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OZET

YPSK ILE ASPARTAM ICEREN FARMASOTIK PREPARATLARDAKI
ASPARTAM MIKTARININ TAYINI

Ekin AYDIN
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2023

Danisman: Prof. Dr. Goksel ARLI

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

Aspartam ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan yapay bir tatlandiricidir. Bu ¢alismada,
cesitli sivi ve tablet numuneleri igerisinde bulunan aspartamin tayini i¢in hizli, ucuz,
hassas, saglam ve tekralanabilir YPSK-ELSD yontemi gelistirilmis ve dogrulanmustir.
Kromatografik ayirim izokratik olarak gerceklestirilmis olup C18 (4.6 x 150mm, 3.5 um)
ozelliklerine sahip kolon kullanilmigtir. Mobil fazin bilesimi (Su: ACN):(80:20, v/v)
oranlarma sahip organik karigimdan olugmaktadir ve yéntemin akis hiz1 1,00 mL dk™
olarak uygulanmistir. ELSD sicaklig1 50 °C'ye ayarlanmistir. Kolon firini sicakligi 30 °C
ve enjeksiyon hacmi 10 pL olarak belirlenmistir. YPSK-ELSD sisteminde Gain degeri:
7, Filtre degeri: 10 olarak ayarlanmistir. Gelistirilen YPSK-ELSD yonteminde sirastyla
0.69 ve 2.28 pg mL! LOD ve LOQ degerleri olarak hesaplanmistir. Geri kazanim
degerlerinin %86.04 - %110.58 araliginda oldugu belirlenmistir. Uygulanan YPSK-
ELSD yo6nteminin %BSS degeri %1’in altinda oldugu belirlenmistir. ASP’nin alikonma
stiresi 3.5 olarak raporlanmistir. YPSK-ELSD yonteminde Analiz siiresi 6 dk olarak
belirlenmistir. ELSD’de N> gaz basinct 350 kPa'ya ayarlanmistir. Bu c¢alismada
gelistirilen ve valide edilen YPSK-ELSD yonteminin rutin ASP tayinlerinde

kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Aspartam, YPSK, Buharlastirici Isik Sagilim Dedektorii (ELSD),
Tablet



ABSTRACT

DETERMINATION OF ASPARTAM IN PHARMACEUTICAL PREPARATIONS
CONTAINING ASPARTAM USING HPLC

Ekin AYDIN

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

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

Aspartame is a widely used artificial sweetener. In this study, a fast, inexpensive,
sensitive, robust and reproducible YPSK-ELSD method was developed and validated for
the determination of aspartame in various liquid and tablet samples. Chromatographic
separation was performed isocratically and a column with C18 (4.6 x 150mm, 3.5 pm)
characteristics was used. The composition of the mobile phase consists of (Water:
ACN):(80:20, v/v) organic mixture and the flow rate of the method was applied as 1.00
mL min-1. The ELSD temperature is set to 50 °C. Column furnace temperature was
determined as 30 °C and injection volume was determined as 10 pL. In the YPSK-ELSD
system, the Gain value is set to 7, the Filter value is set to 10. In the developed YPSK-
ELSD method, LOD and LOQ values of 0.69 ve 2.28 png mL™! were obtained,
respectively, and the recovery values were determined to be in the range of 86.04% -
110.58%. It was determined that the %BSS value of the applied YPSK-ELSD method
was below 1%. The retention time of ASP was reported as 3.5. Analysis time was
determined as 6 minutes in the YPSK-ELSD method. In ELSD, the N2 gas pressure is set
to 350 kPa. It shows that the YPSK-ELSD method developed and validated in this study

can be used in routine ASP determination.

Keywords: Aspartame, HPLC, Evaporative Light Scattering Detector (ELSD), Tablets



TESEKKUR

Calismalarim siirecinde gosterdigi sabir, anlayis ve katkilariyla birlikte beni yonlendiren
calisma hayatimda, tamamlamis oldugum bu yiiksek lisans egitimi ve tezimin her
asamasinda bana destek olmus olan ve her zaman 6rnek alacagim danigsman hocam Prof.

Dr. Goksel ARLI’ya,

Laboratuvarda bana her imkanmi saglayan, egitim hayatimdaki en biiyiilk sansim olan
yaninda c¢alismaktan ¢ok mutlu oldugum, bilgisini ve sabrini benden esirgemeyen

danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Murat Soyseven’e,

Her zaman sevgi ve giivenlerini hissettigim, maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen

calismalarim siirecinde her zaman bana moral veren canim aileme,

Egitimimin bu asamasinda bana sagladiklar1 degerli bilgi ve deneyimler sayesinde,
kendimi daha da gelistirmeme ve hedeflerime ulagsma yolunda 6nemli adimlar atmama
neden olan beni yiiksek lisans programi boyunca destekleyen ve rehberlik eden tiim

Analitik kimya akademik kadrosuna da tesekkiir ederim.



28/07/2023

ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ekin AYDIN
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda gida ve ilag sektdriindeki ilerlemelerle birlikte, yapay tatlandiricilarin
kullanimi biiyiik dlgiide artmistir (Sezgin, 2016). Yapay tatlandiricilar, seker ihtiyacini
karsilamak i¢in sik¢a kullanilan ve genellikle sekerin yerine gecen maddelerdir. Bu
tatlandiricilar, diisiik kalorili veya kalorisiz olduklari i¢in viicut agirliginin ve insiilin
diizeyinin korunmasinda énemli bir rol oynarlar. insan viicudu yapay tatlandiricilari
sindiremez ve bu tatlandiricilar gidalarda ¢ok diisitk miktarlarda bulunur, bu nedenle
enerji kaynagi olarak kullanilamazlar. Aspartam (ASP) (N- (L-a-aspartil)-L-fenilalanin,
1-metil ester), yapay tatlandiricilar arasinda en yaygin kullanilanlardan biridir. (Lim vd.,
2013; Kiiciikkaraca, 2014 ). ASP, basit sekerin 180 ila 200 kat1 kadar tathidir ve daha
ekonomik bir segenektir. Bu nedenle yapay tatlandiricilar, yiiksek tatlilikta olmalarina
ragmen besleyici degillerdir Sun vd.,2014; Liu vd.,2014).

ASP (L-alfa-aspartil-L-fenilalanin metil ester), c¢ok ¢esitli diisiik kalorili
yiyecekleri tatlandirmak ve diisiik kalorili masa tstii tatlandiricilar dahil kalorili yiyecek
ve igecekleri azaltmak i¢in kullanilan diisiik kalorili bir tatlandiricidir. Sindirim {izerine
ASP, daha sonra kana emilen ve normal viicut siire¢lerinde kullanilan ii¢ bilesene
(aspartik asit, fenilalanin ve metanol (MeOH)) ayrilir. Ne ASP ne de bilesenleri viicutta
birikmez. Bu bilesenler viicutta yaygin gidalardan elde edildikleri zamanki gibi
kullanilirlar. Butchko ve digerleri 2002; Magnuson ve digerleri. 2007).

Tiiketiciler icin, gidalarin icerdikleri maddelerin insan saglig: tizerindeki etkileri
onemlidir ve bu nedenle tatlandiricilar gibi gida katki maddelerinin giivenligi konusunda
bazi insanlar endise duymaktadir. (Grembecka vd., 2014).

Tatlandiric1 tiiketimi, diyabet gibi cesitli saglik sorunlarina sahip olan insanlar
arasinda artmaktadir. Bu nedenle, gilinlik olarak alinmasi gereken doz miktarini
belirlemek icin gida ve farmasétik iirlinlerdeki tatlandirict miktarlarinin belirlenmesi
onemlidir. ASP tek basina giivenilir olsa da ¢esitli pH ve sicakliklar gibi ¢cevresel etkenler,
ASP'nin stabilitesini bozabilir ve dolayisiyla zararli hale getirebilir. Bu nedenle, ASP'nin
tayini i¢in hassas, hizli, gilivenilir, basit ve ucuz bir yontem gelistirmek 6nem arz
etmektedir.

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

Buharlastiric1 1s1k sacilim dedektorii (Evaporative Light Scattering Detector-
ELSD), oldukca hassas, genis bir dinamik araliga sahip, kullanimi1 kolay ve g¢esitli
alanlarda etkili analizler gergeklestirebilen bir dedektordiir. ELSD, mobil fazdan daha az
ucucu olan herhangi bir maddeyi kolaylikla tespit edebilir. Bu 6zellikleri sayesinde,
ELSD, ¢esitli uygulama alanlarinda analizler i¢in tercih edilen bir yontemdir. (Soyseven
vd., 2022 Li vd., 2023).

Bu calismada, bazi gargara ve efervesan tabletlerde bulunan ASP miktarinin
belirlenmesi i¢in basit, hizli ve saglam bir YPSK-ELSD yontemi gelistirilerek valide
edilmistir. Ayrica gelistirilen YPSK-ELSD yonteminin ASP’nin rutin analizlerinde
kolaylikla kullanilabilecegi gosterilmistir.

2. YAPAY TATLANDIRICILAR HAKKINDA GENEL BILGILER

Yapay tatlandiricilar, gida ve igecek {irlinlerinde kullanilan sentetik bilesiklerdir.
Tatlandiricilar, sekerin yerini alabilen veya sekerin kullanimini azaltabilen diisiik kalorili
alternatifler olarak hizmet verirler. Yapay tatlandiricilar, enerji igerigi diisiik veya sifir
olan irilinler olarak pazarlanmaktadir. Bununla birlikte, bazi tiiketiciler, yapay
tatlandiricilarin saglik agisindan giivenilirligi konusunda endiselerini dile getirmislerdir
(Liu vd.,2021).

Yapay tatlandiricilarin en yaygin olarak kullanilanlar1 ASP, sukraloz (SCL),
sakkarin ve asesulfam potasyumdur (ACE-K). ASP, diisiik kalorili ve tath bir lezzet
verirken, SCL 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, sekerin yerine kullanildiginda kalori alimini azaltarak
diyabet, obezite ve diger saglik sorunlariyla iliskili yiiksek seker tiiketimini

engelleyebilirler. Ancak, bazi arastirmalar, yapay tatlandiricilarin saglik riskleriyle iliskili
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olabilecegini ileri siirmektedir (Li vd. 2023). Ornegin, ASP'nin beyin fonksiyonlarimni
etkileyebilecegi ve bagirsak bakteri dengesini bozabilecegi One siiriilmiistiir. Bazi
caligmalar, yapay tatlandiricilarin kanser riskini artirabilecegini iddia etmektedir, ancak
bu iddialarin ¢ogu tam olarak kanitlanmamistir ve genel olarak, yapay tatlandiricilarin
disik dozlarda kullanildiginda gilivenli oldugu kabul edilmektedir. Yapay

tatlandiricilarin genel 6zellikleri Tablo 2.1'de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Tatlandiricilarin incelenen verileri ve fizikokimyasal ozellikleri (Carocho vd.,2017; Ordonez

vd., 2015)
Giinliik
Tathhk
alim
M.W. orani .
Bilesik E Kodu  Formiil pKa LogP miktari
(Da) ( Siikroza
(mg/kg
gore)
bw/giin)
ACE-K 950 CsHsNO,SK  -0.28 -1.33 201.24 150-200 9
CycC 952 CsH13NO3S -8.66 1.03 179.24 30-80 11
SCL 955 Ci2H1NCIzOg 125 0.23 397.63 400-800 5
3.71
ASP 951 C14H18N20s 0.54 294.31 200 40
7.55
3.71
ALl 956 C14H25N304S 151 331.43 2000 1
7.64
NHDC 959 Ca2sH36015 6.85 0.21 612.58 1500-2000 5
3.68
NEO 961 Ca20H30N205 3.83 378.47 7000-13000 2
8.33




2.1. ASP’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Bugiinlerde, ASP, diinya genelinde 200 milyondan fazla tiiketici tarafindan
kullanilan bir tatlandiricidir. ASP, gazlhi alkolsiiz icecekler, sakiz, sekerlemeler,
dondurulmus tatlilar, yogurt ve hatta dksiiriik suruplari ve vitaminler gibi 6.000'den fazla
beslenme {irliniinde kullanilmaktadir (Arora vd, 2013). ASP'nin molekiiler yapis1 Sekil

2.1'de gosterilmektedir.

o) OCH;
N

H
OH NH,

Sekil 2.1. Aspartam n molekiil yapisi

ASP, (N- L - a -Aspartil)- L -fenilalanin ,1-metil ester olarak bilinen bir kapali
formiile sahiptir. Molekiil agirlig1 294,31 g/mol'diir. ASP, kokusuz, seffaf ve kristal
yaptya sahip bir maddedir. Tad1 keskin, metalik veya kimyasal degildir. pH 3-5 araliginda
asidik ¢ozeltiler ASP'ye zarar vermez. ASP'nin tathilik seviyesi, siikroza kiyasla 180 kat
daha yiiksektir. Kalori degeri yaklagik olarak 1 gram basma 4 kcal (17 kj) olarak
hesaplanir. JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), giinliik
olarak alinmasi gereken ASP miktarin1 viicut agirlign basma 40 mg/kg olarak
belirlemistir. ASP kuru haliyle nispeten stabil olsa da pH, sicaklik ve zaman gibi faktorler,

kuru formunu etkileyen 6nemli etmenlerdir (Sezgin, 2016; Arora vd, 2013).

2.1.1. ASP Tayini ile Ilgili Literatiirde Bulunan Bazi Cahsmalar

Sezgin vd., ¢esitli matrislerde ACE-K, sakarin, ASP, alitam (ALI), neohesperidin
dihidrokalkon, rebaudiosit-A ve neotamin (NEO) es zamanli tayini i¢in yeni bir HPLC
yontemi gelistirmislerdir. YPSK yonteminde sabit faz olarak core-shell (yiizeysel olarak
gbzenekli) silika partikiil kolonu ve ACN, fosfat tamponu ve sudan olusan hareketli bir
faz kullanmislardir. Yontem, %95,69-103,99 arasindaki geri kazanimlar ve %1,90'dan
daha iyi kesinlik ile 0,03-1,12 mg L' araliginda saptama limitleri oldugunu

raporlamiglardir. Gelistirilen yontem, basit ¢Oziindiirme, seyreltme ve slizme gibi
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adimlar1 igeren, uygulamasi kolay numune hazirlama uygulamalar1 kullanilarak 65 farkl
ticari gida maddesi ve farmasotik iiriine basartyla uygulanmistir. Analizi yapilan gida
numunelerinin higcbirinin yasal limitleri asmadigi ve kullanilmasina izin verilmeyen
alitam icermedigi tespit edilmistir. Sonuglarin iiriin etiket bilgilerine uygun oldugu ve
gidalar i¢in sinir degerleri asmadigi da belirtmislerdir (Sezgin vd. 2021).

Pietra ve arkadaslar1 sentetik tatlandiricilar ASP ve sakarin igeren farmasotik ve
diyet formiilasyonlarinin giivenilir bir kalite kontrolii i¢in uygun bir ters fazli YPSK
yontemi gelistirilmistir. Onerilen yontem, asesiilfam, ASP ve sakarini ve bunlarm 5-
benzil-3,6-diokso-2-piperazineasetik asit (ASP nin ana bozunma firiini) ve 4-
stilfamoilbenzoik asit,0- ve p- gibi safsizliklarini ayirabilmektedir. Toluensiilfonamidler
(sakarinin sentez safsizliklari). Potansiyel sakarin safsizliklarinin belirlenmesi i¢in C-18
sorbent kullanan uygun bir kat1 faz 6ziitleme (SPE) prosediirii de gelistirilmistir (Pietra
vd. 1990).

Idris vd., masa iistii tatlandiricilarda aspartamin analizi i¢in yeni, basit, normal fazli,
YPSK yontemi gelistirilmistir. YoOntem, aspartamin 2,4-dinitrofluorobenzen ile
tiiretilmesine ve ardindan 332 nm'de saptamaya dayanmaktadir. Ayirma, mobil faz olarak
heksan:etil asetat (60:40, V/V) ile silika kolonu {izerinde gergeklestirilmistir (pH 4.5, %1
asetik asit ile). Ayirim akis hiziyla 1 ml/dk’ya ayarlanmistir. Tespit sinir1 (LOD) ve bu
yontemin 6l¢iim limiti (LOQ) sirastyla 1 ng ve 4 ng olarak bulunmustur. Yontem 20-180
ng konsantrasyon aralifinda lineer bulunmustur. Bu yontemin geri kazanim degerleri
%97'den daha iyi bulunmustur (Idris vd. 2012)

Fatibello-Filho ve arkadaslar1 sofralik tatlandiricilarda ASP tayini igin akis
enjeksiyonlu spektrofotometrik yontem gelistirmistir. Numuneler, bir polyester regine
matrisi i¢ginde immobilize edilmis Cuz(POa)2 ile doldurulmus bir kolondan (13 cm x 2,0
mm) akti ve Cu(Il) iyonlar1 kati faz reaktoriinden Cu(Il)(aspartam)> kompleksi
olusumuyla salindi. 9%0.02 (a/a) alizarin kirmizis1 S ve olusan Cu(Il)+alizarin kirmizisi
kompleksini i¢eren bir borat tampon ¢ozeltisi (pH 9.0) akisiyla birlestirilen karisim 550
nm'de spektrofotometrik olarak olgiildii. ASP icin kalibrasyon grafigi, ASP nin tespit
smr1 2 pg mL? olan 20-80 pg mL? konsantrasyon araliginda dogrusal olarak
bulmuslardir. 40 pg mL™? ASP (n=10) igeren soliisyon icin RSD %0,2 idi ve saatte 70
Olctim alindi. Siitun, 25 °C'de en az 8 saat stirekli kullanim (500 enjeksiyon) i¢in stabil
olmustur. Onerilen yontem, sakarin, ACE-K ve CYC etkilesimi olmadan yedi ticari masa

iistli tatlandiricida ASP nin belirlenmesi i¢in uygulamiglardir (Fatibello-Filho vd. 1999)
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Matsumoto ve arkadaslar1 YPSK ile ¢esitli gidalarda {i¢ yapay tatlandiricinin, NEO,
ALI ve ASP’nin es zamanl tayini gelistirilmistir. Homojenize edilmis numuneler, %10
sodyum kloriir igeren 0.01 mol L™ HCI igeren seliiloz tiip i¢ine paketlendi ve 24-48 saat
boyunca 0.01 mol L™ HCI ile diyaliz edilerek bir Oasis MCX Kartusundan gegirildi ve
kartus, su ve MeOH ile yikandi. Daha sonra ii¢ tatlandirici, 0.5 mol L™t amonyum kloriir-
ACN (3:2) karisimu ile kartustan ayristirildi. Tatlandiricilar, 0.01 mol L fosfat tampon
(pH 4.0)-ACN den olusan bir mobil faz ile bir gradyan modu kullanilarak bir Cosmosil 5
C18-AR kolonu iizerinde ayrildi ve 210 nm'de tespit edildi. 10 ve 100 pg g eklenmis 8
cesit gitdadan NEO, ALI ve ASP geri kazanimlari sirasiyla %86-100 ve %89-104 olarak
belirlemislerdir. NEO, ALI ve ASP1n tespit limitleri numunelerde 1 pg g idi. Ayrica, iig
tatlandirici, tandem MS ile sivi kromatografi kullanilarak basariyla tanimlamislardir
(Matsumoto vd., 2008)

Tsang vd., ASP ve pargalanma {irlinlerinin analizi igin hizli ve kolay bir yontem
tizerinde calisilmistir. Gazli igeceklere ait 6rnekler, 22 £ 1 °C'de farkl siireler boyunca
depolanmis ve daha sonra YPSK ve UV dedektorleri kullanilarak incelenmistir. Bu
calisma sonucunda dort farkli parcalanma iirlinii ve oranlari belirlenmistir. ASP'in
benzaldehit gibi bir {irlin olusturmadig: tespit edilmistir. Elde edilen veriler, ASP'in
karbonatl iceceklerde uzun siireli depolama sirasinda kararsiz oldugunu ve pargalanma
tirlinlerinin hidroliz ve siklizasyon yoluyla olustugunu gostermistir (Tsang vd., 1985).

Liu ve arkadaslar1 bu ¢alisma, igeceklerde bulunan CYC, ACE-K ve ASP gibi
tatlandiricilarin ayni anda ayrilmasi ve tespiti i¢in titanyum temelli ters fazli YPSK
yonteminin hizli bir sekilde kurulmasini amaglamislardir. Kromatografik ayrilma
titanyum Sachtopore-RP C18 kolonu (250 x 4.6 mm; 5 um), mobil faz olarak %1 fosfat
asit igeren su ve MeOH karisimi (hacimsel orani 95:5), akis hiz1 1.0 mL/dakika ve tespit
dalga boyu 205 nm dalga boyunda ger¢eklestirilmistir. CYC ve ASP nin lineer araliklar
sirastyla 0.02-8.0 mg/mL ve tespit limitleri (LOD) 16.35 ve 19.56 pg/mL olarak
hesaplanistir. Bunlarin saptama limitleri (LOQ) ise sirasiyla 55.50 ve 68.50 pg/mL'dir.
CYC nin geri kazanimlart %93.52 ile %103.54 arasinda bulunmustur. ASP nin geri
kazanimlari ise %93.31 ile %102.63 arasinda raporlanmistir. Ayrica ACE-K lineer araligi
0.125-50 pg/mL, LOD degeri 0.08 pg/mL ve LOQ degeri 0.25 ug/mL'dir. ACE-K geri
kazanimlar1 %94.34 ile %103.21 arasindadir. Tiim tespitlerin goreli standart sapmasi

(n=8) %0.72'den daha az oldugu belirlenmistir (Liu vd.,2014).



Tran ve arkadaglar1 (2013) tarafindan gercgeklestirilen bir calismada, 24 ilag, kisisel
bakim {irlinti, endokrin bozucu kimyasal ve yapay tatlandiricilarin ayni anda tespit
edilebilmesi i¢in yiiksek verimli bir yontem gelistirilmistir. Bu yontem, tek adimli kati
faz ekstraksiyonu ve yiiksek performansli sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresi
kullanilarak uygulanmigtir. Arastirmacilar, bu yontemi ham atik su, ylizey suyu ve yeralti
suyu gibi su 0rneklerinde basariyla test etmislerdir. Bu gelistirilen yontem, sucul ortamda
bulunan ilaglar ve kimyasal maddelerin varligini, davranisini ve taginimini aragtirmak igin
kullanilabilir hale getirmektedir (Tran vd., 2013).

Croitoru ve arkadaglari {i¢ tatlandiricinin konsantrasyonlarini 6l¢gmek i¢in dogrudan
algilamali (196 nm) basit bir ters fazli (RP18) HPLC-UV yontemi gelistirmistir. Tespit
sinirlar1 CYC, ASP ve sakarin i¢in sirasiyla 12 mg 1-1, 0,5 mg I-1 ve 0,25 mg I""'den
diisiiktiir. Konsantrasyonlar CYC durumunda 113,14-280,07 mg I, sakarin i¢in 17,96
50,94 mg I've ASP icin 9,94-296,82 mg Itarasinda oldugunu gozlemlemislerdir.
(Croitoru, vd. 2011).

Fernandes ve diger arastirmacilar, bu calismada ASP, CYC, sakarin ve ACE-K gibi
tatlandiricilarin ayni anda analiz edilebilmesi i¢in yeni bir yontem gelistirmistir. Bu
yontem, kapiler zon elektroforezi araciligi ile gergeklestirilmistir. Elektrolit kosullarini
optimize ederek, tatlandiricilart basarili bir sekilde ayristirmayr basarmislaridir.
Yontemin dogrulugunu, hassasiyetini ve tespit limitlerini degerlendirmislerdir. Ayrica,
ilgili yontemi limonlu ¢ay poseti Ornekleri iizerinde de basarili bir sekilde
uygulamiglaridir (Fernandes vd, 2013).

Serdar ve Knezevi, bu ¢aligmalarinda ASP, ACE-K, sodyum sakarin ve sodyum
siklamat gibi yapay tatlandiricilarin igecekler ve 6zel besin iirlinlerindeki varligimi
ayirmak ve belirlemek icin kullamlan iki YPSK-DAD yontemini kullanmiglardir. Ik
yontem, C18 kolonunda ASP, ACE-K ve sodyum sakarinin fosfat tamponu ve ACN
kullanilarak izokratik eliisyonu ile ayrilmasm igerir. Ikinci ydntem, C18 kolonunda
sodyum siklamatin MeOH 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 icecekler ve 6zel
besin lriinlerinin gercek orneklerinin analizinde basariyla kullanildigini gostermislerdir

(Serdar ve KneZzev1,2011).



Bergamo ve arkadaslari, ASP, CYC, sakarin ve ACE-K'nin ticari mesrubat
numunelerinde ve masa iistii tatlandirict formiilasyonlarinda basit, hizli ve es zamanh
olarak belirlenmesi i¢in kapasitif olarak birlestirilmis temassiz iletkenlik tespiti (C4D) ile
kapiler elektroforez (CE) kullanmislardir. Arka plan elektroliti (BGE) olarak 100 mmol
L-1 tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS) ve 10 mmol L? histidin (His) iceren bir
tampon soliisyonu kullanildi. Analitlerin ayrilmas: 6 dk’dan daha kisa slirmiistiir. Tespit
ve tayin limitleri (LOD ve LOQ), genellikle fotometrik tespit ile CE tarafindan elde
edilenlerden daha iyi olarak raporlanmistir. Tatlandiricilarin standart ¢ozeltileri eklenmis
numuneler icin %94 ila %108 arasinda degisen geri kazanimlar elde etmislerdir.
Orneklerin CE-C4D yéntemiyle analizi icin goreli standart sapma (RSD) %1,5 ila %6,5
araliginda degistigini gézlemlemislerdir (Bergamo vd., 2011).

Lim ve arkadaslari ithal edilen gidalarda bulunan 9 farkli yapay tatlandiricinin ayni
anda tespit edilmesi i¢in yeni bir yontem gelistirmislerdir. Yontem, YPSK-MS/MS
(ylksek basingli s1vi kromatografisi ve tandem kiitle spektrometrisi) olarak adlandirilan
bir analitik teknik kullanilarak gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrilerinin korelasyon
katsayilar1 (r2 degerleri) 0.99'dan biiyiik olarak tespit edilmistir. Ayrica, yapilan analizler
sonucunda Orneklerdeki tatlandiricilarin kurtarmalart %90.0 ile 107.5 aralifinda ve
varyasyon katsayilari %1.8 ila 8.6 araliginda bulunmustur. Bu sekilde de yontemin
tekrarlanabilirligi ve dogrulugu agisindan basarili oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada
saptama siirt 0.001 ila 0.375 mg/mL arasinda, dl¢tim sinirt ise 0.003 ila 1.125 mg/mL
arasinda bulunmustur. Sonug olarak, bu gelistirilen YPSK-MS/MS yontemi, ithal edilen
gidalarda bulunan 9 farkli yapay tatlandiricinin ayni anda tespit edilmesi i¢in basarili bir
sekilde kullanilmistir (Lim vd., 2013).

Lee ve arkadaslar1 Kore'de kullanimina izin verilen dort yapay tatlandirictyr YPSK-
ELSD yontemi kullanarak incelemislerdir. Bu calismada, Kore'deki 30 farkli gida
kategorisinde bulunan 900'den fazla triiniin tatlandirict igerigini analiz etmislerdir.
Yapilan analizler sonucunda, tatlandiricilarin tiim 6rneklerde giivenli diizeyde oldugu
belirlenmistir (Lee vd.,2017).

Grembecka vd., bu ¢alismalarinda, farkli diyet takviyeleri ve alkolsiiz iceceklerde
ASP, ACE-K, sakarin, sitrik asit ve sodyum benzoatin ayni anda tayin edilmesi i¢in bir
yontem gelistirmislerdir. Yaptiklar1 analizlere gore, 100 mL gazli icecekler ortalama 5,50
mg ASP, 6,38 mg sakarin, 8,94 mg ACE-K, 9,05 mg sodyum benzoat ve 111 mg sitrik

asit igermektedir. Sitrik asitin, tiim Orneklerde en yaygin katki maddesi olup, diyet
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takviyelerinde en yliksek konsantrasyona sahip oldugunu belirtmislerdir (347 mg/g). Tiim
katki maddelerinin uygun giinliik alimin gergeklestirilme yiizdesinin, izotonik
iceceklerde sodyum benzoat hari¢ (%10,1) olmak lizere %10'un altinda olarak tespit
etmiglerdir. Yontemleri dogrulanmis ve dogrusallik, hassasiyet ve dogruluk agisindan

tatmin edici sonuglar vermistir (Grembecka vd., 2014).

3. YONTEMLER

Bu tez calismasinda ASP’nin tabletler igerisindeki miktarinin bulunmasi igin
YPSK-ELSD yontemi gelistirilerek valide edilmistir. Gelistirilen yontem eczanelerden

temin edilen gargara ve tablet numunelerine uygulanmistir.

3.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (YPSK) ve Kullanilan Dedektorler

YPSK bir analitik kimya teknigidir ve bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve
miktarinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilir. YPSK, bir ¢oziicii ve bir mobil faz araciligiyla calisir.
YPSK, analiz edilen bilesenlerin polaritesine, boyutuna, yiiklii olup olmamasina,
kimyasal reaktivitesine ve diger Ozelliklerine bagli olarak ¢alisir (Snyder vd., 1996;
Soyseven, 2018). YPSK’de kullanilan dedektérler 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 dedektoriiniin
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
amacli evrensel bir detektordiir. ELSD, mobil fazdan daha az ugucu olan herhangi bir

maddeyi kolayca tespit edebilir (Soyseven, 2018).

4 MATERYAL VE METOT

4.1. Calisma Kapsaminda Kullanilan Kimyasal Malzemeler

ASP’nin > %99 saflikta bulunan referans standardi Sigma-Aldrich'ten (Almanya)
firmasindan temin edildi. ACN, MeOH ve Merck'ten (Almanya) firmasindan YPSK
safliginda bulunan ultra saf su ise Stakpure (Almanya) cihazindan temin edildi. Tim
analizlerde kullanilan nitrojen gazi (N2) analitik safliktaydi. Tiim standart ¢ozeltilerinin
ve numuneler YPSK enjeksiyonundan 6nce 13 mm i¢ ¢ap ve 0.2 um gozenek boyutuna
sahip (PVDF) siringa filtreleri (Orrange Scientific, Belgika) tiim standart ¢ozeltilerin ve

filtrasyonu i¢in kullanildi.

Tablo 4.1. YPSK-ELSD calismalarida kullanilan malzeme listesi

Kullanilan Kimyasal Malzeme Ad1 Marka Saflik derecesi

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

Sigma — Aldrich (Almanya)
MeOH 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

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

CHROMAFIL kullan at membran
MN Seliiloz asetat porlu
filtreler 0,22 pm, 25 mm

Falkon tiipler Isolab -
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4.2. Cahsma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

Kromatografik ayirimlar, Shimadzu ELSD-LT-II Model dedektériine (Japonya)
bagl bir ikili pompadan olusan Shimadzu LC sistemi (Nexera-i LC-2040C 3D Model)
kullanilarak gergeklestirildi. YPSK cihazinda bir otomatik érnekleyici, bir gaz giderici,
bir termo-statii kolon bdlmesi bulunmaktadir. LabSolution Shimadzu Corporation
(Japonya) yazilimi tarafindan elde edilen veriler izlendi. Sonikasyon i¢in LabCompanion
CS-10 ultrasonik banyo (Kore), vorteksleme i¢in Heidolph Vortex (Almanya) ve numune
ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in Ohaus marka analitik terazi sistemi (ABD) kullanildi.

Calismalarda kullanilan cihazlarin marka ve modelleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Calismalarda kullanilan cihazlarin marka ve modelleri
Cihaz Ad1 Marka/ Model
Marka: Shimadzu (Japonya)
Model: Nexera —i ( LC —2040C 3D) (Japonya) Liquid
Chromatograph

Yiiksek performansli sivi
kromatografi cihazi

) Marka: Shimadzu (Japonya)
Evaporatif Isik Sagilim

Model: ELSD LT — Il Low Temperature Evaporate Ligth Scattering
Dedektorii (ELSD)

Dedector

Hassas terazi

pH Metre

Su banyosu

Vortex cihazi

Mobil faz siizme diizenegi

Siringa ve uglari

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
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4.3.Yontem

Bu ¢alismada s1v1 ve efervesan tablet formlarinda bulunan ASP miktar tayini i¢in
yeni bir YPSK-ELSD yontemi gelistirilmistir. Literatiirde ASP’nin analizi i¢in siklikla
HPLC kullanilmasina ragmen ELSD ile ilgili yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirhidir. Bu
calismada 1 adet sivi ve 2 adet efervesan tablet olacak sekilde toplam 3 farkli numune

incelenerek i¢erdikleri ASP miktar1 incelenmistir.

4.3.1.YPSK-ELSD ile ASP tayini

4.3.1.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

ASP'nin stok standart ¢ozeltileri derisimi 1 mg mL™ olacak sekilde %100 YPSK
safliktaki su igerisinde hazirlanmigtir. Hazirlanan tim stok ¢ozeltiler -18 °C'de
buzdolabinda saklanmis olup biitiin standart ¢ozeltiler giinliik olarak mobil faz (%20
ACN) ile seyreltilmistir. Tiim hesaplamalarda seyreltme faktorii dikkate alinmustir.
Hazirlanan tiim standart ve numuneler en az 5 dk vortekslenerek 20 dk ultrasonik banyoda
igerisinde sonikasyona tabi tutunmustur. Enjeksiyondan 6nce 0.22 pm gézenek boyutuna
sahip PVDF filtre ile stiziilmiistiir. Standart ¢ozeltilerin stabilitesini korumak amaciyla
giinlik kullanimdan sonra 4 °C’de saklanmistir ve 3-4 hafta’da bir gerekli oldugu

durumlarda tekrar hazirlanmistir.

4.3.1.2.Mobil fazin hazirlanmasi

YPSK-ELSD analizinde kullanilan mobil faz 100 mL ACN ile 400 mL YPSK
safliktaki suyun karistirildiktan sonra ¢ozelti icerisinde herhangi bir hava kabarcig
kalmamasi i¢in 20 dk sonikatérde bekletilmistir. Daha sonra hazirlanan ¢ozelti 0.22 um
gbzenek boyutuna sahip filtreden mobil faz siizme diizenegi yardimiyla gecirilerek

YPSK-ELSD sistemine uygun hale getirilmistir.
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4.3.1.3. Numunelerin hazirlanmasi

Eskisehir’de bulunan eczanelerden farkli markalara ait 1 adet siv1 gargara, 2 adet
efervesan tablet temin edilmistir. S1vi olan gargara numunesi YPSK-ELSD sistemine
enjekte edilmeden dnce PVDF filtreden siiziilmiistiir. Efervesan tabletlerden 10 adedi
hassas bir sekilde tartildiktan sonra havan igerisinde toz haline getirilmis ve daha sonra
ortalamasi alinarak tablet 1’ in agirligi 1902+0,1 mg, Tablet 2’nin agirligr ise 1690+0,1
mg olarak raporlanmistir. Tablet 1 numunesi 190 mL YPSK safliktaki su igerisinde Tablet
2 ise 169 mL su igerisinde ¢oziilerek vorteks ile 5 dk karistirnsmis ve daha sonra 20 dk
sonikatorde bekletilmistir. Daha sonra PVDF filtreden siiziilerek YPSK vialine

aktarilmistir. Tiim hesaplamalarda seyrelteme faktorii dikkate alinmastir.
4.3.2.YPSK-ELSD ile Tabletlerde bulunan ASP Tayin Yontemi Gelistirilmesi
4.3.2.1. Sistem uygunluk testleri

Sistem uygunluk testi (SUT), analitik yontem gelistirme ve dogrulamanin 6nemli
bir pargasidir. SUT, ayirma i¢in en uygun kosullar belirlemek i¢in degerlendirilip dikkate
almmustir. Bu amaca ulagsmak icin kapasite faktori (k), kuyruk faktorii (T), asimetri

faktorii ve teorik plaka numarasi (N) ve tutma siiresinin %BSS'si incelenmistir.

Tablo 4.3. Sistem uygunluk testleri igin kullanilan parametreler ve formiilleri

Parametre Esitlik

T: kuyruklama faktorii

Kuyruklama Wy 05 W,

faktorii T= oy
® s

.05 : pikin %5 yiiksekligindeki pik genisligi

.05 : pikin %5 yiiksekligindeki ilk yarisimn pik
genisligi
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Rs: ayirim giicti

Aymnm giici R=72= ﬂ g : alikonma zamani
W + Wy,
tR?J: onceki pikin alikonma zamani
W: pik genisligi
We . snceki pikin pik genisligi
Bagil alikonma — ;‘_2 _h-b - bagil alikonma zaman:
zamani a= ==
1 bt ,
1 : birinci pikin kapasite faktorii
!
k; 2 ikinci pikin kapasite faktorii
L1 : birinci pikin alikonma zamani
L2 : ikinci pikin alikonma zamani
Yo : 6lii zaman
Teorik Tabaka N = 16(tr / W)? tr = alikonma zamani
Say1si . .
W= ppik taban genisligi
Asimetri As=B/A As = asimetri faktorii
Faktorii

A ve B= Pik yiiksekliginin %10 una gére orta
noktaya olan uzakliklar:

Elde edilen pik %BSS=SS/XortX 100  BSS: Bagil standart sapma
alanin tekrar .
edilebilirligi SS: standart sapma

Xort=yaptilan analiz ortalamasi

4.3.2.2. Validasyon
Yontemin validasyonu icin Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi’nin (ICH)

kilavuzunda da belirtildigi gibi dogruluk, kesinlik, secicilik, dogrusallik ve saglamlik gibi
sistem uygunluk testleri yapilmistir (ICH Q2(R1), 2005).
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4.3.2.3. Dogruluk

Dogruluk, olgiilen 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 yontemi ile elde edilen sonuglar arasindaki uygunluk
derecesi olarak tanimlanir. ASP i¢in giin i¢i ve giinler arasi, ortalama derisim (mg/L), SS,

%BSS, giiven aralig1 (o= 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 ASP 1n dl¢iilebilme yetenegidir.

4.3.2.6. Dogrusallik

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

analiz edilmistir.

4.3.2.7. Tespit limiti ve tayin limiti (LOD ve LOQ)

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¢lik konsantrasyon degeridir.

LOQ=10x0/m
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4.3.2.8. Saglamhk

Metot parametrelerinde yapilan ufak degisikliklerden etkilenmeden kaldiginin bir

Olctistidiir ve metodun giivenirligini gosterir.

5. BULGULAR ve SONUCLAR

5.1.YPSK-ELSD ile yapilan SUT ¢alismalar:

Tabletler i¢erisinde bulunan ASP’nin miktarinin YPSK-ELSD belirlenmesi i¢in
cesitli on denemeler gerceklestirilmistir. Kromatografik ayirimdaki en iyi kosullar
bulmak i¢in organik faz yiizdesi (%), ELSD buharlastirma sicakligi, mobil faz akis hizi,
N2 gaz akis hizi, Gain, Filter ve kolon sicakligi gibi ¢esitli parametler incelenerek
degerlendirmeler yapilmistir. En iyi kromatografik ayrimin elde edilmesi i¢in belirlenen
parametreler ayni kalirken, ELSD parametreleri de optimizasyon siireci boyunca
degistirilmistir. 1000 pg mL?! derisimine sahip ASP ¢ozeltisi, optimizasyon
incelemelerinde YPSK-ELSD sistemine enjekte edilmistir.

ACN-Su mobil fazinin ¢esitli oranlar1 (%10,15,20,25) izokrotik olarak ASP
davranigina olan etkileri incelenmistir. Farklit ACN yiizdeleri igerisinde %10 ACN mobil
fazinda alikonma siiresinin uzun oldugu, %25 ACN kullanildiginda ise ASP’nin alikonma
siiresinin ¢ok erken oldugu raporlanmistir. Numunelerdeki karisik matrixlerin girisim
yapabilecegi goz Oniine alindiginda en iyi mobil faz oranin (ACN:Su):(%20:%80)
olduguna karar verilmistir. ELSD sicaklig1 ti¢ farkli sicaklikta (45°C, 50°C ve 55°C) test
edilmistir. Pik morfolojileri géz oniine alindiginda en iy1 sicakligin 50°C derece oldugu
gozlemlenmistir. Gain ve Filter degerleride bu sicakligin se¢iminde gbéz Oniinde
bulundurulmustir. Kolon sicakliklar1 25, 30 ve 35°C arasinda olacak sekilde
degistirilmistir ve cok anlamli bir fark gozlemlenmediginden dolay1 kolon sicakligi 30°C
olarak belirlenmistir. ELSD parametrelerinin en onemlilerinden biri olan N2 gazi
basincini belirlemek igin gesitli incelemeler yapilmistir. N2 akis1 300, 350 ve 400 kPa
araliginda degistirilmis ve en iyl kromatografik ayrim 350 kPa'da oldugu
gozlemlenmistir. Bu sonu¢ Shimadzu'nun Onerilen degerleri ile uyumluluk
gostermektedir. Optimizasyon ¢alismalarinda elde edilen bazi1 kromatogramlar Sekil 5.1-

Sekil 5.4°te gosterilmistir.
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Sekil 5.1. Mobil faz (%75:%25) (Su:ACN), Akis hizi Iml dk, Basing:350 kPa, Gain: 7 Filter:10 ELSD
sicakligi: 50 °C kosullarinda elde edilen ASP kromatogrami

mVv
AD1
0,0
-0,1-
0,2
: : : : ‘ : : : : ‘ : : : : ‘ : : : :
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
min

Sekil 5.2. Mobil faz (%90:%10) (Su:ACN), Akis hizi Iml dk*, Basing:300 kPa, Gain: 5 Filter:10 ELSD
sicakligi:50 °C kosularinda elde edilen ASP kromatogrami
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Sekil 5.3. Mobil faz (%85:%15) (Su:ACN), Akis hizi Iml dk, Basing:350 kPa, Gain: 7 Filter:10 ELSD
sicakligi:50 °C kogularinda elde edilen ASP kromatogrami

mVv

1,0
0,5
0,0

-0,5-

-1,0

Sekil 5.4. Mobil faz (%90:%10) (Su:ACN), Akis huzi Iml dk, Basing:350 kPa, Gain: 5 Filter:10 ELSD
sicakligi:40 °C kosularinda elde edilen ASP kromatogrami

Optimizasyon calismalarindan elde edilen kromatogramlar incenerek YPSK-
ELSD ile tabletlede ASP analizi i¢in en uygun kosullarin Tablo 5.1°de gosterildigi gibi

olmasina karar verilmistir.



Tablo 5.1. Uygulanan YPSK-ELSD kosullar

Parametre Deger
Mobil faz ACN:Su(20:80, v/v)
Akis hiz1 1 mL dk*
Kolon Phenomenex Luna NH:
Injeksiyon hacmi 10 uL
Kolon sicaklig 30 °C
Buharlagtirma sicaklig 50 °C
N2 basinct 350 kPa
Gain 8
Filter 10

Yukarida belirlenen kosullar altinda ASP’nin alikonma zamani 3.5 dk olarak
gozlemlenmistir (Sekil 5.5). YPSK-ELSD yontemin her bir analiz dncesinde kolonu

yeniden sartlanmasi igin analiz siiresi 6 dk olarak ayarlamistir.

mV

200 AD1
150-|
100

50

min

Sekil 5.5. Optimize edilmis kosullar altinda YPSK-ELSD ile elde edilen ASP kromatogrami
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5.2. Sistem uygunluk testleri (SUT)

SUT ¢aligsmalar1 sirasinda 600 ug mL™ ASP ¢ozeltisi kullamlmstir (n=3). Elde

edilen SUT sonuglar1 Tablo 5.2’de gosterilmistir.

Tablo 5.2. YPSK-ELSD kullanilarak yapilan 600 ug mL™ ASP ¢ézeltisi icin elde edilen SUT sonuglart
(n=5)

Parametreler Gozlenen Deger *Onerilen Deger
Alikonma siiresi (dk) 357 -
Kuyruklanma faktorii (T) 1,65 T <2.00
Kapasite faktorii (k) 2,09 k>2.00
Teorik Tabaka Sayist (N) 1345 N > 2000
Alikonma zamani %BSS 0,03 %BSS < 1.0

5.2.1. Dogruluk ve kesinlik ¢alismalar:

Numunelere diisiik, orta ve yiiksek olacak sekilde ti¢ farkli derisimde bilinen
konsantrasyonlarda 40, 200 ve 600 ug mL™* ASP ilavesi yapilmistir. Dogrusal aralik
dikkate alinarak ekleme islemleri yapilmistir.

Geri kazanim degerleri asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.

% geri kazanim = hesaplanan miktar / eklenen miktar x 100

Uygulanan YPSK-ELSD yonetimin geri kazanim sonuglari %86.04 - %110.58
araliginda bulunmustur.

"Kesinlik" terimi, bir dizi 6l¢iimiin sonuglarinin birbiriyle karsilastirilabilir olma
derecesini ifade eder. Genel tabirle, hem giin i¢ci hem de giinler aras1 kesinlik olarak
adlandirilmaktadir. Art arda ii¢ giin boyunca 40, 200 ve 600 ug mL™* konsantrasyonlu iig
ayr1 ASP ¢ozeltisi YPSK-ELSD sistemine enjeksiyonu yapilmistir. (Sekil 5.6)
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mvV

Giin i¢i- Giinler aras1 ASP Kromatogrmalart

150+
100+

50+

Sekil 5.6. Giin i¢i-Giinler arasi elde edilen ASP kromatogramlart

min

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. Uygulanan YPSK-ELSD yonteminin dogruluk ve kesinlik sonuglart

; o o
Miktar Geri kazamim (%) (%BSS)

Hedef bilesik P — "

; G n=3
(ng mL?) 1 5 3. ort. iin i¢i (N=3) Giinler arast
1. 2 3. (n=9)
40 90,74 86,04 86,48 87,75 0,64 0,29 0,43 045
ASP 200 110,58 110,71 108,96 110,09 0,06 0,12 0,12 0,10

600 99,45 97,62 96,54 97.87 0.08 0.06 0.04 0,06

5.2.2. Secicilik ¢alismalar:

Segicilik terimi, bir YPSK isleminin analitleri birbirinden dogru sekilde ayirma

kapasitesini tanimlamak i¢in kullanilir.

Herhangi bir pikin girisim yapmadig

gbzlemlenmistir. Bu durum iyi bir kromatografik ayirimin oldugunu destekler niteliktedir

(Snyder vd., 1996).
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5.2.3. Dogrusallik, LOD ve LOQ

Gelistirilen YPSK-ELSD yo6ntemin dogrusalliginin incelenmesi i¢in on ii¢ adet 20
ila 1000 pg mL* araliginda degisen (20, 30, 40, 60, 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800
ve 1000 pg mL?Y) farkli standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. On {i¢ noktali kalibrasyon
egrileri ile dogrulanmistir. Her bir standart numuden iicer set analiz yapilarak elde edilen

alanlar1 ortalamalar1 hesaplanmistir.

LabSolution programindan elde edilen kromatografik derisimler ve alan verileri

Tablo 5.4°de gosterilmistir.

Tablo 5.4 YPSK-ELSD ile elde edilen kromatografik alan veri tablosu

Derisim | Alanl Alan2 Alan3 0l 1= e A B Log(derisim) | log(ortalama alan)
20 5681 4370 4526 4859 1.301029996 3.686546899
30 10609 [lerxly 9192  10210.33333 REyFAVEPLE 4.009039921
40 Ryl 17982 | 17358 16830 1.602059991 4.226084116

60 35222 36765 | 36311 EFICERCEREEN 1.77815125 4.557499182
80 55848 55656 55379 selepyelslsieys | 1.903089987 4.745290844
100 85374 85099 84335 84936 2 4.929091804
200 372966 [RE1LELN 487830 A1spANEEEIErA | 2.301029996 5.659163531
300 828251 [mepANEE) 931189 893543 2.477121255 5.951115457
400 | 1527911 [EEZEIE{oN UL LY yA BN VYIS NCVAN 2.602059991 6.184342909
500 | 2199082 [wrZEIINR VP pAl 2229418 2.698970004 6.348191503
600 | 2909954 WENFEEYA VLV RN VAR RYARI YA 2.7/7815125 6.47064267
800 | 4668456 WAIEIE RN ISH N[ 4658947 2.903089987 6.66828777

(0[O RNV RN 6430403 | 6468421 | 6465287.667 3 6.810587853

YPSK-ELSD ile elde edilen kromatogramlarin iist iiste getirilerek elde edilen

goriintlisti Sekil 5.7°de gosterilmistir.
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Aspartam Standartlari
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Sekil 5.7. YPSK-ELSD ile elde edilen 20-1000 ug mL* derigimlerine sahip standart ASP

kromatogramlari

Gelistirilen YPSK-ELSD yontemi igin elde edilen kalibrasyon egrisi, (Sekil 5.8)
standart ASP konsantrasyonlarinin elde edilen alanlarina karsi olusturulmustur. Ancak
ELSD linear bir dedektor olmadigindan dolayr elde edilen degerlerin logaritmalarina
kars1 (Sekil 5.9) bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Boylece lineer bir dogru elde
edilmistir. Kalibrasyon grafigi incelendiginde y = 1,8949x + [,2025 (R? = 0,9978),
dogrusu elde edilmistir. Yapilan tiim hesaplamalarda logaritmik degerlerde dikkate
almmistir. Bu degerler Iyi bir dogrusal iliski oldugunu gdstermektedir. Ayrica bu

sonuglar, ASP icin dogrusal bir aralikta dogru sonuglar alabilecegimizi gostermistir.
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Sekil 5.8. YPSK-ELSD ile elde edilen derisim — kromatografik alan egrisi
Aspartam

7 y = 1,8949x + 1,2025
R2=0,9978_..0"®
©.®
o
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S
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log[derisim] ppm

Sekil 5.9. YPSK-ELSD ile elde edilen log/derisim] — log[kromatografik alan] egrisi
Gelistirilen YPSK-ELSD yonteminin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 3 ve 10

sinyal-giiriiltii oran1 temel alinarak hesaplanmistir. Elde edilen, aralik ve dogrusallik

verileri Tablo 5.4’de gosterilmistir.
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Tablo 5.5. ASP i¢in dogrusallik, LOD, LOQ, korelasyon katsayisi ve regresyon denklemi verileri

Dogrusal
Tatlandirica .
aralik Regresyon denklemi  R? LOD (ug mL™) LOQ (ng mL?)
bilesik
(ng mL™)
ASP 20 - 1000 y =1,8949x + 1,2025 0.9978 0,69 2,28

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

5.2.4. Saglamhik calismalari

Gelistirilen yonteminin saglamligini aragtirmak icin akis hizinda (0.9, 1.0 ve 1.1
mL dk), kolon sicakliginda (29, 30 ve 31 °C) ve N2 gaz basincinda bir dizi kiigiik
degisiklikle test edildi (340, 350 ve 360kPa). Saglamlik calismalarinda 500 ug mL™* ASP
cozeltisi kullanildi. % BSS ortalama degerleri %0,06 ile %0,45 arasinda bulundu. Onemli
bir degisiklik olmadigi gozlemlendi. Saglamlik sonuglar1 Tablo 5.5 de gosterilmistir.

Tablo 5.6. Gelistirilen YPSK-ELSD ydnteminin saglamlik sonu¢lart (%BSS)

Kolon Sicakhigi (°C) Akis Hiz1 (mL dk?) N2 Basinci (kPa)
Tatlandiner  5q 31 0.9 1,1 340 360
ASP 0,02 0,01 2,14 1,90 1,86 1,02

BSS: Bagil standart sapma

5.2.5. Numune sonuglari

Gelistirilen ve valide edilen hizli, saglam, giivenilir, ucuz ve tekrarlanabilir YPSK-
ELSD yontemi ile tablet numuneleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde
Gargara numunesinde 104,01 +4,05 mL/100 mL Efervesan tablet 1 numunesinde
2,36+0,57 mg / 100 mg ve Efervesan tablet 2 numunesinde ise 5,37 +1,26 / 100 mg
derisimlerine sahip ASP oldugu gézlemlenmistir. YPSK-ELSD ile elde edilen numune

kromatogramlar: Sekil 5.10 ila Sekil 5.24 arasinda gosterilmistir.
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Sekil 5.10. YPSK-ELSD ile elde edilen gargara ornek kromatogrami
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Sekil 5.11. YPSK-ELSD ile elde edilen Tablet 1 érnek kromatogrami
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Sekil 5.12. YPSK-ELSD ile elde edilen Tablet 2 6rnek kromatogram:
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ASP igeren tablet 6rneklerinin miktarlart Tablo 5.6.'de gosterilmektedir.

Tablo 5.7. Incelenen numunelerin icerdikleri ASP miktarlar:

Ornek no Ornek ad ASP icerigi [100 mg/mg ve 100mg/mL) + SS (n=3)]
1 Gargara 104,01 +4,05 mL / 100 mL
2 Tablet 1 2,36+0,57 mg/ 100 mg
3 Tablet 2 5,37 +1,26 / 100 mg
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6. SONUC VE TARTISMA

Son donemlerde, ilag ve gida endiistrisinin gelisimiyle birlikte ASP tiikketim miktari
biiyiik 6l¢iide artig gostermistir. Gidanin yani sira ilaglar igerisinde de tatlandirict olarak
siklikla kullanilan ASP miktarinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Tatlandiricilarin
analizleri gbéz Oniine alindiginda en sik tercih edilen yontemlerden biri yiiksek
performansli sivi kromatografisi yontemidir. Ilag sanayinde rutin etken madde
analizlerinin yan1 sira yardimer maddelerin analizleri de hizli, hassas, giivenilir, ucuz,
tekrarlanabilir olarak yapilmasi 6nem arz etmektedir. Bu calismada gargara ve efervesan
tabletler icerinde tatlandirici olarak kullanilan ASP’nin YPSK-ELSD ile analizi i¢in bir
yontem gelistirilerek valide edilmistir. Literatiirde ASP’nin YPSK ile tayinini igeren
caligmalar ile kiyaslandiginda ELSD dedektor kullanarak analizinin yapilmasi iyi bir
alternatif olarak degerlendirilebilir. Ayrica gelistirilen YPSK-ELSD yontemi rutin ASP

analizlerinde etkin bir sekilde kullanilabilir.
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