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OZET

TATLANDIRICI OLARAK KULLANILAN ASPARTAMIN CESITLI GIDA
ORNEKLERINDEKI MIKTARININ YPSK YONTEMI iLE TAYINI

Ebrar ACAR
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2023

Danisman: Prof. Dr. Goksel ARLI

(Ikinci Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Murat SOYSEVEN)

Aspartam, cesitli saglik yan etkilerine sahip olmasina ragmen, yiiksek performansi
ve diislik maliyeti nedeniyle ¢cok yaygin bir yapay tatlandiricidir. Bu ¢alismada, ¢esitli
icecekler ve sekerlemelerde aspartam tespiti igin yesil, ¢evre dostu, ucuz, hizli ve saglam
bir YPSK-ELSD yontemi gelistirilmis ve dogrulanmistir. Ayirma islemi, C18 (4.6 x
150mm, 3.5 pm) kolonda izokratik olarak gergeklestirilmis olup, mobil fazin bilesimi,
yesil ¢oziiciiler olarak kullanilan (Su: EtOH):(80:20, v/v)'den olugsmaktadir ve akis hizi
1.00 mL dk* dir. Kolon firm sicakligi 30 °C'ye, ELSD'nin drift tiipii sicaklign 50 °C'ye
ayarlanmigtir. Enjeksiyon hacmi 10 pL dir. YPSK-ELSD sisteminde Gain degeri: 7, Filtre
degeri: 10 olarak belirlenmistir. Gelistirilen YPSK-ELSD yonteminde sirasiyla 0.33 ve
0.99 LOD ve LOQ degerleri saglanmistir ve geri kazanim degerlerinin %98.67-102.88
araliginda oldugu belirlenmistir. Yontemin %BSS degeri %1'in altindadir.Toplam 8
dakikalik izokratik eliisyon uygulanmigtir. YPSK-ELSD yo6nteminde N2 gaz basinci 350
kPa'ya ayarlanmistir. Kromatografik ayrimin her bir analiz basamaginda sadece 6.4 mL
su ve 1.6 mL etanol kullanarak aspartamin 8 dakika iginde es zamanli olarak
belirlenmesine olanak saglamistir. Bu ¢alisma, gelistirilen YPSK -ELSD yonteminin gida

endiistrisinde rutin analizlerde kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Aspartam, YPSK, Buharlastirici Isik Sagilim Dedektorii (ELSD),
Yesil kimya, Icecekler



ABSTRACT

DETERMINATION OF ASPARTAME USED AS SWEETENER IN VARIOUS
FOOD SAMPLES BY HPLC METHOD

Ebrar ACAR

Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2023

Supervisor: Prof. Dr. Goksel ARLI
(Co-Supervisor: Asst. Prof. Uyesi Murat SOYSEVEN)

Aspartame is a widely used artificial sweetener due to its high performance and low
cost, despite having various health side effects. In this study, a green, eco-friendly, cheap,
fast, and robust HPLC-ELSD method was developed and validated for the determination
of aspartame in various beverages and candies. The separation process was performed
isocratically on a C18 column (4.6 x 150mm, 3.5 pum), with the mobile phase composed
of a (water:EtOH):(80:20, v/v) mixture, which served as green solvents, and a flow rate
of 1.00 mL min. The column oven temperature was set to 30 °C, and the drift tube
temperature of the ELSD was adjusted to 50 °C. The injection volume was 10 pL. In the
HPLC-ELSD system, the Gain value was set to 7, and the Filter value was set to 10. The
developed HPLC-ELSD method achieved LOD and LOQ values of 0.33 and 0.99
respectively, with recovery rates ranging from 98.67% to 102.88%. The precision of the
method, expressed as RSD%, was below 1%. The total elution time using isocratic elution
was 8 min. In the HPLC-ELSD method, the N2 gas pressure was adjusted to 350 kPa. The
HPLC-ELSD method allowed for simultaneous determination of aspartame within 8 min
using only 6.4 mL of water and 1.6 mL of ethanol. This study demonstrates that the
developed HPLC-ELSD method can be used for routine analysis in the food industry.

Keywords: Aspartame, HPLC, Evaporative Light Scattering Detector (ELSD), Green
chemistry, Beverages
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1. GIRIS ve AMAC

Giliniimiizde, gida sektoriiniin gelismesi ile birlikte yapay tatlandiricilarin
kullanim1 oldukg¢a yayginlasmistir (Soyseven, 2018). Yapay tatlandiricilar seker
ihtiyacim1 gideren ve siklikla seker yerine kullanilan maddelerdir. Bu tatlandiricilar
kalorisiz veya olduk¢a az kalorili oldugu i¢in viicut agirligimmin ve insiilin dengesinin
korunmasinda énemli rol oynarlar (Lim vd., 2013). Insan viicudu yapay tatlandiricilart
sindiremez ve bu tatlandiricilar gidalarda ¢ok diisiik miktarlarda bulundugu igin enerji
kaynag1 olarak kullanilamazlar. Tatlandiricilardan en yaygin kullanilanlarindan biri olan
Aspartam (N- ( L - a -Aspartil)- L -fenilalanin ,1-metil ester, ASP), hemen hemen gida
sektorlinlin gelismesinden beri diisiik kalorili yiyecekler, i¢ecekler, sofra tatlandiricilari,
soslar, corbalar ,hardal, sekerlemeler ve sakizlar gibi bir ¢ok gida iriinlinde
kullanilmaktadir.(Lim vd., 2013; Kiigiikkaraca, 2014 ). ASP, basit sekerin 180 ila 200
kat1 kadar tathidir ve daha uygun maliyetlidir. Bu nedenle yapay tatlandiricilar yiiksek
tatlilikta olup besleyici degildirler (Liu vd., 2014; Sun vd., 2014).

Gidalarin insan sagligi lizerine etkileri tiiketiciler i¢in 6nemli olmakla birlikte bazi
insanlar tatlandiricilar gibi ¢esitli gida katki maddelerinin giivenligi konusunda endise
duymaktadir (Grembecka vd., 2014). Ayn1 zamanda diyabet gibi ¢esitli saglik sorunlar
nedeniyle tatlandirict tiiketimi artmakta olup giinliik alinmasi1 gereken doz miktarinin
bilinmesi i¢in gida ve farmasotik iirlinlerdeki miktarlarinin belirlenmesi gerekmektedir.
ASP, yalniz basina giivenli olsa da, farkli pH seviyeleri ve sicakliklar gibi cevresel
faktorler onun istikrarini bozabilir ve potansiyel olarak zararli hale getirebilir. Bu nedenle
ASP’nin analizinde hassas, hizli ve doga dostu bir metot gelistirmek oldukca dnemlidir.

ASP’nin tayini icin genellikle, yiiksek performansli sivi kromatografisi, iyon
kromatografisi, gaz kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, kilcal elektroforez, akis-
enjeksiyon analizi, elektroanaliz ve spektroskopi gibi tekniklere bagvurulmaktadir (Liu
vd., 2021). Ozellikle yakin bir zamanda Yiiksek Fazli Stvi Kromatografisi (YPSK), yapay
tatlandiricilarin tayininde en verimli yontem olarak kabul edilmistir (Shanmugavelan vd.,
2010; Grembecka vd.,2014; Ibrahim vd., 2019). Yapilan ¢alismalar sonucu literatiirde
genellikle YPSK-UV detektor kullanilarak yapilan ¢aligmalar ¢cok sayida mevcut olmakla
birlikte YPSK-ELSD yontemiyle yapilan ¢alismalar oldukc¢a az sayida bulunmaktadir.



ELSD, olduk¢a hassas, genis dinamik araliga sahip, kolay kullanimli, ¢ok ¢esitli
alanlarda daha etkili analizler gergeklestirebilen bir detektordiir. ELSD, mobil fazdan
daha az ugucu olan herhangi bir maddeyi kolayca tespit edebilir (Li vd., 2023).

Yesil Analitik Kimya, insanlarin veya cevrenin giivenligi i¢in zararli olan
bilesiklerin tliketiminin veya iiretiminin, analitik siire¢lerden tehlikeli kimyasallari
ortadan kaldirilarak veya azalttirilarak kimyasal tekniklerin kullanilmasidir (Capello vd.,
2007). Yesil Analitik Kimyaya, c¢evresel etkileri aza indirmek ve analistlerin
giivenliklerini ve sagliklarin1 korumak amaci ile bagvurulmaktadir ve arastirmacilar
tarafindan biiytik bir ilgi gérmektedir (Yabre vd., 2020; Mansour vd., 2021).

Bu ¢alismada, cesitli igeceklerde ve sekerlemelerde ASP tayini i¢in YPSK-ELSD
kullanan yesil, ¢cevre dostu, basit, hizli ve saglam bir yaklasim gelistirilerek yontem valide
edilmistir. Analizde yesil alternatif olarak sadece su ve etanol kullanilmistir. Mobil faz,
toksik ¢oziici veya katki maddelerinden tamamen arindirilmistir. Gelistirilmis ve
onaylanmis YPSK-ELSD yonteminde, 8 dakikanin altinda analize ulasilmis ve yalnizca

1,6 mL EtOH tiiketilmistir.



2. TATLANDIRICILAR

Yapay tatlandiricilar, yiyecek ve iceceklerde tatlandirici olarak kullanilan yapay
maddelerdir. Tatlandiricilar, sekerin yerini alabilen veya sekerin kullanimini azaltabilen
diisiik kalorili alternatiflerdir. Yapay tatlandiricilar, sifir veya diistik kalorili segenekler
olarak pazarlanirken, bazi tiiketiciler tarafindan saglik agisindan giivenilirlikleri hakkinda
endiseler dile getirilmistir (Liu vd., 2021).

Yapay tatlandiricilarin en yaygin olarak kullanilanlar1 ASP, sukraloz, sakkarin ve
ACE-K’dir. ASP, diisiik kalorili ve tath bir lezzet verirken, sukraloz sekerden 600 kat
daha tatlidir ve birgok iilkede sifir kalori seklinde satilmaktadir. Sakarin, diisiik kalorili
bir tatlandiricidir ve ACE-K, ¢ok yiiksek sicakliklara dayanabilen bir yapay tatlandiricidir
(Sezgin, 2016).

Yapay tatlandiricilar, seker yerine kullanildiginda kalori aliminmi azaltabilir ve
diyabet, obezite ve diger saglik sorunlari ile iliskili olabilecek yiiksek seker tiiketimini
Onleyebilirler. Ancak bazi arastirmalar, yapay tatlandiricilarin saglik risklerine neden
olabilecegini 6ne siirmektedir (Li vd., 2023). Ornegin, ASP’nin beyin fonksiyonlarmi
etkileyebilecegi ve bagirsak bakterilerinin dengesini bozabilecegi 6ne siirlilmiistiir. Baz1
calismalar, yapay tatlandiricilarin kanser riskini artirabilecegini iddia etmektedir, ancak
bu iddialarin ¢ogu tam olarak kanitlanmamistir ve diisiik dozlarda kullanildig: taktirde
yapay tatlandiricilarin genel olarak gilivenli oldugu kabul edilmektedir. Yapay

tatlandiricilarin genel 6zellikleri Tablo 2.1°de gdsterilmistir.



Tablo 2.1. Tatlandiricilarin incelenen verileri ve fizikokimyasal 6zellikleri

(Carocho vd. 2017;0rdonez vd.,2015)

Giinliik
Tathhk
alim
E Log MW. oram ]
Bilesik Formiil pKa miktari
Kodu P (Da) ( Siikroza
(mg/kg
gore)
bw/giin)
ACE-K 950 C4H4NO4SK ;)28 -1.33  201.24 150-200 9
cyc 952  CeHiNOsS ;366 103 179.24 30-80 11
SCL 955 Ci2H1gNCIzOg 125 0.23  397.63  400-800 5
3.71
ASP 951 C14H18N205 0.54 294.31 200 40
7.55
3.71
ALI 956 C14H25N304S 151 331.43 2000 1
7.64

NHDC 959 C28H36015 6.85 0.21 61258 1500-2000 5

3.68 7000-
NEO 961 Ca0H30N205 3.83  378.47
8.33 13000

2.1. ASP’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

ASP’nin (N- L - a -Aspartil)- L -fenilalanin ,1-metil ester, ASP) kapali formiilii
C14H18N20s dir. ASPin molekiil agirligi 294,31 g/mol’diir. ASP, kokusu olmayan, seffaf
ve kristal yapida bulunan bir maddedir. ASP’nin tadi, keskin, metalik veya kimyasal
degildir. pH 3-5 araliginda asidik cozeltiler ASP ye zarar vermez. ASP’nin tathilik
seviyesi siikkrozdan 180 kat kadar daha fazladir. Kalori degeri 1 gram basina 4 kcal (17
kj) civarindadir. JECFA’nin kararlastirdig1 giinliik alinmas1 gereken ASP miktar1 viicut
agirligi basma 40 mg/kg olmalidir. ASP kuru haliyle nispeten kararli olmasina ragmen,
pH, sicaklik ve zaman, kuru formunu etkileyen ¢ok 6nemli faktorlerdir(Arora vd., 2013;
Sezgin. 2016).

Glinlimiizde ASP, diinya ¢apinda 200 milyondan fazla tiiketici tarafindan
kullanilmaktadir ve gazl alkolsiiz i¢ecekler, sakiz, sekerlemeler, dondurulmus tatlilar,

yogurt ve hatta oksiiriik suruplar1 ve vitaminler gibi bazi ilaglarda dahil olmak iizere



6.000'den fazla beslenme iiriiniinde kullanilmaktadir (Arora vd., 2013). ASP’nin molekiil

yapist Sekil 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. ASP in molekiil yapisi

2.1.1.ASP ile Ilgili Yapilmis Cahsmalar

Tsang ve vd., gazli iceceklerde bulunan ASP ve pargalanma lirlinlerinin analizi igin
hizli ve kolay bir yéntem iizerinde ¢alignuslardir. Ornekleri farkli siireler boyunca 22 + 1
°C'de depolandiktan sonra, YPSK ve UV dedektor ile incelemislerdir. Dort farkl
pargalanma {riinii ve oranlarin1 belirlemislerdir. ASPin benzaldehit gibi bir iiriin
olusturmadigini tespit etmislerdir. Veriler, ASPin karbonatli i¢eceklerde uzun siireli
depolama sirasinda kararsiz oldugunu ve parcalanma iiriinlerinin hidroliz ve siklizasyon
yoluyla olustugunu géstermistirler (Tsang vd., 1985).

Liu vd., bu ¢alismalarinda i¢eceklerdeki tatlandiricilar: (siklamat, ACE-K ve ASP)
hizl1 bir sekilde ayirma ve tespit etme yontemini tanitmaktadirlar. Yontem olarak titanya
bazli ters fazl yliksek performanslhi sivi kromatografisi kullanmiglardir. Yontemde, su ve
metanol karigimindan olusan mobil faz kullanmislardir ve tespit dalga boyu 205 nm'dir.
Bu yontemle siklamat ve ASPin lineer araliklar1 0.02-8.0 mg mL™ ve dlgiim smnirlart
sirastyla 16.35 ve 19.56 pg/mL'dir. Ayrica, ACE-K lineer aralig1 0.125-50 ug mL™* ve
LOD' 0.08 pg mL? olarak tespit etmislerdir. Yontemdeki geri kazanimlarin tiimii %93
ile %103 arasindadir ve goreceli standart sapma tiim Slgiimler i¢in %0.72'den az olarak
belirlemislerdir (Liu vd., 2014).

Fernandes vd., bu ¢alismada, ASP, siklamat, sakarin ve ACE-K gibi tatlandiricilarin
ayni anda analizi i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem, kapiler zon elektroforezi
kullanarak yapilmistir. Elektrolit kosullarini optimize etmis ve bu sayede tatlandiricilar
dogru bir sekilde ayristirmiglardir. Bu yontemin dogrulugu, hassasiyeti ve tespit
limitlerini 6lgmiis ve uygun sonuglar elde etmislerdir. Bu yontemi, tatlandiricilarin
bulundugu limonlu ¢ay poseti 6rneklerinde de basariyla uygulamislardir (Fernandes vd.,

2013).



Hsieh ve Chen, bu ¢alismalarinda ASP’nin farkli pH ve sicaklik kosullarinda ve
zaman siiresi boyunca hidrolize edilmesinin etkilerini incelemislerdir. Hidroliz
sonucunda olusan fenilalaninin miktar1 ve optik safligi, bir floresan reaktifle
islevlendirildikten sonra YPSK analizi ile dlgmiislerdir. Sonuclar olarak diisiik pH
kosullarinin ve yiliksek sicakligin veya uzun zaman dilimlerinin hidrolizi arttirdigini ve
ASP igeren gidalarin bu kosullarda depolanmasi durumunda fenilketoniiri hastalar igin
risk olusturabilecegini belirtmislerdir (Hsieh ve Chen, 2006).

Lim vd., bu ¢alismada ithal edilen gidalarda bulunan 9 farkli yapay tatlandiricinin
(asesiilfam-K, siklamat, sodyum sakarin, aspartam alitam, neotam, sukraloz, dulcin ve
neohesperidin dihidrokalkon) ayni anda tespit edilmesi i¢in YPSK-MS/MS yoOntemi
gelistirmislerdir. Yontemde kullanilan kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilarini
(r)>0.99 olarak belirlemislerdir. Yaptiklar1 analizler sonucunda, &rneklerdeki
tatlandiricilarin kurtarmalar1 %90.0-107.5 araliginda ve varyasyon katsayilarini %1.8-8.6
araliginda tespit etmislerdir. Saptama sinir1 ve 6l¢lim sinirini ise sirastyla 0.001 ila 0.375
mg mL* ve 0.003 ila 1.125 mg mL™? arasinda olarak bulmuslardir. Bu yéntemi basariyla
cesitli gidalarda kullanarak, tatlandiricilarin ayni anda tespit edilmesini saglamislardir
(Lim vd., 2013).

Lee vd., bu ¢calismalarinda Kore'de kullanimina izin verilen dort yapay tatlandiriciyt
YPSK-ELSD yontemi ile incelemislerdir. Bu tatlandiricilari, Kore'deki 30 farkli gida
kategorisindeki 900'den fazla iiriinde tespit etmislerdir. Yaptiklart analizler sonucunda,
tatlandiricilarin tiim Orneklerde giivenli diizeyde oldugunu tespit etmislerdir. Ancak,
sodyum sakarini yalnizca alkol i¢eren bir igecekte bulmuslardir ve diger iceceklerde tespit
edememislerdir. Bu sonuclarin, Kore halkinin yapay tatlandiricilara yonelik
tiiketimlerinin giivenli oldugunu gosterdigini belirtmislerdir (Lee vd., 2017).

Grembecka vd., bu ¢alismalarinda, farkli diyet takviyeleri ve alkolsiiz i¢ceceklerde
ASP, ACE-K, sakarin, sitrik asit ve sodyum benzoatin ayn1 anda tayin edilmesi i¢in bir
yontem gelistirmislerdir. Yaptiklar analizlere gére, 100 mL gazli igecekler ortalama 5,50
mg ASP, 6,38 mg sakarin, 8,94 mg ACE-K, 9,05 mg sodyum benzoat ve 111 mg sitrik
asit icermektedir. Sitrik asidin, tiim orneklerde en yaygin katki maddesi olup, diyet
takviyelerinde en yliksek konsantrasyona sahip oldugunu belirtmislerdir (347 mg/g). Tiim
katki maddelerinin uygun giinliik alimin gergeklestirilme ylizdesinin, izotonik

iceceklerde sodyum benzoat hari¢ (%10,1) olmak lizere %10'un altinda olarak tespit



etmislerdir. Yontemleri dogrulanmis ve dogrusallik, hassasiyet ve dogruluk agisindan
tatmin edici sonuglar vermistir (Grembecka vd., 2014).

Silva vd., bu ¢alismalarinda Portekiz'de en ¢ok tiiketilen gazli igeceklerin seker ve
besin degeri olmayan tatlandirici igerigini arastirmislardir. Elde ettikleri sonuglar, son on
yilda gazli i¢eceklerdeki seker igeriginde bir azalma oldugunu, ancak bu azaltmanin besin
degeri olmayan tatlandiricilar eklenerek gerceklestirildigini gostermistir. Besin degeri
olmayan tatlandiricilari, 6zellikle siklamat, ASP ve ACE-K, c¢ogu Ornekte tespit
etmislerdir ve giinliik 6nerilen dozun iizerine ¢ikabildigini belirtmislerdir. Bu nedenle,
reformiilasyonlarin tathh tad yogunlugunu azaltmaya yonelik herhangi bir girisim
olmaksizin yapildigi sonucuna varmiglardir (Silva vd., 2021).

Serdar ve KnezZevi, bu ¢alismalarinda ASP, ACE-K, sodyum sakarin ve sodyum
siklamat gibi yapay tatlandiricilarin icecekler ve 6zel besin liriinlerindeki varliini
ayirmak ve belirlemek igin kullanilan iki YPSK-DAD yontemini kullanmislardir. Tk
yontem, C18 kolonunda ASP, ACE-K ve sodyum sakarinin fosfat tamponu ve asetonitril
kullanilarak izokratik eliisyonu ile ayrilmasini igerir. Ikinci ydntem, C18 kolonunda
sodyum siklamatin metanol ve su mobil fazi kullanilarak ayrilmasini saglar. Her iki
yontemde de optimum kosullarda ¢izgisellik, hassasiyet ve geri kazanim gibi 1yi analitik
performans gostermis oldugunu belirtmislerdir. Bu yontemlerin, gazli igecekler ve 6zel
besin triinlerinin gercek orneklerinin analizinde basartyla kullanildigini gostermislerdir
(Serdar ve Knezevi, 2011).

Sun vd., bu calismalarinda ASP ve dort bozunma iirlinii olan aspartik asit,
fenilalanin, aspartil-fenilalanin ve 5-benzil-3,6-diokso-2-piperazinasetik asit, su ve diyet
gazli iceceklerde ayni anda analiz edilebilecek bir yontem gelistirilmislerdir. YPSK-
tepkisel kiitle spektrometrisi kullanilarak yapilan bu analiz yonteminde, ASP ve dort
bozunma iirliniiniin miktarin1 belirlemek i¢in miikemmel korelasyon katsayilarina sahip
bir matrisle eslestirilmis harici standart kalibrasyon egrisi kullanilmistir. Yontemin
algilama sinir1, 0.16-5.8 mg mL? araliginda degismektedir ve yaygin yontemlere gore
daha yiiksek bir duyarliliga sahiptir. Bu yontemi ayni zamanda ASP farkli pH ve sicaklik
kosullarinda bozunma c¢alismalarinda da kullanmislardir. Sonuglar, ASP’nin giiclii asidik
veya bazik kosullarda kismen bozundugunu ve bozunma derecesinin sicaklik arttikca
arttigin1 gostermektedir. Kisacasi, gelistirdikleri bu analiz yontemi, ASP ve bozunma
tirtinlerini hassas, hizli ve etkili bir sekilde tespit edebilme 6zelligine sahiptir (Sun vd.,
2014).



2.1. Yesil Analitik Kimya
Yesil analitik kimya, analitik kimyanin c¢evre dostu ve siirdiiriilebilir

uygulamalarini arastiran bir dahidir. Analitik kimya uygulamalarinda ¢evre dostu olma
diisiincesi her zaman benimsenmisti, ancak 1990'larin ortalarinda yesil analitik kimya
yaklagimi daha belirgin hale gelmistir. 2010'dan sonra, yesil analitik kimya siireci yesil
sertifikalar, akilli telefon tabanli yontemler ve cihazlarin olusturulmas: yoniinde
ilerlemeler kaydedilmistir. Bu alanda, analitik kimyanin temel ilkeleri ¢evreye duyarlilig
artirmak ve kimyasal atiklarin miktarin1 azaltmak i¢in uyarlanmistir. Yesil analitik kimya,
asagidaki prensipler lizerine odaklanir:

1) On islem adimlarmi azaltmak ve dogrudan ydntemler kullanmak

2) Yerinde analiz yontemleri kullanmak

3) Numune miktarini ve sayisini azaltmak

4) Minimizasyon ve otomasyonu arttirmak

5) Analitik islemleri birlestirmek

6) Daha az enerji tiiketmek

7) Reaktifleri ve atiklar1 azaltmak

8) Coklu analitlerin eszamanli tespitini tesvik etmek

9) Giivenligi artirmak

10) Tiirevlendirme islemlerinden kaginmak

11) Toksik kimyasallardan kaginmak ve yenilenebilir reaktifler kullanmak

12) Kataliz(Anastas ve Warner, 1998).



3. YONTEMLER
3.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (YPSK)

Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi (YPSK), bir analitik kimya teknigidir ve
bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve miktarinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilir. YPSK, bir
¢oziicii ve bir mobil faz araciligiyla ¢alisir. YPSK, analiz edilen bilesenlerin polaritesine,

boyutuna, yliklii olup olmamasina, kimyasal reaktivitesine ve diger 6zelliklerine baglh

olarak calisir (Snyder vd., 1996; Soyseven, 2018).

YPSK’de kullanilan dedektorler Tablo 3.1. de gosterilmistir.

Tablo 3.1. YPSK kullanilan Dedektor tipleri
-Ultraviole/gériiniir (UV/VIS)
-Refraktif Indeks (RI)

-Floresans
-Elektrokimyasal
*Amperometrik
*Kondiiktif
-Radyoaktivite
-Isik Sacilim

*Cok — Acil1 Lazer Isik Sagilimi
(MALLYS)

*Evaporatif Isik Sa¢ilim (ELSD)
-Kiitle Spektroskopisi




3.2. Buharlastiric1 Isik Sacilim Dedektorii (ELSD)

ELSD, analitlerin optik 6zelliklerine bagli olmaksizin, mobil fazdan daha az ugucu
olan bilesiklerin c¢ogunu tespit edebilir. YPSK yonteminde ELSD dedektdriiniin
kullanilmasi, bitkilerden, yiyeceklerden ve igecek iiriinlerinden alinan karbonhidratlarin
degerlendirilmesinde iyi bir metot olarak Onerilmistir. ELSD, olaganiistii hassasiyet,
genis dinamik aralik, kolay kullanim, ¢ok ¢esitli alanlarinda daha etkili analiz ile genel
amagch evrensel bir detektordiir. ELSD, mobil fazdan daha az ugucu olan herhangi bir

maddeyi kolayca tespit edebilir (Soyseven, 2018).

Gorsel 3.1. Analizlerde kullanilan YPSK-ELSD sistemi
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4. MATERYAL VE METOT
4.1. ASP Analizinde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

ASP Standard1 (> %99) Sigma-Aldrich'ten (Almanya) temin edilmistir. YPSK
safliginda saf su ve Etanol (EtOH), Merck'ten (Almanya) temin edilmistir. N2 gazi
analitik safliktaydi. YPSK enjeksiyonundan 6nce, (PVDF) siringa filtreleri (13 mm i¢
cap ve 0.2 um gdzenek boyutu, Orrange Scientific, Belgika) tiim standart ¢cozeltilerin ve

numune ¢dzeltilerinin filtrasyonu i¢in kullanildi.

Tablo 4.1. Calismalarda kullanilan malzeme listesi

Kullanilan Kimyasal Malzeme Ad1 Marka Saflik derecesi

ASP Sigma — Aldrich (Almanya) Analitik saflik %98-100,5, pellet

Sigma — Aldrich (Almanya)
Metanol YPSK Saflik, >%99,9
ve Carlo Erba (Fransa)

Su Stakpure (Almanya) YPSK Saflik, >%99,9
Izoproril Alkol (IPA) Carlo Erba (Fransa) YPSK Saflik, >%99,0
Etanol CHROMASOLV®, Sigma — Aldrich (Almanya)  YPSK Saflik, >%99,8

o Sigma — Aldrich (Almanya)
Asetonitril YPSK Saflik, >%99,9
ve Carlo Erba (Fransa)

CHROMAFIL kullan at membran

MN Seliiloz asetat porlu
filtreler 0,22 pum, 25 mm

Falkon tiipler Isolab -

4.2. ASP Analizinde Kullamilan Cihazlar

Kromatografik ayirma, bir otomatik 6rnekleyici, bir gaz giderici, bir termo-statii
kolon bdlmesi, Shimadzu ELSD-LT-II Model dedektoriine (Japonya) bagh bir ikili
pompadan olusan Shimadzu LC sistemi (Nexera-i LC-2040C 3D Model) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Tiim sistem siireci ve verileri LabSolution Shimadzu Corporation
(Japonya) yazilimi tarafindan izlenmistir. Sonikasyon i¢in LabCompanion CS-10
ultrasonik banyo (Kore), vorteksleme i¢in Heidolph Vortex (Almanya) ve numune ve

¢ozeltilerin hazirlanmasi igin Ohaus marka analitik terazi sistemi (ABD) kullanilmistir.
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Tablo 4.2. Calismalarda kullanilan cihazlarin marka ve modelleri

Cihaz Ad1

Marka/ Model

Yiiksek basingli s1v1

kromatografi cihazi

Evaporatif Isik Sagilim
Dedektorii (ELSD)

Hassas terazi

pH Metre

Su banyosu

Vortex cihazi

Mobil faz siizme diizenegi

Siringa ve uglari

Marka: Shimadzu (Japonya)

Model: Nexera —i ( LC — 2040C 3D) (Japonya) Liquid
Chromatograph

Marka: Shimadzu (Japonya)

Model: ELSD LT — Il Low Temperature Evaporate Ligth Scattering

Dedector

Model: Ohaus PA214C

Model: Ohaus Starter 3100

Model: Lab companion BW — 20 H

Model: HEIDOLPH

Marka: BFC
Model: BF — S2500 vakum cihazina ile biitiinlesik mobil faz siizme

diizenek sistemi

Part No: SN02522 - P

4.3.Yontem

Gidalarda bulunan ASP miktar tayini i¢in yesil kimya bakis acisiyla yeni bir YPSK-
ELSD yontemi gelistirilmistir. Literatiirde ASP’nin analizi i¢in siklikla HPLC
kullanilmasma ragmen ELSD ile ilgili yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirlidir. Buna ek
olarak yesil kimya bakis1 acis1 ile ¢ok fazla caligma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada 15
tane igecek, 4 adet sekerleme ve bir adet recel olacak sekilde toplam 20 adet numunenin
ASP igerikleri incelenmistir ve literatiirde bulunan sonuglarla kiyaslanmistir.
4.3.1.YPSK-ELSD tayini
4.3.1.1. Standart c¢ozeltilerin hazirlanmasi

ASP'in stok standart ¢ozeltileri konsantrasyon 1 mg mL™ olacak sekilde mobil
fazda (%20 EtOH) hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler -18 °C'de buzdolabinda saklanmis olup
biitiin ¢aligma soliisyonlar1 giinliik olarak mobil faz ile seyreltilmistir. Tiim hesaplamalar,

seyreltme faktorleri dikkate alinarak yapilmigtir. ASP ¢ozeltileri 2 dakika
12



vortekslendikten sonra 10 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. Enjeksiyondan 6nce 0.22
um filtre ile sliziilmistiir. Standart ¢ozeltilerin stabilitesi 4 °C'de minimum 3-4 haftadir.
4.3.1.2.Mobil fazin hazirlanmasi

800 mL YPSK safliginda bulunan suyun iizerine 200 mL EtOH ilave edilmistir.
Karisim 10 dk sonikatérde bekletildikten sonra hazirlanan ¢ozelti 0.22 um PVDF
filtreden siiziilerek YPSK-ELSD sistemine enjeksiyonu saglanmistir.
4.3.1.3. Numunelerin hazirlanmasi

Eskisehirde bulunan siipermarketlerden (gazli icecekler, enerji icecekleri, limonata,
tonik, sekerlemeler ve sakizlar dahil olmak iizere) toplam 20 oOrnek toplanmistir.
Sekerlemeler, EtOH igerisinde bir gece bekletildikten sonra 30 dakika sonikasyona tabi
tutulup dogrudan 0.22 pm filtre ile siiziiliip enjeksiyona hazirlanmstir. icecekler ise
dogrudan 0.22 pm filtre ile siizlildiikten sonra vorteks araciligr ile 30 saniye boyunca
karistirilmistir. Daha sonra YPSK-ELSD analizi i¢in viale aktarilmistir.
4.3.2.YPSK-ELSD ile ASP Tayin Yontemi Gelistirilmesi
4.3.2.1. Sistem uygunluk testleri

Sistem uygunluk testi (SUT), analitik yontem gelistirme ve dogrulamanin énemli
bir pargasidir. SUT, ayirma i¢in en uygun kosullar1 belirlemek i¢in degerlendirilip dikkate
alimmistir. Bu amaca ulasmak icin kapasite faktorii (k), kuyruk faktorii (T), asimetri

faktorii ve teorik plaka numarasi (N) ve tutma siiresinin %BSS'si incelenmistir.
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Tablo 4.3. Sistem uygunluk testleri i¢in kullanilan parametreler ve formiilleri

Parametre Esitlik
T: kuyruklama faktorii
Kuyruklama W W . . .. .
0.05 0.05 : Y
faktorii T=—""_ : pikin %5 yiiksekligindeki pik genisligi
2% g o5
®0.05 : pikin %5 yiiksekligindeki ilk yarisimn pik
genisligi
Rs: ayirim giicti
Aymm giict R=72= ﬂ g : alikonma zamani
W + Wy,
tR‘P: onceki pikin alikonma zamani
W: pik genisligi
We . snceki pikin pik genisligi
Bagil alikonma a = & _ -t % - bagil alikonma zaman:
zamant STy
ky ti-t L
1 : birinci pikin kapasite faktorii
k !
2 . ikinci pikin kapasite faktorii
L3 - birinci pikin alikonma zamani
L2 . ikinci pikin alikonma zamani
Yo : 6lii zaman
Teorik Tabaka N = 16(tr / W)? tr = alikonma zamani
Sayis1 .
W= ppik taban genisligi
Asimetri As=B/A As = asimetri faktorii
Faktori
A ve B= Pik yiiksekliginin %10 'una gore orta
noktaya olan uzakliklar:
Elde edilen pik %BSS=SS/Xonx 100 BSS: Bagil standart sapma
alanin1 tekrar _
edilebilirligi SS: standart sapma

Xort=yapilan analiz ortalamasi
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4.3.2.2. Yontem gecerliliginin tespiti (Validasyon)

Yontemin validasyonu i¢in Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi’nin (ICH)
kilavuzunda da belirtildigi gibi dogruluk, kesinlik, se¢icilik, dogrusallik ve saglamlik gibi
sistem uygunluk testleri yapilmistir (ICH Q2(R1), 2005).
4.3.2.3. Dogruluk

Dogruluk, 6lgiilen verilerin sistemik hatalar veya yontemsel sapmalar nedeniyle
gercek degerden ne kadar uzaklasabilecegi hakkinda bilgi saglar. Yani, dogruluk, elde
edilen verilerin ne kadar giivenilir oldugunu belirlemek i¢in kullanilir.

% Geri kazanim = hesaplanan miktar / eklenen miktar x 100
4.3.2.4. Kesinlik

Analiz i¢in gelistirilen YPSK yoOntemi ile elde edilen sonuglar arasindaki uygunluk
derecesi olarak tanimlanir. ASP igin giin igi ve giinler arasi, ortalama derisim (mg mL™),
SS, %BSS, giiven araligi (a= 0.05) degerleri hesaplanarak yontemin kesinligi
belirlenmistir
4.3.2.5. Segicilik

YPSK yonteminin segiciligi esas madde ile girisim yapabilecek diger bilesenlerin
yaninda analiz edilmek istenen maddenin yani ASPin 6l¢tilebilme yetenegidir.
4.3.2.6. Dogrusallik, LOD, LOQ

Analitik bir metodun dogrusalligi, numunedeki madde derisimi ile orantili olarak
test cevabinin alinabilmesidir. Calismada, 4 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiler
analiz edilmistir.

LOD (Belirleme Sinir1) bir maddenin en diisiik konsantrasyon degerini gosterir.
Standart sapmanin 3 katinin ortalamaya boliinmesiyle elde edilen deger kullanilmistir.

LOD=3x06/m
LOQ (Nicelik Sinir1) numunedeki bilesenin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikle
tayin edilebilen en kii¢iik konsantrasyon degeridir.
LOQ=10xo6/m
4.3.2.7. Saglamhk
Metot parametrelerinde yapilan ufak degisikliklerden etkilenmeden kaldiginin bir

Olciisiidiir ve metodun gilivenirligini gosterir.
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5. BULGULAR ve SONUCLAR
5.1.YPSK-ELSD ile ASP tayini

YPSK-ELSD yontemi i¢in en iyi kosullari bulmak i¢in bazi 6n denemeler
gerceklestirilmistir. Mobil faz bilesimi, akis hizi, kolon sicakligi, drift tlipii sicaklig1 ve
azot gazi basinci gibi bir¢ok parametre incelenmis olup en 1yi kromatografik ayrimin elde
edilmesi i¢in belirlenen parametreler ayni kalirken, ELSD parametreleri optimizasyon
siireci boyunca degistirilmistir. 200 pg mL™ konsantrasyondaki bir ASP ¢dzeltisi, yesil
coziiciiler olarak siniflandirilan su ve EtOH ile yapilan optimizasyon testlerinde YPSK-
ELSD sistemine enjekte edilmistir.

EtOH-Su ¢ozeltilerinin farkli oranlari, izokratik olarak ASP davranisini arastirmak
icin kullanilmistir. Kolon sicakliklar1 25 ve 35°C arasinda olacak sekilde denenmistir.
Ancak oOnemli farklhiliklar gozlemlenmedigi icin kolon sicakligt 30°C olarak
belirlenmistir. Ayrica, drift tiipii ii¢ farkl sicaklikta (45°C, 50°C ve 55°C) test edilmistir.
Sonuglaria gore, en iyi pik morfolojisi 50°C'de bulunmustur. Bu, kabul edilebilir
diizeyde giiriiltii sinyali olan en diigiik sicakliktir.

N2 gazi basinci 300 ila 400 kPa araliginda degistirilmis ve en i1yi kromatografik
ayrim 350 kPa'de bulunmustur. Bu sonu¢ Shimadzu'nun 6nerilen degerleri ile uyumluluk
gostermektedir. Optimizasyon calismalarinda elde edilen kromatogramlar Sekil 5.1-

Sekil 5.4’°te gosterilmistir.

mvVv

AD1|
7,54

5,0

2,5

0,0+

(o] 5 10 15 20

Sekil 5.1. Mobil faz (%80:%20)(Su:MeOH), Akis hizi Iml dk*, Basing:350 kPa,
Gain:5 Filter:10 ELSD sicakligi:50 °C kosularinda elde edilen ASP kromatogrami
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mvVv

40— AD1|
30|
20

10

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5

Sekil 5.2. Mobil faz (%80:%30)(Su:ACN), Akis hizi 1ml dk*, Basing:224 kPa,
Gain:7 Filter:10 ELSD sicakligi:30 °C kosularinda elde edilen ASP kromatogrami

mv
5.0 AD1|
2,5
0,0
8 : s B % |
min
Sekil 5.3. Mobil faz (%80:%20)(Su:MeOH), Akis hizi Iml dk*, Basing:265 kPa,
Gain:5 Filter:10 ELSD sicakligi:30 °C kosularinda elde edilen ASP kromatogrami
mv
] AD1|
50-|
4o—f
30%
20%
o
0 1 2 3 a 5 6 7
min

Sekil 5.4. Mobil faz (%80:%20)(Su:ACN), Akis hizi Iml dk*, Basing:224 kPa,
Gain:5 Filter:10 ELSD sicakiigi:50 °C kosularinda elde edilen ASP kromatogrami

Sonuglar incelendiginde YPSK-ELSD ile ASP analizi yesil kimya bakis acis1 ile
degerlendirildiginde en uygun kosullarin Tablo 5.1°de gosterildigi gibi olmasina karar

verilmistir.
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Tablo 5.1. YPSK-ELSD uygulama kosullar

Parametre Deger
Mobile faz EtOH:Su(20:80, v/iv)
Akis hiz1 1 mL min?
Kolon Phenomenex Luna NH:

Injeksiyon hacmi
Kolon sicakligi
Buharkastirma sicakligi
N2 basinci
Gain

Filter

10 uL
30°C
50°C
350 kPa
7
10

ASP, bu kosullar altinda alikonma zaman1 5.7 dakika olarak gézlemlenmistir (Sekil

5.5). Onerilen yesil HPLC-ELSD yontemi, kolonu yeniden dengelemeyi de igeren 8

dakika altinda analiz yapmay1 ve sadece 1.6 mL EtOH ve 6.4 mL su tiketmeyi

saglamistir.

mvV

50

25+

AD1

ASP

5 6 7 8
min

Sekil 5.5.0ptimize edilmis kosullar altinda elde edilen YPSK-ELSD ASP kromatogram
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HPLC analizinde analiz basina su/EtOH oranindaki degiskenlik Sekil 5.6’ da

gosterilmistir.

Analizler i¢in (Su/EtOH) yesillik varyansi

Sekil 5.6. Analizler icin yesillik varyansi (Su/EtOH)

5.2. Sistem uygunluk testleri
SUT ¢alismalar1 sirasinda 400 g mL™ ASP ¢ozeltisi kullanilmustir. Elde edilen

SUT sonuglar1 Tablo 5.2°de gosterilmistir.

Tablo 5.2. YPSK-ELSD kullanilarak yapilan 200 ug mL™* ASP analizinin sistem uygunluk test sonuglar:
(n=5)

Parametreler Gozlenen Deger *Onerilen Deger
Alikonma siiresi (dk) 55 -
Kuyruklanma faktorii (T) 1.17 T<2.00
Kapasite faktorii (k) 2.90 k>2.00
Asimetri faktorii (As) 1.12 As=0.95-1.20
Teorik Tabaka Sayist (N) 4110 N > 2000
Alikonma zamani %BSS 0.10 %BSS<1.0

5.2.1. YPSK- ELSD ile yapilan dogruluk ve kesinlik ¢calismalari
Incelenen numunelere (diisiik, orta ve yiiksek) bilinen konsantrasyonlarda 80, 200

ve 600 g mL™? ASP eklenmistir. Dogrusal aralik dikkate almarak ekleme islemleri
yapilmustir. Geri kazanim degerleri asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanmistir.
% Geri kazanim = hesaplanan miktar / eklenen miktar x 100
Gelistirilen HPLC-ELSD yonetimin geri kazanim sonuglart %98.67 - %102.88

araliginda bulunmustur.
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"Kesinlik™ terimi, bir dizi 6l¢iimiin sonuglarinin birbiriyle karsilastirilabilir olma
derecesini ifade eder. Genel tabirle, hem giin i¢i hem de giinler arasi kesinlik olarak
adlandiriimaktadir. Art arda ii¢ giin boyunca 80, 200 ve 600 g mL™ konsantrasyonlu ii¢
ayrt ASP c¢ozeltisi HPLC-ELSD sistemine enjeksiyonu yapilmistir. Elde edilen % BSS
degerleri (< %1), yontemin hassasiyetinin iyi oldugunu gosterir niteliktedir. Elde edilen

dogruluk ve kesinlik sonuglar1 Tablo 5.3’te verilmistir.

Tablo 5.3. Gelistirilen YPSK-ELSD ydnteminin dogruluk ve kesinlik sonuglar

Miktar Geri kazanim (%) (%BSS)
Tatlandirici (g mLA) . ) . ort Giin i¢i (N=3) Giinler arast
1 2. 3. (n=9)
80 102.64  102.63 10196 102.41 | 0.03 0.04 0.12 0.04
ASP 200 102.92  102.88  102.64 102.81 | 0.18 0.03 0.07 0.01
600 98.67 99.99 99.73 99.47 0.08 0.04 0.06 0.06

5.2.2. YPSK- ELSD ile yapilan secicilik calismalari
Secicilik terimi, bir YPSK isleminin analitleri birbirinden dogru sekilde ayirma

kapasitesini tanimlamak i¢in kullanilir. Herhangi bir pikin girisim yapmadig
gozlemlenmistir. Bu durum iyi bir kromatografik ayirimin oldugunu destekler niteliktedir

(Snyder vd., 1996).

5.2.3. YPSK- ELSD ile yapilan dogrusallik, LOD, LOQ c¢calismalari
Yontemin dogrusalligi, on noktali kalibrasyon egrileri ile dogrulanmustir. Ug set

ASP kalibrasyon soliisyonu hazirlanmig ve her set tiger kez test edilmistir. YPSK-ELSD

ile elde edilen kromatogramlar1 Sekil 5.7°de gésterilmistir.
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A SP standartlar

mV

1505
125%
1005
7sé
soé

25

X fa) AN

Sekil 5.7. 10-1000 pg mL* derisimlerine sahip standart ASP kromatogramlari

Yeni onerilen yesil YPSK-ELSD yaklasimi i¢in kalibrasyon egrisi, (Sekil 5.8)
standart c¢ozeltilerdeki ASP konsantrasyonunun logaritmasina karsi kromatogram pik
alanlarimin logaritmasimin grafigi ¢izilerek olusturulmustur (Sekil 5.9.) Bu, iki degisken
arasinda diiz bir ¢izgi olusturmay1 miimkiin kilmistir. Regresyon denklemi (R?=0.9985),
ASP ile test araliklar1 arasinda iyi bir dogrusal iliski oldugunu gdstermistir. Sonuglar,

ASP i¢in dogrusal bir aralikta dogru sonuglar alabilecegimizi gostermistir.

5000000
4000000
3000000

y =0,9923x? + 3173,4x - 109283

Alan

2000000
1000000

0

0 200 400 600 800 1000 1200
ASP standartlar1 konsantrasyonlari ug mLt

Sekil 5.8. YPSK-ELSD ile elde edilen derisim — alan grafigi kalibrasyon egrisi
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ASP'nin kalibrasyon egrisi

8 y = 1,4412x + 2,3368
R2=

T 6
<4
(=2
22

0

0 05 1 15 2 25 3 35

log [konsantrasyon]

Sekil 5.9. YPSK-ELSD ile elde edilen log[derisim] — log[alan] grafigi kalibrasyon egrisi

Gelistirilen yesil HPLC-ELSD yonteminin LOD ve LOQ'su sirasiyla 3 ve 10 sinyal-
giiriiltii oran1 temel alinarak hesaplanmistir. Elde edilen, aralik ve dogrusallik verileri

Tablo 5.4’de gosterilmistir.

Tablo 5.4. ASP i¢in dogrusallik, LOD, LOQ, korelasyon katsayisi ve regresyon denklemi verileri

Dogrusal
Tatlandirici .

aralik Regresyon denklemi  R? LOD (ug mL™) LOQ (ug mL?)
bilesik

(ng mL™)
ASP 10 - 1000 y =1.4412x + 2.3368 0.9985 0.33 0.99

R?: determinasyon katsayisi, LOD: limit of detection, LOQ: limit of quantification

5.2.4. YPSK- ELSD ile yapilan saglamlik calismalari
Gelistirilen yonteminin saglamligini arastirmak ic¢in akis hizinda (0.9, 1.0 ve 1.1

mL dk?), kolon sicakhiginda (29, 30 ve 31°C) ve N2 gaz basincinda bir dizi kiigiik
degisiklikle test edildi (340, 350 ve 360 kPa). Saglamlik ¢aligmalarinda 400 ug mL™* ASP
¢ozeltisi kullanildi. % BSS degerleri %0,09 ile %2,90 arasinda bulundu. Onemli bir
degisiklik olmadig1 gézlemlendi. Saglamlik sonuglar1 Tablo 5.5 de gosterilmistir.

Tablo 5.5. Gelistirilen YPSK-ELSD yonteminin saglamlik sonu¢lart BSS%

Kolon Sicakhgi (°C) Akis Hiz1 (mL dk?) N2 Basinc (kPa)
Tatlandiricr  5q 31 0.9 1.1 340 360
ASP 0.09 0.79 1.12 2.90 1.70 0.46

BSS: Bagil standart sapma
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5.2.5. Gida ornekleri sonuclari
Gelistirilen ve dogrulanan yesil, ¢evre dostu YPSK-ELSD yontemi ¢esitli gida

ornekleri iizerinde basariyla uygulanmistir. Igecek oOrneklerinde ASP  miktari,
87.45+1.61-347.17+1.66 mg L arasinda bulundu. Gazli icecekler igin, ASP miktar
102.45+2.35-134.24+1.36 mg L, limonata 6rnegi icin 8.25+1.67-146.45+0.9 mg L,
enerji igecekleri igin 209.29+4.37-634.47+3.51 mg L7?, sekerleme &rnekleri igin
91.85+1.23-2424.02+1.53 mg L olarak bulundu. Dikkat ¢ekici bir sonug olarak, bir
limonata igeceginde, etiketinde ASP igerigi belirtilmesine ragmen ASP tespit edilmedi.

Elde edilen kromatogramlar Sekil 5.10 ila Sekil 5.24 arasinda gosterilmistir

mVv
g % ADI]|
: <<
75{
50{
25{
o]
N
Sekil 5.10. YPSK-ELSD ile elde edilen i¢ecek 1 6rnek kromatogrami
mv
507 S5 AD]]
] <
40
30;
20;
10;
I T T S T
Sekil 5.11. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 2 6rnek kromatogrami
mVv

i & ADT
40 2
30
20-]
10-]

0;
T —r————— T[T T[T
1 2 3 4 5 6 7

(0]
min

Sekil 5.12. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 3 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.13. YPSK-ELSD ile elde edilen i¢ecek 4 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.14. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 5 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.15. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 6 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.16. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 7 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.17. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 8 6rnek kromatogrami

mvVv
757 ADT]
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o 1 2 3 a 5 6 7
Sekil 5.18. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 9 6rnek kromatogrami
mVv
: AD1]
75—
50;
25;
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o 1 2 3 a 5 & 7
Sekil 5.19. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 10 6rnek kromatogrami
mv
] AD1
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Sekil 5.20. YPSK-ELSD ile elde edilen igecek 11 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.21. YPSK-ELSD ile elde edilen sekerleme 1 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.22. YPSK-ELSD ile elde edilen sekerleme 2 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.23. YPSK-ELSD ile elde edilen sekerleme 3 6rnek kromatogrami
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Sekil 5.24. YPSK-ELSD ile elde edilen regel 6rnek kromatogrami
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ASP igeren igecek orneklerinin miktarlar1 Tablo 5.6.'da gosterilmektedir.

Tablo 5.6. Icecek ve sekerlemelerin icerdikleri ASP miktarlar:

Ornek no Ornek ad1 ASP icerigi [ug mL™* £ SS (n=3)]
1 Icecek 1 256.5+0.6
2 Icecek 2 236.3+0.6
3 Igecek 3 485.4+5.3
4 Icecek 4 384.3+£2.2
5 Icecek 5 312.5¢1.3
6 Icecek 6 90.5+0.4
7 Igecek 7 86.0+0.3
8 Icecek 8 518.8x1.5
9 Igecek 9 429.8£1.5
10 Icecek 10 124.241.3
11 fcecek 11 189.7£1.0
12 Icecek 12 115.0+2.0
13 Icecek 13 188.6+1.2
14 Limonata 1 376.7+3.1
15 Limonata 2 T.E
16 Seker 11.19+2.4
17 Seker 14.73+0.2
18 Seker 8.1+2.7
19 Seker 65.8+1.9
20 Regel 17.09+2.2
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Son donemlerde, gida endiistrisinin gelisimiyle birlikte tiiketim miktar1 biiyiik
oOl¢iide artig gostermistir. Bu artan gida tiiketiminin dogurdugu ¢esitli saglik sorunlari ise
yapay tatlandirici kullaniminin da yayginlasmasina yol agmustir. Bu nedenle, yapay
tatlandiricilarin giivenligi konusunda giivenilir bilgilere ulasmak son derece 6nem arz
etmektedir.

ASP, en sik kullanilan yapay tatlandiricilardan biri olup, ¢esitli gida iirlinlerinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. ASP’nin analizinde ise YPSK yontemi en sik tercih
edilen yontemlerden biridir.

Rutin YPSK analizlerinde zararli ve toksik c¢oziiciilerin azaltilmasi 6nem
kazanmaktadir, ¢iinkii ¢ogu kimyasal ¢oziicii ¢evre i¢in oldukga zararhidir. YPSK
uygulamalarinda su, EtOH gibi daha ¢evre dostu ¢oziiciilerin kullanilmasi 6nemli bir
kavram karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu ¢alismada yerel marketlerde satilan gesitli igecek ve sekerleme orneklerinde
ASP'nin belirlenmesi i¢in yesil, saglam, basit ve ¢evre dostu bir YPSK-ELSD yontemi
gelistirilmistir ve bu yontem valide edilmistir. Gelistirilen ve valide edilen YPSK-ELSD
yontemi karbonath igecekler, enerji igcecegi, tonik ve limonata dahil olmak {izere 15
icecek Ornegi ve 5 adet sekerleme iizerinde basariyla uygulanmigtir. Literatiirdeki diger
yontemlerle karsilastirildiginda, bu yontem sinirli sayida ELSD caligmasina 1yi bir yesil
alternatif olarak goriilebilir. Ayrica, sunulan yontem, igecek orneklerinde ASP'nin rutin

analizi i¢in verimli bir sekilde uygulanabilecegini gostermistir.
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