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ONSOZ

Bu doktora tez ¢alismasinda, bilesenlerin kantitatif tayinleri igin yeni asirt
yiksek performansli sivi  kromatografisi (ultra high performance liquid
chromatography — UPLC) yontemleri gelistirilmistir. UPLC  yOnteminin
gelistirilmesinde kemometrik deneysel tasarim optimizasyon yontemi kullanilmistir.
Optimum kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in degisik parametreler {izerinde
calistlmis (sicaklik, hareketli faz akis hizi ve hareketli faz igerisindeki tampon
yiizdesi) ve bu parametrelerin kromatografik ayirma cevabi {lizerine etkileri
arastirilmistir. Deneysel tasarim optimizasyon metodolojisiyle belirlenen optimum
deneysel sartlarda yontem {izerine validasyon calismalar1 yapilmis ve bu yolla
yontemlerin gegerlilikleri kanitlanmistir. Daha sonra, optimize ve valide edilerek
gelistirilen yontemler iki farkli ticari enerji igeceklerindeki bilesenlerin analizine

basariyla uygulanmstir.

Bu doktora tez c¢alismast Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma
Miidirligi’niin 2200237001 nolu projesi ile desteklenmistir. Bu c¢alismanin
gerceklesmesinde maddi imkan saglayan Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma
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yildizim, ¢ok degerli danismanim Prof. Dr. Erdal DINCe bana kattiklar1 ve sabri igin

sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Doktora tezimde, tez izleme komitemde yer alarak, degerli goriisleri ile tezime
katki saglayan ¢ok kiymetli hocam Prof. Dr. Zehra YAZAN’a cok tesekkiir ederim.

Ayrica tez g¢alismalarimin yiiriitiilmesi siiresince, bilgi ve deneyimleriyle destek
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saglayan tez izleme komitesi iiyesi hocam Dog Dr. Ozgiir USTUNDAG’a tesekkiir

ederim.
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1. GIRIS

Enerji icecekleri, viicudumuzda fizyolojik etkileri olan, bir veya daha fazla
fonksiyonel madde igeren ve 6zel olarak tasarlanmus trtinlerdir (Hu ve ark., 2018;
Ruyi ve Chenggang, 2016). Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin 2017/4 sayili
Enerji Icecekleri Tebligi, enerji igeceklerini, “Kafein igeren, taurin, glukoronolakton,
inositol, karbonhidrat, aminoasitler, vitaminler, mineraller ve diger gida ve
bilesenlerini icerebilen, aromalandirilmis alkolsiiz i¢ecekler” olarak tanimlamustir

(Tiirk Gida Kodeksi Enerji Icecekleri Tebligi, 2017).

Enerji igecekleri" ilk olarak 1960'li yillarda Avrupa ve Asya'da ortaya ¢ikmis
olsa da, iiriin ¢esitliliginin hizla artmas1 ve insanlar, 6zellikle de gengler ve ergenler
tarafindan yaygin bir bi¢cimde kullanilmaya baglanmasi, "Red Bull"un 1987'de
Avusturya'da ve 1997'de ABD'de piyasaya siiriilmesi ile ger¢eklesmistir (Reissig ve
ark., 2009). Tiirkiye’de enerji igecekleri tiiketimi ilk kez 1990’11 yillarin sonuna
dogru, tek tiriin olan Red Bull ile baglamis ve bugiin 40’1n {izerinde iiriin ¢esidi ile

artmaya devam etmistir (Avci, 2017).

Asya-Pasifik, Kuzey Amerika, Bati Avrupa, Giiney Amerika, Dogu Avrupa,
Orta Dogu ve Afrika’y1 kapsayan bir rapora gore kiiresel enerji igecekleri pazarinin,
2022'de 58,48 milyar dolardan 2023'te %7,5 bilesik yillik biiyiime oraniyla (CAGR)
62,89 milyar dolara yiikseldigi ifade edilmektedir. Yine ayni rapora gore bu oranin
devam ederek biiylimesi beklenmektedir. Enerji icecekleri tiikketiminin her gegen giin
artmasi1 ve buna bagl olarak artan vaka raporlari, zehir kontrol merkezlerine yapilan
cagrilar, acil servis bagvurularindaki artig, tlkelerin otoritelerini bu igeceklerin
icerikleri konusunda yasal diizenlemeler yapmaya zorlanmistir (Gurley ve ark., 2015;
Seifert ve ark., 2013). Enerji igeceklerinin iceriginin diizenlenmesi, iilkeden iilkeye

farklilik gostermektedir (Heckman ve ark., 2010; Research and Markets, 2023).

Ornegin; ABD’de enerji igeceklerindeki kafein miktarma dair bir smirlama

bulunmazken (Heckman ve ark., 2010), Tiirkiye’de 2017/4 sayili Tiirk Gida Kodeksi



Enerji Igecekleri Tebligi'ne gore bir enerji iceceginde bulunabilecek maksimum
kafein miktar1 150 mg/L’dir. Tiirk Gida kodeksinde enerji igeceklerinde bulunan
diger bilesenlere ait sinirlama ise su sekildedir: glukoronolakton 20 mg/L, inositol
100 mg/L ve taurin 800 mg/L (Tiirk Gida Kodeksi Enerji Igecekleri Tebligi, 2017).

Piyasada benzer icerige sahip c¢ok cesitli enerji igecegi bulunmaktadir. Bu
icecekler temelde ortak olarak kafein ve taurin igerirler fakat iceceklerdeki bu
maddelere ek olarak sekerler (sekersiz markalar da mevcuttur), vitaminler, koruyucu
maddeler, renklendiriciler, guarana, vb. pek c¢cok madde de ecklenmistir. Enerji
icecekleri pazar payinin, her gecen giin artmasi iireticiler arasinda rekabete neden
olmus ve bunun sonucu olarak da ireticiler yeni miisteriler ¢ekmek, satisalarini
arttirmak ve rekabette istlinlik elde edebilmek igin enerji igeceklerine yeni tatlar
katmislardir. Tiirkiye’de ticari enerji i¢ecekleri pazarinda yer alan ¢ok sayida degisik

iceriklere sahip iirtinler bulunmaktadir.

Enerji igecekleri, yutulduktan sonra, gastrointestinal sistem tarafindan hizlica
ve tamamen emilirek viicuda dagilirlar (Nadeem ve ark., 2021). Enerji icecegi
tireticileri, irlinlerin raf Omriinii uzatmak, tatlandirmak ve daha fonksiyonel hale
getirmek icin trlinlerinin igerigini zenginlestirirler (Hu ve ark., 2018; Ruyi ve
Chenggang, 2016). Enerji igeceklerinin igerisine bu amagla vitaminler (niasin,
piridoksin gibi suda ¢oziinen vitaminler), koruyucular (siklikla benzoik ve sorbik
asitler ve bunlarin tuzlari), tatlandiricilar (asesiilfam-K, sorbitol, vb.), renklendiriciler
(allura red, brillant mavisi), kafein, glukuronik asit, taurin ve bitki ekstreleri eklenir.
Enerji igeceklerinde bulunan bu maddelerin her birinin insan viicudunda farkli etki
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Ornegin; kafein beyinde norepinefrin, dopamin ve
serotonin salinimina ve dolasimdaki katekolaminlerin artmasina neden olan adenozin
reseptorlerinin antagonizmasi olarak etki eder (Nadeem ve ark., 2021). Niasin,
kandaki yiiksek yogunluklu lipoprotein diizeylerini arttirarak kardiyovaskiiler
hastalik riskini azaltir. Ayrica, viicudun adrenal bezlerde ve viicudun diger
kisimlarinda cinsiyet ve stresle ilgili ¢esitli hormonlar iiretmesine yardimci olur

(Ameta ve Singh, 2014).



Son yillarda insanlarin is temposunun artmasi ve kisilerin bu tempoya ayak
uydurabilmek amaciyla daha fazla enerjiye ihtiyag¢ duymasi, enerji icecegi
tilketiminin de artmasma neden olmustur. Insanlari bu igecekleri kullanmaya
yonelten diger nedenlerden bazilar ise; fiziksel dayanikliligi, konsantrasyon diizeyini
ve psikomotor islevlerin diizeyini arttirmak, uykudan kaginmak, susuzlugu gidermek
ve metabolizmay1 uyarmaktir (Aydin ve Dede, 2016; Chita ve ark., 2010; Medina ve
ark., 2020; Zielinska ve ark., 2022).

Ticari enerji iceceklerinin olumlu etkilerinin yami sira; uykusuzluk, stress,
depresif ruh hali, sinirlilik, karaciger ve sinir hasari, gastrointestinal hastaliklar gibi
olumsuz etkileri de bulunmaktadir (Nadeem ve ark., 2021; Wolk ve ark., 2012).
Ayrica insan sagligi acisindan ciddi riskler barindirmaktadir. Yapilan caligsmalar
gostermistir ki, bu risklere neden olan maddeler arasinda taurin, kafein ve seker basta
gelmektedir (Zielinska ve ark., 2022). Bu etkiler enerji igeceginin igerisinde bulunan
bilesiklerin miktarina gore farklilik gostermektedir ve bu olumsuz etkilere genellikle
asirt tilketim durumunda rastlanmaktadir. Ozellikle genc¢ niifusu hedef alan bu
iceceklerin denetlenmesi ve takibi olduk¢a zordur. Denetimin yeterli diizeyde
olmamasi, bu iirlinlerin sayisinin ve ¢esidinin her gecen giin kontrolsiiz bir bicimde

artmasina neden olmaktadir.

Ticari enerji iceceklerinin igerigindeki maddelerin insan sagligi agisindan
hayati oneme sahip olmasi, bu igeceklerin kalite kontrollerinin yapilmasini ve
giivenirliliklerinin arastirilmasini zorunlu hale getirmistir. Bu amagla, pek ¢ok analiz
yontemi gelistirilmistir. Fakat bu igeceklerin {iriin igeriginin siirekli gilincellenerek
degismesi ve zenginlesmesi, gelistirilmis olan analiz yontemlerinin pek ¢ogunun da
etkisiz hale gelmesine neden olmustur. Bu durum ticari igeceklerinin kalite kontrol
ve rutin analizleri i¢in yeni analiz yontemlerinin gelistirilmesi zaruriyetini
dogurmustur. Ticari enerji igecekleri gibi kompleks yapili numune analizlerinde,
numunede bulunan bilesiklerin benzer kimyasal yapida olmalari, piklerin Ortiismesi,
numune matrisinin analiz {izerine girisimde bulunmasi gibi pek cok nedenlerden
dolayr klasik analiz yontemleri ile numunedeki istenen bilesen(ler)in analizi

zorlasmaktadir. Cogu zaman klasik analiz yontemlerinde bir numunedeki bilesigi



analiz etmek icin ekstra On iglemler gergeklestirilir. Bu durum analiz siiresinin
uzamasina, daha fazla is giliciine ve daha fazla madde harcanarak analizin daha da
maliyetli olmasina neden olur. Ayrica On islem basamaklarinin artmasi analizin
dogrulugunun ve segiciliginin azalmasina da neden olur. Tiim bu yontemlerin
getirmis oldugu dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in aragtirmacilar bu yontemlere
alternatif olarak yiiksek performansli sivi kromatografisi (high performance liquid
chromatography — HPLC) yontemini tercih etmislerdir. HPLC yontemi, numunedeki
bilesiklerin farkli kimyasal yapida ve polaritede olmalar1 sebebiyle herhangi bir 6n
isleme ihtiya¢ duyulmadan, daha dogru ve segici bir bicimde, daha az ¢oziicli
kullanarak, kisa siirede analizlerin gerceklesmesini  saglamaktadir. Bu
avantajlarindan dolayr oOzellikle gida ve ilag endiistrisinde yaygin bir bigimde

kullanilmaktadir (D6nmez ve ark., 2020).

Enerji icecekleri gibi kompleks yapili {iriin analizlerinde kullanilan yontemlerin
daha secici ve gilivenilir hale getirilmesi i¢in deneysel tasarim ve optimizasyon
metodolojilerine siklikla bagvurulmaktadir. Optimizasyon, bir deney igin sistematik
olarak optimum kosullarin bulunmas: i¢in kimyada en yaygmn kullanilan
uygulamalardan biridir. Bir analiz metodunun gelistirilmesinde en 6nemli adim olan
optimizasyon caligmalar: ile; en dogru, en kesin, en hassas, en giivenilir, diisiik
maliyetli ve hizli analiz sonuglarinin elde edilebilece§i analiz kosullarinin
belirlenmesi hedeflenir. Optimizasyon ¢alismalarinda bir veya daha fazla degiskenin
deney iizerindeki etkileri arastirilir. Bunun i¢in, degiskenler disindaki tiim deneysel
sartlar sabit tutulur ve secilen degiskenlerin farkli degerleri ile deneyler tasarlanir ve
bu degiskenlerin farkli seviyeleri (diisiik (-1), orta (0) ve yiiksek (+1)) ile olusturulan
deneylerin her birinin cevap yiizey metodolojileri incelenerek deneylerin analitik
cevap faktorii hesaplanir ve bu sekilde analiz i¢in en uygun deney sartlar1 belirlenmis
olur. Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi ile hem her bir degiskenin
deney iizerindeki etkisi tek tek belirlenmis olur hem de degiskenler arasindaki iligki

bir biitiin halinde gézler oniine serilir.



Bu doktora tez calismasinda Tiirkiye piyasasinda bulunan degisik bilesimlere
sahip iki farkli ticari igece8i secilmistir. Bu iki farkli ticari igeceklerindeki
bilesenlerin miktar tayinleri i¢cin kemometrik optimizasyon metodolojisi kullanilarak

yeni UPLC yontemleri gelistirilmistir.

Bu doktora tezinde yapilan ¢alismalarda iki farkli endiistriyel ticari
iceceklerinin kantitatif analizleri i¢in yeni gelistirilen UPLC yontemlerinin optimal
deneysel kosullarin belirlenmesi tam faktoriyel tasarim (full factorial design — FFD)
ve optimizasyon islemiyle gergeklestirilmistir. Kemometrik optimizasyon isleminde
sicaklik, akis hizi ve hareketli fazdaki tampon yiizdesi faktorleri ve gelistirilmis
kromatografik cevap fonksiyonu (KCF) (function of improved chromatographic

response —ICRF) kullanilmustir.

Bu tez ¢alismasinda yararlanilan deneysel tasarim optimizasyon (Experimental
design and optimization — EDQ) teknigi ile optimize edilerek gelistirilen UPLC
yontemleri ile ticari enerji icecegine ait birinci ticari igecek triiniinde kafein (KAF)
ve potasyum sorbatin (PS); ikincisinde ise B3 Vitamini (B3), sodyum benzoat (SB),
PS ve KAF’in es zamanli kantitatif analizleri gergeklestirilmistir. Kaynak
taramalarindan bu giine kadar yapilmis olan c¢aligmalar incelendiginde, bu doktora
tezinin de konusu olan bilesenlerin enerji icecekleri gibi kompleks yapili {iriinlerin
analizleri i¢in ilk kez EDO teknigi ile gelistirilen UPLC yontemleriyle belirlenmistir.
Bu nedenle, gelistirilen yontemlerin, gida endiistriisinde iiriinlerin kalite kontrol ve
rutin analizleri i¢in alternatif yontemlerdir. Gelistirilen yontemler, dogru, giivenilir,
hizli, kolay uygulanabilir ve ¢evre dostu yontemler olmalart nedeniyle oldukca
biiyiikk avantajlara sahiptirler. Ayrica, bu calisma ile elde edilen ciktilar, gida

endustrisinde ticari i¢ceceklerinin analizlerinde kullanilabileceklerdir.

Dolayistyla, bu doktora tez aragtirmasinin amaci, hem enerji igecekleri hem de
gida endiistrisinde gidalarin iiretim ve kalite kontrol asamalarinda kullanilabilecek
yeni kromatografik yontemlerin gelistirilmesidir. Calismada kompleks igerikli ticari
enerji iceceklerindeki analitlerin analizlerinin EDO teknigi ile gelistirilen UPLC

yontemleri sayesinde siirli bir deneysel calismayla kisa alikonma siiresi (short



retention time) ve yiiksek ayirma gilicii (high resolution) ile yapilabilecegi ispat

edilmistir.

1.1. Bilesiklerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bu doktora tez calismasinda farkli icerige sahip iki ayri ticari enerji igecegi
(ticari enerji icecegi (l), ticari enerji icecegi (I1)) numunesi igerisinde yer alan ve
tayin smurlart igerisine giren bilesenlerin deneysel tasarim ve optimizasyon
medolojilerinden tam faktoriyel tasarim ile sartlar1 belirlenen UPLC yontemleri ile es
zamanl miktar tayinleri gerceklestirildi. Uretici firmalar, ticari enerji igeceklerine
dogal bitki ekstrelerinin yaninda bir takim bilesikler de eklemislerdir. Asagida ticari
enerji igecegi () igerisinde yer alan KAF ve PS ve ticari enerji igecegi (II)

numunesinde bulunan B3, SB, PS ve KAF hakkinda ayrintili bilgi sunulmaktadir

1.1.1. Niasin (B3 Vitamini)

1912 yilinda Kazimierz Funk, piring kepeginde Vitamin ararken Nikotinik
asidi (niasin) kesfetmistir. B3 vitamini, nikotinik asit veya PP vitamini olarak da
bilinen Niasin (B3), suda ¢oziinen bir B-kompleksi vitaminidir. Niasin, CsHsNO;
Kimyasal yapisina sahip (Sekil 1.1), piridin beta karboksilik asittir. Literatiirlerde
nikotinik asit/nikotinamid terimleri yaygin olarak kullanilirken, tipta daha c¢ok
niasin/niasinamid terimleri tercih edilmektedir (Aguilera, 2012; Brody, 1998; Panda,
2003).

Sekil 1.1. Niasinin kimyasal yapisi.



IUPAC ismi : Piridin-3-karboksilik asit

Kapali formiili 1 CeHsNO,
Molekiil agirlhig : 123,11 g/mol
pKa : pKay: 2,07, pKay: 4,81 (Wysoczanska ve ark., 2020)

: 2,20 (Vallez-Gomis ve ark., 2021
: 4,87 (da Silva ve ark., 2013)

Log P : 0,219
Erime noktasi . 234-237 °C
Cozinitirlik ‘Sudaki ¢oziinirligii: 0,018 g/mL, organik c¢oziiciilerde

¢oziinmez veya ¢ok az ¢oziiniir (Vallez-Gomis ve ark., 2021;
Wysoczanska ve ark., 2020)
UV-GB Spektrumu : Niasinin UV spektrumu Sekil 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.2. Niasinin (15 pg/mL), 0,1 M HCI ¢ozeltisi igerisindeki UV spektrumu.

Niasin suda ¢oziintirliigii yliksek olan beyaz kristal bir maddedir. Nikotinik asit
cift-iyon (zwitteriyonik) karakterli bir maddedir; yiiksek pH'ta karboksilik
fonksiyonda negatif olarak yiiklenirken, diisiik pH'ta piridinil nitrojende pozitif



olarak yiiklenir. Bu nedenle amfoterik bir molekiil olarak kabul edilir ¢iinkii bazlarin
yant sira asitlerle de tuzlar olusturur. Nikotinik asit kuru formda oldukga kararlidir
(Aguilera, 2012; Brody, 1998; Panda, 2003). B3 vitamini asidik ve bazik ¢6zeltilerde
ve havaya maruz birakildiginda tiim vitaminler arasinda en kararli olmasi1 nedeniyle

enerji igeceklerinde en ¢ok tercih edilen vitamindir (Pencheva ve Georgieva, 2014).

Niasin, NH, radikali eklendiginde veya agizdan alindiginda viicutta
nikotinamide doniislir. Niasin, klasik rolii redoks reaksiyonlarina katilmak olan

koenzimler olan nikotinamid adenin diniikleotide (NAD) ve nikotinamid adenin
diniikleotid fosfatin (NADP) onciisiidiir. NADP, NAD’nin fosforile edilmis bir

formudur. Bu bilesikler, enerji tiretimi i¢in kritik olan hiicresel oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonlarina katilir. NAD, karbonhidratlarin, yag asitlerinin, keton
cisimlerinin, amino asitlerin ve alkolliin par¢alanmasini igeren katabolik
reaksiyonlarda bir elektron alicis1 olma egilimindedir ve enerji iireten reaksiyonlarda

kullanilir (Aguilera, 2012; Brody, 1998; Panda, 2003).

1.1.2. Kafein

Eski caglardan beri insanlar alkaloid igeren bitkilerden ilag, ¢ay ve iksir
seklinde faydalanmaktadirlar. Alkaloidler, bitkilerde dogal olarak bulunan, cesitli
farmakolojik ve farmakodinamik etkilere sahip olan, yapilarinda halka igerisinde bir
veya daha fazla azot igeren, bazik karakterli maddelerdir. Alkaloitler genellikle 5
veya 6 tyeli azot halkalari seklinde bulunurlar. Doymamis azotlu altili halkal
olanina piridin, doymus olanina ise piperidin ad1 verilir. Piridin tiirevi ¢ok sayida
alkaloit bulunmaktadir: Kkonin, pelletierin, konisein gibi. Lobelia tiirlerinin
alkaloitleri, lobelanin, lobelin, lobelanidin pirepidin tiirevi alkaloitlerdir. Ksantinin
okso formunun metilli tiirevleri kafein, teobromin (3,7-dimetilksantin) ve teofilin
(1,3- dimetilksantin) gibi alkaloitleri meydana getirmektedir. Bu maddeler bitkilerin
farkli kisimlarinda farkli miktarlarda bulunurlar. Bitkilerde alkoloidlerin en fazla
oldugu kisimlar kok, kabuk, yaprak, meyve ve tohumlardir. Alkoloidler analjezik,

antiseptik, antienflamatuar, antifungal, antibakteriyal, antiviral, antioksidan,



antimutajenik, sedatif ve stomatik etkiler gostermektedir. Alkaloitlerin g¢ogu
renksizdir ve tadlar1 acidir, bazilari ise renklidir (sanguinarin kirmizi, berberin sari)
(Tanker ve Tanker, 2003; Skoog ve ark., 2007). Bu doktora tez ¢alismasinda, ticari
enerji iceceklerinin insan saglig1 acgisindan tehdit olusturmasimmin en Onemli

unsurlarindan biri olan kafein alkoidi ele alinmstir.

Kafein (KAF), kimyasal formiilii CgHioN4O, olan ve 1,3,7-trimetilksantin

olarak da bilinen metilksantin alkaloidi olan bir piirindir. (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Kafeinin kimyasal yapisi.
IUPAC ismi : 1,3,7-trimetilksantin
Kapali formiilii 1 CgH1oN4O5
Fiziksel 6zellikleri  : Beyaz kristal toz formunda, tad1 ac1 ve kokusuzdur
Molekiil agirlig : 194,19 g/mol
Yogunluk 11,2 glcm3
pKa : 0,6 (Halka ve ark., 2010)

: 1,0 (Wang ve Lau, 1998)

: 14 (Halka ve ark., 2010; Wang ve Lau, 1998)
Kaynama Noktas1 1178 °C
Erime Noktasi : 238 °C (susuz)
Suda Coztintrligi  : 21,7 mg/mL (25 °C)

: 180 mg/mL (80 °C) (Nonthakaew ve ark., 2015).
UV-GB Spektrumu : Kafeinin UV spektrumu Sekil 1.4’de verilmistir.



Kafein, organik ¢oziiciiler kullanilarak ekstrakte edilmektedir. Etanolde
¢Oziinirligli 1,5 g/100 mL’dir ve eterde az ¢oziiniir. Kafein molekiilleri, hidrojen
baglar1 ile bir arada tutulur ve hafif bazik yapiya sahip asiral bir molekiildiir

(Vijayakumar ve ark., 2014).

Kafein, bir pirimidindion ve imidazol olmak {izere iki halka igerir.
Pirimidindion halkasi, iki amid fonksiyonel grubu igerir ve bu halka i¢indeki alt1
atomun timii sp2 hibritlesmesi yapmustir. Imidazol halkas1 da yapisinda iki azot
bulundurur ve rezonans bir yapiya sahiptir. Kafein viicuda alindiktan sonra
metabolitleri olan paraksantin (%84), teobromin (%12) ve teofiline (%4) doniisiir. Bu
metabolitler arasinda en az toksisiteye sahip olan madde paraksantindir. Bu

metabolitlerin her biri metabolize edildikten sonra idrar yoluyla viicuttan atilir

(Gramza Michalowska, 2014; Gressner ve ark., 2009).
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Sekil 1.4. Kafeinin (15 pg/mL), 0,1 M HCI ¢ozeltisi igerisindeki UV spektrumu.
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1.1.3. Sodyum Benzoat

Benzoik asit (BA), suda az ¢ozlinen beyaz bir katidir (Hamzah ve ark., 2011).
Pek c¢ok organik maddenin sentezinde 6n madde olarak gorev alan, gida, ilag ve
kozmetik {iiriinlerinde {iriin kalitesini korumak, raf dmriinii uzatmak ve mikrobiyal
bozulmay1 6nlemek igin siklikla kullanilan karboksilik asit ailesinin en basit {iyesi
olan zayif bir asittir (Hong ve ark., 2009; Yerlikaya ve ark., 2021). Benzoik asidin bir
tuzu olan sodyum benzoate (SB) ise benzoik asidin sodyum hidroksit ile
notrlestirilmesiyle olusur. Benzoik asit (E210) ve sodyum benzoat (E211), balik ve et
tiriinleri, soslar (mayonez, hardal), alkolsiiz i¢ecekler, yumurta {iriinleri, meyve bazl
gidalar, sebzeler vb. bir¢ok gida iiriinde kullanilmaktadirlar. Benzoik, sorbik ve
propiyonik asitler gibi antimikrobiyal bilesikler, pH degerleri 2,5 — 4,0 olan
ortamlarda, kiif, maya ve genis spektrumlu bakterilere karsi etkilidir. Bu maddeler
sadece gidalarda degil ayni zamanda kozmetik ve farmasotik iriinlerde de aymi
amagla ve siklikla kullanilirlar. (Goren ve ark., 2015; Hamzah ve ark., 2011;
Heshmati ve ark., 2017; Tfouni ve Toledo., 2002; Yerlikaya ve ark., 2021). Benzoik
asit ve tuzlari, Avrupa Parlamentosu ve Konsey Direktifi No. 95/2/EC tarafindan
gida koruyucular1 smifina alinmistir (lammarino ve ark., 2011). Sodyum benzoatin

kimyasal yapis1 (Sekil 1.5) ve fiziksel ve kimyasal 6zellikleri asagida verilmistir.

ONa
Cc=0

Sekil 1.5. Sodyum benzoatin kimyasal yapisi.

IUPAC ismi : Sodyum benzoat
Kapali formiili : C7H50,Na
Molekiil agirhig : 144,11 g/mol
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Fiziksel 6zellikler ~ : Beyaz, kokusuz, buruk bir tada sahip kristal toz veya

grantiller

pKa 4,08

Erime noktasi 300 °C

Coziniirlik : Suda c¢oziiniirligi oldukca yiiksek (550-630 g/L, 20 °C).

Etanol, methanol ve etilen glikolde ¢6zilinebilir.
Yogunluk : 1,44 glem®
UV-GB Spektrumu  : Sodyum benzoatin UV spektrumu Sekil 1.6’da sunulmustur.
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Sekil 1.6. Sodyum benzoatin (15 pg/mL), 0,1 M HCI ¢ozeltisi icerisindeki UV spektrumu.

Gida driinlerinde benzoik asit yerine daha ¢ok sodyum benzoat tercih
edilmektedir, bunun nedeni sodyum benzoatin benzoik asitten yaklasik 200 kat daha
1yl ¢Oziiniir olmasidir. Ayrica sodyum benzoat, aerobik kosullar altinda biyolojik
olarak kolayca parcgalanabilen bir maddedir. Gida iiriinlerinde kullanimlar1 agisindan

tek dezavantaji ise tatsiz olmalaridir (WHO, 2000).
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1.1.4. Potasyum Sorbat

Potasyum sorbat (PS), dogal olarak olusan ve gidalarda en ¢ok tercih edilen bir
doymamis yag asididir (Alrabadi ve ark., 2013). (Sekil 1.7). PS, sorbik asidin
potasyum hidroksit ile notrlestirilmesi yoluyla olusan ve sorbitol, potasyum ve sorbik
aside parcalanabilen sentetik bir gida katki maddesidir (Dehnhan ve ark., 2018;
Pylypiw ve Grether, 2000).

/\/\)]\O—K‘F

Sekil 1.7. Potasyum sorbatin kimyasal yapisi.

Kodu : E202

IUPAC ismi : Trans-2,4-hekzadienoik asidin potasyum tuzu
: Potasyum (2,4-hekza-2,4-dienoat)

Kapali formiili 1 CeH/KO,

Molekiil agirhigi : 150,22 g/mol

Fiziksel Ozellikler ~ : Graniil veya toz halinde beyaz, kokusuz ve kristalimsi bir
maddedir

pKa pH4,4

Erime noktas1 : 270 °C (518 °F; 543 K)

Coziiniirlik : Etanol ve asetonda giicliikle ¢oziiniir ve suda (100 °C'de 58,5

g/100 mL), kloroformda kolayca c¢oziiniirken benzende
¢oziinmez

Kararlilik : Gidadaki sicaklik, pH, gida kombinasyonu, su aktivitesi,
cesitli metaller ve diger katki maddeleri gibi parametreler PS
kararliligini etkiler.

UV-GB Spektrumu : Potasyum Sorbatin UV spektrumu Sekil 1.8’de verilmistir.
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Sekil 1.8. Potasyum sorbatin (15 pg/mL), 0,1 M HCI ¢ozeltisi i¢erisindeki UV spektrumu.

Sorbik asit (SA) (E200) ve tuzlari; potasyum (E202) ve kalsiyum (E203) sorbat
suda ¢Oziiniirliklerinin iyi olmasi nedeniyle pek c¢ok sayida islenmis gidada
koruyucu madde olarak kullanilmaktadir. Sorbik asit ve tuzlarn kiif, maya ve ¢ok
cesitli bakterilerin biliylimesini engelleyerek {iriiniin raf Omriinlin uzamasint ve
iriiniin taze kalmasini saglar. Potasyum sorbatin siklikla kullanildig1 gidalar arasinda
margarin, ¢esitli meyve konserveleri ve tatlilar, saraplar ve diger i¢ecekler, peynirler,
vb. bulunmaktadir. Bunlarin disinda kozmetik alaninda, tiitiin, pestisit igerisinde de
yaygin bir bicimde kullanilmaktadir (Ferrand ve ark., 2000a; Ferrand ve ark., 2000b;
Ruyi ve Chenggang, 2016).

Sorbat nispeten kararsizdir ve gida sistemlerinin sulu modelinde bozunur ve 30
°C'de ii¢ aylik depolamadan sonra %35'1 kaybeder ve orta nemli gidalarda 40 giin
sonra %25'ten az1 35 °C'de kalir. Gida maddelerinde PS stabilitesinin pH oran1 ve su
aktivitesi, sicaklik, gida kombinasyonu, metal iyonlari, paketleme ve diger gidalarin

varhigi gibi pek ¢ok faktorden etkilendigi bilinmektedir (Dehnhan ve ark., 2018).
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Gida iiriinlerindeki sorbatin ikincil aminler, askorbik asit ve demir tuzlari ile
reaksiyona girebildigi ve yiiksek sicakliklarda farkli adiiktler olusturabildigi ve
bunun da gidanin esmerlesmesine yol agtig1 ifade edilmektedir. Ancak glukonat,
sitrat ve ferrik gibi demir tuzlarinin varliginda sorbatin giiclii reaktivitesi, toksik
bilesiklerin olusumuna yol acabilir. Sorbik asit ayrica nitrit ile reaksiyona girebilir ve
genis bir pH araliginda stabil olan mutajenik 1,4-dinitro-2 metilpirol bilesigi
tiretebilir (Dehnhan ve ark., 2018).

1.2. Bilesiklerin Etkinlikleri

1.2.1. Niasin (B3 Vitamini)

Vitaminler, insanlarda gelisme, normal biliyime ve viicut fonksiyonlarmin
saglikli bir bicimde devam ettirilmesi, enerji tiiretimi, bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesi ve hiicre olusumu gibi insan metabolizmasi i¢in gerekli olan pek ¢ok
hayati fizyolojik fonksiyonda temel rol oynayan organik molekiillerdir. Vitaminler
¢ozinirliklerine gore suda ve yagda ¢oziinenler olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Suda ¢ozlinenler, B grubu vitaminleri (tiamin (B1), riboflavin (B2), niasin (B3),
pantotenik asit (B5), piridoksin (B6), biyotin (B8), folik asit (B9), siyanokobalamin
(B12) ve C vitamininden (askorbik asit) olugsmaktadir (Melfi ve ark., 2018; Wang ve
ark., 2018; Zhang ve ark., 2018). Yagda ¢oziinen vitaminler ise A vitamin (retinol), E
vitamini (tokoferol), D vitamini (kalsiferol) ve K vitaminidir (filokinon) (Melfi ve
ark., 2018). D vitamini disindaki diger tiim vitaminler viicut tarafindan
tiretilemedikleri icin, bunlar1 yiyeceklerden veya farmasotik preparatlardan almak
gerekmektedir (Wang ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2018). Vitaminler neredeyse tiim
gidalarda, vitamin takviyelerinde, ilaclarda ve vitamin agisindan zenginlestirilmis
icecekler gibi farkli preparatlarda bulunurlar. Vitaminlerin ¢ogu kararsizdirlar,
bunlar, ortamin pH degerine, sicakliga, 1s18a, neme, ortamda bulunan metal iyonu
konsantrasyonu ve oksitleyici ajan miktarina bagli olarak degredasyona ugrarlar

(Ciulu ve ark., 2011; Pencheva ve Georgieva, 2014; Ribeiro ve ark., 2011).
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Suda ¢Ozlinen vitaminler, genel olarak karbonhidratlarin, lipitlerin ve
proteinlerin metabolizmalarinda ve 6nemli metabolik siire¢lerde 6nemli rol oynarlar
ve bu onemli gorevleri yerine getirmek i¢in koenzimler olarak islev goriirler (Melfi
ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2018). Suda ¢oziinen vitaminler (SCV) grubunda yer
alan B grubu vitaminleri, insan sagligi i¢in gerekli olan her biri farkli kimyasal
yapida olan ve biyolojik rollere sahip olan bilesiklerden olugmaktadir. B
vitaminlerinin eksikligi ariboflavinoz, pellagra, anemi, kardiyovaskiiler risk, biligsel
bozukluk ve ndral tiip defekti vb. hastaliklara yol acar ve giinliilk beslenmede bu
vitaminlerin yeterli miktarda alinmasi gerekir. B-vitaminleri viicudumuzda ne
biyolojik olarak sentezlenebilirler ne de depolanabilirler (B12 hari¢) ve bunlarin
yiyeceklerden veya farmasotik preparatlardan alinmasi sarttir (Shetty ve ark., 2020).
B grubu vitaminleri tliketiminin zihinsel uyaniklig1 ve konsantrasyonu arttirmasi
bunlarin siklikla ticari enerji igeceklerinde kullanilmalarina neden olmustur (Hu ve

ark., 2018).

B grubu vitaminlerinin bir iiyesi olan ve aymi gruptaki vitaminler arasinda
kararliligr en yiiksek olan niasin, enerji metabolizmasi igin gerekli olan enzimin bir
parcasidir ve merkezi sinir sistemi sagligi, cilt sagligi ve sindirim sistemi sagligi

tizerinde 6nemli rolleri bulunmaktadir (Shetty ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2018).

Niasin, gidalarda bulunan ve bir aminoasit olan triptofandan iiretilir. Genel
olarak, fisttk ezmesi, sebzeler (6zellikle yesil yaprakli sebzeler, kuskonmaz ve
mantar), zenginlestirilmis veya kepekli tahillar ve ekmekler, balik, kiimes hayvanlari,
vb. bulunur (Panda, 2003; Zhang ve ark., 2018). Her giin diyet proteinleri seklinde
tiikketilen triptofan, niasin olusturmak iizere parcalanir. Genel olarak 60 mg diyet
triptofanin 1,0 mg niasine esdeger oldugu kabul edilmistir. Siit proteini triptofan
bakimindan yiiksektir ve bu nedenle aslinda iyi bir niasin kaynagidir (Body, 1998;
Panda, 2003). Yetigkinler i¢in onerilen giinliik besin alim miktar1 (RDA), erkekler
icin 16 mg/giin ve kadinlar i¢in 14 mg/giin niasin esdegeridir (Aguilera, 2012).
Brody ise bu miktarin yetiskin erkekler i¢in 19 mg/giin oldugunu ifade etmistir
(Brody, 1998).
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Viicudumuzda niasin, hiicreden hiicreye hidrojen taginmasinda yer alan bir ko-
hidrojenaz gorevi goriir. Boylece tiim karbonhidratlarin metabolizmasinda 6nemli
bir rol oynar.  Koenzim 1-difosforidin niikleotidin (DPN) ve ko-enzim-II
trifosfopiridin niikleotidin (TPN) bir parcasini olusturur ve boylece doku solunumuna
yardimci olur. Niasin'in kan kolesteroliinii diisiirmede dikkate deger bir etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Ayrica, niasin viicutta kofaktér nikotinamid adenine
diniikleotite (NAD) ve bunun fosforile edilmis formu olan nikotinamid adenine
diniikleotit fosfata (NADP) doniisir. NAD ve NADP, DNA onarimi, kalsiyum
mobilizasyonu ve deasetilasyon gibi adenozin difosfat (ADP)-ribosilasyon
reaksiyonlarinda etkin rol oynar (Aguilera, 2012; Brody, 1998; Panda, 2003).

Niasin hem mideden hem de bagirsaklardan emilir ve tiim dokularda koenzimi
olarak depolanir. Absorpsiyon ve depolamadan sonra nikotinik asit bobrekler
yoluyla kismen N-metil nikotinamid olarak atilir. Giinliik alimimmizin yaklasik
%90'ma esdeger bir miktarda niasin, N-metil-2-piridon-5-karboksamid (kisaca

piridon) ve N-metil-nikotinamid formlarinda atilir (Brody, 1998; Panda, 2003).

Niasinin  yetersiz alinmast durumunda, siddetli dermatit, catlamis
kabuklanmalar, ishal, zihinsel depresyon ve 6liim ile kendini gdstermen pellagra
hastalig1 ortaya c¢ikar. Niasin bu hastaligin tedavisinde oldukga etkilidir. Niasin bu
hastalik disinda, ateroskleroz, tromboembolik-vaskiiler hastalik, anjina pektoris,
serebral arterioskleroz, meniere hastaligi, migren, beslenme psikozlari, alkol
zehirlenmesi, duygusal rahatsizliklar, bas agrisi, kornea iilserleri, Raynaud hastaligi,

gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (Brody, 1998; Panda, 2003).

Bir insanin viicudunda cesitli nedenlere bagli olarak niasin eksikligi
goriilmektedir. Bu nedenler arasinda; emilimin yetersiz olmasi (sindirim
bozukluklari, ishal, dizanteri vb.), hamilelik, biiyiime ve yiiksek atesli enfeksiyonlar
sonucu niasine duyulan asir1 talep, tiiberkiiloz, asir1 lusin kullanimi, timdrler,
Hartnup hastalig1 (kalici pellagra), vb. Niasinin eksik olmasi durumunda diyet

yontemleri uygulanarak, niasince zengin gidalar tiiketilerek tedavi edilebilir. Ayrica
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niasin eksikliginden muzdarip hastalara 100-500 mg sentetik nikotinik asit
verilebilmektedir (Panda, 2003).

Niasinin asir1 kullanimi ise karaciger fonksiyonlarinda degisikliklere neden
olur ve serum trik asit degerini yiikseltir, bilateral ambliyopi ve parasantral

skotomlar gelistirir (Panda, 2003).

1.2.2. Kafein

Kafein, kahve cekirdekleri, cay yapraklari, guarana, kola fistig1 ve kakao
kabuklar1 dahil 60'tan fazla bitkide bulunan dogal bir ksantin alkaloididir (de Mejia
ve Ramirez-Mares, 2014; Saimaiti ve ark., 2022; Vijayakumar ve ark., 2014).
Organizmada birikmez ve tliketildikten sonra viicuttan uzaklastirilmasi i¢in birkag

saat yeterlidir (Gramza Michalowska, 2014).

1959'da Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA — Food and
Drug Administration) kolali igeceklerdeki kafeini "Genel Olarak Giivenli Olarak
Kabul Edildi" (Generally Recognized as Safe - GRAS) olarak tanimlamistir. FDA,
kafeinin c¢ocuklar da dahil olmak fizere tiim tiiketiciler i¢in glivenli oldugunu
belirtmektedir. Ancak, 140'tan fazla iilke, kafeinin giivenligini dikkate alarak,
igeceklerdeki kullanimina sartli olarak izin vermislerdir. Her iilkede i¢ecek sirketleri,
iriinlerinde kafein miktarin1 yasal diizenlemelere uygun olarak belirtmektedirler.
2000/13/EC Direktifine gore, bir gida maddesinin iiretiminde veya hazirlanmasinda
tatlandirict olarak kullanilan kinin ve kafein, i¢indekiler listesinde "aroma verici"
teriminden hemen sonra ismen belirtilmelidir. Ayrica, 18 Temmuz 2002 tarih ve
2002/67/EC Direktifine gore, 150 mg/L'den fazla kafein igeren icecekler, etikette bir
uyart mesajt ve ardindan kafein igerigine iliskin su sekilde bir acgiklama

bulundurmalidir: "Yiiksek kafein igerigi (X mg/100 mL)" (Trandafir ve ark., 2009).

Antioksidan, analjezik, antiinflamatuar, anti-anksiyete, antidepresyon

aktivitelere sahip bir biyoaktif madde olan kafein en yaygin tiiketilen psikotrop
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ilaclar arasinda yer almaktadir (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014; Saimaiti ve ark.,
2022). Kafein, merkezi sinir sistemi {izerinde uyarici etkiye sahiptir (de Mejia ve
Ramirez Mares, 2014; Gramza Michalowska, 2014). Ayrica, az miktarda tiiketilen
kafeinin insan saglig1 lizerinde olumlu etkilerinin de oldugu belirlenmistir. Bunlardan
bazilari; kisilerde uyaniklik kapasitesini yiikseltmesi ve odaklanmanin arttmas,
Parkinson ve Alzheimer hastalik risklerini azaltmasi, karaciger fonksiyonlarini ve
kilo vermeyi olumlu yonde desteklemesi (metabolizma hizini arttirmasi, enerji
harcamasi, lipid oksidasyonu ve lipolitik ve termojenik aktiviteler) ve belirli kanser
tiirlerinin (endometrial, prostatik, kolorektal, karaciger) olusumunu, diyabet riskini,
obeziteyi ve damar sertligi riskini azaltmasi, oksidatif stresi Onlemesi, toksik
maddelerin viicuttan atilimini hizlandirmasi, idrar soktiiriicii olmasi, vb... (de Mejia
ve Ramirez Mares, 2014; Gramza Michalowska, 2014; Saimaiti ve ark., 2022;

Vijayakumar ve ark., 2014).

Buna karsin, kafeinin uzun siireli ve asir1 miktarda tiiketilmesi; kafein
bagimliligi, uykusuzluk, migren, damar daralmasi, tansiyon yliksekligi, anksiyete,
bas agrisi, mide bulantisi, hipertansiyon ve huzursuzluk gibi olumsuz durumlara
neden olmaktadir (Bucher ve ark., 2019; de Mejia ve Ramirez Mares, 2014; Saimaiti
ve ark., 2022; Vijayakumar ve ark., 2014). Calismalar, hamile kadinlarin, giinde 300
mg kafein alimi ile zayif fetal biiylime ve spontan diisiik riskinin artmasi nedeniyle
kafein alimlarmi kisitlamalar1 gerektigini gostermistir. Kafeinin olumsuz etkileri
kisinin kilosuna, cinsiyetine, yasma ve duyarhilik farkliliklarmma bagli olarak
degismektedir. Kafein bagimlis1 olan kisilerde ise, kafein iceren yiyecek veya
igeceklerin aniden kesilmesi kisilerde yoksunluk belirtilerinin (bas agrisi, uyusukluk

ve sinirlilik) ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014).

Cocuklar, ergenler, hamile kadinlar ve kafeine duyarl kisilerin potansiyel yan
etkilerden kaginmak i¢in tiiketimi kisitlamalari/azaltmalari Onerilmelidir. Migren
hastalar1 i¢in giinliik kafein alim1 200 mgh ge¢cmemelidir. Genetik olarak glokom
riski yliksek olan kisiler kafein alimini azaltmali/ kaginmalidir. Kafein, hamilelikte
fetal beyin gelisimini etkileyebilir ve biligsel hasara neden olabilir veya lireme

gelisiminin tiim asamalarini etkileyebilir. Bu nedenle gebelikte kafein alimi
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kisitlanmali/ azaltilmalidir. Cocuk ve ergenlerde kafein aliminmi sinirlamak cok
onemlidir. Yiiksek kafein alimi1 ¢ocuklarin biliylimesi ve geligsmesi iizerinde zararl
etkilere sahip olabilir ve hamile kadinlarin yavrularinda biligsel bozulmaya neden
olabilir ve yetigkinlikte hastaliklara kars1 duyarhiliklarini artirabilir (Saimaiti ve ark.,

2022).

Genel olarak, kahve veya ¢aydan makul miktarda kafein (1-2 fincan) tiiketmek
kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltabilir, insiilin seviyelerini ve insiilin direncini
artirabilir, hafizay1 ve biligsel islevi iyilestirir ve Alzheimer hastaligini (AD), dikkat
eksikligi hiperaktivite bozuklugunu (DEHB), Parkinson hastaligin1 (PD) ve diger

noropatik hastaliklar1 6nler (Saimaiti ve ark., 2022).

Kafein, gida takviye iriinlerinde ve ilaglarda siklikla kullanilmaktadir.
Kafeinin ilaglara eklenme sebebi analjezik etkiyi arttirmaktir. Gida takviyelerine ise,
yagin ayrismasini hizlandirmasi ve lipid birikimini engelleyebilmesi sebebiyle daha
1yil yag yakimin saglayabilecek tiriinler ortaya koymak i¢in eklenmektedir. (Saimaiti
ve ark., 2022). Kahvede, cayda, alkolsiiz igeceklerde, enerji igeceklerinde, gikolata
triinlerinde, bazi ilaglarda (bas agris1 tedavileri ve agri kesiciler) ve gida
takviyelerinde farkli miktarlarda kafein bulunmaktadir. Insanlar icin maksimum
kafein oral dozu yaklasik 150-200 mg/kg viicut agirlig1 olarak belirtilmistir (Gramza
Michalowska, 2014). Cocuklar (6-12 yas) 45-85 mg/giin ve ergenler 100-175 mg/giin
tilkketebilirler (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014).

Kafein viicuda alindiktan sonra emilir ve metabolize edilerek paraksantin (1,7-
dimetilksantin), teofilin ve teobromin dahil olmak fiizere ii¢ farkli metabolitine
dontisiir. Burada major metabolit toksisitesi en diisiik olan paraksantindir. Bu
nedenle insan organizmasi kafeini belirgin bir toksik etki gostermeden paraksantine
cevirir. Ancak, diger ilaglarla birlikte alindiginda kafeinin toksik etkisi artar (Gramza
Michalowska, 2014). Kafeinin diger bilesenlerle kombinasyonu, g¢esitli kanser
hiicrelerinin biliylimesini engellemede daha etkilidir (Kafeinin Metformin, 5-
fluorourasil, Rekombinant metiyonin ve atorvastatin ile kombinasyonlar1) (Saimaiti,
ve ark., 2022).
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Kafeinin uyarici ve odaklanmay arttiric1 6zellik gostermesi bu maddenin enerji
iceceklerinde kullanilmasina neden olmustur. Ergenler enerji igecekleri ile giinliik
83,2 mg kafein almaktadirlar ve bu miktar ergenler i¢in giinlik Onerilen dozun
altindadir (40-70 kg viicut agirligina bagh olarak 2,5 mg/kg viicut agirligi/giin veya
100-175 mg/giin).

Enerji iceceklerindeki kafein, alkol alimiyla iligkili uyusuklugu maskeleyebilir,
bu da kisilerin farkinda olmadan yaralanmasina neden olabilir. Bu nedenle enerji
icecekleri icerisinde bulunan kafein nedeniyle bu icecekler alkol ile birlikte
tilkketilmemelidir. Kalp sorunu olan kisiler, kafein ve alkolii karigtirma konusunda
ozellikle dikkatli olmalidir; her iki bilesik de kalp atis hizint artirir ve birlikte
alindiginda kardiyak aritmilere neden olabilir (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014).
Ayrica, bazi insanlar enerji iceceklerindeki cesitli bilesenlere (taurin,
glukuronolakton, ginseng, ginkgo biloba, yesil ¢ay 0zii) karst artan bir duyarliliga
sahip olabilir ve bu nedenle, ozellikle kan basincinda ve kalp atis hizinda bir artig
olmak tizere akut bir fizyolojik tepki gosterebilirler. Yiiksek tansiyonu veya diizensiz

kalp ritmi olan kisiler kafeini sinirlamalidir (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014).

1.2.3. Sodyum Benzoat

Gidalarda, kozmetik ve farmasotik tliriinlerde iiriinlerin bozulmasini engellemek
ve raf omriinii uzatmak amaciyla tuz veya seker gibi dogal koruyucularin yani sira
kimyasal koruyuculara da bagvurulmaktadir. Kimyasal koruyucular ile {irlinlerin ¢ok
daha uzun siireli saklanmasi saglanmaktadir. Bu amacla kullanilan koruyucular;
sodyum benzoat, kiikiirt dioksit, sorbik asit, propiyonik asit, potasyum sorbat,
sodyum ve potasyum nitratlar ve nitritlerdir (Linke ve ark., 2018). Bu tez
calismasinda ¢aligilan ticari enerji igecekleri igerisinde sodyum benzoat ve potasyum

sorbat bulundugundan, bu iki koruyucu tizerinde durulacaktir.

Sodyum benzoat, aerobik kosullar altinda biyolojik olarak kolayca

pargalanabilen bir maddedir (WHO, 2000). Margarinlerin, soslarin, marmelatlarin,
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jelatinlerin, likorlerin, meyve sularinin, alkolsiiz i¢eceklerinin, regellerin, tursularin,
vb. pek ¢ok iiriiniin muhafazasinda kullanilan sodyum benzoat (E211) tar¢in, mantar,
kizilcik, yaban mersini ve karanfilde dogal olarak bulunur (Linke ve ark., 2018;
Walczak-Nowicka ve Herbet, 2022). Gida iirlinlerinde kullanimlar1 agisindan tek

dezavantaji tatsiz olmalaridir.

Antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar ve tampon 6zelliklere sahip olan
sodyum benzoat (E211) gidalarda maya ve kiif olusumunu engelleyerek bu tirlinlerin
bozulmasini 6nler. Gidalarda, kozmetik ve farmasoétik iirtinlerinde siklikla kullanilan
sodyum benzoat, pH 4,5’un altindaki asidik ortamlarda etkilidir (Goren ve ark.,
2015; Tfouni ve Toledo, 2002; Walczak-Nowicka ve Herbet, 2022).

Benzoik asit ve tuzlari, Avrupa Parlamentosu ve Konsey Direktifi No. 95/2/EC
tarafindan gida koruyucular1 sinifina alinmistir (lammarino ve ark., 2011) ve Avrupa
mevzuaty, benzoik asit ve tuzlarinin gida {riinlerinde kullanimi ig¢in belirli
sinirlamalar getirmistir. FAO/WHO Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi
(JECFA), katki maddelerinin kontrolii i¢in “Kabul Edilebilir Giinlik Alim Miktar
(ADI)” sistemini gelistirmislerdir. Bu sisteme gére ADI, “diinya ¢apinda, bir katki
maddesinin, bir kisinin yasami boyunca herhangi bir saglik riski olmaksizin, giinliik
olarak tiiketebilecegi maddenin dozu” olarak ifade edilmistir. JECFA
diizenlemelerine gore, benzoik asit ve sodium benzoat i¢in kabul edilebilir gilinliik
alim miktar1 (ADI) 0-5 mg/kg’dir (Heshmati ve ark., 2017; lammarino ve ark., 2011,
Yerlikaya ve ark., 2021). ADI’ya gore SB’nin 5 mg/kg iizerindeki tiiketimi
hiperaktiviteye ve alerjik reaksiyonlara neden olmaktadir. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi'ne (ESFA) gore bu koruyucunun 6liimciil dozu (LD50) 2000 mg/kg olarak
ifade edilmistir (EFSA, 2017). FDA ise sodyum benzoatin giivenli oldugunu kabul
ederek, bu maddenin kullanimi ile ilgili hi¢bir sinirlama getirmemistir. Yapilan
calismalar gostermistir ki; sodyum benzoatin, giinde 5 mg/kg viicut agirliginin
altindaki miktarlarda tiiketimi gilivenli olarak kabul edilmektedir (Linke ve ark.,

2018; Walczak-Nowicka ve Herbet, 2022).

22



Tiim bu diizenlemelere ek olarak, her bir {ilke de katki maddelerinin gida
tiriinlerinde kullanimina iligkin kendilerine has yasal diizenlemeler getirmislerdir.
Pek cok iilkede oldugu gibi Tiirkiye'de de yogurt, peynir, sal¢a ve soslarda, meyve
sularinda, ¢ikolatalarda, kuru corbalarda ve cipslerde benzoik asit ve tuzlarinin
kullanilmas: yasaktir (Yerlikaya ve ark., 2021). Diger gida {irlinlerinde bu katki
maddelerinin zararsiz oldugu disiiniildiiglinden yiiksek miktarlarda gida igerisinde
kullanilmaktadirlar (alkolsiiz i¢cecekler i¢in 150 mg/L ile yumurta iiriinleri i¢cin 5000
mg/kg arasinda degismektedir) (Iammarino ve ark., 2011). Sodyum benzoatin,
meyve sularinda ve fonksiyonel icecekler igerisinde koruyucu olarak kullanilmasina
sinirlamalar  getirilerek izin verilmistir. Bu koruyucu maddenin igeceklerdeki
miktarinin %0,1'1 ge¢gmemesi sarti bulunmaktadir (Pylypiw ve Grether, 2000).
Benzoatlarin igeceklerdeki miktarinin 150 mg/L asmamasi beklenmektedir
(Ogunleye ve ark., 2017). Sodyum benzoat, farmasotik tirtinlerde koruma amaciyla
(s1v1 ilaglarda %1,0'a kadar) ve iire dongiisii enzimopatisi olan hastalarin tedavisinde

kullanilir (WHO, 2000).

Benzoik asit ve tuzlari, oksoglutarat deydrojenaz ve siiksinat dehidrojenaz gibi
baz1 Krebs dongiisii enzimlerini inhibe ederek antimikrobiyal bir aktivite sergilerler
(lammarino ve ark., 2011). Sodyum benzoat viicuda alindiktan sonra, gastrointestinal
sistem tarafindan hizla emilir ve mitokondriyal matrikste meydana gelen bir
reaksiyonda karaciger ve bobrekte hippurat olusturmak iizere glisin ile konjuge
edilir. Bu doniisiim mitokondride iki asamada gergeklesir; Birinci asamada, SB
hiicreye girdikten sonra, bir Adenozin Trifosfat (ATP) -bagimli asit vasitasiyla
benzoil-CoA'ya déniistiiriiliir. Ikinci asamada ise, CoA, glisin N-asiltransferaz
(hippurat) aracilifiyla piruvata doniistiiriilir. Mitokondride SB, ATP, glisin ve
koenzim A'nin tiiketimine neden olur. Bu koruyucunun alinmasi, serumda benzoat ve
piruvat artisina neden olur. Bu koruyucu viicutta birikmez ve liriner sistem yoluyla
viicuttan disar1 atilir. SB’nin alimiyla olusan hippurik asit ilk 6 saat i¢cinde viicuttan
idrarla hizl1 bir bigimde atilir ve kalan doz ise 2-3 giin i¢inde tamamen elimine edilir

(Linke ve ark., 2018; Walczak-Nowicka ve Herbet, 2022).
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Sodyum benzoat, anti-enflamatuar ve antioksidan etkiye sahiptir. Ilag
endiistrisinde tire dongiisii bozukluklari, karaciger hastaliklar1 ve multipl skleroz gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Calismalar, SB’nin ayn1 zamanda,
depresyon, major depresif bozukluklar (MDB), agri, sizofreni, otizm spektrum
bozukluklart ve norodejeneratif hastaliklar gibi  durumlarin  tedavisinde
kullanilabilecegini de gostermektedir. SB’nin kolesterol diisiiriicii etkisi de
bulunmaktadir. Sodyum benzoat bir amino asit oksidaz (D-AAQ) inhibitoriidiir.
Sodyum benzoat, D-AAQO'yu inhibe ederek, NMDA reseptoriiniin koagonisti olan
sinaptik D-serin seviyesini de arttirir. Diisiik D-serin seviyeleri siklikla sizofreni ile
iligkilidir. Bu nedenle bu koruyucunun sizofreni, panik atak, demans ve Parkinson
gibi hastaliklarda da etkili oldugu bilinmektedir (Walczak-Nowicka ve Herbet,
2022).

Benzoik asit teratojenik veya kanserojen aktiviteye sahip degildir fakat benzoik
asit ve tuzuna oral, dermal veya inhalasyon yoluyla maruz kalmanin, hassas kisilerde
bazen diisiik dozlarda bile immiinolojik olmayan kontakt reaksiyonlaria
(psodoalerji), astim gibi alerjik reaksiyonlara, istemsiz kasilmalara, metabolik
asidoza ve hatta anafilaktik soka sebep oldugu bildirilmistir (Dzieciol ve ark., 2010;
Heshmati ve ark., 2017; Tfouni ve Toledo, 2002; Yerlikaya ve ark., 2021).

Sodyum benzoatin asir1 tiikketimi genotoksik, klastojenik ve norotoksik etkilere
sebebiyet verebilir. Cocuklarda ise hiperaktiviteye, iirtikere ve DNA hasarma yol
acmaktadir. SB’nin ayn1 zamanda mutajenik etkilere neden oldugu, oksidatif stres
olusturdugu, bagisiklik sistemini, karacigeri ve bobrekleri olumsuz etkiledigi,
hormonlar1 bozdugu ve dogurganlig1 azalttigi da belirlenmistir. Hiicrelerin SB ile
etkilesmesinden sonra, lipid peroksidasyonunda artisa ve siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz ve glutatyon S-transferaz gibi antioksidan enzimlerin seviyelerinin de
azalmasina neden oldugu belirtilmistir. Yapilan ¢alismalar, bu koruyucunun, erkek
iireme sistemini etkileyerek sperm sayisinda %50 azalmaya neden oldugunu
gostermistir. Benzer bir bigimde, folikiil uyarici hormone (FSH), liiteinlestirici
hormone (LH) ve testosteron diizeylerinde de azalma oldugu belirtilmistir. Karaciger

tizerindeki olumsuz etkisi ise, serum karaciger enzimlerinde (alkalen fosfataz,
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aspartat aminotransferazda (AST)) artisa neden olarak toksik etki gdstermesidir

(Linke ve ark., 2018; Walczak-Nowicka ve Herbet, 2022).

Sodyum benzoat gayabeksin surup, andolor surup, sudafed surup ve flurend
%0,25 gargara gibi farmasdtik {irlinlerde de olumlu etkilerinden dolay:
kullanilmaktadir. SB’nin C vitamini ile birlikte alinmasi, koruyucunun bu vitamin ile
reaksiyona girerek benzen olusumuna neden olmaktadir. Buna, C vitamininin O; ve
H,O, ile indirgeme sonucu olusan hidroksil radikalinin neden oldugu
diistiniilmektedir. Olusan benzen, yliksek toksik, mutajenik ve teratojenik etkiye

sahiptir (Walczak-Nowicka ve Herbet, 2022).

Bu tez ¢alismasinda ¢alisilan ticari enerji igecekleri igerisinde sodyum benzoat

ve potasyum sorbat bulundugundan, bu iki koruyucu {izerinde durulacaktir.

1.2.4. Potasyum Sorbat

Gidalarin bozulmalarinin ana nedeni, mikroorganizmalarin aktivitesi veya
enzimatik reaksiyonlardir. Bu nedenle, iiriinlerin bozulmasini engellemek, iiriiniin raf
Omriinii uzatmak, istenmeyen mikrobiyolojik, enzimatik veya kimyasal degisiklikleri
durdurmak veya geciktirmek igin koruyucu maddeler kullanilir (Esfandiari ve ark.,
2013). Koruyucular, giinliik diyetin onemli bir parcasi olsalar da, gida giivenligi
sorunlar1 nedeniyle kullanimlari ABD Gida ve lilag Dairesi (FDA) tarafindan
kisitlanmistir (Dehnhan ve ark., 2018) Ornegin; sodyum benzoat, meyve sularmda
koruyucu olarak kullanilabilir, ancak kullanimi igecekte %0,1't ge¢memelidir,
potasyum sorbat ise %0,1-0,2 diizeylerinde kullanilabilir (Pylypiw ve Grether, 2000).
Pek cok iilkede sentetik gida katki maddelerinin limitleri belirlenmis ve bunlarin

kullanimlar yasal diizenlemelerle kontrol altina alinmistir.

Potasyum sorbat, Avrupa Birligi ve ABD tarafindan genel olarak giivenli
(GRAS) kabul edilen, ¢esitli gida (6rn; meyve suyu, soda, soya sosu, enetji

igecekleri, ketcap vb.), kozmetik (dis macunlar1 vb.) ve farmasotik tiriinlerde (Pesido
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surup, andolor surup, fucidin %2 krem, solian 100 mg/mL oral ¢ozelti, vb.) yaygin
bir sekilde kullanilan koruyucudur. PS, islenmis gidalarda kiif olusumunu, bozulmay1
engeller ve {irtinlerin tazeligini korunmasina yardimci olur. PS, sorbik asit ve farkl
koruyucularin antimikrobiyal aktivitesi, yapilarinda karboksil grubunun (-COOH)
bulunmasindan ve karbon atomlarinin sayisindan kaynaklanmaktadir. Sodyum asetat
ve PS gibi daha kisa karbon zincirleri, uzun karbon zincirlerine sahip katki
maddelerine kiyasla daha fazla antibakteriyel aktiviteye sahiptirler (Dehnhan ve ark.,
2018). Bu koruyucu, saglik agisindan tamamen giivenlidir ve tim gida koruyuculari
arasinda en diislik alerjenik etkiye sahiptir (Alrabadi ve ark., 2013). Sorbik asit ve
tuzlari, asidik ortamda oldukc¢a etkilidirler fakat notr pH ortaminda etkisizdirler
(Goren ve ark., 2015; Tfouni ve Toledo., 2002). Alkali gida maddelerinde PS

kullanim1 6nerilmez (Dehnhan ve ark., 2018).

FAO/WHO uzman komitesi (JECFA), PS limitini 0-25 mg/kg olarak tavsiye
etmistir. JEFCA'ya gore insanlarda kabul edilebilir giinliik PS miktar1 12,5 mg/kg'dir.
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan belirlenen bu deger 3 mg/kg'dir.
PS’nin igeceklerde izin verilen miktar1 250 -300 mg/L olarak ifade edilmistir
(Ogunleye ve ark., 2017). ilag endiistrisinde ve kozmetik iiriinlerinde maksimum PS
konsantrasyonu %35 olarak belirlenmistir. JECFA’ya gore sorbik asidin insan igin
toksisitesi (LD50) 500 mg/kg’dir (Chaleshtori ve ark., 2018; Dehnhan ve ark., 2018).
Mikrobiyal biiyiimeyi engellemek i¢in gereken minimum sorbik asit ve tuzlarmin
konsantrasyonlar tiirlere, yapiya, substratin pH'mma ve diger faktorlere bagli olarak

degisebilir (Tfouni ve Toledo, 2002).

Sorbatlar, in vitro olarak ¢esitli enzimlerin, 6zellikle siilfidril igeren enzimlerin
(SE) bir aktivite inhibitorii olarak bilinirler (Dehnhan ve ark., 2018). Sorbatlar
tarafindan inhibisyon veya azaltilmis yapisal biliylime mekanizmasi, mikrobiyal
tiirlere, tiplere, suslara, yapisal Ozelliklere ve ¢esitli ¢evresel faktorlere baghdir.
Sorbatlar, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium sporogenes, gibi
bakterilerin biiyiime hiz1 lizerinde yiiksek etkiye sahiptir. Laktik asit bakterileri gibi

baz1 mikrobiyal suslar sorbatlara kars1 direnglidir ve hatta bu maddeyi belirli kosullar
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altinda metabolize ederler. PS, gesitli kiif tiirleri tarafindan tretilen mikotoksinleri

inhibe eder.

Metabolik c¢alismalarin sonuglari, PS'nin oral uygulamadan sonra tamamen
emildigini ve ardindan viicutta dagildigin1 gostermistir. PS midede bir diflizyon
stireci ile emilir ve metabolize edilerek bilesenlerine (potasyum ve sorbat) ayrisabilir
ve ince bagirsakta sorbik asit formunda emilebilir. insan viicudunda metabolize olup
karbondioksit (CO;) ve H,O benzeri heksanoik aside oksitlenebilir. Bunun %80-86's1
akcigerler yoluyla CO; olarak disar1 atilir ve PS'nin %2-10'u idrar yoluyla iire olarak
ve daha diisiik konsantrasyonlarda mukonik ve sorbik asit olarak atilir. Uygulamadan
10 saat sonra akciger yoluyla atilim tamamlanir (Dehnhan ve ark., 2018). Sorbatlarin
metabolik yikimi, koenzim A ile aktivasyon, krotonaz ile bir B-hidroksi aside
hidrasyon, bir B-keto asit i¢in dehidrasyon ve B-keto-tiyolaz ile parcalanmayi igerir

(Dehnhan ve ark., 2018).

1.3. Bilesiklerin Kantitatif Analizi

1.3.1. Niasinin Kantitatif Analizi

Spektroskopik Yontemler

Chanda ve arkadaslari, farmasétik dozaj formiilasyonundaki niasin miktarini
belirlemek icin etanoliin ¢oziicii olarak kullanildig: yeni bir UV Spektrofotometrik
yontem gelistirmislerdir. Bu ¢alismada niasin 1-19 pg/mL konsantrasyon aralifinda
ve 262 nm dalga boyunda analiz edilmistir. Onerilen yontem, dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, gozlenebilme smir1 (LOD) ve tayin st (LOQ) gostermek icin
istatistiksel olarak dogrulanmustir.Bu ¢alismada, niasinin regresyon katsayisi R%=
0,9991, geri kazanim %99,15-99,66, LOD 0,64 ng/mL ve LOQ 1,94 pg/mL olarak
bulunmustur (Chanda ve ark., 2017).
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2012 yilinda, Kazemipour ve arkadaglari, bir ilag formiilasyonunda bulunan
niasin ve levostatinin miktar tayinlerini, H noktasi standart ekleme ydntemi
(HPSAM) teknigi kullanarak gergeklestirmislerdir. Bu yontem, bir numune
igerisinde, biiyilk Olgiide veya tamamen Ortiisen spektrumlara sahip tiirlerin
belirlenebildigi ve numunedeki istenmeyen bilesiklerin dogrudan girisim
yapmasindan kaynaklanan hatalarin ortadan kaldirilabildigi bir yontemdir. Niasin ve
levostatinin miktar tayinleri, bu bilesiklerin birinci ve fiicilincii tiirev sinyallerinin
Olciimii ile gerceklestirilmistir. Calismada, niasin ve levostadinin birinci ve ti¢lincii
tirev spektrumlar1 sirastyla 261 ve 273 nm'de (standart niasin ¢ozeltileri
eklendiginde) ve 245 ve 249 nm'de (standart Levostadin ¢ozeltileri eklendiginde)
hesaplanmustir. Onerilen bu ydntem ile levostadinin gdzlenebilme smir1 0,03 mg/L,
niasinin gozlenebilme sinir1 ise 0,32 mg/L olarak bulunmustur. Bu maddelere ait
tayin sinir1 ise levostadin i¢in 0,09 mg/L, niasin i¢in 0,78 mg/L olarak verilmistir.
Yontemin gercek numune analizinde de basarili sonuglar verdigi tespit edilmistir

(Kazemipour ve ark., 2012).

Kompany-Zareh ve Mirzaei’nin birlikte yapmis olduklari bir g¢alismada,
psodoefedrin hidrokloriir (PSU), dekstrometorfan hidrobromiir (DXT) ve sodyum
benzoatin (BNZ) tclii karisimlarinin spektrofotometrik tayini i¢in yeni bir faktor
tabanli ¢ok degiskenli kalibrasyon teknigi olarak hibrit dogrusal analiz (HLA)
uygulamiglardir. Bu ¢alismada, HLA uygulanmasinin sebebi, HLA’nin net analit
sinyali (NAS) regresyon grafigi metodolojisine daha kolay uyum saglayabilmesi ve
kismi en kiigiik karelerden (PLS) daha az faktor kullanmasidir. Absorpsiyon
Olctimleri, 1,00 cm'lik bir kuvars hiicre kullanilarak bir Pharmacia UltroSpec 4300
spektrometre iizerinden gergeklestirilmistir. PSU i¢in 0—7500 pmol/L, DXT igin 0—
300 pmol/L ve BNZ i¢in 0—1400 umol/L konsantrasyon araliklarinda kalibrasyon ve
tahmin setlerinin olusturulmasi i¢in ortogonal bir dizi tasarimi uygulanmistir. Secilen
dalga boylarinda, daha diisiik faktor sayisi kullanilarak, PSU, DXT ve BNZ i¢in elde
edilen bagil standart tahmin hatasi sirasiyla %5,24, %8,67 ve %5,48'den %2,19,
%5,21 ve %3,62'ye yiikseltilmistir. Yontem, oksiiriik kesici surup orneklerinde PSU,
DXT ve BNZ tayini i¢in uygualnmis ve basarili sonuclar elde edilmistir (Kompany-
Zareh ve Mirzaei, 2004).
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Xiao ve arkadaslari, besin degeri yiiksek ve azot kaynagi gorevi goren dnemli
bir hammadde olan Misir dik likoériinde (CSL) bulunan B2 (VB2), B3 (VB3), B6
(VB6) ve B7 (VB7) vitaminlerinin miktar tayinleri i¢in yeni bir spektrofotometrik bir
yontem gelistirmislerdir. Bu yontem, yakin kiziltesi spektroskopi (NIR) Slgiimleri
ile 66 CSL numunesinin (22 grup) kismi en kiigiik kareler regresyonu (PLSR)
kullanilarak tayin edilmesini saglamistir. CSL'de bulunan vitaminleri 6lgmek igin
hizli, ¢ok yonlii, ucuz ve gevre agisindan giivenli olan NIR yontemi ile, gelistirilen
cok degiskenli modeller, VB2, VB3, VB6 ve VB7 i¢in iyi sonuglar elde edilmesini
saglamistir. Bu ¢alismada, CSL'de diistik igerikli olduklar1 i¢in VB2, VB3 ve VB6'y1
belirlemek i¢in bir HPLC-MS/MS yontemi kullanilmistir. Kromatografik ayirma bir
Agilent SB- C;g kolonunda (2,1 mmx100 mm, 3,5 pm) ve bir C;g 6n kolonunda (4
mmx5 mm) gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi 30°C, akis hizi 0,4 mL/dk.
Kromatografik c¢aligma gradient ellisyon ile aymrim gergeklestirilmistir. NIR
spektroskopisi ve PLS yontemi ile elde edilen ¢ok degiskenli regresyon modelleri, iyi
korelasyon katsayilarina ve diisiik tahmin hatalarina sahiptir. Her bir bilesen i¢in R2

degeri 0,95'ten yiiksektir (Xiao ve ark., 2012).

Asfaram ve arkadaglari tarafindan, HKUST-1 metal organik ¢erceve (MOF)
tabanli molekiiler baskili polimer (MIP) ile nikotinamidin ekstraksiyonu ve
zenginlestirilmesi i¢in UV-vis spektrofotometre tarafindan takip edilen ultrason
destekli dispersif kat1 faz mikroekstraksiyonu (UA-DSPME-UV-Vis) tasarlanmistir.
Olusturulan yeni malzeme, FTIR ve FE-SEM teknikleri ile karakterize edilmistir.
On Plackett-Burman tasarimi tarama ve daha sonra merkezi bilesik tasarim
olusturmak i¢in kullanilmigtir. Bu HKUST-1 MOF-NA-MIP Kkiitlesi, sonikasyon
stiresi, sicaklik, eluent hacmi, pH ve vorteks stiresi gibi degiskenlerin bireysel ve
isbirlik¢i  katkisini  veren matematiksel denklemin Onemli ve olast yapisim
dogrulamistir. Buna gore optimum kosul olarak 2,0 mg HKUST-1 metal organik
kafes yapili (MOF)-nikotinamid (NA) molekiiler baskili polimer (MIP) (MOF-NA-
MIP) (200 pL eluent ve merkez noktalarda 5,0 dakika (dk) sonikasyon siiresi olarak
ayarlanmigtir. UA-DSPME-UV-vis yontemi ile elde edilen sonuglar su sekildedir;
dogrusal konsantrasyon araligi 10-5000 pg/L, R2 0,99, LOD 1,96 ng/mL ve LOQ
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6,53 pg/L. Idrar, siit ve su numunelerinden ekstrakte edilen nikotinamidin ortalama

mutlak geri kazanimlari ise %95,85-101,27 idi (Asfaram ve ark., 2017).

Muchlisyam 2021 yilinda yapmis oldugu bir ¢alisma ile ortalama merkezleme
orant (MCR) yontemi ve ¢oklu dalga boyu yontemi (MWM) kullanarak multivitamin
icerikli surupta vitamin Bl, B2, B6 ve niasinin es zamanli tayini i¢in bir
spektroskopik yontem gelistirmistir. Bu c¢alisma, ortalama merkezleme orani
yonteminde bolen faktoriiniin kullanimini belirlemeyi ve c¢oklu dalga boylarinm
O0lemek icin bes farkli dalga boyunu kullanmayi amaglamaktadir. Bu caligmada
¢Oziicli olarak metanol-su karisimi, MCR yontemi i¢in ti¢lii bolen ve MWM igin ise
bes farkli dalga boyu kullanilmistir. Multivitamin surubunda vitamin B1, B2, B6 ve
niasin diizeylerinin MCR yontemi i¢in tayini sirasiyla %101,44 + 4,35, %100,19 +
4,09, %98,75 + 0,47 ve %100,75 + 1,06'dir, ¢coklu dalga boyu yonteminde ise bu
miktarlar siras1 ile %98,05 + 1,28, %99,04 + 1,17, %99,02 + 1,00, and %99,61 +
1,17. Bu yontemlerin multivitamin igerikli suruplarda B1, B2, B6 ve niacin analizi
icin kullanilabilir ydontemler oldugu goriilmektedir (Muchlisyam, 2021).

Ali ve arkadaslari, yohimbin, alfa tokoferil asetat, niasin ve kafeinden olusan
bir farmasétik formiilasyona 6n ayirma islemi uygulamadan es zamanl olarak oran
spektrumlarinin ~ ortalama merkezlenmesi (MCR) ve {gli bodlen (TD)
spektrofotometrik yontemler kullanarak tayin etmislerdir. Yohimbin, alfa-tokorefol,
niasin ve kafein i¢in konsantrasyon araliklari sirast ile 1-15 pg/mL, 3-15 pg/mL, 1-20
pg/mL ve 3-15 pg/mL'dir ve bu maddelerin spektrumlart 215-300 nm dalga boyu
araliginda Olgiilmistiir. Ortalama merkezli {¢linci oran  spektrumlarinin
biiyiikliikleri, yohimbin ve alfa tokoferol icin sirasiyla 250 nm ve 268 nm'de ve
niasin ve kafein i¢in ise sirasiyla pikten pike 272-273 ve 262-263 nm'de
Olciilmiistiir. Yohimbin, alfa tokoferil asetat, niasin ve kafeinin MCR ile analizi ile
tespit edilen geri kazanim degerleri sirasiyla %100,53 + 0,477, %100,56 £ 0,608,
100,40 + 0,812 ve 100,24 + 0,328, TD analizi ile hesaplanan geri kazanim degerleri
ise sirastyla 100,91 + 0,835, 100,51 + 1,408, 100,26 £+ 1,333 ve 100,78 + 1,029°dur.
Gelistirilen yontemler birbirleriyle ve bildirilen yontemlerle istatistiksel olarak

karsilagtirilmis; 6grenci t-testi, F-testi ve tek yonlii ANOVA kullanilarak, deneyde
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dogruluk ve kesinlik agisindan anlamli bir fark bulunmadigi belirlenmistir (Ali ve

ark., 2016).

Kromatografik Yontemler

Pfuhl ve arkadaslar1 niasinin (NA) ve niasinin ana metabolitleri olan
niasinamid (NAM) ve nikotiniirik asidin (NUR) insan plazmasindaki miktarlarini
HPLC/MS yontemi ile belirlemislerdir. Bu ¢alismada, analitlerin ve i¢ standardin
(chinolin-3-karboksilik asit) insan plazmasindan ayrilmasi i¢in kati faz ekstraksiyonu
gibi bir takim Onislemler uygulanmistir. Bu sekilde ekstrakte edilen numuneler,
pozitif elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile ve segilmis iyon izleme (SIM) tarama
modunda, HPLC/MS ile analiz edilmistir. Analitlerin 0,2 mL/dk akis hizinda sivi
ayrimi i¢in bir Grom Hypersil CPS kolonu 5m (250 x 2 mm) kullanilmstir.
Calismada hareketli faz olarak asetonitril: metanol: su: formik asit (700/190/110/1,
v/v/v/v) karistimi kullanilmistir. Analitlerin kalibrasyon egrilerini olusturmak ig¢in
calisilan konsantrasyon araligr 50,0 ve 750 ng/mL’dir. Yontemin geri kazanimi B3
vitaminin {i¢ formu (niasin, niasinamid ve nikotiniirik asit) i¢cin de % 86-89 arasinda
degismistir.1 mL plazmada her {i¢ analitin de LOQ 50,0 ng/mL olarak belirlenmistir.
Analizde enjeksiyonlar arasindaki toplam calisma siiresi ise 7 dk olarak belirtilmistir

(Pfuhl ve 2005).

Liu ve arkadaglar1 tarafindan insan plazmasinda niasin (NA) ve niasinin ii¢ ana
metaboliti olan nikotinamid (NAM), nikotiniirik asit (NUA) ve N-metil-2 piridon-5-
karboksamidinin (2-Pyr) es zamanli tayinleri igin bir LC-MS/MS yontemi
gelistirilmistir. Calismada analitlerin insan plazmasindan ekstraksiyonu i¢in, protein
coktiirme (PPT) tekniginden yararlanilmistir. Bu c¢alismada analitlerin dogrusal
konsantrasyon araliklari; NA i¢in 2,0-3000 ng/mL, NAM i¢in 10,0-1600 ng/mL,
NUA igin 2,0-3000 ng/mL ve 2-Pyr igin 50,0-5000 ng/mL olarak belirlenmis ve her
bir analit i¢cin 0,9975 iizeri regresyon katsayi (r) degerleri elde edilmistir. Analitlerin
kromatografik ayrimi i¢in bir C1g koruma kolonu (AQ, 4,0 mm x 2,0 mm i.d., 5 um)

ile birlikte, bilesenlerin ayriminin yapildigi bir C1g kolonu (Synergi Hydro-RP 80A,

31



150 mm x 2,0 mm i.d., 4 pm) kullanilmistir. Bu ¢alismada izokratik bir eliisyon
gerceklestirilmis ve metanol ve %0,1 formik asitten (5:95, v/v) olusan bir hareketli
faz sistemi kullanilmistir. Kromatografik sistemde akis hizi 0,25 mL/dk ve kolon
sicakligr ise 35°C'dir. Tiim analitlerin tamamen ayrilmast 9 dk’da ger¢eklesmistir.
Analitlerin miktari, pozitif elektrosprey iyonizasyon (ESI) modunda, her bir analitin
ayr1 ayri pargalanma gegislerini (NA i¢in 124,1—80,1, NAM i¢in 123,1—80,0, NUA
icin 181,0-79,0 ve 2-Pyr i¢in 153,1—110,2) kullanan c¢oklu reaksiyon izleme
(MRM) yontemi ile belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore
analitlere ait alt tayin sinirlar1t NA i¢in 2,0 ng/mL, NAM i¢in 10,0 ng/ mL, NUA i¢in
2,0 ng/mL ve 2-Pyr igin 50,0 ng/mL olarak belirlenmistir (Liu ve ark., 2012).

Lahély ve arkadaslari tarafindan yapilan bir caligmada, gida iirlinlerindeki
niasin miktarinin belirlenmesi i¢in floresans dedektoriine sahip bir RP-HPLC
yontemi Onerilmistir. Onerilen bu ydntem, numunenin HCI ile hidrolizini,
vitaminlerin (NAD, NADP, nikotinamid ve nikotinik asit) kolon o6ncesi alkalin
hidrolizi ile nikotinik aside doniistiiriilmesini, bir C1g kolonunda ayirmay1, bakir (II)
iyonlar1 ve hidrojen peroksit varliginda UV spektroskopi ile kolon sonrasi
tiirevlendirmeyi ve son olarak florimetrik deteksiyonu i¢cermektedir. Yontem pek ¢ok
on islem icermesi bakimindan olduk¢a yorucu bir yontemdir. Floresan dedektorii ile,
322 nm'lik bir ekzitasyon dalga boyunda ve 380 nm'lik bir emisyon dalga boyunda
calisilmigtir. Tlim analizler i¢in, bir koruma kolonu RP Cjg (4 mm i¢ ¢ap x 4 mm;
oktadesilsilil; 5 mm pargacik boyutu) ile birlikte u¢ kapakli bir Lichrospher 100 RP
18 (5 mm i¢ ¢ap x 250 mm; oktadesilsilil; 5 mm parcacik boyutu; Merck) ayirma
kolonu kullanilmistir. Ayirma, izokratik eliisyon ile oda sicakliginda ve 1 mL/dk akis
hizinda gergeklestirilmistir. Hareketli faz 0,07 M potasyum dihidrojen fosfat, 0,075
M hidrojen peroksit ve 5x10° M bakir(Il) siilfat igeren bir ¢dzeltiden
olusturulmustur. Enjeksiyon hacmi 20 pL ve konsantrasyon araligt 0,01+8
mg/mL’dir. Bu konsantrasyon araliginda dogrusal bir kalibrasyon egrisi (R?=0,9994)
elde edilmistir. Onerilen yontemin geri kazanimi %90-107 ve niasinin tayin sinir1 0,2
mg/g olarak bulunmustur. Tiim gidalarda nikotinik asidin alikonma siiresi 8,5 dk

olarak belirtilmistir (Lahély ve ark., 1999).
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Nwanisobi ve Ukoha, niasinin 2,3-dikloro-5,6- disiyano-1,4-benzokinon ile
yiik transfer komplekslestirme reaksiyonuna dayanan bir spektroskopik yontem
gelistirmiglerdir. Bu calismada niasinin dogrusal konsantrasyon araligi 5-130
ug/mL’dir ve bu yontem ile olusturulan renkli kompleks 464 nm’de Olgiilerek
niasinin miktar tayini yapilmistir. Onerilen yontem ile niasinin gdzlenebilme sinirt
1,78 ve tayin sinir1 5,4 olarak rapor edilmistir. Yontem, %97,82'lik ortalama geri
kazanim ve <I'lik diisiik bagil standart sapma ile saf ve ticari formlardaki niasin

tayinine uygulanmistir (Nwanisobi ve Ukoha, 2016).

Krishnan ve arkadaslar1 kolon sonrasi tiirevlendirme ile birlikte floresan ve
spektroskopik analiz sistemlerini de kullanarak yeni bir HPLC teknigi
gelistirilmislerdir. Niasinin florimetrik analizinde dalga boylar1 eksitasyon icin 435
nm ve emisyon i¢in 525 nm olarak belirlenmistir. UV spektroskopisinde ise ¢alisilan
dalga boyu 420 nm’dir. Gelistirilen yontem ile hazir ticari tahil iiriinlerinde niasin
miktart belirlenmis ve elde edilen sonuglar referans bir HPLC yontemi ile
karsilastirilmigtir. Onerilen yontem ile sekiz hazir ticari tahil drneginden altis1 igin
elde edilen sonuglarla referans yontemle elde edilen sonuglar karsilastirilmis ve
yontemler arasinda anlamli bir farklilik goriilmedigi tespit edilmistir. Niasin,
polimerik bir kolon tagiyan HPLC sistemi ile 0,33 M sodyum asetat ve 0,2 M asetik
asit iceren bir hareketli faz ile ve izokratik bir eliisyonla kromatografik olarak analiz
edilmistir. Niasinin kolonda tutulma siiresi 6,6 dk olarak kaydedilmistir. Calismada
niasinin alt gézlenebilme sinir1 ve ortalama geri kazanim degerleri sirasi ile %3,6 ve

9%99,43 olarak rapor edilmistir (Krishman ve ark., 1999).

Ciulu ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 calismada, bes farkli suda ¢dziinen
vitaminin (B2; B3; B5; B9; ve C vitamini) eszamanli olarak belirlenmesi i¢in bir RP-
HPLC yontemi Onermislerdir. Yontem 12 farkli botanik kokene sahip 28 bal
ornegine uygulanmistir. Onerilen yontem ile tiim analitler 17 dk igcinde tamamen eliie
edilmis ve tiim kromatografik calisma 22 dk i¢inde tamamlanmistir. Bu ¢alismada,
UV dedektoriine ve ters faz kolona (Csg) sahip olan bir HPLC sistemi kullanilarak ve

gradient eliisyondan yararlanilarak vitaminler tayin edilmistir. Calismada gradient
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sisteminin kullanilmasi1 hem analiz siiresinin uzamasina hem de asir1 rekatif

kullanimina sebep olmustur (Ciulu ve ark., 2011).

Melfi ve arkadaslari, tiamin, riboflavin, niasin, piridoksin, folik asit, askorbik
asit, retinol, y-tokoferol, filokinon, likopen ve B karotenin eszamanli analizi igin UV
ile birlestirilmis bir LC yontemi kullanmiglardir. Numunelerde analitlerin analizleri
icin Onayirma islem basamaklar1 bulunmaktadir, ayrica kromatografik analizde
gradient ellisyon kullanilmistir. Calisamada polar ve lipofilik fazlar i¢in farkh
ektraksiyon adimlari uygulanmistir. Her analit farkli ¢oziiniirliiklere sahip oldugu
i¢in, bu analitler farkli ¢oziiciilerde ¢oziinmiisler. Kromatografik ayirmalar, UV-VIS
dedektoriine sahip HPLC sistemi kullanilarak yapilmis ve niasin piki 247 nm’de 2,+
0,07 dk’da gelmistir (Melfi ve ark., 2018).

Shetty ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, yiiksek performansli sivi
kromatografisi kiitle spektrometrisi/secilmis reaksiyon izleme (monitoring)
(UPHPLC-MS/SRM) vyontemleri kullanilarak 50 farkli siit numunesinde (B
vitaminlerinin (B3, B1, B2, B4, B5, B6, B9, B8 ve B12) analizi ger¢eklestirilmistir.
Gergeklestirilen analizde, siitteki B vitaminlerini analiz etmek i¢in Once soguk
metanolle siitteki proteinler ¢oktiiriilmiis, ardindan numuneye, santrifiijleme, yikama,
kurutma gibi pek cok islem basamaklar1 uygulanmigtir. Tiim bu islemler analiz
sliresinin uzamasina, fazla reaktif kullanimina ve analizin olduk¢a yorucu bir hale
doniismesine neden olmustur. Ayrica ¢alismada gradient eliisyona basvurulmasi, B
vitaminlerinin analiz siiresinin uzun olmasi yontemin dezavantajlari arasindadir

(Shetty ve ark., 2020).

Pencheva ve Georgieva yapmis olduklar1 calismada, takviye gidalarin
icerisinde yer alan suda ¢Oziinen vitaminlerin (tiamin, piridoksin, riboflavin,
niasinamid ve folik asit) analizi i¢cin HPLC /UV yontemini kullanmislardir. Bu
calismada her bir vitamin igin farkli izokratik {i¢ kromatografik sart kullanilmistir.
[zokratik ayirma ile niasinamid tayini yapilmis ve bu sartta niasinin kolonda tutulma

sliresi 4,48 dk olarak verilmistir (Pencheva ve Georgieva, 2014).
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Monferrer-Pons ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada, misel ters-faz sivi
kromatografisi kullanilarak bes farkli vitaminin (nikotinamid (B3), tiamin (B1),
Riboflavin (B2), Piridoksin ve Piridoksamin (B6)) ticari ilaglarda (kapsiil, surup ve
haplarda) es zamanl kantitatif analizi yapilmistir. Tiim vitaminlerin kromatografik
analizi pH-3 te tek bir hareketli faz (%1 M SDS — 4% (v/v) pentanol) kullanilarak, 45
°C’de, akis hiz1 1,0 mL/min (0-6 dk arasinda) ve kromatogramin sonuna dogru 2
mL/min izokratik modda, Cig kolonu ile UV ile 270, 290 ve 325 nm’de,
gerceklestirilmistir. Yapilan bu c¢alismada numunelere herhangi bir Onislem
uygulanmamistir. Toplam analiz siiresi 22 dk’dir, vitaminlerin kolonda alikonma
siireleri riboflavin i¢in 1,9 dk, nikotinamid igin 3,4 dk, piridoksin i¢in 5,2 dk,
piridoksamin i¢in 17,6 dk ve tiamin i¢in 19,8 dk’dir (Monferrer-Pons ve ark., 2003).

Hu ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calismada, bes farkli enerji iceceginde
bulunan dokuz farkli B-grubu vitamini (tiamin, riboflavin, nikotinik asit,
nikotinamid, D-pantotenik asit, piridoksin, biotin, folik asit ve siyanocobalamin) ayn1
anda sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) ile analiz edilmistir. Bu
caligmada dontisiimli tig-boyutlu ayrisma ATLD ve APTLD algoritmalarina dayal
ikinci dereceden kalibrasyon yontemleriyle LC-MS'nin ii¢ yollu veri dizisini
modelleyen bir yontem kullanilmistir. Onerilen ydntem ile kromatografik ayirim 4,5
dk’da gergeklestirilmistir. Calismada B grubu vitaminini ayirmak ve eliisyon siiresini
kisaltmak icin bir gradient eliisyon teknigi kullanilmistir. Eliisyon siras1 ise: B1, B3,

B6, B5, B9, B12, B2 ve B7’dir (Hu ve ark., 2018).

Woollard ve arkadaslarinin ¢alismasina gore, takviye edilmis bebek
formiillerinde B1, B2, B3 ve B6 vitaminlerinin es zamanlh tayini, asitlestirilmis bir
metanol-su hareketli fazi ile ters faz, iyon ¢ifti kromatografisi analizi ile proteini
alinmig tek bir numune ekstraktindan gelistirilmistir. Bu calismada niasinamid i¢in
UV spektrumundan, B6 icin ise floresan spektrumundan yararlanmilmistir.
Calismada, ters fazli LC sistemi Class-VP yazilimi tarafindan kontrol edilen, pompa,
otomatik Ornekleyici ve seri halinde programlanabilir UV ve floresan
dedektorlerinden olusan 5 pm'lik, ug baslikli, polimerik bir C;g Luna Prodigy ODS

(3) kolonu (150 x 4,6 mm, %15,5 karbon igerigi) ve koruma kolonu kullanilmistir.
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Calismada pH'1 2,8 olan hareketli faz kullanilmigtir. LC sistemi ve kolon, 10-15 dk
boyunca 2 mL/dk'da uygun hareketli faz ile rutin olarak dengelenmistir (Woollard ve
Indyk, 2002).

Catak 10 ¢esit hayvansal gida ve 10 farkli bitki bazli gida 6rneginde B3
vitamin miktarin1 belirlemek i¢in bir HPLC ile kolon sonrast UV tiirevlendirme
sistemi gelistirmistir. Uriinler kolon sonrasi tiirevlendirme sistemi kullanilarak
yiiksek performansh sivi kromatografisi ile incelenmistir. Et 6rneklerinde nikotinik
asit ve nikotinamid bulunma oranlari, tahil ve baklagil 6rneklerinde sirasiyla %30 ve
%70 ve %87 ve %13’tliir. Hububat ve baklagiller gibi bitkisel kaynakli besinlerde
%87 oraninda nikotinik asit bulundugu belirlenmistir. En iyi nikotinik asit kaynagi
tahillar ve baklagillerdir. Tiirevlendirme sistemi 20 m uzunlugunda ve 0,5 mm
capinda teflon borunun 60 cm uzunlugundaki UV-A lambasina sarilmasiyla
yapilmistir. Sistem, analitik kolon ve floresan detektorii arasina baglanmistir. B3
vitamini, floresan dedektorle donatilmis HPLC ile belirlenmistir. Calismada, 1,0
mL/dk akis hizinda, Zorbax eclipse X08- Cyg kolonu (5 pum, 4,6 x 150 mm) kolonu
kullanilmistir. Kolon sicakligr 25 °C, enjeksiyon hacmi 20 uL ve analiz siiresi ise 40
dk olarak belirtilmistir. Floresans detektorii sirasiyla 322 nm eksitasyon dalga

boyuna ve 380 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmistir (Catak, 2019).

LaCroix ve arkadaglarinin ¢aligmalarina gore bebek ve siit iiriinlerinde bulunan
niasin miktar1 c¢esitli analitik sivi kromatografisi (LC) yontemleri kullanilarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada bir fotodiyot dizi detektorii (PDA) ve bir Vydac 201TP
Cys ters fazli LC kolonu (150 x 4,6 mm, pargacik boyutu 5) ile donatilmig bir LC
sistemi kullanilmistir. Nikotinamid, demineralize su ile 1,0 L'ye seyreltilmis ve
potasyum hidroksit (KOH) ile pH 2,7-2,9'a ayarlanmis metanol (250 mL) ve formik
asidin (10 mL) hareketli faz1 kullanilarak 260 nm'de tayin edilmistir. Dioktil
stilfosiiksinat (1,0 g) hareketli faz ¢ozeltisine bir iyon eslestirme maddesi olarak
eklenmistir. Hareketli fazin akis hiz1 0,6 mL/dk ve enjeksiyon hacimi 100 pL olarak
belirlenmistir. Tahilda bulunan baglanmamis niasin, 0,6 M tri-kloroasetik asit ile
Oziimlenmis ve %75 metanol ve sudan (pH 2,8, formik asit ile) olusan bir hareketli

faz ve bir iyon eslestirme ajani olarak sodyum dioktilsiilfosiiksinat (%0,1)
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kullanilarak kromatografik olarak tayin edilmistir. Nikotinamid standardi ve LC
pikinin benzerlik indeksi spektral eslesmeleri analiz iizerine miidahalelerin
olmadigin1 gostermektedir. Bu calismada niasinin geri kazanim degerleri %90-103

olarak belirlenmistir (LaCroix ve ark., 2005).

Leon-Ruiz ve arkadaslari, balda bulunan suda ¢Ozlinen vitaminlerin
tanimlanmas1 ve miktarinin belirlenmesi i¢in izokratik bir RP-HPLC yontemi
gelistirmiglerdir. Sulu bir stlftirik asit ¢ozeltisi olan hareketli faz ile analiz, es
zamanli olarak UV ve floresan ile gerceklestirilmistir. Bu kosullarda C vitamini, B1,
B3N (nikotinamid), B3H (nikotinik asit), B5 ve B6 vitaminlerinin ayrilmas1 15 dk’da
gerceklesmistir. Hareketli faza %2 v/v metanol eklenmesi bu vitaminlerin analiz
siresinden 10 dk kazang saglanmasina, katyonik ylizey aktif madde
heksadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) eklenmesi ise analiz siiresinin 6 dk
olmasima neden olmustur. Hareketli faza %2 v/v metanol eklenmesi ile olusturulan
hareketli faz ile B1, B3N (nicotinamide), B3H (nicotinic acid), B5 and B6 i¢in LOD
degerleri sirasiyla 0,055 mg/L, 0,067 mg/L, 0,048 mg/L, 0,037 mg/L ve 0,063 mg/L;
LOQ degerleri ise sirasiyla 0,182 mg/L, 0,222 mg/L, 0,160 mg/L, 0,124 mg/L ve
0,209 mg/L olarak bulunmustur. Hareketli faza CTAB eklenmesi durumunda ise C
vitamin, B2, B3N (nicotinamide) ve B3H (nicotinic acid) i¢cin LOD degerleri
sirastyla 0,64 mg/L, 0,43 mg/L, 0,63 mg/L, 0,38 mg/L; LOQ degerleri ise sirasiyla
2,13 mg/L, 1,42 mg/L, 2,11 mg/L, 0,1,27 mg/L olarak bulunmustur. Her iki
hareketli fazi1 kullanan analitik yOntemler de, yiiksek hassasiyet ve diigiik
gozlenebilme sinirt agisindan iyi sonuglar elde edilmesini saglamislardir (Ledn-Ruiz

ve ark., 2013).

Rudenko ve Kartsova’nin gerceklestirdigi calismada, c¢esitli gidalarda
(kombine yemlerde, biyolojik olarak aktif olan takviyelerde ve premikslerde)
bulunan suda ¢6ziinen vitaminlerin (nikotinik asit (B3 veya PP), nikotinamid (B3
veya PP), piridoksin hidrokloriir (B6), riboflavin (B2) ve tiamin hidrokloriir (B1) ve
C vitamini) belirlenmesi i¢in bir iyon ¢ifti reaktifi (sodyum heptansiilfonat) iceren
ters fazli bir HPLC yontemi gelistirilmistir.  Kromatografik analiz i¢cin UV

dedektoriine sahip bir Supelco Cig kromatografik kolonu (250 x 4,6 mm, adsorban
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pargacik boyutu 5 pm) kullanilmistir. Deneyler bir gradyan eliisyon modunda ve 260
nm ve 280 nm’de gergeklestirilmistir. Calismada hareketli faz olarak hacimce %4
asetonitril ve 10,5 mM sodyum heptansiilfonat (bilesen A) ve asetonitril (bilesen B)
karigimi igeren 11,0 mM fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 2,5) kullanilmistir ve hareketli
fazin akis hiz1 1 mL/dk’dir. Premikslerde, kombine yemlerde ve biyolojik olarak
aktif takviyelerdeki vitaminlerin belirlenmesinde, numuneler 25 mL 0,01 M
hidroklorik asit ¢ozeltisi ile 40°C'de 10 dk siireyle ekstrakte edilmistir. Vitaminlerin
Adsorban SepPak Cig iizerindeki geri kazanim oranlari nikotinik asit i¢in 0,77 +
0,04; nikotinamid i¢in 0,86 +0,05; piridoksin i¢in 0,75 +£0,04; tiamin i¢in 0,86 +£0,05
ve riboflavin i¢in 0,94 £0,03tiir (Rudenko ve Kartsova, 2010).

Elektroforetik Yontemler

Ward ve arkadaslar1 tarafindan konsantre siiriilebilir mayalarda toplam niasin
miktariin belirlenmesi i¢in yeni bir kilcal elektroforetik yontem gelistirilmistir. Bu
islem igin ilk olarak gida tiriiniinden nikotinik asidi serbest burakmak i¢in numune
sulu kalsiyum hidroksit ¢6zeltisi i¢inde otoklavlanmistir. Numune, aktive edilmis bir
Cis Sep-Pak kartusundan ge¢irilmis ve ardindan numuneye, SCX kolonlar1
kullanilarak katyon degistirme kromatografisi uygulanmistir. Bu islemlerin ardindan
nikotinik asit, 1:1 oraninda hazirlanmis 0,02 M sodyum tetraborat ve 0,02 M
disodyum hidrojen ortofosfat (pH 9,2) karisimindan olusan bir tampon igeren 75 cm
x75 pm kaplanmamuis, erimis silika kapiler kolondan gegirilerek analiz edilmistir.
Hesaplamalarda pik alanlarindan yararlanilmigtir. Bu c¢alismada i¢ standart olarak
sakkarin (40 pg/mL) kullanilmistir. Nikotinik asidin lineer konsantrasyon aralig 1-
15 pg/mL’dir. Ayirmalar 20 kV'da ve 30 °C’de yapilmistir. Bilesikler, vakum
altinda (vat. seviye 2, 25 kPa/s) yiliklenmis ve UV’de 254 nm'de tayin edilmistir
(Ward ve ark., 1997).

Ward ve Trenerry yapmis olduklari bir ¢alisma ile tahil, et, balik, maya, fistik
ezmesi, kabuklu gidalar, aygigegi tohumu ve diger bazi gidalarda bulunan niasin

miktarini belirlemek i¢in bir kapiler elektroforez (CE) yontemi gelistirmislerdir. Bu
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yontem ile uzunlugu 50 cm olan C;g kolonundan %15 asetonitril ve %85 oraninda
1:1 0,02 M potasyum dihidrojen ortofosfat ve 0,02 M disodyum hidrojen ortofosfat
pH 7 karisimi igeren bir tampon sistemi gegirilmistir. Calismada i¢ standart olarak
sakkarin kulllanilmistir. Ayirmalar, +20 kV ve 30°C'de gerceklestirilmistir. CE
metodu ile belirlenen niasin miktarin1 karsilastirmak i¢in referans bir yontem olarak
HPLC yontemi kullanilmistir. Karsilagtirma neticesinde her iki yontem arasinda da
anlaml bir farkliligin olmadigi belirlenmistir. HPLC analizi, ig¢erisinde 0,005M PIC
A reaktifi bulunan %15 metanol, %85 deiyonize su karigimi i¢eren bir hareketli fazin
kullanildig1 bir Cjg 6n kolonu ile donatilmig bir 4-pm Cg (8 mm x 100 mm) kolonu ve
UV detektori kullanilarak gerceklestirilmigtir. HPLC analizi i¢in i¢ standart
kullanilmamistir. HPLC sisteminde akis hiz1 1,5 mL/dk ve niasinin detekte edildigi
dalga boyu 254 nm olarak tespit edilmistir. Niasinin CE'ye gore gog¢ siiresinin (Isco
ve Hewlett-Packard cihazlari i¢in sirasiyla 8,5 ve 12,5 dk), HPLC'ye gore tutma
stiresine (10 dk) benzer oldugu rapor edilmistir (Ward ve Trenerry, 1997).

Elektrokimyasal Yontemler

Abdoon ve arkadaglar1 tarafindan nikotinamidin (NA) potansiyometrik tayini
i¢cin hassas ve secici elektrokimyasal sensorler dizyn edilmistir. Yazarlar, bu amacla,
plastiklestirici (o-nitrofeniloktil eter (0-NPOE)) ve polimerik matris polivinil kloriir
kullanarak dort ¢esit NA sensorii gelistirmislerdir. Kullanilan sensorler; sensor 1 ve
I1, elektroaktif malzeme nikotinamid-fosfomolibdat (NA-PM) ile hazirlanan kapl tel
tipindedir ve sensdr II iyonofor 2-hidroksipropil b siklodekstrin kullanilarak
modifiye edilmistir. Sensor III ve IV, karbon pasta tipi sensdrlerdir ve nikotinamid-
fosfotungstat (NA-PT) kullanilarak iretilmislerdir ve sensér IV igin karbon
nanotlipler kullanilmistir. Caligmada sensdrlerin  karakteristik performanslari
incelenmis ve her bir sensoriin 25 °C’de Nernstian yanitlar1 (sensor [ i¢in 51,7 = 0,4
mV/dekat, sensor II i¢in 54,6 = 0,8 mV/dekat, sensor III i¢in 56,9 + 0,5 mV/dekat ve
sensor 1V i¢in 59,7 £ 0,2 mV/dekat) belirlenmistir. Bu sensorlerin alt gézlenebilme
sinirlar1 (LLOD) ise su sekildedir; sensor 1 igin 4,4 X 107" mol/L, sensor 11 igin 2,4 x
10”7 mol/L, sensor III i¢in 2,5 107 mol/L ve sensor IV i¢in 2,6 X 10® mol/L olarak
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belirlenmistir. Elde edilen sonuglari istatistiksel olarak degerlendirilmis ve daha 6nce
yaymlanmis diger yontemlerden elde edilen verilerle karsilastirilmistir (Abdoon ve

ark., 2015).

Parshina ve arkadaslari, karboksil ve siilfo gruplari ile karbon nanotiipler
(CNT) tarafindan modifiye edilen perflorosiilfonik asit membranlarini MF-4SC,
farmasotik ¢ozeltilerde nikotinik asidin belirlenmesi i¢in potansiyometrik ¢apraz
duyarli sensorler i¢in malzeme olarak ele almiglardir. Bu yontem ile sulu ¢ozeltilerde
nikotinik asit iyonlarmin LOD degeri 1,0x10° M olarak bulunmustur. Tabletlerde
nikotinik asit iyonlarinin tayinindeki bagil hata ve BSS degerleri ise sirastyla %0,8—
1,3 ve %5'tir. Enjeksiyonlarda nikotinik asit tayininde bagil hata ve BSS sirasiyla %3
ve %0,9 olarak tespit edilmistir (Parshina ve ark., 2022).

Parshina ve arkadaslarinin yaptigi calismada, MF-4SC perflorosiilfonik asit
membranlarina dayali hibrit malzemeler, sulu c¢ozeltilerde ve farmasoétiklerde
nikotinik asidin tayini i¢in potansiyometrik sensdr malzemeleri olarak incelenmistir.
Hibrit membranlar, 3-aminopropil (MF-4SC/SiO,-(CH,)3-NHY) ile modifiye edilmis
silika nanopartikiilleri ve siilfonatli (dogrudan veya hidrokarbon gruplar1 yoluyla) bir
yiizeye (MF-4SC/ZrO,-S03, MF-4SC/SiO,-(CH3)3-S03) sahip zirkonya ve silikanin
dahil edilmis nanopartikiillerini i¢ermekteydi. Sulu c¢ozeltilerdeki nikotinik asit
tyonlarinin LOD degeri 10810 M olarak bulunmustur. Bu ¢alismada nikotinik asit
farmasotigindeki aktif ve yardimci maddeleri belirlemek i¢in agirlikca %5 SiOo—
(CH,)3-S03, ve agirlikga %3 SiO,—(CHy)3-NHZ (15 mol %'si) igeren zarlara dayali

capraz duyarli sensor dizisi kullanilmistir (Parshina ve ark., 2021).

Santos ve Rangel’in yaptig1 calismada, demlenmis kahve numunelerinde niasin
analizi i¢in amperometrik dedeksiyon ile bir diisilk basingli kromatografik akis
enjeksiyon sistemi gelistirilmistir. Manifold, didesildimetilamonyum bromiir ile
kaplanmis 1,0 cm uzunlugunda monolitik bir kolon ve laboratuvar yapimi bor katkili
bir elmas elektrottan olugmaktaydi ve hareketli fazin hat i¢i iyonik kuvveti ayarliydi.
Kolonun kaplanmasi1 ve sartlanmasi asagidaki cozeltilerin 0,5 mL/dk'lik bir akis

hizinda sirayla itilmesinden olusuyordu: (a) asetonitril, su, 50/50, v/v (40 dk); (b)
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asetonitril, su, 5/95, v/v (5 ak); (c) asetonitril, su, 5/95, v/v, 1 mM DDAB (1 saat); ve
son olarak, (d) HCI 0,0025 M (1 giin). Son adimda, monolitik kolonu DDAB fazlasi
temizlenene kadar iyice yikanmistir, c¢linkii bu bilesigin yikanmasi BDD
elektrodunun hassasiyetini azaltmaktadir. Elektrokimyasal sistem, ¢alisma elektrotu
olarak bir BDD elektrotu, referans elektrotu olarak bir Ag/AgCl ¢ift temasli elektrotu
ve yardimct elektrot olarak bir camsi karbon g¢ubuk elektrottan olusuyordu. Bu
calismada korelasyon katsayisit 0,9999, LOD degeri 7,90x10" M, LOQ degeri ise
2,63x10° M olarak belirlenmistir (Santos ve Rangel, 2015).

1.3.2. Kafeinin Kantitatif Analizi

Spektroskopik Yontemler

Réacz ve arkadaslar1 2016 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alisma ile, FT-NIR
spektroskopisi ve yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile Macaristan,
Slovakya ve Yunanistan'dan saglanan yaklasik yiiz ticari igecegi 6rneginin kafein ve
seker iceriklerini kantitatif olarak tayin etmislerdir. Calismada kalibrasyon modelleri,
kismi en kiiciik kareler regresyonu (PLSR) ile olusturulmustur. Yazarlar kafein
miktarini belirlemek i¢in bir referans HPLC-UV yontemi kullanilmislardir.
Gergeklestirilen FT-NIR analizlerinde, yontem c¢ok boyutlu bir kemometrik
tekniklerinden PLSR teknigi ile kombine edilmistir. Ayrica calismada PLSR
tekniginin yam sira temel bilesenler analizi (PCA) ve dogrusal diskriminant analiz
(LDA) tekniklerinden de yararlanilmistir. Bu c¢alismada FT-NIR o6l¢iimleri i¢in bir
Fourier doniisiimii yakin kizil6tesi spektroskopi (FT-NIR) analiz cihazi kullanilmistir
ve cihaz, bir kuvars 151 ayirici, entegre bir interferometre, akish bir kiivet ile
donatilmis termostatli bir numune bdélmesi ve 800—2500 nm dalga boyu araliginda
calisan bir TE-InGaAs dedektorii ile donatilmistir. Spektral ¢oziiniirlik 8 em™,
tarayici hiz1 10 kHz ve her bir spektrum, birbirini takip eden 32 taramanin ortalama
spektrumu ile elde edilmistir. Kromatografik analizlerde ise, kafeinin HPLC-UV ile
miktarinin belirlenmesi i¢in bir Ci;g HPLC kolonu (4,6 mm x 150 mm x 5,0 um)

kullanilmigtir. Kromatografik ayirim, 40 °C'de izokratik eliisyon ile 18 dk’da
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gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmada akis hiz1 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 20 pl’dir ve
kafein 273 nm’de detekte edilmistir. Kafeinin kolonda siiresi ise yaklasik 9,5 dk’dir
(Récz ve ark., 2016).

Zielinska ve arkadaslar tarafindan, enerji icecegi numunelerinin igerisindeki
bilesiklerin  analizi, H-NMR spektroskopisi, HPLC-DAD, titrasyon ve
refraktometrik yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir. ;H-NMR yOntemine,
seker, sitrik asit, kafein ve niasinamid miktarini belirlemek i¢in bagvurulmustur. Tiim
Olciimler 295 K’de gerceklestirilmistir. Cozeltiler 9:1 (v/v) H,O ve D,0 karisimindan
olusan bir solvent sistemi ile hazirlanmigtir. Niasinamid ve kafein i¢in ;H-NMR ile
elde edilen veriler su sekildedir: niasinamid igin R® 0,997, konsantrasyon araligi
0,013-0,400 mg/mL, LOD 0,017 mg/mL, LOQ 0,050 mg/mL; kafein i¢in R? 0,996,
konsantrasyon araligi 0,040-1,210 mg/mL, LOD 0,057 mg/mL, LOQ 0,170 mg/mL.
Tiim analitler igin ortalama geri kazanim degerleri %98 ve %105 araliginda iken,
bagil standart sapma (BSS) degerleri %2'min altindadir. Kafein, niasinamid ve sitrik
asit miktari, gradient pompa sistemi ve bir fotodiyot dizisi detektorii igeren bir HPLC
sistemi kullanilarak analiz edilmistir. Kromatografik aymrim, 35°C'de ve 1 mL/dk
akis hizinda, RP-18e kolonu (5 pm, 250 mm x 4,6 mm) ile gerceklestirilmistir.
HPLC yonteminde geri kazanim degerleri %97-103 araliginda bulunmustur.
Kromatografik analiz gradient eliisyon ile gergeklestirilmis ve bunun igin %0,1 (v/v)
formik asit (A) ve asetonitrilden (B) olusan bir hareketli faz sisteminden
yararlanilmigtir. Gradient eliisyon plani: 0-5 dk, %1 B; 5-10 dk, %1-50 B; 10 15 dk,
%50-1 B; 15-20 dk, %1 B. HPLC sisteminde niasin 260 nm’de kafein ise 270 nm’de
detekte edilmistir. Niasinamid ve kafein i¢in alikonma siireleri sirasiyla 4,7 dk ve

12,4 dk’dir (Zielinska ve ark., 2022).

Mufakkar ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢alisma ile, piyasada bulunan on farkl
marka enerji igecegindeki kafeinin UV-spektroskopisi ile miktar tayinini
yapmislardir. Bunun i¢in konsantrasyon araligi 0,1 — 1,3 mg/mL arasinda degisen 13
farkli kafein igeren standart ¢ozelti hazirlanmistir ve bu hazirlanan ¢ozeltilerin UV
spektrofotometre ile 272 nm’de absorbanslar1 alinarak enerji igeceklerindeki kafein

miktar1 belirlenmistir. Sonuglar her igecekte kafein miktarinin farkli oldugunu
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gostermistir. Bu calismada, en yiiksek kafein konsantrasyonunun Power Horse adli
markada oldugunu (0,754955 mg/mL) ve en diisiik miktarda kafeinin ise Big Apple
adli bir markada bulundugu (0,100901 mg/mL) gbzler 6niine sermistir (Mufakkar ve
ark., 2015).

Amos-Tautua ve Diepreye tarafindan 2014 yilinda gerceklestirilen ¢alismada,
Nijerya'nin Yenagoa kentinde yerel piyasada bulunan sekiz farkli marka gazli ve
enerji iceceginin pH ve kafein diizeyleri standart bir UV spektroskofotometrik
yontemle belirlenmistir. Calismada kafeinin kantitatif analizi i¢in ekstraksiyon
¢oziiclisii olarak karbon tetrakloriir kullanilmistir ve her ¢ozeltinin absorbansi, 270
nm absorpsiyonda Ol¢lilmiistiir. Bu ¢calismadan elde edilen sonuglar, i¢ceceklerin pH
seviyesinin 5,92-6,44 arasinda hafif asidik oldugunu ve kafein diizeylerinin ise gazl
mesrubat Coca Cola'da 43,71+0,55 ppm ve enerji igecegi Red Bull 6rneginde ise
58,31+£0,35 ppm oldugunu gostermistir. Gazli mesrubatlar i¢in kafein limiti 43,71-
45,83 ppm iken bu calisgmada bu miktar 44,52 ppm bulunmustur. Benzer sekilde
enerji i¢eceklerinde kafein limiti 47,56-58,31 ppm iken yazarlar bu miktar1 52,24
ppm olarak bulmuslardir. Tiim bu sonuglar, analiz edilen igeceklerdeki kafein
seviyesinin FDA tarafindan izin verilen maksimum limitlerin altinda oldugunu

gostermistir (Amos-Tautua ve Diepreye, 2014).

Armenta ve arkadaslari, ticari enerji icecegi numunelerinde kafein tayini i¢in
kat1 fazli titresim spektrometrisine dayal1 bir metodoloji (kat1 faz Fourier doniistimii-
Raman spektrometrisi, SP-FT-Raman) gelistirmislerdir. 5 mm 1i.d.'lik bir cam tiip
i¢cine paketlenmis bir Cyg kat1 fazi tizerinde sabitlenmis kafeinin Raman spektrumlari,
dogrudan 3500 ve 70 cm™ arasinda elde edilmistir. Kafein tayini i¢cin 573 ile 542 cm’
! arasindaki Raman spektrumu degerleri kullamlmustir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglara gore, yontemin tekrarlanabilirligi %3, geri kazanim %99 + 3 ve LOD

degeri ise 18 mg/L’dir (Armenta ve ark., 2005).

2005 yilinda yapilan bir calismada Huck ve arkadaslari, kaba yesil
cekirdeklerin ayristirilmasindan sonra kavrulmus kahvedeki {i¢ ana alkaloit kafein

(Caf), teobromin (Tbr) ve teofilin (Tph) miktarinin belirlenmesi i¢in yakin kizilotesi
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spektroskopiye (NIRS) dayali yeni bir analitik yontem gelistirmislerdir. Bu
calismada sabit faz olarak gozeneksiz silika- Cig ve gdzenekli silika- Cyg kullanilmis
ve her iki durumda da analiz siireleri karsilastirllmistir. 3 alkoloidin g6zeneksiz
silika- Cyg ile analizi 2,5 dk'da, gozenekli silika- Cyg ile analizi ise 20 dk’da
gerceklestirilmistir. Bu nedenle calismada gozeneksiz silika Cig kullanimistir.
Valide edilmis LC-UV yontemi, NIRS sisteminin kalibrasyonu i¢in referans yontem
olarak secilmistir. 83 sivi kahve ekstraktinin analizinde, kafein ve teobromin i¢in
0,10 ve 4,13 g/100 g konsantrasyon araliginda 0,86 ve 0,85 korelasyon katsayilari ile
sonuclanmistir. Bu analizde SEE (standart tahmin hatasi) degerleri sirasiyla 0,34/100
g ve 0,40 g/100 g iken; SEP (standart tahmin hatas1) degerleri ise 0,07/ 100 g ve 0,10
9/100 g'dir. LC yontemi ile LOD degeri 0,244-0,60 ng/100 g iken, NIRS yontemi ile
bu deger 0,05 g/100 g'dir ve bu sonuglar Teofilin NIRS ile analizini imkansiz
kilmaktadir, teofilin analizi i¢in LC yontemi tercih edilmelidir. Fakat, NIRS yontemi

ile kafein ve teobrominin analizi miimkiindiir (Huck ve ark., 2005).

Asogwa ve arkadaglarinin yaptigi bu c¢alisma, enerji iceceklerinin porsiyon
hacimlerindeki kafein igerigini spektrofotometrik ve iyodometrik geri titrasyon
yontemleriyle kantitatif olarak analiz etmeyi amaglamaktadir. Spektrofotometrik
yontem ile kafein miktarinin tayin edilmesi i¢in 270 nm dalga boyunda calisilmistir.
Kafein miktarmin enerji iceceklerindeki UV spektroskopi ile bulunan miktarlar
37,40 mg/200 mL (Passion) < 64,73 mg/250 mL (Bullet) < 82,70 mg/355 mL (Power
Horse) < 86,30 mg/400 mL (Predator) < 114,68 mg/500 mL (Fearless) iken,
iyodometrik geri titrasyon yontemiyle Bullet, korkusuz, Predator, Power Horse ve
Passion i¢in bu miktarlar sirasiyla 57,50 mg/250 mL, 165,00 mg/500 mL, 160,00
mg/400 mL, 117,15 mg/355 mL and 40 mg/200 mL'dir. Uriin etiketinde belirtilen
miktarlar ise Bullet, korkusuz, Predator, Power Horse ve Passion i¢in sirasiyla 78,75
mg/250 mL, 157,50 mg/500 mL, 120,00 mg/400 mL, 133,60 mg/355 mL ve 50
mg/200 mL olarak verilmistir. Sonuglar gostermistir ki, enerji igeceklerindeki kafein
iceriginin belirlenmesi amaciyla spektrofotometrik ve iyodometrik geri titrasyon
yontemlerine basvurulmasi, dogru ve giivenilir sonuglar vermektedir (Asogwa ve
ark., 2023).
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Alesso ve Fernandez tarafindan 2016 yilinda gerceklestirilen ¢alismada, kafein
analizi i¢in 338 nm emisyon ve 280 nm eksitasyon dalga boyunda sigir serum
alblimini molekiiliiniin floresan emisyonu tizerindeki sondiirme etkisine dayali olarak
yeni bir metadoloji gelistirlmistir. Tasiyict olarak 1,5 mL/dk akis hizinda, potasyum
dihidrofosfat 5x10™ mol/L tampon (pH 6,8) kullamlnustir. Onerilen metodoloji,
saatte 60 numunenin islenmesine izin vermektedir. Bu yontemin sonuglarina goére
kafeinin r* degeri 0,9954, LOD degeri 2x10° mol/L ve LOQ degeri ise 6,68x 10
mol/L’dir (Alesso ve Fernandez, 2016).

Palo ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada zayiflatilmig toplam yansima
Fourier doniisiimii kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisinin basili formiilasyonlarin
igerisinde bulunan kafein ve loperamid hidrokloriiriin kantitatif analizinde kullanimi
arastirilmistir. Bu calismada baski ¢oziiniirligl degistirilerek farkli dozlarda kafein
ve loperamid hidrokloriir (LOP) igeren formiilasyonlar hazirlamak igin piezoelektrik
inkjet yazicidan yararlanilmistir. Basili ilag igerigi, CAF igin UV-Vis
spektrofotometri ile 273 nm’de ve LOP i¢in ise HPLC ile belirlenmistir. Yontemin
1,25-20 mg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu belirlenmistir (R?0,9991).
Bu calisma, basili ila¢ formiilasyonlarinin kantitatif analizi i¢in tek degiskenli/cok
degiskenli veri analizi ile birlikte kizilotesi spektroskopinin uygulanabilirligini

gostermesi agisindan 6nem tagimaktadir (Palo ve ark., 2016).

Kromatografik Yontemler

Chirita ve arkadaslar1 yapmis olduklari ¢alisma ile enerji igecegi numunesinde
bulunan kafein ve taurinin es zamanl tayini i¢in bir HILIC/UV/ELSD yontemi
gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma, bir NH; polimeri (150 x 2,1 mm i¢ ¢ap, 5
um) ile gerceklestirilmistir. Calismada evaporatif 151k sacilim dedektorii (ELSD) ve
UV-Vis. detektorleri kullanilmistir. Kromatografik sistemde akis hizi 0,15 mL/dK,
kolon sicakligi 45°C, hareketli faz MeOH/H,O (30/70, v/v) ve deteksiyon igin
secilen dalga boyu 272 nm’dir. Kromatografik ayirma i¢in izokratik eliisyon tercih

edilmistir. Analizde 0,995’in iizerinde r? degerlerine ulasilmigtir. ELSD ile kafein
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icin LOD degeri yaklasik 2 mg/L iken 272 nm'de UV ile kafein i¢in LOD degeri
yaklagik 10 pg/L olarak bulunmustur. ELSD ve UV dedektorleri ile bulunan LOQ
degerleri ise sirasiyla 5 mg/L ve 30 pg/L’dir. Geri kazanim degerleri ise kafein i¢in

%68,7-84,4 arasinda degismektedir (Chirita ve ark., 2010).

Medina ve arkadaglar1 2020 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligma ile San metropol
bolgesinde 384 kisiye yapilan bir anketin sonuglarina gore secilen ve Kolombiya
pazarinda tiiketilen ii¢ enerji icecegindeki kafein miktarini analiz etmislerdir. Enerji
icecegi numunelerindeki kafein miktari, bir ultra hizli sivi kromatografisi (UFLC)
yontemi ile belirlenmistir. UFLC sisteminin kromatografik sartlar1 belirlenirken
NTC-ISO 20481 yontemi referans alinmigtir. Bir C1g kolonuna (4,6 mm x 50 mm x
2,2 um) sahip, ters faz UFLC-PDA sistemi ile kafein analizi izokratik eliisyon ile 272
nm’de gerceklestirilmistir. Kromatografik ayirim icin metanol: su tip 1 (24:76)
karisimina sahip hareketli fazin akig hiz1 1,00 mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 uL, firin
sicakligr 40 °C’dir. Kafeinin UFLC ¢aligsmasinda lineer kalibrasyon araligi 0,025-
30,0 mg/L, LOD degeri 0,0034 mg/L, LOQ degeri 0,0065 mg/L ve alikonma siiresi
(tR) 2,050 dk’dir (Medina ve ark., 2020).

Ali ve arkadaglari, HPLC yontemi ile Sudan yerel pazarlarinda ticari olarak
pazarlanan 15 farkli icecek numunesinin kafein diizeyini belirlemislerdir.
Kromatografik ayirma Shim-pack VP-ODS kolonu (250 x 4,6 mm) ile 270 nm’de
gerceklestirilmis ve eliient olarak metanol:su (30:70, v/v) kullanilmistir. Calismada
PDA dedektorii kullanilmis ve akis hizi 1,3 mL/min, enjeksiyon hacmi ise 20 pL
olarak verilmistir. Yontemde dogrusal konsantrasyon araligir 10-100 ppm’dir ve bu
aralikta korelasyon katsayisi 0,9999 olarak verilmistir. Bu g¢alismada kafeinin
gozlenebilme sinir1 0,023 ppm ve yontemin kesinligi ise %1,25 (40 ppm
konsantrasyonda) olarak bulunmustur. Geri kazanim degerleri ise Pepsi Cola, Coca
Cola, Red Bull, Gazaltain siyah ¢ay ve Kahve orneklerinde sirasiyla %99, %105,
%99,2, %102 ve %102°dir. Analiz sonucunda numunelerde saptanan kafein miktar
ise su sekildedir: ¢ay numunelerinde 458,6 ppm, enerji iceceklerinde 255,6 ppm,
kahvede 252,4 ppm ve gazli alkolsiiz igeceklerde 96 ppm (Ali ve ark., 2012).
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Ahmad ve arkadaslari, yaptiklar1 calismada iki mesrubat ve alt1 enerji igecegi
olmak iizere pazarlanan sekiz alkolsiiz icecekte bulunan kafein miktarint belirlemek
icin UPLC-PDA yontemi gelistirmeyi ve dogrulamayr amaglamislardir. Kafeinin
kromatografik ayirimi, Acquity UPLCVR CSHTM Cyg (1,7 mm, 2,1x 100 mm)
kolonu ile, izokratik modda ve asetonitril ve sudan (30:70, v/v) olusan bir hareketli
faz kullanilarak, 0,3 mL/dk akis hizinda ve 1,0 pL enjeksiyon hacminde
gergeklestirilmistir. Kafeinin bu yontemle eliisyonu 1,06 dk’da gerceklesmistir ve
kalibrasyon egrisi olusturmak icin kafeinin 273 nm’deki degerleri kullanilmistir.
Kafeinin dogrusalligi, 40-200 ng/mL arasinda degisen bir konsantrasyon araliginda
degerlendirilmistir. Yontemden elde edilen sonuglar: korelasyon katsayisi 2 0,9994,
LOD degeri 7,34 ng/mL, LOQ 22,24 ng/mL ve geri kazanim degerleri ise %97,80—
103,28 olarak bulunmustur. Tiim bu sonuglar yontemin dogrulugunu ispat etmektedir

(Ahmad ve ark., 2022).

Gliszczynska-Swigto ve Rybicka 2015 yilinda yapmis olduklar bir calismada,
kafein ve suda ¢Oziinen vitaminlerin (C vitamini, tiamin, riboflavin 5-fosfat ve
riboflavin, nikotinik asit ve nikotinamid, pantotenik asit, piridoksal, piridoksamin ve
piridoksin, folik asit ve siyanokobalamin) es zamanl tayinleri i¢in PDA ve floresan
dedektoriine sahip HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma,
uBondapak C;g kartus koruma kolonu ve Nova-Pak Cig kolonu (150 mmx3,9 mm, 5
um) ile donatilmis bir HPLC sistemi ile saglanmistir. Hareketli faz, Metanol (¢oziicii
A) ve 0,005 M hekzansiilfonik asit igeren 0,05 M NaH,PO4'ten (pH 3,0) (¢6ziicii B)
olusmaktadir. Calismada gradient eliisyon uygulanmistir; 20 dk boyunca %10 A'dan
%40 A'ya kadar dogrusal bir artis gerceklestirilirken sonraki 10 dk i¢inde de 1 mL/dk
akis hiz1 ile baslangi¢ kosullarina geri doniis saglanmistir. Calismada enjeksiyon
hacmi 20 pL'dir. Kafein ve baz1 vitaminlerin tayini i¢in PDA dedektorii kullanilirken,
B6 (eksitasyon dalga boyu 290 nm ve emisyon dalga boyu 390 nm) ve B2 vitamini
icin (eksitasyon dalga boyu 450 nm ve emisyon dalga boyu 530 nm) floresan
dedektorii kullanilmistir. Bu yontem ile 30 dk’da 13 bilesik analiz edilmistir.
Kolonda kafeinin alikonma siiresi 17,58+0,04 dk’dir ve kafein 270 nm'de dedekte
edilmistir. Bu ¢alismada HPLC-PDA ile belirlenen LOD'ler 13-121 ng/mL arasinda,
HPLC-FL ile belirlenen LOD'ler ise 8-61 ng/mL arasindadir. Giin i¢i ve giinler arasi
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cihaz kesinliginin bir ifadesi olan BSS degerleri ise siv1 enerji igecegi i¢in %1,87 ve
%1,73’ten az; tablet enerji icecegi iginse %1,44 ve %]1,83'ten azdir. Bilesiklerin
taninmasini ve safligini dogrulamak icin ise UV/VIS absorpsiyon spektrumlarindan

yararlanilmistir (Gliszczyfiska-Swigto, Rybicka 2015).

Foudah ve arkadaglar tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, ¢esitli ticari enerji
iceceklerindeki (ED) ve yesil farmasotik formiilasyonlardaki kafein tayini igin ters
fazli yliksek performansli ince tabaka kromatografisi (HTLC) kullanilmistir.
Yontemde kafein 20 mm/sn'lik bir tarama hizinda ve 4 x 0,45 mm'ye ayarlanmis
yarik boyutunda 275 nm’de tayin edilmistir ve hareketli faz olarak ta Etanol-su
(55:45 v/v) kanisimi kullanilmistir. Gelistirilen yontemde kafein i¢in kalibrasyon
egrisinin 50-800 ng/bant konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu tespit edilmistir.
Bu yontem ile farkli enerji igeceklerinde (ED1-ED10) bulunan kafein miktar1 21,02—
37,52 mg/100 mL araliginda, bitkisel {irtinlerdeki (F1-F3) kafein miktar1 ise 10,63—
20,30 mg/100 mL olarak bulunmustur. Kafein analizi, ters fazl silika jel 60 F254S
plakalar1 ile Onceden kaplanmis 10 x 20 cm cam plakalar {zerinde
gerceklestirilmistir. Numuneler otomatik dernekleyici aplikatdrii ile ters fazli TLC
plakalarmma 6 mm'lik bantlar halinde isaretlenmistir. Kafeinin uygulama orani 150
nL/s'dir. TLC plakalari, EtOH-su (55:45, v/v) hareketli faz kullanilarak 80 mm'lik bir
mesafeye kadar Otomatik Gelistirme Odasinda 22 °C'de 30 dk boyunca EtOH-su
buharlar1 (55:45, v/v) ile doyurulmustur. Calisma sonucunda belirleme katsayisi (RZ)
ve regresyon katsayisi (R) degerleri sirasiyla 0,9973 ve 0,9986 olarak bulunmustur.
LOD ve LOQ degerleri ise sirasiyla, 16,87 = 0,45 and 50,61 + 1,35 ng/band olarak
belirlenmistir (Foudah ve ark., 2022).

Attipoe ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢aligma ile piyasada en ¢ok satilan enerji
icecekleri (n=9) ve enerji shotlart (n=5) icerisinde bulunan kafein miktarmin
ambalajda belirtilen miktar ile uyumlu olup olmadigini test etmeyi amaglamiglardir.
Bu caligmada igeceklerdeki kafein miktari, solvent ekstraksiyonu ve ardindan UV
dedektoriine sahip bir HPLC yontemi uygulanmast ile belirlenmistir. Bu yontem ile
kafein seviyesi kantitasyon sinirinin altina diistiiglinde ise tandem Kkiitle

spektrometresi dedektorii ile sivi kromatografisi kullanilmistir. Analiz sonucu elde
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edilen kafein miktarlart ile ambalajda belirtilen miktarlar SPSS kullanilarak
karsilastirilmistir. Calisma sonucunda bu numunelerden 5'inin ambalajda belirtilen
miktar ile uyumlu olmadig tespit edilmistir, diger 9 tanesindeki kafein miktarinin ise
ambalajda belirtilen miktarin %151 icinde oldugu tespit edilmistir. Uriin
ambalajlarinda yazili olan kafein miktar1 enerji igecekleri i¢in 75-240 mg, enerji
shotlar1 i¢in ise 31-270 mg arasinda degismektedir. Ortalama olarak, bulunan kafein
miktar1 (151 mg), etikette belirtilenden (161 mg) biraz daha diisiik bulunmustur
(Attipoe ve ark., 2016).

Grembecka ve Szefer tarafindan cesitli diyet takviyelerinde ve alkolsiiz
iceceklerde kafein ve aspartamin es zamanl tayini i¢in bir HPLC-CAD-UV-DAD
yontemi Onerilmistir. Analizler, ayn1 anda seri olarak baglanmis yiiklii bir aerosol
detektoriine (Corona CAD) ve ultraviyole diyot dizi detektoriine (UV-DAD) bagh
HPLC ile gerceklestirilmistir. Yontemin, diyet takviyeleri ve alkolsiiz igeceklerde
0,25-75 pg/mL araliginda kafein ve aspartam miktarini belirlemek i¢in uygun oldugu
goriilmiistiir. Kafein ve aspartamin LOD degeri Corona CAD igin sirastyla 62 ve 43
ng/mL ve UV-DAD dedektorii i¢in 31 ve 30 ng/mL olarak bulunmustur. Calisma
sonucunda elde edilen verilere gore, her iki analitin en az 0,999'luk bir korelasyon
katsayisina sahip oldugu, yontemin dogrulugunun aspartam i¢in ortalama %100 ve
kafein i¢in ise %98,3 oldugu ve kesinlik degerlerinin ise %0,09-1,12 arasinda oldugu
goriilmiistiir. UV-DAD dedektorii ile elde edilen LOQ degerleri her iki analit i¢in de
0,09 pg/mL olarak bulunmustur. Benzer sekilde, Corona CAD dedektorii ile
kaydedilen LOQ degerleri aspartam icin 0,13 pg/mL, kafein i¢in ise 0,19 pg/mL’dur.
Aspartam i¢in ortalama geri kazanimlar, Corona CAD i¢in %99,8-103 ve UV-DAD
icin %99,6-101 araligindayken, kafein i¢in bunlar, Corona CAD icin %97,5 ile
%98,8 ve UV- DAD i¢in %96,1-100,4 araligindadir (Grembecka ve Szefer, 2012).

Ford ve arkadaslari, tandem kiitle spektrometresi dedektorii ile bir ylizey
numune alma elektrosprey iyonlastirma sistemi kullanarak, ters fazli C8 ince
katmanli kromatografi plakalar iizerinde alkolsiiz iceceklerde ve spor i¢eceklerinde
kafeinin kantitatif tayinini gergeklestirmislerdir. Bu yontemde doteryum etiketli bir

kafein i¢ standardi ve sec¢ilmis reaksiyon izleme saptamasi kullanilmistir. 44
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um/sn'lik bir ylizey tarama hizinda 35 dk gerektiren tek bir yiizey tarama deneyinde
tek bir plaka tlizerinde dokuz adede kadar paralel kafein bandi 6rneklenmistir. Bu
yontem ile elde edilen sonuglar, ters fazli bir HPLC-UV yontemi karsilastirilmistir.
Standartlar ve gercek Orneklerle geri kazanimlar, her iki yontem i¢in de %97 ile
%106 arasinda degismektedir. Analiz sonuglar1 gelistirilen yontem ile HPLC/UV
yonteminin uyum i¢inde oldugunu gostermistir. Diyet Visne Kola ve diyet sporcu
iceceginde belirlenen kafein miktarlarinin literatiirde belirtilen degerlerden yiiksek

oldugu saptanmistir (Ford ve ark., 2005).

Perrone ve arkadaslari, kahvede kafein, trigonellin, sukroz ve nikotinik asitin
es zamanli tayini i¢in bir LC-MS yontemi gelistirmislerdir. Yontemde once sicak su
ile ekstraksiyon, bazik kursun asetat kullanilarak aritma ve membran filtrasyonu 6n
islem basamaklar1 uygulanmis, daha sonrada bir Spherisorb S5 ODS2, 5 um
kromatografik kolon kullanilarak analiz gerceklestirilmistir. Kromatografik ayirma,
0,2 mL/dk akis hizinda %0,3 sulu formik asit/metanol ile gradient eliisyonla
gerceklestirilmistir. Elektrosprey iyonizasyon kaynagi, siikroz iyonlar: iiretmek i¢in
negatif modda ve kafein, trigonellin ve nikotinik asit iyonlar1 iiretmek i¢in pozitif
modda calistirilmistir. Yesil ve kavrulmus kahve 6zlerinde hazirlanan kalibrasyon
egrileri, > > 0,999 ile dogrusaldi. Kavrulmus kahve ile yapilan analizlerde geri
kazanimlar kafein i¢in %93,0-105,1, trigonellin i¢in %85,2-116,2, slikroz igin
%94,1-109,7 ve nikotinik asit i¢in %89,6-113,5 arasinda degismektedir. Kafein,
trigonellin, nikotinik asit ve sukroz i¢in LOD sirasiyla 11,9, 36,4, 18,5 ve 5,0 ng/mL
idi. 11 kahve Orneginin (normal veya kafeinsiz yesil, 6giitiilmiis ve hazir kahve)

analizi literatiirle uyumlu sonuglar vermistir (Perrone ve ark., 2008).

Mazdeh ve arkadaslari, ticari spor igeceklerinde bulunan gida katki maddelerini
HPLC yontemi ile analiz etmislerdir. Bu ¢alismada 21 farkli marka sporcu icecegine
ait 105 numune ile calisilmistir. Kromatografik ayirim 0,8 mL/dk akis hizinda sulu
amonyum asetat tamponu (pH 4,2) ve asenitril karistmindan olusan (80:20, v/v) bir
hareketli faz ile Cig (150 x 4,6 mm, 5 pm) kolonu kullanilarak saglanmistir.
Enjeksiyon hacmi 20 uL ve UV detektorii 225 nm'dir. Analiz sonucunda yapilan

hesaplamalarda ortalama geri kazanim degerlerinin %95-106 oldugu belirtilmektedir.
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[ran' a ait markalarda sodyum benzoat ve potasyum sorbat msiktar sirastyla 147,72
and 11,54 ppm olarak belirtilmistir. Bu miktar yabanci markali iiriinlerde 19,43 and
4,91 ppm'dir. Bu ¢alisma aymi anda pek ¢ok maddenin analizine imkan vermistir

(Mazdeh ve ark., 2016).

Soto ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 calismada, diyet takviyelerindeki
kafeinin analizi i¢in {i¢ minyatiir sivi kromatografisi (LC) aleti ile ¢alisilmig ve daha
sonra bunlardan alinan sonuglar karsilastirilmistir; tezgah tistii kapiler LC (capLC)
sistemi, tezgah tistii nano LC (nanoLC) sistemi ve taginabilir LC sistemi. Calismalar
sonucunda, optimize edilmis kosullar altinda, tezgah {istii sistemlere dayali
yontemlerin hassasiyet agisindan daha iistiin oldugu goriilmiistiir. CapLC ve nanoLC
sistemleriyle bulunan LOD degerleri sirasiyla 0,01 pg/mL ve 0,003 pg/mL iken
taginabilir LC cihazi ile elde edilen LOD degeri 1 pg/mL'dir. Tasinabilir LC tabanl
yontemin, basitlik ve verim (toplam analiz stiresi < 15 dk) agisindan tistiin oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, taginabilir minyatiir LC yonteminin, 1-20 pg
mL-1 aralifinda iyi bir dogrusallik sagladigini gostermistir. Yazarlar tarafindan
onerilen portatif LC tabanli yontem, diyet takviyelerindeki kafein igerigi ile ilgili

basarili sonuglar vermistir (Soto ve ark., 2022).

Karau ve arkadagslar1 yaptiklar1 ¢calisma ile ters fazlit HPLC yontemi kullanarak,
19 farkh tiirde alkolsiiz enerji icecekleri ve caylardaki kafein miktarini tayin etmeyi
amaglamislardir. Bu numuneler, Supelco HS Cig kolonuna (25 cm x 4,6 cm x 5 um)
sahip bir HPLC-UYV sistemi ile, kolon sicakliginin 40 °C oldugu bir ortamda ve 272
nm’de gergeklestirilmistir. Kromatografik ayirma icin metanol ve su (8:20, v/v)
karisimindan olusan ve akis hizi 1,5 mL/dk olan bir hareketli faz sistemi
kullanilmistir. Calismada kafeinin korelasyon katsayisi (r) 0,9993 ve alikonma siiresi
ise 2,11+£0,03 dk olarak bulunmustur. Kolondan kafeinin geri kazanim yiizdesi
%89,78-105,59, LOD degeri 0,279 pg/mL ve LOQ degeri ise 0,931 pg/mL'dir. Bu
calisma alkolsiiz iceceklerinin ¢ogunun yliksek kafein igerigine sahip olmasina

ragmen bunlarin etikette yer almadigini ispatlamasi agisindan 6nemlidir (Karau ve

ark., 2010).
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Lee ve arkadaglari, 2014 yilinda yaptiklari bir ¢calismada enerji igeceklerindeki
kafein miktarini tayin etmek i¢in, SPE numune hazirlama, elektrosprey iyonizasyon
coklu tandem kiitle spektrometresi dedektorii (ESI-MSn) ile birlestirilmis yeni bir
UPLC yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma, LCQ iyon tuzag kiitle
spektrometresi vezhang Acquity CSH Cig (50 % 1,0 mm, 1,7 um) UPLC kolonu ile
donatilmis ters fazli bir UPLC kolonu ile izokratik eliisyon modunda 6 dk’da
gerceklesmistir. Bu calismada 150 pL/min akis hizinda, %0,05 formik asit igeren
metanol - su (85:15, v/v) karisimindan olusan bir hareketli faz sistemi kullanilmistir.
En yiiksek ortalama geri kazanim SampliQ Ci3 ODS'de gozlemlenmis (%92 + 4) ve
diger ters fazli Cig kartuslarinin ise %32-77 arasinda degisen onemli Olglide daha
diisiik kafein geri kazanimi sagladigi tespit edilmistir. Bu yontem ile belirlenen
kafeinin LOQ degeri yaklasik 2,1 ng/mL olarak bulunmustur ve giin i¢i ve giinler
aras1 kesinlik degerinin %4'ln altinda ve Sl¢limlerin dogrulugunun ise %385,1 ile

%93,2 arasinda oldugu tespit edilmistir (Lee ve ark., 2014).

Ptolemy ve arkadaslarinin hazirlamis oldugu c¢alismada insan tiikiirigi,
plazmas1 ve idrar 6rneklerinde teobromin ve kafein tayini i¢in tek bir ultra santrifiij
bazli numune On isleminin ardindan, bir sivi kromatografi tandem kiitle
spektrometrisi  (LC-MS/MS) protokolii  uygulanmistir.  Optimize edilmis
kromatografik analizde gradient eliisyon ile her iki analit te 1,3 dk’da analiz
edilmistir. Analiz i¢in pozitif mod elektrosprey iyonizasyonu ve coklu reaksiyon
modunda ¢alisan bir MS/MS cihazi kullanilmstir. BCs izotopik olarak etiketlenmis
kafein, dogrulugu ve kesinligi artirmak i¢in bir i¢ standart olarak dahil edilmistir. 0,7
uL standartlar ve numuneler, termostatli 30°C'de tutulan bir LC Cig kopriilii-etil
hibrit (BEH) kolonuna (1,7 pm partikiil x 2,1 mm x 50 mm) enjekte edilmistir.
Metabolitler, sirastyla su (faz A) ve asetonitril (faz B) i¢indeki %0,1 (v/v) formik asit
hareketli fazlar1 kullanilarak ayrildi. Bu analizde akis hiz1 0,6 mL/dk ve dalga boyu
280 nm’dir. Calismada, sirastyla hem teobromin (ortalama R? 0,9968) hem de kafein
(ortalama R? 0,9997) icin 2,5-400 umol/L arasindaki konsantrasyon aralifinda
dogrusaldi. Kafein ve teobromin i¢in geri kazamimlar, 10 ve 300 upmol/L
konsantrasyon seviyelerinde %114-118 ve %99-105 arasinda degismistir. Teobromin
ve kafein i¢in LOD degeri ise 1,25 umol/L idi (Ptolemy ve ark., 2010).
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Moura-Silva ve arkadaslar1 Amazon’da yetisen, zengin kafein icerigine sahip
olan ve sulu 6zii diinyada yaygin bir bigimde kullanilan guarananin (Paullinia
cupana) bitki 6ziiniin bulundugu, guarana bazl ticari igeceklerinde kafein tayini i¢in
bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu calismada herhangi bir analit ekstraksiyon
yontemi kullanilmamistir. Sonuglar deney tizerinde matris etkisinin olmadigini ve 5-
135 pg/mL konsantrasyon araliginda yiiksek secicilik ve dogrusallik (>0,999)
saglandigimi gostermistir. Deneyden elde edilen LOD ve LOQ sirastyla 0,02 pg/mL
ve 2 ug/mL olarak belirlenmistir, deneyin dogrulugu ise %99,9-120 arasinda
degismekteydi. Elde edilen sonuglar, gelistirilen yontemin guarana ekstraktinin ve
kafein iceren drilinlerin kalitesini degerlendirmek ic¢in kullanilabilecegini

gostermektedir (Moura-Silva ve ark., 2023).

Elektroforetik Yontemler

Liotta ve arkadaslari, enerji igecekleri ve akill ilaglardaki kafeinin tayini i¢in
diyot dizisi dedektorii mikroemiilsiyon elektrokinetik kromatografiye (MEEKC)
dayali yeni bir yontem gelistirmiglerdir. Ayirmalar, kaplanmamis erimis silis
kilcallart (50 cm x 50 um (ID)) kullanilarak 20 kV voltajda ve 8,85 mM sodyum
tetraborat pH 9,5, SDS %3,3 (a/h), n-heksan 1,5 (h/h) ve 1-butanol %6,6 (h/h)'den
olusan tampon ¢ozelti ile 6 dk’da gergeklestirilmistir. Calismada i¢ standart
(diprofilin) kullanilmistir ve enjeksiyon kosullar1 0,5 psi, 3 s olarak verilmistir.
Analiz 275 nm’deki UV sonuglarina gére yapilmistir fakat pik tanimlanmasi ve saflik
kontrolii i¢in 200-400 nm arasindaki degerlerden yararlanilmistir. Bu ¢alismada giin
ici ve giinler arasi kesinlik degerlerinin, go¢ siireleri icin %0,37'nin ve pik alanlari
icin %9,86'nin altinda oldugu rapor edilmistir. Bu yontem akilli ilaclar ve enerji

iceceklerinde kafeinin dogrudan tayini i¢in basarili sonuglar vermistir (Liotta ve ark.,
2012).

Elbashir ve arkadaslar1 2021 yilinda yaptiklar1 calismada iceceklerde kafein,
vanilin ve etil vanilinin es zamanli tayini igin bir kapiler elektroforez yontemi

onermislerdir. Ayirma, %10 (v/v) asetonitril i¢eren 25 mM fosfat tamponu (pH 8,5)
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ile 200 nm’de ve 3 dk’dan daha kisa bir siirede gerceklestirilmistir. U¢ analit i¢in 5—
80 ng/mL konsantrasyon araliginda (r* > 0,9986) kalibrasyon egrileri elde edilmistir.
Analitlerin gozlenebilme ve tayin sinirlar1 sirasiyla 2,6-4,3 ve 4,1-5,2 pg/mL
araligindadir ve geri kazanim degerleri ise %92,1-104,4 (n=3) olarak ifade edilmistir
(Elbashir ve ark., 2021).

Zhao ve Lunte’nin gerceklestirdigi calismada, kafein ve metabolitleri olan
teobromin, paraksantin, teofilin ve 1,3,7-trimetiliirik asit kapiler elektroforez
(MECC) ile ayrilmistir. Bu yontemde misel fazi olarak sodyum dodesil siilfat (SDS)
kullanilmistir. Bu ¢alismada, ilaglar, gidalar ve viicut sivilarinda kafein ve dort
analogunun tayinini i¢in pH, tampon konsantrasyonu, misel konsantrasyonu, tampon
tuzlari, iyonik kuvvet, uygulanan voltaj ve enjeksiyon siiresi gibi faktorlerin analiz
tizerine etkileri incelenerek analiz i¢in optimal kosullar belirlenmistir. Kafein ve ii¢
analogunun analizi, 1 pg/ml'den daha diisiik LOD degeri ile 120 saniye iginde
gerceklestirilmistir (Zhao ve Lunte, 1997).

Hemwech ve arkadaslari, sirasiyla yedi fenolik asidin (kafein (CF) ile birlikte,
p-hidroksifenilasetik asit (PHPA), p-kumarik asit (PCA), p-hidroksibenzoik asit
(PHBA), kafeik asit (CFA), (3,4-dihidroksifenil)asetik asit (DHPA), gallik asit
(GLA) ve 2,3,4 trihidroksibenzoik asit (THBA)) kapiler elektro-kromatografi (CEC)
ve misel elektrokinetik kromatografi (MEKC) tarafindan ayrilmasi i¢in silika kaph
kapiler ve erimis silika kapilerin karsilastirma ¢alismasi ile yenilik¢i bir silika kaph
kapiler yontem sunmugslardir. MEKC modu i¢in kullanilan tampon, 50,0 mM sodyum
dodesil stlfat iceren 25,0 mM borat tamponudur (pH 9,0). Bu c¢alismada
kaplanmamuis kapilerin, yedi fenolik asidin tiimiinii CEC veya MEKC ile ayiramadigi
belirlenmistir. Bu nedenle hem CEC hem de MEKC ig¢in kaplanmis kapiler ile
calismalar gerceklestirilmistir. Calismada, CEC’te tiim bitisik pik g¢iftleri i¢in plaka
sayisinin N>2,0 x 10* m—1 ve ¢Oziiniirliigliniin ise Rs>1,6 oldugu belirlenmistir.
Yedi fenolik asit ve kafeinin dogrusal kalibrasyon araligi farkli oldugu ancak r?
degerlerinin tlimiiniin >0,9965 oldugu belirlenmistir. Kaplanmig kapiler yontemleri
icin fenolik asitlerin ve kafeinin ayrilma etkinliginde istatistiksel olarak hic¢bir fark

olmadig1 belirlenmistir. Demlenmis caydaki kafein ve fenolik asitlerin analizi i¢in
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tiramin i¢ standardi kullanilmistir ve ayirma 15 dk’dan daha az stirmiistiir. Kuru ¢ay
yapraginda kafein ve gallik asit igerikleri sirasiyla 10,8-15,0 ve 2,6-4,8 mg/g olarak
belirlenmistir. Numunelerin geri kazanim yiizdesi ise sirasiyla %90+9 ila 106+13
olarak verilmistir. Bu ¢alismada kafeinin LOD degeri 3,4 mM’dir (Hemwech ve ark.,
2021).

Amini ve arkadaglart gergeklestirdikleri ¢alisma ile bir diyet iiriiniinde kafein,
efedrin ve psddo-efedrinin iki kapiler elektroforez (CE) yontemi ile belirlenmesini
ele almislardir. Coziinenler, 0,2 M HCI kullanilarak iiriinden ¢ikarilmis ve pH 2,5 ve
pH 7,6'da, %7,5 yiliksek oranda siilfatlanmis-b-siklodekstrin igeren arka plan
elektrolitleri kullanilarak CE ile belirlenmistir. Efedrin ve psddo-efedrin tayini,
kapilerin saptama tarafindaki anot ile pH 2,5'te gerceklestirilirken, kafeinin miktar
normal bir elektroforez polarite modu ile pH 7,6'da Ol¢iilmiistiir. Bu ¢alismada
kafeinin LOD degeri 1,5 pg/mL iken LOQ degeri 5,0 ug/mL’dir (Amini ve ark.,
2006).

Khasanov ve arkadaslari, enerji igeceklerindeki kafein, C vitamini, PP
(nikotinamid) ve B6 vitamin miktarlarini kapiler elektroforez ile tayin etmislerdir.
Ayirma igin, i¢ ¢ap1 75 pm, toplam uzunlugu 60 cm ve ¢alisma boyu (etkin uzunluk)
48 cm olan poliamid kaplamali i¢i bos bir kuvars kapiler kullanilmistir ve analiz 254
nm’de gergeklestirilmistir. MECK modunda ¢alismay1 saglayan tampon ¢ozeltisi 10
mM sodyum tetraborat ve 40 mM sodyum dodesil siilfat (pH 9,0)’tan olusmaktadir.
Numuneler analiz 6ncesinde tampon ¢ozelti ile 1:1 ile 1:9 oranlarinda karistirilmistir.
Iceceklerdeki analit miktarni1 belirlemek icin standart ekleme ydnteminden
yararlanilmistir. Analitlerin dogrusal konsantrasyon araliklar1 kafein, nikotinamid ve
B6 vitamini i¢in 1-1000 mg/L olarak belirlenmis ve her bilesik icin yaklasik
giivenilirlik degerleri R? > 0,9997 olarak bulunmustur. Analizde askorbik asit iceren
coOzeltilerin stabilizasyonu icin %0,02-0,5 araliginda etilendiamintetraasetik asidin

(EDTA) disodyum tuzu kullanilmistir (Khasanov ve ark., 2013).
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Elektrokimyasal Yontemler

Spataru ve arkadaslar1 bor katkili elmas elektrotlar1 (BDD), ksantin ve dogal
olarak olusan N-metil tiirevlerinin (teofilin, teobromin, ve kafein) elektrokimyasal
oksidasyonunu incelemek i¢in kullanmiglardir. Bu ¢alismada, pH, konsantrasyon ve
potansiyel tarama hizinin voltametrik yanit lizerindeki etkileri arastirilmigtir. Bu
reaksiyonun mekanizmasimin, pirolitik grafit elektrotta plirin tiirevlerinin
oksidasyonuna benzer oldugu goriilmiistiir. Teofilin, teobromin ve kafein i¢in 1 - 400
pM, ksantin icin ise 1 — 100 pM konsantrasyon araliginda bu bilesikler tayin
edilmistir. Bu analiz ile, kafein ger¢ek numunelerde matristen ayrilmadan kolayca

analiz edilebilmektedir (Spataru ve ark., 2002).

Farag ve arkadaslari, farkli ticari enerji igecegi numunelerinde bulunan kafein
ve piridoksinin es zamanl tayini i¢in yeni bir voltametrik yontem gelistirmislerdir.
Bu yontem, elektrokimyasal teknik olarak diferansiyel puls voltammetrisi ile, 0,1 M
Britton-Robinson tamponu (pH 4,5) kullanilarak, 5 mV potansiyel basamaginda, 70
mV potansiyel genlikte ve 50 mV/s tarama hizinda, ince siilfonatli floropolimer
Nafion® kapli camsi karbon elektrotta biyolojik olarak azot igeren bu heterosikllerin
anodik oksidasyonuna dayanir. Kafein ve piridoksin tayini i¢in dogrusal araliklar,
sirastyla 18,9 ve 2,2 uM’dir. Calismada kafein ve piridoksinin LOD degerleri
strastyla 18,9 ve 2,2 uM olarak rapor edilmistir. Yontemin geri kazanim degerleri ise
kafein icin %102 ve piridoksin i¢in %105’tir.Yontemi dogrulamak ig¢in
spektrofotometrik analiz ve HPLC analizi yontemleri kullanilmistir (Farag ve ark.,
2019).
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1.3.3. Sodyum Bezoatin Kantitatif Analizi

Spektroskopik Yontemler

Wang ve arkadaslar1 tarafindan kiymada (domuz eti) bulunan sodyum
benzoatin kalitatif ve kantitatif analizleri icin 6n konsantrasyon teknigi ile
birlestirilmis yakin kizilotesi yansima spektroskopisi (NIRS) kullanilmistir. Bu
calismada yararlanilan 6n zenginlestirme yonteminde aliimina adsorbat olarak
kullanilmis ve sodyum benzoat, potasyum sorbat ve bunlarin bir karigimini
siniflandirmak i¢in diskriminant analizi yontemi kullanilmigtir. Ayrica, bu
arastirmada kemometrik yontemler arasinda yer alan kismi en kiiglik kareler
regresyonu (PLS) ve temel bilesen regresyonu (PCR) yontemleri de kullanilmistir.
Kantitatif analiz modelini degerlendirmek ve kalibrasyon modelini test etmek igin
capraz dogrulama katsayisi, c¢apraz dogrulamanin hata kareleri ortalamasi
(RMSECYV) ve harici dogrulama parametreleri kullanilmistir. Elde edilen sonuclara
gore, zenginlestirmeli NIRS'nin, ette sodyum benzoat miktar tayinine (r’= 0,94055;
RMSECV=0,00090) imkan verdigi goriilmiistiir (Wang ve ark., 2013).

Wang ve arkadaslar1 6nerdikleri yontem ile, ultraviyole (UV) spektrofotometri
verilerine BP-noral ag algoritmasi (BP-ANN) ve kismi en kiigiik kareler regresyonu
(PLS) uygulayarak ii¢ farkl icecekteki sodyum benzoat ve potasyum sorbat miktarini
es zamanli tespit etmislerdir. Caligmada sirasiyla 0,00-15,00 pg/mL ve 0,00-6,00
pg/ml konsantrasyon araliginda 5 grup sodyum benzoat ve potasyum sorbat ¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu c¢ozeltiler kullanilarak her bir bilesen igin regresyon denklemi
olusturulmustur. Regresyon analizi sodyum benzoat ve potasyum sorbatin
absorpsiyon piklerinin, sirasiyla 225 nm ve 255 nm civarinda oldugu dalga
boyundaki degerler kullanilarak hesaplanmis. Kalibrasyon modelleri, ortogonal
tasarima gore 36 referans numunesi kullanilarak olusturulmus ve tahmin modeli seti,
rasgele yapilandirilmis 9 set, karisik ¢ozeltiden olusturulmustur. BP-ANN ve PLS
kullanilanilarak elde edilen sonugclar, sirasiyla sodyum benzoat ve potasyum sorbatin

tahminlenen hata kareleri ortalamasinin (RMSEP) 0,129, 0,09 ve 0,155, 0,089
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oldugunu ve korelasyon katsayisinin (RZ) 0,9997, 0,9994 ve 0,9998, 0,9995
oldugunu gdstermistir. Icecek numunelerinin analizlerinde ise her iki yontemle geri

kazaniminin %97'nin lizerinde oldugu goriilmiistiir (Wang ve ark., 2020).

Xue ve arkadaslari, ibuprofen oral soliisyonunda bulunan sodyum benzoatin
zenginlestirilmesi ve analizi igin, yiizeyi gelistirilmis Raman sagilmast (SERS) ile
birlestirilmis bir dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon (DLLME) yonteminden
yararlanmiglardir. Bu c¢alismada ayni zamanda DLLME'yi etkileyen deneysel
parametreler de incelenmistir ve optimal kosullar altinda, DLLME ve SERS analizi
dahil olmak tizere tiim prosediir 10 dk i¢inde gergeklestirilebilmistir. 10,00 — 500,00
mg/L konsantrasyon araliginda sodyum benzoatin korelasyon katsayisi (R?) 0,9986
olarak belirlenmistir ve Onerilen yontem ile sodyum benzoatin LOD degeri 0,56
mg/L olarak bulunmustur. Bu ¢alismada karsilastirma yontemi olarak HPLC yontemi
kullanilmis ve HPLC deneyleri; bir gaz giderici, otomatik drnekleyici ve diyot dizisi
detektorii ile donatilmis bir HPLC cihazi ile gergeklestirilmistir. Bu analiz Cig
kolonu (150 x 4,6 mm, 5 um) ile, 280 nm’de, 1,0 mL/dk akis hizinda ve ikili
hareketli faz sistemi (hareketli faz A (0,02 mol/L amonyum asetat ¢ozeltisi) ve
hareketli faz B (metanol)) ile gergeklestirilmistir. Eliisyon 0-6 dk’da %85 (A), %15
(B) olacak sekilde ayarlanmigtir (Xue ve ark., 2020).

Zhang ve arkadaslari, gida triinlerinde sodyum benzoat miktarin1 belirlemek
icin bir kolorimetrik yontem gelistirmiglerdir. Bu yontem D-amino asit oksidaz
(DAAO) ve 2D metal organik ¢erceve (2D MOF) nano-tabakalar aracili kademeli
enzim reaksiyonlarma dayali olarak olusturulmustur. Sentezlenen 2D MOF
nanotabakalari, olaganiistii peroksidaz benzeri katalitik aktiviteye sahip yiiksek
verimli nanozim gorevi gormiis ve HyO; ile 3, 3', 5, 5'-tetrametilbenzidin arasindaki
renk reaksiyonunu katalize etmistir. Rekabet¢i bir DAAO inhibitorii olarak sodyum
benzoat, DAAO  aracili  oksidasyon reaksiyonunda H;O,  iretimini
etkileyebimektedir. Bu iki reaksiyonun birlesiminden sonra, bu kolorimetrik
kantitatif yontem, genis dogrusal aralik (2,0-200,0 uM), diisik LOD degeri (2,0
uM), yiiksek dogruluk (%95,80 + 108,00'de geri kazanim orani) ve tatmin edici

sonuglar vermistir. Calisma UV-Vis spektrophotometre ile 652 nm'de
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gerceklestirilmistir ve bu yontem meyve suyu, sarap ve sirkedeki sodyum benzoat

miktarini ¢iplak gozle analiz etmek i¢in kullanilmistir (Zhang ve ark., 2022).

Ren ve arkadaglari, gida firiinlerinde sodyum benzoatin tayini i¢in bir
poliklonal antikora dayali bir floresan polarizasyon immiin testi (FPIA)
gelistirmisglerdir. Bu calismada sentezlenen immiinojen ve floresan etiketli analit
konjugati, TLC ile saflagtirtlmistir. Optimum test kosullar1 altinda, FPIA, sodyum
benzoatin borat tamponunda LOD degeri 0,26 pg/mL’dir. Yazarlar, FPIA'nin ger¢ek
numunelerdeki uygulanabilirligini test etmek i¢in, FPIA teknigini dort cesit gida
ornegine (enerji igecegi, sekerleme, buz emici, RIOTM kokteyli) uygulamislardir.
Elde edilen geri kazanim degerlerinin enerji igeceklerinde %96,68-106,55;
sekerlemelerde %95,78-100,80; buz emicilerde %86,97-102,70; RIOTM kokteylinde
%103,58-109,87 oldugu ve bu ydOntemin varyasyon Kkatsayilarinin tiimiiniin
%11,25'ten diisiikk oldugu bulunmustur. Bu calismada gelistirilen FPIA yontemi,
HPLC yontemi ile karsilagtirllmig ve iki yontem arasinda karsilastirmali iyi bir

performans oldugu ifade edilmistir (Ren ve ark., 2014).

Zhang ve Ma yaptiklar1 ¢alisma ile, floresans probu olarak akridin turuncu
(AO) boya kullanarak simiile edilmis fizyolojik tamponda (pH 7,4) sodyum benzoat
(SB) ve buzagi timus DNA's1 arasindaki etkilesimi, DNA erime calismalar1 ve
viskozite dl¢imlerinin yani sira UV-Vis absorpsiyonu, floresans ve dairesel dikroizm
(CD) spektroskopisi ile aragtirmiglardir. Bu ¢alismada, genisletilmis UV-Vis spektral
veri matrisi, ¢ok degiskenli egri ¢oziiniirliigii- degisen en kiigiik kareler (MCR-ALS)
yaklasimiyla ¢oziilmiistiir. Denge konsantrasyon profilleri ve SB, DNA ve DNA-SB
kompleksi i¢in yiliksek diizeyde ortiisen bilesik yanittan elde edilen saf spektrumlar,
ayni anda elde edilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, sodyum benzoatin
DNA’ya baglanabildigini ve hidrofobik etkilesimlerin ve hidrojen baglarinin
baglanma siirecinde onemli bir rol oynadigini goézler Oniine sermistir. Sodyum
benzoatin burada, statik bir prosediirle DNA-AO kompleksinin floresansini

sondiirdiigli de belirlenmistir (Zhang ve Ma, 2013).
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Kromatografik Yontemler

Mahboubifar ve arkadaslari, su ile seyreltilmis kurabiye, yogurt ve salatalik
tursusu gibi gidalarda sorbik asit, benzoik asit ve bunlarin tuzlarinin miktarini
belirlemislerdir. Bu koruyucu maddeler UV spektrofotometre ve HPLC ile es
zamanli olarak belirlenmistir. UV analizinde sodyum benzoat 227 nm’de potasyum
sorbat ise 250 nm’de tayin edilmistir. Kromatografik analiz, UV detektoriine ve Cig
kolonuna (5 um, 4,6x250 mm) sahip bir HPLC sistemi ile, kolon sicakliginin 25 °C,
enjeksiyon hacminin 20 uL, akis hizinin 0,8 mL/dk ve deteksiyon limitinin 225 nm
oldugu sartlarda gergeklestirilmistir. HPLC sisteminde sodyum salisilat i¢ standart
olarak kullanilmis ve sodyum salisilat, sodyum benzoat ve potasyum sorbatin
alikonma siirelerinin sirasiyla 6,4 dk, 14,8 dk ve 20,0 dk oldugu goriilmiistiir. HPLC
yontemi ile sodyum benzoat ve potasyum sorbatin LOD degerinin 0,3 mg/L oldugu
bildirilmistir. Alman sonuglar neticesinde, igerisinde girisim yapan bilesiklerin
bulundugu gidalarda potasyum sorbat ve sodyum benzoat tayininde HPLC
yonteminin daha se¢ici oldugu tespit edilmistir (Mahboubifar ve ark., 2011).

Goren ve arkadaslart yapmis olduklar1 ¢alismada, HPLC -UV ve LC-MS/MS
yontemleri ile ketcap ve alkolsiiz i¢cecek orneklerinde sodium benzoat ve potasyum
sorbatin kantitatif analizlerini gergeklestirmis ve bu iki yontemden elde edilen
sonuclar1 karsilagtirmislardir. HPLC-UV ile gerceklestirilen analizde, Ci13 HPLC
kolonu (15cm x39mm ID., 5um) kullanilmistir. Gelistirilen HPLC-UV
metodunda kromatografik sartlar; amonyum asetat tamponu (pH 4,20): asetonitrilden
(72:28, v/v) olusan bir hareketli faz sistemi, dalga boylar1 sodyum benzoate igin 225
nm ve potasyum sorbat i¢in 255 nm, akis hiz1 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 puL ve
kolon sicakligr ise 21 °C’dir. LC-MS/MS yonteminde ise, fenomeneks 150 x 2 mm,
4 HPLC kolonu kullanilmistir. Bu yontemin HPLC-UV’den farkli olan
kromatografik sartlar1 ise su sekildedir; amonyum asetat tamponu (pH 4,20): metanol
(50:50, v/v) olusan bir hareketli faz sistemi, dalga boylar1 sodyum benzoate i¢in 225
nm ve potasyum sorbat igin 255 nm, akis hiz1 0,35 mL/dk. Yontemler optimize
edilerek sodyum benzoate ve potasyum sorbat kromatografik olarak 4 dk’dan daha

kisa bir siirede ayrilmislardir. Bu ¢alisma sonuglari, LC-MS/MS yo6nteminin, HPLC
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yonteminden daha hizli, basit, hassas, kesin ve dogru cevaplar verdigini ve LC-
MS/MS yonteminin LOD ve LOQ degerlerinin diisiik daha diisiik oldugunu
gostermistir. Bu nedenle yiyecek ve igeceklerde daha diisilk benzoate ve sorbat
konsantrasyonlarinin LC-MS/MS yontemi ile tespitinin daha uygun oldugu

goriilmistiir (Goren ve ark., 2015).

Ivkovi¢ ve arkadaglar1 2019 yilinda yapmis olduklari ¢aligma ile farmasotik bir
formiilasyonda (Klozan suspension) sodyum metabisiilfit ve sodyum benzoatin
eszamanli olarak ayrilmasi, tanimlanmasi ve belirlenmesi i¢in ters fazli bir yiliksek
performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi gelistirmislerdir. Yazarlar
yontem gelistirmek ve bilesiklerin kantitatif analizi i¢in gerekli olan optimal sartlari
belirlemek icin optimizasyon teknigi uygulamislardir. Optimizasyon teknigi ile, sabit
faz ve hareketli faz bilesimi, ¢6ziicii sisteminin pH’1 gibi faktorlerin analiz iizerine
etkileri incelenmistir. Yazarlar, ¢alismalarinda kromatografik ayirma igin farkli
kolon sistemlerini de (RP8, RP18, siyano ve amino HPLC kolonlar1) test etmislerdir.
HPLC analizi, DAD detektorii ve Cig (150 x 4,6 mm i.d., 3,5 um partikiil) kolonu ile
donatilmis bir sistemle ve izokratik bir eliisyonla gerceklestirilmistir. Kromatografik
ayirma igin sartlar; hareketli faz 62:38 (v/v) oraninda %0,1 fosforik asit ve
asetonitril karigimi, akis hizi 1,0 ml/dk, kolon sicakligi 25 °C ve caligilan dalga
boyuda 275 nm’dir. Her iki analit i¢in de dogrusal konsantrasyon aralig 0,05-0,15
mg/mL’dir. Calismadan elde edilen sonuglara gore; regresyon analizlerinin sonuglari
sodyum metabisiilfit i¢in r = 0,9995 ve sodyum benzoat i¢in r = 0,9999 ve geri
kazanim degerleri her iki analit i¢in %98,16 ile %101,94 arasindadir. Analiz siiresi

ise 3 dk’dir (Ivkovié ve ark., 2019).

Donmez ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada, bir icecek numunesinde
bulunan sodyum benzoat, potasyum sorbat, ponceau 4R ve karmoizin miktarinin
belirlenmesi i¢in HPLC-DAD ile bir analiz yontemi 6nerilmistir. Calismada izokratik
elisyon uygulanmig ve elde edilen veriler, PLS-2 ve PCR algoritmalar tarafindan
islenmistir. Kromatografik analizler, diyot dizisi detektorii ve bir C1g RP kolonundan
(5 Im, 250 x 4,6 mm) olusan bir HPLC sistemi kullanilarak yapilmistir. Calisma,
200-600 nm dalga boyu araliginda (1,2 nm'lik araliklarla), izokratik kosullar altinda
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gerceklesmistir. Kromatografik ayirma, su ve metanolden (10:90, v/v) olusan bir
hareketli fazla, 1,0 mL/dk akis hizinda ve 20 pL enjeksiyon hacminde, oda
sicakliginda 3 dk’da gergeklestirilmistir. Kemometri destekli HPLC-DAD yo6ntemi
ile geleneksel HPLC yontemi karsilastirilmistir. Geleneksel HPLC yonteminde
gradyan eliisyon kosullar1 uygulanmis ve analiz 9 dk’da gergeklestirilmistir. Yazarlar
tarafindan gelistirilen yontemde ile tim analitler i¢in ortalama geri kazanimlar
%98,27-101,37 araliginda ve ortalama bagil hatalar ise %3'in altindadir (Aksu
Donmez ve ark., 2020).

El-Gindy ve arkadaslari, laboratuvarda hazirlanan karisimlarda ve iki gesit
ticari surup karisiminda (karistm 1 (Osinex surup): guaifenesin, dekstrometorfan
hidrobromiir, fenilefrin hidrokloriir, klorfeniramin maleat, butilparaben ve sodyum
benzoat; karisim 2 (Bronchophane surup): guaifenesin, dekstrometorfan
hidrobromiir, difenhidramin hidrokloriir, efedrin hidrokloriir ve sodyum benzoat)
sodyum benzoat ve ila¢ etkin maddelerinin analizleri i¢in yeni HPLC ve
spektrofotometrik yontemler gelistirmislerdir. Karisim 1’in HPLC ile analizi i¢in bir
ODS kolonu (150x4,6 mm (i.d) TSK-Gel 5 um ODS-80 TM) kullanilmistir. Bu
analiz izokratik eliisyonda, 2 mL/dk akis hizinda 5 mM heptan siilfonik asit sodyum
tuzu igeren asetonitril -10 mM potasyum dihidrojen fosfat, pH 2,7 (40:60 v/v)
hareketli faz ile gergeklestirilmistir. Karisim 2 igin ise kromatografik ayirim izokratik
elisyon ile, 1,5 mL/dk akis hizinda, siyanopropil kolon (5 um partikiil boyutlu
250x4,6 mm (i.d) Shim-pack) kullanilarak, UV dedektorii ile 214 nm'de
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak ise asetonitril -12 mM amonyum asetat, pH
5 (40:60 v/v) olusan karisim kullanilmistir. Calismada ayrica temel bilesen
regresyonu (PCR) ve kismi en kiiciik kareler (PLS-1) igeren kemometrik destekli
spektrofotometrik yontem kullanilmigtir. Bu caligmada spektrofotometrik analiz
yontemi de uygulanmistir ve karisim 1 ve karisim 2'deki bilesenlerin iist iiste binen
spektrumlarini  ¢oziimlemek i¢in kemometrik PCR ve PLS-1 yontemlerine
basvurulmustur. Karisim 1 i¢in analiz siiresi yaklasik 10 dk, karisim 2 igin ise
yaklasik 8 dk’dir. Caligmada uygulanan kemometrik yontemler ile elde edilen analiz
sonuclari, 6nerilen HPLC yontemi ile karsilagtirllmig ve tatmin edici sonuglar elde

edilmistir (E1-Gindy ve ark., 2006a).
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El-Gindy ve arkadagslar1 farmasdtik surupta susuz teofilin (TH), guaifenesin
(GP), difenhidramin hidrokloriir (DP), metilparaben (MP), propilparaben (PP) ve
sodyum benzoatin (BZ) es zamanl tayini i¢in ii¢ yontem (RP-HPLC, PLS-1 ve PCR)
gelistirmislerdir. HPLC yontemi, 2 mL/dk akis hizi ile 25 mM KH,PO, (pH 3,2) ve
asetonitrilden (60:40, v/v) olusan hareketli faz kullanilarak, 222 nm’de ve ortam
sicakliginda ters fazli bir Cig kolonunda (4,6 um tanecik boyutu) ayirilma esasina
dayanir. Gelistirilen HPLC yontemi TH, GP, DP, MP, PP ve BZ'nin es zamanl tayini
icin uygulanmistir. TH, GP, DP, BZ, MP ve PP icin kolonda ortalama tutulma
stireleri sirastyla 1,5 + 0,02, 2,0 = 0,03, 2,5 + 0,04, 2,9 + 0,02, 3,5 £ 0,03 ve 8,7 +
0,02 dk olarak bulunmustur. Uygulanan diger iki yontem ise kemometrik
yontemlerdir; kismi en kiigiik kareler (PLS-1) ve temel bilesen regresyonu (PCR). Bu
yaklagimlar, ¢ozeltilerin A= 0,4 nm araliklarla 220-270 nm dalga boyu araligindaki
UV spektrumlarinda yer alan bilgileri kullanarak alti analiti 6lgmek igin
kullanilmistir. Daha sonra PLS-1 ve PCR yontemlerinden elde edilen sonuglarla
HPLC yonteminden elde edilen sonuglar karsilastirilmis ve yontemler arasinda iyi bir

uyum bulunmustur (E1-Gindy ve ark., 2006b).

Sefidi ve arkadaslar1 bazi siit {iriinlerinde sodyum benzoat (SB) ve potasyum
sorbatin (PS) es zamanl analizi i¢in, modifiye edilmis bir yontem olan QuUEChERS
ekstraksiyon yontemini ve ardindan izokratik RP-HPLC yontemini uygulayarak yeni
bir yontem gelistirmislerdir. Yazarlar, SB ve PS'nin ekstraksiyon geri kazanimini ve
aritma verimliligini arttirmak i¢in bazi etkili parametreleri optimize etmislerdir.
Ekstraksiyon geri kazanimlar1 SB i¢in 94,0 ve PS igin 99,8°dir. SB ve PS’nin
regresyon katsayilar1 sirasiyla 0,998 ve 0,999 olarak belirlenmis ve SB i¢cin LOD
degeri 0,01 pg/ mL ve PS i¢cin LOD degeri 0,02 pg/ mL olarak bulunmustur.
Gelistirilen yontem, kuru siit, siit, yogurt ve yogurt icecegi gibi ¢esitli siit iirlinlerine
uygulanmis ve SB ve PS i¢in %81-107 araliginda bagil geri kazanim ve %9'dan az
BSS elde edilmistir. Son olarak elde edilen sonuglar, sivi kromatografi-kiitle

spektrometresi kullanilarak dogrulanmistir (Sefidi ve ark., 2018).

2011 yilinda yayimnlanan bir ¢alismada Can ve arkadaslari, kolalar, buzlu

caylar, gazli icecekler, maden sular1 gibi 41 farkli alkolsiiz icecek igerisinde bulunan
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potasyum sorbat ve sodyum benzoatin analizi ig¢in yeni bir RP-HPLC metodu
gelistirmislerdir. Kromatografik analizler, PDA dedektorii ve Cig kolonu (2 mm
makro gdézenek boyutu ve 130 A mezo gdzenek boyutu, 100x4,6 mm) ile donatilmis
HPLC sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma boyunca izokratik eliisyon
uygulanmis ve fosfat tamponu (0,025 M, pH 2,0) — su — asetonitrilden (50:45:5,
V/v/v) olusan bir tampon sistemi kullanilmistir. Diger kromatografik sartlar ise su
sekildedir; hareketli fazin akis hizi 3,0 mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 pL, kolon
sicakligi 25°C ve deteksiyon dalga boyu 230 nm’dir. Bu yontemin uygulanmasinda
herhangi bir 6n igsleme ihtiya¢ duyulmamistir. Potasyum sorbat ve sodyum benzoatin
kolonda alikonma siireleri sirasiyla yaklasik 12 dk ve 14 dk ve toplam analiz siiresi
ise 17,5 dk’dir. Kalibrasyon grafigi olusturmak i¢in sodyum benzoatin 0,040—2,000
mg/mL ve potasyum sorbatin ise 0,100-5,000 mg/mL konsantrasyon araliginda 10
farkli seviyedeki ¢ozeltilerinden yararlanilmistir. Her iki analit i¢in de belirlenen R?
degerleri 0,9999 iizerindedir. Ortalama geri kazanim degerleri ve standart hatalar ise
sodyum benzoat i¢in 100,61 + 0,541, potasyum sorbat i¢cin 100,17 + 0,397°dir (Can
ve ark., 2011).

Baranowska ve Wojciechowska tarafindan kozmetik ve farmasotik {irtinlerde
ve ylizey sularinda alt1 farkli koruyucunun HPLC ile es zamanli analizi i¢in yeni bir
yontem gelistirilmistir. Metilizotiazolinon (M), klorometilizotiazolinon (CMI),
benzil alkol (BA), potasyum sorbat (PS), sodyum benzoat (SB) ve metilparaben
(MP)’in bir Develosil RP Aqueous AR-5 RP-30 (250 x 4,6 mm, 5,0 um) kolonunda,
asetonitril ve %0,1 sulu formik asit hareketli fazi ile bir gradyan eliisyonu
kullanilarak ayrilmistir. Calismada hareketli fazin akis hiz1 1,0 mL/dk, enjeksiyon
hacmi ise 20 puL olarak belirtilmistir. Gradyan eliisyon ile hareketli fazin asetonitril
icerigi analiz sirasinda %15'ten %25'e ¢ikarilmistir. Bu ¢aligmada analiz siiresi 22 dk
olarak rapor edilmistir. Bu ¢alisma, ayn1 zamanda kozmetiklerin, farmasoétiklerin ve
cevresel su numunelerinin numune hazirlama prosediirleri hakkinda da bilgi
vermektedir. Bu ¢caligmada sucul ekosistemlerdeki koruyucu kalintilarinin analizi i¢in
gelistirilen kromatografik yontemle birlestirilmis kati faz ekstraksiyon (SPE)
yontemi de kullanilmistir. Bilesiklerin LOD degeri 0,15-5,3 pg/mL ve LOQ degeri
ise 0,45-16,0 ug/ mL araligindadir. SPE'de sorbent olarak HLB dolgulu kartuslar
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kullanilmistir (Oasis HLB, 6 mL, 500 mg). Gelistirilen yontem yiiz tonikleri,
kremler, losyonlar, dus jelleri, yiiz maskeleri ve suruplar gibi numunelerin
analizlerinde belirlenen koruyucularin igerikleri ile yiizey sularinda kalintilariin

tespiti ve tanimlanmasi i¢in uygulanmistir (Baranowska ve Wojciechowska, 2013).

Mohamed bu calismay1 sefaleksin (CPH) ve sodyum benzoatin (SDM) dozaj
formlarinda es zamanli olarak Olgiilmesini saglamak ve varyasyonu azaltmak
amaciyla gerceklestirmistir. Yazar bu amacla yalin alt1 sigma (LSS) uygulanmasi
icin yeni yontemler (kromatografik ve MCR yontemleri) gelistirmistir. izokratik
ayirma, 1,5 mL/dk akis hizinda Agilent XDB-C8 (4,6 mm X 250 mm) 5 pm kolonu
kullanilarak 254 nm'de gergeklestirilmistir. Burada hareketli faz olarak %0,1
ortofosforik asit (OPA) igeren asetonitril: su (30:70, v/v) igeren bir karigim
kullanilmistir ve enjeksiyon hacmide 20 pL'dir. UPLC analizi ise Agilent ZORBAX
SB- Cig kolonu (50 mm x 2,1 mm, 1,8 pm partikiil boyutu) kullanilarak, 0,25 mL/dk
akis hizinda, enjeksiyon haciminin ise 0,8 pL oldugu durumda gercgeklestirilmistir.
MCR spektrofotometrik yontemin kullanilma amaci ise, sirastyla CPH ve SDM igin

240 nm ve 250 nm'de ilaglarin spektral 6rtiismelerini ¢cozmekti (Mohamed, 2021).

Farid ve arkadaslar gelistirdikleri kromatografik yontemlerle, oksomemazin
(Ox), sodyum benzoat (SB), guaifenesin (Gu) ve parasetamoliin (Par) es zamanh
tayinini gerceklestirmislerdir. Bu calismada surup ve fitillerde dort ilacin es zamanlh
tayini icin iki yontem tanimlanmis ve dogrulanmustir. ilk yontem, 220 nm'de ters
fazli bir HPLC ve UV yontemidir. Bu yontem, Cig kolonu ile isokratik eliisyon ile,
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan hareketli faz asetonitril, methanol ve 35
mM KH,P0,4 (20:5:75, viviv ve pH to 2,9 £ 0,1) karisimindan olusmaktadir. Burada
akis hiz1 1,5 mL/dk’dir ve kromatografik ayirma 15 dk’dan daha kisa bir siirede
saglanmistir. Kullanilan ikinci yontem ise TLC spektro dansitometrik yontemdir.
Maglar silika jel plakalara uygulanmis ve hareketli faz olarak metilen kloriir-metanol-
asetik asit-%33 amonyak (hacimce 89: 8,4: 2: 0,6) kullanilarak gelistirme yapilmistir.
Dort ilacin  bantlari, 270 nm'de spektrodensitometrik olarak taranmis ve

nicelendirilmistir (Farid ve ark., 2014).
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Elektroforetik Yontemler

Zhang ve arkadaslan tarafindan, sodyum benzoatin (SB) tayini i¢in, kiral
ligand degisimi kapiler elektroforez (CE) yontemi ile d-amino asit oksidaz (DAAO)
aktivitesine rekabetci inhibe edici etkinligi hakkinda kinetik bir ¢alisma Onerilmistir.
Bu calismada Zn (I1)-l-prolinamid kompleksi kiral segici olarak tercih edilmistir.
Daha sonra bu kiral ligand degisimi CE yontemi, iyi dogrusallik (12 > 0,995), verimli
geri kazanim (%95,6—-100,9) ile, isaretlenmis d,l-Serini belirlemek i¢in uygulanmistir

(Zhang ve ark., 2011).

Pereira ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bu calisma, kilcal elektroforez
yontemi kullanarak Brezilya’daki hardal, ket¢ap ve domates sosu numunelerindeki
sorbat ve benzoatin kiitle fraksiyonlarim1 belirlemeyi amaclamistir. Elektroforetik
ayirmalar, 32 cm'lik (8,5 cm etkin uzunlukx50 pm i¢ capx375 um dis ¢ap)
kaplanmamis erimis silika kapiler icinde gergeklestirilmistir. Uygulanan voltaj 30
kV, sicaklik 25 °C ve calisilan dalga boyu benzoat ve salisilat i¢cin 200 nm, sorbat
icin ise 254 nm'dir. Arka plan elektroliti, pH=8,1'de 25 mmol/LTRIS ve 12,5 mmol/L
HIBA'dan olusmaktaydi. I¢ standart olarak ise salisilat kullamlmistir. Giin igi ve
giinler arast kesinlik sonuglarinin %2,60 bagil standart sapmadan diisiik olmasi
yontemin kesinligini dogrulamistir.  geri kazanim degerleri hardalda sorbat ve
benzoat i¢in sirasiyla %99,0-101,1 ve %98,8 -101,6 arasinda degisirken, ketgapta
sorbat icin %91,6-98,8 ve benzoat icin %94,2-104,2 arasinda degismekteydi Bu

sonuglar yontemin dogrulugunu gostermistir (Pereira ve ark., 2021).

Elektrokimyasal Yontemler

Sun ve arkadaslart bir Zhacai (Cin'de bulunan yumrulu bir sebze tiirii)
numunesinde ve genellikle bugday unu siirecinde katki maddesi olarak kullanilan
benzoil peroksitte sodyum benzoat igerigini belirlemek i¢in benzoat iyonlarina
duyarl yeni bir poli (vinil kloriir) (PVC) membran elektrodu gelistirmislerdir. Bu
elektrotta notr tasiyict  olarak  N,N’-bis(salisiliden)-1,2-diaminoetan ¢inko(II)
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(Zn(SDE)) kompleksi ve plastiklestirici olarak o-nitrofeniloktil eter (0-NPOE)
kullanilmistir. Yazarlar, ¢alismalarinda nétr tasiyicinin, plastiklestiricinin ve PVC
membran bilesiminin  elektrotun potansiyel tepkileri {izerindeki etkilerini
arastirmiglardir ve en iyi yamt1 elde ettikleri sarti Zn(SDE): PVC: o-NPOE = 2,7:
32,6: 64,7 olarak rapor etmislerdir. Analiz sonuglarina gore elektrodun pH 4,4'te 2,7
x 10* M ile 1,0 x 10T M araligindaki konsantrasyonlarda -51,9 mV dekat™'lik bir
egimle Nernst alt1 bir tepki gosterdigi ifade edilmistir. Elektrot, benzoat iyonlarina
Clo;', NO3 ve Cl gibi diger anyonlardan daha iyi bir segicilik gostermistir. Elde
edilen ortalama geri kazanim ve standart sapma sirasiyla %99.,5 ve %2,4 (n=4) idi.
Calismada referans elektrot olarak bir Ag-AgCl elektrodu, gosterge elektrodu olarak
benzoat iyon segici elektrot (ISE) ve referans elektrot olarak ise kalomel elektrot
(SCE) kullanilmistir. Emf 6l¢iimleri oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Bu yontem
ile sodyum benzoat LOD degeri 1,1 x 10™ olarak bulunmustur (Sun ve ark., 2010).

Ji ve arkadaglari bu c¢aligmada, serbest radikal polimerizasyonu ile
sentezledikleri poli(amino asitler) bazli bir magnetik kati1 faz ekstraksiyon (MSPE)
sorbentini (poli(stiren-ko-N-metakriloil-L-fenilalanin metil ester) (poli(St-co-MA-))
olusturmus ve bu sorbenti de iceceklerdeki gida koruyucularimin analizi i¢in
kullanilmiglardir. N-metakriloil-L-fenilalanin  metil ester ve stiren fonksiyonel
monomerler ile poli(amino asit) bazli sorbentler olusturulmustur. Elde edilen sorbent
sodyum benzoata karsi iy1 bir segicilik gostermis ve sorbentlerin sodyum benzoata
adsorpsiyon kapasitesi 6,08 + 0,31 mg/g olarak verilmistir. Bu ydntem ile
adsorpsiyon dengesine 5 dk’da ulasilmistir. Calismada HPLC yonteminden de
yararlanilmigtir. Tiim kromatografik ol¢timler, Cig (5 um, 150 mm X 4,6 mm id)
kolonlu HPLC sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. HPLC i¢in kromatografik
sartlar: dalga boyu 231 nm; akis hiz1 0,8 mL/dk; hareketli faz ¢oziicii A: ¢oziicii B
(22:78, v/v), ¢oziicii A metanol, ¢ozilicii B fosfat tamponu (50,0 mM). Sodyum
benzoatin bu c¢alismada dogrusal konsantrasyon araligi 12,4 ile 400,0 pg/mL
arasindadir, LOD (S/N = 3) 3,73 pg/mL ve LOQ (S/N = 10) 12,4 pg/mL ve geri
kazanim ise %82,50-98,31°dir (Ji ve ark., 2017).
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Zyablov ve Yen yapmis olduklar1 ¢alisma ile molekiiler olarak baskili bir
polimer temelinde secici bir piezo-elektrik sensdr olusturmayr ve olusturulan bu
sensOr ile alkolsiiz igeceklerde sodyum benzoat (E211) miktarini belirlemeyi
amaclamislardir. Piezoelektrik sensor, sodyum benzoata karsi secici hale getirilmek
amaciyla molekiiler baskili bir polimer (MIP) ile modifiye edilmistir. Calismada
MIP-E211 piezoelektrik sensorii ile alinan sonuglar; R2 degeri 0,98 ve LOD degeri 2
mg/L'dir. Elde edilen sensor alkolsiliz igeceklerde sodyum benzoat tayininde test
edilmis ve iceceklerdeki koruyucu konsantrasyonunun izin verilen aralikta oldugu

belirlenmistir (Zyablov ve Yen, 2022).

Pezza ve arkadaslari, bir grafit matris i¢inde immobilize edilmis bir
potansiyometrik sensor kullanarak iceceklerde benzoat iyonunu tayin etmislerdir. Bu
calismada bir elektrotun ozellikleri, performansi ve uygulamasi, yani Pt | Hg |
Hg2(Bzt), | grafit agiklanmaktadir. Burada Bzt benzoat iyonu anlamina gelmektedir.
Bu elektrot, Bzt'ye, 1,6x10" mol/L gozlenebilme st ile pH 6,0-8,0'da 5x10™*—
1x10™" mol " araliginda 57,7 + 1,0 mV/dekat hassasiyetle yamt vermistir. Benzoat
tayini icin kullanilan elektrot, kolay yapim, hizli tepki siiresi (10-30 s arasinda),
diisiik maliyetli ve miikemmel yanit kararlilig1 (stirekli kullanimda 6miir boyu > 6
ay) gostermektedir. Onerilen sensoriin, cesitli karboksilat ve inorganik anyonlarin

varliginda benzoat i¢in iyi bir segicilik sergiledigi goriilmiistiir (Pezza ve ark., 2001).

1.3.4. Potasyum Sorbatin Kantitatif Analizi

Spektroskopik Yontemler

Ogunleye ve arkadaslar1 2017 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alisma ile
Nijerya'nin Lagos kentinde satilan 30 i¢ecekteki sodyum benzoat ve potasyum sorbat
konsantrasyonunu belirlemek i¢in HPLC ve UV-Vis. spektrofotometreden
yararlanmiglardir. Bu c¢alismada sodyum benzoat ve potasyum konsatrasyonunun

yani sira i¢eceklerin pH’1 da belirlenmistir. UV-Vis. Spektrofotometre ile SB 226
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nm’de, PS ise 250 nm’de tayin edilmistir. Kromatografik ayirm ise bir HPLC
sistemine baglh bir UV dedektorii ile 30°C'de, izokratik eliisyonda, ters fazli bir Cig
analitik kolonu (100 mm, 3,0 mm i¢ ¢ap, 3,5 um) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kromatografik sistemde kullanilan hareketli faz 0,5 mL/dk akis hizinda, %85 fosfat
tamponu ve %15 asetonitrilden olusmaktaydi. HPLC yonteminde %BSS degerleri
sodyum benzoat icin %0,4 ve potasyum sorbat i¢in %0,1 olarak bulunmustur. Bu
sistemde SB ve PS’nin alikonma siirleri sirasiyla, 5,97 dk ve 7,56 olarak rapor
edilmistir. Yazarlar daha sonra kullanmis olduklar: iki yontemi de karsilastirmis ve
%95 giliven smirinda yontemler arasinda anlamli bir fark gézlemlemislerdir. HPLC
ve UV sonuglarinin karsilagtirildiginda, UV'den elde edilen degerlerin daha yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen sonuclara bakildiginda bazi alkolsiiz igeceklerde
SB ve PS tayini i¢in HPLC ydnteminin daha iyi sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Bunun

nedeni HPLC sisteminin daha iyi bir ayirim saglamasidir (Ogunleye ve ark., 2017).

Jiang ve arkadaslari, tarim tirlinlerinde bulunan potasyum sorbat (PS) ve sorbik
asit (SA) miktarini tayin etmek i¢in THz zaman alani spektroskopisi (THz-TDS)
yontemi gelistirmislerdir. Bu amagla, PS ve SA'nin absorpsiyon spektrumlari, oda
sicakliginda 0,2 ile 1,6 THz arasinda Sl¢iilmiistiir. PS ve SA'nin miktar tayinleri igin,
farkli agirliklardaki polietilen igerisinde ve toz tarim iiriinlerinde bulunan PS ve
SA'nin  absorbanslarindan yararlanilmistir. Bu calismada, bir pargacik siiriisii
optimizasyonu ve destek vektor smiflandirmasi (PSO-SVC) algoritmast ile
birlestirilmis aralikli kismi en kiiciik kareler (iPLS) &nerilmistir. Burada IPLS,
frekans optimizasyonu, PSO-SVC algoritmasi ise optimum spektrum araliklarina
dayali koruyucu igerigin spektrum analizi i¢in kullanilmistir. Calisma sonucunda
optimum penalt1 parametresi ¢ ve kernel parametresi g, PS (0,551-1,487 THz) i¢in
sirastyla 1,284 ve 0,863, SA (0,454-1,216 THz) icin 1,374 ve 0,906 olarak
bulunmustur (Jiang ve ark., 2020).

2020 yilinda Magomya ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, Nijerya'da
farkl ticari marka altinda pazarlanan 20 gesit icecegin igerisindeki sodyum benzoat
ve potasyum sorbat miktarlart UV-Vis spektrofotometrik yontem kullanilarak tayin

edilmistir. Bu ¢alismada benzoat i¢in ortalama %94,54 — 97,25 ve sorbat i¢in %92,7
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— 96,82 ylizde geri kazanim degerleri elde edilmistir. Yontemin %BSS degerleri ise
benzoat ve sorbat igin sirasiyla %1,67 ve %2,36 idi. Gozlenebilme ve tayin sinirlar
(LOD, LOQ), sodyum benzoat i¢in 1,35, 0,87 mg/L ve potasyum sorbat icin 4,11,
2,56 mg/L olarak verilmistir. Analiz edilen numunelerin tamami 25,80 ila 245,10
arasinda degisen konsantrasyonlarda sodyum benzoat igerirken, potasyum sorbat i¢in
on dort numune 1,36 — 158 mg/L arasindaki konsantrasyonlarda pozitif olarak test
edilmistir. Yazarlarin yapmis olduklari ¢alisma, analiz edilen tiim numunelerde
potasyum sorbat miktarinin kabul edilebilir sinirlarda oldugunu fakat yedi numunede
sodyum benzoat miktarinin izin verilen limitlerin {izerinde oldugunu ispatlamigtir

(Magomya ve ark., 2020).

Lian ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptiklar bir ¢alisma ile terahertz zaman
alanl spektroskopi sistemini (THz-TDS) kullanarak siit tozundaki potasyum sorbat
igerigini tespit etmislerdir. Bu amagla, ilk olarak, numunelerin THz zaman alanh
spektrumlari, Fourier doniisiimii ile frekans spektrumlarina doniistiiriilmiis ve daha
sonra, optik parametrelerin bir dizi basitlestirilmis formiilii araciligiyla, THz
absorpsiyon spektrumlari ve kirilma indisi spektrumlar1 elde edilmistir. Potasyum
sorbatin karakteristik absorpsiyon pikine dayanarak, siradan en kiiciik kareler (OLS)
lineer regresyon kullanilarak siit tozundaki potasyum sorbatin kantitatif bir analiz
modeli olusturulmustur. Calismada potasyum sorbat iceriginin diisiik (<%1) oldugu
durumlarda, Alt-PLS olarak adlandirilan bir kismi en kiigiik kareler (PLS) modeli
olusturmak i¢in 6zel bir THz absorpsiyon bandi (0,887—-1,000 THz) secilmistir. Bu
analizde ayrica kismi en kiiciik kareler ayrim analizi (PLS-DA) teknigi de
kullanilmistir. Elde edilen deneysel sonuglar, onerilen Alt-PLS modelinin dogruluk
acisindan tam spektruma dayali PLS modelinden {iistiin oldugunu ve onerilen PLS-
DA'nin destek vektdr makinesi ve sinir ag1 gibi diger dogrusal olmayan regresyon

yontemlerinden iistiin oldugunu gostermektedir (Lian ve ark., 2020).

Oguntade ve Ajibode 2022 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma ile Nijerya'nin
batisindaki Ogun Eyaleti, Sango Ota'daki 12 gida 6rneginde bulunan Sodyum
benzoat ve Potasyum sorbat miktarlarint UV Spektrometre yontemiyle tayin

etmiglerdir. Analiz edilen gida numuneleri; meyve icecekleri, margarin, soslar ve
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ketcaptan olusmaktadir. Bu ¢aligma ile 12 gida 6rneginin tamamimin pH degerlerinin
2,71 — 4,89 araliginda oldugu belirlenmistir, bu degerler tim gidalarda etikette
belirtilmese dahi her iki koruyucunun da aymi anda bulundugunu gostermektedir.
Icecek numunelerinde sodyum benzoat i¢in 432,00 — 468,00 mg/L ve potasyum
sorbat i¢in 180,26 — 566,52 mg/L araliginda degerler kaydedilmistir. Margarin
orneklerinde sodyum benzoat 360,00 - 1260,00 mg/L ve potasyum sorbat 154,51 -
618,03 mg/L iken yemek soslarinda ise sodyum benzoat 576,00 - 1080,00 mg/L,
potasyum sorbat ise 206,01-360,52 mg/L'dir. Analiz sonuglari, koruyucu
miktarlarinin margarinlerde yiiksek diizeyde oldugu ve bunlarin tiiketim igin giivenli

olmadigini ispatlamistir (Oguntade ve Ajibode, 2022).

Li ve arkadaslari, gerceklestirdikleri bu ¢aligma ile, hapten ile modifiye edilmis
polidiasetilen (PDA) vezikiilleri kullanarak kii¢iik molekiillerin tespiti i¢in rekabetgi
bir kolorimetrik immiinoassay olusturmak igin yeni bir strateji olusturmuslardir. Bu
calismada model analit olarak sodyum benzoati kullanmislardir. Yazarlar ¢alismada,
sodyum benzoat antikorlar1 ekledikten sonra maviden kirmiziya renk gegisini
kolaylastirmak i¢in benzoat analogu, 4-aminobenzioik asit ile PDA monomerini
birlestirmislerdir, ¢ilinkii sodyum benzoatin varliginda, antikorlarinin  4-
aminobenzioik asit ile etkilesimi engellenmis olur ve renk degisiminin derecesi
azalir. Bu analizin oldukca spesifik ve HPLC yontemi kadar dogru oldugu
belirlenmistir. Onerilen yontem, numunelerin benzoat analizinde basarili sonugclar
elde edilmesini saglamistir. Bu yontemin hapten ile modifiye edilmis PDA
vezikiillerinin, diger kimyasal gida katki maddelerinin kolorimetrik tespitinde de
umut verici bir yaklasim olmasi beklenmektedir. Bu ¢alismada sodyum benzoatin
alikonma stiresi 5,4 dk., LOQ degeri 1 pg/mL, ve geri kazanim degerleri enerji
icecekleri icin %96,66-105,55 ve sekerler icin %94,78-103,34'tiir. Tiim bu sonuglar
bu kolorimetrik yontemin HPLC yonteminden daha hassas oldugunu ve numune
matrisinin analiz tizerine ¢ok az miidahalade bulundugunu ispatlamaktadir (Li ve ark,

2018).
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Kromatografik Yontemler

Sohrabvandi ve arkadaslari, Iran’a has bir siit bazli fermente icecek olan Doogh
igerisinde kullanilan potasyum sorbat ve sodyum benzoat koruyucularinin miktar
tayinleri i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Analitlerin kromatografik ayrima,
asetat tamponu (0,2 mol/L, pH 4,4): asetonitril (63:37) karistmindan olusan bir
hareketli fazin 25 °C sicakligindaki bir Cig (250 mmx4 1.D, 5 pm) kolonundan 1
mL/dk akis hiziyla gegirilmesi ile 235 nm’de gergeklesmistir. Calismada, Carrez
sollisyon miktari, pH ve santrifiij hiz1 gibi faktorler optimize edilmistir. Yazarlar
Onerilen yontemler ile sorbik asidin ve benzoik asidin LOD sirasiyla 1,823 mg/L ve
1,985 mg/L ve LOQ ise 6,078 mg/L ve 6,619 mg/L olarak tespit etmislerdir. Sorbik
asit ve benzoik asit i¢in bagil standart sapmalar (BSS'ler), sirasiyla 4,4 ve 4,087; R?
degerleri 0,990 ve 0,995 ve geri kazanim degerleri 80 ve 65 olarak verilmistir. Her
iki analit i¢in de lineer konsantrasyon araligi 4-1000 mg/mL ‘dir (Sohrabvandi ve

ark., 2015).

Byrne ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismaya gore, topikal bir krem
preparasyonunda betametazon-17-valerat, fusidik asit, potasyum sorbatin ve metil-
ve propilparabenin es zamanli analizi i¢in yeni bir RP-HPLC y6ntemi gelistirilmistir.
Yontem, aktif farmasotik bilesenlerin en 6nemli bozunma iiriinlerini ayirma ve
farmaso6tik Urtiniin raf dmrii boyunca aktif maddeler ve koruyucularin igerigindeki
degisiklikleri tespit etmede kullanilmistir. Kromatografik analiz Csg kolonu (100 mm
x 3,0 mm i¢ ¢ap) ile 30 °C'de, 240 nm’de ve akis hizinin 0,75 mL/dk oldugu bir
gradyan eliisyon ile gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan hareketli fazlar su
sekildedir; hareketli faz A, 83:17 (v/v) asetonitril ve metanol karisimindan ve
hareketli faz B, saf su iginde 10 g/L %85 fosforik asit ¢ozeltisinden olusuyordu. Her
bilesen i¢in geri kazanim oranlar1 %99,1 ile %102,4 arasindadir. Yazarlar, yontemi
dogrulamak i¢in, Uluslararas1 Uyumlastirma Konferans1 (ICH) yonergelerinden

yararlanmiglardir (Byrne ve ark., 2014).

Katakam ve arkadaslarinin 2020 yilinda yapmis oldugu bir ¢alisma ile, bitmis

krem formlarinda hidrokortizon asetat, pramoksin hidrokloriir, potasyum sorbat ve
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sorbik asit miktarinin belirlenmesi i¢in bir UPLC metodu gelistirilmistir. Bu yontem
uygulanmadan 6nce optimize edilmistir. Kromatografik ayirma 30 °C'deki Acquity
UPLC BEH kolonu, Cyg, (150 x 2,1 mm, 1,7 um) ile ger¢eklestirilmistir. Calismada
10 mM dibazik potasyum fosfat (pH 7,5) ve asetonitrilden (95:5 v/v) olusan
Hareketli faz A ve asetonitril ve su karisimindan (90:10 v/v) olusan hareketli faz B
kullanilmistir. Potasyum sorbat PDA dedektorii ile 254 nm'de dedekte edilmistir.
Kromatografik aymrma 10 dk’nmin altinda gerceklestirilmistir. Calismada her
maddenin korelasyon katsayisinin  0,999'min iizerinde oldugu belirtilmistir.
Hidrokortizon asetat, Sorbat ve Pramoksin Hidrokloriir i¢in BSS %2,2'den kiigiik,
geri kazanim degerleri ise %97,5 ile %102,4 arasindadir (Katakam ve ark., 2020).

Chaleshtori ve arkadaslari, Kasan'da 103 adet kek, tost ekmegi, salga, mayonez
sosu, gazli mesrubat ve Olovieh salatasi Orneginde sodyum benzoat (SB) ve
potasyum sorbat (PS) koruyucularinin spektrofotometri ve HPLC ile analizini
gerceklestirmiglerdir. SB ve PB bilesiklerinin krotografik ayirimi bir Supelcosil LC-
18 kolonunda (Cyg 5um: 25cmx=4,6mm) HPLC ile gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada
SB i¢in 225 nm ve PS icin 254 nm'de absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Bir
metanol/fosfat tampon c¢ozeltisi (pH=4,4; 70:30 v/v) izokratik modda eliisyon
maddesi olarak kullanilmis ve hareketli fazin akis hizida 1,0 mL/dk olarak
ayarlanmistir. Bu analiz sonucunda LOD degerleri benzoik asit i¢in 0,6 mg/L, sorbik
asit i¢in 0,2 mg/L iken LOQ degerleri ise benzoik asit i¢in 4,0 mg/L, sorbik asit i¢in
2,0 mg/L'dir (Chaleshtori ve ark., 2018).

Petanovska-llievska ve arkadaslart i¢eceklerde sodyum benzoat ve potasyum
sorbatin es zamanl tayini igin yiiksek hizli kolonun kullanildigr bir RP-HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Her iki koruyucunun kromatografik ayirimi, 25 °C'de ters
faz LiChroCART® Purospher STAR RP-18¢ (30 mm x 4 mm; 3 um) kolonu ile
gergeklestirilmistir. Calismada 1,0 mL/dk akis hizinda, asetonitril ve fosfat tamponu
(pH 3,5) (8:92, v/v) karisimindan olusan bir hareketli faz sistemi kullanilmistir.
Sodyum benzoat 195 nm’de, potasyum sorbat ise 260 nm’de dedekte edilmistir ve
analiz siiresi 7,5 dk’nin altindadir. Sodyum benzoat i¢in dogrusallik araligi 6,04—
200,27 mg/L (R*= 0,999), potasyum benzoat i¢in (R?= 0,999), 12,19-406,36
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mg/L’dir. Calisma sonucunda sodyum benzoat ve potasyum sorbatin LOD degerleri
strastyla 0,004 ve n 0,003 mg/L, LOQ degerleri ise sirasiyla 0,012 ve 0,009 mg/L
olarak bulunmustur. Bu yontem kisa analiz siiresi saglayan yliksek hizli kolonlarin

kullanilmas1 bakimindan avantaj saglamistir (Petanovska-llievska ve ark., 2017).

Akbari-Adergani ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismada bir Iran’da
geleneksel siit icecegi olan Doogh'da bulunan sodyum benzoat ve potasyum sorbatin
miktar tayini i¢in yeni HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu amagla 27 farkli marka adi
altinda pazarlanan Doogh icecekleri analiz edilmistir. Analiz, UV detektorii ve bir
Supelcosil LC-18 kolonu (25 cm x 4,6 mm, 5 mm) ile donatilmis bir HPLC sistemi
ile izokratik eliisyonla 225 nm'de gergeklestirilmistir. Burada kolon sicaklign 20°C,
enjeksiyon hacmi 20ul ve hareketli faz (amonyum asetat tamponu: asetonitril
(90:10, v/v)) akis hizi ise 0,8 mL/dk'dir. HPLC analizi sonucunda sodyum benzoat ve
potasyum sorbatin ortalama konsantrasyonlar1 ve standart sapmalar1 sirastyla 195,9
(SD 1,8) ve 328,8 (SD 2,1) mg/kg olarak bulunmustur. Numunelerde benzoat ve
sorbat icin LOD degerleri sirasiyla 0,15 ve 0,24 mg/kg, LOQ degerleri ise sirasiyla
0,5 ve 0,8 mg/kg olarak bulunmustur. Sodyum benzoat ve potasyum sorbatin standart
egrileri i¢in korelasyon katsayilarinin sirasiyla 0,999 ve 0,998'den fazla oldugu
goriilmiistiir. Geri kazanim degerleri sodyum benzoat i¢in %95,7, potasyum sorbat

icin %96,1 olarak verilmistir (Akbari-Adergani ve ark., 2013).

Mazdeh ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada, siit {riinlerindeki
koruyucular1 (sodyum benzoat, potasyum benzoat, natamisin) es zamanli olarak 220
nm'de UV algilamali ters faz kromatografisi ile saptamak i¢in bir ydntem
gelistirmiglerdir. Kromatografik ayirma hareketli faz olarak amonyum asetat
tamponu (pH 5) ve asetonitril (73:27, v/v) karisimindan olusan bir hareketli fazin
kullanildigr Cig kolonu (150 x 4,6 mm, 5 um) ile gergeklestirilmistir. Analitlerin
ayrilmasi, UV dedektorii ile 220 nm’de ve 1 mL/dk akis hizinda ger¢eklestirilmistir.
Bu calismada 5 ¢esit ticari peynir ve yogurttan olusan 195 numune kullanilmistir.
Sonuglar, LOD ve LOQ'un benzoat ve sorbatta sirasiyla 0,326-0,520 mg/kg ve
0,989-1,575 mg/kg araliginda oldugu durumlarda yetersiz ayirma saglamstir.
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Analitlerin kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisinin 0,997'den yiiksek oldugu

gozlemlenmistir (Mazdeh ve ark., 2017)

Yuliana ve arkadaslari, oksiiriik surubunda dekstrometorfan hidrobromiir,
klorfeniramin maleat ve potasyum sorbat'in eszamanl tayini i¢in yeni bir HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Analiz, {ic maddeden olusan simiilasyon numunesi
tizerinden gergeklestirilmis ve her konsantrasyon icin li¢ tekrarli bes farkli
konsantrasyon hazirlanmistir. HPLC analizi, 230 nm'de gradient eliisyon ile Cig
kolonu kullanilarak yapilmistir. Bu analizde kullanilan hareketli faz asetonitril ve
sodyum-heptan stilfonat iyon ¢ifti iceren fosfat tamponundan (pH 2,5) (5:95, v/v)
olugsmaktaydi. Diger kromatografik kosullar ise su sekildedir: kolon sicaklig1 35 °C,
akis hiz1 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 20 pL. Sonuglara gére, yontemin geri kazanimi
(%98-102 araliginda), kesinligi (BSS < %2) ve dogrusalligi (r > 0,98) tatmin edici
seviyedir. Dekstrometorfan-HBr, klorfeniramin maleat ve potasyum sorbat i¢in LOD
degerleri sirasiyla 3,13 pg/mL, 0,94 pg/mL ve 0,12 pg/mL ve LOQ degerleri ise
strastyla 9,49 ng/mL, 2,85 pg/mL olarak bulunmustur (Yuliana ve ark., 2021).

Kreuz ve arkadaglari, tescilli bir portakal aromas1 ve Magnasweet tatlandirici
arttiric1 igeren sulu siispansiyonlarda potasyum sorbat, metilparaben, propilparaben
ve indinavir'in es zamanh analizi i¢in bir gradient eliisyon ile, ters fazli bir HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma, bir Eclipse XDB-C8 kolonu ile 260
nm’de, 35 dk’da gerceklesmistir ve enjeksiyon hacmi 50 pL’dir. Calismada
kullanilan hareketli faz, 0,5 mL/dk akis hizinda asetonitril ve asetonitril:sitrat
tamponundan (pH 4,0) olusmaktadir (20:80 v/v). Potasyum sorbat, metilparaben ve
propilparaben i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,3, 0,8 ve 1,0 ng/mL iken LOQ degerleri
ise sirastyla 1,0, 3,0 ve 4,0 ng/mL'dir. Her analitin ortalama geri kazanim degerleri

ise %99-101 araligindadir (Kreuz ve ark., 1999).

Bahremand ve Eskandari iran’in geleneksel icecegi olan Doogh’ta potasyum
sorbat ve sodyum benzoatin analizi i¢in yeni bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem
HPLC yonteminin kullanildigi ve ardindan iki koruyucunun da UV diyot dizisiyle

saptandig1 glivenilir bir yontemdir. Bu ¢aligmada, 27 Doogh numunesi analiz edilmis
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ve bu numuneler igerisindeki potasyum sorbat ve sodyum benzoatin miktari
spektrofotometri yontemiyle karsilagtirmali olarak HPLC ile belirlenmistir.
Koruyucularin kromatografik analizi C;g kolonu (25 cm x 4,6 mm, 5 mm) ve UV
dedektorii ile donatilmis RP-HPLC ile gerceklestirilmistir. HPLC ¢alismasi izokratik
elisyon ile gergeklestirilmistir. Diger kromatografik kosullar ise su sekildedir: kolon
sicakligr 20°C, enjeksiyon hacmi 20 pL ve akis hiz1 0,8 mL/dk’dir. Koruyucularin
alikonma siireleri sodyum benzoat i¢in 9,80 dk ve potasyum sorbat igin ise 26,50
dk’dir. Bu analizde sodyum benzoate 225 nm’de, potasyum sorbat ise 255 nm’de
tayin edilmistir. Spektrofotometri ile yapilan ¢alismada ise sodyum benzoate 228
nm’de potasyum sorbat ise 250 nm’de dedekte edilmistir. Numunelerde sodyum
benzoat ve potasyum sorbat i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,15 mg/kg ve 0,24 mg/kg
ve LOQ degerleri ise sirasiyla 0,5 mg/kg ve 0,8 mg/kg olarak bulunmustur. Geri
kazanim degerleri ise sirastyla %93,1-96,3 ve %92,9-99,7 arasinda degismektedir.
Sodyum benzoat ve potasyum sorbatin standart egrileri i¢in korelasyon katsayilari
sirastyla 0,9993 ve 0,9988’dir. Calisma sonucunda, diisiikk konsantrasyonlarda
spektrofotometri yonteminin, HPLC tarafindan belirtilenlere kiyasla yiliksek degerler
gosterdigi goriilmiistiir. Yiiksek konsantrasyonda ise spektrofotometri, HPLC'ye
kiyasla daha diisiik deger gostermistir. Bu ¢alismada spektrofotometri, bir
numunedeki potasyum sorbat ve sodyum benzoati ayni anda giivenilir ve kesin

sonuglarla saptayip belirlemeye yetmemistir (Bahremand ve Eskandari, 2013).

Ozdemir ve arkadaslar1 2020 yilinda gerceklestirdikleri calisma ile, Tiirkiye
pazarinda bulunan 10 farkli peynir 6rneklerinde bulunan sorbik asit miktarin1 HPLC
ile belirlemeyi hedeflemislerdir. HPLC analizi, 25°C'de, bir X-Terra RP-18 (150 x
4,60 mm i.d. x 5 um) kolonu ile 1,0 mL/dk akis hizinda 3 dk’da gergeklestirilmistir.
Hareketli faz olarak ise 0,2 (v/v) glasial asetik asit igeren %50 (v/v) asetonitril —Su
kullanilmistir. Calisma sonucunda analiz edilen numunelerdeki sorbik asit miktarlar
21,3-511,3 mg/kg araliginda bulunmustur. Calisma sonucunda sorbik asidin
korelasyon katsayist 0,999, LOD degeri 0,0018 pg/mL ve LOQ degeri ise 0,0269
png/mL olarak bulunmustur. Geri kazanim sonuglar1 sirasiyla 0,314 ve 0,210'da diisiik

diizeyde BSS degerleri ile 97,5 ve 98,1 olarak bulunmustur (Ozdemir ve ark., 2020).
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Matysova ve arkadaslar1 bes tip oral sivi iiriiniinde sotalol hidrokloriir ve
potasyum sorbat miktarinin belirlenmesi igin segici ve hassas bir gradient eliisyonlu
bir HPLC-UV yo6ntemi gelistirmislerdir. Bu maddelerin ayrilmasi i¢in gradient
eliisyon modunda bir Ascentis Express Cig (100 X 4,6 mm, 2,7 um) kat1 ¢ekirdekli
HPLC kolonu kullanilmistir. UV/Vis absorbans detektorii, 237 nm dalga boyuna
ayarlanmigtir. Ayrica bu c¢alismada kolon sicakligi 25°C, akis hizi 1,3 mL/dK,
enjeksiyon hacmi 5 uL ve toplam analiz siiresi 4,5 dk’dir. Hareketli faz olarak ise bir
sodyum dihidrojen fosfat dihidrat ¢ozeltisi (pH 2,5; 17,7 mM) ve asetonitril karigimi
(ACN~%10-60) kullanilmigtir (Matysova ve ark., 2015).

2013 yilinda Ahmed ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada
sodyum benzoat ve potasyum sorbat igeren 114 yerli ve ithal marka meyve sulari,
gazli icecekler, icecekler, siit, soslar, siiriilebilir yaglar, receller, joleler, marmelatlar,
peynir ve margarinler RP-HPLC ile analiz edilmistir. Bu c¢alismada her iki
koruyucunun da dogru belirlenmesini engelleyen numune matrisinin etkisini
azaltmak i¢in ¢esitli ekstraksiyon prosediirleri uygulanmistir. Kromatografik ayirma,
oda sicakliginda, 1mL/dk akis hizinda ve hareketli faz olarak asetonitril ile izokratik
eliisyonda ters faz Cyg-5um ve 1000A gozenek boyutlu kolon (250 mm x 4,6 mm)
kullanilarak 25°C sicaklikta ve sodyum benzoat i¢in 227 nm’de, potasyum sorbat
icin 250 nm’de gerceklestirilmistir. Uriinlerde tespit edilen sodyum benzoat ve
potasyum sorbat konsantrasyonu sirasiyla 1,03 - 60,76 mg/L ve 3,24-14,48 mg/L
araligindaydi. Geri kazanim ylizdesi sodyum benzoik i¢in 92,01+1,31 - 99,95+1,99
ve potasyum sorbat i¢in 90,81£1,16 - 99,87£1,99 olarak bulunmustur. Sodyum
benzoat icin gozlenebilme smirt ve tayin sirt sirastyla 0,231 ve 0,772 mg/L ve
potasyum sorbat i¢in ise bu degerler sirasiyla 0,018 ve 0,060 mg/L idi (Ahmed ve
ark., 2013).

Amirpour ve arkadaglar1 salatalik tursusu, sal¢a konservesi, visne regeli,
alkolsiiz igecekler, meyve sular1 ve siit triinleri (UF-Feta peynirleri, Lighvan
peynirleri, laktik peynirler, yogurtlar ve hamur) dahil olmak tiizere 400 gida
numunesinde benzoat ve sorbat diizeylerinin tayini i¢in yiiksek performansli sivi

kromatografi yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik analiz, UV Detektorii ve bir
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Eclipse-XDB C;g kolonu (150x4,6 mm, 5 um) ile donatilmis bir HPLC sisteminde
gerceklestirilmistir. Hareketli faz, 0,8 mL/dk akis hizina sahip sulu bir amonyum
asetat tamponu (pH = 4,2) ve asetonitrilden (80:20 v/v) olusuyordu. Enjeksiyon
hacmi 20 pL idi ve UV detektorii 225 nm'ye ayarlandi. Sonuglar, tiim numunelerin
270"nin sirastyla laktik peynir ve meyve suyunda 11,9 mg/kg ve 288,5 mg/kg
arasinda degisen benzoat icerdigini gosterdi. Orneklerin 98'indeki sorbat seviyeleri,
hamur ve meyve suyunda sirasiyla 20,1 ton 284,3 mg/kg'dir. Ayrica, laktik peynirde
11,9 mg/kg ile UF-Feta peynirde 91,2 mg/kg benzoat tespit edilmistir. Analiz
sonucunda sodyum benzoat ve potasyum sorbat i¢in bulunan LOD degerleri sirasi ile
0,6 mg/kg ve 0,5 mg/kg iken, LOQ degerleri ise 1,9 mg/kg ve 1,5 mg/kg’dir
(Amirpour ve ark., 2015).

Gholipour ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen ¢alismada Iran'da hamurda
kullanim1 yasak olan potasyum sorbatin HPLC-UV ile tayini i¢in ydntem
gelistirilmistir. Bu analizde Mazenderan ili fabrikalarindan toplanan 100 adet hamur
ornegi ile calisilmistir. Bu calisma sonucunda elde edilen veriler su sekildedir;
korelasyon katsayis1 0,999, LOD degeri 6,37 pg/ml, LOQ degeri 19,11 pg/ml ve
dogrusal konsantrasyon araligi 19-100 pg/ml'dir. Numunelerin %32'sinde potasyum
sorbat tespit edilmistir. Iran'in hamurda kullanimina ydnelik ulusal standart yasagina
ragmen hamur numunelerinde potasyum sorbat varligi tespit edilmistir (Gholipour ve

ark., 2014).

Ruyi ve Chenggang tarafindan 2016 yilinda fonksiyonel i¢eceklerde bulunan
glukuronik asit, malik asit, taurin ve potasyum sorbattanin es zamanl tayini i¢in bir
iyon kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Kromatografik ayirma i¢in bir anyon
ayirma kolonu (4%250 mm) ve bir anyon koruma kolonu (4x50 mm) kullanilmistir.
1,0 mL/dk'da 20 mmol/L KOH hareketli fazi, 20 dk boyunca 35 °C'de anyon ayirma
kolonundan gegirildi. Bu ¢alismada anyon baskilayicit akim 50 mA ve hiicre sicaklig
ise 30°C'dir. Bu metotta glukuronik asit, malik asit, taurin ve potasyum sorbatin
korelasyon katsayilart sirasiyla 0,999, 0,996, 0,989 ve 0,958'dir. LOD degerleri ise
glukuronik asit i¢in 0,72 pg/mL, malik asit i¢in 0,64 pg/mL, taurin i¢in 2,58 pg/mL

ve potasyum sorbat icin ise 1,5 pg/mL olarak verilmistir. Bu bilesiklerin geri
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kazanim degerleri ise %94-104 araliginda ve bagil standart sapma ise %0,77-1,08
(n=6) araligindadir. Bu sonuglar bu yontemin fonksiyonel igeceklerin analizi i¢in

dogru bir yontem oldugunu gozler 6niine sermistir (Ruyi ve Chenggang, 2016).

Ding Zor ve arkadaslar gergeklestirdikleri bu calismada, potasyum sorbat, |,
Kinolin sarisi, sodyum benzoat ve giin batimi sarisinin es zamanli tayini i¢in bir
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Yazarlar bu calismada optimum kromatografik
sartlar1 belirlemek i¢in {i¢ seviyede {li¢ degisken kullanan bir Box-Behnken tasarimi
optimizasyon tekniginden yararlanmiglardir. Burada test edilen faktorler ve
seviyeleri sunlardir; hareketli fazin pH’1 6,0-7,0; akis hiz1 0,8-1,2 mL/dk ve 0,025 M
sodyum asetat/asetik asit tamponundan olusan hareketli faz oran1 %80-90. Burada
¢Oziiniirliik yanit olarak secilmistir. Kromatografik analizler, bir DAD detektorii, 5
um Inertsil OctaDecylSilane (ODS)-3V (250 mm X 4,6 mm) RP kolonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Optimize edilen kromatografik sartlar ise su sekildedir; izokratik
elisyon ile, pH 6,0k 0,025 M sodyum asetat/asetik asit tamponu ve asetonitril
(85:15, v/v) karistmindan olusan bir hareketli faz sistemi, akis hizi 0,8 mL/dk,
enjeksiyon hacmi 20 pL, dalga boyu optimizasyon prosediirii i¢in 230 nm,
validasyon prosediiriinde ise sodyum benzoat ve potasyum sorbat igin 230 nm,
kinolin saris1 ve giin batimi sarisi i¢in 460 nm’dir. Bu calismada potasyum sorbat,
sodyum benzoat, kinolin saris1 ve giin batimi saris1 i¢in korelasyon katsayilari
strastyla 0,9979, 0,9980, 0,9979 ve 0,9993’tiir. LOD ve LOQ degerleri ise sirasiyla
potasyum sorbat i¢in 0,082 pg/mL ve 0,273 pg/mL; sodyum benzoate igin 0,154
pg/mL ve 0,513 pg/mL; kinolin sarist i¢cin 0,044 pg/mL ve 0,146 pg/mL ve giin
batimi sarist i¢in 0,069 pg/mL ve 0,230 pg/mL’dur. Calismadan elde edilen geri
kazanim degerlerinin ise <%95 oldugu goriilmektedir. Gelistirilen yontem daha sonra
ticari limonata ve limon sosu numunelerinde de uygulanmis ve basarili sonuglar elde

edilmistir (Ding Zor ve ark., 2016).
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Elektroforetik Yontemler

Costa ve arkadaglar1 2008 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alisma ile ticari
iceceklerde benzoat ve sorbat iyonlarmin tayini i¢in bir kapiler elektroforez yontemi
gelistirmiglerdir. Yontem gelistirmede, arka plan elektrolitinin pH"1 ve bilesenleri,
etkili mobiliteye karsi pH egrileri kullanilarak segilmistir. Bu c¢alismada dahili
standart (salisilat iyonu) kullanilmistir. Analizde arka plan elektroliti, pH 8,1'de 25
mmol L(-1) tris(hidroksimetil)aminometan ve 12,5 mmol L(-1)2 hidroksiizobiitirik
asitten olugmustur. Ayirma, erimis silika kapilerinde (32 cm toplam uzunluk ve 8,5
cm etkin uzunluk, 50 mikrom i¢ ¢ap) kisa u¢lu enjeksiyon konfigiirasyonu ve UV ile,
benzoat ve salisilat icin 200 nm'de ve sorbat i¢in 254 nm'de 28 sn’de gerceklesmistir.
Bu yontem ile elde edilen sonuglar; R2>0,999, LOD degerleri benzoat i¢in 0,9 mg/L,
sorbat i¢in 0,3 mg/L, geri kazanim degerleri %97,9 — 105 olarak ifade edilmistir.
Alkolsiiz igeceklerde ve ¢ayda benzoat miktar1 197-401 mg/L ve sorbat miktar1 28-
144 mg/L olarak bulunmustur (Costa ve ark., 2008).

de Jesus ve arkadaglari, ekmek numunelerinde bulunan propiyonat ve sorbat
koruyucularinin es zamanli belirlenmesi i¢in yeni bir kapiler elektroforez (diyot
dizisi spektrofotometrik deteksiyon ile) yontemi gelistirmislerdir. Bu yontem,
sonikasyon yardimi ile sulu ekstraksiyon kullanilarak basit ve hizli bir numune
hazirlama islemi gerektirmektedir. 10 mmol/L benzoik asit, 15 mmol/L L-histidin ve
0,2 mmol/L setiltrimetilamonyum bromiirden (CTAB) olusan bir arka plan elektroliti
(BGE), koruyucularin 5 dk’dan daha kisa siirede iyi ¢Oziiniirliikle ayrilmasini
saglamistir. Bu caligmada propiyonat 235 nm’de, sorbat ise 250 nm’de dedekte
edilmistir. Propiyonat ve sorbat i¢cin LOQ degerleri sirasiyla 4,3 mg/kg ve 1,5 mg/kg
olarak bulunmustur. Onerilen ydntem, ticari dilimlenmis beyaz ekmek &rneklerinde
propiyonat ve sorbat koruyucularinin analizi i¢in basarili bir yontemdir (de Jesus ve
ark., 2018).
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Elektrokimyasal Yontemler

Stefan-van Staden ve arkadaslari, gida kalitesini degerlendirmek igin
gidalardaki sorbik asit miktarini tayin etmislerdir. Bu calismada, gidalarda (unlu
mamiiller ve mayonezde sorbik asit tayini i¢in metal porfirinler (Zn protoporfirin 1X
ve 2,3,7,8,12,13,17,18 oktaetil, 21H, 23H-porfirin Mn(Ill) kloriir) ile modifiye
edilmis altin nanopartikiil macunu ile dekore edilmis nanografene dayali iki sensor
Onerilmistir. Burada sensorlerin karakterizasyonu ve dogrulanmasi icin kare dalga
voltammetrisi kullanilmistir. Yazarlar, onerdikleri her iki sensérde de LOD degerini
0,33 umol/L ve LOQ degerlerini ise 1,00 umol/L bulmuslardir. En yiiksek hassasiyet
(0,35 nA/umol L-1), 2,3,7,8,12,13,17,18 oktaetil, 21H, 23H-porfirin Mn(III) kloriir
bazli sensor kullanildiginda kaydedilmistir ve bu elektrokatalizoriin Zn protoporfirin
IX'unkinden daha yiiksek elektrokatalitik etkisi oldugunu kanitlanmistir. Bu
sensorler ekmekte ve mayonezde bulunan sorbik asit tayini i¢in kullanildiginda geri
kazanim ylizdesi %95’ten fazla ¢ikmis ve BSS degerleri ise her iki sensor igin

%S5 ten kiigliktiir (Stefan-van Staden ve ark., 2022).
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2. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasinda, piyasada bulunan ve farkli igeriklere sahip olan iki ¢esit

ticari enerji igecegi (ticari enerji igecegi (I) ve ticari enerji igecegi (I11)) numunesi

icerisinde bulunan ve dedekte edilebilen bilesiklerin (ticari enerji igecegi (1)’de KAF

ve PS; ticari enerji igecegi (11)’de B3, SB, PS ve KAF) es zamanl miktar tayinleri

icin yeni UPLC yoOntemlerinin gelistirilmesinde ve caligmalarin yiiriitiilmesinde

asagida belirtilen cihazlar, bilgisayar programlari ve yazilimlar, laboratuvar gerecleri,

kimyasallar ve ticari enerji igecegi numuneleri kullanilmistir.

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullamlan Cihaz ve Geregler

Waters Acquity H-Class UPLC Sistemi (fotodiyot array dedektorii
(photodiode array dedector — PDA) ile birlikte). (Waters Corporation, MA,
ABD)

Kolon —» Waters BEH® Cyg (2,1 x 100 mm, 1,7 p)

Empower UPLC Programi.

Vial (Waters)

Sartorius Entris 224-1S marka hassas terazi:

Manyetik karistirict (Isolab, Eschau, Almanya)

Ultrasonik banyo (Isolab, Eschau, Almanya)

Eppendorf Mikropipet (20-200 puL ve 100-1000 pL)

ISOLAB S$iringa Ucu Filtre Steril PVDF (Polivilinilden Difloriir) (Gozenek
capt = 0,22 pum)

Agilent Siringa Ucu Filtre Nylon (G6zenek ¢ap1 0,20 pm)

Farkl1 hacimlerde balon joje (5-1000 mL, Isolab, Eschau, Almanya)

Beher (10-1000 mL, Isolab, Eschau, Almanya)
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2.1.2. Kullanilan Bilgisayar Yazihmlar:

— Empower2 (Waters, MA, ABD)
— Excel 2010 (Microsoft, Washington, ABD)
— Matlab R2018b (Mathworks, MA, ABD)

2.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

— Metanol (Sigma-Aldrich)

— Ultra saf su (Merck Millipore)

— H3PO,4 (Sigma Aldrich)

— NaOH (Riedel-de Haen)

— (NH4)2CO3 (Merck)

— Potasyum Sorbat

— Sodyum Benzoat

— Kafein

— Vitamin B3 (Niasin)

— Trietilamin (TEA) (Sigma Aldrich)

2.1.4. Ticari Enerji icecekleri

— Ticari Enerji igecegi (1) (Burn Gold Spark — BGS)

— Potasyum sorbat (Miktar belirtilmemis)
— Kafein (en fazla 150 mg/L)

Icindeki diger bilesenler: Seker, asitligi diizenleyiciler (sitrik asit, sodyum sitrat),
karbondioksit, taurin (710 mg/l), renklendirici (karamel), aroma vericiler, inositol (90

mg/l), glukoronolakton (20 mg/l).
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— Ticari Enerji icecegi (11) (AK47 Enerji Icecegi —» AKA47)

— Niasin (8,0 mg/100 mL)

— Potasyum sorbat (Miktar belirtilmemis)
—  Sodyum Benzoat (Miktar belirtilmemis)
— Kafein (En fazla 150 mg/L)

Icindeki diger bilesenler: Seker, karbondioksit, asitlik diizenleyiciler (sitrik asit ve
trisodyum sitrat), tatlandirici (karisitk meyve), taurin (800 mg/l), renklendirici
(karamel), pantotenik asit (vitamin B5, 2 mg/100 ml), vitamin B6 (2,0 mg/100 ml),
riboflavin (vitamin B2, 0,6 mg/l), vitamin B12 (2,0 ug/100 ml), inositol (maksimum
100 mg/l), glukoronolakton (maksimum 20 mg/l),

2.2. Yontem

Bu doktora tez c¢alismasi kapsaminda ticari enerji igeceklerindeki bilesenlerin
kantitatif analizlerinde UPLC teknigi kullanilmistir. Analiz islemleri i¢in UPLC
yontemlerinin  gelistirilmesinde kemometrik deneysel tasarim optimizasyon
metodolojilerinden faydalanilmigtir. Asagida kromatografik yontemlerin temel

esaslar1 a¢iklanmaktadir.

2.2.1. Kromatografik Yontemler

Bir karigimdaki bilesenlerin birbirinden ayrilmasimni saglayan bir ayirma
metodu olan kromatografi ilk kez Rus botanik¢i, Mikhail Tswett tarafindan 1906
yilinda bulunmustur. Kromatorafiyi ksantofil ve klorofil gibi pek cok pigmenti
ayirmada kullanan Tsweet, kromatografiyi tanimlarken “bir karigimdaki bilesenlerin
bir akig sistemi yardimiyla, bir adsorban kolon {izerinden ayrildigi bir yontem”
olarak tanimlamigtir. Tsweet bu pigmentlerin ayrilmasi sirasinda kolonda renkli

bantlar gbézlemlemis ve bu nedenle de yontemin adini “kromatografi olarak
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belirlemistir. Kromatografide analizi yapilacak numune hareketli faz igerisinde
¢Ozlinir ve daha sonra bu hareketli faz, kendisi ile karigmayan sabit bir faz
igerisinden (bir kolon veya kat1 bir yiizey) gegirilir. Numune igerisindeki bilesenler
polaritelerine gore sabit fazdan degisik hizlarda gegerler ve bu da numunedeki
bilesenlerin ayrilmasini saglar (Braithwaite ve Smith, 2012, s: 1-4; Skoog ve ark.,
2007, s:762). Kromatografi {i¢ sinif altinda ele alinabilir.

| Ayrilma
Mekanizmalarina Gore

Uygulama Bigcimlerine
Gore

Kromatografinin
Siniflandiriimasi
|

“— FazTiplerine Gore

Sekil 2.1. Kromatografinin siniflandirilmas.

Bunlar da kendi iginde farkli siniflara ayrilirlar (Sekil 2.2).
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» Adsorpsiyon Kromatografisi

* Partisyon Kromatografisi

¢ iyon Degistirme Kromatografisi

» Jel Filtrasyon (Molekiler Eleme) Kromatografisi

Ayrilma
Mekanizma

- * iyon Cifti Kromatografisi
arina Gor

* Afinite Kromatografisi

N\

* Dizlemsel Kromatografi
* Kagit Kromatografisi
* ince Tabaka Kromatografisi (TLC)
* Kolon Kromatografisi
Uygulama o
* Gaz Kromatografisi (GC)

Bicimlerine
& ¢ Yiiksek Basingl Sivi Kromatografisi (HPLC)

Gore /

* Sivi Kromatografisi

e Sivi-Kati Kromatografisi
* Sivi-Sivi Kromatografisi

* Gaz Kromatografisi

Faz
Tiplerine * Gaz-Kati Kromatografisi
Gore * Gaz-Sivi Kromatografisi

Sekil 2.2. Kromatografik yontemler.

Ayrilma Mekanizmalarina Gore Kromatografik Yontemler asagida ayrintili bir

bigimde sunulmaktadir.

Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi (IEC), ikinci Diinya Savasi sirasinda (1939-
1945) nadir bulunan toprak elementlerini ve transuranyum elementlerini ayirmak i¢in
kullanilan bir tekniktir. [EC'nin kullanimi ilk kez 1938'de Taylor ve Urey tarafindan
zeolit recineleri kullanilarak lityum ve potasyum izotoplarini ayirmak igin
kullanilmistir. Tyon degisimi, ¢dzeltideki iyonlar ile ¢dziinmeyen, yiiksek mol kiitleli
bir katinin ylizeyindeki benzer isaretli iyonlarin yer degistirmesidir. Durgun faz zayif

ya da kuvvetli bir iyon degistirici re¢inedir ve numune molekiillerinin iyonik
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gruplariyla etkilesime giren iyonik gruplar (6rn. NR$ veya SO3) igerir, hareketli faz
ise belli bir pH derecesine sahip, ve yiikil sabit fazin yiikiiniin tersi olan zit iyonu
iceren bir sulu ¢ozeltidir. Organik iyon degistiriciler: katyon degistirici ve anyon
degistirici regineler olarak ikiye ayrilir. Sabit yiikk (+) ise anyon degistirici, (-) ise
katyon degistirici recginedir. Iyon degisim kromatografisi, farmasotik preparatlar
(ilaglar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, vitamin karisimlari), gidalar (gida
koruyucular, sekerler) gibi farkli yapidaki organik ve biyokimyasal sistemlere
uygulanabilir (Braithwaite ve Smith, 2012; Meyer, 2010, s:203-205; Skoog ve ark.,
2007).

Affinite Kromatografisi

Kromatografi tekniklerinin en yenisi olan bu kromatografide, afinite liganda,
kat1 bir destek yiizeyine kovalent bir bigimde baglanir. Afinite ligantlari, enzim
inhibitorleri, antikorlar veya numunedeki analit molekiillerine tersinir bir bigimde
baglanan molekiillerdir. Bu kromatografinin se¢iciligi oldukga yiiksektir ve hormon,
enzim, vb protein yapili maddelerin saflastirilmasinda kullanilir. Kolonun dolgu
maddesine, protein ile kompleks yapabilme Ozelligine sahip bir ligand baglanir,
baglanmayan molekiiller ise hareketli faz ile birlikte kolonu terkeder. Sabit faz
tarafindan alikonmus analitler, daha sonra hareketli fazin bilesimi degistirilerek eliie

edilir (Skoog ve ark., 2007).

Adsorpsiyon Kromatografisi

Ayrilacak bilesenlerin sabit kat1 faz iizerinde tersinir olarak adsorblanmalari
esasina dayanir. Adsorpsiyon kromatografisinde hareketli faz, adsorban tizerinde sivi
olarak hareket eder. Bilesenler birbirlerinden kat1 ylizeye olan ilgilerine gore
ayrilirlar. Adsorpsiyon denge sabiti daha biiyiik olan bilesen yiizeyde daha uzun siire
kalirken, kiiglik olan ise daha kisa siirede kalmakta, hi¢ adsorplanmayan bilesen ise

kolondan hareketli faz ile taginarak hemen disar1 ¢ikmaktadir. Yiizeye adsorplanan
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bilesenler ise yiizeyle olan etkilesim boyutuna bagli olarak farkli kalma siirelerinde
kolonu terk etmektedir. Adsorpsiyon kromatografisi, polarliklar1 birbirinden farkli
bilesenlerin  karigimlarinin  ayrilmasinda iyi sonug¢ vermektedir. Adsorpsiyon
kromatografide sabit faz olarak genellikle polar yapili ince Ogiitiilmiis silis ve
alumina kullanilir. Genellikle, numune tutma kapasitesi daha yiiksek olan silis tercih
edilir. Bu iki maddenin adsorpsiyon Ozellikleri benzerdir. Her iki sabit fazdaki
alikonma siireleri, analitin polarligi arttik¢a artar. Hareketli fazda ise polaritesi ¢ok

diisiik veya apolar sivilar (benzene, kloroform, vb) kullanilir.

Iyi bir sabit faz; ayrilmasi gereken maddelerin par¢alanmasina neden olmamal,
ayrilmast gereken madde ile reaksiyon vermemeli, yliksek adsorpsiyon kapasitesine
sahip olmali ve adsorplanan maddeleri geri verebilmelidir. Iyi bir hareketli faz ise
diisiik viskoziteye sahip olmali, istenen saflikta, kolay ulasilabilir ve ekonomik
olmali, toksik olmamali, numunedeki bilesenlerin tamamini ¢ézmeli ve sabit fazin

ozelliklerinin degismesine neden olmamalidir (Skoog ve ark., 2007).

Jel Filtrasyon (Boyut Eleme) Kromatografisi

Jel stizme veya jel gecirgenlik kromatografi olarak ta adlandirilan boyut ayirict
kromatografi, 6zellikle yiiksek mol kiitleli tiirlere uygulanabilen ¢ok etkili tekniktir.
Bu teknik, molekiilleri boyutlaria gére, yani molekiileri kiitlelerine gore ayirir. Once
en biiyilkk molekiiller ve en son en kiiclik molekiillerin ayrilmasini saglayan bu
teknikte kiigiik boyutlu (~10 pum) silis veya polimer tanecikler dolgu maddesi olarak
kullanilmaktadir. Burada sabit faz, polimerlerin hidratize edilmesiyle olusturulan bir
jel, hareketli faz ise bir stvidir. Bu dolgular diizgiin gézenekli bir yapiya sahiptir. Bu
gozenekli yap1 ¢oziinen ve ¢oziicii molekiillerinin diflizlenebilecegi bir yapidadir.
Molekiiller, hareketli fazin akis1 sirasinda gbzenekli yapida molekiil biiyiikliigiine
bagl olarak etkin bir bicimde tutulur ve daha sonra birakilir. Molekiiliin boyutu
ortalama gozenek boyutundan daha biiylik ise, bunlar dolgu maddesi tarafindan
tutulmazlar ve bu molekiiller kolondan hareketli faz ile ayn1 hizda gegtikleri igin

alikonma siiresinden bahsedilemez. Molekiiliin boyutu ortalama gbzenek boyutundan
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daha kiiciik oldugunda ise, molekiil dolgu maddesinin gézeneklerine girerek burada
tutunarak uzun siire alikonurlar. Kolonda gozeneklerde alikonan molekiillerin
alikonma siiresi, molekiiliin cap boyutuna bagli olarak degisir. Jel filtrasyon
kromatografisinde, ayrilacak olan molekiil ile sabit faz arasinda fiziksel ve kimyasal
etkilesimlerin olmayisi, bu kromatografi teknigini diger kromatografik tekniklerden
ayiran Onemli bir 6zelliktir. Bu teknik 6zellikle de proteinleri birbirinden ayirmak
i¢cin yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir (Braithwaite ve Smith, 2012; Meyer, 2010,
5:231-233; Skoog ve ark., 2007).

Partisyon (Dagilma) Kromatografisi

Dagilma kromotografisinde, sabit faz, hareketli faz ile karismayan ikinci bir
stvidir. Sivi-sivi kromatografisinde, sabit sivi fazi yerinde sabitlemek i¢in fiziksel
adsorpsiyondan faydalanilir. Bagli-sivi-faz kromatografisinde ise, sivi, tutundugu
yiizeye kimyasal baglidir ve bu sayede hareketli fazla ¢oziinmeyen kararl bir dolgu

meydana gelir.

Dagilma kromatografisi, sabit ve hareketli fazlarin polarligina bagli olarak iki
farkli bicimde ele alinir; ters faz ve normal faz. Normal faz kromatografisi (NF),
sabit fazin hareketli faza gore daha polar oldugu bir kromatografidir. Burada sabit faz
olarak genelde silika (SiO), alimina (Al,O3) ve magnezyum oksit (MgO) kullanilir.
Analit, sabit faz ile ne kadar giicli etkilesirse kolonda o kadar uzun siire tutulur.
NF’de hareketli faz olarak ise sabit faza oranla polaritesi daha az (eter gibi) olan ya
da apolar (hekzan, heptan gibi) olan solvent sistemleri kullanilir. Bir karigimi
olusturan birbirinden farkli yapidaki molekiiller, polaritelerine bagl olarak sabit faz
tizerinde farkli derecelerde adsorbe edilirler ve bunun sonucu olarak ta her bir
maddenin kolonu terk etme siiresi de birbirinden farkli olacaktir. NF’de polar
bilesikler polar olmayan bilesiklerden daha sonra kolonu terk ederler (Kazakevich ve
Lobrutto, 2007, s: 10; Meyer, 2010, s: 173-174). Normal faz kromatografide, diisiik

polaritedeki bilesenler hareketli faz ile daha fazla ¢oziindiikleri i¢in daha 6nce eliie
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edilirler; hareketli fazin polaritesindeki artis, eliisyon siiresinin azalmasina neden

olur (Skoog ve ark., 2007).

Ters faz kromatografide sabit faz apolar; hareketli faz ise daha polar (su,
metanol, asetonitril gibi) bir ¢oziiciiden olusmaktadir. Ters faz sisteminde, daha polar
bilesenler, kolondan daha 6nce gelir ve hareketli fazin polaritesindeki artig, eliisyon
stiresinin artmasina neden olur. Ters faz kromatografinin en yaygin kullanildig
HPLC sistemlerinin yaklasik dortte {iciinde, ters faz dolgu maddesi ile doldurulmus
kolonlar tercih edilmektedir. Ters faz sistemi ¢esitli avantajlara sahiptir. Hareketli faz
daha ¢ok su bazli ¢ozeltilerden olusur bu nedenle normal faz kromatografisine gore
daha fazla tercih edilir (Kazakevich ve Lobrutto, 2007, s: 11; Meyer, 2010, s: 173-
174; Skoog ve ark., 2007). Suyun kullanilmas1 olduk¢a 6nemlidir, ¢iinkii suyun ucuz
olmasi, toksik olmamasi, UV-gecirgenlik ve biyolojik tiirlere uygunluk saglamasi
suya ustiinliik saglamaktadir. Ters fazli sivi kromatografisinde dengeye ulagsma hizi
normal faz sivi kromatografisine gore daha hizlidir, ters fazli sivi kromatografisinde
maliyeti ve toksisitesi yiiksek apolar ¢oziiciileri kullanmak gerekmiyor. Yaygin
olarak kullanilan kolonlar arasinda siloksanin R grubu olan malzemelerle kapli olan
Cs- (n-oktil) ve Cig-(n-oktasil zinciridir) kolonlaridir (Skoog ve ark., 2007). Bu

sistemde polar olmayan bilesikler polar bilesiklerden daha sonra kolonu terk ederler.

Dagilma kromatografisinin uygulama alanlari; biyokimya, ilag, endiistriyel
kimyasallar, gida iriinleri, kirleticiler, adli tip ve klinik kimyadir (Skoog ve ark.,
2007).

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Yiksek performansli sivi  kromatografisi (high performance liquid
chromatography — HPLC) son yillarda en ¢ok bagvurulan ve en hizli gelisen analitik
analiz yontemidir. HPLC, sabit fazdan olusan bir kolon sisteminden hareketli fazin
gecirilmesiyle analitlerin sabit ve hareketli faza olan ilgilerinin farklilig1 ile

ayrismalarina dayanan bir yontemdir. Tiim kromatografik yontemlerde oldugu gibi
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HPLC’de de kimyasal ayirma, saflastirma, miktar tayini amaglari i¢cin kullanilir.
HPLC’ de kullanilan mobil ve sabit fazlarin polariteleri birbirinden farklidir. Bu da
kolonda numune bilesenlerinin birbirinden ayrilmasini saglar.

Bir HPLC cihaz su kisimlardan olusur;

Hareketli faz rezervuari

Pompa Sistemi

Numune Enjeksiyon sistemi

Kolon
Dedektor

HPLC’de kullanilan baslica dedektorler sunlardir;

— UV- Goriiniir 151n absorpsiyon dedektorleri
— Filtreli UV-Absorpsiyon dedektorleri

— Taramali Absorpsiyon dedektorleri

— Infrared Absorpsiyon dedektdrleri

— Floresans dedektorleri

— Kirma Indisi dedektorii

— Buharlastirmali 151k sac¢ilim dedektorii

— Elektrokimyasal dedektorler

— Kiitle Spektrometrik dedektorler

Giiniimiizde HPLC cihazlar1 gelistirilerek daha da avantajli hale getirilmis ve
her bakimdan iistiin 6zelliklere sahip olan yeni bir cihazin; asir1 yliksek performansh
stvi kromatografisi (ultra high performance liquid chromatography — UPLC)
cihazinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. HPLC ile UPLC’nin ¢aligma prensipleri
temelde aynidir. UPLC’de, numunenin, asir1 yiiksek basing altinda (100M Pa' ya
kadar) 6zel dolgulu kolonlardan (pargacik boyutu 2 pum) gegirilmesiyle, numunede

bulunan bilesenlerin birbirlerinden ayrilmalarini ve bunlarin detektdrde miktarlarinin
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tayin edilmesini saglayan gelismis bir cihazdir. Tanimdan da anlasildig: iizere HPLC
ile UPLC arasindaki fark uygulanan basing ve kolon dolum malzemesidir. UPLC’nin
kolon dolum malzemesinin 2 um biiylikliiglinde olmas1t UPLC’de ayirimin HPLC
den daha iyi ve hassas olmasini saglar. UPLC, 6zetle li¢ alanda gelistirilmis olan asiri
yiiksek performansli sivi kromatografisini ifade eder: “hiz, ¢oziiniirlilk ve duyarlilik.
UPLC, HPLC ile kiyaslandiginda, daha hizli, daha hassas sonuglar verir. UPLC

sisteminin saglamis oldugu diger avantajlar su sekildedir:

— Analiz siiresi oldukca kisadir

— Sivi kromatografisi yontemleri arasinda en segici, en hassas olan yontemdir

— Kromatogramda ¢oziilmiis pikler elde edilir.

— Sabit faz olarak cok kii¢iik dolgu malzemesi (2 um) kullanilir ve bu da
ayirma gliciiniin artmasi1 nedeniyle avantaj saglar

— Coziiciilerin tiiketimi daha azdir bu nedenle daha ekonomiktir.

— Oldukga fazla maddenin analizine imkan saglar

UPLC nin tek dezavantaji, uygulamis oldugu asir1 yiiksek basingtan dolay1

kolon 6mriiniin kisa olmasidir.

UPLC’de kullanilan hareketli ve sabit fazlarin polariteleri birbirinden farklidir.
Fazlar arasindaki bu farkliliklara bagli olarak UPLC sisteminde normal faz veya ters
faz kromatografisine basvurulur. UPLC’lerin ¢ogunda ters faz dolgu maddesi ile
doldurulmus kolonlar kullanilmaktadir (Onur, 2011, s:179; Skoog ve ark., 2007,
5:829).
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mALU

1 2 3
Zaman (dk)

Sekil 2.3. X, Y ve Z bilesiklerinin UPLC ile kromatografik olarak ayrilmasi.

UPLC ozellikle ila¢ endiistrisinde oldukga ihtiya¢g duyulan bir yontemdir.
UPLC ile daha dogru veriler daha hizli bir sekilde tiretilebilir. UPLC 'nin benzersiz
ozellikleri, yiiksek ¢oziintirliik ve hizli analizin, adsorpsiyon, dagilim, metabolizma
ve bosaltim (ADME) gibi farmakokinetik caligmalarda da cok yararli oldugunu
gostermektedir. Ilag gelistirme ve formiilasyon prosesi icin, ila¢ maddelerini ve
bunlarin safsizliklarin1 saptamak, miktarlarini belirlemek i¢in sikg¢a basvurulan bir
yontemdir (Biiker ve Ding, 2017; Dermis ve ark., 2015; Din¢ ve Baleanu, 2012; Ding
ve Biiker, 2012; Din¢ ve ark., 2015; Din¢ ve Ertekin, 2016; Ding¢ ve Biiker, 2016;
Ding ve Biiker, 2019; Ding ve ark., 2022; Gilizel ve ark., 2021; Giizel ve ark., 2022;
Rouhani ve ark., 2022; Selimoglu ve ark., 2016; Taleuzzaman ve ark., 2015; Turak
ve ark., 2016; Ustiindag ve Ding, 2021).
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Sekil 2.4. UPLC Cihazinin sematik gosterimi.

Kromatografide Kolon Uygunluk Parametreleri

Bir ayirma isleminde ayirma isleminin gecerliligini saglayan bir takim

parametreler vardir. Bunlar;

Alikonma Zamant
Kapasite Faktori
Secicilik

Kolon Verimliligi
Kolon Ayirma Gticii

Simetri Faktori

bir ayirmmin gerceklesebilmesi igin bu parametrelerin saglanmasi

gerekmektedir. Kolonda numune bilesenleri ayrilirken kromatogramlar elde ederiz.

Analiz kosullarinin uygun olup olmadigi elde edilen kromatogramlar vasitasiyla

izlenebilmektedir. Kromatografik bir sistemde numunede bulunan bilesenlerin

kolona verilmesinden dedektore ulagincaya gecen zamana karsi, dedektor tarafindan
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verilen sinyalle olusturulan grafige “kromatogram” ad1 verilmektedir (Skoog ve ark.,

2004).

Allkonma Zamani

Bir numunenin kolona enjeksiyonundan sonra dedektore ulasmasi i¢in gegen
siire “alikonma zamanmi (tr)” olarak ifade edilir. Numune bilesenlerinin kolona
verildikten sonra kolondan gegip dedektdre ulagsmasi igin gerekli olan hareketli faz

hacminede “alikonma hacmi” ad1 verilmektedir. Alikonma hacmi;

Vr =1tr. F¢ (21)

burada alikonma hacmi Vg, alikonma zamani tg ve volumetrik akis hiz1 Fc ile
ifade edilmektedir. Bir analitin kolonda alikonmasi, numune bilesenlerinin hareketli
faz ve sabit faz ile arasindaki etkilesimi gosterir. Biitiin kromatografik ayirmalarin
temelinde, ¢oziinenlerin hareketli ve sabit faz arasindaki dagilma derecesi esas

alinmistir.

A (hareketli faz)= A (sabit faz) (2.2)

Bu reaksiyonun denge sabiti K ya esittir ve dagilma katsayis1 olarak ifade

edilmektedir.

K =Cs/Cwy (2.3)

Coziinenin sabit fazdaki molar analitik derisimi Cs ve hareketli fazdaki molar
analitik derisimi Cy dir. Kolonda tutunamayan bir maddenin kolondan gegisi icin
gerekli zaman “6lii zaman (ty)” olarak ifade edilir ve bunun kolonda ilerleme hiz1
hareketli faz molekiillerinin detektore ulagsmasi i¢in gereken siire ile aynidir (Skoog
ve ark., 2004).
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Sekil 2.5. iki bilesenli bir numuneye ait kromatogram.

Alikonma/Kapasite Faktorii (k’)

Bir numunenin enjeksiyonundan dedektdre ulagmasi i¢in gereken zamana
“alikonma zamani (tg)” denir. Kolonun performansini gdsteren parametrelerden biri
olan alikonma (kapasite) faktorii ise kolonda ¢6ziinen analitlerin kolondan gog¢ etme

hizlarin1 agiklamak i¢in kullanilir. Kapasite faktorti;

k= (tR-tM) [ tm (24)
esitligi ile ifade edilir. Burada k’ kapasite faktoriinii, ty Olii zamani, tg ise analitin
alikonma siiresini ifade etmektedir. k'<1 ise ellisyon alikonma siiresinin tayinini
zorlagtiracak kadar kisa olur, k' degeri 20-30 gibi bir sayidan daha biiyiik ise eliisyon

siiresi ¢ok uzun olur. Iyi bir ayirma i¢in alikonma faktoriiniin 1-10 arasinda olmasi

beklenir. Kapasite faktorii her maddenin kendine 6zgiidiir.

Kapasite faktorii maddenin fazlari arasindaki (hareketli ve sabit faz) dagilim

katsayisina baglidir.

'=K Vs/Vm (2.5)
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Bu esitlikte K dagilma katsayisini, Vyy kolon igerisindeki hareketli fazin
hacmini, Vs ise sabit fazin hacmini ifade eder (Onur, 2011, s:188; Skoog ve ark.,
2004).

Secicilik

Bir kromatografik sistemde, karmasik yapili bir numunedeki analitlerin iyi bir
bicimde ayrilabilmesi kromatografinin oncelikli hedefleri arasindadir. Bunun
saglanabilmesi i¢in uygulanabilecek islemlerden biri de segiciligi arttirmaktir.
Kromatografik sistemin farkli analitleri ayirt etme yetenegine segicilik (o) denir.
Secicilik, iki analitin alikonma faktorlerinin orani olarak ifade edilmektedir. Kolon
seciciligi (o) bagil alikonma olarak ta bilinmektedir. A ve B gibi iki farkli tiir i¢in bir

kolonun segicilik faktorii (o);

a=ks /kn’ (2.6)

kg’ kolonda daha kuvvetli tutulan analitin kapasite faktoriinii, ka' ise kolondan
hizli bir bicimde ayrilan analitin kapasite faktoriinii gostermektedir. Bu nedenle, o
daima 1 den biyiiktiir. k' degerleri tg ve ty cinsinden yeniden ele alinirsa asagidaki

denklem elde edilir;

o= [(tr)s —tm] / [(ta)1-tm] 2.7)

a degeri 1’e yaklastikca aymrim o derece giiglesir. o daha c¢ok bilesiklerin
taninmasinda kullanilir. Segicilik analitlerin dogasina ve sabit faz yiizeyi ile
etkilesimlerine baglidir.  Bir aymrma icin secicilikte bir degisiklik yapmak
gerekiyorsa, en iyi ¢oziim sabit fazin tipinin degistirilmesidir (Kazakevich ve
Lobrutto, 2007, s: 18; Onur, 2011, s:187-188; Skoog ve ark., 2004, s:927).
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Kolon Verimliligi

Kromatografik kolon verimliligi genel olarak iki terim ile ifade edilmektedir:

Teorik tabaka sayis1 (N) ve tabaka yiiksekligi (H). Bu iki terim arasindaki iliski;

H=L/N (2.8)

L burada kolon uzunlugunu (cm) ifade etmektedir.

Teorik tabaka, ayrimin gerceklestigi en kiigiik tabakadir ve sayis1 ne kadar
fazla olursa ayirim o kadar iyi gerceklesir. Bu nedenle kromatografik kolonun
verimliligi tabaka sayisinin artmasi ile artar. Her tabakanin bir yiiksekligi vardir
(etkin teorik tabakanin yiiksekligi) ve bir analit bu tabakada belirli bir siire
gecirmektedir. Bu siire dengeye ulagmak i¢in yeterli kabul edilir. Tabaka yiiksekligi
ne kadar az olursa iki faz arasindaki analit degisimi o kadar verimli olur ve ayirma o
kadar iyi gerceklesir. Bir kromatografi kolonunun verimli olup olmadigini, elde
edilen kromatografi piklerinin keskinliginden anlamak miimkiindiir; Ideal pik sekli

keskin, iki tarafi simetrik ve dar olandir.
N =16 (tr / W)? (2.9)
Burada tr alikonma zamanini, W ise pikin taban genisligini ifade etmektedir.
Kolon etkinligi ayn1 zamanda kolon cinsi ve boyutuna, hareketli fazin bilesimine ve
hareketli fazin akis hizina baglidir. Pik genisliginin 6lglilmesinde yar1 yiikseklikteki
pik genisligi de (Wy52) kullanilabilir. Bu durumda teorik tabaka sayisini hesaplamak
i¢in;

N= 5,54 (ta/ W15)? (2.10)

formiili kullanilabilir. (Kazakevich ve Lobrutto, 2007, s: 19; Onur, 2011, s: 186-187;
Skoog ve ark., 2004, s:927-931)
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Wiz

Zaman (dk)

Sekil 2.6. X ve Y maddelerine ait pikleri gdsteren kromatogram.

Kolon Ayirma Giicii (Rs)

Kolon ayirma giici (rezoliisyon, Rs), kolonun iki analiti birbirinden
ayirabilmesinin bir Olgiistidiir. Pikler arasindaki mesafe, kromatografik sistemin
seciciligini yansitir. Mesafe ne kadar biiyilik olursa, segicilik o kadar yiiksek olur.
Rezoliisyon iki bant arasindaki uzakligin, bant genisligi cinsinden degeridir. Ayirma

giicli asagidaki gibi hesaplanir.

Rs = 2[(tR)B - (tR)A] /WA + WB (211)

Burada W pik genisligini, (tr)a Ve (tr)s sirasiyla A ve B maddelerinin kolonda
alikonma siirelerini ifade eder. Rs = 1,5 olmasi durumunda iki pik birbirinden
tamamen ayrilmis sayilir. Kantitatif analizler i¢in pikler Rs degerinin 1,5’den biiyiik

(Rs >1,5) olmasi onerilir.

Asagidaki esitlige gore kolon ayirma giiclinii etkileyen faktorler; kapasite
faktorii (k'), secicilik (o) ve tabaka sayisidir (N).

Rs = (1/4) [(a-1) / o] [K'/ (k'+1)] N*? (2.12)
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Esitlik gostermektedir ki seciciligin 1’e esit olmasi termodinamik olarak iki

madde arasinda bir fark olmadig

gerceklesemez. Iyi bir ayirim igin seciciligin 1’den biiyiikk olmasi gerekmektedir
(Kazakevich ve Lobrutto, 2007, s:22-23; Onur, 2011, s:188-189; Skoog ve ark.,

2004, s:936-942).

AL

I

Fik avirinn yebersiz
Dilgil ke secieilidk
Diiiyiik verim

ALl

I

Dviasiak seqicilik
Dk verim

Easmen ayrillmng pikler

J

AUl

i
Ayl pikler

Diikyiik secicilik
Yiiksek verim

ALl

v

Pik ayirims ivi
Yibkeek seqicilik
Wibkork verim

anlammma gelir ve bu durumda ayrim

Zaman (dk]

Iﬁ'lI
'|| | |
1
\

\

II
|

Zaman [dk]

Faman [dk}

Zaman (dk)

Sekil 2.7. Piklerin ayrilmasini gosteren kromatogramlar.
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Pik Simetri Faktorii

Simetri faktorii, pik omuzlanmasi veya kuyruklanmasini ifade etmektedir. Bir
kromatografik analizde, bazi durumlarda pikin Gauss formunun simetrik olmadigi,
pikin Oniinde veya arkasinda bir yayilmanin (kuyruk) olustugu goériilmektedir. Bu
durum, kromatografik sitemin analiz i¢in uygun bir sistem olmadiginin gostergesidir.
Bunun bir takim nedenleri olabilir. Bu nedenler; analiz sartlarinin uygun olmamasi,
kolon yapisinin bozulmus olmasi, ekstra kolon hacimleri, kolona asir1 derecede
yiiklenilmesi, piklerin kolondan ge¢ gelmesi gibi nedenler olabilir. Pik
kuyruklanmasi, kolon plaka sayisini azaltarak kolonun ¢oziintirliigiinii bozar, pikin
alikonma siiresinin tekrar edilebilirligini zorlastirir ve dogrusalliktan saparak analiz
sonuglarmin hatali ¢ikmasina neden olur. Bu nedenle calismalarda simetrik pikler
tercih edilmelidir ve kuyruklu pikler varsa nedenleri ortadan kaldirilarak pikler
simetrik hale getirilmelidir (Meyer, 2010, s: 142; Onur, 2011, s:189-190).

AU

.

Kuyruklu (Asimetrik) Pik Simetrik Pik Kuyruklu (Asimetrik) Pik Zaman (dk)

Sekil 2.8. Pik simetrisini gosteren kromatogram.

2.2.2. Kemometri

Kemometri, kimya ve ilgili disiplinlerde kompleks yapili sistemlerin ¢oziimii
icin matematiksel ve istatistiksel yontemlerin bir arada kullanildigi yeni bir
disiplindir. Gida endiistrisinde tireticiler, rekabette iistiinliik kazanmak amaciyla {iriin

igeriklerini zenginlestirerek bunlar1 daha fonksiyonel hale getirmislerdir. Bunun
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neticesinde iiriin sayist ve cesidi giin gectikge katlanarak artmis ve iiriinler daha
kompleks yapili hale gelmistir. Uriinlerin kompleks yapida olmalari, klasik analiz
yontemlerinin analitik sorunlarin ¢éziimiinde yetersiz kalmasi analizcileri, tiim bu
problemlerin ¢6ziimii i¢in yeni, pratik, giivenilir, zaman agisindan avantajli ve daha
kesin sonuglar veren yeni analiz yontemleri gelistirmeye zorlamistir. Arastirmacilar
bu amacla, kompleks yapili numune analizlerinde, kisa siirede maksimum bilgiyi
veren ve kimyasal verilerden istenen bilginin ekstraksiyonunu saglayan kemometrik
yontemlere yonelmislerdir. Analitik kimyada kemometriden sadece deneysel
verilerin iglenmesinde degil, ayn1 zamanda uygun deneysel sartlarin belirlenmesinde
de yararlanilmaktadir. Bunun icin ise kemometrik deneysel tasarim ve optimizasyon

metodolojilerine siklikla bagvurulmaktadir.

Matematiksel ve istatistiksel yontemler {izerine kurulu olan kemometri
disiplini, bilgi ve sistem kurami, tanimlayict ve agiklayici istatistik, resim isleme,
deneysel tasarim, optimizasyon, sinyal isleme, modelleme, yap1 tanima, kalibrasyon,
yapay akil yontemleri, siniflandirma gibi konular1 kapsamaktadir. Kemometride
sinyallerin islenmesi  amaciyla fourier ve dalgacik doniislimii ydntemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemler ile sinyaller fourier ve dalgacik doniistimii
yontemleri vasitasiyla, diizlestirme, filtreleme seklinde ya da tiirev veya integrasyonu

alinarak islenmektedir.

Kemometrik yontemler siklikla analitik kimyada kullaniliyor olsa da
fizikokimya, organik kimya, ¢evre kimyasi, adli tip, gida kimyas1 gibi pek cok alan
tarafindan da kullanilmaktadir. Kemometri kompleks hesaplamalar igerdiginden,
kemometriyi kullananlarin belli bir dl¢iide matematik ve istatistik bilgisine sahip
olmasi gerekmektedir. Kimyasal analizlerde veri sayis1 olduk¢a fazla oldugundan bu

hesaplamalar i¢in genellikle Excel ve Matlab programlarindan yararlanilmaktadir.

Kemometrik ¢alismalarda, kompleks numune analizlerinde genellikle kismi en
kiigiik kareler (partial least-squares — PLS), klasik en kiiciik kareler (classical least-

squars — CLS), temel bilesen rgresyon (principal component regression — PCR) ve
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ters en kiiclik kareler (inverse least-squares —ILS) gibi ¢cok degiskenli kalibrasyon

yontemlerinden de yararlanilmaktadir.

Kemometride temel amag, onemli sistem uygunluk parametreleri dahilinde
kusurlar1 tespit etmek ve saglam 'tasarim alani' olusturmaktir. Saglam tasarim
uzayinin burada istenen durumu tipik tek degiskenli veya her seferinde bir faktorii
degistiren yaklagimlardan ziyade mantiksal ¢cok degiskenli deneylere dayanmaktadir.
Kemometrinin geleneksel yaklagimlara oranla, kritik degiskenlerin daha anlagilir
olmasi ve kontrol edilebilmesi, degisik matrislerde numunelerin analizinde esneklik
saglamasi, {iretim diizeyine sorunsuz yoOntem aktarimi, gelistirilmis yOntem
saglamlig1 nedeniyle degiskenligin azaltilmas1 gibi pek ¢ok avantaji bulunmaktadir

(Ding, 2007).

Deneysel Tasarim ve Optimizasyon Metodolojisi

Bir kimyasal analizde oncelikli ama¢; minimum ¢aba ile en kisa siirede ve
eldeki mevcut kaynaklar1 verimli bir bi¢imde kullanarak en dogru ve kesin sonuclara
ulagsmaktir. Bir kromatografik analize uygulanan deneysel tasarimlar, matematiksel
modeler vasitasiyla deney sartlarinin optimizasyonu ve yiiksek ekstraksiyon
veriminin yani sira kromatografik ayirma performansinin iyilestirilmesi i¢in de
siklikla kullanilmaktadir. Ideal olarak, birkag faktoriin bir siire¢ iizerinde eszamanl
etkisi vardir. Deneysel bir tasarimda, analiz lizerine etki eden bir veya daha fazla
faktor onceden belirlenir ve bu faktorler kombine edilerek optimizasyon yapilir.
Boylelikle, her bir faktoriin analiz tizerine etkileri arastirilir. Burada bagimli (y) ve
bagimsiz (x) degiskenlerden yararlanilir ve bu degiskenler arasindaki iliski diizeyi

belirlenir.

y=f(xi) (2.13)

Onemli faktérlerin tanimlanmasi ve optimizasyonu, daha az deneysel deneme

ile yetkin bir sonuca ulasilmasini saglar. Bir analizde, analize uygun deneysel
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tasarimlarin belirlenmesi i¢in Oncelikli olarak deneysel uzayin belirlenmesi ve
ardindan ele alman degiskenlerin matematiksel modellemesinin yapilmasi
gerekmektedir. Deneysel tasarimlar, basta analitik kimya olmak {izere bir¢ok disiplin

ve endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir.

Bir kromatografik calismada, numune bilesiminde yer alan analitlerin arzu
edilen kromatografik ayrimlarini elde etmek icin ¢ok sayida degisken ayni anda
kontrol edilebildiginden, kemometrik yaklasimlar asir1 yliksek basingli  sivi
kromatografisi calismalarinda da oOnemli tamamlayicilar olarak goriilmektedir.
Deneysel tasarimin verimli bir sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in dort asamada ele

alinmas gerekir;

(1) uygun tasarimin se¢ilmesi,
(i)  uygun yazilim,
(i)  deneysel denemeler, veri analizi ve

(iv)  yorumlama.

Bir deneyin amagclarina bagli olarak, tiim tasarimlar iki genis kategoride
simniflandirilabilir: Tarama Tasarimlari, Cevap Yiizey Tasarimlar1 (optimizasyon
tasarimi1). Bununla bir birlikte bir analizcinin karsilasabilecegi her duruma uygun bir
deneysel tasarim modeli bulunmaktadir. Tam faktoriyel tasarim, merkezi bilesenli
tasarim, Box-Behnken tasarimi siklikla bagvurulan deneysel tasarimlar arasinda yer

almaktadir (Biyik, 2017; Sahu ve ark., 2018).

Ozetle, deneysel tasarim, problemlerin sistematik bir sekilde ¢dziilmesi ve bilgi
acisindan zengin sonuglar elde edilmesi yaklasimidir ve bu tasarimlar bir kimyasal
analizde karsilasilabilecek problemleri ¢6zme yetenegine sahip giiclii tasarimlar
olmalar1 nedeniyle aragtirmacilar tarafindan siklikla kullanilmaktadirlar (Ding ve
ark., 2007; Ding ve ark., 2015; Akyliz ve ark., 2016; Biiker ve Ding, 2017; Rouhani
ve ark., 2017; Ding ve ark., 2020a).
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Tarama Tasarimlar:

Bazi durumlarda, kimyasal analizlerde ¢ok sayida faktor deneyi etkilemektedir
ve bu faktorlerin tamaminin taranmasi miimkiin olmamaktadir. Bu gibi durumlarda
deney lizerinde 6nemli bir etkisi olmayan bazi faktorlerin atilmas1 gerekmektedir. Bir
analizde en etkili faktorlerin taranmasi, deneysel tasarimin birincil amacidir. Bu
tasarimlar, en onemli faktorleri ve bunlarin tiim faktorlerle olan etkilesimlerinin ve
analiz lizerinde etkili olan faktorlerin analizi ne sekilde etkilediginin tam olarak
belirlenmesi amaciyla kullanililirlar. Bunlar kalitatif ve kantitatif faktorleri ayn1 anda
incelemek icin ¢ok faydalidirlar. Tarama tasarimi i¢in, Tam Faktoriyel tasarimi
(FFD), Kesirli Faktoriyel tasarimi (FrFD) ve Plackett-Burman tasariminin (PBD)
siklikla kullanildig1 goriilmektedir. Bu tiir iki seviyeli tasarimlar, daha az deneyle
cok sayida faktoriin taranmasina imkan verir. Varyans analizi (ANOVA) veya
regresyon analizi, incelenen faktorlerin belirli bir yanit {izerindeki etkisinin
hesaplanmasi i¢in temel olabilir. Ayirma tekniklerinin, formiilasyonlarin, {iriinlerin
veya kalite kontrol siireclerinin ve saglamlik testinin iyilestirilmesi i¢in siklikla

uygulanirlar (Sahu ve ark. 2018).

Optimizasyon Tasarim

Optimizasyon, bir analizin optimal kosulunu ayarlamaya yarayan ek bir
kemometrik yaklagim uygulamasidir. Bu tiir yaklagimlar genellikle deney tizerinde
etkili olan potansiyel faktorleri se¢mek igin bir tarama tasarimindan once gelir.
Cevap yiizeyi tasarimlar iki tiptir: simetrik tasarimlar ve asimetrik tasarimlar. Ug
seviyeli tam faktorlii tasarim (Full factorial design — FFD), Merkezi bilesik tasarim
(Central composite design — CCD), Box-Behnken tasarimi1 (Box-Behnken design —
BBD) ve ve Taguchi tasarimi (Taguchi desing — TD) ve Doehlert tasarimlari,
deneysel hatayr tahmin etmek i¢in bir merkez noktasi olan simetrik bir alan1 kapsar.
D-optimal tasarim gibi tasarimlar ise asimetrik tasarimlardir. Bu doktora tez
caligmas1 kapsaminda ticari enerji igecegi (I) ve ticeri enerji igecegi (Il)

numunelerinde var olan ve dedeksiyon sinirlar1 dahilinde yer alan bilesiklerin analizi
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icin deneysel tasarim ve optimizasyon (EDO) metodolojisinden yararlanilmistir ve

optimizasyon islemi tam faktoriyel tasarim ile gergeklestirilmistir.

Karisim tasarimlari, yalnizca karisim degiskenlerini  incelemek, yani
karigimlarin bilesimini optimize etmek i¢in uygulanir. ANOVA, sinyal-giiriiltii oran1
ve aralik analizi, cevap yiizeyi tasarimlart i¢in istatistiksel analiz yOntemlerinin
temelini olusturur. Aralik analizi, her bir faktoriin etkisini bulmak ve farkli
faktorlerin optimal seviyesini belirlemek i¢in kullanilir. Bir faktor i¢in ortalama
araligi, tim seviyelerin maksimum ve minimum degerlerinin farkinin ortalamasidir.
Bir sistem ig¢in, en genis araliga sahip faktor, performans iizerinde en giiclii etkiye

sahip olan faktordiir.

Regresyon analizi, bir regresyon fonksiyonu aracilifiyla degiskenler arasindaki

iligkilerin tahmin edilmesini saglar.

HPLC, genis uygulama yelpazesine sahip ¢ok yonlii bir ayirma teknigidir.
Cesitli degiskenler tarafindan yonlendirilen HPLC yontemi ile analitik Ol¢timler
sirasinda biliyiik miktarda veri elde edilir. HPLC yontemlerinin optimizasyonu
olduk¢a karmasiktir; arzu edilen ayrimlarin elde edilmesinde cesitli degiskenler
(mobil fazin pH", tampon ¢6zeltinin konsantrasyonu, akis hizi, kolon sicakligi, vb.)

kontrol altinda tutulmalidir.

Kemometrik optimizasyon metodolojileri, arastirmacilarin analizlerde kritik
yanitlar1 etkileme egiliminde olan parametreleri anlamalarma imkan verir ve
deneydeki karmasikligi azaltir. Cevap yiizey metodolojisi (Response surface
methodology — RSM) bazli kemometrik tasarimlar, onemli degisken-yanit
iligkilerini kapsayan analitik yontemlerin gelistirilmesinde etkilidir. Deneysel
tasarimlarda, deney lizerine etki eden faktdrler icin ti¢ farkli seviye belirlenir; yiiksek
(+1), orta (0) ve diisiik (-1) ve bu seviyelerde belirlenen deneysel sartlar kullanilarak
calismalar yapilir ve analizin yanit haritasi elde edilir. U¢ boyutlu (3D) cevap yiizey
cizimlerinin kullanilmasi, bagimsiz degiskenlerin katkisim1 gostererek sistemin

davranigini anlamaya olanak tanir.
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Kemometrik tekniklerin kullanilmasi, deney sayisinda azalma, daha diisiik
reaktif tiilketimi ve daha az laboratuvar c¢aligmasi gibi pek cok avantajlar saglar.
Yontemin optimizasyonu sirasinda, her seferinde bir faktor degistirilirken digerleri
sabit tutulur. Tek bir kromatografik kosul ile HPLC analizini etkileyen tiim
faktorlerle ilgili yeterli bilgiye ulasilamaz. Bu nedenle, ¢ok sayida degiskenin

dikkatli bir sekilde tanimlanmasi, arastirilmasi ve kontrol edilmesi gerekmektedir.

Deneysel Uzay Kavram

Bir arastirmada analizci deneyi dlgen ve cevap olarak adlandirilan bir nicel veri
(blytikliik) ile ilgilenir. Deneysel calismada elde edilen bu cevaplar, deneysel
tasarim ve optimizasyon modelinde “faktor” olarak nitelendirilen bir ¢ok degiskene
baglidir. Bir kimyasal deneyde, sicaklik, pH, zaman gibi kavramlar da birer faktor
olabilirler. Deneysel tasarim islemlerinde ilk asama bir takim 6ndeneylerle deneysel
faktorlerin belirlenmesidir. Daha sonra yine bu asamada deneysel faktorlerle birlikte
her bir faktoriin seviyeleri de belirlenir ve en diisiik seviye (-1) ile yiiksek seviye (+1)
arasinda arasindaki degerleri kapsayan bir deneysel uzay tasarlanir. Bir faktore ait

seviyeler Sekil 2.9°da bir eksen lizerinde gosterilmistir.

Deney Uzayl
A
[ |
- ] ] | -
N | ] 1 i
X
-1 0 +1

Sekil 2.9. Bir deneyde bir faktore ait seviyelerin eksen lizerinde gosterimi.

Bir deneyde faktdr sayisi arttikga deney uzaymmn boyutu da artar. Ornegin,
eger calismada deneyi etkileyen iki faktor varsa deney uzayi iki boyutlu, lic faktor
varsa da deney uzayi ii¢ boyutlu bir hale gelir. Tiim bu faktorlerin her biri i¢in de ayri

ayr1 deney seviyeleri olusturularak bir deneysel uzay tasarlanir. Deney uzaymi
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olusturan faktorler ve bu faktorlere ait seviyeleri gosteren diagram Sekil 2.10(a-b)’de

gosterilmistir.

Deney uzaymin dogru bir bigimde belirlenmesi oldukca 6nemlidir. Analizci bu
noktada hem ¢ok dikkatli hem de tecriibeli olmak zorundadir. Deneysel uzaymn
siirlarinin ¢ok genis olmasi gereksiz pek ¢ok deneyin yapilmasina, gereksiz yere
efor sarfedilmesine ve deney maliyetlerinin artmasina neden olmakla kalmaz ayn
zamanda dogru deneysel optimal sartlarin belirlenmesini de zorlastirir. Sinirlarin dar
tutulmasi ise, deneysel sartlarin dar bir alanla sinirlandirilmasina ve optimum calisma
alanmin bu smirlar disinda kalmasina neden olabilir (Biyik, 2017; Ertekin Ozkan,

2021; Sahu ve ark., 2018).

(a) (b)

+1 +1

Faktiir 1
Faktiir 1

® o o o

Faktiir 2

Faktor 2

Sekil 2.10. Deneysel tasarimin sematik gosterimi a) 2 faktorlii ve 2 seviyeli (2°) ve b) 3
faktorlii ve 2 seviyeli (2%).

Cevap Yiizeyi Metodolojisi

Cevap ylizey metodolojisi (Response surface methodology — RMS) deneylerin
istatistiksel tasariminda Onemli bir konudur. Bir deneyde, bazi x bagimsiz
degiskenleri gozlemlenebilir cevap degiskenlerine (y) doniisiirek deney yoluyla

yararli sonuglar saglayabilir. RMS, ilgilenilen bir yamitin ¢esitli degiskenlerden
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etkilendigi ve amacin bu yanit1 optimize etmek oldugu problemlerin modellenmesi
ve analizi igin yararli matematiksel ve istatistiksel tekniklerdir. islemler belirli bir
deger araliginda oldugunda, yanit degiskenini (y) gelistirmek, iyilestirmek ve
optimize etmek i¢in cevap yiizeyi metodolojisi kullanilir. Optimizasyon
calismalarinda cevap ylizey metodolojisi ¢esitli basamaklar ¢ergcevesinde uygulanir.
Bunlar, faktorlerin se¢imi, faktor seviyelerinin belirlenmesi, uygun deney tasariminin
secimi, deneylerin yapilmasi, modelleme ve son olarak optimal sartlarin bir takim

istatistiksel ve matematiksel uygulamalarla hesaplanarak bulunmasi.

RMS ayn1 zamanda asagidaki denklemde de ifade edilir

y =1 (X1, Xa,...,Xp) + € (2.14)

Burada, Xj, X, ve Xn bagimsiz degiskenleri, y ise bagimli degisken olan yaniti
temsil etmektedir. Burada y, Xi, X; ve Xn'nin ve e olarak gosterilen deneysel hata
teriminin bir fonksiyonudur. Hata terimi e, cevaptaki herhangi bir 6l¢iim hatasim

ifade eder.

Cevap yiizey tasarimlar1 igin istatistiksel bir analiz yontemi olan varyans
analizi (analysis of variance = ANOVA) kullanilmaktadir. ANOVA'da, veriler bir F-
testi ile analiz edilirler ve her faktoriin F degeri, her faktor icin varyansin deneysel
hatasinin oranini ifade eder. Her bir faktoriin yiizde katkisi, o faktorden kaynaklanan
karesel sapma toplaminin toplam karesel sapma ig¢indeki yiizdesidir. Faktoriin

etkisini yansitir (Sahu ve ark. 2018).

Kimyasal analizlerde cevap yiizey metodoloji saglamis oldugu avantajlar
nedeniyle Ozellikle de analitik kimyacilar tarafindan siklikla kullanilmaktadir. Bu
avantajlardan bazilari; analitik cevap tizerine etki eden faktorlerin etkilesiminin goz
ard1 edilme riski azalir, uzman kisilere olan bagimlilik ortadan kalkar ¢iinkii burada

deney tlizerine etki eden faktorlerin Ozellikleri iyi bilinmese de istenen optimal
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cevaplara ulagabilmek miimkiindiir ve en énemliside minimum deney ile maksimum

bilgilere ulasma imkani saglar (Ertekin Ozkan, 2021).

Modelleme

Bir deneyde analiz kosullar1 degistirildikg¢e, analiz sonucunda elde edilen cevap
ta degisecektir. Analiz kosullarindaki bu degisimin analizi nasil ve ne boyutta
etkileyebilecegini tahmin etmek i¢in analizdeki bagimli ve bagimsiz degiskenler
arasindaki iliskinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Model, deneysel faktorler ve cevap
arasindaki matematiksel iliskinin boyutuna verilen addir, modelleme ise bu iliskinin
kurulmasidir. Modelleme yapilirken ¢ofu zaman analizcinin tecriibesi yeterli
gelmeyebilir ve bu da analizciyi yanlis sonuglara gotiirebilir. Bu nedenle deneysel
hatanin 6niine gecilmesi i¢in matematiksel bir modelin olusturulmasi sarttir. Bunun

icin Oncelikle deneysel faktorlerin dogru kodlanmis olmasi gerekmektedir.

Cevap, bagimsiz degiskenlerin lineer bir fonksiyonudur. Deneye etki eden
faktor sayisinin artmasit olusturulacak olan modeli etkileyecektir. iki faktorlii bir

calismada, birinci dereceden bir model su sekilde ifade edilebilir:

Y=o+ B1xg +B2xp + € (2.16)

Cevap yilizeyinde egrilik varsa daha yiiksek dereceli bir polinom

kullanilmalidir. ki degiskenli yaklasik fonksiyona “ikinci dereceden model” denir.

Y =Bo + Bixq + Baxy + Br1Xiy + Pa2Xss + B12XiXp T E (2.17)

Ug degiskenli bir fonksiyonda ise asagidaki denklem elde edilir.

y = Bo + BiXy + BoXy + BaXs + B11XT + B22X5 + BasX3 + B1oXiXy + Br3Xy Xz +
B23X2X3
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(2.18)

Denklem 2.17 ve denklem 2.18°de, X;, X, ve Xz faktorleri, y cevabi, f3,
calisma bolgesinin merkezinden elde edilen cevabi, f; faktor 1’in temel etkisini, £,
faktor 2’in temel etkisini, 53 faktor 3’iin temel etkisini P12, P12 Ve P12 etkilesim
parametrelerini, P11, B2 ve P33 ikinci dereceden parametreleri ve ¢ ise cevaptaki

Ol¢lim hatasini ifade etmektedir.

Genel olarak, tim RSM problemleri bu modellerden birini veya her ikisinin
karisimini kullanir. Her modelde, her faktoriin diizeyi diger faktorlerin diizeyinden
bagimsizdir. Polinomlarin yaklasiminda en verimli sonucu elde etmek i¢in veri
toplamak i¢in uygun deneysel tasarim kullanilmalidir. RSM'nin amaci, optimal
cevabin meydana geldigi bolgeyi bulmak ve maksimum veya minimum yanita
ulagsmak i¢in bir yol boyunca hizli ve verimli bir sekilde hareket etmektir, boylece

cevap optimize edilmis olur (Ertekin Ozkan, 2021; Sahu ve ark. 2018).

Bir deneydeki terimlerin anlamlilik seviyeleri denklem 2.17 ve denklem
2.18’de belirtilen model katsayilarindan belirlenmektedir. Bir terimin katsayisi ne
kadar biiyiikse, bu terim deney iizerinde o kadar etkilidir demektir. Terimlerin
anlamlilik seviyelerinin belirlenmesinin bir diger yoluda istatistiksel verilerden
yararlanmaktir. t- tablosu baz alinarak, her bir terimin katsayist i¢in hesaplanan t-
degerleri karsilastirilarak ta terimlerin anlamlilik seviyeleri hakkinda yorum
yapilabilir. t-degeri yiiksek olan terimin cevap iizerine etkisi de gii¢liidiir (Ertekin

Ozkan, 2021).

Tam Faktoriyel Tasarim (FFD)

Faktoriyel tasarimlar, 1926 yilinda Ronald Fisher tarafindan ortaya konan ve
optimizasyon galismalari i¢in siklikla bagvurulan yontemlerdir (Allé ve ark., 2020;
Barka ve ark., 2014; Cestari ve ark., 2008; Dahmoune ve ark., 2016; Din¢ ve ark.,
2020a; Erden ve ark., 2016; Gohel ve Amin, 1998; Kordkandi ve Forouzesh, 2014;
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Kumar ve ark., 2015; Oral ve ark., 2016; Ozbay ve ark., 2013; Rakhshandehroo ve
ark., 2018; Velickovi¢ ve ark., 2013).

Faktoriyel tasarimlar, sistem {iizerinde Onemli etkiye sahip olabilecek
faktorlerin arastirilmasi amaciyla 6zel olarak tasarlanmis bir deney sistemi sunar.
Burada amag, bir¢ok faktoriin etkilerini ayni1 anda aciklayarak bunlarin 6nemini
ortaya koymaktir. Bu sayede sisteme etki eden faktorlerin 6nem siralamasi ortaya

konmus olur.

Tam faktoriyel tasarim, tiim olas1 faktér ve diizey kombinasyonlarinin
arastirildigl ve tiim ana etkilerin ve etkilesimlerin degerlendirilebildigi bir matristen
olusur. Tam faktoriyel tasarimda oncelikli olarak sistemi dnemli dlgiide kag faktoriin
etkiledigi tespit edilir. Kromatografik analizlerde genellikle sistemi dnemli derecede
etkileyen faktorler; kolon tipi, hareketli faz bilesimi, akis hizi, hareketli fazin pH’s1,
vs. olarak goriilmektedir. Sisteme etki eden faktor sayisi dort veya daha az ise tam
faktoriyel tasarim (FFD) uygulanabilir, fakat faktor sayisi dortten fazla oldugunda
deney sayisinda artis olacagr i¢in indirgenmis faktoriyel tasarimlardan (Grnegin,
kesirli faktoriyel tasarirm (FrFD) veya Plackett-Burman tasarimi (PBD))

uygulanmalidir.

FFD i¢in deney sayisi n® ile tanimlanir, burada n seviye sayisint ve k faktor
sayisini ifade eder. Kromatografide, faktorler genellikle iki seviyede incelenir. Bu
nedenle, aragtirilan k faktor igin 2 deney yapilmalidir. 2, 3 ve 4 faktor i¢in deney
say1st sirastyla 4, 8 ve 16 olacaktir. Dortten fazla faktor icin deney sayist hizla artar
ve azaltilmig faktoriyel tasarim bigimleri tercih edilir. 2% tasarimlarda k ana etki
(birinci dereceden etkiler), k(k-1)/2 iki faktorlii etkilesim ve k(k-1) (k-2)/3 iig
faktorlii etkilesim vardir. Tam faktoriyel tasarim ortogonal olacak sekilde insa edilir,
yani her bir faktoriin etkisi ve iki faktoriin ¢arpimi birbirinden bagimsiz olarak

tahmin edilebilir.

Iliskiyi tanimlayan genel matematiksel model Faktdrler ve tepkiler arasindaki

iligki su sekilde ifade edilebilir:
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Y = Do + D1Xq + DXz + D1oXaz (2.14)

Sunulan denklemlerde y yanit, x; ve X, faktorler ve by, b, ve by, katsayilardir.
Bazi durumlarda etkilesimle ilgili katsayilar ithmal edilebilir ve o zaman en basit
polinom modeli ortaya ¢ikar. Faktor etkisinin yogunlugu, katsay1 degeri ve isareti ile

tanimlanir ve farkl faktorlerin karsilastirilabilmesi i¢in bunlar kodlanarak verilir.

Katsayilar i¢in elde edilen degerlerden, faktorlerin etkisi tanimlanmis ve daha
Oonemli olanlar, optimum kromatografik kosullarin ayarlanmasin1 saglayan yanit
yiizeyi metodolojisi kullanilarak ayrintili olarak analiz edilmistir. FFD’de deneye
etki eden faktorler belirlendikten sonra bir sonraki uygulama yontem

optimizasyonudur (Stojanovi¢, 2013).

FFD'de, ¢ok sayida faktdrle, en yiiksek dereceden etkilesimlerin onemli bir
etkisinin olmamasi olasidir. Bu gibi durumlarda deney sayisi sistematik bir sekilde
azaltilabilir ve ortaya cikan tasarima FrFD denir. FrFD, tam veya FFD'nin bir
fraksiyonudur (1/Xp), burada p, fraksiyonasyon derecesidir ve FrFD tasarimlari i¢in

gereken toplam deney sayis1 Xn—p ile verilir.

Cevap Faktoriiniin Hesaplanmasi

Bir kromatografik analizde, kompleks karisgimlar igerisinde bulunan
bilesenlerin es zamanli kromatografik analizi oldukca zor bir istir ¢linkii, her bir
madde kromatografik sistemden farkli sekilde etkilenecek ve kolonda farkli siirede
tutulacaktir. Kompleks yapili bir numunedeki bilesenlerin benzer fiziksel ve
kimyasal yapida olmalar1 ve kromatogramdaki piklerin ¢akigmalar1 gibi nedenler de
bu bilesenlerin es zamanli analizini zorlastiran nedenler arasinda yerini almaktadir.
Ayrica, bir analizei i¢in kompleks yapili bir iirlindeki bilesenlerin es zamanh
ayrilmas1 yeterli degildir, ayn1 zamanda tatmin edici pik simitrisinin saglanmasi,
minimum eliisyon siiresinin elde edilmesi gibi faktorlerin de kabul edilebilir diizeyde

olmas1 6nemlidir. Deney sonucunda elde edilen tiim bu parametrelerin uygunlugunun
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saglanabilmesi ve deneysel uzaym kesfi icin matematiksel araglarin yardimi

gereklidir.

Optimizasyon siirecinde giiniimiize farkli pek c¢ok cevap fonksiyonlari
kullanilmistir ancak bunlar istenilen cevabi1 vermede yetersiz kalmiglardir. Bu tez
calismasinda KAF-PS ve B3-SB-PS-KAF bilesenlerinin es zamanl tayinleri igin
optimum kromatografik kosullarin saglanmasinda en gelismis kromatografik cevap
fonksiyonu (KCF) kullanilmistir. KCF degerleri UPLC kromatogramlarindan elde

edilen verilerden hesaplanmustir.

KCF, incelenen tiim bilesenlerin ayrilmasini, kromatografik islem siiresini ve
elde edilen tepe noktalarinin kalitesini ayn1 anda 6lgen bir matematiksel aractir. KCF,
en iyl kromatografik davramisin sergilendigi deneysel bdlgelerin tanimlanmasi

amactyla kullanilmaktadir.

Bir kromatografik analizde, kromatogramda bazi hedeflere (6rn. Bilesenlerin
ayrilmig olmasi) ulasilmis olmasi fakat diger hedeflerin kagirilmig olmasi (6rn.,
toplam eliisyon siiresinin uzun olmasi) ihtimal dahilindedir.Bu gibi durumlarda,
analistin elde edilen kromatogramlardan hangisinin daha iyi oldugu konusundaki
keyfi karar1 giivenilir olmayabilir. Deney sonuglarindan matematiksel olarak elde
edilen KCF degerleri, istenen tiim kromatogram O6zelliklerini tek bir sayisal degerde

birlestirmesi nedeniyle bu soruna ¢6ziim sunma konusunda oldukc¢a basarilidir.

KCF'nin dogru tasarimi zorlu bir istir: ilk olarak, arastirilan parametreleri
uygun sekilde tanimlamalidir (bitisik tepe noktalari arasindaki ¢oziintirlik, pik
simetrisi, toplam eliisyon siiresi vb.) ve ikincisi, her parametrenin yeterli

agirliklandirmasini yapmalidir. KCF su sekilde hesaplanmaktadir;

N-1 b
KCF = <a (1 — 2= sl Q”) + 1) + <1 + ( 1 ) ) (2.18)
N-1 topt
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burada Qs; tahmin edilen ¢oziiniirliik kriteridir Carle'n Q kriteri olarak adlandirilir

ve asagidaki sekilde hesaplanir,

Qs,l =1- ((Hv X |tR,l - tR,sl)/ (ltR,v - tR,sl X (Hl - Hs) + Hs X |tR,l - tR,sl))(Z-lg)

N, beklenen piklerin sayisidir, tf, son pikin eliisyon siiresidir, ty,;, secilen
optimum genel eliisyon siiresidir ve a ve b Onceden belirlenmesi gereken
katsayilardir ve a genellikle 1-5 arasinda ve b’de 0-5 arasinda bir deger alir. Hg ve
H; piklerin yiikseklikleridir, H, vadi yiiksekligidir, tps Ve tg, piklerin tutulma

stireleridir ve tg,, Sekil 2.11'de gosterildigi gibi pikin zaman konumudur.

AU

Zaman (dk)

Sekil 2.11. Carle'in Q kriter hesaplamasindaki parametreleri gosteren kromatogram.

(Rs=2At/(wy+wy), burada Atg, pik maksimumlarmin alikonulma siirelerindeki
arasindaki farktir ve wi ve Wo, piklerin genisligidir. Q kriteri ile hem Gauss sekilli

hem de Gauss sekilli olmayan pikler tahmin edebilir. y kriteri ise 0-1 arasinda bir
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degere sahiptir. Bu deger 0 oldugunda pikler tamamen Ortiisiiyor demektir, 1

oldugunda ise pikler miikemmel bir bi¢imde ayrilmis demektir.

Kromatografik pikin sekli dnemlidir ¢linkii Gauss olmayan sekil, genis ve
Olclimii imkansiz bir pik verir. Ayirma arttikca ve toplam eliisyon siiresi azaldikca
KCF minimuma ulasir. Bu nedenle, analiz edilen sistemin en iyi kromatografik
davranisi, en disik KCF degerleri ile karakterize edilir. Uyarlanmis KCF*

fonksiyonu su sekilde formiile edilir:

N—-1 b N\ €
ker = (a (1- o) 1) (1 b (L) ) (1+ ) (2.20)
N-1 topt N

burada w; taban ¢izgisindeki pik genisligidir. Elde edilen KCF*, yalnizca en iyi
ayirma ve minimum toplam eliisyon siiresinin degil, ayn1 zamanda iyi bir pik seklinin
de elde edildigi kromatogramin segilmesine izin verir. KCF*'de yeni tanitilan

genislik teriminin dengesi, ¢ katsayisi ile belirlenir (Raki¢ ve ark., 2012).
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3. BULGULAR

Bu doktora tez ¢alismasinda, iki farkli igerige sahip ticari enerji igeceklerinin
(ticari enerji icecegi (I) ve ticari enerji igecegi (1)) kantitatif analizi i¢in kemometrik
deneysel tasarim ve optimizasyon (EDO) metodolojisi kullanilarak yeni UPLC
yontemleri gelistirildi. UPLC yontemlerinin gelistirilmesinde tam faktoriyel tasarim

ve optimizasyon teknigi kullanildi.

Caligmalarimizda yeni gelistirilen, optimize ve valide edilmis UPLC
yontemleriyle ticari enerji icecegi (I)’de bulunan ve dedeksiyon smirlari iginde yer
alan PS ve KAF ve ticari enerji igecegi (I1)’de bulunan ve dedeksiyon sinirlari
igerisinde yer alan B3, SB, PS ve KAF bilesiklerinin eszamanli miktar tayinleri

gerceklestirildi.

3.1. Ticari Enerji icecegi (1)’de iki Bilesen Analizi

Ticari enerji igecegi (I)’deki iki bilesigin (KAF ve PS) es zamanli miktar
tayinleri i¢in deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi yardimiyla yeni bir

UPLC yontemi gelistirildi.

3.1.1. Iki Bilesen Analizi icin Deneysel Tasarim ve Optimizasyon ile

UPLC Yonteminin Gelistirilmesi

Bu doktora tez ¢alismasinda enerji i¢ecegi (I)’in igeriginde bulunan KAF ve
PS’nin kantitatif analizleri i¢in yeni bir UPLC yonteminin gelistirilmesi basamaginda
kromatografik sartlarin belirlenmesi i¢in bir kemometrik optimizasyon metodolojisi
kullanildi. UPLC analizinde kromatografik deneysel kosullarin optimizasyonunda
tam faktoriyel tasarimi ve regresyon analiziyle elde edilen ikinci dereceden kuadratik

denklemden olusan bir model kullanildi.
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Deneysel tasarim ve optimizasyon caligmalariylada kromatografik sartlarin
saptanmasinda, ¢aligmalar numune igeriginde yer alan KAF ve PS disinda diger
bilesenlerin (numune matriksinin) kromatografik analizinde girisim yapabilecegi

dikkate alinarak, ticari enerji igecegi (1) (BGS) tizerinde gergeklestirildi.

Deneysel tasarim ve optimizasyon isleminin birinci basamaginda, Once
kromatografik ayirma giicii lizerine etki eden etkin faktorler belirlendi. Yapilan 6n
deneylerle de 6zellikle kolon sicakligi, hareketli faz bilesiminde yer alan tampon

yiizdesi ve akis hizinin KAF ve PS ayrimu tizerine etkili olduklar goriildii.

Bu kapsamda bilesenlerin kromatografik cevap faktorii olan ayirim giici
tizerine etki eden faktorler olarak kolon sicakligt (°C) (Xj), hareketli faz
bilesimindeki tampon ¢ozelti (0,4 mL/L trietilamin (TEA) igeren 0,1 M H3PO, ve
NaH,PO, karisimi, pH 2,15) yiizdesi (X3) ve kolon sisteminde hareketli fazin akis
hiz1 (X3) kromatografik degiskenler olarak secildi.

Deneysel tasarim optimizasyonun ikinci basamaginda secilen faktorlerin (Xg,
Xz ve X3) deneysel uzaydaki araliklarmin belirlenmesi ¢alismalar1 gergeklestirildi.
Bu calismalarin sonucu olarak faktorlerin seviyeleri diisiik (-1), orta (0) ve yiiksek

(+) seklinde karsilik gelen sayisal degerler ile Cizelge 3.1°de sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Enerji igecegi (I)’in deneysel tasarimi i¢gin UPLC ydnteminin uygulanmasiyla
belirlenen faktérler, ¢alisma araliklari ve seviyeler.

Seviye Kolon Sicakligi (°C) Tampon (%) Akis Hizi (mL/dK)
Xl X2 X3
-1 30 54 0,16
0 45 62 0,21
1 60 70 0,26
Tampon bilesimi: 0,4 mL/L TEA igeren 0,1 M H3PO, ve NaH,PO, karisimi, pH 2,15
Seviyeler : Diisiik (-1), orta (0), yiiksek (+1)
X1 : Kolon sicaklig1 (°C)
X, : Hareketli fazdaki mobil faz yiizdesi (%)
X3 : Hareketli faz akis hiz1 (mL/dk)

UPLC yénteminin gelistirilmesinde 3° (ii¢ faktdr ii¢c seviye) tam faktoriyel tasarim
matrisinde 27 farkli kromatografik deney gerceklestirildi. Ug faktor ii¢ seviye igin
FFD plan1 Cizelge 3.2’de sunulmustur. FFD plani her faktoriin diisiik (-1), orta (0) ve

yiiksek (+1) seviyelerinin kombinasyonu ile olusturulmustur.
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Cizelge 3.2. Tam faktoriyel tasarim metodolojinin enerji icecegi (I) numunesine
uygulanmasi ile hesaplanan kromatografik cevap faktorii (KFC) degerleri.

X1 X2 X3 KCF
Dl(ilnoey Sicaklik (°C) Ta(r(l;op;on /?rlfwlﬁllglgl Olgiilen Tahmin edilen

1 -1 -1 -1 7,6644 7,8687
2 -1 -1 0 3,6558 3,3570
3 -1 -1 1 2,6030 2,4492
4 -1 0 -1 16,5951 17,3455
5 -1 0 0 9,1385 9,4800
6 -1 0 1 5,3302 5,2183
7 -1 1 -1 33,3778 32,2827
8 -1 1 0 20,9064 21,0634
9 -1 1 1 13,2414 13,4478
10 0 -1 -1 6,1819 5,9407
11 0 -1 0 3,1661 2,9545
12 0 -1 1 3,4639 3,5721
13 0 0 -1 12,6910 12,7463
14 0 0 0 6,5568 6,4062
15 0 0 1 3,8520 3,6699
16 0 1 -1 24,7637 25,0122
17 0 1 0 14,9191 15,3183
18 0 1 1 9,2538 9,2282
19 1 -1 -1 4,9661 4,9404
20 1 -1 0 3,4667 3,4796
21 1 -1 1 5,0169 5,6227
22 1 0 -1 9,1442 9,0747
23 1 0 0 4,6781 4,2601
24 1 0 1 3,2644 3,0493
25 1 1 -1 18,4965 18,6694
26 1 1 0 10,3326 10,5010
27 1 1 1 6,1680 5,9363

Seviyeler : Diisiik (-1), orta (0), yiiksek (+1)

X1 : Kolon sicakligi (°C)

Xs : Hareketli fazdaki mobil faz yiizdesi (%)

X3 : Hareketli faz akis iz1 (mL/dk)
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Bu cizelgede gosterilen plana gore 27 deneye karsilik UPLC kromatogramlari
¢izdirildi. Bunun igin enerji igecegi (I) numunesinden (BGS) 1 mL alinarak 0,1 M
HCI ¢ozeltisi ile 10 mL’ye seyreltildi ve hazirlanan ¢6zelti UPLC-PDA sistemine
enjekte edilerek 284 nm’de kromatogramlarr alindi (Sekil 3.1). Daha sonra elde
edilen kromatogramlar tizerinden KCF degerleri hesaplandi ve bu degerler
kullanilarak minimum alikonma siiresinde, en iyi kromatografik ayrimi saglayan

sartlar belirlendi.
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Sekil 3.1. Ticari enerji igecegi () numunesine uygulanan ve sartlari deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi kullanilarak olusturulan 27 farkli
kromatografik sarta sahip deneyin 284 nm’deki dedeksiyonla elde edilen kromatogramlart.



Tam faktoriyel tasarim ile gelistirilen UPLC yonteminin optimal deney
kosullarinin tespiti i¢in analize etki eden faktorler; kolon sicakligr (X;), hareketli faz
igerisindeki tampon yiizdesi (X3), hareketli faz akis hiz1 (X3) ve faktor etkilesimleri
ile KCF arasindaki matematiksel iliskiden dogrusal regresyon analizi ile ikinci

dereceden polinomiyal model asagidaki denklemle elde edilmistir;

Y =6,4062 — 2,6099X; + 6,1819X, — 4,5382X3 + 0,4639X? + 2,7302X5 + 1,8019X3
—2,6712X1 X5 + 1,5254X, X3 — 3,3539X,X3

Burada Xi;, X, ve Xz ana faktorleri, XXy, XiX3 ve XyXsz faktorlerin
etkilesimlerini, X2, X2, ve X2 faktorlerin karesini ve y ise KCF’yi ifade etmektedir.
Fonksiyondaki sayilar, kesim ve model katsayilarin1 gostermektedir. Yukaridaki
denklemde yer alan katsayilarin anlamli olup olmadig: istatistiksel olarak ortaya
konmustur. Burada hareketli faz igerisindeki tampon yiizdesinin (X3) analiz iizerinde
en etkili faktor oldugu katsayisinin yiiksek olmasindan da anlasilmaktadir. Cizelge
3.3’te, test sonuglarina gore bulunan p- degeri < 0,05 oldugundan, segilen faktorlerin

kromatografik cevabi etkiledigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.3. Enerji igecegi (I) numunesinin modelleme calismast ile edilen Ikinci dereceden
polinomiyal fonksiyonun istatistiksel P testi sonuglari.

Regresyon Istatistikleri Bulunan Degerler
Coklu R 0,9989
R Kare 0,9979
Diizeltilmis R Kare 0,9967
Standart hata 0,4348
Gozlemler 27
Parametreler Katsayilar P-degeri (P<0,05)
Kesim noktasi 6,4062 0,0000
X -2,6099 0,0000
X, 6,1819 0,0000
X3 -4,5382 0,0000
X 0,4639 0,0182
X3 2,7302 0,0000
X3 1,8019 0,0000
X, *Xz -2,6712 0,0000
X1*X3 1,5254 0,0000
X2*X3 -3,3539 0,0000
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Enerji icecegi (I) analizinde deney iizerinde etkili faktorler ve faktorlerin
birbirleri ile etkilesimleri ve bunlarla KCF ile iliskiyi sergileyen 3D cevap yiizey
metodolojileri ayrintili bir bi¢imde ele alinmistir. % 0,4 mL/L TEA igeren 0,1 M
H3PO4/NaH,PO, (pH 2,15) ve kolon sicakligi ile KCF, kolon sicakligi ve hareketli
faz akis hiz1 ile KCF, hareketli faz akis hizi - % 0,4 mL/L TEA igeren 0,1 M
H3sPO4/NaH,PO, (pH 2,15) ile KCF arasindaki baglantiy1 belirten 3D yiizey cevap
metadolojileri Sekil 3.2(a-c)’de sergilenmistir. Bu grafikler, secilen faktorlerin
etkilesimlerinin KCF {izerinde etkili oldugunu gostermektedir. Sekil 3.2a’da
hareketli fazda tampon orani arttikga ve kolon sicakligi diistiikce KCF degerinin
arttigr goriilmektedir. Bu sonuglar grafigin sagindaki es yiikselti egrilerinden net bir
bicimde goriilebilmektedir. Sekil 3.2b’de goriildiigli iizere kolon sicakligr ve akis
hizinin birlikte diisiik oldugu durumlarda KCF degeri artmaktadir. Sekil 3.2c’de
hareketli fazdaki tampon yiizdesinin yiiksek, hareketli faz akis hizinin diisiik oldugu
durumlarda KCF degerinin de artti@i goriilmektedir. Deneysel tasarim ve
optimizasyon metodolojisinden elde edilen sonuglar dogrultusunda ticari enerji
iceceginde bulunan KAF ve PS’nin miktar analizi i¢in bulunan optimum
kromatografik kosullar; kolon sicakligi 58,9 °C, hareketli faz akis hiz1 0,24 mL/dk.
ve hareketli fazdaki tampon (0,4 mL/L TEA igeren 0,1 M H3PO4/NaH,PO,, pH 2,15)
yiizdesi % 59,3 olarak bulunmustur. Bu analizde hareketli faz tampon ve metanolden

(MeOH)’den olusmaktadir (Tampon: MeOH= 59,3: 40,7).
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Sekil 3.2. 3D yiizey cevap metadolojileri ve bunlara ait es yiikselti egrileri
a) % 0,1 M HsPO4/NaH,PO, ve kolon sicakligi ile KCF, b) kolon sicakligi ve
hareketli faz akis hizi ile KCF, c¢) hareketli faz akis hizi ve % 0,1 M
HsPO4/NaH,PO, ile KCF arasindaki baglantiyr ifade eden 3D yiizey cevap
metadolojileri ve bunlara ait es ylikselti egrileri.
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3.1.2. UPLC Yéntemiyle Ticari Enerji Icecegi (1)’in Analizi

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

KAF ve PS’nin 10 mg/100 mL olan stok ¢ozeltileri 0,1 M HCI ¢ozeltisi
icerisinde hazirlanmigtir. Tiim caligmalarda ¢o6ziicii olarak 0,1 M HCI

¢Ozeltisi kullanilmstir.

KAF i¢in 2,0-26,0 pg/mL araliinda, PS i¢in ise 4,0-28,0 pg/mL
konsantrasyon araliginda 8 farkli kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Her
iki maddeyi de icerisinde bulunduran kalibrasyon c¢ozeltileri ayni balon

jojelerin igerisinde hazirlanmistir.

KAF i¢in 2,0-26,0 pg/mL araliginda ve PS i¢in ise 4,0-28,0 ug/mL
araliginda KAF ve PS kanigimlarinin  farkli  kombinasyonlar1 ile

olusturulmus 8 farkli validasyon ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Gilin i¢i ve giinler arasi analizler icin KAF ve PS stok c¢ozeltilerinden
hazirlanan ve her bir bilesigin {i¢ farkli konsantrasyon seviyesi ile
hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler, KAF’1in 4,0 pg/mL, 14,0
pg/mL ve 24,0 pg/mL ve PS’nin 6,0 pg/mL, 16,0 pg/mL ve 26,0 pg/mL

konsantrasyon seviyelerinin kombinasyonu ile olusturulmustur.

Standart ekleme yontemi icin tiim c¢ozeltilerinde sabit miktarda (0,5 mL/10
mL) KAF ve PS iceren ticari enerji igecegi ve farkli konsantrasyon
araliklarinda KAF (0 — 20,5 pg/mL) ve PS (0 — 16,0 pg/mL) bulunan dort
farkli ¢ozelti olusturulmustur. Ayni balon jojelerin icerisinde hazirlanan bu
cozeltilerdeki KAF konsantrasyonu 0 pg/mL, 5,5 pg/mL, 10,5 pg/mL ve
20,5 ug/mL iken PS konsantrasyonu 0 pg/mL, 4,0 ug/mL, 8,0 ug/mL ve
16,0 pg/mL dir.
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UPLC Yontemiyle Belirlenen Kromatografik Sartlar

— Hareketli Faz: Ticari enerji igecegindeki KAF ve PS’nin kromatografik
ayirimi i¢in kullanilan hareketli faz (0,4 mL/L TEA igeren 0,1 M H3PO4 ve
NaH2PO4 karisimi, pH 2,15) ve methanol (59,3:40,7, h/h) karigimindan
olusmaktadir.

— Kaolon: C18 kolonu (Waters Acquity ® BEH, 100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7
pm)

— Kolon Sicakligi: 58,9 °C

— Basing: ~519 bar.

— Akis Hizi: 0,24 mL/dk.

— Enjeksiyon Hacmi: 1,0 uL

— Dedeksiyon i¢in segilen dalga boyu: Deneyde analizi yapilan KAF ve PS

analizi i¢in dalga boyu sirasiyla 272,4 nm ve 262,9 nm olarak secilmistir.

Calismalarimizda ticari enerji igecegi (l)’in analizi i¢in UPLC y6nteminin
gelistirilmesinde hareketli faz bilesimi, kolon sicakligi ve hareketli fazin akis

sartlarinin belirlenmesi deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisiyle yapildi.

Kalibrasyon Denkleminin Hesaplanmasi

UPLC yo6ntemiyle ticari enerji igecegi (I)’de bulunan KAF ve PS’nin eszamanli
miktar tayinleri calismasinda kalibrasyon egrileri konsantrasyona karsi bilesigin
kromatografik pik alan1 grafige gecirilerek elde edildi. Bu islemden 6nce bilesiklerin
optimal pik alanlarinin UPLC dedektorii vasitasiyla dogru bir dedeksiyon
yapilabilmesi i¢in bilesiklerin Sekil 3.3a’da gosterildigi gibi UV spektrumlart alindi.
Bu UV absorpsiyon spektrumlarindan KAF’in 272,4 nm’de ve PS’nin 262,9 nm’de
maksimum absorpsiyon yaptig1 gézlendi. KAF i¢in 272,4 nm’deki dedeksiyonla ve
PS i¢in 262,9 nm’deki dedeksiyonla kromatografik pikler elde edildi (Sekil 3.3b ve
Sekil 3.3c¢). Bu secilen dalga boylarinda yapilan dedeksiyon ile KAF ve PS i¢in

alikonma siireleri sirasiyla 1,29 dk ve 2,81 dk olarak tespit edildi.

128



0.3 | L] | 1 1

025f @) 262.9 nm Caffeine !
Potassium sorbate

02 )

§‘ 0.15 |

0.1 2

0.05

!

2724 nm

1 1 1 | 1

200 220 240 260 280 300 320
Wavelength (nm)

02 T 1 T 1 1 T T
b)
Caffeine
B‘ 01F {detection at 272.4 nm) 3l
<

0
0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4
Time (min)
03 ] L L L) L) L] L
025 c) Potassium sorbate B
(detection at 262.9 nm)
02} -
o 0151 .
01 .
005 K .
0
0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4

Time (min)

Sekil 3.3. Bilesenlerin UV spektrumlari ve kromotogramlari; a) KAF ve PS bilesenlerinin
UV spektrumlari, b) Enerji igecegi (I)’in KAF’in maksimum absorbans verdigi
272,4 nm’de dedeksiyonla elde edilen kromatogram c) Enerji icecegi (I)’in PS’nin
maksimum absorbans verdigi 262,9 nm’de dedeksiyonla elde edilen kromatogram.
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Daha sonra bu c¢alismalardan elde edilen kromatografik cevaplar
degerlendirilerek  optimizasyon c¢alismasinda tiim bilesenlerin ayni anda
kromatografik pik verdigi dalga boyu (284 nm) belirlendi ve tim KCF
hesaplamalarinda bu dalga boyundaki dedeksiyonla elde edilen kromatografik

cevaplar kullanildi.

Bilesiklerin maksimum absorbans verdigi dalga boylari belirlendikten sonra
ticari enerji igecegi (I)’in UPLC kromatogramlar1 alindi. Sekil 3.4a, KAF’in
maksimum absorbans yaptigr 272,4 nm’deki dedeksiyonla ve Sekil 3.4b PS’nin
maksimum absorbans yaptigi 262,9 nm’deki dedeksiyonla elde edilen

kromatogramlardir.
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Sekil 3.4. Ticari enerji igecegi (I)’in iceriginde bulunan KAF ve PS’nin kalibrasyon
cozeltileri i¢in; @) KAF’in maksimum absorbans verdigi 272,4 nm’deki
dedeksiyonla elde edilen kromatogramlar, b) PS’nin maksimum absorbans
verdigi 262,9 nm’deki deteksiyonla elde edilen kromatogramlar.

131



Sekil 3.4a-b’deki KAF ve PS’nin maksimum absorbans yaptigr dalga
boylarindaki UV dedeksiyonlari ile elde edilen kromatogramlardan yararlanarak her
bir madde i¢in ayr1 ayr1 dogru denklemi olusturulmustur. Bunun icin farkl
konsantrasyon araliklarindaki KAF (2,0-26,0 ug/mL) ve PS (4,0-28,0 pg/mL)
karisimindan olusan 8 farkli kalibrasyon ¢ozeltisi kullanilmigtir. Regresyon
denklemi, dogru denklemindeki bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki
matematiksel iligkinin bir ifadesi olarak olusturulmustur. Regresyon denklemine ait

istatistiksel veriler Cizelge 3.4’te sunulmaktadir.
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Cizelge 3.4. Enerji igecegi (1)’de bulunan KAF ve PS i¢in elde edilen dogrusal regresyon
analizi ve istatistiksel analiz sonuclari.

Parametreler KAF (pg/mL) PS (ng/mL)
m 0,2400 0,8500
n -0,0230 -0,0401
r 1,0000 1,0000

Kalibrasyon Araligi

2,0-26,0 pg/mL

4,0-28,0 pg/mL

SS (m) 0,0009 0,0031
SS (n) 0,0143 0,0556
SS(r) 0,0016 0,00147
LOD 0,1800 0,2000
LOQ 0,5900 0,6500
m : Egim
n : Kesim noktasi
r : Korelasyon katsayisi
SS (m) : Egimin standart sapmast
SS (n) : Kesim noktasinin standart sapmast
SS (r) : Korelasyon katsayisinin standart sapmasi
LOD : Gozlenebilme sinirt (ug/mL)
LOQ : Alttayin siuri (pg/mL)
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Regresyon denkleminden KAF ve PS igin ayr1 ayr1 R* (KAF igin 1,0000 ve PS
i¢in 1,0000), LOD (KAF ig¢in 0,1800 pg/mL, PS i¢in 0,2000 ng/mL) ve LOQ (KAF
icin 0,5900 pg/mL, PS i¢in 0,6500 ug/mL) degerleri hesaplandi.

KAF ve PS bilesenlerine ait gézlenebilme siirt (Limit of detection — LOD) ve
tayin smir1 (Limit of quantification - LOQ) degerleri asagidaki formiillere gore

hesaplanmistir (Ding ve ark., 2020b)

LOD:BXSS

3.1)

0xSS
LOQ = 10 x

(3.2)

burada SS standart sapmayi, m dogru egimini, 3 ve 10 degerleri ise sinyal/giiriiltii
oranini ifade etmektedir. LOD degeri cihazin algilayabildigi fakat kantitatif analiz
siirlar1 diginda kalan en diisiik konsantrasyonu, LOQ ise alt tayin simirmi ifade

etmektedir.

Kalibrasyon ¢ozeltilerine ait kromatogramlarin verileri UPLC-H-Class
Empower2 programi ile kayit altina alinmig ve bu veriler yine ayni program
yardimiyla Microsoft Excell programina transfer edilerek Matlab 7,0 programinda

“m-file” yazilimi ile islenmistir.
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UPLC Yonteminin Gegerliligi

Bu boliimde tam faktoriyel tasarim ile optimal kromatografik sartlar1 belirlenen
ve ticari enerji (I) icerisinde yer alan KAF ve PS’nin es zamanli analizleri i¢in
gelistirilen UPLC yonteminin validasyon islemleri ayrintili bir bicimde ele alinmustir.
Gelistirilen yeni UPLC yonteminin validasyon ¢alismalart i¢in, farkli konsantrasyon
seviyelerindeki karigimlarindan olusan 8 farkli konsantrasyondaki ¢ozelti kullanildi.
Bu c¢ozeltiler, KAF ve PS’nin 10 mg/100 mL’lik stok c¢ozeltilerinden, KAF
konsantrasyonu 2,0-26,0 ug/mL ve PS konsantrasyonu 4,0-28,0 pg/mL araliginda
olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu c¢ozeltilerden alinan kromatografik
cevaplardan KAF ve PS i¢in ayr1 ayr1 %geri kazanim ve bagil standart sapma (BSS)
degerleri hesaplanmistir. Validasyon calismalar1 ile bulunan geri kazanim degerleri
KAF i¢in %100,7, PS i¢in %100,5; bagil standart sapma (BSS) degerleri ise KAF
icin %1,49 ve PS i¢in %2,03’dir.Validasyon c¢alismasi ile elde edilen istatistiksel

veriler Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.5. KAF ve PS’nin miktar tayinleri i¢in gelistirilen UPLC ydnteminin validasyon
calismalarindan elde edilen istatistiksel veriler.

Eklenen Bulunan Geri kazanim
Validasyon
Cozeltileri (ng/mL) (ng/mL) (%)
Kod KAF PS KAF PS KAF PS
M1 2 20 2 20,2 101,4 101,1
M2 10 20 10,1 20,2 101,1 100,8
M3 18 20 18 20,1 99,8 100,4
M4 26 20 25,9 19,8 99,6 99,1
M5 14 4 13,9 3,9 99,0 97,8
M6 14 12 13,9 11,8 99,4 98,5
M7 14 20 14,4 20,7 102,8 103,5
M8 14 28 144 28,8 102,7 102,9
X 100,7 £ 0,53 100,5+0,72
SS 1,49 2,03
BSS 1,48 2,02
X : Aritmetik ortalama
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma
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Tam faktoriyel tasarim ile gelistirilen yeni UPLC yonteminin kesinligi ve
tekrar edilebilirligi giin i¢i ve glinler arasi validasyon g¢ozeltileri kullanilarak test
edildi. Bu ¢alisma i¢in KAF (4,0 ug/mL, 14,0 pg/mL ve 24,0 ug/mL) ve PS’nin (6,0
ng/mL, 16,0 pg/mL ve 26,0 ug/mL) ti¢ farkli seviyelerinin karigimi ile hazirlanan
konsantrasyonlar1 birbirinden farkli 3 ¢6zelti kullanildi. Giin i¢i analizlerde KAF ve
PS karisimindan olusan ¢ozeltilerin kromatografik cevaplart ayni giin birer saat
araliklarla ve giinler aras1 c¢ozeltilerde ise birbirini izleyen {i¢ giinde iiger tekrarlh
olarak gergeklestirildi. Geri kazanim ile yontemin seg¢iciligi, %BSS ile yontemin
kesinligi ve dogrulugu ve %BSH ile ise yontemin dogrulugu test edilmistir. Giin igi
ve gilinler arasit ¢aligmalara ait analiz sonuglar1 Cizelge 3.6’da verildi. Ulasilan
sonuglar yontemin enerji igecegi numunelerinde KAF ve PS’nin es zamanli analizleri

icin basaril1 ve giivenilir bir yontem oldugunu gdstermistir.
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Cizelge 3.6. Giin i¢i ve giinler aras1 ¢ozeltilerinin deney verileri.

Eklenen (pg/mL) Bulunan (pg/mL) Geri Kazanim (%) BSS (%) BSH (%)
KAF PS KAF PS KAF PS KAF PS KAF PS
6 10 4,07 6,05 101,6 100,8 0,68 1,08 1,63 0,81
)
5 12 25 14,16 16,39 101,1 102,4 0,66 0,50 1,11 2,43
o
18 40 24,04 26,46 100,2 101,8 0,75 0,31 0,19 1,79
6 10 4,07 6,04 101,7 100,7 1,08 0,38 1,66 0,68
z
<
5 12 25 14,14 16,35 101 102,2 0,60 0,46 1,00 2,20
5
@)
18 40 24,13 26,43 100,6 101,6 0,59 0,52 0,56 1,65
%BSS  : Bagil standart sapma
%BSH : Bagil standart hata

: 3 (Her bir ¢ozelti i¢in, giin i¢i analizler ayni1 giin birer saat araliklarla ve giinler arasi analizlerde birbirini izleyen {i¢ giinde Giger tekrarl olarak gergeklestirildi.



Kafein ve potasyum sorbat analizi igin gelistirilen yontemin segiciligini test
etmek icin standart ekleme metodu kullanildi. Bu yontem ticari enerji icecegi (I)
numunesinde bulunan KAF ve PS disindaki diger bilesenlerin (numune matrisinin)
analizde girisim yapip yapmadiklari test etmek amaciyla kullanildi. Bunun igin,
icerisinde sabit miktarda (0,5 mL/10 mL) enerji igecegi (1) (BGS) numunesi bulunan
cozeltilerin lizerine, artan miktarlarda KAF (0 — 20,5 ng/mL) ve PS (0 — 16,0 pg/mL)
standart ¢ozeltileri ilave edilerek 4 farkli icerige sahip standart ekleme cozeltileri
hazirlandi. Standart ekleme ¢ozeltilerinin bir tanesinde sadece ticari enerji igecegi
numunesi (1) (0,5 mL/10 mL) eklendi ve bu ¢o6zeltiye KAF ve PS’nin standart
cozeltilerinden ekleme yapilmadi. 0,5 mL/10 mL BGS numunesi igeren diger ii¢
cozeltideki KAF ve PS konsantrasyonlari ise su sekildedir; SE1 = 5,5 pg/mL KAF
ve 4,0 ng/mL PS; SE2 — 10,5 pg/mL KAF ve 8,0 pg/mL PS; SE3 — 20,5 pg/mL
KAF ve 16,0 pg/mL PS. Hazirlanan tiim ¢ozeltilerin hacmi 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile
10 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltilerin belirlenen analiz kosullarinda UPLC cihaz ile
kromatografik cevaplari alinarak, her bir bilesigin pik alan1 kalibrasyon denkleminde
yerlerine yerlestirildi ve bu sekilde ¢6zeltilerin igerisinde bulunan toplam KAF ve PS
miktarlar1 hesaplandi. Standart ekleme ¢ozeltilerinde bulunan toplam KAF ve PS
miktarlarindan enerji igecegi numune ilavesinin ¢ikarilmasiyla, eklenen ve bulunan
KAF ve PS miktarlan karsilastirildi. Standart ekleme ¢ozeltilerinden her biri {igerli
tekrarlar halinde hazirlandi ve her birinin tam faktoriyel tasarim ile belirlenen
optimal kromatografik kosullar altinda UPLC ydntemi ile kromatografik cevaplari
alindi. Daha sonra her bir standart ekleme c¢oOzeltisine ait ¢ozeltilerden alinan
kromatografik cevaplarin ortalamasi alinarak enerji igecegi (I) numunesindeki KAF
ve PS’nin her birinin %geri kazanim ve BSS degerleri hesaplandi. Standart ekleme

cozeltilerine ait istatistiksel veriler Cizelge 3.7 de verildi.
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Cizelge 3.7. UPLC yonteminin standart ekleme numunelerine uygulanmasiyla elde edilen
sonuclar.

Eklenen (ung/mL)  Bulunan (ug/mL)  Geri kazanim (%) BSS (%)
Ticari tiriin ad1 KAF PS KAF PS KAF PS KAF PS
BGS 4 15 5,50 4,04 99,9 100,9 1,94 214
BGS 8 25 10,48 7,94 99,8 99,3 216 2,550
BGS 12 35 20,54 15,60 100,2 97,5 1,15 0,91

BGS: Burn Gold Spark Enerji igecegi
%BSS  : Bagil Standart sapma

Bir kromatografik analizde, seg¢icilik, kolonun pik ayirma kapasitesi, pik
asimetrisi, secicilik, teorik tabaka sayisi, kuyruklanma faktorii gibi sistem uygunluk
parametreleri, analizde uygulanan UPLC yonteminin dogrulugu ve kesinligi
hakkinda bilgi vermektedirler. KAF ve PS bilesenlerinin ayrilmasi i¢in uygulanan
UPLC yonteminde, Acquity Waters Empower 2 programi tarafindan hesaplanan
sistem uygunluk testi parametrelerine ait degerler Cizelge 3.8’de verilmistir (Biyik,

2017; Ertekin Ozkan, 2021).
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Cizelge 3.8. UPLC yontemiyle KAF ve PS analizinde elde edilen system uygunluk degerleri.

Sistem Uygunluk parametresi Bulunan Deger Referans Deger
Secicilik (o) 2,90 >1

Kolon ayirma giicii (Rs) 5,39 >1,5

Pik asimetri 1,33 0,9-1,4
Kuyruklanma faktorii (T) 1,23 <2

Teorik tabaka sayist (N) 16400 >2000

UPLC Yénteminin Ticari Enerji Iicecegi (1) Analizine Uygulanmas:

Tam faktoriyel tasarim metodoloji kullanilarak gelistirilen ve valide edilen yeni
UPLC yo6nteminin uygulanabilir olup olmadigi KAF ve PS iceren ticari enerji igecegi
(1) numunesi (BGS) ile test edildi. Bunun igin BGS enerji igecegi numunesi iyice
calkaland1 ve daha sonra genis bir behere alinarak ultrasonic banyoda 25 dk boyunca
degaze edildi. Bu sayede gazli bir icecek olan BGS enerji icecegi icerisindeki
gazlardan uzaklastirildi. Daha sonra numune PVDF (Poliviniliden Difloriir) siringa
filtre (Isolab, 0,22 pm goézenekli) ile siiziilmiis ve ardindan bu siiziintiiden 1,0 mL
almarak 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi. Bu numune ¢ozeltisinden ayri

ayr1 10 adet hazirlandi.
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Hazirlanan ¢ozelti viallere konulduktan sonra optimizasyon calismalart ile
belirlenen optimal kromatografik kosullar altinda kromatografik ayirimin
gerceklesmesi i¢in UPLC enjeksiyon sistemi tarafindan sisteme enjekte edildi. Ticari
enerji igecegi (I)’in igeriginde bulunan KAF ve PS’nin her birinin maksimum
absorbans verdigi farkli dalga boylarindaki kromatogramlar1 Sekil 3.5’de verilmistir.
Sekil 3.5 yontemin dogru ve uygulanabilir bir yontem oldugunu gozler Oniine

sermektedir.
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Sekil 3.5. UPLC yonteminin ticari enerji igecegi (I) numunesine uygulanmasi ile elde edilen
(a) KAF’in (en fazla 15 pg/mL) maksimum absorbans verdigi 272,4 nm dalga
boyundaki kromatogramlari ve (b) PS’nin maksimum absorbans verdigi 262,9 nm
dalga boyundaki kromatogramlar.
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Ticari enerji icecegi (I) igerisindeki KAF ve PS’nin gelistirilen yeni UPLC
yontemiyle miktar tayinleri deneysel tasarim ve optimizasyon c¢aligmalari ile
belirlenen kromatografik kosullar altinda gergeklesti. UPLC yontemiyle elde edilen
kromatografik cevaplar kalibrasyon c¢ozeltisinde yerine konuldu ve bulunan bu
degerlerden numunedeki KAF ve PS miktarlart hesaplandi. Bulunan bu degerler
ticari enerji icecegi () numunesinin ambalajinda belirtilen miktarlarla karsilastirildi.
Enerji i¢cecegi (I) numunesinin ambalajinda koruyucu bir madde olan PS’nin miktari
belirtilmezken, KAF miktari maksimum 150 mg/L olarak belirtilmistir. UPLC analizi
sonucunda bulunan KAF miktar1 (148,9 mg/L) ile ticari enerji icecegi (I)’in
ambalajinda belirtilen KAF miktar1 karsilagtirildiginda, deneysel olan elde edilen
miktarlarla ambalaj lizerindeki miktarin uyum igerisinde oldugu goriildii. UPLC
yonteminin ticari enerji icecegi (1)’e uygulanmasi ile bulunan istatistiksel sonuglar

Cizelge 3.9’te sunuldu.
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Cizelge 3.9. UPLC yonteminin enerji icecegi (I) numunesinde KAF ve PS’nin es zamanl
miktar analizlerine uygulanmasiyla elde edilen istatistiksel sonuglar.

Numune No mg/L
KAF PS
1 147,6 2140
2 147,6 213,2
3 150,8 218,2
4 149,1 216,1
5 147,5 2149
6 149,3 220,3
7 149,0 209,0
8 149,8 210,3
9 152,7 2125
10 145,4 207,9
X 148,88 + 0,65 213,6 +1,32
SS 2,07 4,18
%BSS 1,39 1,96

X : Aritmetik ortalama

SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma

Etiket degeri

: Kafein (en fazla 150 mg/l), PS miktar belirtilmemis
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Ticari enerji igecegi (I)’in kromatografik analizinde, numune igeriginde yer alan
KAF ve PS i¢in bulunan miktarlar sirastyla 148,9 mg/L ve 213 mg/L’dir. Bu ¢alisma
ile hesaplanan standart sapma (SS) degerleri KAF igin 2,07 ve PS i¢in 4,18; BSS
degerleri ise KAF i¢in 1,39 ve PS i¢in 1,96°dur.

3.2. Ticari Enerji icecegi (11)’de Dort Bilesen Analizi

Doktora tez ¢aligmasinin bu bdliimiinde Ticari enerji icecegi (l1) icerisinde yer alan
B3, SB, PS ve KAF bilesiklerinin es zamanli miktar tayinleri i¢in deneysel tasarim
ve optimizasyon metodolojisi ile belirlenen optimal kromatografik sartlarin

kullanildig1 yeni bir UPLC metodu gelistirilmistir.

3.2.1. Dort Bilesen Analizi icin Deneysel Tasarim ve Optimizasyon ile
UPLC Yonteminin Gelistirilmesi

Bu doktora tez ¢alismasinda enerji icecegi (I1)’in igeriginde bulunan B3, SB,
PS ve KAF 1n kantitatif analizleri i¢in yeni bir UPLC yontemi gelistirilmistir. UPLC
yonteminin gelistirilmesinde optimal kromatografik sartlarin belirlenmesi i¢in
kemometrik optimizasyon metodolojisi kullanilmistir. Optimizasyon ¢aligmalarinda,
uygun kromatografik sartlarin bulunmasi i¢in Oncelikle cevap yiizey faktoriiniin
belirlenmesi gerekmektedir. Ticari enerji igecegi (I1)’deki dedeksiyon sinirlart
icerisinde yer alan B3, SB, PS ve KAF’in es zamanli miktar analizleri igin
gerceklestirilen optimizasyon ¢alismalart i¢in  asagidaki islem basamaklar

uygulanmaistir:

1- Basamak: Bu basamakta yapilan bir takim 6n deneyler ile oncelikle deney
icin en iyi kromatografik ayirimin saglandigi analitik kolon (Cig kolonu) ve
tampon ¢ozelti 0,5 mL/L TEA igeren 0,08 M (NH,4),CO3) belirlenmistir.
Daha sonra tiim faktorler ayr1 ayr1 degerlendirilerek B3, SB, PS ve KAF

ayrimi lizerinde etkili olan faktorlerin; kolon sicakligi, hareketli faz
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bilesiminde yer alan tampon yiizdesi ve akis hiz1 oldugu gériildii. Bu asamada
bilesenlerin kolon sicakligi (°C) (X3), hareketli faz bilesimindeki tampon
¢ozelti (0,5 mL/L TEA igeren 0,08 M (NH4),CO3) yiizdesi (X;) ve kolon
sisteminde hareketli fazin akis hiz1 (X3) kromatografik degiskenler olarak

segildi.

2- Basamak: ilk basamaktaki ¢alismalarla faktorler belirlenmis ve daha sanra 2.
Basamak olan faktor seviyelerinin belirlenmesi asamasina gecilmistir. Bu
asamada bir deney uzayi belirlemek amaciyla her bir faktér ayr1 ayr
degerlendirilerek, faktorlerin en diisiik (-1) ve en yiliksek (+1) seviyeleri tespit
edilmistir. Kromatografik ayirim {izerine etkili olan faktorlerin seviyelerine

karsilik gelen sayisal degerler Cizelge 3.10°da sunulmustur.

Cizelge 3.10. Enerji igecegi (I1)’in deneysel tasarimi i¢in UPLC y6nteminin uygulanmasiyla
belirlenen faktorler, galigma araliklari ve seviyeler.

Seviye Kolon Sicakligi (°C) Tampon (%) Akis Hizi (mL/dk)
X1 Xz X3

-1 30 42 0,17

0 47 53 0,22

1 64 64 0,27
Tampon Igerigi: 0,5 mL/L TEA igeren 0,08 M (NH,),CO5
Seviyeler : Diistik (-1), orta (0), yiiksek (+1)
X1 : Kolon sicaklig1 (°C)
X, : Hareketli fazdaki mobil faz yiizdesi (%)
X3 : Hareketli faz akis hizt (mL/dk)

3- Basamak: Bu basamakta seviyeleri belirlenen tiim faktorler birlikte ele
alinarak, her bir faktoriin en diisiik (-1), orta (0) ve en yiiksek (+1) seviyeleri

kombine edilerek bir deney tasarimi gerceklestirilmistir.
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4- Basamak: Bu agsamada 3. Basamakta olusturulan deney tasariminda belirlenen
sartlarla farkli deneyler gergeklestirilmistir. Bu tez calismasinda deneysel
tasarim ve optimizasyon metodolojilerinden tam faktoriyel tasarim
kullanildig1 i¢in ii¢ faktor ve {li¢ seviyeden olusan (33) 27 farkli deney
gerceklestirildi.

5- Basamak: Bu basamakta yapilan 27 farkli her deneyin 230 nm’deki
kromatografik cevaplarindan denklem 2.18 kullanilarak bir modelleme
yapildi. Bu modelleme ile deney {lizerinde en etkili olan faktdr belirlenmis

oldu.

6- Basamak: Son olarak bu basamakta optimizasyon ¢alismasi ig¢in
gerceklestirilen 27 farkli deneyden alinan cevaplara uygulanan bir takim
matematiksel ve istatistiksel uygulamalar ile ticari enerji igecegi (Il)’nin
iceginde yer alan ve dedekte edilebilen B3, SB, PS ve KAF’in es zamanli
miktar tayinleri i¢in en kisa siirede en 1yi ayirimin saglandigi kromatografik

sartlar belirlendi.

UPLC yonteminin gelistirilmesinde kullanilan model, kromatografik deneysel
kosullarin optimizasyonunda tam faktoriyel tasarimi ve regresyon analiziyle elde

edilen ikinci dereceden kuadratik bir denklem ile olusturulmustur.

Deneysel tasarim ve optimizasyon c¢alismalariyla kromatografik sartlarin
belirlenmesinde, optimizasyon islemi Oncesinde yapilan bir takim Ongaligmalarda
numune icerisinde bulunan B3, SB, PS ve KAF disinda diger bilesenlerin (numune
matriksinin) kromatografik analizde girisim yaptigi gozlemlendi ve bu nedenle
optimizasyon islemi B3 (20 pg/mL), SB (15 pg/mL), PS (16 ng/mL) ve KAF (20
pg/mL) karisimindan olusan bir sentetik bir ¢ozelti ilizerinden gergeklestirildi.

Optimizasyon c¢alismasindan elde edilen kromatogramlar Sekil 3.6’da verilmistir.
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EDO metodolojisi ile belirlenen kromatografik sartlarda gelistirilen UPLC
metodu valide edilmis ve ardindan yontemin giivenilirligi ve uygulanabilirligi B3,

SB, PS ve KAF igeren ticari enerji icecegine uygulanarak test edilmistir.
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Sekil 3.6. B3 (a), SB (b), PS (c) ve KAF (d)’nin sentetik karigimlarina uygulanan ve sartlar1 deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi kullanilarak
olusturulan 27 farkli kromatografik sarta sahip deneyin 230 nm’deki dedeksiyonla elde edilen kromatogramlari.



UPLC yonteminin gelistirilmesi amaciyla yararlanilan EDO metodolojisi
kapsamunda ii¢ faktor ii¢ seviyeden olusan (3%) tam faktériyel tasarim matrisinde 27
farkli kromatografik deney gergeklestirildi. Optimizasyon caligsmasi i¢in olusturulan

FFD plan1 Cizelge 3.11°de sunulmustur.

Cizelge 3.11. Ticari enerji icecegi (I1)’ye tam faktoriyel tasarim uygulanmasiyla hesaplanan
KCF degerleri.

Sicaklik Tampon Akis Hizi

Deney o) (%) (mL/dK) KCF

No Xy X5 X3 Olgiilen Tahmin edilen
1 -1 -1 -1 7,6644 7,8687
2 -1 -1 0 3,6558 3,3570
3 -1 -1 1 2,6030 2,4492
4 -1 0 -1 16,5951 17,3455
5 -1 0 9,1385 9,4800
6 -1 0 1 5,3302 5,2183
7 -1 1 -1 33,3778 32,2827
8 -1 1 20,9064 21,0634
9 -1 1 1 13,2414 13,4478
10 0 -1 -1 6,1819 5,9407
11 0 -1 0 3,1661 2,9545
12 0 -1 1 3,4639 3,5721
13 0 0 -1 12,6910 12,7463
14 0 0 6,5568 6,4062
15 0 0 1 3,8520 3,6699
16 0 1 -1 24,7637 25,0122
17 0 1 14,9191 15,3183
18 0 1 1 9,2538 9,2282
19 1 -1 -1 4,9661 4,9404
20 1 -1 0 3,4667 3,4796
21 1 -1 1 5,0169 5,6227
22 1 0 -1 9,1442 9,0747
23 1 0 4,6781 4,2601
24 1 0 1 3,2644 3,0493
25 1 1 -1 18,4965 18,6694
26 1 1 10,3326 10,5010
27 1 1 1 6,1680 5,9363

Tampon bilesimi: 0,5mL/L TEA igeren 0,08 M (NH,),CO;

Seviyeler : Diisiik (-1), orta (0), yiiksek (+1)

X1 : Kolon sicakligi (°C)

X5 : Hareketli fazdaki mobil faz yiizdesi (%)

X3 : Hareketli faz akis hiz1 (mL/dk)
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Cizelge 3.11°de belirtilen her bir 27 deney i¢in de UPLC kromatogramlari
cizdirilmistir. B3, SB, PS ve KAF’in es zamanli analizlerinin yapilabildigi, en iyi
ayrimin saglandigi optimum kromatografik kosullar, optimizasyon caligmasi igin
yapilan 27 farkli deneyden elde edilen kromatografik cevaplara, matematiksel ve
istatistiksel islemlerin uygulanmasiyla hesaplanan KCF degerleri iizerinden
bulunmustur. B3, SB, PS ve KAF bilesiklerinden olusan sentetik karigim {izerinden
gerceklestirilen 27 farkli kromatografik analiz ve bu analizlerin cevaplarindan

hesaplanan KCF degerleri Cizelge 3.11°da sunulmustur.

KCF degerleri (Bolim 2.2.2)’de agiklandig1 gibi, bir kromatografik ¢alismada,
en kisa alikonma siiresinde bir c¢ozeltideki analitlerin maksimum ayiriminin
saglandig1 bir matematiksel fonksiyondur (Rakic ve ark., 2012). Ticari enerji icecegi
(I1) analizi i¢in gelistirilen yeni UPLC yonteminin optimizasyonunda faktorler (X,
Xz ve X3) ve bu faktorler arasindaki etkilesimler ile KCF arasindaki matematiksel
iligski kullanilarak ikinci dereceden polinomiyal bir denklem elde edilmis ve asagida

sunulmustur;

y = 6,4062 - 2,6099X, + 6,1819X, - 4,5382X; + 0,4639X> + 2,7302X% +
1,8019X2 - 2,6712X,X, + 1,5254X, X5 - 3,3539X,X5

Burada y KCF’yi, X3, X, ve X3 faktorleri, X1Xp, X1X3 ve XoX3 faktorler arast
etkilesimleri, X2, X2, ve X3 ise faktorlerin karesini ifade etmektedir. Denklemdeki
sayilar, kesim ve model katsayilarin1 gostermektedir ve bu katsayilarin anlamli olup
olmadig istatistiksel testlerle ortaya konmustur. Bu denklemde X;’nin katsayisinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ B3, SB, PS ve KAF analizi iizerindeki en
etkili faktoriin hareketli faz igerisindeki tampon yiizdesinin oldugunu gosterdi. Test
sonuglarindan elde edilen verilere gore p- degeri <0,05 oldugu icin secilen faktorlerin
ve faktor etkilesimlerinin cevap lizerinde olduk¢a etkin oldugu belirlendi. Test

sonuclar1 Cizelge 3.12°de sunulmustur..
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Cizelge 3.12. ikinci dereceden polinomiyal fonksiyon icin bulunan istatistiki t- ve F-
testlerinin sonuclari.

Parametre Katsayilar Standart Hata t-testi P-degeri
Kesim Noktasi 6,4062 0,2214 28,9347 0,0000
X1 -2,6099 0,1025 -25,4656 0,0000
X, 6,1819 0,1025 60,3177 0,0000
X -4,5382 0,1025 -44,2795 0,0000
X2 0,4639 0,1775 2,6130 0,0182
X2 2,7302 0,1775 15,3799 0,0000
X2 1,8019 0,1775 10,1505 0,0000
XX, -2,6712 0,1255 -21,2809 0,0000
X1 X3 1,5254 0,1255 12,1527 0,0000
X,X5 -3,3539 0,1255 -26,7191 0,0000
X, - Kolon sicakhgi (°C)
X> : Hareketli fazdaki mobil faz yiizdesi (%)
X3 : Hareketli faz akis hizi (mL/dk)

B3, SB, PS, KAF bilesenlerinin es zamanli analizleri UPLC y6nteminin
gelistirilmesinde kullanilan EDO metodolojisinde ele alinan faktorler; kolon sicaklig
(X1), hareketli faz igerisindeki tampon yiizdesi (X;) ve hareketli faz akis hiz1 (X3)
olarak belirlenmisti. Bu faktorler ve faktor etkilesimleri ile KCF bagimli degiskeni
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arasindaki iliskiyi belirten 3D cevap yiizey metadolojileri Sekil 3.7a-c’de
sunulmustur. Sekil 3.7a’da tampon (% 0,5 mL/L TEA igeren 0,08 M (NH,4),COs3)
ylizdesi artttkca ve kolon sicakhigi distiikce KCF degerinin artis gosterdigi
gozlenmistir. Sekil 3.7b’de akis hiz1 ve kolon sicakliglr azaldikga KCF degerinin
arttigr goriilmektedir. Sekil 3.7¢’de akis hiz1 azaldik¢a ve tampon ylizdesi arttikga
KCF degeri de arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar grafigin sagindaki es ytikselti egri
haritasindan da goriilebilmektedir. Bu yiizey-cevap metadolojilerinden elde edilen
verilere gore secilen faktorlerin arasindaki etkilesimlerin KCF iizerinde etkili oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 3.7. 3D cevap yiizey metadolojileri ve bunlara ait es yiikselti egrileri
a) % 0,5 mL/L TEA igeren 0,08 M (NH,),CO3z ve kolon sicakligi ile KCF, b)
hareketli faz akis hiz1 ve kolon sicakligi ile KCF, c) hareketli faz akis hiz1 ve % 0,5
mL/L TEA igeren 0,08 M (NH,),CO; ile KCF arasindaki baglantiy1 ifade eden 3D
cevap ylizey metadolojileri ve bunlara ait es yiikselti egrileri.

Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojilerinden tam faktoriyel tasarim
ile B3, SB, PS ve KAF sentetik karigiminin es zamanli analizi i¢in belirlenen

optimum kromatografik kosullar su sekildedir; kolon sicakligi 52,7 °C, akis hiz1
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0,25 mL/min, enjeksiyon hacmi 0,8 uL, hareketli fazdaki 0,5 mL/L TEA igeren 0,08
M (NH,4),CO3 yiizdesi %51,2. Burada hareketli faz H,O: Metanol: 0,5 mL/L TEA
iceren 0,08 M (NH4),COg3: 24,0: 24,8: 51,2 karisiminda olugmaktadir.

3.2.2. UPLC Yoéntemiyle Ticari Enerji Icecegi (11)’nin Analizi

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

1. B3, SB, PS ve KAF bilesenlerinin yeni gelistirilen UPLC metodu ile es
zamanh analizleri i¢in kullanilan sentetik ¢oOzeltiler bu bilesenlerin stok
¢oOzeltilerinden hazirlanmistir. 0,1 M HCI igerisinde hazirlanan bu stok
cozeltilerin konsantrasyonlar1 su sekildedir; B3 (10 mg/100 mL), SB (10
mg/100 mL), PS (20 mg/100 mL) ve KAF (10 mg/100 mL).

2. B3, SB, PS ve KAF stok ¢ozeltilerinden B3 i¢in 5,0- 25,0 pg/mL, SB i¢in
4,0- 20,0 pg/mL, PS i¢in 6,0- 30,0 ng/mL ve KAF igin 5,0- 25,0 ng/mL
konsantrasyon araliklarinda 5 farkli kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Tiim ¢ozeltiler 0,1 M HCI ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir.

3. Validasyon testi i¢in ayn1 balon jojelerin igerisinde hazirlanan ve B3 igin
5,0- 25,0 pg/mL, SB i¢in 4,0- 20,0 pg/mL, PS icin 6,0- 30,0 ng/mL ve
KAF i¢in 5,0- 25,0 pg/mL konsantrasyon seviyelerinde 27 farkli ¢ozelti

hazirlanmstir.

4. Giin i¢i ve giinler arasi analizler i¢in B3, SB, PS ve KAF stok
cozeltilerinden hazirlanan ve her bir bilesigin ii¢ farkli konsantrasyon
seviyesi ile hazirlanan ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler; B3 i¢in 6,0
pg/mL, 15,0 ug/mL ve 24,0 pg/mL; SB icin 4,0 pg/mL, 12,0 ug/mL ve
20,0 pg/mL; PS igin 8,0 pg/mL, 18,0 pg/mL ve 28,0 ug/mL ve KAF i¢in
6,0 ug/mL, 15,0 pg/mL ve 24,0 pug/mL’dir.
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5. Standart ekleme yontemi igin tiim ¢ozeltilerinde ayni miktarda (0,5 mL/10
mlL) ticari enerji igecegi ve farkli konsantrasyon seviyelerinde B3 (0 — 20,0
ug/mL), SB (0 — 16,0 pg/mL), PS (0 — 16,0 pg/mL) ve KAF (0 — 16,0
pg/mL) bulunan dort farkli standart ekleme ¢ozeltisi olusturulmustur. Ayni
balon jojelerin igerisinde hazirlanan bu ¢ozeltilerde bulunan maddelerin
konsantrasyonlar1 su sekildedir; B3 i¢in 0 pg/mL, 5,0 pg/mL, 10,0 pg/mL
ve 20,0 pg/mL; SB i¢in 0 pg/mL, 4,0 ug/mL, 8,0 pg/mL ve 16,0 ug/mL;
PS i¢in 0 pg/mL, 4,0 pg/mL, 8,0 ug/mL ve 16,0 ng/mL ve KAF igin 0
pg/mL, 4,0 pg/mL, 8,0 pg/mL ve 16,0 ng/mL’dir.

UPLC Yontemiyle Belirlenen Kromatografik Sartlar

— Hareketli Faz: Ticari enerji i¢cecegindeki B3, SB, PS ve KAF bilesiklerinin
kromatografik ayirimi i¢in kullanilan hareketli faz; H,O: Methanol (MeOH):
0,5 mL/L TEA igeren 0,08 M (NH4),CO3; (24,0: 24,8: 51,2, h/h/h)
karisimindan olusmaktadir.

— Kolon: Waters Acquity ® BEH Cyg kolonu (100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7 um)

— Kolon Sicakligi: 52,7 °C

— Basing: ~525 bar

— Akis Hizi: 0,25 mL/dk.

— Enjeksiyon Hacmi: 0,8 pL

— Dedeksiyon icin sec¢ilen dalga boyu: B3 i¢in 215,7 nm, SB i¢in 223,9 nm, PS
icin 253,5 nm ve KAF i¢in 273,6 nm’dir.

Ticari enerji icecegi (I1)’in analizi i¢in gelistirilen UPLC yonteminde, hareketli
faz bilesimi, kolon sicaklig1 ve hareketli fazin akis sartlarinin belirlenmesi deneysel

tasarim ve optimizasyon metodolojisiyle gerceklestirildi.
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Kalibrasyon Denkleminin Hesaplanmasi

EDO metodolojisi ile gelistirilen UPLC yontemiyle ticari enerji icecegi (11)’de
bulunan B3, SB, PS ve KAF bilesiklerinin eszamanli miktar tayinlerinde kalibrasyon
egrileri, konsantrasyona karsi bilesigin kromatografik pik alaninin grafige
gecirilmesiyle elde edildi. Bu islemden 6nce, dogru bir dedeksiyon yapilabilmesi
amaciyla her bir bilesigin ayr1 ayr1 UPLC-PDA dedektorii araciligiyla Sekil 3.8a’da
da gosterildigi gibi UV spektrumlar1 alindi ve bu spektrumlardan her bir bilesigin
maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boylar1 (B3 igin 215,7 nm, SB i¢in 223,9 nm,
PS i¢in 253,5 nm ve KAF igin 273,6 nm) belirlendi. Daha sonra B3 igin 215,7
nm’deki dedeksiyonla (Sekil 3.8b), SB i¢in 223,9 nm’deki dedeksiyonla (Sekil 3.8¢),
PS icin 253,5 nm’deki dedeksiyonla (Sekil 3.8d) ve KAF i¢in 273,6 nm’deki
dedeksiyonla (Sekil 3.8¢e) kromatografik pikler elde edildi.
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Sekil 3.8. B3, SB, PS ve KAF bilesiklerine ait UV spektrumlari ve kromotogramlart;
a) B3, SB, PS ve KAF bilesenlerinin UV spektrumlari,
b) B3’iin maksimum absorbans yaptig1 215,7 nm’deki dedeksiyonla,
€) SB’nin maksimum absorbans yaptig1 223,9 nm’deki dedeksiyonla,
d) PS’nin maksimum absorbans yaptig1 253,6 nm’deki dedeksiyonla,
e) KAF’in maksimum absorbans yaptig1 273,6 nm’deki dedeksiyonla elde edilen

kromatogramlar.
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Bu maddelerin segilen dalga boylarinda kromatografik sistemde alikonma siireleri B3
1,14 dk, SB 1,38 dk, PS 1,61 dk ve KAF 2,06 dk olarak tespit edildi (Sekil 3.9). Sekil
3.9’daki kromatografik cevaplar degerlendirilerek optimizasyon caligmasinda tiim
bilesenlerin ayn1 anda kromatografik pik verdigi dalga boyu (230 nm) belirlenerek,
bu dalga boyundaki kromatografik cevaplardan KCF degeri hesaplandi.

160



mAU

mAU

mAu

mAu

o Time (mMim)

Sekil 3.9. B3, SB, PS ve KAF igeren kalibrasyon ¢ozeltilerinin;
a) B3’lin maksimum absorbans verdigi 215,7 nm’deki dedeksiyonla,
b) SB’nin maksimum absorbans verdigi 223,9 nm’deki dedeksiyonla
¢) PS’nin maksimum absorbans verdigi 253,5 nm’deki dedeksiyonla ve
d) KAF’in maksimum absorbans verdigi 273,6 nm’deki dedeksiyonla elde edilen
kromatogramlari.
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UV spektrumlart alindt ve bu spektrumlardan her bir bilesigin maksimum
absorpsiyon yaptigt dalga boylar1 (B3 i¢in 215,7 nm, SB i¢in 223,9 nm, PS i¢in 253,5
nm ve KAF icin 273,6 nm) belirlendi. Daha sonra B3 i¢in 215,7 nm’deki
dedeksiyonla (Sekil 3.8b), SB i¢in 223,9 nm’deki dedeksiyonla (Sekil 3.8¢), PS icin
253,5 nm’deki dedeksiyonla (Sekil 3.8d) ve KAF igin 273,6 nm’deki dedeksiyonla
(Sekil 3.8e) kromatografik pikler elde edildi.

Sekil 3.9°daki kromatogramlardan yararlanarak B3, SB, PS ve KAF
bilesiklerinin her biri i¢in ayr1 bir dogru denklemi olusturuldu. Dogru denkleminde
bagimli degisken ile bagimsiz degisken arasindaki iligskinin matematiksel bir ifadesi
olarak her bir bilesen i¢in regresyon denklemi ile elde edilen istatistiksel veriler
Cizelge 3.13’te sunulmustur. Regresyon denkleminden her bir bilesen igin ayri ayri
R? (B3 i¢in 0,9988, SB i¢in 0,9964, PS i¢in 0,9992 ve KAF i¢in 0,9992), LOD (B3
icin 1,00 pg/mL, SB i¢in 1,37 pg/mL, PS i¢in 0,84 pg/mL ve KAF i¢in 1,01 pg/mL)
ve LOQ (B3 i¢in 3,34 ug/mL, SB icin 4,55 pg/mL, PS i¢cin 2,80 pg/mL ve KAF icin
3,37 ng/mL) degerleri hesaplandi.
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Cizelge 3.13. Dogrusal regresyon analizi ve istatistiksel analiz sonuglari.

B3 SB PS KAF
m 0,2653 0,2707 0,7167 0,5972
n -0,7353 -0,1459 -0,0406 -0,0406
r 0,9994 0,9982 0,9996 0,9996
Kalibrasyon
5,0-25,0 pg/mL 4,0-20,0 pg/mL 6,0-30,0 pg/mL 5,0-25,0 pg/mL

Aralig1
SH(m) 0,0053 0,00929 0,0121 0,0101
SH(n) 0,0885 0,1230 0,2010 0,2010
SH(r) 0,0116 0,0198 0,0098 0,0098
LOD 1,0000 1,3700 0,8400 1,0100
LOQ 3,3400 4,5500 2,8000 3,3700

m : Egim

n : Kesim noktasi

r : Korelasyon katsayisi

SH (m) : Egimin standart hatasi

SH (n) : Kesim noktasinin standart hatasi

SH (r) : Korelasyon katsayisinin standart hatasi

LOD : Gozlenebilme sinirt (pg/mL)
LOQ : Alt tayin smir1 (ug/mL)
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Ticari enerji igecegi (I11) numunesine ait kromatografik veriler UPLC-H-Class
Empower2 programu ile bilgisayar tarafindan kaydedildi ve buradan Microsoft Excell

programina transfer edilerek Matlab 7,0 programinda “m-file”” yazilimi ile islendi.

UPLC Yonteminin Gegerliligi

Calismanin bu bolimiinde, ticari enerji igecegi (I1)’nin iceriginde yer alan B3,
SB, PS ve KAF’in es zamanli miktar tayinleri i¢in gelistirilen ve kromatografik
sartlar1 EDO metodolojisi ile belirlenen UPLC yonteminin validasyonu
gerceklestirilmistir. Yeni UPLC yonteminin kesinlik ve dogrulugu, her bilesenin 5
farkli  konsantrasyon seviyelerinin  kombinasyonu ile olusturulan farkli
konsantrasyonlardaki ¢ok sayida ¢ozelti ile test edildi. Bu ¢ozeltiler, B3, SB ve
KAF’ 1in 10 mg/100 mL’lik ve PS’nin de 20 mg/100 mL’lik stok ¢ozeltilerinden,
konsantrasyon seviyeleri B3 i¢in 5,0- 25,0 ug/mL, SB i¢in 4,0- 20,0 pg/mL, PS i¢in
6,0- 30,0 pg/mL ve KAF igin 5,0- 25,0 pg/mL araliginda olacak sekilde hazirlandi.
Daha sonra bu ¢ozeltilerden alinan cevaplardan her bir bilesenin %geri kazanim ve
bagil standart sapma (BSS) degerleri hesaplandi. %Geri kazanim degerleri B3 icin
%101,2, SB i¢in %99.9, PS i¢in %99,2 ve KAF icin %99,6 olarak bulunmustur. BSS
degerleri ise; B3 i¢in %2,46, SB i¢cin %1,79, PS i¢in %1,92 ve KAF i¢in ise %1,38
olarak bulunmustur. UPLC yontemi ile elde edilen validasyon c¢alismasi sonuglari

Cizelge 3.14’°te verilmigtir.
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Cizelge 3.14. Gelistirilen UPLC yo6ntemi ile B3, SB, PS ve KAF’ 1 miktar tayini igin ger¢eklestirilen validasyon ¢alismasinin istatistiksel sonuglari.

Eklenen (png/mL) Bulunan (pg/mL) Geri Kazanim (%)

Kod B3 SB PS KAF B3 SB PS KAF B3 SB PS KAF

1 8,5 4 6 5 8,53 4,05 5,84 4,71 100,3 1014 97,4 94,2

2 8,5 8 12 10 8,60 8,23 12,19 9,99 101,2 102,9 101,6 99,9

3 8,5 12 18 15 8,65 11,83 17,69 14,93 101,7 98,6 98,3 99,6

4 8,5 16 24 20 7,90 15,78 23,18 19,78 93,0 98,6 96,6 98,9

5 8,5 20 30 25 8,58 19,81 29,52 24,83 101,0 99,1 98,4 99,3

6 5 8 6 5 5,05 8,26 5,97 5,06 101,0 103,3 99,6 101,2

7 10 8 12 10 10,30 7,92 12,08 9,99 103,0 99,0 100,7 99,9

8 15 8 18 15 15,17 7,97 17,37 14,98 101,1 99,6 96,5 99,9

9 20 8 24 20 20,38 8,11 23,46 19,93 101,9 1014 97,7 99,7

10 25 8 30 25 25,32 8,03 29,56 24,75 101,3 100,4 98,5 99,0

11 5 4 24 5 5,00 4,07 24,13 4,97 99,9 101,7 100,6 99,3

12 10 8 24 10 10,27 7,81 24,01 10,00 102,7 97,6 100,0 100,0

13 15 12 24 15 15,08 11,75 23,88 15,09 100,5 97,9 99,5 100,6

14 20 16 24 20 21,18 16,12 24,07 19,93 105,9 100,7 100,3 99,7

15 25 20 24 25 24,81 19,95 23,94 25,08 99,3 99,7 99,7 100,3

16 5 4 6 15 5,10 4,06 6,26 15,03 101,9 1015 1044 100,2

17 10 8 12 15 10,09 7,86 11,72 15,13 100,9 98,2 97,7 100,8

18 15 12 18 15 15,04 12,17 17,83 14,93 100,3 101,5 99,1 99,5

19 20 16 24 15 20,66 15,80 23,66 14,98 103,3 98,7 98,6 99,9

20 25 20 30 15 25,12 19,45 28,97 15,14 100,5 97,2 96,6 100,9

21 8,5 8 24 15 8,94 7,83 24,14 14,96 105,2 97,9 100,6 99,8

Mean 101,2 99,9 99,2 99,6

SS 2,49 1,78 1,90 1,37

BSS 2,46 1,79 1,92 1,38
X : Aritmetik ortalama

SS : Standart sapma

BSS : Bagil standart sapma



Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojilerinden tam faktoriyel tasarim
ile gelistirilen UPLC yonteminin kesinligi ve tekrar edilebilirligi diger bir validasyon
calismasi olan giin i¢i ve gilinler arasi ¢alismalar ile test edildi. Bunun i¢in ayni balon
jojelerde farkli konsantrasyon seviyelerinde, i¢erisinde B3 (6,0, 15,0 ve 24,0 pg/mL),
SB (4,0, 12,0 ve 20,0 ug/mL), PS (8,0, 18,0 ve 28,0 pg/mL) ve KAF (6,0, 15,0 ve
24,0 pg/mL) bulunan 3 farkli ¢ozelti kullanildi. Giin i¢i analizlerde B3, SB, PS ve
KAF karisimindan olusan ¢ozeltilerin kromatografik cevaplari ayni giin birer saat
araliklarla ve giinler aras1 ¢ozeltilerde ise birbirini izleyen ii¢ giinde licer tekrarli
olarak gergeklestirildi. Hesaplanan yiizde geri kazanim (%), bagil standart sapma
(%BSS) ve bagil standart hata (%BSH) degerlerine bakilarak yontem test edilmistir.
Analiz sonuglart Cizelge 3.15°te verilmistir. Elde edilen veriler yontemin enerji
igecekleri numunelerinde B3, SB, PS ve KAF es zamanli analizleri i¢in basarili ve

giivenilir bir yontem oldugunu gostermistir.
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Cizelge 3.15. UPLC yonteminin giin i¢i ve giinler arasi ¢ozeltilerine uygulanmasi ise elde
edilen istatistiksel veriler.

Eklenen (png/mL) Bulunan (png/mL)
B3 SB PS KAF B3 SB PS KAF
6 4 8 6 6,07 4,03 8,00 6,10
g 15 12 18 15 15,06 12,02 18,01 15,21
© 24 20 28 24 24,20 19,78 28,10 23,97
z 6 4 8 6 6,09 4,06 8,03 6,07
é 15 12 18 15 14,93 11,92 17,74 15,19
3 24 20 28 24 24,28 19,52 27,92 23,84
Geri Kazanim (%)
101,2 100,7 100,0 101,6
; 100,4 100,2 100,1 101,4
O 100,8 98,9 100,4 99,9
z 101,5 101,4 100,3 101,2
é 99,5 99,3 98,6 101,3
3 1011 97,6 99,7 99,3
BSS (%)
1,26 2,22 1,58 1,12
2
h= 1,31 2,33 1,01 1,00
(3 1,40 1,76 1,10 2,41
z 1,59 0,33 2,34 1,36
é 1,07 1,20 1,72 1,70
5 1,03 1,02 1,20 2,27
SH (%)
1,21 0,69 -0,02 1,65
2
S 0,40 0,16 0,06 1,41
O 0,82 -1,10 0,35 -0,14
z 151 1,44 0,33 1,24
cé -0,46 -0,66 -1,42 1,26
5 1,15 -2,42 -0,29 -0,67
BSS : Bagil standart sapma
SH : Bagil standart hata
n 3
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Ticari enerji igecegi (11)’de igecekte bulunan B3, SB, PS ve KAF bilesikleri
disindaki diger bilesenlerin (numune matrisinin) analiz tizerine etkisini aragtirmak
i¢in standart ekleme metodundan yararlanilmistir. Her birinde sabit miktarda (0,5
mL/10 mL) ticari enerji igecegi (Il) bulunan ve farkli konsantrasyonlarda B3 (0 —
20,0 ug/mL), SB (0 — 16,0 pg/mL), PS (0 — 16,0 pg/mL) ve KAF (0 — 16,0 pg/mL)
iceren 4 farkli icerige sahip standart ekleme ¢ozeltileri hazirlanmistir. Burada sadece
ilk standart ekleme ¢ozeltisine (SEO) B3, SB, PS ve KAF’1n standart ¢6zeltilerinden
ekleme yapilmamistir. Diger standart ekleme ¢ozeltilerinde ise eklenen 0,5 mL ticari
enerji (1) numunesine ek olarak her bir bilesene ait standart ¢ozeltilerden de ekleme
yapildi. SE1, SE2 ve SE3 standart ekleme ¢ozeltilerinde bulunan standart madde
konsantrasyonlar1 SE1 ¢ozeltisinde 5,0 pg/mL B3, 4,0 pg/mL SB, 4,0 pg/mL PS ve
4,0 pg/mL KAF; SE2 ¢ozeltisinde 10,0 pg/mL B3, 8,0 ug/mL SB, 8,0 pg/mL PS ve
8,0 ug/mL KAF ve SE3 ¢ozeltisinde 20,0 ng/mL B3, 16,0 ug/mL SB, 16,0 ng/mL
PS ve 16,0 pg/mL KAF olacak sekilde hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin deneysel tasarim
ve optimizasyonla belirlenen analiz kosullarinda kromatogramlari alinarak, bu
kromatogramlardan pik alanlar1 hesaplandi ve bu degerler kalibrasyon denkleminde
yerlerine konularak cozeltilerin igerisinde bulunan toplam B3, SB, PS ve KAF
miktarlar1 bulundu. Standart ekleme ¢ozeltilerinde bulunan toplam B3, SB, PS ve
KAF miktarlarindan enerji icecegi numune ilavesinin ¢ikarilmasiyla, eklenen ve
bulunan B3, SB, PS ve KAF miktarlar1 karsilastirildi. Standart ekleme deneyinde
farkli konsantrasyon seviyelerindeki her bir standart ekleme ¢ozeltisinin tigerli
tekrarlar halinde kromatografik cevaplari kaydedildi ve elde edilen kromatografik
cevaplarin ortalamalar1 alinarak enerji igecegi (II) numunesindeki B3, SB, PS ve
KAF’nin ayr1 ayr1 %geri kazanim ve BSS degerleri hesaplandi. Elde edilen standart
ekleme deneyi sonuglarna gore her bir maddenin geri kazanim degerleri B3 i¢in
%98, SB i¢in %99,8, PS i¢in %99,4 ve KAF icin %99,0; BSS degerleri ise B3 icin
%2,07, SB i¢in %1,54, PS i¢in %1,7 ve KAF i¢in %1,47 olarak bulundu. Standart

ekleme metodu ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.16’te sunulmustur.
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Cizelge 3.16. UPLC yo6nteminin standart ekleme numunelerine uygulanmasiyla elde edilen
sonuclar.

Eklenen (pg/mL) Bulunan (png/mL)
B3 SB PS KAF B3 SB PS KAF
FS 5 4 4 4 4,89 9,00 18,55 15,26
FS 10 8 8 8 9,83 8,94 18,18 15,18
FS 20 16 16 16 19,56 9,18 18,32 15,15

Geri kazanim (%)

97,9 101,7 97,4 99,4

98,3 98,3 1009 99,4

97,8 99,4 99,9 98,2
BSS (%)

2,66 2,10 1,82 2,30

2,33 1,04 1,51 1,62

1,21 1,48 1,77 0,49

BSS: Bagil Standart Sapma
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Bu doktora tez ¢aligmasinda, ticari enerji igecegi (I1) numunesinde B3, SB, PS
ve KAF bilesenlerinin es zamanli tayini i¢in uygulanan UPLC yonteminin
dogrulugunu ve segiciligini test etmek i¢in validasyon calismalarina ek olarak
yontemin sistem uygunluk parametreleri de degerlendirilmistir. Bu parametreler
(secicilik, kolonun pik ayirma kapasitesi, pik asimetrisi, segicilik, teorik tabaka
sayisi, kuyruklanma faktorii) UPLC cihazinda bulunan Acquity Waters Empower 2
programi ile hesaplanmistir. Sistem uygunluk parametreleri ve degerleri Cizelge

3.17°da verilmistir (B1yik, 2017; Ertekin Ozkan, 2021).

Cizelge 3.17. B3, SB, PS ve KAF karigiminin analizi i¢in gelistirilen UPLC ydntemlerine ait
sistem uygunluk testi sonuglari.

Sistem Uygunluk parametresi 1 2 3 4 Referans Deger
Secicilik (o) 1,34 1,27 1,40 >1
Kolon ayirma giicii (Rs) 4,82 4,51 7,15 >1,5

Pik asimetri 1,55 1,42 1,39 1,25 0,9-14
Kuyruklanma faktorii (T) 1,41 1,32 1,26 1,18 <2
Teorik tabaka sayist (N) 10600 11600 12800 13700 >2000
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UPLC Yénteminin Ticari Enerji Iicecegi (11) Analizine Uygulanmasi

Bu caligma ile gelistirilen yeni UPLC yontemi B3, SB, PS ve KAF iceren
sentetik karigimlara uygulanarak sistem valide edildi. Validasyon calismalarinda
tatmin edici sonuglar veren yeni UPLC tekniginin uygulanabilirligini test etmek
amaciyla, gelistirilen yontem B3, SB, PS ve KAF igeren ticari enerji igecegi (1)
numunesine (AK47) uygulandi. Bunun i¢in oncelikle, enerji igecegi (I11) numunesi
iyice ¢alkalandiktan sonra genis bir behere alindi1 ve ultrasonik banyoda 25 dk
boyunca degaze edildi. Bu sekilde gazi alinan enerji igecegi 0,20 pm goézenekli
naylon siringa filtre ile siiziildii ve ardindan bu siiziintiiden 0,5’er mL alinarak 0,1 M
HCI ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti viallere konuldu ve daha
sonra EDO metodolojisi ile belirlenen kosullar altinda, UPLC yontemi ile
kromatografik ayirim saglandi. Ticari enerji igecegi (I1)’nin igerisinde yer bulunan
B3, SB, PS ve KAF’in her birinin maksimum absorbans verdigi farkli dalga

boylarindaki kromatogramlari Sekil 3.10°da verilmistir.
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Sekil 3.10. UPLC yonteminin ticari enerji icecegi (1) numunesine uygulanmasiyla B3, SB,
PS ve KAF bilesenlerinin;
a) B3’iin maksimum absorbans verdigi 215,7 nm’deki dedeksiyonla,
b) SB’nin maksimum absorbans verdigi 223,9 nm’deki dedeksiyonla
) PS’nin maksimum absorbans verdigi 253,5 nm’deki dedeksiyonla ve
d) KAF’in maksimum absorbans verdigi 273,6 nm’deki dedeksiyonla elde edilen
kromatogramlari.
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Ticari enerji igecegi (1) icerisindeki B3, SB, PS ve KAF’in miktar tayinleri
icin ise tam faktoriyel tasarim ile belirlenen optimal kromatografik sartlar
kullanilarak analiz gergeklestirildi. Ticari enerji igecegi (I1)’den elde edilen
kromatografik veriler kalibrasyon grafiginde yerine konuldu ve buradan numunedeki
sOz konusu bilesenlerin miktar tayinleri gerceklestirildi. UPLC analizi sonucunda
bulunan B3, SB, PS ve KAF miktarlari ile ticari enerji icecegi (I1)’nin ambalajinda
belirtilen miktarlar karsilastirdi ve deneysel olan elde edilen miktarlarla ambalaj
tizerindeki miktarlarin uyum igerisinde oldugu goriildi. Enerji igeceginde
koruyucularin miktarlar1 (PS ve SB) belirtilmezken, B3 miktar1 8,0 mg/100 mL ve
KAF miktar1 en fazla 150 mg/L olarak belirtilmistir. B3 i¢in geri kazanim %100,25,
BSS degeri %1,86; KAF igin ise geri kazanim %101,27 ve BSS %0,73 bulunmustur.
(Cizelge 3.18).
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Cizelge 3.18. UPLC yonteminin ticari enerji i¢ecegi (ll) numunesine uygulanmasiyla

numunede bulunan B3, SB, PS ve KAF miktarlar1.

mg/100 mL
B3 SB PS KAF
1 7,92 9,04 17,90 15,04
2 8,09 9,25 18,69 15,09
3 8,16 9,33 18,38 15,30
4 7,93 9,38 18,69 15,40
5 7,84 8,79 18,56 15,18
6 7,93 8,83 18,39 15,19
7 8,30 9,03 17,95 15,16
8 8,13 8,92 18,69 15,29
9 7,85 8,87 17,89 15,09
10 8,00 9,18 18,32 15,15
X 8,02 9,06 18,35 15,19
SS 0,15 0,21 0,33 0,11
BSS 1,86 2,36 1,80 0,73
X : Aritmetik ortalama
SS : Standart sapma
BSS : Bagil standart sapma
Etiket degeri  : B3 miktar1 8 mg/100 mL, kafein (en fazla 150 mg/1), PS miktar belirtilmemis
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, ticari enerji igeceklerinde (ticari enerji igecegi (I) ve ticari
enerji igecegi (1)) bulunan ve dedeksiyon sinirlart igerisinde yer alan bilesenlerin
(B3, SB, PS ve KAF) es zamanl analizleri igin deneysel tasarim ve optimizasyon
metodolojisi ile yeni UPLC metodlart gelistirildi. Gelistirilen bu yontemler ile ticari
enerji icecegi (1)’de KAF ve PS’nin, ticari enerji igecegi (I1)’de ise B3, SB, PS ve
KAF’1n es zamanl analizleri gerceklestirildi. Literatiirde, ticari enerji igeceklerinde
bulunan s6z konusu bilesenlerin es zamanli tayinleri i¢in EDO metodolojisi ile
olusturulmus UPLC yontemlerinin olmadigi tespit edilmis ve literatiirdeki bu

eksikligi gidermek icin bu tez calismasi gerceklestirildi.

Bu doktora tez ¢alismasinda gelistirilen UPLC yontemlerinde analiz i¢in uygun
kromatografik sartlarin belirlenmesinde oncelikle deney iizerinde etkili olan faktorler
(kolon sicakligi, hareketli faz tampon yiizdesi ve hareketli faz akis hiz1) belirlendi ve
ardindan tam faktoriyel tasarim ile bu faktorlerin her birinin ii¢ farkli seviyesi (+1, 0
ve -1) ile 27 (3%) cesit deney tasarlandi (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.11). Daha sonra her
bir deneyin kromatografik cevaplarindan modelleme ile KCF degerleri hesapland: ve
analizlerde maksimum kromatografik ayirmanin saglandigi en kisa alikonma stiresi
belirlendi. Optimizasyon g¢aligmalarinin ardindan, belirlenen kromatografik sartlarla

yontemler valide edilerek ticari enerji icecegi numunelerine basariyla uygulandi.

Ticari enerji icecegi (1)’in analizinde, igecek igerisindeki maddelerden KAF ve
PS’nin kromatografik analizi i¢in yeni bir UPLC metodu gelistirilmesi hedeflendi.
UPLC yonteminin gelistirilmesi i¢in deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi
kullanildi. Ticari enerji igecegi (I) igin yapilan 6n g¢alismalarda, numune igerisinde
yer alan KAF ve PS disindaki diger bilesenlerin analiz iizerinde etkili olmadig
goriildii. Bu nedenle enerji igecegi (1)’in optimizasyon ¢alismalari numune tizerinden
gerceklestirildi. Optimizasyon c¢alismalarinda segilen faktorler kolon sicakligr (°C)
(X1), hareketli fazdaki tampon ¢ozelti (0,4 mL/L TEA igeren 0,1 M H3PO, ve
NaH,PO, karisimi, pH 2,15) yiizdesi (X2) ve hareketli faz akis hizi (mL/dk) (X3)
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faktorleridir ve cevap degiskeni olarak KCF degerleri kullanilmistir (Cizelge 3.2).
Tam faktoriyel tasarim ile belirlenen optimal kromatografik sartlar: kolon sicakligi
58,9 °C, hareketli faz igerisindeki tampon yiizdesi %59,3, hareketli faz icerisindeki
methanol yiizdesi %40,7 ve hareketli faz akis hiz1 0,24 mL/dk olarak belirlenmistir.

KAF ve PS karisimindan olusan kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak, tam
faktoriyel tasarim ile belirlenen optimum kosullarda her bir bilesik i¢in ayr1 ayr
regresyon denklemleri olusturuldu. Kalibrasyon egrisinin kesim noktasindan ve
standart sapmasindan her bir bilesen i¢in LOD ve LOQ degerleri hesaplandi (Cizelge
3.4). LOD degerleri KAF i¢in 0,18 pg/mL iken PS i¢in 0,20 pg/mL‘dir. LOQ
degerleri ise KAF i¢in 0,59 pg/mL ve PS i¢in ise 0,65 pg/mL‘dir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan KAF ve PS’nin giin i¢i ve giinler arasi ¢ozeltileri ve
standart ekleme ¢ozeltileri ile yontem, tekrarlanabilirlik, kesinlik, segicilik, geri
kazanim gibi parametreler agisindan valide edildi (Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ve
Cizelge 3.7). Validasyon ¢alismalarinda %geri kazanim, KAF i¢in %100,7 ve PS i¢in
%100,5, standart sapma (SS), KAF icin 1,49 ve PS i¢in 2,03 ve bagil standart sapma
(BSS), KAF igin 1,48 ve PS i¢in 2,02 olarak hesapland1 (Cizelge 3.5). Validasyon
calismalarindan elde edilen sonuglar, ticari enerji icecegi numunesinde yer alan KAF
ve PS disindaki hi¢ bir bilesigin analiz lizerine girisimde bulunmadigini gostermesi
acisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Yontem, KAF ve PS igeren enerji igecegi (I)
numunesine basariyla uygulandi ve uygulanan yontemle bulunan miktarlarla,
numunenin ambalaji {izerinde belirtilen miktarlarin uyumlu oldugu goriildii (Cizelge
3.9). Ticari enerji icecegi (I) igerisindeki PS ve KAF’in es zamanli analizi igin
gelistirilen UPLC yontemi yalnizca validasyon calismalari ile degil ayn1 zamanda
secicilik, kolon ayirma giicli, kuyruklanma faktorii gibi sistem uygunluk
parametreleri agisindan da degerlendirildi ve bu parametrelerin referans degerlere

uygun oldugu goriildii (Cizelge 3.8).

Ticari enerji igecegi (1) analizinde tam faktoriyel tasarim ile B3, SB, PS ve
KAF bilesiklerinin es zamanli tayinleri i¢in yeni bir UPLC metodu tasarlandi. Enerji
icecegi numunesi (1) igerisindeki B3, SB, PS ve KAF bilesenlerinin es zamanl

analizini saglayan optimum kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in deneysel
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tasarim ve optimizasyon metodolojisi kullanildi ve bu numune i¢in gergeklestirilen
bir takim 6n deneylerle deney iizerine etkili faktorler belirlendi (Cizelge 3.10).
Deneyde etkili olan bu faktorlerin (kolon sicakligi, hareketli fazdaki 0,5 mL/L TEA
igeren 0,08 M (NH,4),CO3 yiizdesi ve hareketli faz akis hiz1) oldugu belirlendi.

Daha sonra her bir faktoriin yiiksek (+1), orta (0) ve diisiik (-1) seviyelerinin
kombinasyonu ile 3 faktorli ve 3 seviyeli (3% 27 farkli deneysel tasarim plam
olusturuldu (Cizelge 3.11). Kromatografik kosullari birbirinden farkli olan 27
deneyin her birinden alinan kromatografik cevaptan KCF degerleri hesaplandi. KCF
degerleri ile B3, SB, PS ve KAF bilesenlerinin es zamanli analizleri i¢in en kisa
alikonma zaman araliginda maksimum kromatografik ayirmanin saglandigi optimum
kromatografik kosullar belirlendi. Bu sartlar; akis hiz1 0,25 mL/dk., kolon sicakligi
52,7 °C ve hareketli faz igerisindeki 0,5 mL/L TEA igeren 0,08 M (NH,;),CO;
yiizdesi %>51,2, hareketli faz igerisindeki methanol yiizdesi %24,8, hareketli faz
igerisindeki su miktar1 %24,0 ve enjeksiyon hacmi 0,8 uL olarak belirlendi. B3, SB,
PS ve KAF bilesenlerinin analizi i¢in 6ncelikli olarak her bir bilesenin maksimum
absorbans yaptig1 dalga boylarindaki dedeksiyonla (B3 i¢in 215,7 nm, SB i¢in 223,9
nm, PS i¢in 253,5 nm ve KAF i¢in 273,6 nm) ayr1 ayr kalibrasyon denklemleri
olusturuldu (Cizelge 3.13). Daha sonra bu denklemlere uygulanan bir takim
matematiksel iglemler ile regresyon analizi yapildi. Kalibrasyon denklemlerinden B3,
SB, PS ve KAF’1n her biri i¢in LOD ((B3 i¢in 1,00 pg/mL, SB i¢in 1,37 pg/mL, PS
icin 0,84 pg/mL ve KAF i¢in 1,01 pg/mL) ve LOQ (B3 icin 3,34 pg/mL, SB i¢in
4,55 pg/mL, PS i¢in 2,80 ug/mL ve KAF i¢in 3,37 pg/mL) degerleri hesaplandi.
Gelistirilen UPLC metodunun dogrulugu ve kesinligi validasyon c¢alismalari ile test
edildi. Bu calismalarla her bir bilesenin geri kazanimi (B3 i¢in %101,2, SB i¢in
%99,9, PS i¢in %99,2 ve KAF i¢in %99,6), standart sapmas1 (B3 igin 2,49, SB i¢in
1,78, PS i¢in 1,90 ve KAF icin 1,37) ve %bagil standart sapma degerleri (BSS)
degerleri (B3 i¢in 2,46, SB igin 1,79, PS i¢in 1,92 ve KAF igin 1,38) bulundu
(Cizelge 3.14). Gelistirilen UPLC yonteminin giin i¢i ve giinler arasi ¢ozeltilerine
uygulanmasiyla yontemin tekrar edilebilirligi ve dogrulugu test edilmistir (Cizelge
3.15). Standart ekleme c¢ozeltilerinden elde edilen sonuglar, calisilan dalga

boylarinda, ticari enerji i¢cecegi (I1) numunesi i¢erisinde yer alan B3, SB, PS ve KAF
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disindaki diger bilesenlerin analiz iizerinde etkili olmadigint gostermistir (Cizelge
3.16). Gelistirilen UPLC yonteminin giivenilirligini ve dogrulugunu test etmek i¢in
sistem uygunluk parametreleri UPLC sistemine ait Empower yazilimi ile
hesaplanmis ve elde edilen sonuglarin referans degerlere uygun oldugu gorilmistiir
(Cizelge 3.17). Optimize edilereck valide edilen yontemin dogrulugu ve
uygulanabilirliginin test edilmesi i¢in yontem igerisinde B3, SB, PS ve KAF iceren

ticari enerji icecegi (11)’ye uygulanmistir (Cizelge 3.18).

Deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi ile gelistirilmis olan UPLC
yontemleriyle, ticari enerji igeceklerindeki KAF,-PS ve B3-SB-PS-KAF
bilesenlerinin kalite kontrol ve rutin analizlerinde daha hizli, ekonomik, kolay, dogru
ve kesin analiz sonuglari elde edildi. Gelistirilen yontemler ile elde edilen veriler tez

icerisinde ¢izelgeler halinde sunuldu.

Bu doktora tez ¢alismasi, 6nerilen yontemlerin sadece gida endiistrisinde degil
ayni zamanda ila¢ endiistrisinde de birden fazla bilesen igeren kompleks numunelerin
ayn1 anda analizi i¢in ¢evre dostu, zaman ve ekonomik agidan kazang saglayan,

kolay uygulanabilir alternative yontemler oldugunu gostermistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu doktora tez ¢alismasi, toplum tarafindan yaygin bir bigimde tiiketilen ve
ciddi saglik sorunlarina neden olan ticari enerji iceceklerinin igerisinde yer alan ve
insan saglig1 iizerinde etkili olan bilesenlerin es zamanli kantitatif analizleri icin
literatiirde daha oOnce rastlanmayan yeni UPLC metodlarmin gelistirilmesini
amagladi. Bu ¢alismada gelistirilen yeni yontemlerle, ticari enerji igecegi (I) ve ticari
enerji icecegi (II) olmak f{izere iki farkli ¢esit enerji igeceginin igerisindeki
bilesenlerin ayni anda analizi gerceklestirildi. UPLC metodlarinin gelistirilmesinde,
bir deneysel tasarim ve optimizasyon metodolojisi olan tam faktoriyel tasarimdan
(FFD) yararlanildi ve FFD ile elde edilen cevap yiizey metodolojilerine dayanarak,
deneylerin her biri i¢in en uygun (kisa analiz siiresi ve iyi bir kromatografik ayirim)
optimize edilmis kromatografik sartlar belirlendi. Enerji icecekleri gibi hiper
kompleks iirlinlerin cevap yiizey metodolojisiyle optimizasyonunda, faktorlerin
secimi, bu faktorlere ait deneysel araliklarin belirlenmesi ve bu deneysel araliklara
dayanarak deney tasariminin olusturulmasi zaman alict ve maliyetli islemlerdir. Bu
nedenle, bu tez calismasi sonucunda onerilen yeni UPLC yontemleri gida ve ilag
endiistrilerinin, bu tezin konusu olan bilesenlerin (B3, SB, PS ve KAF) es zamanlh
analizlerinde dogrudan kullanabilecekleri giivenilir, dogru ve kolay uygulanabilir

yontemler olma 6zelligine sahip oldugu saptanmustir.

Gelistirilen her iki yontemde de numunelere herhangi bir 6n ayirma islemi
uygulanmamis olup, literatiirlerde rapor edilen yontemlerle kiyaslandiginda tezde
Onerilen yontemlerin diger yontemlere gore daha hizli, kesin, dogru ve giivenilir
sonuglar verdigi agiktir. Bu yontemler gida endiistrisinde KAF-PS ve B3-SB-PS-
KAF igeren ticari enerji i¢eceklerinin es zamanli, kalite kontrol ve rutin analizleri
icin, hizli ve kolay uygulanabilir yontemler olmasi nedeniyle tercih sebebi
olacaklardir. Bu tez ¢alismasi bu bilesenleri igeren {iriinler i¢in mevcut ve yapilacak

olan tiim ¢aligmalara kaynak olma 6zelligine sahiptir.
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OZET

Ticari Enerji Iceceklerindeki Bilesenlerin Kantitatif Analizleri icin Kemometrik
Optimizasyon Metodolojisi Kullanilarak Asir1  Yiiksek Performansh  Sivi
Kromatografisi Yontemlerinin Gelistirilmesi

Gilinlimiizde ticari enerji igecekleri insanlar, 6zellikle de gencler tarafindan 6nemli
Olciide tiiketilmektedir. Bu nedenle bu iirlinlerin Kkaliteleri, kalite kontrolleri ve rutin
analizleri insan sagligr ve gida sektorii agisindan oldukga ilgi g¢ekicidir. Ayrica bu enerji
iceceklerinin igerikleri de giin gectikce degismektedir. Bu durum, gida endiistrisinde ¢alisan
bilim insanlari ve analistleri, ticari enerji iceceklerinin igerigini dogru bir sekilde tespit
edebilmek igin yeni analitik yontemler gelistirmeye veya eski analitik yontemleri
giincellemeye zorlamaktadir.

Bu doktora tezinde, deneysel tasarim ve optimizasyon prosediirleri kullanilarak iki
farkli ticari enerji iceceginde (ticari enerji icecegi (I) ve ticari enerji icecegi (II)), PDA
sistemi tarafindan tespit edilebilen bilesenlerin es zamanli kantitatif analizleri i¢in yeni
UPLC yontemleri gelistirilmistir. UPLC yontemlerinin deneysel tasarim ve optimizasyon
metodolojisi ile gelistirilmesinde, ii¢ faktorlii ii¢ seviyeli tam faktdriyel tasarim (FFD)
kullanilmugtir. 11k ticari enerji igeceginde (I) kafein (KAF) ve Potasyum sorbat (PS) analizi
icin yapilan 6n deneylerde, kromatografik cevabi etkileyen onemli faktorler ve bunlarin
etkilesimleri olarak kolon sicakligi, akis hizi ve mobil fazdaki tampon yiizdesi bulundu. Bir
sonraki asamada, faktorlerin seviyeleri belirlenmis ve ardindan 3° tam faktoriyel tasarim
matrisinin kromatogramlari, 284 nm dalga boyunda PDA tespiti ile kaydedilerek
kromatografik cevap faktorii (KFC) degerleri elde edilmistir. Tasarim matrisi ve KCF
degiskenleri arasindaki iligkiden ikinci dereceden bir denklem hesaplandi ve ardindan
optimum kromatografik kosullar1 elde etmek i¢in ¢oziildii. Ticari enerji igecegi (I)'in UPLC
analizi i¢in, optimum kromatografik sartlar, kolon sicakligi 58,9 °C, mobil fazdaki tampon
yiizdesi %59,3 ve akig hiz1 0,24 mL/dk olarak bulundu. Yukaridaki kosullar altinda,
numunelerdeki KAF ve PS'nin ayrilmasi, 0.4 mL trietilamin (TEA)/L varliginda metanol ve
0.1 M H3PO, tamponu, pH 2.15 (59.3:40.7, v/v) iceren bir mobil faz kullanilarak, Waters
Acquity® BEH Cyg kolonu (100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7 um) iizerinden gergeklestirildi.

[k ticari enerji iceceginin analizinde oldugu gibi, ikinci ticari enerji icecegindeki (II)
dort bilesigin (niasin (B3), sodyum benzoat (SB), PS ve KAF) analizi igin yeni bir UPLC
yontemi gelistirildi. Tkinci ticari enerji icecegindeki (IT) dort bilesigin miktarimin belirlenmesi
icin UPLC yonteminin gelistirilmesinde, ayn1 kromatografik faktorler (kolon sicakligi, mobil
fazdaki tampon yiizdesi ve akis hiz1) ii¢ seviyeli ve ii¢ faktorli tam faktoriyel tasarim
kullanilarak optimize edildi. Ikinci ticari enerji iceceginin kantitatif analizinde, optimum
kromatografik kosullar kolon sicakligi i¢in 52,7 °C, mobil fazdaki tampon igerigi ylizdesi
icin %24 ve akis hiz1 i¢in 0,25 mL/dak olarak belirlenmistir. Enerji icecegi numunesi (I1)'de
B3, SB, PS ve KAF'nin kromatografik ayrimi, 0,5 mL TEA/L varliginda 0,08 M (NH,4),CO3,
H,O ve metanol (24: 24,8: 51,2, v/v/v) iceren bir mobil faz sistemi kullanilarak Waters
Acquity ® BEH Cyg kolonu (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 um) ile gerceklestirildi. Yukaridaki
kromatografik kosullar altinda, tam faktoriyel tasarim numunelerinin kromatogramlari, 230
nm dalga boyunda PDA tespiti ile elde edildi. KCF degerleri, kaydedilen kromatogramlardan
hesaplandi. Daha sonra, KCF ve tasarim matrisi degiskenleri arasindaki regresyon analizi
kullanilarak ikinci dereceden denklem hesapland:. Ikinci dereceden denklem ¢oziildiikten
sonra optimum kromatografik kosullar elde edildi. Yukarida bahsedilen deneysel UPLC
kosullarinda 2,0-26,0 pg/mL ve 4,0-28,0 pg/mL lineer konsantrasyon araliginda KAF ve PS
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iceren kalibrasyon numunelerinin kromatogramlari, sirasiyla maksimum dalga boyuna
karsilik gelen 272,4 ve 262,9 nm'de PDA tespiti ile kaydedildi. Konsantrasyon ve pik
alanlar1 arasindaki iligki kullanilarak, her bir bilesik i¢in yiiksek bir korelasyon katsayisina
sahip (her iki bilesik i¢in 1.0) bir lineer regresyon denklemi elde edildi. Kalibrasyon
egrisinin kesim noktasinin standart sapmasindan, gézlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin sinir
(LOQ) degerleri KAF igin sirasiyla 0,18 pg/mL ve 0,59 pg/mL ve PS igin 0,20 pg/mL ve
0,65 png/mL olarak hesaplandi. Daha sonra optimize edilmis UPLC yontemi, test numuneleri
(bagimsiz test numuneleri, giinler aras1 ve giin i¢i numuneler ve standart ekleme numuneleri)
analiz edilerek valide edilmistir. Tatmin edici yiizde geri kazanim sonuglari elde edildi (KAF
icin %100,7 ve PS igin %100,5). Validasyon g¢alismalarindan elde edilen sonuglar, yeni
gelistirilen yontemin tekrarlanabilir, kesin, dogru, secici ve uygulanabilir bir ydntem
oldugunu ortaya koymustur. Son olarak gelistirilen yontem KAF ve PS'den olusan ticari
enerji igecegi (I) numunesinin analizine uygulanmistir. Elde edilen sonuglar, {iriin etiketinde
belirtilen miktar ile uyumluydu.

Ikinci enerji icecegi orneginde (1) B3, SB, PS ve KAFnin yukarida belirtilen
kromatografik UPLC kosullar1 altinda es zamanli analizi i¢in, B3, SB, PS ve KAF igeren
kalibrasyon numunelerinin kromatogramlari, 5.0-25.0 ug/mL, 4.0-20.0 ug/mL, 6.0-30.0
ug/mL, and 5.0-25.0 pg/mL lineer konsantrasyon araliginda, maksimum dalga boyuna
karsilik gelen dalga boylarinda sirasiyla 215.7, 223.9, 253.5, and 273.6 nm'de PDA tespiti ile
kaydedildi. B3, SB, PS ve KAF'nin konsantrasyon ve pik alanlar1 arasindaki iligki
kullanilarak, her bir bilesik i¢in yiiksek korelasyon katsayili (B3 igin 0.9994, SB igin 0.9982,
PS icin 0.9996 ve KAF igin 0.9996) lineer regresyon denklemleri iiretildi. B3, SB, PS ve
KAF'nin LOD ve LOQ degerleri, kalibrasyon egrisinin standart sapmasi ve kesim noktasi
kullanilarak hesaplandi ve B3 i¢in 1,00 pg/mL ve 3,34 ug/mL, SB i¢in 1.37 ug/mL ve 4.55
ug/mL, PS i¢in 0.84 pg/mL ve 2.80 pg/mL ve KAF igin 1.01 pg/mL ve 3.37 ug/mL olarak
bulundu. B3, SB, PS ve KAF'nin eszamanl analizi igin yeni gelistirilen UPLC y6nteminin
validasyonu, test numuneleri (bagimsiz test numuneleri, giin i¢i ve glinler aras1 numuneler ve
standart ekleme numuneleri) kullanilarak gergeklestirildi. Yiizde geri kazanim sonuglar1 B3,
SB, PS ve KAF i¢in sirasiyla %101,2, %99,9, 9%99.,2 ve %99,6 olarak elde edildi. Bu
sonuclar, bu yontemin B3, SB, PS ve KAF'nin es zamanli analizi i¢in segici, dogru ve
giivenilir bir yontem oldugunu gdstermistir. Son olarak gelistirilen yontem, ticari enerji
icecegi (II) numunesindeki dort bilesigin es zamanh analizine uygulanmis ve tatmin edici
sonuclar elde edilmistir. Deneysel analiz sonuclar1 ile ticari enerji igeceginin (II) beyan
edilen etiketi arasinda iyi bir uyum gozlendi.

Bu doktora tezi, optimize edilmis ve onaylanmig UPLC yontemlerinin, analiz edilen
enerji igeceklerindeki s6z konusu bilesiklerin kalite kontrolii ve rutin analizi i¢in alternatif
yontemler olarak kullanilabilecegini ortaya koydu.

Anahtar Sozciikler: Deneysel Tasarim ve Optimizasyon, Kafein, Niasin, Potasyum Sorbat,
Sodyum Benzoat, Tam Faktoriyel Tasarim, UPLC.
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SUMMARY

Development of Ultra High Performance Liquid Chromatography Methods Using
Chemometric Optimization Methodology for Quantitative Analysis of Ingredients in
Commercial Energy Drinks

Today, commercial energy drinks have been dramatically consumed by people, especially
teenagers. For this reason, their quality, quality control, and routine analysis are very
interesting in terms of human health and the food industry. In addition, the content of these
energy drinks has changed day by day. This situation forces scientists and analysts working
in the food industry to develop new analytical methods or update old analytical methods to
correctly detect the content of commercial energy drinks.

In this doctoral thesis, new UPLC methods were developed for the simultaneous quantitative
analysis of ingredients, which can be detected by the photodiode arrays (PDA) system, in
two different types of commercial energy drinks (commercial energy drink (I) and
commercial energy drink (11)) using experimental design and optimization procedures. In the
development of the UPLC methods with experimental design and optimization methodology,
full factorial design (FFD) with three factors three levels was used. In the preliminary
experiments for the analysis of caffeine (CAF) and potassium sorbate (PS) in the first
commercial energy drink (1), the significant factors and their interactions, which affect on the
chromatographic response, were found as column temperature, flow rate, and percentage of
buffer in the mobile phase. In the next step, factors’ levels were determined, and then the
chromatograms of the 3° full factorial design matrix were recorded with the PDA detection at
the wavelength of 284 nm to obtain ICRF values. A second-order equation was computed
from the relationship between the design matrix and ICRF variables and then was solved to
get optimal chromatographic conditions. For the UPLC analysis of the commercial energy
drink (1), the optimal chromatographic conditions were found to be the column temperature
of 58.9 °C, the percentage of the buffer system in the mobile phase of 59.3%, and the flow
rate of 0.24 mL/min. Under the above conditions, the separation of CAF and PS in samples
was carried out on the Waters Acquity ® BEH Cyg column (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 pm)
using a mobile phase containing MeOH and 0.1 M H3PO, buffer, pH 2.15 (59.3:40.7, v/v) in
the presence of the 0.4 mL triethylamine (TEA)/L.

As in the analysis of the first commercial energy drink (1), a new UPLC method was
improved for the analysis of four compounds (niacin (B3), sodium benzoate (SB), PS, and
CAF) in the second commercial energy drink (II). The same chromatographic factors
(column temperature, percentage of buffer in the mobile phase, and flow rate) were
optimized using the full factorial design with three factors at three levels for the UPLC
method development for the quantitation of four compounds in the second commercial
energy drink (11). In the quantitative estimation of the second commercial energy drink,
optimal chromatographic conditions were determined as 52.7 °C for the column temperature,
%24 for the percentage of the buffer content in the mobile phase and 0.25 mL/min for the
flow rate. The chromatographic separation of B3, SB, PS, and CAF in energy drink sample
(1) was performed by Waters Acquity ® BEH Cig column (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 pm)
using a mobile phase system containing 0.08 M (NH,),CO3, H,O, and methanol (24: 24.8:
51.2, vivIv) in the presence of 0.5 mL TEA /L. Under the above chromatographic conditions,
the chromatograms of the full factorial design samples were obtained by using the PDA
detection at the wavelength of 230 nm. ICRF values were calculated from the recorded
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chromatograms. Then, the second-order equation was calculated using the regression
analysis between the ICRF and design matrix variables. After solving the second-order
equation, optimal chromatographic conditions were obtained.

Under the above-mentioned experimental UPLC conditions, the chromatograms of the
calibration samples containing CAF and PS in the linear concentration range of 2.0-26.0
ng/mL and 4.0-28.0 ug/mL were recorded with the PDA detection at 272.4 and 262.9 nm,
which correspond to maxima of wavelength, respectively. A linear regression equation for
each compound was obtained using the relationship between concentration and peak areas
with a high correlation coefficient (1.0 for both compounds). From the standard deviation of
the intercept of the calibration curve, the limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ) values were calculated as 0.18 pg/mL and 0.59 pg/mL for CAF and 0.20 ug/mL and
0.65 ug/mL for PS, respectively. Then, the optimized UPLC method was validated by
analyzing test samples (independent test samples, inter-day and intra-day samples, and
standard addition samples). Satisfactory percent recovery results were obtained (100.7% for
CAF and 100.5% for PS). The results obtained from the validation studies revealed that the
newly developed method is a reproducible, precise, accurate, selective, and applicable
method. Finally, the developed method was applied to the analysis of the commercial energy
drink (1) sample consisting of CAF and PS. The obtained results were compatible with the
amount specified on the label of product.

For the simultaneous analysis of B3, SB, PS and CAF in second energy drink sample (1),
under the above-mentioned chromatographic UPLC conditions, the chromatograms of the
calibration samples containing B3, SB, PS and CAF in the linear concentration range of 5.0-
25.0 pg/mL, 4.0-20.0 pg/mL, 6.0-30.0 pg/mL, and 5.0-25.0 pg/mL were recorded with the
PDA detection at 215.7, 223.9, 253.5, and 273.6 nm, which correspond to maxima of
wavelength, respectively. Using the relationship between concentration and peak areas of the
B3, SB, PS and CAF, linear regression equations with high correlation coefficients (0.9994
for B3, 0.9982 for SB, 0.9996 for PS and 0.9996 for CAF) were generated for each
compound. The LOD and LOQ values of B3, SB, PS and CAF were calculated using the
standard deviation and intercept of the calibration curve and were found to be 1.00 pg/mL
and 3.34 pg/mL for B3, 1.37 pg/m L and 4.55 pg/mL for SB, 0.84 pug/mL and 2.80 pg/mL
for PS,and 1.01 pg/mL and 3.37 ug/mL for CAF, respectively. Validation of the newly
developed UPLC method for the simultaneous analysis of B3, SB, PS, and CAF was
performed by using test samples (independent test samples, inter-day and intra-day samples,
and standard addition samples). The percent recovery results for B3, SB, PS, and CAF were
obtained as 101.2%, 99.9%, 99.2% and 99.6%, respectively. These results showed that this
method is a selective, accurate, and reliable method for the simultaneous analysis of B3, SB,
PS, and CAF. Finally, the developed method was applied to the simultaneous analysis of
four compounds in commercial energy drink (1) sample and satisfactory results were
obtained. A good agreement was observed between experimental analysis results and the
claimed label of the commercial energy drink (11).

This doctoral thesis revealed that the optimized and validated UPLC methods can be used as
alternative methods for the quality control and routine analysis of the subject matter
compounds in the analyzed energy drinks.

Keywords: Experimental Design and Optimization, Caffeine, Niacin, Potassium Sorbate,
Sodium Benzoate, Full Factorial Design, UPLC
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