. Sekil 4.33 ’de goriildiigli tlizere asesiilfam-K piki

standart egri disinda kalmaktadir.

Analiz edilen numunelerde matriks etkisinin olup olmadigmin kontroliinii saglamak
amaciyla standart katma metodu kullanilmistir. Bu metod Yontem 1 ve Yontem 2 ile
karsilagtirip t-F sonuglar1 hesaplanmistir. Yapilan iic deneme sonucuelde edilen
ortalama degerlerin karsilagtirilmasi amaciyla hesaplanan t-F degerleri g¢alismalarin

dogrulugunu ortaya koymustur.

Boliim 4.4.5.4 ‘de sonuglarin ¢izelgeler halinde gosterildigi gibi (Cizelge 4.33) asp, ace-
K, kaf ve SB tayini i¢in uygulanan ydntemlerden elde edilen sonuglar t testi ile
ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde karsilagtirildi. Dort
farkli tatlandic1 iceren Light cola analizinde gelistirilen yontemlerden oran tiirev
spektrofotometrik i¢in hesaplanan t degeri, ilgili giiven diizeyi ve li¢c deneme i¢in verilen
tablo degerlerinden kiicliktiir. F degeri, ilgili giiven diizeyi ve ili¢ deneme i¢in verilen

tablo degerlerinden kiigiiktiir.

(Cizelge 4.34) Asp, ace-K, kaf ve SB tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen
sonugclar t testi ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde
karsilagtirildi. Dort farkli ttatlandirici igeren Light Pepsi analizinde gelistirilen
yontemlerden oran tiirev spektrofotometrik i¢in hesaplanan t degeri, ilgili giiven diizeyi
ve li¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir. F degeri, ilgili gliven diizeyi ve

lic deneme icin verilen tablo degerlerinden kiictiktiir.

(Cizelge 4.35) Asp, ace-K, kaf ve SB tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen
sonugclar t testi ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde
karsilastirildi. Dort farkli t tatlandirict iceren Biitgem meyve suyu analizinde gelistirilen

yontemlerden oran tiirev spektrofotometrik i¢in hesaplanan t degeri, ilgili giiven
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diizeyi ve ii¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiicliktiir.F degeri, ilgili giiven

diizeyi ve li¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir.

(Cizelge 4.36) Asp, ace-K, NHDC tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen
sonugclar t testi ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde
karsilastinldi. Ug farkli ttatlandiric1 igeren Ulker Link meyce suyu analizinde
gelistirilen yontemlerden oran tiirev spektrofotometrik i¢in hesaplanan t degeri, ilgili
giiven diizeyi ve li¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiigiiktiir. F degeri, ilgili

giiven diizeyi ve li¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiigtiktiir.

(Cizelge 4.37) Asp, ace-K, NHDC tayini i¢in uygulanan yontemlerden elde edilen
sonugclar t testi ile ortalamalar, F testi ile presizyonlar yoniinden %95 giiven diizeyinde
karsilastinildi. Ug farkli ttatlandirici igeren Ulker Link meyve suyu analizinde
gelistirilen yontemlerden tiirev spektrofotometrik i¢in hesaplanan t degeri, ilgili gliven
diizeyi ve ili¢ deneme igin verilen tablo degerlerinden kiigliktlir. F degeri, ilgili giiven

diizeyi ve ii¢ deneme i¢in verilen tablo degerlerinden kiictiktiir.

Bolim 4.4.5° de dortli ve tglii farkli tatlandirict igeren karisimlarin analizi igin
numunelere uygulanan yontemlerde elde edilen sonuglar belirtildi. Gelistirilen
yontemlerde numunede bahsedilen analitlerin miktar1 {i¢ adet tayin {izerinden
hesaplanan ortalama (Xoy) lar, standart sapma (S) lar kapsaminda degerlendirildi.
Deneysel ¢alismada kullanilan ¢ogu Ornekte gelistirilen li¢ yontemin uygulanmasiyla
hesaplanan miktarlarin ortalamalar1 ¢cok fazla farklilik gostermemistir. Standart sapma
degerleri kiyaslandiginda gelistirilen yontemlerin ¢oklu tatlandirici igeren karigimlarin
tayini i¢in kullanilabilirligini ortaya koymustur. Bu yontemleri dogru uygulayabilmek
icin, analiz kosullarina uygun hazirlanan c¢ozeltiler, analizin siiresini kisaltir, hata
faktorlerini ortadan kaldirir, duyarliligt arttirir, 6zel taninmay1, dogrulamay1 ve kolayca

Olcmeyi saglar.
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