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ÖNSÖZ 

Bu doktora tez çalıĢmasında, bileĢenlerin kantitatif tayinleri için yeni aĢırı 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi (ultra high performance liquid 

chromatography   UPLC) yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. UPLC yönteminin 

geliĢtirilmesinde kemometrik deneysel tasarım optimizasyon yöntemi kullanılmıĢtır. 

Optimum kromatografik koĢulların belirlenmesi için değiĢik parametreler üzerinde 

çalıĢılmıĢ (sıcaklık, hareketli faz akıĢ hızı ve hareketli faz içerisindeki tampon 

yüzdesi) ve bu parametrelerin kromatografik ayırma cevabı üzerine etkileri 

araĢtırılmıĢtır. Deneysel tasarım optimizasyon metodolojisiyle belirlenen optimum 

deneysel Ģartlarda yöntem üzerine validasyon çalıĢmaları yapılmıĢ ve bu yolla 

yöntemlerin geçerlilikleri kanıtlanmıĢtır. Daha sonra, optimize ve valide edilerek 

geliĢtirilen yöntemler iki farklı ticari enerji içeceklerindeki bileĢenlerin analizine 

baĢarıyla uygulanmıĢtır. 
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1. GĠRĠġ 

Enerji içecekleri, vücudumuzda fizyolojik etkileri olan, bir veya daha fazla 

fonksiyonel madde içeren ve özel olarak tasarlanmıĢ ürünlerdir (Hu ve ark., 2018; 

Ruyi ve Chenggang, 2016). Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığının 2017/4 sayılı 

Enerji Ġçecekleri Tebliği, enerji içeceklerini, ―Kafein içeren, taurin, glukoronolakton, 

inositol, karbonhidrat, aminoasitler, vitaminler, mineraller ve diğer gıda ve 

bileĢenlerini içerebilen, aromalandırılmıĢ alkolsüz içecekler‖ olarak tanımlamıĢtır 

(Türk Gıda Kodeksi Enerji Ġçecekleri Tebliği, 2017). 

Enerji içecekleri" ilk olarak 1960'lı yıllarda Avrupa ve Asya'da ortaya çıkmıĢ 

olsa da, ürün çeĢitliliğinin hızla artması ve insanlar, özellikle de gençler ve ergenler 

tarafından yaygın bir biçimde kullanılmaya baĢlanması, "Red Bull"un 1987'de 

Avusturya'da ve 1997'de ABD'de piyasaya sürülmesi ile gerçekleĢmiĢtir (Reissig ve 

ark., 2009). Türkiye‘de enerji içecekleri tüketimi ilk kez 1990‘lı yılların sonuna 

doğru, tek ürün olan Red Bull ile baĢlamıĢ ve bugün 40‘ın üzerinde ürün çeĢidi ile 

artmaya devam etmiĢtir (Avcı, 2017). 

Asya-Pasifik, Kuzey Amerika, Batı Avrupa, Güney Amerika, Doğu Avrupa, 

Orta Doğu ve Afrika‘yı kapsayan bir rapora göre küresel enerji içecekleri pazarının, 

2022'de 58,48 milyar dolardan 2023'te %7,5 bileĢik yıllık büyüme oranıyla (CAGR) 

62,89 milyar dolara yükseldiği ifade edilmektedir. Yine aynı rapora göre bu oranın 

devam ederek büyümesi beklenmektedir. Enerji içecekleri tüketiminin her geçen gün 

artması ve buna bağlı olarak artan vaka raporları, zehir kontrol merkezlerine yapılan 

çağrılar, acil servis baĢvurularındaki artıĢ, ülkelerin otoritelerini bu içeceklerin 

içerikleri konusunda yasal düzenlemeler yapmaya zorlanmıĢtır (Gurley ve ark., 2015; 

Seifert ve ark., 2013). Enerji içeceklerinin içeriğinin düzenlenmesi, ülkeden ülkeye 

farklılık göstermektedir (Heckman ve ark., 2010; Research and Markets, 2023).  

 Örneğin; ABD‘de enerji içeceklerindeki kafein miktarına dair bir sınırlama 

bulunmazken (Heckman ve ark., 2010), Türkiye‘de 2017/4 sayılı Türk Gıda Kodeksi 
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Enerji Ġçecekleri Tebliği‘ne göre bir enerji içeceğinde bulunabilecek maksimum 

kafein miktarı 150 mg/L‘dir. Türk Gıda kodeksinde enerji içeceklerinde bulunan 

diğer bileĢenlere ait sınırlama ise Ģu Ģekildedir: glukoronolakton 20 mg/L, inositol 

100 mg/L ve taurin 800 mg/L (Türk Gıda Kodeksi Enerji Ġçecekleri Tebliği, 2017). 

Piyasada benzer içeriğe sahip çok çeĢitli enerji içeceği bulunmaktadır. Bu 

içecekler temelde ortak olarak kafein ve taurin içerirler fakat içeceklerdeki bu 

maddelere ek olarak Ģekerler (Ģekersiz markalar da mevcuttur), vitaminler, koruyucu 

maddeler, renklendiriciler, guarana, vb. pek çok madde de eklenmiĢtir. Enerji 

içecekleri pazar payının, her geçen gün artması üreticiler arasında rekabete neden 

olmuĢ ve bunun sonucu olarak da üreticiler yeni müĢteriler çekmek, satıĢalarını 

arttırmak ve rekabette üstünlük elde edebilmek için enerji içeceklerine yeni tatlar 

katmıĢlardır. Türkiye‘de ticari enerji içecekleri pazarında yer alan çok sayıda değiĢik 

içeriklere sahip ürünler bulunmaktadır.  

Enerji içecekleri, yutulduktan sonra, gastrointestinal sistem tarafından hızlıca 

ve tamamen emilirek vücuda dağılırlar (Nadeem ve ark., 2021). Enerji içeceği 

üreticileri, ürünlerin raf ömrünü uzatmak, tatlandırmak ve daha fonksiyonel hale 

getirmek için ürünlerinin içeriğini zenginleĢtirirler (Hu ve ark., 2018; Ruyi ve 

Chenggang, 2016). Enerji içeceklerinin içerisine bu amaçla vitaminler (niasin, 

piridoksin gibi suda çözünen vitaminler), koruyucular (sıklıkla benzoik ve sorbik 

asitler ve bunların tuzları), tatlandırıcılar (asesülfam-K, sorbitol, vb.), renklendiriciler 

(allura red, brillant mavisi), kafein, glukuronik asit, taurin ve bitki ekstreleri eklenir. 

Enerji içeceklerinde bulunan bu maddelerin her birinin insan vücudunda farklı etki 

mekanizmaları bulunmaktadır. Örneğin; kafein beyinde norepinefrin, dopamin ve 

serotonin salınımına ve dolaĢımdaki katekolaminlerin artmasına neden olan adenozin 

reseptörlerinin antagonizması olarak etki eder (Nadeem ve ark., 2021). Niasin, 

kandaki yüksek yoğunluklu lipoprotein düzeylerini arttırarak kardiyovasküler 

hastalık riskini azaltır. Ayrıca, vücudun adrenal bezlerde ve vücudun diğer 

kısımlarında cinsiyet ve stresle ilgili çeĢitli hormonlar üretmesine yardımcı olur 

(Ameta ve Singh, 2014). 
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Son yıllarda insanların iĢ temposunun artması ve kiĢilerin bu tempoya ayak 

uydurabilmek amacıyla daha fazla enerjiye ihtiyaç duyması, enerji içeceği 

tüketiminin de artmasına neden olmuĢtur. Ġnsanları bu içecekleri kullanmaya 

yönelten diğer nedenlerden bazıları ise; fiziksel dayanıklılığı, konsantrasyon düzeyini 

ve psikomotor iĢlevlerin düzeyini arttırmak, uykudan kaçınmak, susuzluğu gidermek 

ve metabolizmayı uyarmaktır (Aydın ve Dede, 2016; Chita ve ark., 2010; Medina ve 

ark., 2020; Zielinska ve ark., 2022).  

Ticari enerji içeceklerinin olumlu etkilerinin yanı sıra; uykusuzluk, stress, 

depresif ruh hali, sinirlilik, karaciğer ve sinir hasarı, gastrointestinal hastalıklar gibi 

olumsuz etkileri de bulunmaktadır (Nadeem ve ark., 2021; Wolk ve ark., 2012). 

Ayrıca insan sağlığı açısından ciddi riskler barındırmaktadır. Yapılan çalıĢmalar 

göstermiĢtir ki, bu risklere neden olan maddeler arasında taurin, kafein ve Ģeker baĢta 

gelmektedir (Zielinska ve ark., 2022). Bu etkiler enerji içeceğinin içerisinde bulunan 

bileĢiklerin miktarına göre farklılık göstermektedir ve bu olumsuz etkilere genellikle 

aĢırı tüketim durumunda rastlanmaktadır. Özellikle genç nüfusu hedef alan bu 

içeceklerin denetlenmesi ve takibi oldukça zordur. Denetimin yeterli düzeyde 

olmaması, bu ürünlerin sayısının ve çeĢidinin her geçen gün kontrolsüz bir biçimde 

artmasına neden olmaktadır. 

Ticari enerji içeceklerinin içeriğindeki maddelerin insan sağlığı açısından 

hayati öneme sahip olması, bu içeceklerin kalite kontrollerinin yapılmasını ve 

güvenirliliklerinin araĢtırılmasını zorunlu hale getirmiĢtir. Bu amaçla, pek çok analiz 

yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Fakat bu içeceklerin ürün içeriğinin sürekli güncellenerek 

değiĢmesi ve zenginleĢmesi, geliĢtirilmiĢ olan analiz yöntemlerinin pek çoğunun da 

etkisiz hale gelmesine neden olmuĢtur. Bu durum ticari içeceklerinin kalite kontrol 

ve rutin analizleri için yeni analiz yöntemlerinin geliĢtirilmesi zaruriyetini 

doğurmuĢtur.  Ticari enerji içecekleri gibi kompleks yapılı numune analizlerinde, 

numunede bulunan bileĢiklerin benzer kimyasal yapıda olmaları, piklerin örtüĢmesi, 

numune matrisinin analiz üzerine giriĢimde bulunması gibi pek çok nedenlerden 

dolayı klasik analiz yöntemleri ile numunedeki istenen bileĢen(ler)in analizi 

zorlaĢmaktadır. Æoğu zaman klasik analiz yöntemlerinde bir numunedeki bileĢiği 
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analiz etmek için ekstra ön iĢlemler gerçekleĢtirilir. Bu durum analiz süresinin 

uzamasına, daha fazla iĢ gücüne ve daha fazla madde harcanarak analizin daha da 

maliyetli olmasına neden olur. Ayrıca ön iĢlem basamaklarının artması analizin 

doğruluğunun ve seçiciliğinin azalmasına da neden olur. Tüm bu yöntemlerin 

getirmiĢ olduğu dezavantajların üstesinden gelmek için araĢtırmacılar bu yöntemlere 

alternatif olarak yüksek performanslı sıvı kromatografisi (high performance liquid 

chromatography   HPLC) yöntemini tercih etmiĢlerdir. HPLC yöntemi, numunedeki 

bileĢiklerin farklı kimyasal yapıda ve polaritede olmaları sebebiyle herhangi bir ön 

iĢleme ihtiyaç duyulmadan, daha doğru ve seçici bir biçimde, daha az çözücü 

kullanarak, kısa sürede analizlerin gerçekleĢmesini sağlamaktadır. Bu 

avantajlarından dolayı özellikle gıda ve ilaç endüstrisinde yaygın bir biçimde 

kullanılmaktadır (Dönmez ve ark., 2020).  

Enerji içecekleri gibi kompleks yapılı ürün analizlerinde kullanılan yöntemlerin 

daha seçici ve güvenilir hale getirilmesi için deneysel tasarım ve optimizasyon 

metodolojilerine sıklıkla baĢvurulmaktadır. Optimizasyon, bir deney için sistematik 

olarak optimum koĢulların bulunması için kimyada en yaygın kullanılan 

uygulamalardan biridir. Bir analiz metodunun geliĢtirilmesinde en önemli adım olan 

optimizasyon çalıĢmaları ile; en doğru, en kesin, en hassas, en güvenilir, düĢük 

maliyetli ve hızlı analiz sonuçlarının elde edilebileceği analiz koĢullarının 

belirlenmesi hedeflenir. Optimizasyon çalıĢmalarında bir veya daha fazla değiĢkenin 

deney üzerindeki etkileri araĢtırılır. Bunun için, değiĢkenler dıĢındaki tüm deneysel 

Ģartlar sabit tutulur ve seçilen değiĢkenlerin farklı değerleri ile deneyler tasarlanır ve 

bu değiĢkenlerin farklı seviyeleri (düĢük (-1), orta (0) ve yüksek (+1)) ile oluĢturulan 

deneylerin her birinin cevap yüzey metodolojileri incelenerek deneylerin analitik 

cevap faktörü hesaplanır ve bu Ģekilde analiz için en uygun deney Ģartları belirlenmiĢ 

olur. Deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojisi ile hem her bir değiĢkenin 

deney üzerindeki etkisi tek tek belirlenmiĢ olur hem de değiĢkenler arasındaki iliĢki 

bir bütün halinde gözler önüne serilir.  
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Bu doktora tez çalıĢmasında Türkiye piyasasında bulunan değiĢik bileĢimlere 

sahip iki farklı ticari içeceği seçilmiĢtir. Bu iki farklı ticari içeceklerindeki 

bileĢenlerin miktar tayinleri için kemometrik optimizasyon metodolojisi kullanılarak 

yeni UPLC yöntemleri geliĢtirilmiĢtir.  

Bu doktora tezinde yapılan çalıĢmalarda iki farklı endüstriyel ticari 

içeceklerinin kantitatif analizleri için yeni geliĢtirilen UPLC yöntemlerinin optimal 

deneysel koĢulların belirlenmesi tam faktöriyel tasarım (full factorial design   FFD) 

ve optimizasyon iĢlemiyle gerçekleĢtirilmiĢtir. Kemometrik optimizasyon iĢleminde 

sıcaklık, akıĢ hızı ve hareketli fazdaki tampon yüzdesi faktörleri ve geliĢtirilmiĢ 

kromatografik cevap fonksiyonu (KCF) (function of improved chromatographic 

response →ICRF) kullanılmıĢtır.  

Bu tez çalıĢmasında yararlanılan deneysel tasarım optimizasyon (Experimental 

design and optimization   EDO) tekniği ile optimize edilerek geliĢtirilen UPLC 

yöntemleri ile ticari enerji içeceğine ait birinci ticari içecek ürününde kafein (KAF)  

ve potasyum sorbatın (PS); ikincisinde ise B3 Vitamini (B3), sodyum benzoat (SB), 

PS ve KAF‘ın eĢ zamanlı kantitatif analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Kaynak 

taramalarından bu güne kadar yapılmıĢ olan çalıĢmalar incelendiğinde, bu doktora 

tezinin de konusu olan bileĢenlerin enerji içecekleri gibi kompleks yapılı ürünlerin 

analizleri için ilk kez EDO tekniği ile geliĢtirilen UPLC yöntemleriyle belirlenmiĢtir. 

Bu nedenle, geliĢtirilen yöntemlerin, gıda endüstrüsinde ürünlerin kalite kontrol ve 

rutin analizleri için alternatif yöntemlerdir. GeliĢtirilen yöntemler, doğru, güvenilir, 

hızlı, kolay uygulanabilir ve çevre dostu yöntemler olmaları nedeniyle oldukça 

büyük avantajlara sahiptirler. Ayrıca, bu çalıĢma ile elde edilen çıktılar, gıda 

endüstrisinde ticari içeceklerinin analizlerinde kullanılabileceklerdir. 

Dolayısıyla, bu doktora tez araĢtırmasının amacı, hem enerji içecekleri hem de 

gıda endüstrisinde gıdaların üretim ve kalite kontrol aĢamalarında kullanılabilecek 

yeni kromatografik yöntemlerin geliĢtirilmesidir. ÆalıĢmada kompleks içerikli ticari 

enerji içeceklerindeki analitlerin analizlerinin EDO tekniği ile geliĢtirilen UPLC 

yöntemleri sayesinde sınırlı bir deneysel çalıĢmayla kısa alıkonma süresi (short 
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retention time) ve yüksek ayırma gücü (high resolution) ile yapılabileceği ispat 

edilmiĢtir.   

1.1. BileĢiklerin Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

Bu doktora tez çalıĢmasında farklı içeriğe sahip iki ayrı ticari enerji içeceği 

(ticari enerji içeceği (I), ticari enerji içeceği (II)) numunesi içerisinde yer alan ve 

tayin sınırları içerisine giren bileĢenlerin deneysel tasarım ve optimizasyon 

medolojilerinden tam faktöriyel tasarım ile Ģartları belirlenen UPLC yöntemleri ile eĢ 

zamanlı miktar tayinleri gerçekleĢtirildi. Üretici firmalar, ticari enerji içeceklerine 

doğal bitki ekstrelerinin yanında bir takım bileĢikler de eklemiĢlerdir. AĢağıda ticari 

enerji içeceği (I) içerisinde yer alan KAF ve PS ve ticari enerji içeceği (II) 

numunesinde bulunan B3, SB, PS ve KAF hakkında ayrıntılı bilgi sunulmaktadır 

1.1.1. Niasin (B3 Vitamini) 

1912 yılında Kazimierz Funk, pirinç kepeğinde Vitamin ararken Nikotinik 

asidi (niasin) keĢfetmiĢtir. B3 vitamini, nikotinik asit veya PP vitamini olarak da 

bilinen Niasin (B3), suda çözünen bir B-kompleksi vitaminidir. Niasin, C6H5NO2 

kimyasal yapısına sahip (ġekil 1.1), piridin beta karboksilik asittir.  Literatürlerde 

nikotinik asit/nikotinamid terimleri yaygın olarak kullanılırken, tıpta daha çok 

niasin/niasinamid terimleri tercih edilmektedir (Aguilera, 2012; Brody, 1998; Panda, 

2003).    

 

 

ġekil 1.1. Niasinin kimyasal yapısı. 
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IUPAC ismi   : Piridin-3-karboksilik asit 

Kapalı formülü : C6H5NO2 

Molekül ağırlığı : 123,11 g/mol 

pKa   : pKa1: 2,07, pKa2: 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 noktası  : 234-237 °C 

Æözünürlük :Sudaki çözünürlüğü: 0,018 g/mL, organik çözücülerde     

çözünmez veya çok az çözünür (Vallez-Gomis ve ark., 2021; 

Wysoczanska ve ark., 2020) 

UV-GB Spektrumu : Niasinin UV spektrumu ġekil 1.2‘de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 1.2. Niasinin (15 µg/mL), 0,1 M HCl çözeltisi içerisindeki UV spektrumu. 

Niasin suda çözünürlüğü yüksek olan beyaz kristal bir maddedir. Nikotinik asit 

çift-iyon (zwitteriyonik) karakterli bir maddedir; yüksek pH'ta karboksilik 

fonksiyonda negatif olarak yüklenirken, düĢük pH'ta piridinil nitrojende pozitif 
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olarak yüklenir. Bu nedenle amfoterik bir molekül olarak kabul edilir çünkü bazların 

yanı sıra asitlerle de tuzlar oluĢturur. Nikotinik asit kuru formda oldukça kararlıdır 

(Aguilera, 2012; Brody, 1998; Panda, 2003). B3 vitamini asidik ve bazik çözeltilerde 

ve havaya maruz bırakıldığında tüm vitaminler arasında en kararlı olması nedeniyle 

enerji içeceklerinde en çok tercih edilen vitamindir (Pencheva ve Georgieva, 2014).  

Niasin, NH2 radikali eklendiğinde veya ağızdan alındığında vücutta 

nikotinamide dönüĢür. Niasin, klasik rolü redoks reaksiyonlarına katılmak olan 

koenzimler olan nikotinamid adenin dinükleotide (NAD) ve nikotinamid adenin 

dinükleotid fosfatın (NADP) öncüsüdür. NADP, NAD‘nin fosforile edilmiĢ bir 

formudur. Bu bileĢikler, enerji üretimi için kritik olan hücresel oksidasyon-

redüksiyon reaksiyonlarına katılır. NAD, karbonhidratların, yağ asitlerinin, keton 

cisimlerinin, amino asitlerin ve alkolün parçalanmasını içeren katabolik 

reaksiyonlarda bir elektron alıcısı olma eğilimindedir ve enerji üreten reaksiyonlarda 

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

1.1.2. Kafein 

Eski çağlardan beri insanlar alkaloid içeren bitkilerden ilaç, çay ve iksir 

Ģeklinde faydalanmaktadırlar. Alkaloidler, bitkilerde doğal olarak bulunan, çeĢitli 

farmakolojik ve farmakodinamik etkilere sahip olan, yapılarında halka içerisinde bir 

veya daha fazla azot içeren, bazik karakterli maddelerdir. Alkaloitler genellikle 5 

veya 6 üyeli azot halkaları Ģeklinde bulunurlar. DoymamıĢ azotlu altılı halkalı 

olanına piridin, doymuĢ olanına ise piperidin adı verilir. Piridin türevi çok sayıda 

alkaloit bulunmaktadır: konin, pelletierin, konisein gibi. Lobelia türlerinin 

alkaloitleri, lobelanin, lobelin, lobelanidin pirepidin türevi alkaloitlerdir. Ksantinin 

okso formunun metilli türevleri kafein, teobromin (3,7-dimetilksantin) ve teofilin 

(1,3- dimetilksantin) gibi alkaloitleri meydana getirmektedir. Bu maddeler bitkilerin 

farklı kısımlarında farklı miktarlarda bulunurlar. Bitkilerde alkoloidlerin en fazla 

olduğu kısımlar kök, kabuk, yaprak, meyve ve tohumlardır. Alkoloidler analjezik, 

antiseptik, antienflamatuar, antifungal, antibakteriyal, antiviral, antioksidan, 
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antimutajenik, sedatif ve stomatik etkiler göstermektedir. Alkaloitlerin çoğu 

renksizdir ve tadları acıdır, bazıları ise renklidir (sanguinarin kırmızı, berberin sarı) 

(Tanker ve Tanker, 2003; Skoog ve ark., 2007). Bu doktora tez çalıĢmasında, ticari 

enerji içeceklerinin insan sağlığı açısından tehdit oluĢturmasının en önemli 

unsurlarından biri olan kafein alkoidi ele alınmıĢtır.  

Kafein (KAF), kimyasal formülü C8H10N4O2 olan ve 1,3,7-trimetilksantin 

olarak da bilinen metilksantin alkaloidi olan bir pürindir. (ġekil 1.3). 

 

ġekil 1.3. Kafeinin kimyasal yapısı. 

IUPAC ismi   : 1,3,7-trimetilksantin 

Kapalı formülü : C8H10N4O2  

Fiziksel özellikleri : Beyaz kristal toz formunda, tadı acı ve kokusuzdur 

Molekül ağırlığı : 194,19 g/mol  

Yoğunluk  : 1,2 g/cm
3
 

pKa   : 0,6 (Halka ve ark., 2010) 

   : 1,0 (Wang ve Lau, 1998) 

   : 14 (Halka ve ark., 2010; Wang ve Lau, 1998) 

Kaynama Noktası : 178 °C 

Erime Noktası  : 238 °C (susuz) 

Suda Æözünürlüğü : 21,7 mg/mL (25 °C) 

   : 180 mg/mL (80 °C) (Nonthakaew ve ark., 2015). 

UV-GB Spektrumu : Kafeinin UV spektrumu ġekil 1.4‘de verilmiĢtir. 
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Kafein, organik çözücüler kullanılarak ekstrakte edilmektedir. Etanolde 

çözünürlüğü 1,5 g/100 mL‘dir ve eterde az çözünür. Kafein molekülleri, hidrojen 

bağları ile bir arada tutulur ve hafif bazik yapıya sahip aĢiral bir moleküldür 

(Vijayakumar ve ark., 2014).   

Kafein, bir pirimidindion ve imidazol olmak üzere iki halka içerir. 

Pirimidindion halkası, iki amid fonksiyonel grubu içerir ve bu halka içindeki altı 

atomun tümü sp
2
 hibritleĢmesi yapmıĢtır. Ġmidazol halkası da yapısında iki azot 

bulundurur ve rezonans bir yapıya sahiptir. Kafein vücuda alındıktan sonra 

metabolitleri olan paraksantin (%84), teobromin (%12) ve teofiline (%4) dönüĢür. Bu 

metabolitler arasında en az toksisiteye sahip olan madde paraksantindir. Bu 

metabolitlerin her biri metabolize edildikten sonra idrar yoluyla vücuttan atılır 

(Gramza Michalowska, 2014; Gressner ve ark., 2009).   

 

ġekil 1.4. Kafeinin (15 µg/mL), 0,1 M HCl çözeltisi içerisindeki UV spektrumu. 
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1.1.3. Sodyum Benzoat 

Benzoik asit (BA), suda az çözünen beyaz bir katıdır (Hamzah ve ark., 2011). 

Pek çok organik maddenin sentezinde ön madde olarak görev alan, gıda, ilaç ve 

kozmetik ürünlerinde ürün kalitesini korumak, raf ömrünü uzatmak ve mikrobiyal 

bozulmayı önlemek için sıklıkla kullanılan karboksilik asit ailesinin en basit üyesi 

olan zayıf bir asittir (Hong ve ark., 2009; Yerlikaya ve ark., 2021). Benzoik asidin bir 

tuzu olan sodyum benzoate (SB) ise benzoik asidin sodyum hidroksit ile 

nötrleĢtirilmesiyle oluĢur. Benzoik asit (E210) ve sodyum benzoat (E211), balık ve et 

ürünleri, soslar (mayonez, hardal), alkolsüz içecekler, yumurta ürünleri, meyve bazlı 

gıdalar, sebzeler vb. birçok gıda üründe kullanılmaktadırlar. Benzoik, sorbik ve 

propiyonik asitler gibi antimikrobiyal bileĢikler, pH değerleri 2,5 – 4,0 olan 

ortamlarda, küf, maya ve geniĢ spektrumlu bakterilere karĢı etkilidir. Bu maddeler 

sadece gıdalarda değil aynı zamanda kozmetik ve farmasötik ürünlerde de aynı 

amaçla ve sıklıkla kullanılırlar. (Gören ve ark., 2015; Hamzah ve ark., 2011; 

Heshmati ve ark., 2017; Tfouni ve Toledo., 2002; Yerlikaya ve ark., 2021). Benzoik 

asit ve tuzları, Avrupa Parlamentosu ve Konsey Direktifi No. 95/2/EC tarafından 

gıda koruyucuları sınıfına alınmıĢtır (Iammarino ve ark., 2011). Sodyum benzoatın 

kimyasal yapısı (ġekil 1.5) ve fiziksel ve kimyasal özellikleri aĢağıda verilmiĢtir.   

 

ġekil 1.5. Sodyum benzoatın kimyasal yapısı. 

IUPAC ismi   : Sodyum benzoat 

Kapalı formülü : C7H5O2Na 

Molekül ağırlığı : 144,11 g/mol 
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Fiziksel özellikler : Beyaz, kokusuz, buruk bir tada sahip kristal toz veya 

granüller 

pKa   : 4,08 

Erime noktası  : 300 °C 

Æözünürlük : Suda çözünürlüğü oldukça yüksek (550-630 g/L, 20 °C).      

Etanol, methanol ve etilen glikolde çözünebilir. 

Yoğunluk  : 1,44 g/cm
3
 

UV-GB Spektrumu : Sodyum benzoatın UV spektrumu ġekil 1.6‘da sunulmuĢtur.  

 

 

ġekil 1.6. Sodyum benzoatın (15 µg/mL), 0,1 M HCl çözeltisi içerisindeki UV spektrumu. 

Gıda ürünlerinde benzoik asit yerine daha çok sodyum benzoat tercih 

edilmektedir, bunun nedeni sodyum benzoatın benzoik asitten yaklaĢık 200 kat daha 

iyi çözünür olmasıdır. Ayrıca sodyum benzoat, aerobik koĢullar altında biyolojik 

olarak kolayca parçalanabilen bir maddedir. Gıda ürünlerinde kullanımları açısından 

tek dezavantajı ise tatsız olmalarıdır (WHO, 2000). 
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1.1.4. Potasyum Sorbat 

Potasyum sorbat (PS), doğal olarak oluĢan ve gıdalarda en çok tercih edilen bir 

doymamıĢ yağ asididir (Alrabadi ve ark., 2013). (ġekil 1.7). PS, sorbik asidin 

potasyum hidroksit ile nötrleĢtirilmesi yoluyla oluĢan ve sorbitol, potasyum ve sorbik 

aside parçalanabilen sentetik bir gıda katkı maddesidir (Dehnhan ve ark., 2018; 

Pylypiw ve Grether, 2000).  

 

ġekil 1.7. Potasyum sorbatın kimyasal yapısı. 

 

Kodu   : E202 

IUPAC ismi   : Trans-2,4-hekzadienoik asidin potasyum tuzu 

   : Potasyum (2,4-hekza-2,4-dienoat) 

Kapalı formülü : C6H7KO2 

Molekül ağırlığı : 150,22 g/mol 

Fiziksel Özellikler : Granül veya toz halinde beyaz, kokusuz ve kristalimsi bir 

maddedir  

pKa   : pH 4,4 

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

Æözünürlük : Etanol ve asetonda güçlükle çözünür ve suda (100 °C'de 58,5 

g/100 mL), kloroformda kolayca çözünürken benzende 

çözünmez 

Kararlılık : Gıdadaki sıcaklık, pH, gıda kombinasyonu, su aktivitesi, 

çeĢitli metaller ve diğer katkı maddeleri gibi parametreler PS 

kararlılığını etkiler. 

UV-GB Spektrumu : Potasyum Sorbatın UV spektrumu ġekil 1.8‘de verilmiĢtir. 
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ġekil 1.8. Potasyum sorbatın (15 µg/mL), 0,1 M HCl çözeltisi içerisindeki UV spektrumu. 

Sorbik asit (SA) (E200) ve tuzları; potasyum (E202) ve kalsiyum (E203) sorbat 

suda çözünürlüklerinin iyi olması nedeniyle pek çok sayıda iĢlenmiĢ gıdada 

koruyucu madde olarak kullanılmaktadır. Sorbik asit ve tuzları küf, maya ve çok 

çeĢitli bakterilerin büyümesini engelleyerek ürünün raf ömrünün uzamasını ve 

ürünün taze kalmasını sağlar. Potasyum sorbatın sıklıkla kullanıldığı gıdalar arasında 

margarin, çeĢitli meyve konserveleri ve tatlılar, Ģaraplar ve diğer içecekler, peynirler, 

vb. bulunmaktadır. Bunların dıĢında kozmetik alanında, tütün, pestisit içerisinde de 

yaygın bir biçimde kullanılmaktadır (Ferrand ve ark., 2000a; Ferrand ve ark., 2000b; 

Ruyi ve Chenggang, 2016). 

Sorbat nispeten kararsızdır ve gıda sistemlerinin sulu modelinde bozunur ve 30 

°C'de üç aylık depolamadan sonra %35'i kaybeder ve orta nemli gıdalarda 40 gün 

sonra %25'ten azı 35 °C'de kalır. Gıda maddelerinde PS stabilitesinin pH oranı ve su 

aktivitesi, sıcaklık, gıda kombinasyonu, metal iyonları, paketleme ve diğer gıdaların 

varlığı gibi pek çok faktörden etkilendiği bilinmektedir (Dehnhan ve ark., 2018). 
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Gıda ürünlerindeki sorbatın ikincil aminler, askorbik asit ve demir tuzları ile 

reaksiyona girebildiği ve yüksek sıcaklıklarda farklı adüktler oluĢturabildiği ve 

bunun da gıdanın esmerleĢmesine yol açtığı ifade edilmektedir. Ancak glukonat, 

sitrat ve ferrik gibi demir tuzlarının varlığında sorbatın güçlü reaktivitesi, toksik 

bileĢiklerin oluĢumuna yol açabilir. Sorbik asit ayrıca nitrit ile reaksiyona girebilir ve 

geniĢ bir pH aralığında stabil olan mutajenik 1,4-dinitro-2 metilpirol bileĢiği 

üretebilir (Dehnhan ve ark., 2018). 

1.2. BileĢiklerin Etkinlikleri 

1.2.1. Niasin (B3 Vitamini) 

Vitaminler, insanlarda geliĢme, normal büyüme ve vücut fonksiyonlarının 

sağlıklı bir biçimde devam ettirilmesi, enerji üretimi, bağıĢıklık sisteminin 

güçlendirilmesi ve hücre oluĢumu gibi insan metabolizması için gerekli olan pek çok 

hayati fizyolojik fonksiyonda temel rol oynayan organik moleküllerdir. Vitaminler 

çözünürlüklerine göre suda ve yağda çözünenler olmak üzere iki gruba ayrılırlar. 

Suda çözünenler, 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) oluĢmaktadır (Melfi ve ark., 2018; Wang ve 

ark., 2018; Zhang ve ark., 2018). Yağda çözünen vitaminler ise A vitamin (retinol), E 

vitamini (tokoferol), D vitamini  (kalsiferol) ve K vitaminidir (filokinon) (Melfi ve 

ark., 2018). D vitamini dıĢındaki diğer tüm vitaminler vücut tarafından 

üretilemedikleri için, bunları yiyeceklerden veya farmasötik preparatlardan almak 

gerekmektedir (Wang ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2018). Vitaminler neredeyse tüm 

gıdalarda, vitamin takviyelerinde, ilaçlarda ve vitamin açısından zenginleĢtirilmiĢ 

içecekler gibi farklı preparatlarda bulunurlar. Vitaminlerin çoğu kararsızdırlar, 

bunlar, ortamın pH değerine, sıcaklığa, ıĢığa, neme, ortamda bulunan metal iyonu 

konsantrasyonu ve oksitleyici ajan miktarına bağlı olarak degredasyona uğrarlar 

(Ciulu ve ark., 2011; Pencheva ve Georgieva, 2014; Ribeiro ve ark., 2011). 
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Suda çözünen vitaminler, genel olarak karbonhidratların, lipitlerin ve 

proteinlerin metabolizmalarında ve önemli metabolik süreçlerde önemli rol oynarlar 

ve bu önemli görevleri yerine getirmek için koenzimler olarak iĢlev görürler (Melfi 

ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2018). Suda çözünen vitaminler (SÆV) grubunda yer 

alan B grubu vitaminleri, insan sağlığı için gerekli olan her biri farklı kimyasal 

yapıda olan ve biyolojik rollere sahip olan bileĢiklerden oluĢmaktadır. B 

vitaminlerinin eksikliği ariboflavinoz, pellagra, anemi, kardiyovasküler risk, biliĢsel 

bozukluk ve nöral tüp defekti vb. hastalıklara yol açar ve günlük beslenmede bu 

vitaminlerin yeterli miktarda alınması gerekir. B-vitaminleri vücudumuzda ne 

biyolojik olarak sentezlenebilirler ne de depolanabilirler (B12 hariç) ve bunların 

yiyeceklerden veya farmasötik preparatlardan alınması Ģarttır (Shetty ve ark., 2020). 

B grubu vitaminleri tüketiminin zihinsel uyanıklığı ve konsantrasyonu arttırması 

bunların sıklıkla ticari enerji içeceklerinde kullanılmalarına neden olmuĢtur (Hu ve 

ark., 2018). 

B grubu vitaminlerinin bir üyesi olan ve aynı gruptaki vitaminler arasında 

kararlılığı en yüksek olan niasin, enerji metabolizması için gerekli olan enzimin bir 

parçasıdır ve merkezi sinir sistemi sağlığı, cilt sağlığı ve sindirim sistemi sağlığı 

üzerinde önemli rolleri bulunmaktadır (Shetty ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2018).  

Niasin, gıdalarda bulunan ve bir aminoasit olan triptofandan üretilir. Genel 

olarak, fıstık ezmesi, sebzeler (özellikle yeĢil yapraklı sebzeler, kuĢkonmaz ve 

mantar), zenginleĢtirilmiĢ veya kepekli tahıllar ve ekmekler, balık, kümes hayvanları, 

vb. bulunur (Panda, 2003; Zhang ve ark., 2018). Her gün diyet proteinleri Ģeklinde 

tüketilen triptofan, niasin oluĢturmak üzere parçalanır. Genel olarak 60 mg diyet 

triptofanın 1,0 mg niasine eĢdeğer olduğu kabul edilmiĢtir. Süt proteini triptofan 

bakımından yüksektir ve bu nedenle aslında iyi bir niasin kaynağıdır (Body, 1998; 

Panda, 2003). YetiĢkinler için önerilen günlük besin alım miktarı (RDA), erkekler 

için 16 mg/gün ve kadınlar için 14 mg/gün niasin eĢdeğeridir (Aguilera, 2012). 

Brody ise bu miktarın yetiĢkin erkekler için 19 mg/gün olduğunu ifade etmiĢtir 

(Brody, 1998).  
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Vücudumuzda niasin, hücreden hücreye hidrojen taĢınmasında yer alan bir ko-

hidrojenaz görevi görür.  Böylece tüm karbonhidratların metabolizmasında önemli 

bir rol oynar.  Koenzim 1-difosforidin nükleotidin (DPN) ve ko-enzim-II 

trifosfopiridin nükleotidin (TPN) bir parçasını oluĢturur ve böylece doku solunumuna 

yardımcı olur. Niasin'in kan kolesterolünü düĢürmede dikkate değer bir etkiye sahip 

olduğu bilinmektedir.   Ayrıca, niasin vücutta kofaktör nikotinamid adenine 

dinükleotite (NAD) ve bunun fosforile edilmiĢ formu olan nikotinamid adenine 

dinükleotit fosfata (NADP) dönüĢür. NAD ve NADP, DNA onarımı, kalsiyum 

mobilizasyonu ve deasetilasyon gibi adenozin difosfat (ADP)-ribosilasyon 

reaksiyonlarında etkin rol oynar (Aguilera, 2012; Brody, 1998; Panda, 2003).  

Niasin hem mideden hem de bağırsaklardan emilir ve tüm dokularda koenzimi 

olarak depolanır.  Absorpsiyon ve depolamadan sonra nikotinik asit böbrekler 

yoluyla kısmen N-metil nikotinamid olarak atılır. Günlük alımımızın yaklaĢık 

%90'ına eĢdeğer bir miktarda niasin, N-metil-2-piridon-5-karboksamid (kısaca 

piridon) ve N-metil-nikotinamid formlarında atılır (Brody, 1998; Panda, 2003).  

Niasinin yetersiz alınması durumunda, Ģiddetli dermatit, çatlamıĢ 

kabuklanmalar, ishal, zihinsel depresyon ve ölüm ile kendini göstermen pellagra 

hastalığı ortaya çıkar. Niasin bu hastalığın tedavisinde oldukça etkilidir. Niasin bu 

hastalık dıĢında, ateroskleroz, tromboembolik-vasküler hastalık, anjina pektoris, 

serebral arterioskleroz, meniere hastalığı, migren, beslenme psikozları, alkol 

zehirlenmesi, duygusal rahatsızlıklar, baĢ ağrısı, kornea ülserleri, Raynaud hastalığı, 

gibi hastalıkların tedavisinde de kullanılmaktadır (Brody, 1998; Panda, 2003). 

Bir insanın vücudunda çeĢitli nedenlere bağlı olarak niasin eksikliği 

görülmektedir. Bu nedenler arasında; emilimin yetersiz olması (sindirim 

bozuklukları, ishal, dizanteri vb.), hamilelik, büyüme ve yüksek ateĢli enfeksiyonlar 

sonucu niasine duyulan aĢırı talep, tüberküloz, aĢırı lusin kullanımı, tümörler, 

Hartnup hastalığı (kalıcı pellagra),  vb. Niasinin eksik olması durumunda diyet 

yöntemleri uygulanarak, niasince zengin gıdalar tüketilerek tedavi edilebilir. Ayrıca 
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niasin eksikliğinden muzdarip hastalara 100-500 mg sentetik nikotinik asit 

verilebilmektedir (Panda, 2003). 

Niasinin aĢırı kullanımı ise karaciğer fonksiyonlarında değiĢikliklere neden 

olur ve serum ürik asit değerini yükseltir, bilateral ambliyopi ve parasantral 

skotomlar geliĢtirir (Panda, 2003). 

1.2.2. Kafein  

Kafein, kahve çekirdekleri, çay yaprakları, guarana, kola fıstığı ve kakao 

kabukları dahil 60'tan fazla bitkide bulunan doğal bir ksantin alkaloididir (de Mejia 

ve Ramirez-Mares, 2014; Saimaiti ve ark., 2022; Vijayakumar ve ark., 2014). 

Organizmada birikmez ve tüketildikten sonra vücuttan uzaklaĢtırılması için birkaç 

saat yeterlidir (Gramza Michalowska, 2014).  

1959'da Amerika BirleĢik Devletleri Gıda ve Ġlaç Dairesi (FDA   Food and 

Drug Administration) kolalı içeceklerdeki kafeini "Genel Olarak Güvenli Olarak 

Kabul Edildi" (Generally Recognized as Safe - GRAS) olarak tanımlamıĢtır. FDA, 

kafeinin çocuklar da dahil olmak üzere tüm tüketiciler için güvenli olduğunu 

belirtmektedir. Ancak, 140'tan fazla ülke, kafeinin güvenliğini dikkate alarak, 

içeceklerdeki kullanımına Ģartlı olarak izin vermiĢlerdir. Her ülkede içecek Ģirketleri, 

ürünlerinde kafein miktarını yasal düzenlemelere uygun olarak belirtmektedirler. 

2000/13/EC Direktifine göre, bir gıda maddesinin üretiminde veya hazırlanmasında 

tatlandırıcı olarak kullanılan kinin ve kafein, içindekiler listesinde "aroma verici" 

teriminden hemen sonra ismen belirtilmelidir. Ayrıca, 18 Temmuz 2002 tarih ve 

2002/67/EC Direktifine göre, 150 mg/L'den fazla kafein içeren içecekler, etikette bir 

uyarı mesajı ve ardından kafein içeriğine iliĢkin Ģu Ģekilde bir açıklama 

bulundurmalıdır: "Yüksek kafein içeriği (X mg/100 mL)" (Trandafir ve ark., 2009).  

Antioksidan, analjezik, antiinflamatuar, anti-anksiyete, antidepresyon 

aktivitelere sahip bir biyoaktif madde olan kafein en yaygın tüketilen psikotrop 
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ilaçlar arasında yer almaktadır (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014; Saimaiti ve ark., 

2022). Kafein, merkezi sinir sistemi üzerinde uyarıcı etkiye sahiptir (de Mejia ve 

Ramirez Mares, 2014; Gramza Michalowska, 2014). Ayrıca, az miktarda tüketilen 

kafeinin insan sağlığı üzerinde olumlu etkilerinin de olduğu belirlenmiĢtir. Bunlardan 

bazıları; kiĢilerde uyanıklık kapasitesini yükseltmesi ve odaklanmanın arttması, 

Parkinson ve Alzheimer hastalık risklerini azaltması, karaciğer fonksiyonlarını ve 

kilo vermeyi olumlu yönde desteklemesi (metabolizma hızını arttırması, enerji 

harcaması, lipid oksidasyonu ve lipolitik ve termojenik aktiviteler) ve belirli kanser 

türlerinin (endometrial, prostatik, kolorektal, karaciğer) oluĢumunu, diyabet riskini, 

obeziteyi ve damar sertliği riskini azaltması, oksidatif stresi önlemesi, toksik 

maddelerin vücuttan atılımını hızlandırması, idrar söktürücü olması, vb… (de Mejia 

ve Ramirez Mares, 2014; Gramza Michalowska, 2014; Saimaiti ve ark., 2022; 

Vijayakumar ve ark., 2014).  

Buna karĢın, kafeinin uzun süreli ve aĢırı miktarda tüketilmesi; kafein 

bağımlılığı, uykusuzluk, migren, damar daralması, tansiyon yüksekliği, anksiyete, 

baĢ ağrısı, mide bulantısı, hipertansiyon ve huzursuzluk gibi olumsuz durumlara 

neden olmaktadır (Bucher ve ark., 2019; de Mejia ve Ramirez Mares, 2014; Saimaiti 

ve ark., 2022; Vijayakumar ve ark., 2014). ÆalıĢmalar, hamile kadınların, günde 300 

mg kafein alımı ile zayıf fetal büyüme ve spontan düĢük riskinin artması nedeniyle 

kafein alımlarını kısıtlamaları gerektiğini göstermiĢtir. Kafeinin olumsuz etkileri 

kiĢinin kilosuna, cinsiyetine, yaĢına ve duyarlılık farklılıklarına bağlı olarak 

değiĢmektedir. Kafein bağımlısı olan kiĢilerde ise, kafein içeren yiyecek veya 

içeceklerin aniden kesilmesi kiĢilerde yoksunluk belirtilerinin (baĢ ağrısı, uyuĢukluk 

ve sinirlilik) ortaya çıkmasına neden olmaktadır (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014).  

Æocuklar, ergenler, hamile kadınlar ve kafeine duyarlı kiĢilerin potansiyel yan 

etkilerden kaçınmak için tüketimi kısıtlamaları/azaltmaları önerilmelidir. Migren 

hastaları için günlük kafein alımı 200 mg'ı geçmemelidir. Genetik olarak glokom 

riski yüksek olan kiĢiler kafein alımını azaltmalı/ kaçınmalıdır. Kafein, hamilelikte 

fetal beyin geliĢimini etkileyebilir ve biliĢsel hasara neden olabilir veya üreme 

geliĢiminin tüm aĢamalarını etkileyebilir. Bu nedenle gebelikte kafein alımı 
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kısıtlanmalı/ azaltılmalıdır. Æocuk ve ergenlerde kafein alımını sınırlamak çok 

önemlidir. Yüksek kafein alımı çocukların büyümesi ve geliĢmesi üzerinde zararlı 

etkilere sahip olabilir ve hamile kadınların yavrularında biliĢsel bozulmaya neden 

olabilir ve yetiĢkinlikte hastalıklara karĢı duyarlılıklarını artırabilir (Saimaiti ve ark., 

2022). 

Genel olarak, kahve veya çaydan makul miktarda kafein (1-2 fincan) tüketmek 

kardiyovasküler hastalık riskini azaltabilir, insülin seviyelerini ve insülin direncini 

artırabilir, hafızayı ve biliĢsel iĢlevi iyileĢtirir ve Alzheimer hastalığını (AD), dikkat 

eksikliği hiperaktivite bozukluğunu (DEHB), Parkinson hastalığını (PD) ve diğer 

nöropatik hastalıkları önler (Saimaiti ve ark., 2022).  

Kafein, gıda takviye ürünlerinde ve ilaçlarda sıklıkla kullanılmaktadır. 

Kafeinin ilaçlara eklenme sebebi analjezik etkiyi arttırmaktır. Gıda takviyelerine ise, 

yağın ayrıĢmasını hızlandırması ve lipid birikimini engelleyebilmesi sebebiyle daha 

iyi yağ yakımını sağlayabilecek ürünler ortaya koymak için eklenmektedir. (Saimaiti 

ve ark., 2022). Kahvede, çayda, alkolsüz içeceklerde, enerji içeceklerinde, çikolata 

ürünlerinde, bazı ilaçlarda (baĢ ağrısı tedavileri ve ağrı kesiciler) ve gıda 

takviyelerinde farklı miktarlarda kafein bulunmaktadır. Ġnsanlar için maksimum 

kafein oral dozu yaklaĢık 150-200 mg/kg vücut ağırlığı olarak belirtilmiĢtir (Gramza 

Michalowska, 2014). Æocuklar (6-12 yaĢ) 45-85 mg/gün ve ergenler 100-175 mg/gün 

tüketebilirler (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014).  

Kafein vücuda alındıktan sonra emilir ve metabolize edilerek paraksantin (1,7-

dimetilksantin), teofilin ve teobromin dahil olmak üzere üç farklı metabolitine 

dönüĢür.  Burada majör metabolit toksisitesi en düĢük olan paraksantindir. Bu 

nedenle insan organizması kafeini belirgin bir toksik etki göstermeden paraksantine 

çevirir. Ancak, diğer ilaçlarla birlikte alındığında kafeinin toksik etkisi artar (Gramza 

Michalowska, 2014). Kafeinin diğer bileĢenlerle kombinasyonu, çeĢitli kanser 

hücrelerinin büyümesini engellemede daha etkilidir (Kafeinin Metformin, 5-

fluorourasil, Rekombinant metiyonin ve atorvastatin ile kombinasyonları) (Saimaiti, 

ve ark., 2022). 
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Kafeinin uyarıcı ve odaklanmayı arttırıcı özellik göstermesi bu maddenin enerji 

içeceklerinde kullanılmasına neden olmuĢtur. Ergenler enerji içecekleri ile günlük 

83,2 mg kafein almaktadırlar ve bu miktar ergenler için günlük önerilen dozun 

altındadır (40-70 kg vücut ağırlığına bağlı olarak 2,5 mg/kg vücut ağırlığı/gün veya 

100-175 mg/gün).   

Enerji içeceklerindeki kafein, alkol alımıyla iliĢkili uyuĢukluğu maskeleyebilir, 

bu da kiĢilerin farkında olmadan yaralanmasına neden olabilir. Bu nedenle enerji 

içecekleri içerisinde bulunan kafein nedeniyle bu içecekler alkol ile birlikte 

tüketilmemelidir. Kalp sorunu olan kiĢiler, kafein ve alkolü karıĢtırma konusunda 

özellikle dikkatli olmalıdır; her iki bileĢik de kalp atıĢ hızını artırır ve birlikte 

alındığında kardiyak aritmilere neden olabilir (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014). 

Ayrıca, bazı insanlar enerji içeceklerindeki çeĢitli bileĢenlere (taurin, 

glukuronolakton, ginseng, ginkgo biloba, yeĢil çay özü) karĢı artan bir duyarlılığa 

sahip olabilir ve bu nedenle, özellikle kan basıncında ve kalp atıĢ hızında bir artıĢ 

olmak üzere akut bir fizyolojik tepki gösterebilirler. Yüksek tansiyonu veya düzensiz 

kalp ritmi olan kiĢiler kafeini sınırlamalıdır (de Mejia ve Ramirez Mares, 2014). 

1.2.3. Sodyum Benzoat 

Gıdalarda, kozmetik ve farmasötik ürünlerde ürünlerin bozulmasını engellemek 

ve raf ömrünü uzatmak amacıyla tuz veya Ģeker gibi doğal koruyucuların yanı sıra 

kimyasal koruyuculara da baĢvurulmaktadır. Kimyasal koruyucular ile ürünlerin çok 

daha uzun süreli saklanması sağlanmaktadır. Bu amaçla kullanılan koruyucular; 

sodyum benzoat, kükürt dioksit, sorbik asit, propiyonik asit, potasyum sorbat, 

sodyum ve potasyum nitratlar ve nitritlerdir (Linke ve ark., 2018). Bu tez 

çalıĢmasında çalıĢılan ticari enerji içecekleri içerisinde sodyum benzoat ve potasyum 

sorbat bulunduğundan, bu iki koruyucu üzerinde durulacaktır.   

Sodyum benzoat, aerobik koĢullar altında biyolojik olarak kolayca 

parçalanabilen bir maddedir (WHO, 2000). Margarinlerin, sosların, marmelatların, 
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jelatinlerin, likörlerin, meyve sularının, alkolsüz içeceklerinin, reçellerin, turĢuların, 

vb. pek çok ürünün muhafazasında kullanılan sodyum benzoat (E211) tarçın, mantar, 

kızılcık, yaban mersini ve karanfilde doğal olarak bulunur (Linke ve ark., 2018; 

Walczak-Nowıcka ve Herbet, 2022). Gıda ürünlerinde kullanımları açısından tek 

dezavantajı tatsız olmalarıdır.  

Antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar ve tampon özelliklere sahip olan 

sodyum benzoat (E211) gıdalarda maya ve küf oluĢumunu engelleyerek bu ürünlerin 

bozulmasını önler. Gıdalarda, kozmetik ve farmasötik ürünlerinde sıklıkla kullanılan 

sodyum benzoat, pH 4,5‘un altındaki asidik ortamlarda etkilidir (Gören ve ark., 

2015; Tfouni ve Toledo, 2002; Walczak-Nowıcka ve Herbet, 2022). 

Benzoik asit ve tuzları, Avrupa Parlamentosu ve Konsey Direktifi No. 95/2/EC 

tarafından gıda koruyucuları sınıfına alınmıĢtır (Iammarino ve ark., 2011) ve Avrupa 

mevzuatı, benzoik asit ve tuzlarınin gıda ürünlerinde kullanımı için belirli 

sınırlamalar getirmiĢtir. FAO/WHO Gıda Katkı Maddeleri Uzman Komitesi 

(JECFA), katkı maddelerinin kontrolü için ―Kabul Edilebilir Günlük Alım Miktarı 

(ADI)‖ sistemini geliĢtirmiĢlerdir. Bu sisteme göre ADI, ―dünya çapında, bir katkı 

maddesinin, bir kiĢinin yaĢamı boyunca herhangi bir sağlık riski olmaksızın, günlük 

olarak tüketebileceği maddenin dozu‖ olarak ifade edilmiĢtir. JECFA 

düzenlemelerine göre, benzoik asit ve sodium benzoat için kabul edilebilir günlük 

alım miktarı (ADI) 0-5 mg/kg‘dır (Heshmati ve ark., 2017; Iammarino ve ark., 2011; 

Yerlikaya ve ark., 2021). ADI‘ya göre SB‘nin 5 mg/kg üzerindeki tüketimi 

hiperaktiviteye ve alerjik reaksiyonlara neden olmaktadır. Avrupa Gıda Güvenliği 

Otoritesi'ne (ESFA) göre bu koruyucunun ölümcül dozu (LD50) 2000 mg/kg olarak 

ifade edilmiĢtir (EFSA, 2017). FDA ise sodyum benzoatın güvenli olduğunu kabul 

ederek, bu maddenin kullanımı ile ilgili hiçbir sınırlama getirmemiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalar göstermiĢtir ki; sodyum benzoatın, günde 5 mg/kg vücut ağırlığının 

altındaki miktarlarda tüketimi güvenli olarak kabul edilmektedir (Linke ve ark., 

2018; Walczak-Nowıcka ve Herbet, 2022).  
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Tüm bu düzenlemelere ek olarak, her bir ülke de katkı maddelerinin gıda 

ürünlerinde kullanımına iliĢkin kendilerine has yasal düzenlemeler getirmiĢlerdir. 

Pek çok ülkede olduğu gibi Türkiye'de de yoğurt, peynir, salça ve soslarda, meyve 

sularında, çikolatalarda, kuru çorbalarda ve cipslerde benzoik asit ve tuzlarının 

kullanılması yasaktır (Yerlikaya ve ark., 2021). Diğer gıda ürünlerinde bu katkı 

maddelerinin zararsız olduğu düĢünüldüğünden yüksek miktarlarda gıda içerisinde 

kullanılmaktadırlar (alkolsüz içecekler için 150 mg/L ile yumurta ürünleri için 5000 

mg/kg arasında değiĢmektedir) (Iammarino ve ark., 2011). Sodyum benzoatın, 

meyve sularında ve fonksiyonel içecekler içerisinde koruyucu olarak kullanılmasına 

sınırlamalar getirilerek izin verilmiĢtir. Bu koruyucu maddenin içeceklerdeki 

miktarının %0,1'i geçmemesi Ģartı bulunmaktadır (Pylypiw ve Grether, 2000). 

Benzoatların içeceklerdeki miktarının 150 mg/L aĢmaması beklenmektedir 

(Ogunleye ve ark., 2017). Sodyum benzoat, farmasötik ürünlerde koruma amacıyla 

(sıvı ilaçlarda %1,0'a kadar) ve üre döngüsü enzimopatisi olan hastaların tedavisinde 

kullanılır (WHO, 2000). 

Benzoik asit ve tuzları, oksoglutarat deydrojenaz ve süksinat dehidrojenaz gibi 

bazı Krebs döngüsü enzimlerini inhibe ederek antimikrobiyal bir aktivite sergilerler 

(Iammarino ve ark., 2011). Sodyum benzoat vücuda alındıktan sonra, gastrointestinal 

sistem tarafından hızla emilir ve mitokondriyal matrikste meydana gelen bir 

reaksiyonda karaciğer ve böbrekte hippurat oluĢturmak üzere glisin ile konjuge 

edilir. Bu dönüĢüm mitokondride iki aĢamada gerçekleĢir; Birinci aĢamada, SB 

hücreye girdikten sonra, bir Adenozin Trifosfat (ATP) -bağımlı asit vasıtasıyla 

benzoil-CoA'ya dönüĢtürülür. Ġkinci aĢamada ise, CoA, glisin N-asiltransferaz 

(hippurat) aracılığıyla piruvata dönüĢtürülür. Mitokondride SB, ATP, glisin ve 

koenzim A'nın tüketimine neden olur. Bu koruyucunun alınması, serumda benzoat ve 

piruvat artıĢına neden olur. Bu koruyucu vücutta birikmez ve üriner sistem yoluyla 

vücuttan dıĢarı atılır. SB‘nin alımıyla oluĢan hippurik asit ilk 6 saat içinde vücuttan 

idrarla hızlı bir biçimde atılır ve kalan doz ise 2-3 gün içinde tamamen elimine edilir 

(Linke ve ark., 2018; Walczak-Nowıcka ve Herbet, 2022). 
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Sodyum benzoat, anti-enflamatuar ve antioksidan etkiye sahiptir. Ġlaç 

endüstrisinde üre döngüsü bozuklukları, karaciğer hastalıkları ve multipl skleroz gibi 

çeĢitli hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. ÆalıĢmalar, SB‘nin aynı zamanda, 

depresyon, majör depresif bozukluklar (MDB), ağrı, Ģizofreni, otizm spektrum 

bozuklukları ve nörodejeneratif hastalıklar gibi durumların tedavisinde 

kullanılabileceğini de göstermektedir. SB‘nin kolesterol düĢürücü etkisi de 

bulunmaktadır. Sodyum benzoat bir amino asit oksidaz (D-AAO) inhibitörüdür. 

Sodyum benzoat, D-AAO'yu inhibe ederek, NMDA reseptörünün koagonisti olan 

sinaptik D-serin seviyesini de arttırır. DüĢük D-serin seviyeleri sıklıkla Ģizofreni ile 

iliĢkilidir. Bu nedenle bu koruyucunun Ģizofreni, panik atak, demans ve Parkinson 

gibi hastalıklarda da etkili olduğu bilinmektedir (Walczak-Nowıcka ve Herbet, 

2022). 

Benzoik asit teratojenik veya kanserojen aktiviteye sahip değildir fakat benzoik 

asit ve tuzuna oral, dermal veya inhalasyon yoluyla maruz kalmanın, hassas kiĢilerde 

bazen düĢük dozlarda bile immünolojik olmayan kontakt reaksiyonlarına 

(psödoalerji), astım gibi alerjik reaksiyonlara, istemsiz kasılmalara, metabolik 

asidoza ve hatta anafilaktik Ģoka sebep olduğu bildirilmiĢtir (Dzieciol ve ark., 2010; 

Heshmati ve ark., 2017; Tfouni ve Toledo, 2002; Yerlikaya ve ark., 2021).  

Sodyum benzoatın aĢırı tüketimi genotoksik, klastojenik ve nörotoksik etkilere 

sebebiyet verebilir. Æocuklarda ise hiperaktiviteye, ürtikere ve DNA hasarına yol 

açmaktadır. SB‘nin aynı zamanda mutajenik etkilere neden olduğu, oksidatif stres 

oluĢturduğu, bağıĢıklık sistemini, karaciğeri ve böbrekleri olumsuz etkilediği, 

hormonları bozduğu ve doğurganlığı azalttığı da belirlenmiĢtir. Hücrelerin SB ile 

etkileĢmesinden sonra, lipid peroksidasyonunda artıĢa ve süperoksit dismutaz (SOD), 

katalaz ve glutatyon S-transferaz gibi antioksidan enzimlerin seviyelerinin de 

azalmasına neden olduğu belirtilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalar, bu koruyucunun, erkek 

üreme sistemini etkileyerek sperm sayısında %50 azalmaya neden olduğunu 

göstermiĢtir. Benzer bir biçimde, folikül uyarıcı hormone (FSH), lüteinleĢtirici 

hormone (LH) ve testosteron düzeylerinde de azalma olduğu belirtilmiĢtir. Karaciğer 

üzerindeki olumsuz etkisi ise, serum karaciğer enzimlerinde (alkalen fosfataz, 
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aspartat aminotransferazda (AST)) artıĢa neden olarak toksik etki göstermesidir 

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

Sodyum benzoat gayabeksin Ģurup, andolor Ģurup, sudafed Ģurup ve flurend 

%0,25 gargara gibi farmasötik ürünlerde de olumlu etkilerinden dolayı 

kullanılmaktadır. SB‘nin C vitamini ile birlikte alınması, koruyucunun bu vitamin ile 

reaksiyona girerek benzen oluĢumuna neden olmaktadır. Buna, C vitamininin O2 ve 

H2O2 ile indirgeme sonucu oluĢan hidroksil radikalinin neden olduğu 

düĢünülmektedir. OluĢan benzen, yüksek toksik, mutajenik ve teratojenik etkiye 

sahiptir (Walczak-Nowıcka ve Herbet, 2022). 

Bu tez çalıĢmasında çalıĢılan ticari enerji içecekleri içerisinde sodyum benzoat 

ve potasyum sorbat bulunduğundan, bu iki koruyucu üzerinde durulacaktır.   

1.2.4. Potasyum Sorbat 

Gıdaların bozulmalarının ana nedeni, mikroorganizmaların aktivitesi veya 

enzimatik reaksiyonlardır. Bu nedenle, ürünlerin bozulmasını engellemek, ürünün raf 

ömrünü uzatmak, istenmeyen mikrobiyolojik, enzimatik veya kimyasal değiĢiklikleri 

durdurmak veya geciktirmek için koruyucu maddeler kullanılır (Esfandiari ve ark., 

2013). Koruyucular, günlük diyetin önemli bir parçası olsalar da, gıda güvenliği 

sorunları nedeniyle kullanımları ABD Gıda ve Ġlaç Dairesi (FDA) tarafından 

kısıtlanmıĢtır (Dehnhan ve ark., 2018) Örneğin; sodyum benzoat, meyve sularında 

koruyucu olarak kullanılabilir, ancak kullanımı içecekte %0,1'i geçmemelidir, 

potasyum sorbat ise %0,1-0,2 düzeylerinde kullanılabilir (Pylypiw ve Grether, 2000). 

Pek çok ülkede sentetik gıda katkı maddelerinin limitleri belirlenmiĢ ve bunların 

kullanımları yasal düzenlemelerle kontrol altına alınmıĢtır. 

Potasyum sorbat, Avrupa Birliği ve ABD tarafından genel olarak güvenli 

(GRAS) kabul edilen, çeĢitli gıda (örn; meyve suyu, soda, soya sosu, enerji 

içecekleri, ketçap vb.), kozmetik (diĢ macunları vb.) ve farmasötik ürünlerde (Pesido 
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Ģurup, andolor Ģurup, fucidin %2 krem, solian 100 mg/mL oral çözelti, vb.) yaygın 

bir Ģekilde kullanılan koruyucudur. PS, iĢlenmiĢ gıdalarda küf oluĢumunu, bozulmayı 

engeller ve ürünlerin tazeliğini korunmasına yardımcı olur. PS, sorbik asit ve farklı 

koruyucuların antimikrobiyal aktivitesi, yapılarında karboksil grubunun (-COOH) 

bulunmasından ve karbon atomlarının sayısından kaynaklanmaktadır. Sodyum asetat 

ve PS gibi daha kısa karbon zincirleri, uzun karbon zincirlerine sahip katkı 

maddelerine kıyasla daha fazla antibakteriyel aktiviteye sahiptirler (Dehnhan ve ark., 

2018). Bu koruyucu, sağlık açısından tamamen güvenlidir ve tüm gıda koruyucuları 

arasında en düĢük alerjenik etkiye sahiptir (Alrabadi ve ark., 2013). Sorbik asit ve 

tuzları, asidik ortamda oldukça etkilidirler fakat nötr pH ortamında etkisizdirler 

(Gören ve ark., 2015; Tfouni ve Toledo., 2002). Alkali gıda maddelerinde PS 

kullanımı önerilmez (Dehnhan ve ark., 2018). 

FAO/WHO uzman komitesi (JECFA), PS limitini 0–25 mg/kg olarak tavsiye 

etmiĢtir. JEFCA'ya göre insanlarda kabul edilebilir günlük PS miktarı 12,5 mg/kg'dır. 

Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi (EFSA) tarafından belirlenen bu değer 3 mg/kg'dır. 

PS‘nin içeceklerde izin verilen miktarı 250 -300 mg/L olarak ifade edilmiĢtir 

(Ogunleye ve ark., 2017). Ġlaç endüstrisinde ve kozmetik ürünlerinde maksimum PS 

konsantrasyonu %5 olarak belirlenmiĢtir. JECFA‘ya göre sorbik asidin insan için 

toksisitesi (LD50) 500 mg/kg‘dır (Chaleshtori ve ark., 2018; Dehnhan ve ark., 2018). 

Mikrobiyal büyümeyi engellemek için gereken minimum sorbik asit ve tuzlarının 

konsantrasyonları türlere, yapıya, substratın pH'ına ve diğer faktörlere bağlı olarak 

değiĢebilir (Tfouni ve Toledo, 2002).  

Sorbatlar, in vitro olarak çeĢitli enzimlerin, özellikle sülfidril içeren enzimlerin 

(SE) bir aktivite inhibitörü olarak bilinirler (Dehnhan ve ark., 2018). Sorbatlar 

tarafından inhibisyon veya azaltılmıĢ yapısal büyüme mekanizması, mikrobiyal 

türlere, tiplere, suĢlara, yapısal özelliklere ve çeĢitli çevresel faktörlere bağlıdır. 

Sorbatlar, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium sporogenes, gibi 

bakterilerin büyüme hızı üzerinde yüksek etkiye sahiptir. Laktik asit bakterileri gibi 

bazı mikrobiyal suĢlar sorbatlara karĢı dirençlidir ve hatta bu maddeyi belirli koĢullar 
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altında metabolize ederler. PS, çeĢitli küf türleri tarafından üretilen mikotoksinleri 

inhibe eder. 

Metabolik çalıĢmaların sonuçları, PS'nin oral uygulamadan sonra tamamen 

emildiğini ve ardından vücutta dağıldığını göstermiĢtir. PS midede bir difüzyon 

süreci ile emilir ve metabolize edilerek bileĢenlerine (potasyum ve sorbat) ayrıĢabilir 

ve ince bağırsakta sorbik asit formunda emilebilir. Ġnsan vücudunda metabolize olup 

karbondioksit (CO2) ve H2O benzeri heksanoik aside oksitlenebilir. Bunun %80-86'sı 

akciğerler yoluyla CO2 olarak dıĢarı atılır ve PS'nin %2-10'u idrar yoluyla üre olarak 

ve daha düĢük konsantrasyonlarda mukonik ve sorbik asit olarak atılır. Uygulamadan 

10 saat sonra akciğer yoluyla atılım tamamlanır (Dehnhan ve ark., 2018).  Sorbatların 

metabolik yıkımı, koenzim A ile aktivasyon, krotonaz ile bir β-hidroksi aside 

hidrasyon, bir β-keto asit için dehidrasyon ve β-keto-tiyolaz ile parçalanmayı içerir 

(Dehnhan ve ark., 2018). 

1.3. BileĢiklerin Kantitatif Analizi 

1.3.1. Niasinin Kantitatif Analizi 

Spektroskopik Yöntemler 

Chanda ve arkadaĢları, farmasötik dozaj formülasyonundaki niasin miktarını 

belirlemek için etanolün çözücü olarak kullanıldığı yeni bir UV Spektrofotometrik 

yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada niasin 1-19 μg/mL konsantrasyon aralığında 

ve 262 nm dalga boyunda analiz edilmiĢtir. Önerilen yöntem, doğrusallık, kesinlik, 

doğruluk, gözlenebilme sınırı (LOD) ve tayin sınırı (LOQ) göstermek için 

istatistiksel olarak doğrulanmıĢtır.Bu çalıĢmada, niasinin regresyon katsayısı R
2
= 

0,9991, geri kazanım %99,15-99,66, LOD 0,64 µg/mL ve LOQ 1,94 µg/mL olarak 

bulunmuĢtur (Chanda ve ark., 2017). 
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2012 yılında, Kazemipour ve arkadaĢları, bir ilaç formülasyonunda bulunan 

niasin ve levostatinin miktar tayinlerini, H noktası standart ekleme yöntemi 

(HPSAM) tekniği kullanarak gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu yöntem, bir numune 

içerisinde, büyük ölçüde veya tamamen örtüĢen spektrumlara sahip türlerin 

belirlenebildiği ve numunedeki istenmeyen bileĢiklerin doğrudan giriĢim 

yapmasından kaynaklanan hataların ortadan kaldırılabildiği bir yöntemdir. Niasin ve 

levostatinin miktar tayinleri, bu bileĢiklerin birinci ve üçüncü türev sinyallerinin 

ölçümü ile gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada, niasin ve levostadinin birinci ve üçüncü 

türev spektrumları sırasıyla 261 ve 273 nm'de (standart niasin çözeltileri 

eklendiğinde) ve 245 ve 249 nm'de (standart Levostadin çözeltileri eklendiğinde) 

hesaplanmıĢtır. Önerilen bu yöntem ile levostadinin gözlenebilme sınırı 0,03 mg/L, 

niasinin gözlenebilme sınırı ise 0,32 mg/L olarak bulunmuĢtur. Bu maddelere ait 

tayin sınırı ise levostadin için 0,09 mg/L, niasin için 0,78 mg/L olarak verilmiĢtir. 

Yöntemin gerçek numune analizinde de baĢarılı sonuçlar verdiği tespit edilmiĢtir 

(Kazemipour ve ark., 2012). 

Kompany-Zareh ve Mirzaei‘nin birlikte yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada, 

psödoefedrin hidroklorür (PSU), dekstrometorfan hidrobromür (DXT) ve sodyum 

benzoatın (BNZ) üçlü karıĢımlarının spektrofotometrik tayini için yeni bir faktör 

tabanlı çok değiĢkenli kalibrasyon tekniği olarak hibrit doğrusal analiz (HLA) 

uygulamıĢlardır. Bu çalıĢmada, HLA uygulanmasının sebebi, HLA‘nın net analit 

sinyali (NAS) regresyon grafiği metodolojisine daha kolay uyum sağlayabilmesi ve 

kısmi en küçük karelerden (PLS) daha az faktör kullanmasıdır. Absorpsiyon 

ölçümleri, 1,00 cm'lik bir kuvars hücre kullanılarak bir Pharmacia UltroSpec 4300 

spektrometre üzerinden gerçekleĢtirilmiĢtir. PSU için 0–7500 µmol/L, DXT için 0–

300 µmol/L ve BNZ için 0–1400 µmol/L konsantrasyon aralıklarında kalibrasyon ve 

tahmin setlerinin oluĢturulması için ortogonal bir dizi tasarımı uygulanmıĢtır. Seçilen 

dalga boylarında, daha düĢük faktör sayısı kullanılarak, PSU, DXT ve BNZ için elde 

edilen bağıl standart tahmin hatası sırasıyla %5,24, %8,67 ve %5,48'den %2,19, 

%5,21 ve %3,62'ye yükseltilmiĢtir. Yöntem, öksürük kesici Ģurup örneklerinde PSU, 

DXT ve BNZ tayini için uygualnmıĢ ve baĢarılı sonuçlar elde edilmiĢtir (Kompany-

Zareh ve Mirzaei, 2004).  
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Xiao ve arkadaĢları, besin değeri yüksek ve azot kaynağı görevi gören önemli 

bir hammadde olan Mısır dik liköründe (CSL) bulunan B2 (VB2), B3 (VB3), B6 

(VB6) ve B7 (VB7) vitaminlerinin miktar tayinleri için yeni bir spektrofotometrik bir 

yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Bu yöntem, yakın kızılötesi spektroskopi (NIR) ölçümleri 

ile 66 CSL numunesinin (22 grup) kısmi en küçük kareler regresyonu (PLSR) 

kullanılarak tayin edilmesini sağlamıĢtır. CSL'de bulunan vitaminleri ölçmek için 

hızlı, çok yönlü, ucuz ve çevre açısından güvenli olan NIR yöntemi ile, geliĢtirilen 

çok değiĢkenli modeller, VB2, VB3, VB6 ve VB7 için iyi sonuçlar elde edilmesini 

sağlamıĢtır. Bu çalıĢmada, CSL'de düĢük içerikli oldukları için VB2, VB3 ve VB6'yı 

belirlemek için bir HPLC-MS/MS yöntemi kullanılmıĢtır. Kromatografik ayırma bir 

Agilent SB- C18 kolonunda (2,1 mm×100 mm, 3,5 μm) ve bir C18 ön kolonunda (4 

mm×5 mm) gerçekleĢtirilmiĢtir. Kolon sıcaklığı 30°C, akıĢ hızı 0,4 mL/dk. 

Kromatografik çalıĢma gradient elüsyon ile ayırım gerçekleĢtirilmiĢtir. NIR 

spektroskopisi ve PLS yöntemi ile elde edilen çok değiĢkenli regresyon modelleri, iyi 

korelasyon katsayılarına ve düĢük tahmin hatalarına sahiptir. Her bir bileĢen için R2 

değeri 0,95'ten yüksektir (Xiao ve ark., 2012).  

Asfaram ve arkadaĢları tarafından, HKUST-1 metal organik çerçeve (MOF) 

tabanlı moleküler baskılı polimer (MIP) ile nikotinamidin ekstraksiyonu ve 

zenginleĢtirilmesi için UV-vis spektrofotometre tarafından takip edilen ultrason 

destekli dispersif katı faz mikroekstraksiyonu (UA-DSPME-UV-Vis) tasarlanmıĢtır. 

OluĢturulan yeni malzeme, FTIR ve FE-SEM teknikleri ile karakterize edilmiĢtir.  

Ön Plackett-Burman tasarımı tarama ve daha sonra merkezi bileĢik tasarım 

oluĢturmak için kullanılmıĢtır. Bu HKUST-1 MOF-NA-MIP kütlesi, sonikasyon 

süresi, sıcaklık, eluent hacmi, pH ve vorteks süresi gibi değiĢkenlerin bireysel ve 

iĢbirlikçi katkısını veren matematiksel denklemin önemli ve olası yapısını 

doğrulamıĢtır. Buna göre optimum koĢul olarak 2,0 mg HKUST-1 metal organik 

kafes yapılı (MOF)-nikotinamid (NA) moleküler baskılı polimer (MIP) (MOF-NA-

MIP) (200 µL eluent ve merkez noktalarda 5,0 dakika (dk) sonikasyon süresi olarak 

ayarlanmıĢtır. UA-DSPME-UV–vis yöntemi ile elde edilen sonuçlar Ģu Ģekildedir; 

doğrusal konsantrasyon aralığı 10-5000 µg/L, R2 0,99, LOD 1,96 ng/mL ve LOQ 
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6,53 µg/L. Ġdrar, süt ve su numunelerinden ekstrakte edilen nikotinamidin ortalama 

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

Muchlisyam 2021 yılında yapmıĢ olduğu bir çalıĢma ile ortalama merkezleme 

oranı (MCR) yöntemi ve çoklu dalga boyu yöntemi (MWM) kullanarak multivitamin 

içerikli Ģurupta vitamin B1, B2, B6 ve niasinin eĢ zamanlı tayini için bir 

spektroskopik yöntem geliĢtirmiĢtir. Bu çalıĢma, ortalama merkezleme oranı 

yönteminde bölen faktörünün kullanımını belirlemeyi ve çoklu dalga boylarını 

ölçmek için beĢ farklı dalga boyunu kullanmayı amaçlamaktadır. Bu çalıĢmada 

çözücü olarak metanol-su karıĢımı, MCR yöntemi için üçlü bölen ve MWM için ise 

beĢ farklı dalga boyu kullanılmıĢtır. Multivitamin Ģurubunda vitamin B1, B2, B6 ve 

niasin düzeylerinin MCR yöntemi için tayini sırasıyla %101,44 ± 4,35, %100,19 ± 

4,09, %98,75 ± 0,47 ve %100,75 ± 1,06'dir, çoklu dalga boyu yönteminde ise bu 

miktarlar sırası ile %98,05 ± 1,28, %99,04 ± 1,17, %99,02 ± 1,00, and %99,61 ± 

1,17. Bu yöntemlerin multivitamin içerikli Ģuruplarda B1, B2, B6 ve niacin analizi 

için kullanılabilir yöntemler olduğu görülmektedir (Muchlisyam, 2021).  

Ali ve arkadaĢları, yohimbin, alfa tokoferil asetat, niasin ve kafeinden oluĢan 

bir farmasötik formülasyona ön ayırma iĢlemi uygulamadan eĢ zamanlı olarak oran 

spektrumlarının ortalama merkezlenmesi (MCR) ve üçlü bölen (TD) 

spektrofotometrik yöntemler kullanarak tayin etmiĢlerdir. Yohimbin, alfa-tokorefol, 

niasin ve kafein için konsantrasyon aralıkları sırası ile 1-15 μg/mL, 3-15 μg/mL, 1-20 

μg/mL ve 3-15 μg/mL'dir ve bu maddelerin spektrumları 215-300 nm dalga boyu 

aralığında ölçülmüĢtür. Ortalama merkezli üçüncü oran spektrumlarının 

büyüklükleri, yohimbin ve alfa tokoferol için sırasıyla 250 nm ve 268 nm'de ve 

niasin ve kafein için ise sırasıyla pikten pike 272–273 ve 262–263 nm'de 

ölçülmüĢtür. Yohimbin, alfa tokoferil asetat, niasin ve kafeinin MCR ile analizi ile 

tespit edilen geri kazanım değerleri sırasıyla %100,53 ± 0,477, %100,56 ± 0,608, 

100,40 ± 0,812 ve 100,24 ± 0,328, TD analizi ile hesaplanan geri kazanım değerleri 

ise sırasıyla 100,91 ± 0,835, 100,51 ± 1,408, 100,26 ± 1,333 ve 100,78 ± 1,029‘dur. 

GeliĢtirilen yöntemler birbirleriyle ve bildirilen yöntemlerle istatistiksel olarak 

karĢılaĢtırılmıĢ; öğrenci t-testi, F-testi ve tek yönlü ANOVA kullanılarak, deneyde 
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doğruluk ve kesinlik açısından anlamlı bir fark bulunmadığı belirlenmiĢtir (Ali ve 

ark., 2016).    

Kromatografik Yöntemler 

Pfuhl ve arkadaĢları niasinin (NA) ve niasinin ana metabolitleri olan 

niasinamid (NAM) ve nikotinürik asidin (NUR) insan plazmasındaki miktarlarını 

HPLC/MS yöntemi ile belirlemiĢlerdir. Bu çalıĢmada, analitlerin ve iç standardın 

(chinolin-3-karboksilik asit) insan plazmasından ayrılması için katı faz ekstraksiyonu 

gibi bir takım öniĢlemler uygulanmıĢtır. Bu Ģekilde ekstrakte edilen numuneler, 

pozitif elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile ve seçilmiĢ iyon izleme (SIM) tarama 

modunda, HPLC/MS ile analiz edilmiĢtir. Analitlerin 0,2 mL/dk akıĢ hızında sıvı 

ayrımı için bir Grom Hypersil CPS kolonu 5m (250 x 2 mm) kullanılmıĢtır. 

ÆalıĢmada hareketli faz olarak asetonitril: metanol: su: formik asit (700/190/110/1, 

v/v/v/v) karıĢımı kullanılmıĢtır. Analitlerin kalibrasyon eğrilerini oluĢturmak için 

çalıĢılan konsantrasyon aralığı 50,0 ve 750 ng/mL‘dır. Yöntemin geri kazanımı B3 

vitaminin üç formu (niasin, niasinamid ve nikotinürik asit) için de % 86-89 arasında 

değiĢmiĢtir.1 mL plazmada her üç analitin de LOQ 50,0 ng/mL olarak belirlenmiĢtir. 

Analizde enjeksiyonlar arasındaki toplam çalıĢma süresi ise 7 dk olarak belirtilmiĢtir 

(Pfuhl ve 2005). 

Liu ve arkadaĢları tarafından insan plazmasında niasin (NA) ve niasinin üç ana 

metaboliti olan nikotinamid (NAM), nikotinürik asit (NUA) ve N-metil-2 piridon-5-

karboksamidinin (2-Pyr) eĢ zamanlı tayinleri için bir LC–MS/MS yöntemi 

geliĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada analitlerin insan plazmasından ekstraksiyonu için, protein 

çöktürme (PPT) tekniğinden yararlanılmıĢtır. Bu çalıĢmada analitlerin doğrusal 

konsantrasyon aralıkları; NA için 2,0–3000 ng/mL, NAM için 10,0–1600 ng/mL, 

NUA için 2,0–3000 ng/mL ve 2-Pyr için 50,0–5000 ng/mL olarak belirlenmiĢ ve her  

bir analit için 0,9975 üzeri regresyon katsayı (r) değerleri elde edilmiĢtir. Analitlerin 

kromatografik ayrımı için bir C18 koruma kolonu (AQ, 4,0 mm × 2,0 mm i.d., 5 μm) 

ile birlikte, bileĢenlerin ayrımının yapıldığı bir C18 kolonu (Synergi Hydro-RP 80A, 
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150 mm × 2,0 mm i.d., 4 μm) kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada izokratik bir elüsyon 

gerçekleĢtirilmiĢ ve metanol ve %0,1 formik asitten (5:95, v/v) oluĢan bir hareketli 

faz sistemi kullanılmıĢtır. Kromatografik sistemde akıĢ hızı 0,25 mL/dk ve kolon 

sıcaklığı ise 35°C'dır. Tüm analitlerin tamamen ayrılması 9 dk‘da gerçekleĢmiĢtir. 

Analitlerin miktarı, pozitif elektrosprey iyonizasyon (ESI) modunda, her bir analitin 

ayrı ayrı parçalanma geçiĢlerini (NA için 124,1→80,1, NAM için 123,1→80,0, NUA 

için 181,0→79,0 ve 2-Pyr için 153,1→110,2) kullanan çoklu reaksiyon izleme 

(MRM) yöntemi ile belirlenmiĢtir. ÆalıĢma sonucunda elde edilen verilere göre 

analitlere ait  alt tayin sınırları NA için 2,0 ng/mL, NAM için 10,0 ng/ mL, NUA için 

2,0 ng/mL ve 2-Pyr için 50,0 ng/mL olarak belirlenmiĢtir (Liu ve ark., 2012). 

Lahély ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada, gıda ürünlerindeki 

niasin miktarının belirlenmesi için floresans dedektörüne sahip bir RP-HPLC 

yöntemi önerilmiĢtir. Önerilen bu yöntem, numunenin HCI ile hidrolizini, 

vitaminlerin (NAD, NADP, nikotinamid ve nikotinik asit) kolon öncesi alkalin 

hidrolizi ile nikotinik aside dönüĢtürülmesini, bir C18 kolonunda ayırmayı, bakır (II) 

iyonları ve hidrojen peroksit varlığında UV spektroskopi ile kolon sonrası 

türevlendirmeyi ve son olarak florimetrik deteksiyonu içermektedir. Yöntem pek çok 

ön iĢlem içermesi bakımından oldukça yorucu bir yöntemdir. Floresan dedektörü ile, 

322 nm'lik bir ekzitasyon dalga boyunda ve 380 nm'lik bir emisyon dalga boyunda 

çalıĢılmıĢtır. Tüm analizler için, bir koruma kolonu RP C18 (4 mm iç çap x 4 mm; 

oktadesilsilil; 5 mm parçacık boyutu) ile birlikte uç kapaklı bir Lichrospher 100 RP 

18 (5 mm iç çap x 250 mm; oktadesilsilil; 5 mm parçacık boyutu; Merck) ayırma 

kolonu kullanılmıĢtır. Ayırma, izokratik elüsyon ile oda sıcaklığında ve 1 mL/dk akıĢ 

hızında gerçekleĢtirilmiĢtir. Hareketli faz 0,07 M potasyum dihidrojen fosfat, 0,075 

M hidrojen peroksit ve 5x10
-6

 M bakır(II) sülfat içeren bir çözeltiden 

oluĢturulmuĢtur. Enjeksiyon hacmi 20 µL ve konsantrasyon aralığı 0,01±8 

mg/mL‘dir. Bu konsantrasyon aralığında doğrusal bir kalibrasyon eğrisi (R
2
=0,9994) 

elde edilmiĢtir. Önerilen yöntemin geri kazanımı %90-107 ve niasinin tayin sınırı 0,2 

mg/g olarak bulunmuĢtur. Tüm gıdalarda nikotinik asidin alıkonma süresi 8,5 dk 

olarak belirtilmiĢtir (Lahély ve ark., 1999).  
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Nwanisobi ve Ukoha, niasinin 2,3-dikloro-5,6- disiyano-1,4-benzokinon ile 

yük transfer kompleksleĢtirme reaksiyonuna dayanan bir spektroskopik yöntem 

geliĢtirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada niasinin doğrusal konsantrasyon aralığı 5-130 

µg/mL‘dir ve bu yöntem ile oluĢturulan renkli kompleks 464 nm‘de ölçülerek 

niasinin miktar tayini yapılmıĢtır. Önerilen yöntem ile niasinin gözlenebilme sınırı 

1,78 ve tayin sınırı 5,4 olarak rapor edilmiĢtir. Yöntem, %97,82'lik ortalama geri 

kazanım ve <1'lik düĢük bağıl standart sapma ile saf ve ticari formlardaki niasin 

tayinine uygulanmıĢtır (Nwanisobi ve Ukoha, 2016). 

Krishnan ve arkadaĢları kolon sonrası türevlendirme ile birlikte floresan ve 

spektroskopik analiz sistemlerini de kullanarak yeni bir HPLC tekniği 

geliĢtirilmiĢlerdir. Niasinin florimetrik analizinde dalga boyları eksitasyon için 435 

nm ve emisyon için 525 nm olarak belirlenmiĢtir. UV spektroskopisinde ise çalıĢılan 

dalga boyu 420 nm‘dir. GeliĢtirilen yöntem ile hazır ticari tahıl ürünlerinde niasin 

miktarı belirlenmiĢ ve elde edilen sonuçlar referans bir HPLC yöntemi ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Önerilen yöntem ile sekiz hazır ticari tahıl örneğinden altısı için 

elde edilen sonuçlarla referans yöntemle elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢ ve 

yöntemler arasında anlamlı bir farklılık görülmediği tespit edilmiĢtir. Niasin, 

polimerik bir kolon taĢıyan HPLC sistemi ile 0,33 M sodyum asetat ve 0,2 M asetik 

asit içeren bir hareketli faz ile ve izokratik bir elüsyonla kromatografik olarak analiz 

edilmiĢtir. Niasinin kolonda tutulma süresi 6,6 dk olarak kaydedilmiĢtir. ÆalıĢmada 

niasinin alt gözlenebilme sınırı ve ortalama geri kazanım değerleri sırası ile %3,6 ve 

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

Ciulu ve arkadaĢları yapmıĢ oldukları çalıĢmada, beĢ farklı suda çözünen 

vitaminin (B2; B3; B5; B9; ve C vitamini) eĢzamanlı olarak belirlenmesi için bir RP-

HPLC yöntemi önermiĢlerdir. Yöntem 12 farklı botanik kökene sahip 28 bal 

örneğine uygulanmıĢtır. Önerilen yöntem ile tüm analitler 17 dk içinde tamamen elüe 

edilmiĢ ve tüm kromatografik çalıĢma 22 dk içinde tamamlanmıĢtır. Bu çalıĢmada, 

UV dedektörüne ve ters faz kolona (C18) sahip olan bir HPLC sistemi kullanılarak ve 

gradient elüsyondan yararlanılarak vitaminler tayin edilmiĢtir. ÆalıĢmada gradient 
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sisteminin kullanılması hem analiz süresinin uzamasına hem de aĢırı rekatif 

kullanımına sebep olmuĢtur (Ciulu ve ark., 2011). 

Melfi ve arkadaĢları, tiamin, riboflavin, niasin, piridoksin, folik asit, askorbik 

asit, retinol, γ-tokoferol, filokinon, likopen ve β karotenin eĢzamanlı analizi için UV 

ile birleĢtirilmiĢ bir LC yöntemi kullanmıĢlardır. Numunelerde analitlerin analizleri 

için önayırma iĢlem basamakları bulunmaktadır, ayrıca kromatografik analizde 

gradient elüsyon kullanılmıĢtır. ÆalıĢamada polar ve lipofilik fazlar için farklı 

ektraksiyon adımları uygulanmıĢtır. Her analit farklı çözünürlüklere sahip olduğu 

için, bu analitler farklı çözücülerde çözünmüĢler. Kromatografik ayırmalar, UV-VIS 

dedektörüne sahip HPLC sistemi kullanılarak yapılmıĢ ve niasin piki 247 nm‘de 2,  

0,07 dk‘da gelmiĢtir (Melfi ve ark., 2018). 

Shetty ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmada, yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi kütle spektrometrisi/seçilmiĢ reaksiyon izleme (monitoring) 

(UPHPLC–MS/SRM) yöntemleri kullanılarak 50 farklı süt numunesinde (B 

vitaminlerinin (B3, B1, B2, B4, B5, B6, B9, B8 ve B12) analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

GerçekleĢtirilen analizde, sütteki B vitaminlerini analiz etmek için önce soğuk 

metanolle sütteki proteinler çöktürülmüĢ, ardından numuneye, santrifüjleme, yıkama, 

kurutma gibi pek çok iĢlem basamakları uygulanmıĢtır. Tüm bu iĢlemler analiz 

süresinin uzamasına, fazla reaktif kullanımına ve analizin oldukça yorucu bir hale 

dönüĢmesine neden olmuĢtur. Ayrıca çalıĢmada gradient elüsyona baĢvurulması, B 

vitaminlerinin analiz süresinin uzun olması yöntemin dezavantajları arasındadır 

(Shetty ve ark., 2020). 

Pencheva ve Georgieva yapmıĢ oldukları çalıĢmada, takviye gıdaların 

içerisinde yer alan suda çözünen vitaminlerin (tiamin, piridoksin, riboflavin, 

niasinamid ve folik asit) analizi için HPLC /UV yöntemini kullanmıĢlardır. Bu 

çalıĢmada her bir vitamin için farklı izokratik üç kromatografik Ģart kullanılmıĢtır. 

Ġzokratik ayırma ile niasinamid tayini yapılmıĢ ve bu Ģartta niasinin kolonda tutulma 

süresi 4,48 dk olarak verilmiĢtir (Pencheva ve Georgieva, 2014). 
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Monferrer-Pons ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmada, misel ters-faz sıvı 

kromatografisi kullanılarak beĢ farklı vitaminin (nikotinamid (B3), tiamin (B1), 

Riboflavin (B2), Piridoksin ve Piridoksamin (B6)) ticari ilaçlarda (kapsül, Ģurup ve 

haplarda) eĢ zamanlı kantitatif analizi yapılmıĢtır. Tüm vitaminlerin kromatografik 

analizi pH-3 te tek bir hareketli faz (%1 M SDS – 4% (v/v) pentanol) kullanılarak, 45 

°C‘de, akıĢ hızı 1,0 mL/min (0-6 dk arasında) ve kromatogramın sonuna doğru 2 

mL/min izokratik modda, C18 kolonu ile UV ile 270, 290 ve 325 nm‘de, 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmada numunelere herhangi bir öniĢlem 

uygulanmamıĢtır. Toplam analiz süresi 22 dk‘dır, vitaminlerin kolonda alıkonma 

süreleri riboflavin için 1,9 dk, nikotinamid için 3,4 dk, piridoksin için 5,2 dk, 

piridoksamin için 17,6 dk ve tiamin için 19,8 dk‘dır (Monferrer-Pons ve ark., 2003). 

Hu ve arkadaĢlarının yapmıĢ oldukları çalıĢmada, beĢ farklı enerji içeceğinde 

bulunan dokuz farklı B-grubu vitamini (tiamin, riboflavin, nikotinik asit, 

nikotinamid, D-pantotenik asit, piridoksin, biotin, folik asit ve siyanocobalamin) aynı 

anda sıvı kromatografi-kütle spektrometrisi (LC-MS) ile analiz edilmiĢtir. Bu 

çalıĢmada dönüĢümlü üç-boyutlu ayrıĢma ATLD ve APTLD algoritmalarına dayalı 

ikinci dereceden kalibrasyon yöntemleriyle LC-MS'nin üç yollu veri dizisini 

modelleyen bir yöntem kullanılmıĢtır. Önerilen yöntem ile kromatografik ayırım 4,5 

dk‘da gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada B grubu vitaminini ayırmak ve elüsyon süresini 

kısaltmak için bir gradient elüsyon tekniği kullanılmıĢtır. Elüsyon sırası ise: B1, B3, 

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

Woollard ve arkadaĢlarının çalıĢmasına göre, takviye edilmiĢ bebek 

formüllerinde B1, B2, B3 ve B6 vitaminlerinin eĢ zamanlı tayini, asitleĢtirilmiĢ bir 

metanol-su hareketli fazı ile ters faz, iyon çifti kromatografisi analizi ile proteini 

alınmıĢ tek bir numune ekstraktından geliĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada niasinamid için 

UV spektrumundan, B6 için ise floresan spektrumundan yararlanmılmıĢtır. 

ÆalıĢmada, ters fazlı LC sistemi Class-VP yazılımı tarafından kontrol edilen, pompa, 

otomatik örnekleyici ve seri halinde programlanabilir UV ve floresan 

dedektörlerinden oluĢan 5 µm'lik, uç baĢlıklı, polimerik bir C18 Luna Prodigy ODS 

(3) kolonu (150 x 4,6 mm, %15,5 karbon içeriği) ve koruma kolonu kullanılmıĢtır. 
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ÆalıĢmada pH'ı 2,8 olan hareketli faz kullanılmıĢtır. LC sistemi ve kolon, 10-15 dk 

boyunca 2 mL/dk'da uygun hareketli faz ile rutin olarak dengelenmiĢtir (Woollard ve 

Indyk, 2002).   

Æatak 10 çeĢit hayvansal gıda ve 10 farklı bitki bazlı gıda örneğinde B3 

vitamin miktarını belirlemek için bir HPLC ile kolon sonrası UV türevlendirme 

sistemi geliĢtirmiĢtir. Ürünler kolon sonrası türevlendirme sistemi kullanılarak 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi ile incelenmiĢtir. Et örneklerinde nikotinik 

asit ve nikotinamid bulunma oranları, tahıl ve baklagil örneklerinde sırasıyla %30 ve 

%70 ve %87 ve %13‘tür. Hububat ve baklagiller gibi bitkisel kaynaklı besinlerde 

%87 oranında nikotinik asit bulunduğu belirlenmiĢtir. En iyi nikotinik asit kaynağı 

tahıllar ve baklagillerdir. Türevlendirme sistemi 20 m uzunluğunda ve 0,5 mm 

çapında teflon borunun 60 cm uzunluğundaki UV-A lambasına sarılmasıyla 

yapılmıĢtır. Sistem, analitik kolon ve floresan detektörü arasına bağlanmıĢtır. B3 

vitamini, floresan dedektörle donatılmıĢ HPLC ile belirlenmiĢtir. ÆalıĢmada, 1,0 

mL/dk akıĢ hızında, Zorbax eclipse X08- C18 kolonu (5 μm, 4,6 x 150 mm) kolonu 

kullanılmıĢtır. Kolon sıcaklığı 25 °C, enjeksiyon hacmi 20 uL ve analiz süresi ise 40 

dk olarak belirtilmiĢtir. Floresans detektörü sırasıyla 322 nm eksitasyon dalga 

boyuna ve 380 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmıĢtır (Æatak, 2019).  

LaCroix ve arkadaĢlarının çalıĢmalarına göre bebek ve süt ürünlerinde bulunan 

niasin miktarı çeĢitli analitik sıvı kromatografisi (LC) yöntemleri kullanılarak 

belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmada bir fotodiyot dizi detektörü (PDA) ve bir Vydac 201TP 

C18 ters fazlı LC kolonu (150 x 4,6 mm, parçacık boyutu 5) ile donatılmıĢ bir LC 

sistemi kullanılmıĢtır. Nikotinamid, demineralize su ile 1,0 L'ye seyreltilmiĢ ve 

potasyum hidroksit (KOH) ile pH 2,7-2,9'a ayarlanmıĢ metanol (250 mL) ve formik 

asidin (10 mL) hareketli fazı kullanılarak 260 nm'de tayin edilmiĢtir. Dioktil 

sülfosüksinat (1,0 g) hareketli faz çözeltisine bir iyon eĢleĢtirme maddesi olarak 

eklenmiĢtir. Hareketli fazın akıĢ hızı 0,6 mL/dk ve enjeksiyon hacimi 100 µL olarak 

belirlenmiĢtir. Tahılda bulunan bağlanmamıĢ niasin, 0,6 M tri-kloroasetik asit ile 

özümlenmiĢ ve %75 metanol ve sudan (pH 2,8, formik asit ile) oluĢan bir hareketli 

faz ve bir iyon eĢleĢtirme ajanı olarak sodyum dioktilsülfosüksinat (%0,1) 
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kullanılarak kromatografik olarak tayin edilmiĢtir. Nikotinamid standardı ve LC 

pikinin benzerlik indeksi spektral eĢleĢmeleri analiz üzerine müdahalelerin 

olmadığını göstermektedir. Bu çalıĢmada niasinin geri kazanım değerleri %90-103 

olarak belirlenmiĢtir (LaCroix ve ark., 2005).  

León-Ruiz ve arkadaĢları, balda bulunan suda çözünen vitaminlerin 

tanımlanması ve miktarının belirlenmesi için izokratik bir RP-HPLC yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Sulu bir sülfürik asit çözeltisi olan hareketli faz ile analiz, eĢ 

zamanlı olarak UV ve floresan ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu koĢullarda C vitamini, B1, 

B3N (nikotinamid), B3H (nikotinik asit), B5 ve B6 vitaminlerinin ayrılması 15 dk‘da 

gerçekleĢmiĢtir. Hareketli faza %2 v/v metanol eklenmesi bu vitaminlerin analiz 

süresinden 10 dk kazanç sağlanmasına, katyonik yüzey aktif madde 

heksadesiltrimetilamonyum bromür (CTAB) eklenmesi ise analiz süresinin 6 dk 

olmasına neden olmuĢtur. Hareketli faza %2 v/v metanol eklenmesi ile oluĢturulan 

hareketli faz ile B1, B3N (nicotinamide), B3H (nicotinic acid), B5 and B6 için LOD 

değerleri sırasıyla 0,055 mg/L, 0,067 mg/L, 0,048 mg/L, 0,037 mg/L ve 0,063 mg/L; 

LOQ değerleri ise sırasıyla 0,182 mg/L, 0,222 mg/L, 0,160 mg/L, 0,124 mg/L ve 

0,209 mg/L olarak bulunmuĢtur. Hareketli faza CTAB eklenmesi durumunda ise C 

vitamin, B2, B3N (nicotinamide) ve B3H (nicotinic acid) için LOD değerleri 

sırasıyla 0,64 mg/L, 0,43 mg/L, 0,63 mg/L, 0,38 mg/L; LOQ değerleri ise sırasıyla 

2,13 mg/L,  1,42 mg/L, 2,11 mg/L, 0,1,27 mg/L olarak bulunmuĢtur. Her iki 

hareketli fazı kullanan analitik yöntemler de, yüksek hassasiyet ve düĢük 

gözlenebilme sınırı açısından iyi sonuçlar elde edilmesini sağlamıĢlardır (León-Ruiz 

ve ark., 2013).  

Rudenko ve Kartsova‘nın gerçekleĢtirdiği çalıĢmada, çeĢitli gıdalarda 

(kombine yemlerde, biyolojik olarak aktif olan takviyelerde ve premikslerde) 

bulunan suda çözünen vitaminlerin (nikotinik asit (B3 veya PP), nikotinamid (B3 

veya PP), piridoksin hidroklorür (B6), riboflavin (B2) ve tiamin hidroklorür (B1) ve 

C vitamini) belirlenmesi için bir iyon çifti reaktifi (sodyum heptansülfonat) içeren 

ters fazlı bir HPLC yöntemi geliĢtirilmiĢtir.  Kromatografik analiz için UV 

dedektörüne sahip bir Supelco C18 kromatografik kolonu (250 x 4,6 mm, adsorban 
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parçacık boyutu 5 µm) kullanılmıĢtır. Deneyler bir gradyan elüsyon modunda ve 260 

nm ve 280 nm‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada hareketli faz olarak hacimce %4 

asetonitril ve 10,5 mM sodyum heptansülfonat (bileĢen A) ve asetonitril (bileĢen B) 

karıĢımı içeren 11,0 mM fosfat tampon çözeltisi (pH 2,5) kullanılmıĢtır ve hareketli 

fazın akıĢ hızı 1 mL/dk‘dir. Premikslerde, kombine yemlerde ve biyolojik olarak 

aktif takviyelerdeki vitaminlerin belirlenmesinde, numuneler 25 mL 0,01 M 

hidroklorik asit çözeltisi ile 40°С'de 10 dk süreyle ekstrakte edilmiĢtir. Vitaminlerin 

Adsorban SepPak C18 üzerindeki geri kazanım oranları nikotinik asit için 0,77 ± 

0,04; nikotinamid için 0,86 ±0,05; piridoksin için 0,75 ±0,04; tiamin için 0,86 ±0,05 

ve riboflavin için 0,94 ±0,03‘tür (Rudenko ve Kartsova, 2010). 

Elektroforetik Yöntemler 

Ward ve arkadaĢları tarafından konsantre sürülebilir mayalarda toplam niasin 

miktarının belirlenmesi için yeni bir kılcal elektroforetik yöntem geliĢtirilmiĢtir. Bu 

iĢlem için ilk olarak gıda ürününden nikotinik asidi serbest burakmak için numune 

sulu kalsiyum hidroksit çözeltisi içinde otoklavlanmıĢtır. Numune, aktive edilmiĢ bir 

Cl8 Sep-Pak kartuĢundan geçirilmiĢ ve ardından numuneye, SCX kolonları 

kullanılarak katyon değiĢtirme kromatografisi uygulanmıĢtır. Bu iĢlemlerin ardından 

nikotinik asit, 1:1 oranında hazırlanmıĢ 0,02 M sodyum tetraborat ve 0,02 M 

disodyum hidrojen ortofosfat (pH 9,2) karıĢımından oluĢan bir tampon içeren 75 cm 

x75 pm kaplanmamıĢ, erimiĢ silika kapiler kolondan geçirilerek analiz edilmiĢtir. 

Hesaplamalarda pik alanlarından yararlanılmıĢtır. Bu çalıĢmada iç standart olarak 

sakkarin (40 pg/mL) kullanılmıĢtır. Nikotinik asidin lineer konsantrasyon aralığı 1-

15 pg/mL‘dir. Ayırmalar 20 kV'da ve 30 °C‘de yapılmıĢtır.  BileĢikler, vakum 

altında (vat. seviye 2, 25 kPa/s) yüklenmiĢ ve UV‘de 254 nm'de tayin edilmiĢtir 

(Ward ve ark., 1997). 

Ward ve Trenerry yapmıĢ oldukları bir çalıĢma ile tahıl, et, balık, maya, fıstık 

ezmesi, kabuklu gıdalar, ayçiçeği tohumu ve diğer bazı gıdalarda bulunan niasin 

miktarını belirlemek için bir kapiler elektroforez (CE) yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Bu 
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yöntem ile uzunluğu 50 cm olan C18 kolonundan %15 asetonitril ve %85 oranında 

1:1 0,02 M potasyum dihidrojen ortofosfat ve 0,02 M disodyum hidrojen ortofosfat 

pH 7 karıĢımı içeren bir tampon sistemi geçirilmiĢtir. ÆalıĢmada iç standart olarak 

sakkarin kulllanılmıĢtır. Ayırmalar, +20 kV ve 30°C'de gerçekleĢtirilmiĢtir. CE 

metodu ile belirlenen niasin miktarını karĢılaĢtırmak için referans bir yöntem olarak 

HPLC yöntemi kullanılmıĢtır.  KarĢılaĢtırma neticesinde her iki yöntem arasında da 

anlamlı bir farklılığın olmadığı belirlenmiĢtir. HPLC analizi, içerisinde 0,005M PIC 

A reaktifi bulunan %15 metanol, %85 deiyonize su karıĢımı içeren bir hareketli fazın 

kullanıldığı bir Cl8 ön kolonu ile donatılmıĢ bir 4-pm C8 (8 mm x 100 mm) kolonu ve 

UV detektörü kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. HPLC analizi için iç standart 

kullanılmamıĢtır. HPLC sisteminde akıĢ hızı 1,5 mL/dk ve niasinin detekte edildiği 

dalga boyu 254 nm olarak tespit edilmiĢtir. Niasinin CE'ye göre göç süresinin (Isco 

ve Hewlett-Packard cihazları için sırasıyla 8,5 ve 12,5 dk), HPLC'ye göre tutma 

süresine (10 dk) benzer olduğu rapor edilmiĢtir (Ward ve Trenerry, 1997). 

Elektrokimyasal Yöntemler 

Abdoon ve arkadaĢları tarafından nikotinamidin (NA) potansiyometrik tayini 

için hassas ve seçici elektrokimyasal sensörler dizyn edilmiĢtir. Yazarlar, bu amaçla, 

plastikleĢtirici (o-nitrofeniloktil eter (o-NPOE)) ve polimerik matris polivinil klorür 

kullanarak dört çeĢit NA sensörü geliĢtirmiĢlerdir. Kullanılan sensörler; sensör I ve 

II, elektroaktif malzeme nikotinamid-fosfomolibdat (NA-PM) ile hazırlanan kaplı tel 

tipindedir ve sensör II iyonofor 2-hidroksipropil b siklodekstrin kullanılarak 

modifiye edilmiĢtir. Sensör III ve IV, karbon pasta tipi sensörlerdir ve nikotinamid-

fosfotungstat (NA-PT) kullanılarak üretilmiĢlerdir ve sensör IV için karbon 

nanotüpler kullanılmıĢtır. ÆalıĢmada sensörlerin karakteristik performansları 

incelenmiĢ ve her bir sensörün 25 °C‘de Nernstian yanıtları (sensör I için 51,7 ± 0,4 

mV/dekat, sensör II için 54,6 ± 0,8 mV/dekat, sensör III için 56,9 ± 0,5 mV/dekat ve 

sensör IV için 59,7 ± 0,2 mV/dekat) belirlenmiĢtir. Bu sensörlerin alt gözlenebilme 

sınırları (LLOD) ise Ģu Ģekildedir; sensör 1 için 4,4 × 10
–7

 mol/L, sensör II için 2,4 × 

10
–7

 mol/L, sensör III için 2,5 × 10
–7

 mol/L ve sensör IV için 2,6 × 10
8
 mol/L olarak 
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belirlenmiĢtir. Elde edilen sonuçları istatistiksel olarak değerlendirilmiĢ ve daha önce 

yayınlanmıĢ diğer yöntemlerden elde edilen verilerle karĢılaĢtırılmıĢtır (Abdoon ve 

ark., 2015).  

Parshina ve arkadaĢları, karboksil ve sülfo grupları ile karbon nanotüpler 

(CNT) tarafından modifiye edilen perflorosülfonik asit membranlarını MF-4SC, 

farmasötik çözeltilerde nikotinik asidin belirlenmesi için potansiyometrik çapraz 

duyarlı sensörler için malzeme olarak ele almıĢlardır. Bu yöntem ile sulu çözeltilerde 

nikotinik asit iyonlarının LOD değeri 1,0x10
–5

 M olarak bulunmuĢtur. Tabletlerde 

nikotinik asit iyonlarının tayinindeki bağıl hata ve BSS değerleri ise sırasıyla %0,8–

1,3 ve %5'tir. Enjeksiyonlarda nikotinik asit tayininde bağıl hata ve BSS sırasıyla %3 

ve %0,9 olarak tespit edilmiĢtir (Parshina ve ark., 2022).  

Parshina ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, MF-4SC perflorosülfonik asit 

membranlarına dayalı hibrit malzemeler, sulu çözeltilerde ve farmasötiklerde 

nikotinik asidin tayini için potansiyometrik sensör malzemeleri olarak incelenmiĢtir. 

Hibrit membranlar, 3-aminopropil (MF-4SC/SiO2-(CH2)3-   
 ) ile modifiye edilmiĢ 

silika nanopartikülleri ve sülfonatlı (doğrudan veya hidrokarbon grupları yoluyla) bir 

yüzeye (MF-4SC/ZrO2-   
 , MF-4SC/SiO2-(CH2)3-   

 ) sahip zirkonya ve silikanın 

dahil edilmiĢ nanopartiküllerini içermekteydi. Sulu çözeltilerdeki nikotinik asit 

iyonlarının LOD değeri 10
–8
–10

–7
 M olarak bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada nikotinik asit 

farmasötiğindeki aktif ve yardımcı maddeleri belirlemek için ağırlıkça %5 SiO2–

(СН2)3–   
 , ve ağırlıkça %3 SiO2–(CH2)3–   

  (15 mol %'si) içeren zarlara dayalı 

çapraz duyarlı sensör dizisi kullanılmıĢtır (Parshina ve ark., 2021).  

Santos ve Rangel‘in yaptığı çalıĢmada, demlenmiĢ kahve numunelerinde niasin 

analizi için amperometrik dedeksiyon ile bir düĢük basınçlı kromatografik akıĢ 

enjeksiyon sistemi geliĢtirilmiĢtir. Manifold, didesildimetilamonyum bromür ile 

kaplanmıĢ 1,0 cm uzunluğunda monolitik bir kolon ve laboratuvar yapımı bor katkılı 

bir elmas elektrottan oluĢmaktaydı ve hareketli fazın hat içi iyonik kuvveti ayarlıydı. 

Kolonun kaplanması ve Ģartlanması aĢağıdaki çözeltilerin 0,5 mL/dk'lık bir akıĢ 

hızında sırayla itilmesinden oluĢuyordu: (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 gün). Son adımda, monolitik kolonu DDAB fazlası 

temizlenene kadar iyice yıkanmıĢtır, çünkü bu bileĢiğin yıkanması BDD 

elektrodunun hassasiyetini azaltmaktadır. Elektrokimyasal sistem, çalıĢma elektrotu 

olarak bir BDD elektrotu, referans elektrotu olarak bir Ag/AgCl çift temaslı elektrotu 

ve yardımcı elektrot olarak bir camsı karbon çubuk elektrottan oluĢuyordu. Bu 

çalıĢmada korelasyon katsayısı 0,9999, LOD değeri 7,90x10
-7

 M, LOQ değeri ise 

2,63x10
-6

 M olarak belirlenmiĢtir (Santos ve Rangel, 2015).   

1.3.2. Kafeinin Kantitatif Analizi 

Spektroskopik Yöntemler 

Rácz ve arkadaĢları 2016 yılında yapmıĢ oldukları bir çalıĢma ile, FT-NIR 

spektroskopisi ve yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) ile Macaristan, 

Slovakya ve Yunanistan'dan sağlanan yaklaĢık yüz ticari içeceği örneğinin kafein ve 

Ģeker içeriklerini kantitatif olarak tayin etmiĢlerdir. ÆalıĢmada kalibrasyon modelleri, 

kısmi en küçük kareler regresyonu (PLSR) ile oluĢturulmuĢtur. Yazarlar kafein 

miktarını belirlemek için bir referans HPLC-UV yöntemi kullanılmıĢlardır. 

GerçekleĢtirilen FT-NIR analizlerinde, yöntem çok boyutlu bir kemometrik 

tekniklerinden PLSR tekniği ile kombine edilmiĢtir. Ayrıca çalıĢmada PLSR 

tekniğinin yanı sıra temel bileĢenler analizi (PCA) ve doğrusal diskriminant analiz 

(LDA) tekniklerinden de yararlanılmıĢtır. Bu çalıĢmada FT-NIR ölçümleri için bir 

Fourier dönüĢümü yakın kızılötesi spektroskopi (FT-NIR) analiz cihazı kullanılmıĢtır 

ve cihaz, bir kuvars ıĢın ayırıcı, entegre bir interferometre, akıĢlı bir küvet ile 

donatılmıĢ termostatlı bir numune bölmesi ve 800–2500 nm dalga boyu aralığında 

çalıĢan bir TE-InGaAs dedektörü ile donatılmıĢtır. Spektral çözünürlük 8 cm
-1

, 

tarayıcı hızı 10 kHz ve her bir spektrum, birbirini takip eden 32 taramanın ortalama 

spektrumu ile elde edilmiĢtir. Kromatografik analizlerde ise, kafeinin HPLC-UV ile 

miktarının belirlenmesi için bir C18 HPLC kolonu (4,6 mm x 150 mm x 5,0 um) 

kullanılmıĢtır. Kromatografik ayırım, 40 °C'de izokratik elüsyon ile 18 dk‘da 
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gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada akıĢ hızı 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 20 µl‘dir ve 

kafein 273 nm‘de detekte edilmiĢtir. Kafeinin kolonda süresi ise yaklaĢık 9,5 dk‘dır 

(Rácz ve ark., 2016). 

Zielińska ve arkadaĢları tarafından, enerji içeceği numunelerinin içerisindeki 

bileĢiklerin analizi, 1H-NMR spektroskopisi, HPLC-DAD, titrasyon ve 

refraktometrik yöntemler kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 1H-NMR yöntemine, 

Ģeker, sitrik asit, kafein ve niasinamid miktarını belirlemek için baĢvurulmuĢtur. Tüm 

ölçümler 295 K‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Æözeltiler 9:1 (v/v) H2O ve D2O karıĢımından 

oluĢan bir solvent sistemi ile hazırlanmıĢtır. Niasinamid ve kafein için 1H-NMR ile 

elde edilen veriler Ģu Ģekildedir: niasinamid için R
2
 0,997, konsantrasyon aralığı 

0,013–0,400 mg/mL, LOD 0,017 mg/mL, LOQ 0,050 mg/mL; kafein için R
2
 0,996, 

konsantrasyon aralığı 0,040–1,210 mg/mL, LOD 0,057 mg/mL, LOQ 0,170 mg/mL. 

Tüm analitler için ortalama geri kazanım değerleri %98 ve %105 aralığında iken, 

bağıl standart sapma (BSS) değerleri %2'nin altındadır. Kafein, niasinamid ve sitrik 

asit miktarı, gradient pompa sistemi ve bir fotodiyot dizisi detektörü içeren bir HPLC 

sistemi kullanılarak analiz edilmiĢtir. Kromatografik ayırım, 35°C'de ve 1 mL/dk 

akıĢ hızında,  RP-18e kolonu (5 µm, 250 mm x 4,6 mm) ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

HPLC yönteminde geri kazanım değerleri %97-103 aralığında bulunmuĢtur. 

Kromatografik analiz gradient elüsyon ile gerçekleĢtirilmiĢ ve bunun için %0,1 (v/v) 

formik asit (A) ve asetonitrilden (B) oluĢan bir hareketli faz sisteminden 

yararlanılmıĢtır. Gradient elüsyon planı: 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 edilmiĢtir. Niasinamid ve kafein için alıkonma süreleri sırasıyla 4,7 dk ve 

12,4 dk‘dır (Zielińska ve ark., 2022).   

Mufakkar ve arkadaĢları, yaptıkları çalıĢma ile, piyasada bulunan on farklı 

marka enerji içeceğindeki kafeinin UV-spektroskopisi ile miktar tayinini 

yapmıĢlardır. Bunun için konsantrasyon aralığı 0,1 – 1,3 mg/mL arasında değiĢen 13 

farklı kafein içeren standart çözelti hazırlanmıĢtır ve bu hazırlanan çözeltilerin UV 

spektrofotometre ile 272 nm‘de absorbansları alınarak enerji içeceklerindeki kafein 

miktarı belirlenmiĢtir. Sonuçlar her içecekte kafein miktarının farklı olduğunu 
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göstermiĢtir. Bu çalıĢmada, en yüksek kafein konsantrasyonunun Power Horse adlı 

markada olduğunu (0,754955 mg/mL) ve en düĢük miktarda kafeinin ise Big Apple 

adlı bir markada bulunduğu (0,100901 mg/mL) gözler önüne sermiĢtir (Mufakkar ve 

ark., 2015).  

Amos-Tautua ve Diepreye tarafından 2014 yılında gerçekleĢtirilen çalıĢmada, 

Nijerya'nın Yenagoa kentinde yerel piyasada bulunan sekiz farklı marka gazlı ve 

enerji içeceğinin pH ve kafein düzeyleri standart bir UV spektroskofotometrik 

yöntemle belirlenmiĢtir. ÆalıĢmada kafeinin kantitatif analizi için ekstraksiyon 

çözücüsü olarak karbon tetraklorür kullanılmıĢtır ve her çözeltinin absorbansı, 270 

nm absorpsiyonda ölçülmüĢtür. Bu çalıĢmadan elde edilen sonuçlar, içeceklerin pH 

seviyesinin 5,92-6,44 arasında hafif asidik olduğunu ve kafein düzeylerinin ise gazlı 

meĢrubat Coca Cola'da 43,71±0,55 ppm ve enerji içeceği Red Bull örneğinde ise 

58,31±0,35 ppm olduğunu göstermiĢtir. Gazlı meĢrubatlar için kafein limiti 43,71-

45,83 ppm iken bu çalıĢmada bu miktar 44,52 ppm bulunmuĢtur. Benzer Ģekilde 

enerji içeceklerinde kafein limiti 47,56-58,31 ppm iken yazarlar bu miktarı 52,24 

ppm olarak bulmuĢlardır. Tüm bu sonuçlar, analiz edilen içeceklerdeki kafein 

seviyesinin FDA tarafından izin verilen maksimum limitlerin altında olduğunu 

göstermiĢtir (Amos-Tautua ve Diepreye, 2014).  

Armenta ve arkadaĢları, ticari enerji içeceği numunelerinde kafein tayini için 

katı fazlı titreĢim spektrometrisine dayalı bir metodoloji (katı faz Fourier dönüĢümü-

Raman spektrometrisi, SP-FT-Raman) geliĢtirmiĢlerdir. 5 mm i.d.'lik bir cam tüp 

içine paketlenmiĢ bir C18 katı fazı üzerinde sabitlenmiĢ kafeinin Raman spektrumları, 

doğrudan 3500 ve 70 cm
-1

 arasında elde edilmiĢtir. Kafein tayini için 573 ile 542 cm
-

1 
arasındaki Raman spektrumu değerleri kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmadan elde edilen 

sonuçlara göre, yöntemin tekrarlanabilirliği %3, geri kazanım %99 ± 3 ve LOD 

değeri ise 18 mg/L‘dir (Armenta ve ark., 2005). 

2005 yılında yapılan bir çalıĢmada Huck ve arkadaĢları, kaba yeĢil 

çekirdeklerin ayrıĢtırılmasından sonra kavrulmuĢ kahvedeki üç ana alkaloit kafein 

(Caf), teobromin (Tbr) ve teofilin (Tph) miktarının belirlenmesi için yakın kızılötesi 
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spektroskopiye (NIRS) dayalı yeni bir analitik yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada sabit faz olarak gözeneksiz silika- C18 ve gözenekli silika- C18 kullanılmıĢ 

ve her iki durumda da analiz süreleri karĢılaĢtırılmıĢtır. 3 alkoloidin gözeneksiz 

silika- C18 ile analizi 2,5 dk'da, gözenekli silika- C18 ile analizi ise 20 dk‘da 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu nedenle çalıĢmada gözeneksiz silika C18 kullanılmıĢtır. 

Valide edilmiĢ LC-UV yöntemi, NIRS sisteminin kalibrasyonu için referans yöntem 

olarak seçilmiĢtir. 83 sıvı kahve ekstraktının analizinde, kafein ve teobromin için 

0,10 ve 4,13 g/100 g konsantrasyon aralığında 0,86 ve 0,85 korelasyon katsayıları ile 

sonuçlanmıĢtır. Bu analizde SEE (standart tahmin hatası) değerleri sırasıyla 0,34/100 

g ve 0,40 g/100 g iken; SEP (standart tahmin hatası) değerleri ise 0,07/ 100 g ve 0,10 

g/100 g'dır. LC yöntemi ile LOD değeri 0,244–0,60 ng/100 g iken, NIRS yöntemi ile 

bu değer 0,05 g/100 g'dır ve bu sonuçlar Teofilin NIRS ile analizini imkansız 

kılmaktadır, teofilin analizi için LC yöntemi tercih edilmelidir. Fakat, NIRS yöntemi 

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

Asogwa ve arkadaĢlarının yaptığı bu çalıĢma, enerji içeceklerinin porsiyon 

hacimlerindeki kafein içeriğini spektrofotometrik ve iyodometrik geri titrasyon 

yöntemleriyle kantitatif olarak analiz etmeyi amaçlamaktadır. Spektrofotometrik 

yöntem ile kafein miktarının tayin edilmesi için 270 nm dalga boyunda çalıĢılmıĢtır. 

Kafein miktarının enerji içeceklerindeki UV spektroskopi ile bulunan miktarları 

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 yöntemiyle Bullet, korkusuz, Predator, Power Horse ve 

Passion için bu miktarlar sırasıyla 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'dır. Ürün etiketinde belirtilen 

miktarlar ise Bullet, korkusuz, Predator, Power Horse ve Passion için sırasıyla 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 verilmiĢtir. Sonuçlar göstermiĢtir ki, enerji içeceklerindeki kafein 

içeriğinin belirlenmesi amacıyla spektrofotometrik ve iyodometrik geri titrasyon 

yöntemlerine baĢvurulması, doğru ve güvenilir sonuçlar vermektedir (Asogwa ve 

ark., 2023). 



45 

 

Alesso ve Fernández tarafından 2016 yılında gerçekleĢtirilen çalıĢmada, kafein 

analizi için 338 nm emisyon ve 280 nm eksitasyon dalga boyunda sığır serum 

albümini molekülünün floresan emisyonu üzerindeki söndürme etkisine dayalı olarak 

yeni bir metadoloji geliĢtirlmiĢtir. TaĢıyıcı olarak 1,5 mL/dk akıĢ hızında, potasyum 

dihidrofosfat 5x10
−3

 mol/L tampon (pH 6,8)  kullanılmıĢtır. Önerilen metodoloji, 

saatte 60 numunenin iĢlenmesine izin vermektedir. Bu yöntemin sonuçlarına göre 

kafeinin r
2
 değeri 0,9954,  LOD değeri 2x10

-6
 mol/L ve LOQ değeri ise 6,68x 10

-6
 

mol/L‘dir (Alesso ve Fernández, 2016).  

Palo ve arkadaĢlarının gerçekleĢtirdiği çalıĢmada zayıflatılmıĢ toplam yansıma 

Fourier dönüĢümü kızılötesi (ATR-FTIR) spektroskopisinin basılı formülasyonların 

içerisinde bulunan kafein ve loperamid hidroklorürün kantitatif analizinde kullanımı 

araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmada baskı çözünürlüğü değiĢtirilerek farklı dozlarda kafein 

ve loperamid hidroklorür (LOP) içeren formülasyonlar hazırlamak için piezoelektrik 

inkjet yazıcıdan yararlanılmıĢtır. Basılı ilaç içeriği, CAF için UV-Vis 

spektrofotometri ile 273 nm‘de ve LOP için ise HPLC ile belirlenmiĢtir. Yöntemin 

1,25-20 mg/mL konsantrasyon aralığında doğrusal olduğu belirlenmiĢtir (R
2
 0,9991). 

Bu çalıĢma, basılı ilaç formülasyonlarının kantitatif analizi için tek değiĢkenli/çok 

değiĢkenli veri analizi ile birlikte kızılötesi spektroskopinin uygulanabilirliğini 

göstermesi açısından önem taĢımaktadır (Palo ve ark., 2016).   

Kromatografik Yöntemler 

Chirita ve arkadaĢları yapmıĢ oldukları çalıĢma ile enerji içeceği numunesinde 

bulunan kafein ve taurinin eĢ zamanlı tayini için bir HILIC/UV/ELSD yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Kromatografik ayırma, bir NH2 polimeri (150 x 2,1 mm iç çap, 5 

µm) ile gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada evaporatif ıĢık saçılım dedektörü (ELSD) ve 

UV-Vis. detektörleri kullanılmıĢtır. Kromatografik sistemde akıĢ hızı 0,15 mL/dk, 

kolon sıcaklığı 45°C, hareketli faz MeOH/H2O (30/70, v/v) ve deteksiyon için 

seçilen dalga boyu 272 nm‘dir. Kromatografik ayırma için izokratik elüsyon tercih 

edilmiĢtir. Analizde 0,995‘in üzerinde r
2
 değerlerine ulaĢılmıĢtır. ELSD ile kafein 
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için LOD değeri yaklaĢık 2 mg/L iken 272 nm'de UV ile kafein için LOD değeri 

yaklaĢık 10 µg/L olarak bulunmuĢtur. ELSD ve UV dedektörleri ile bulunan LOQ 

değerleri ise sırasıyla 5 mg/L ve 30 µg/L‘dir. Geri kazanım değerleri ise kafein için 

%68,7-84,4 arasında değiĢmektedir (Chirita ve ark., 2010).  

Medina ve arkadaĢları 2020 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢma ile  San metropol 

bölgesinde 384 kiĢiye yapılan bir anketin sonuçlarına göre seçilen ve Kolombiya 

pazarında tüketilen üç enerji içeceğindeki kafein miktarını analiz etmiĢlerdir. Enerji 

içeceği numunelerindeki kafein miktarı, bir ultra hızlı sıvı kromatografisi (UFLC) 

yöntemi ile belirlenmiĢtir. UFLC sisteminin kromatografik Ģartları belirlenirken 

NTC-ISO 20481 yöntemi referans alınmıĢtır.  Bir C18 kolonuna (4,6 mm x 50 mm x 

2,2 um) sahip, ters faz UFLC-PDA sistemi ile kafein analizi izokratik elüsyon ile 272 

nm‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Kromatografik ayırım için metanol: su tip I (24:76) 

karıĢımına sahip hareketli fazın akıĢ hızı 1,00 mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 µL, fırın 

sıcaklığı 40 °C‘dır. Kafeinin UFLC çalıĢmasında lineer kalibrasyon aralığı 0,025-

30,0 mg/L, LOD değeri 0,0034 mg/L, LOQ değeri 0,0065 mg/L ve alıkonma süresi 

(tR) 2,050 dk‘dır (Medina ve ark., 2020). 

Ali ve arkadaĢları, HPLC yöntemi ile Sudan yerel pazarlarında ticari olarak 

pazarlanan 15 farklı içecek numunesinin kafein düzeyini belirlemiĢlerdir. 

Kromatografik ayırma Shim-pack VP-ODS kolonu (250 x 4,6 mm) ile 270 nm‘de 

gerçekleĢtirilmiĢ ve elüent olarak metanol:su (30:70, v/v) kullanılmıĢtır. ÆalıĢmada 

PDA dedektörü kullanılmıĢ ve akıĢ hızı 1,3 mL/min, enjeksiyon hacmi ise 20 µL 

olarak verilmiĢtir. Yöntemde doğrusal konsantrasyon aralığı 10-100 ppm‘dir ve bu 

aralıkta korelasyon katsayısı 0,9999 olarak verilmiĢtir. Bu çalıĢmada kafeinin 

gözlenebilme sınırı 0,023 ppm ve yöntemin kesinliği ise %1,25 (40 ppm 

konsantrasyonda) olarak bulunmuĢtur. Geri kazanım değerleri ise Pepsi Cola, Coca 

Cola, Red Bull, Gazaltain siyah çay ve Kahve örneklerinde sırasıyla %99, %105, 

%99,2, %102 ve %102‘dır. Analiz sonucunda numunelerde saptanan kafein miktarı 

ise Ģu Ģekildedir: çay numunelerinde 458,6 ppm, enerji içeceklerinde 255,6 ppm, 

kahvede 252,4 ppm ve gazlı alkolsüz içeceklerde 96 ppm (Ali ve ark., 2012).   
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Ahmad ve arkadaĢları, yaptıkları çalıĢmada iki meĢrubat ve altı enerji içeceği 

olmak üzere pazarlanan sekiz alkolsüz içecekte bulunan kafein miktarını belirlemek 

için UPLC-PDA yöntemi geliĢtirmeyi ve doğrulamayı amaçlamıĢlardır. Kafeinin 

kromatografik ayırımı, Acquity UPLCVR CSHTM C18 (1,7 mm, 2,1x 100 mm) 

kolonu ile, izokratik modda ve asetonitril ve sudan (30:70, v/v) oluĢan bir hareketli 

faz kullanılarak, 0,3 mL/dk akıĢ hızında ve 1,0 µL enjeksiyon hacminde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Kafeinin bu yöntemle elüsyonu 1,06 dk‘da gerçekleĢmiĢtir ve 

kalibrasyon eğrisi oluĢturmak için kafeinin 273 nm‘deki değerleri kullanılmıĢtır. 

Kafeinin doğrusallığı, 40-200 ng/mL arasında değiĢen bir konsantrasyon aralığında 

değerlendirilmiĢtir. Yöntemden elde edilen sonuçlar: korelasyon katsayısı r
2
 0,9994, 

LOD değeri 7,34 ng/mL, LOQ 22,24 ng/mL ve geri kazanım değerleri ise %97,80–

103,28 olarak bulunmuĢtur. Tüm bu sonuçlar yöntemin doğruluğunu ispat etmektedir 

(Ahmad ve ark., 2022).  

Gliszczyńska-Świgło ve Rybicka 2015 yılında yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada, 

kafein ve suda çözünen vitaminlerin (C vitamini, tiamin, riboflavin 5-fosfat ve 

riboflavin, nikotinik asit ve nikotinamid, pantotenik asit, piridoksal, piridoksamin ve 

piridoksin, folik asit ve siyanokobalamin) eĢ zamanlı tayinleri için PDA ve floresan 

dedektörüne sahip HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Kromatografik ayırma, 

μBondapak C18 kartuĢ koruma kolonu ve Nova-Pak C18 kolonu (150 mm×3,9 mm, 5 

μm) ile donatılmıĢ bir HPLC sistemi ile sağlanmıĢtır. Hareketli faz, Metanol (çözücü 

A) ve 0,005 M hekzansülfonik asit içeren 0,05 M NaH2PO4'ten (pH 3,0) (çözücü B) 

oluĢmaktadır. ÆalıĢmada gradient elüsyon uygulanmıĢtır; 20 dk boyunca %10 A'dan 

%40 A'ya kadar doğrusal bir artıĢ gerçekleĢtirilirken sonraki 10 dk içinde de 1 mL/dk 

akıĢ hızı ile baĢlangıç koĢullarına geri dönüĢ sağlanmıĢtır. ÆalıĢmada enjeksiyon 

hacmi 20 μL'dir. Kafein ve bazı vitaminlerin tayini için PDA dedektörü kullanılırken, 

B6 (eksitasyon dalga boyu 290 nm ve emisyon dalga boyu 390 nm) ve B2 vitamini 

için (eksitasyon dalga boyu 450 nm ve emisyon dalga boyu 530 nm) floresan 

dedektörü kullanılmıĢtır. Bu yöntem ile 30 dk‘da 13 bileĢik analiz edilmiĢtir. 

Kolonda kafeinin alıkonma süresi 17,58±0,04 dk‘dır ve kafein 270 nm'de dedekte 

edilmiĢtir. Bu çalıĢmada HPLC-PDA ile belirlenen LOD'ler 13-121 ng/mL arasında, 

HPLC-FL ile belirlenen LOD'ler ise 8-61 ng/mL arasındadır. Gün içi ve günler arası 
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cihaz kesinliğinin bir ifadesi olan BSS değerleri ise sıvı enerji içeceği için %1,87 ve 

%1,73‘ten az; tablet enerji içeceği içinse %1,44 ve %1,83'ten azdır. BileĢiklerin 

tanınmasını ve saflığını doğrulamak için ise UV/VIS absorpsiyon spektrumlarından 

yararlanılmıĢtır (Glıszczyńska-Śwıgło, Rybıcka 2015). 

Foudah ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilen çalıĢmada, çeĢitli ticari enerji 

içeceklerindeki (ED) ve yeĢil farmasötik formülasyonlardaki kafein tayini için ters 

fazlı yüksek performanslı ince tabaka kromatografisi (HTLC) kullanılmıĢtır. 

Yöntemde kafein 20 mm/sn'lik bir tarama hızında ve 4 x 0,45 mm'ye ayarlanmıĢ 

yarık boyutunda 275 nm‘de tayin edilmiĢtir ve hareketli faz olarak ta Etanol-su 

(55:45 v/v) karıĢımı kullanılmıĢtır. GeliĢtirilen yöntemde kafein için kalibrasyon 

eğrisinin 50–800 ng/bant konsantrasyon aralığında doğrusal olduğu tespit edilmiĢtir. 

Bu yöntem ile farklı enerji içeceklerinde (ED1-ED10) bulunan kafein miktarı 21,02–

37,52 mg/100 mL aralığında, bitkisel ürünlerdeki (F1-F3) kafein miktarı ise 10,63–

20,30 mg/100 mL olarak bulunmuĢtur. Kafein analizi, ters fazlı silika jel 60 F254S 

plakaları ile önceden kaplanmıĢ 10 x 20 cm cam plakalar üzerinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Numuneler otomatik öernekleyici aplikatörü ile ters fazlı TLC 

plakalarına 6 mm'lik bantlar halinde iĢaretlenmiĢtir.  Kafeinin uygulama oranı 150 

nL/s'dir. TLC plakaları, EtOH-su (55:45, v/v) hareketli faz kullanılarak 80 mm'lik bir 

mesafeye kadar Otomatik GeliĢtirme Odasında 22 °C'de 30 dk boyunca EtOH-su 

buharları (55:45, v/v) ile doyurulmuĢtur. ÆalıĢma sonucunda belirleme katsayısı (R
2
) 

ve regresyon katsayısı (R) değerleri sırasıyla 0,9973 ve 0,9986 olarak bulunmuĢtur. 

LOD ve LOQ değerleri ise sırasıyla, 16,87 ± 0,45 and 50,61 ± 1,35 ng/band olarak 

belirlenmiĢtir (Foudah ve ark., 2022). 

Attipoe ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢma ile piyasada en çok satılan enerji 

içecekleri (n=9) ve enerji shotları (n=5) içerisinde bulunan kafein miktarının 

ambalajda belirtilen miktar ile uyumlu olup olmadığını test etmeyi amaçlamıĢlardır. 

Bu çalıĢmada içeceklerdeki kafein miktarı, solvent ekstraksiyonu ve ardından UV 

dedektörüne sahip bir HPLC yöntemi uygulanması ile belirlenmiĢtir. Bu yöntem ile 

kafein seviyesi kantitasyon sınırının altına düĢtüğünde ise tandem kütle 

spektrometresi dedektörü ile sıvı kromatografisi kullanılmıĢtır. Analiz sonucu elde 
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edilen kafein miktarları ile ambalajda belirtilen miktarlar SPSS kullanılarak 

karĢılaĢtırılmıĢtır. ÆalıĢma sonucunda bu numunelerden 5'inin ambalajda belirtilen 

miktar ile uyumlu olmadığı tespit edilmiĢtir, diğer 9 tanesindeki kafein miktarının ise 

ambalajda belirtilen miktarın %15'i içinde olduğu tespit edilmiĢtir. Ürün 

ambalajlarında yazılı olan kafein miktarı enerji içecekleri için 75-240 mg, enerji 

shotları için ise 31-270 mg arasında değiĢmektedir. Ortalama olarak, bulunan kafein 

miktarı (151 mg), etikette belirtilenden (161 mg) biraz daha düĢük bulunmuĢtur 

(Attipoe ve ark., 2016). 

Grembecka ve Szefer tarafından çeĢitli diyet takviyelerinde ve alkolsüz 

içeceklerde kafein ve aspartamın eĢ zamanlı tayini için bir HPLC–CAD–UV-DAD 

yöntemi önerilmiĢtir. Analizler, aynı anda seri olarak bağlanmıĢ yüklü bir aerosol 

detektörüne (Corona CAD) ve ultraviyole diyot dizi detektörüne (UV-DAD) bağlı 

HPLC ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Yöntemin, diyet takviyeleri ve alkolsüz içeceklerde 

0,25–75 μg/mL aralığında kafein ve aspartam miktarını belirlemek için uygun olduğu 

görülmüĢtür. Kafein ve aspartamın LOD değeri Corona CAD için sırasıyla 62 ve 43 

ng/mL ve UV-DAD dedektörü için 31 ve 30 ng/mL olarak bulunmuĢtur. ÆalıĢma 

sonucunda elde edilen verilere göre, her iki analitin en az 0,999'luk bir korelasyon 

katsayısına sahip olduğu, yöntemin doğruluğunun aspartam için ortalama %100 ve 

kafein için ise %98,3 olduğu ve kesinlik değerlerinin ise %0,09-1,12 arasında olduğu 

görülmüĢtür. UV-DAD dedektörü ile elde edilen LOQ değerleri her iki analit için de 

0,09 µg/mL olarak bulunmuĢtur. Benzer Ģekilde, Corona CAD dedektörü ile 

kaydedilen LOQ değerleri aspartam için 0,13 µg/mL, kafein için ise 0,19 µg/mL‘dır. 

Aspartam için ortalama geri kazanımlar, Corona CAD için %99,8–103 ve UV-DAD 

için %99,6–101 aralığındayken, kafein için bunlar, Corona CAD için %97,5 ile 

%98,8 ve UV- DAD için %96,1–100,4 aralığındadır (Grembecka ve Szefer, 2012).  

Ford ve arkadaĢları, tandem kütle spektrometresi dedektörü ile bir yüzey 

numune alma elektrosprey iyonlaĢtırma sistemi kullanarak,  ters fazlı C8 ince 

katmanlı kromatografi plakaları üzerinde alkolsüz içeceklerde ve spor içeceklerinde 

kafeinin kantitatif tayinini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu yöntemde döteryum etiketli bir 

kafein iç standardı ve seçilmiĢ reaksiyon izleme saptaması kullanılmıĢtır. 44 
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µm/sn'lik bir yüzey tarama hızında 35 dk gerektiren tek bir yüzey tarama deneyinde 

tek bir plaka üzerinde dokuz adede kadar paralel kafein bandı örneklenmiĢtir. Bu 

yöntem ile elde edilen sonuçlar, ters fazlı bir HPLC-UV yöntemi karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Standartlar ve gerçek örneklerle geri kazanımlar, her iki yöntem için de %97 ile 

%106 arasında değiĢmektedir. Analiz sonuçları geliĢtirilen yöntem ile HPLC/UV 

yönteminin uyum içinde olduğunu göstermiĢtir. Diyet ViĢne Kola ve diyet sporcu 

içeceğinde belirlenen kafein miktarlarının literatürde belirtilen değerlerden yüksek 

olduğu saptanmıĢtır (Ford ve ark., 2005). 

Perrone ve arkadaĢları, kahvede kafein, trigonellin, sukroz ve nikotinik asitin 

eĢ zamanlı tayini için bir LC-MS yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Yöntemde önce sıcak su 

ile ekstraksiyon, bazik kurĢun asetat kullanılarak arıtma ve membran filtrasyonu ön 

iĢlem basamakları uygulanmıĢ, daha sonrada bir Spherisorb S5 ODS2, 5 µm 

kromatografik kolon kullanılarak analiz gerçekleĢtirilmiĢtir. Kromatografik ayırma, 

0,2 mL/dk akıĢ hızında %0,3 sulu formik asit/metanol ile gradient elüsyonla 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Elektrosprey iyonizasyon kaynağı, sükroz iyonları üretmek için 

negatif modda ve kafein, trigonellin ve nikotinik asit iyonları üretmek için pozitif 

modda çalıĢtırılmıĢtır. YeĢil ve kavrulmuĢ kahve özlerinde hazırlanan kalibrasyon 

eğrileri, r
2
 > 0,999 ile doğrusaldı. KavrulmuĢ kahve ile yapılan analizlerde geri 

kazanımlar kafein için %93,0-105,1, trigonellin için %85,2-116,2, sükroz için 

%94,1-109,7 ve nikotinik asit için %89,6-113,5 arasında değiĢmektedir. Kafein, 

trigonellin, nikotinik asit ve sukroz için LOD sırasıyla 11,9, 36,4, 18,5 ve 5,0 ng/mL 

idi. 11 kahve örneğinin (normal veya kafeinsiz yeĢil, öğütülmüĢ ve hazır kahve) 

analizi literatürle uyumlu sonuçlar vermiĢtir (Perrone ve ark., 2008).  

Mazdeh ve arkadaĢları, ticari spor içeceklerinde bulunan gıda katkı maddelerini 

HPLC yöntemi ile analiz etmiĢlerdir. Bu çalıĢmada 21 farklı marka sporcu içeceğine 

ait 105 numune ile çalıĢılmıĢtır. Kromatografik ayırım 0,8 mL/dk akıĢ hızında sulu 

amonyum asetat tamponu (pH 4,2) ve asenitril karıĢımından oluĢan (80:20, v/v) bir 

hareketli faz ile C18  (150 × 4,6 mm, 5 μm) kolonu kullanılarak sağlanmıĢtır.  

Enjeksiyon hacmi 20 uL ve UV detektörü 225 nm'dir. Analiz sonucunda yapılan 

hesaplamalarda ortalama geri kazanım değerlerinin %95-106 olduğu belirtilmektedir. 
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Ġran' a ait markalarda  sodyum benzoat ve potasyum sorbat mĢiktarı sırasıyla 147,72 

and 11,54 ppm olarak belirtilmiĢtir. Bu miktar yabancı markalı ürünlerde 19,43 and 

4,91 ppm'dir. Bu çalıĢma aynı anda pek çok maddenin analizine imkan vermiĢtir 

(Mazdeh ve ark., 2016). 

Soto ve arkadaĢlarının yapmıĢ oldukları çalıĢmada, diyet takviyelerindeki 

kafeinin analizi için üç minyatür sıvı kromatografisi (LC) aleti ile çalıĢılmıĢ ve daha 

sonra bunlardan alınan sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢtır; tezgah üstü kapiler LC (capLC) 

sistemi, tezgah üstü nano LC (nanoLC) sistemi ve taĢınabilir LC sistemi. ÆalıĢmalar 

sonucunda, optimize edilmiĢ koĢullar altında, tezgah üstü sistemlere dayalı 

yöntemlerin hassasiyet açısından daha üstün olduğu görülmüĢtür. CapLC ve nanoLC 

sistemleriyle bulunan LOD değerleri sırasıyla 0,01  μg/mL ve 0,003 μg/mL iken 

taĢınabilir LC cihazı ile elde edilen LOD değeri 1 μg/mL'dir. TaĢınabilir LC tabanlı 

yöntemin, basitlik ve verim (toplam analiz süresi < 15 dk) açısından üstün olduğu 

belirlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar, taĢınabilir minyatür LC yönteminin, 1–20 μg 

mL-1 aralığında iyi bir doğrusallık sağladığını göstermiĢtir. Yazarlar tarafından 

önerilen portatif LC tabanlı yöntem, diyet takviyelerindeki kafein içeriği ile ilgili 

baĢarılı sonuçlar vermiĢtir  (Soto ve ark., 2022).  

Karau ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢma ile ters fazlı HPLC yöntemi kullanarak, 

19 farklı türde alkolsüz enerji içecekleri ve çaylardaki kafein miktarını tayin etmeyi 

amaçlamıĢlardır. Bu numuneler, Supelco HS C18 kolonuna (25 cm x 4,6 cm x 5 µm) 

sahip bir HPLC-UV sistemi ile, kolon sıcaklığının 40 °C olduğu bir ortamda ve 272 

nm‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Kromatografik ayırma için metanol ve su (8:20, v/v) 

karıĢımından oluĢan ve akıĢ hızı 1,5 mL/dk olan bir hareketli faz sistemi 

kullanılmıĢtır. ÆalıĢmada kafeinin korelasyon katsayısı (r) 0,9993 ve alıkonma süresi 

ise 2,11±0,03 dk olarak bulunmuĢtur. Kolondan kafeinin geri kazanım yüzdesi 

%89,78-105,59, LOD değeri 0,279  µg/mL ve LOQ değeri ise 0,931 µg/mL'dır. Bu 

çalıĢma alkolsüz içeceklerinin çoğunun yüksek kafein içeriğine sahip olmasına 

rağmen bunların etikette yer almadığını ispatlaması açısından önemlidir (Karau ve 

ark., 2010).  
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Lee ve arkadaĢları, 2014 yılında yaptıkları bir çalıĢmada enerji içeceklerindeki 

kafein miktarını tayin etmek için, SPE numune hazırlama, elektrosprey iyonizasyon 

çoklu tandem kütle spektrometresi dedektörü (ESI-MSn) ile birleĢtirilmiĢ yeni bir 

UPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir.  Kromatografik ayırma, LCQ iyon tuzağı kütle 

spektrometresi vezhang Acquity CSH C18 (50 × 1,0 mm, 1,7 µm) UPLC kolonu ile 

donatılmıĢ ters fazlı bir UPLC kolonu ile izokratik elüsyon modunda 6 dk‘da 

gerçekleĢmiĢtir. Bu çalıĢmada 150 µL/min akıĢ hızında, %0,05 formik asit içeren 

metanol - su (85:15, v/v) karıĢımından oluĢan bir hareketli faz sistemi kullanılmıĢtır. 

En yüksek ortalama geri kazanım SampliQ C18 ODS'de gözlemlenmiĢ (%92 ± 4) ve 

diğer ters fazlı C18 kartuĢlarının ise %32-77 arasında değiĢen önemli ölçüde daha 

düĢük kafein geri kazanımı sağladığı tespit edilmiĢtir. Bu yöntem ile belirlenen 

kafeinin LOQ değeri yaklaĢık 2,1 ng/mL olarak bulunmuĢtur ve gün içi ve günler 

arası kesinlik değerinin %4'ün altında ve ölçümlerin doğruluğunun ise %85,1 ile 

%93,2 arasında olduğu tespit edilmiĢtir (Lee ve ark., 2014).  

Ptolemy ve arkadaĢlarının hazırlamıĢ olduğu çalıĢmada insan tükürüğü, 

plazması ve idrar örneklerinde teobromin ve kafein tayini için tek bir ultra santrifüj 

bazlı numune ön iĢleminin ardından, bir sıvı kromatografi tandem kütle 

spektrometrisi (LC–MS/MS) protokolü uygulanmıĢtır. Optimize edilmiĢ 

kromatografik analizde gradient elüsyon ile her iki analit te 1,3 dk‘da analiz 

edilmiĢtir. Analiz için pozitif mod elektrosprey iyonizasyonu ve çoklu reaksiyon 

modunda çalıĢan bir MS/MS cihazı kullanılmıĢtır. 
13

C3 izotopik olarak etiketlenmiĢ 

kafein, doğruluğu ve kesinliği artırmak için bir iç standart olarak dahil edilmiĢtir. 0,7 

µL standartlar ve numuneler, termostatlı 30°C'de tutulan bir LC C18 köprülü-etil 

hibrit (BEH) kolonuna (1,7 µm partikül x 2,1 mm x 50 mm) enjekte edilmiĢtir. 

Metabolitler, sırasıyla su (faz A) ve asetonitril (faz B) içindeki %0,1 (v/v) formik asit 

hareketli fazları kullanılarak ayrıldı. Bu analizde akıĢ hızı 0,6 mL/dk ve dalga boyu 

280 nm‘dir. ÆalıĢmada, sırasıyla hem teobromin (ortalama R
2
 0,9968) hem de kafein 

(ortalama R
2
 0,9997) için 2,5-400 µmol/L arasındaki konsantrasyon aralığında 

doğrusaldı. Kafein ve teobromin için geri kazanımlar, 10 ve 300 µmol/L 

konsantrasyon seviyelerinde %114-118 ve %99-105 arasında değiĢmiĢtir. Teobromin 

ve kafein için LOD değeri ise 1,25 µmol/L idi (Ptolemy ve ark., 2010). 
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Moura-Silva ve arkadaĢları Amazon‘da yetiĢen, zengin kafein içeriğine sahip 

olan ve sulu özü dünyada yaygın bir biçimde kullanılan guarananın (Paullinia 

cupana) bitki özünün bulunduğu, guarana bazlı ticari içeceklerinde kafein tayini için 

bir HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada herhangi bir analit ekstraksiyon 

yöntemi kullanılmamıĢtır. Sonuçlar deney üzerinde matris etkisinin olmadığını ve 5-

135 µg/mL konsantrasyon aralığında yüksek seçicilik ve doğrusallık (>0,999) 

sağlandığını göstermiĢtir. Deneyden elde edilen LOD ve LOQ sırasıyla 0,02 µg/mL 

ve 2 µg/mL olarak belirlenmiĢtir, deneyin doğruluğu ise %99,9-120 arasında 

değiĢmekteydi. Elde edilen sonuçlar, geliĢtirilen yöntemin guarana ekstraktının ve 

kafein içeren ürünlerin kalitesini değerlendirmek için kullanılabileceğini 

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

Elektroforetik Yöntemler 

Liotta ve arkadaĢları, enerji içecekleri ve akıllı ilaçlardaki kafeinin tayini için 

diyot dizisi dedektörü mikroemülsiyon elektrokinetik kromatografiye (MEEKC) 

dayalı yeni bir yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Ayırmalar, kaplanmamıĢ erimiĢ silis 

kılcalları (50 cm x 50 µm (ID)) kullanılarak 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 

oluĢan tampon çözelti ile 6 dk‘da gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada iç standart 

(diprofilin) kullanılmıĢtır ve enjeksiyon koĢulları 0,5 psi, 3 s olarak verilmiĢtir. 

Analiz 275 nm‘deki UV sonuçlarına göre yapılmıĢtır fakat pik tanımlanması ve saflık 

kontrolü için 200-400 nm arasındaki değerlerden yararlanılmıĢtır. Bu çalıĢmada gün 

içi ve günler arası kesinlik değerlerinin, göç süreleri için %0,37'nin ve pik alanları 

için %9,86'nın altında olduğu rapor edilmiĢtir. Bu yöntem akıllı ilaçlar ve enerji 

içeceklerinde kafeinin doğrudan tayini için baĢarılı sonuçlar vermiĢtir (Liotta ve ark., 

2012).   

Elbashir ve arkadaĢları 2021 yılında yaptıkları çalıĢmada içeceklerde kafein, 

vanilin ve etil vanilinin eĢ zamanlı tayini için bir kapiler elektroforez yöntemi 

önermiĢlerdir. Ayırma, %10 (v/v) asetonitril içeren 25 mM fosfat tamponu (pH 8,5) 
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ile 200 nm‘de ve 3 dk‘dan daha kısa bir sürede gerçekleĢtirilmiĢtir. Üç analit için 5–

80 μg/mL konsantrasyon aralığında (r
2
 > 0,9986) kalibrasyon eğrileri elde edilmiĢtir. 

Analitlerin gözlenebilme ve tayin sınırları sırasıyla 2,6-4,3 ve 4,1-5,2 μg/mL 

aralığındadır ve geri kazanım değerleri ise %92,1-104,4 (n=3) olarak ifade edilmiĢtir 

(Elbashir ve ark., 2021).  

Zhao ve Lunte‘nin gerçekleĢtirdiği çalıĢmada, kafein ve metabolitleri olan 

teobromin, paraksantin, teofilin ve 1,3,7-trimetilürik asit kapiler elektroforez 

(MECC) ile ayrılmıĢtır. Bu yöntemde misel fazı olarak sodyum dodesil sülfat (SDS) 

kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada, ilaçlar, gıdalar ve vücut sıvılarında kafein ve dört 

analogunun tayinini için pH, tampon konsantrasyonu, misel konsantrasyonu, tampon 

tuzları, iyonik kuvvet, uygulanan voltaj ve enjeksiyon süresi gibi faktörlerin analiz 

üzerine etkileri incelenerek analiz için optimal koĢullar belirlenmiĢtir. Kafein ve üç 

analoğunun analizi, 1 µg/ml'den daha düĢük LOD değeri ile 120 saniye içinde 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Zhao ve Lunte, 1997).  

Hemwech ve arkadaĢları, sırasıyla 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) tarafından ayrılması için silika kaplı 

kapiler ve erimiĢ silika kapilerin karĢılaĢtırma çalıĢması ile yenilikçi bir silika kaplı 

kapiler yöntem sunmuĢlardır. MEKC modu için kullanılan tampon, 50,0 mM sodyum 

dodesil sülfat içeren 25,0 mM borat tamponudur (pH 9,0). Bu çalıĢmada 

kaplanmamıĢ kapilerin, yedi fenolik asidin tümünü CEC veya MEKC ile ayıramadığı 

belirlenmiĢtir. Bu nedenle hem CEC hem de MEKC için kaplanmıĢ kapiler ile 

çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada, CEC‘te tüm bitiĢik pik çiftleri için plaka 

sayısının N≥2,0 × 10
4
 m−1 ve çözünürlüğünün ise Rs≥1,6 olduğu belirlenmiĢtir. 

Yedi fenolik asit ve kafeinin doğrusal kalibrasyon aralığı farklı olduğu ancak r
2
 

değerlerinin tümünün >0,9965 olduğu belirlenmiĢtir. KaplanmıĢ kapiler yöntemleri 

için fenolik asitlerin ve kafeinin ayrılma etkinliğinde istatistiksel olarak hiçbir fark 

olmadığı belirlenmiĢtir. DemlenmiĢ çaydaki kafein ve fenolik asitlerin analizi için 
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tiramin iç standardı kullanılmıĢtır ve ayırma 15 dk‘dan daha az sürmüĢtür. Kuru çay 

yaprağında kafein ve gallik asit içerikleri sırasıyla 10,8–15,0 ve 2,6–4,8 mg/g olarak 

belirlenmiĢtir. Numunelerin geri kazanım yüzdesi ise sırasıyla %90±9 ila 106±13 

olarak verilmiĢtir. Bu çalıĢmada kafeinin LOD değeri 3,4 mM‘dır (Hemwech ve ark., 

2021). 

Amini ve arkadaĢları gerçekleĢtirdikleri çalıĢma ile bir diyet ürününde kafein, 

efedrin ve psödo-efedrinin iki kapiler elektroforez (CE) yöntemi ile belirlenmesini 

ele almıĢlardır. Æözünenler, 0,2 M HCI kullanılarak üründen çıkarılmıĢ ve pH 2,5 ve 

pH 7,6'da, %7,5 yüksek oranda sülfatlanmıĢ-b-siklodekstrin içeren arka plan 

elektrolitleri kullanılarak CE ile belirlenmiĢtir. Efedrin ve psödo-efedrin tayini, 

kapilerin saptama tarafındaki anot ile pH 2,5'te gerçekleĢtirilirken, kafeinin miktarı 

normal bir elektroforez polarite modu ile pH 7,6'da ölçülmüĢtür. Bu çalıĢmada 

kafeinin LOD değeri 1,5 µg/mL iken LOQ değeri 5,0 µg/mL‘dir (Amini ve ark., 

2006). 

Khasanov ve arkadaĢları, enerji içeceklerindeki kafein, C vitamini, PP 

(nikotinamid) ve B6 vitamin miktarlarını kapiler elektroforez ile tayin etmiĢlerdir. 

Ayırma için, iç çapı 75 μm, toplam uzunluğu 60 cm ve çalıĢma boyu (etkin uzunluk) 

48 cm olan poliamid kaplamalı içi boĢ bir kuvars kapiler kullanılmıĢtır ve analiz 254 

nm‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. MECK modunda çalıĢmayı sağlayan tampon çözeltisi 10 

mM sodyum tetraborat ve 40 mM sodyum dodesil sülfat (pH 9,0)‘tan oluĢmaktadır. 

Numuneler analiz öncesinde tampon çözelti ile 1:1 ile 1:9 oranlarında karıĢtırılmıĢtır. 

Ġçeceklerdeki analit miktarını belirlemek için standart ekleme yönteminden 

yararlanılmıĢtır. Analitlerin doğrusal konsantrasyon aralıkları kafein, nikotinamid ve 

B6 vitamini için 1-1000 mg/L olarak belirlenmiĢ ve her bileĢik için yaklaĢık 

güvenilirlik değerleri R
2
 > 0,9997 olarak bulunmuĢtur. Analizde askorbik asit içeren 

çözeltilerin stabilizasyonu için %0,02-0,5 aralığında etilendiamintetraasetik asidin 

(EDTA) disodyum tuzu kullanılmıĢtır (Khasanov ve ark., 2013).  
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Elektrokimyasal Yöntemler 

Spãtaru ve arkadaĢları bor katkılı elmas elektrotları (BDD), ksantin ve doğal 

olarak oluĢan N-metil türevlerinin (teofilin, teobromin, ve kafein) elektrokimyasal 

oksidasyonunu incelemek için kullanmıĢlardır. Bu çalıĢmada, pH, konsantrasyon ve 

potansiyel tarama hızının voltametrik yanıt üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu 

reaksiyonun mekanizmasının, pirolitik grafit elektrotta pürin türevlerinin 

oksidasyonuna benzer olduğu görülmüĢtür. Teofilin, teobromin ve kafein için 1 - 400 

μM, ksantin için ise 1 – 100 μM konsantrasyon aralığında bu bileĢikler tayin 

edilmiĢtir. Bu analiz ile, kafein gerçek numunelerde matristen ayrılmadan kolayca 

analiz edilebilmektedir (Spãtaru ve ark., 2002).  

Farag ve arkadaĢları, farklı ticari enerji içeceği numunelerinde bulunan kafein 

ve piridoksinin eĢ zamanlı tayini için yeni bir voltametrik yöntem geliĢtirmiĢlerdir. 

Bu yöntem, elektrokimyasal teknik olarak diferansiyel puls voltammetrisi ile, 0,1 M 

Britton-Robinson tamponu (pH 4,5) kullanılarak, 5 mV potansiyel basamağında, 70 

mV potansiyel genlikte ve 50 mV/s tarama hızında, ince sülfonatlı floropolimer 

Nafion® kaplı camsı karbon elektrotta biyolojik olarak azot içeren bu heterosikllerin 

anodik oksidasyonuna dayanır. Kafein ve piridoksin tayini için doğrusal aralıklar, 

sırasıyla 18,9 ve 2,2 μM‘dir. ÆalıĢmada kafein ve piridoksinin LOD değerleri 

sırasıyla 18,9 ve 2,2 μM olarak rapor edilmiĢtir. Yöntemin geri kazanım değerleri ise 

kafein için %102 ve piridoksin için %105‘tir.Yöntemi doğrulamak için 

spektrofotometrik analiz ve HPLC analizi yöntemleri kullanılmıĢtır (Farag ve ark., 

2019).  
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1.3.3. Sodyum Bezoatın Kantitatif Analizi 

Spektroskopik Yöntemler 

Wang ve arkadaĢları tarafından kıymada (domuz eti) bulunan sodyum 

benzoatın kalitatif ve kantitatif analizleri için ön konsantrasyon tekniği ile 

birleĢtirilmiĢ yakın kızılötesi yansıma spektroskopisi (NIRS) kullanılmıĢtır. Bu 

çalıĢmada yararlanılan ön zenginleĢtirme yönteminde alümina adsorbat olarak 

kullanılmıĢ ve sodyum benzoat, potasyum sorbat ve bunların bir karıĢımını 

sınıflandırmak için diskriminant analizi yöntemi kullanılmıĢtır. Ayrıca, bu 

araĢtırmada kemometrik yöntemler arasında yer alan kısmi en küçük kareler 

regresyonu (PLS) ve temel bileĢen regresyonu (PCR) yöntemleri de kullanılmıĢtır. 

Kantitatif analiz modelini değerlendirmek ve kalibrasyon modelini test etmek için 

çapraz doğrulama katsayısı, çapraz doğrulamanın hata kareleri ortalamasi 

(RMSECV) ve harici doğrulama parametreleri kullanılmıĢtır. Elde edilen sonuçlara 

göre, zenginleĢtirmeli NIRS'nin, ette sodyum benzoat miktar tayinine (r
2
= 0,94055; 

RMSECV= 0,00090) imkan verdiği görülmüĢtür (Wang ve ark., 2013).  

Wang ve arkadaĢları önerdikleri yöntem ile, ultraviyole (UV) spektrofotometri 

verilerine BP-nöral ağ algoritması (BP-ANN) ve kısmi en küçük kareler regresyonu 

(PLS) uygulayarak üç farklı içecekteki sodyum benzoat ve potasyum sorbat miktarını 

eĢ zamanlı tespit etmiĢlerdir. ÆalıĢmada sırasıyla 0,00-15,00 μg/mL ve 0,00–6,00 

μg/ml konsantrasyon aralığında 5 grup sodyum benzoat ve potasyum sorbat çözeltisi 

hazırlanmıĢ ve bu çözeltiler kullanılarak her bir bileĢen için regresyon denklemi 

oluĢturulmuĢtur. Regresyon analizi sodyum benzoat ve potasyum sorbatın 

absorpsiyon piklerinin, sırasıyla 225 nm ve 255 nm civarında olduğu dalga 

boyundaki değerler kullanılarak hesaplanmıĢ. Kalibrasyon modelleri, ortogonal 

tasarıma göre 36 referans numunesi kullanılarak oluĢturulmuĢ ve tahmin modeli seti, 

rasgele yapılandırılmıĢ 9 set, karıĢık çözeltiden oluĢturulmuĢtur. BP-ANN ve PLS 

kullanılanılarak elde edilen sonuçlar, sırasıyla sodyum benzoat ve potasyum sorbatın 

tahminlenen hata kareleri ortalamasının (RMSEP) 0,129, 0,09 ve 0,155, 0,089 
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olduğunu ve korelasyon katsayısının (R
2
) 0,9997, 0,9994 ve 0,9998, 0,9995 

olduğunu göstermiĢtir. Ġçecek numunelerinin analizlerinde ise her iki yöntemle geri 

kazanımının %97'nin üzerinde olduğu görülmüĢtür (Wang ve ark., 2020). 

Xue ve arkadaĢları, ibuprofen oral solüsyonunda bulunan sodyum benzoatın 

zenginleĢtirilmesi ve analizi için, yüzeyi geliĢtirilmiĢ Raman saçılması (SERS) ile 

birleĢtirilmiĢ bir dispersif sıvı-sıvı mikroekstraksiyon (DLLME) yönteminden 

yararlanmıĢlardır. Bu çalıĢmada aynı zamanda DLLME'yi etkileyen deneysel 

parametreler de incelenmiĢtir ve optimal koĢullar altında, DLLME ve SERS analizi 

dahil olmak üzere tüm prosedür 10 dk içinde gerçekleĢtirilebilmiĢtir. 10,00 – 500,00 

mg/L konsantrasyon aralığında sodyum benzoatın korelasyon katsayısı (R
2
) 0,9986 

olarak belirlenmiĢtir ve önerilen yöntem ile sodyum benzoatın LOD değeri 0,56 

mg/L olarak bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada karĢılaĢtırma yöntemi olarak HPLC yöntemi 

kullanılmıĢ ve HPLC deneyleri; bir gaz giderici, otomatik örnekleyici ve diyot dizisi 

detektörü ile donatılmıĢ bir HPLC cihazı ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu analiz C18 

kolonu (150 x 4,6 mm, 5 μm) ile, 280 nm‘de, 1,0 mL/dk akıĢ hızında ve ikili 

hareketli faz sistemi (hareketli faz A (0,02 mol/L amonyum asetat çözeltisi) ve 

hareketli faz B (metanol)) ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Elüsyon 0–6 dk‘da %85 (A), %15 

(B) olacak Ģekilde ayarlanmıĢtır (Xue ve ark., 2020). 

Zhang ve arkadaĢları, gıda ürünlerinde sodyum benzoat miktarını belirlemek 

için bir kolorimetrik yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Bu yöntem D-amino asit oksidaz 

(DAAO) ve 2D metal organik çerçeve (2D MOF) nano-tabakalar aracılı kademeli 

enzim reaksiyonlarına dayalı olarak oluĢturulmuĢtur. Sentezlenen 2D MOF 

nanotabakaları, olağanüstü peroksidaz benzeri katalitik aktiviteye sahip yüksek 

verimli nanozim görevi görmüĢ ve H2O2 ile 3, 3', 5, 5'-tetrametilbenzidin arasındaki 

renk reaksiyonunu katalize etmiĢtir. Rekabetçi bir DAAO inhibitörü olarak sodyum 

benzoat, DAAO aracılı oksidasyon reaksiyonunda H2O2 üretimini 

etkileyebimektedir. Bu iki reaksiyonun birleĢiminden sonra, bu kolorimetrik 

kantitatif yöntem, geniĢ doğrusal aralık (2,0–200,0 μM), düĢük LOD değeri (2,0 

μM), yüksek doğruluk (%95,80 ± 108,00'de geri kazanım oranı) ve tatmin edici 

sonuçlar vermiĢtir. ÆalıĢma UV-Vis spektrophotometre ile 652 nm'de 
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gerçekleĢtirilmiĢtir ve bu yöntem meyve suyu, Ģarap ve sirkedeki sodyum benzoat 

miktarını çıplak gözle analiz etmek için kullanılmıĢtır (Zhang ve ark., 2022).  

Ren ve arkadaĢları, gıda ürünlerinde sodyum benzoatın tayini için bir 

poliklonal antikora dayalı bir floresan polarizasyon immün testi (FPIA) 

geliĢtirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada sentezlenen immünojen ve floresan etiketli analit 

konjugatı, TLC ile saflaĢtırılmıĢtır. Optimum test koĢulları altında, FPIA, sodyum 

benzoatın borat tamponunda LOD değeri 0,26 μg/mL‘dir. Yazarlar, FPIA'nın gerçek 

numunelerdeki uygulanabilirliğini test etmek için, FPIA tekniğini dört çeĢit gıda 

örneğine (enerji içeceği, Ģekerleme, buz emici, RIOTM kokteyli) uygulamıĢlardır. 

Elde edilen geri kazanım değerlerinin enerji içeceklerinde %96,68–106,55; 

Ģekerlemelerde %95,78-100,80; buz emicilerde %86,97–102,70; RIOTM kokteylinde 

%103,58–109,87 olduğu ve bu yöntemin varyasyon katsayılarının tümünün 

%11,25'ten düĢük olduğu bulunmuĢtur.  Bu çalıĢmada geliĢtirilen FPIA yöntemi, 

HPLC yöntemi ile karĢılaĢtırılmıĢ ve iki yöntem arasında karĢılaĢtırmalı iyi bir 

performans olduğu ifade edilmiĢtir (Ren ve ark., 2014).  

Zhang ve Ma yaptıkları çalıĢma ile, floresans probu olarak akridin turuncu 

(AO) boya kullanarak simüle edilmiĢ fizyolojik tamponda (pH 7,4) sodyum benzoat 

(SB) ve buzağı timus DNA'sı arasındaki etkileĢimi, DNA erime çalıĢmaları ve 

viskozite ölçümlerinin yanı sıra UV-Vis absorpsiyonu, floresans ve dairesel dikroizm 

(CD) spektroskopisi ile araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmada, geniĢletilmiĢ UV-Vis spektral 

veri matrisi, çok değiĢkenli eğri çözünürlüğü- değiĢen en küçük kareler (MCR-ALS) 

yaklaĢımıyla çözülmüĢtür. Denge konsantrasyon profilleri ve SB, DNA ve DNA-SB 

kompleksi için yüksek düzeyde örtüĢen bileĢik yanıttan elde edilen saf spektrumlar, 

aynı anda elde edilmiĢtir. Bu çalıĢmadan elde edilen sonuçlar, sodyum benzoatın 

DNA‘ya bağlanabildiğini ve hidrofobik etkileĢimlerin ve hidrojen bağlarının 

bağlanma sürecinde önemli bir rol oynadığını gözler önüne sermiĢtir. Sodyum 

benzoatın burada, statik bir prosedürle DNA-AO kompleksinin floresansını 

söndürdüğü de belirlenmiĢtir (Zhang ve Ma, 2013).  
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Kromatografik Yöntemler 

Mahboubifar ve arkadaĢları, su ile seyreltilmiĢ kurabiye, yoğurt ve salatalık 

turĢusu gibi gıdalarda sorbik asit, benzoik asit ve bunların tuzlarının miktarını 

belirlemiĢlerdir. Bu koruyucu maddeler UV spektrofotometre ve HPLC ile eĢ 

zamanlı olarak belirlenmiĢtir. UV analizinde sodyum benzoat 227 nm‘de potasyum 

sorbat ise 250 nm‘de tayin edilmiĢtir. Kromatografik analiz, UV detektörüne ve C18 

kolonuna (5 μm, 4,6×250 mm) sahip bir HPLC sistemi ile, kolon sıcaklığının 25 °C, 

enjeksiyon hacminin 20 μL, akıĢ hızının 0,8 mL/dk ve deteksiyon limitinin 225 nm 

olduğu Ģartlarda gerçekleĢtirilmiĢtir. HPLC sisteminde sodyum salisilat iç standart 

olarak kullanılmıĢ ve sodyum salisilat, sodyum benzoat ve potasyum sorbatın 

alıkonma sürelerinin sırasıyla 6,4 dk, 14,8 dk ve 20,0 dk olduğu görülmüĢtür. HPLC 

yöntemi ile sodyum benzoat ve potasyum sorbatın LOD değerinin 0,3 mg/L olduğu 

bildirilmiĢtir. Alınan sonuçlar neticesinde, içerisinde giriĢim yapan bileĢiklerin 

bulunduğu gıdalarda potasyum sorbat ve sodyum benzoat tayininde HPLC 

yönteminin daha seçici olduğu tespit edilmiĢtir (Mahboubifar ve ark., 2011).  

Gören ve arkadaĢları yapmıĢ oldukları çalıĢmada, HPLC -UV ve LC-MS/MS 

yöntemleri ile ketçap ve alkolsüz içecek örneklerinde sodium benzoat ve potasyum 

sorbatın kantitatif analizlerini gerçekleĢtirmiĢ ve bu iki yöntemden elde edilen 

sonuçları karĢılaĢtırmıĢlardır. HPLC-UV ile gerçekleĢtirilen analizde, C18 HPLC 

kolonu (15 cm × 3,9 mm I.D., 5 μm) kullanılmıĢtır. GeliĢtirilen HPLC-UV 

metodunda kromatografik Ģartlar; amonyum asetat tamponu (pH 4,20): asetonitrilden 

(72:28, v/v) oluĢan bir hareketli faz sistemi,  dalga boyları sodyum benzoate için 225 

nm ve potasyum sorbat için 255 nm, akıĢ hızı 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 μL ve 

kolon sıcaklığı ise 21 °C‘dir. LC-MS/MS yönteminde ise, fenomeneks 150 × 2 mm, 

4 μ HPLC kolonu kullanılmıĢtır. Bu yöntemin HPLC-UV‘den farklı olan 

kromatografik Ģartları ise Ģu Ģekildedir; amonyum asetat tamponu (pH 4,20): metanol 

(50:50, v/v) oluĢan bir hareketli faz sistemi,  dalga boyları sodyum benzoate için 225 

nm ve potasyum sorbat için 255 nm, akıĢ hızı 0,35 mL/dk. Yöntemler optimize 

edilerek sodyum benzoate ve potasyum sorbat kromatografik olarak 4 dk‘dan daha 

kısa bir sürede ayrılmıĢlardır. Bu çalıĢma sonuçları, LC–MS/MS yönteminin, HPLC 
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yönteminden daha hızlı, basit, hassas, kesin ve doğru cevaplar verdiğini ve LC-

MS/MS yönteminin LOD ve LOQ değerlerinin düĢük daha düĢük olduğunu 

göstermiĢtir. Bu nedenle yiyecek ve içeceklerde daha düĢük benzoate ve sorbat 

konsantrasyonlarının LC-MS/MS yöntemi ile tespitinin daha uygun olduğu 

görülmüĢtür (Gören ve ark., 2015). 

IvkoviĤ ve arkadaĢları 2019 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢma ile farmasötik bir 

formülasyonda (Klozan suspension) sodyum metabisülfit ve sodyum benzoatın 

eĢzamanlı olarak ayrılması, tanımlanması ve belirlenmesi için ters fazlı bir yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (RP-HPLC) yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Yazarlar 

yöntem geliĢtirmek ve bileĢiklerin kantitatif analizi için gerekli olan optimal Ģartları 

belirlemek için optimizasyon tekniği uygulamıĢlardır. Optimizasyon tekniği ile, sabit 

faz ve hareketli faz bileĢimi, çözücü sisteminin pH‘ı gibi faktörlerin analiz üzerine 

etkileri incelenmiĢtir. Yazarlar, çalıĢmalarında kromatografik ayırma için farklı 

kolon sistemlerini de (RP8, RP18, siyano ve amino HPLC kolonları) test etmiĢlerdir. 

HPLC analizi, DAD detektörü ve C18 (150 x 4,6 mm i.d., 3,5 μm partikül) kolonu ile 

donatılmıĢ bir sistemle ve izokratik bir elüsyonla gerçekleĢtirilmiĢtir. Kromatografik 

ayırma için Ģartlar;  hareketli faz 62:38 (v/v) oranında %0,1 fosforik asit ve 

asetonitril karıĢımı, akıĢ hızı 1,0 ml/dk, kolon sıcaklığı 25 °C ve çalıĢılan dalga 

boyuda 275 nm‘dir.  Her iki analit için de doğrusal konsantrasyon aralığı 0,05–0,15 

mg/mL‘dir. ÆalıĢmadan elde edilen sonuçlara göre; regresyon analizlerinin sonuçları 

sodyum metabisülfit için r = 0,9995 ve sodyum benzoat için r = 0,9999 ve geri 

kazanım değerleri her iki analit için %98,16 ile %101,94 arasındadır. Analiz süresi 

ise 3 dk‘dır (IvkovıĤ ve ark., 2019).  

Dönmez ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmada, bir içecek numunesinde 

bulunan sodyum benzoat, potasyum sorbat, ponceau 4R ve karmoizin miktarının 

belirlenmesi için HPLC-DAD ile bir analiz yöntemi önerilmiĢtir. ÆalıĢmada izokratik 

elüsyon uygulanmıĢ ve elde edilen veriler, PLS-2 ve PCR algoritmaları tarafından 

iĢlenmiĢtir. Kromatografik analizler, diyot dizisi detektörü ve bir C18 RP kolonundan 

(5 lm, 250 x 4,6 mm) oluĢan bir HPLC sistemi kullanılarak yapılmıĢtır. ÆalıĢma, 

200–600 nm dalga boyu aralığında (1,2 nm'lik aralıklarla), izokratik koĢullar altında 



62 

 

gerçekleĢmiĢtir. Kromatografik ayırma,  su ve metanolden (10:90, v/v) oluĢan bir 

hareketli fazla, 1,0 mL/dk akıĢ hızında ve 20 µL enjeksiyon hacminde, oda 

sıcaklığında 3 dk‘da gerçekleĢtirilmiĢtir. Kemometri destekli HPLC-DAD yöntemi 

ile geleneksel HPLC yöntemi karĢılaĢtırılmıĢtır. Geleneksel HPLC yönteminde 

gradyan elüsyon koĢulları uygulanmıĢ ve analiz 9 dk‘da gerçekleĢtirilmiĢtir. Yazarlar 

tarafından geliĢtirilen yöntemde ile tüm analitler için ortalama geri kazanımlar 

%98,27-101,37 aralığında ve ortalama bağıl hatalar ise %3'ün altındadır (Aksu 

Dönmez ve ark., 2020).   

El-Gindy ve arkadaĢları, laboratuvarda hazırlanan karıĢımlarda ve iki çeĢit 

ticari Ģurup karıĢımında (karıĢım 1 (Osinex Ģurup): guaifenesin, dekstrometorfan 

hidrobromür, fenilefrin hidroklorür, klorfeniramin maleat, butilparaben ve sodyum 

benzoat; karıĢım 2 (Bronchophane Ģurup): guaifenesin, dekstrometorfan 

hidrobromür, difenhidramin hidroklorür, efedrin hidroklorür ve sodyum benzoat) 

sodyum benzoat ve ilaç etkin maddelerinin analizleri için yeni HPLC ve 

spektrofotometrik yöntemler geliĢtirmiĢlerdir. KarıĢım 1‘in HPLC ile analizi için bir 

ODS kolonu (150×4,6 mm (i.d) TSK‐Gel 5 µm ODS‐80 TM) kullanılmıĢtır. Bu 

analiz izokratik elüsyonda, 2 mL/dk akıĢ hızında 5 mM heptan sülfonik asit sodyum 

tuzu içeren asetonitril -10 mM potasyum dihidrojen fosfat, pH 2,7 (40∶60 v/v) 

hareketli faz ile gerçekleĢtirilmiĢtir. KarıĢım 2 için ise kromatografik ayırım izokratik 

elüsyon ile, 1,5 mL/dk akıĢ hızında, siyanopropil kolon (5 µm partikül boyutlu 

250×4,6 mm (i.d) Shim‐pack) kullanılarak, UV dedektörü ile 214 nm'de 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Hareketli faz olarak ise asetonitril -12 mM amonyum asetat, pH 

5 (40∶60 v/v) oluĢan karıĢım kullanılmıĢtır. ÆalıĢmada ayrıca temel bileĢen 

regresyonu (PCR) ve kısmi en küçük kareler (PLS-1) içeren kemometrik destekli 

spektrofotometrik yöntem kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada spektrofotometrik analiz 

yöntemi de uygulanmıĢtır ve karıĢım 1 ve karıĢım 2'deki bileĢenlerin üst üste binen 

spektrumlarını çözümlemek için kemometrik PCR ve PLS-1 yöntemlerine 

baĢvurulmuĢtur. KarıĢım 1 için analiz süresi yaklaĢık 10 dk, karıĢım 2 için ise 

yaklaĢık 8 dk‘dır. ÆalıĢmada uygulanan kemometrik yöntemler ile elde edilen analiz 

sonuçları, önerilen HPLC yöntemi ile karĢılaĢtırılmıĢ ve tatmin edici sonuçlar elde 

edilmiĢtir (El-Gindy ve ark., 2006a).  
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El-Gindy ve arkadaĢları farmasötik Ģurupta susuz teofilin (TH), guaifenesin 

(GP), difenhidramin hidroklorür (DP), metilparaben (MP), propilparaben (PP) ve 

sodyum benzoatın (BZ) eĢ zamanlı tayini için üç yöntem (RP-HPLC, PLS-1 ve PCR) 

geliĢtirmiĢlerdir. HPLC yöntemi, 2 mL/dk akıĢ hızı ile 25 mM KH2PO4 (pH 3,2) ve 

asetonitrilden (60:40, v/v) oluĢan hareketli faz kullanılarak, 222 nm‘de ve ortam 

sıcaklığında ters fazlı bir C18 kolonunda (4,6 µm tanecik boyutu) ayırılma esasına 

dayanır. GeliĢtirilen HPLC yöntemi TH, GP, DP, MP, PP ve BZ'nin eĢ zamanlı tayini 

için uygulanmıĢtır. TH, GP, DP, BZ, MP ve PP için kolonda ortalama tutulma 

süreleri sırasıyla 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 bulunmuĢtur. Uygulanan diğer iki yöntem ise kemometrik 

yöntemlerdir; kısmi en küçük kareler (PLS-1) ve temel bileĢen regresyonu (PCR). Bu 

yaklaĢımlar, çözeltilerin λ= 0,4 nm aralıklarla 220–270 nm dalga boyu aralığındaki 

UV spektrumlarında yer alan bilgileri kullanarak altı analiti ölçmek için 

kullanılmıĢtır. Daha sonra PLS-1 ve PCR yöntemlerinden elde edilen sonuçlarla 

HPLC yönteminden elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırılmıĢ ve yöntemler arasında iyi bir 

uyum bulunmuĢtur (El-Gindy ve ark., 2006b). 

Sefidi ve arkadaĢları bazı süt ürünlerinde sodyum benzoat (SB) ve potasyum 

sorbatın (PS) eĢ zamanlı analizi için, modifiye edilmiĢ bir yöntem olan QuEChERS 

ekstraksiyon yöntemini ve ardından izokratik RP-HPLC yöntemini uygulayarak yeni 

bir yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Yazarlar, SB ve PS'nin ekstraksiyon geri kazanımını ve 

arıtma verimliliğini arttırmak için bazı etkili parametreleri optimize etmiĢlerdir. 

Ekstraksiyon geri kazanımları SB için 94,0 ve PS için 99,8‘dir. SB ve PS‘nin 

regresyon katsayıları sırasıyla 0,998 ve 0,999 olarak belirlenmiĢ ve SB için LOD 

değeri 0,01 μg/ mL ve PS için LOD değeri 0,02 μg/ mL olarak bulunmuĢtur. 

GeliĢtirilen yöntem, kuru süt, süt, yoğurt ve yoğurt içeceği gibi çeĢitli süt ürünlerine 

uygulanmıĢ ve SB ve PS için %81-107 aralığında bağıl geri kazanım ve %9'dan az 

BSS elde edilmiĢtir. Son olarak elde edilen sonuçlar, sıvı kromatografi-kütle 

spektrometresi kullanılarak doğrulanmıĢtır (Sefidi ve ark., 2018).  

2011 yılında yayınlanan bir çalıĢmada Can ve arkadaĢları, kolalar, buzlu 

çaylar, gazlı içecekler, maden suları gibi 41 farklı alkolsüz içecek içerisinde bulunan 
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potasyum sorbat ve sodyum benzoatın analizi için yeni bir RP-HPLC metodu 

geliĢtirmiĢlerdir.  Kromatografik analizler, PDA dedektörü ve C18 kolonu (2 mm 

makro gözenek boyutu ve 130 Å mezo gözenek boyutu, 100x4,6 mm) ile donatılmıĢ 

HPLC sistemi kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢma boyunca izokratik elüsyon 

uygulanmıĢ ve fosfat tamponu (0,025 M, pH 2,0) – su – asetonitrilden (50:45:5, 

v/v/v) oluĢan bir tampon sistemi kullanılmıĢtır. Diğer kromatografik Ģartlar ise Ģu 

Ģekildedir; hareketli fazın akıĢ hızı 3,0 mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 µL, kolon 

sıcaklığı 25°C ve deteksiyon dalga boyu 230 nm‘dir. Bu yöntemin uygulanmasında 

herhangi bir ön iĢleme ihtiyaç duyulmamıĢtır.  Potasyum sorbat ve sodyum benzoatın 

kolonda alıkonma süreleri sırasıyla yaklaĢık 12 dk ve 14 dk ve toplam analiz süresi 

ise 17,5 dk‘dır. Kalibrasyon grafiği oluĢturmak için sodyum benzoatın 0,040–2,000 

mg/mL ve potasyum sorbatın ise 0,100–5,000 mg/mL konsantrasyon aralığında 10 

farklı seviyedeki çözeltilerinden yararlanılmıĢtır. Her iki analit için de belirlenen R
2
 

değerleri 0,9999 üzerindedir. Ortalama geri kazanım değerleri ve standart hatalar ise 

sodyum benzoat için 100,61 ± 0,541, potasyum sorbat için 100,17 ± 0,397‘dir (Can 

ve ark., 2011).  

Baranowska ve Wojciechowska tarafından kozmetik ve farmasötik ürünlerde 

ve yüzey sularında altı farklı koruyucunun HPLC ile eĢ zamanlı analizi için yeni bir 

yöntem geliĢtirilmiĢtir. Metilizotiazolinon (MI), 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 µm) kolonunda, 

asetonitril ve %0,1 sulu formik asit hareketli fazı ile bir gradyan elüsyonu 

kullanılarak ayrılmıĢtır.  ÆalıĢmada hareketli fazın akıĢ hızı 1,0 mL/dk, enjeksiyon 

hacmi ise 20 µL olarak belirtilmiĢtir. Gradyan elüsyon ile hareketli fazın asetonitril 

içeriği analiz sırasında %15'ten %25'e çıkarılmıĢtır. Bu çalıĢmada analiz süresi 22 dk 

olarak rapor edilmiĢtir. Bu çalıĢma, aynı zamanda kozmetiklerin, farmasötiklerin ve 

çevresel su numunelerinin numune hazırlama prosedürleri hakkında da bilgi 

vermektedir. Bu çalıĢmada sucul ekosistemlerdeki koruyucu kalıntılarının analizi için 

geliĢtirilen kromatografik yöntemle birleĢtirilmiĢ katı faz ekstraksiyon (SPE) 

yöntemi de kullanılmıĢtır. BileĢiklerin LOD değeri 0,15-5,3 µg/mL ve LOQ  değeri 

ise 0,45-16,0 µg/ mL aralığındadır. SPE'de sorbent olarak HLB dolgulu kartuĢlar 
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kullanılmıĢtır (Oasis HLB, 6 mL, 500 mg). GeliĢtirilen yöntem yüz tonikleri, 

kremler, losyonlar, duĢ jelleri, yüz maskeleri ve Ģuruplar gibi numunelerin 

analizlerinde belirlenen koruyucuların içerikleri ile yüzey sularında kalıntılarının 

tespiti ve tanımlanması için uygulanmıĢtır (Baranowska ve Wojciechowska, 2013). 

Mohamed bu çalıĢmayı sefaleksin (CPH) ve sodyum benzoatın (SDM) dozaj 

formlarında eĢ zamanlı olarak ölçülmesini sağlamak ve varyasyonu azaltmak 

amacıyla gerçekleĢtirmiĢtir. Yazar bu amaçla yalın altı sigma (LSS)  uygulanması 

için yeni yöntemler (kromatografik ve MCR yöntemleri) geliĢtirmiĢtir. Ġzokratik 

ayırma, 1,5 mL/dk akıĢ hızında Agilent XDB-C8 (4,6 mm × 250 mm) 5 μm kolonu 

kullanılarak 254 nm'de gerçekleĢtirilmiĢtir. Burada hareketli faz olarak %0,1 

ortofosforik asit (OPA) içeren asetonitril: su (30:70, v/v) içeren bir karıĢım 

kullanılmıĢtır ve enjeksiyon hacmide 20 μL'dir. UPLC analizi ise Agilent ZORBAX 

SB- C18 kolonu (50 mm × 2,1 mm, 1,8 μm partikül boyutu) kullanılarak, 0,25 mL/dk 

akıĢ hızında, enjeksiyon haciminin ise 0,8 μL olduğu durumda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

MCR spektrofotometrik yöntemin kullanılma amacı ise, sırasıyla CPH ve SDM için 

240 nm ve 250 nm'de ilaçların spektral örtüĢmelerini çözmekti (Mohamed, 2021).  

Farid ve arkadaĢları geliĢtirdikleri kromatografik yöntemlerle, oksomemazin 

(Ox), sodyum benzoat (SB), guaifenesin (Gu) ve parasetamolün (Par) eĢ zamanlı 

tayinini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada Ģurup ve fitillerde dört ilacın eĢ zamanlı 

tayini için iki yöntem tanımlanmıĢ ve doğrulanmıĢtır. Ġlk yöntem, 220 nm'de ters 

fazlı bir HPLC ve UV yöntemidir. Bu yöntem, C18 kolonu ile isokratik elüsyon ile, 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada kullanılan hareketli faz asetonitril, methanol ve 35 

mM KH2P04 (20:5:75, v/v/v ve pH to 2,9 ± 0,1) karıĢımından oluĢmaktadır. Burada 

akıĢ hızı 1,5 mL/dk‘dır ve kromatografik ayırma 15 dk‘dan daha kısa bir sürede 

sağlanmıĢtır. Kullanılan ikinci yöntem ise TLC spektro dansitometrik yöntemdir. 

Ġlaçlar silika jel plakalara uygulanmıĢ ve hareketli faz olarak metilen klorür-metanol-

asetik asit-%33 amonyak (hacimce 89: 8,4: 2: 0,6) kullanılarak geliĢtirme yapılmıĢtır. 

Dört ilacın bantları, 270 nm'de spektrodensitometrik olarak taranmıĢ ve 

nicelendirilmiĢtir (Farid ve ark., 2014). 
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Elektroforetik Yöntemler 

Zhang ve arkadaĢları tarafından, sodyum benzoatın (SB) tayini için, kiral 

ligand değiĢimi kapiler elektroforez (CE) yöntemi ile d-amino asit oksidaz (DAAO) 

aktivitesine rekabetçi inhibe edici etkinliği hakkında kinetik bir çalıĢma önerilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada Zn (II)-l-prolinamid kompleksi kiral seçici olarak tercih edilmiĢtir. 

Daha sonra bu kiral ligand değiĢimi CE yöntemi, iyi doğrusallık (r2 ≥ 0,995), verimli 

geri kazanım (%95,6–100,9) ile, iĢaretlenmiĢ d,l-Serini belirlemek için uygulanmıĢtır 

(Zhang ve ark., 2011). 

Pereira ve arkadaĢlarının gerçekleĢtirdiği bu çalıĢma, kılcal elektroforez 

yöntemi kullanarak Brezilya‘daki hardal, ketçap ve domates sosu numunelerindeki 

sorbat ve benzoatın kütle fraksiyonlarını belirlemeyi amaçlamıĢtır. Elektroforetik 

ayırmalar, 32 cm'lik (8,5 cm etkin uzunluk×50 μm iç çap×375 μm dıĢ çap) 

kaplanmamıĢ erimiĢ silika kapiler içinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Uygulanan voltaj 30 

kV, sıcaklık 25 °C ve çalıĢılan dalga boyu benzoat ve salisilat için 200 nm, sorbat 

için ise 254 nm'dir. Arka plan elektroliti, pH=8,1'de 25 mmol/LTRIS ve 12,5 mmol/L 

HIBA'dan oluĢmaktaydı. Ġç standart olarak ise salisilat kullanılmıĢtır. Gün içi ve 

günler arası kesinlik sonuçlarının %2,60 bağıl standart sapmadan düĢük olması 

yöntemin kesinliğini doğrulamıĢtır.  geri kazanım değerleri hardalda sorbat ve 

benzoat için sırasıyla %99,0-101,1 ve %98,8 -101,6 arasında değiĢirken, ketçapta 

sorbat için %91,6-98,8 ve benzoat için %94,2-104,2 arasında değiĢmekteydi Bu 

sonuçlar yöntemin doğruluğunu göstermiĢtir (Pereira ve ark., 2021). 

Elektrokimyasal Yöntemler 

Sun ve arkadaĢları bir Zhacai (Æin'de bulunan yumrulu bir sebze türü) 

numunesinde ve genellikle buğday unu sürecinde katkı maddesi olarak kullanılan 

benzoil peroksitte sodyum benzoat içeriğini belirlemek için benzoat iyonlarına 

duyarlı yeni bir poli (vinil klorür) (PVC) membran elektrodu geliĢtirmiĢlerdir. Bu 

elektrotta nötr taĢıyıcı olarak N,N‘-bis(salisiliden)-1,2-diaminoetan çinko(II) 
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(Zn(SDE)) kompleksi ve plastikleĢtirici olarak o-nitrofeniloktil eter (o-NPOE) 

kullanılmıĢtır. Yazarlar, çalıĢmalarında nötr taĢıyıcının, plastikleĢtiricinin ve PVC 

membran bileĢiminin elektrotun potansiyel tepkileri üzerindeki etkilerini 

araĢtırmıĢlardır ve en iyi yanıtı elde ettikleri Ģartı Zn(SDE): PVC: o-NPOE = 2,7: 

32,6: 64,7 olarak rapor etmiĢlerdir. Analiz sonuçlarına göre elektrodun pH 4,4'te 2,7 

x 10
-4

 M ile 1,0 x 10
-1

 M aralığındaki konsantrasyonlarda -51,9 mV dekat
-1

'lik bir 

eğimle Nernst altı bir tepki gösterdiği ifade edilmiĢtir. Elektrot, benzoat iyonlarına 

    
  ,    

  ve    gibi diğer anyonlardan daha iyi bir seçicilik göstermiĢtir. Elde 

edilen ortalama geri kazanım ve standart sapma sırasıyla %99,5 ve %2,4 (n=4) idi. 

ÆalıĢmada referans elektrot olarak bir Ag-AgCl elektrodu, gösterge elektrodu olarak 

benzoat iyon seçici elektrot (ISE) ve referans elektrot olarak ise kalomel elektrot 

(SCE) kullanılmıĢtır. Emf ölçümleri oda sıcaklığında gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu yöntem 

ile sodyum benzoatın LOD değeri 1,1 x 10
-4

 olarak bulunmuĢtur (Sun ve ark., 2010).  

Ji ve arkadaĢları bu çalıĢmada, serbest radikal polimerizasyonu ile 

sentezledikleri poli(amino asitler) bazlı bir magnetik katı faz ekstraksiyon (MSPE) 

sorbentini (poli(stiren-ko-N-metakriloil-L-fenilalanin metil ester) (poli(St-co-MA-)) 

oluĢturmuĢ ve bu sorbenti de içeceklerdeki gıda koruyucularının analizi için 

kullanılmıĢlardır. N-metakriloil-L-fenilalanin metil ester ve stiren fonksiyonel 

monomerler ile poli(amino asit) bazlı sorbentler oluĢturulmuĢtur. Elde edilen sorbent 

sodyum benzoata karĢı iyi bir seçicilik göstermiĢ ve sorbentlerin sodyum benzoata 

adsorpsiyon kapasitesi 6,08 ± 0,31 mg/g olarak verilmiĢtir. Bu yöntem ile 

adsorpsiyon dengesine 5 dk‘da ulaĢılmıĢtır. ÆalıĢmada HPLC yönteminden de 

yararlanılmıĢtır. Tüm kromatografik ölçümler, C18 (5 μm, 150 mm x 4,6 mm id) 

kolonlu HPLC sistemi kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. HPLC için kromatografik 

Ģartlar: dalga boyu 231 nm; akıĢ hızı 0,8 mL/dk; hareketli faz çözücü A: çözücü B 

(22:78, v/v), çözücü A metanol, çözücü B fosfat tamponu (50,0 mM). Sodyum 

benzoatın bu çalıĢmada doğrusal konsantrasyon aralığı 12,4 ile 400,0 μg/mL 

arasındadır, LOD (S/N = 3) 3,73 μg/mL ve LOQ (S/N = 10) 12,4 μg/mL ve geri 

kazanım ise %82,50-98,31‘dir (Ji ve ark., 2017). 
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Zyablov ve Yen yapmıĢ oldukları çalıĢma ile moleküler olarak baskılı bir 

polimer temelinde seçici bir piezo-elektrik sensör oluĢturmayı ve oluĢturulan bu 

sensör ile alkolsüz içeceklerde sodyum benzoat (E211) miktarını belirlemeyi 

amaçlamıĢlardır. Piezoelektrik sensör, sodyum benzoata karĢı seçici hale getirilmek 

amacıyla moleküler baskılı bir polimer (MIP) ile modifiye edilmiĢtir. ÆalıĢmada 

MIP-E211 piezoelektrik sensörü ile alınan sonuçlar; R2 değeri 0,98 ve LOD değeri 2 

mg/L'dir. Elde edilen sensör alkolsüz içeceklerde sodyum benzoat tayininde test 

edilmiĢ ve içeceklerdeki koruyucu konsantrasyonunun izin verilen aralıkta olduğu 

belirlenmiĢtir (Zyablov ve Yen, 2022). 

Pezza ve arkadaĢları, bir grafit matris içinde immobilize edilmiĢ bir 

potansiyometrik sensör kullanarak içeceklerde benzoat iyonunu tayin etmiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada bir elektrotun özellikleri, performansı ve uygulaması, yani Pt | Hg | 

Hg2(Bzt)2 | grafit açıklanmaktadır. Burada Bzt benzoat iyonu anlamına gelmektedir. 

Bu elektrot, Bzt'ye, 1,6x10
-1

 mol/L gözlenebilme sınırı ile pH 6,0-8,0'da 5x10
−4
–

1x10
−1

 mol 
-1 
aralığında 57,7 ± 1,0 mV/dekat hassasiyetle yanıt vermiĢtir. Benzoat 

tayini için kullanılan elektrot, kolay yapım, hızlı tepki süresi (10–30 s arasında), 

düĢük maliyetli ve mükemmel yanıt kararlılığı (sürekli kullanımda ömür boyu > 6 

ay) göstermektedir. Önerilen sensörün, çeĢitli karboksilat ve inorganik anyonların 

varlığında benzoat için iyi bir seçicilik sergilediği görülmüĢtür (Pezza ve ark., 2001). 

1.3.4. Potasyum Sorbatın Kantitatif Analizi 

Spektroskopik Yöntemler 

Ogunleye ve arkadaĢları 2017 yılında yapmıĢ oldukları bir çalıĢma ile 

Nijerya'nın Lagos kentinde satılan 30 içecekteki sodyum benzoat ve potasyum sorbat 

konsantrasyonunu belirlemek için HPLC ve UV-Vis. spektrofotometreden 

yararlanmıĢlardır. Bu çalıĢmada sodyum benzoat ve potasyum konsatrasyonunun 

yanı sıra içeceklerin pH‘ı da belirlenmiĢtir. UV-Vis. Spektrofotometre ile SB 226 
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nm‘de, PS ise 250 nm‘de tayin edilmiĢtir. Kromatografik ayırm ise bir HPLC 

sistemine bağlı bir UV dedektörü ile 30°C'de, izokratik elüsyonda, ters fazlı bir C18 

analitik kolonu (100 mm, 3,0 mm iç çap, 3,5 um) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Kromatografik sistemde kullanılan hareketli faz 0,5 mL/dk akıĢ hızında, %85 fosfat 

tamponu ve %15 asetonitrilden oluĢmaktaydı. HPLC yönteminde %BSS değerleri 

sodyum benzoat için %0,4 ve potasyum sorbat için %0,1 olarak bulunmuĢtur. Bu 

sistemde SB ve PS‘nin alıkonma sürleri sırasıyla,  5,97 dk ve 7,56 olarak rapor 

edilmiĢtir. Yazarlar daha sonra kullanmıĢ oldukları iki yöntemi de karĢılaĢtırmıĢ ve 

%95 güven sınırında yöntemler arasında anlamlı bir fark gözlemlemiĢlerdir. HPLC 

ve UV sonuçlarının karĢılaĢtırıldığında, UV'den elde edilen değerlerin daha yüksek 

olduğu gözlemlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlara bakıldığında bazı alkolsüz içeceklerde 

SB ve PS tayini için HPLC yönteminin daha iyi sonuç verdiği görülmüĢtür. Bunun 

nedeni HPLC sisteminin daha iyi bir ayırım sağlamasıdır (Ogunleye ve ark., 2017).  

Jiang ve arkadaĢları, tarım ürünlerinde bulunan potasyum sorbat (PS) ve sorbik 

asit (SA) miktarını tayin etmek için THz zaman alanı spektroskopisi (THz-TDS) 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Bu amaçla, PS ve SA'nın absorpsiyon spektrumları, oda 

sıcaklığında 0,2 ile 1,6 THz arasında ölçülmüĢtür. PS ve SA'nın miktar tayinleri için,  

farklı ağırlıklardaki polietilen içerisinde ve toz tarım ürünlerinde bulunan PS ve 

SA'nın  absorbanslarından yararlanılmıĢtır. Bu çalıĢmada, bir parçacık sürüsü 

optimizasyonu ve destek vektör sınıflandırması (PSO-SVC) algoritması ile 

birleĢtirilmiĢ aralıklı kısmi en küçük kareler (iPLS) önerilmiĢtir. Burada ĠPLS, 

frekans optimizasyonu, PSO-SVC algoritması ise optimum spektrum aralıklarına 

dayalı koruyucu içeriğin spektrum analizi için kullanılmıĢtır. ÆalıĢma sonucunda 

optimum penaltı parametresi c ve kernel parametresi g, PS (0,551–1,487 THz) için 

sırasıyla 1,284 ve 0,863, SA (0,454–1,216 THz) için 1,374 ve 0,906 olarak 

bulunmuĢtur (Jiang ve ark., 2020). 

2020 yılında Magomya ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmada, Nijerya'da 

farklı ticari marka altında pazarlanan 20 çeĢit içeceğin içerisindeki sodyum benzoat 

ve potasyum sorbat miktarları UV-Vis spektrofotometrik yöntem kullanılarak tayin 

edilmiĢtir. Bu çalıĢmada benzoat için ortalama %94,54 – 97,25 ve sorbat için %92,7 
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– 96,82 yüzde geri kazanım değerleri elde edilmiĢtir. Yöntemin %BSS değerleri ise 

benzoat ve sorbat için sırasıyla %1,67 ve %2,36 idi. Gözlenebilme ve tayin sınırları 

(LOD, LOQ), sodyum benzoat için 1,35, 0,87 mg/L ve potasyum sorbat için 4,11, 

2,56 mg/L olarak verilmiĢtir. Analiz edilen numunelerin tamamı 25,80 ila 245,10 

arasında değiĢen konsantrasyonlarda sodyum benzoat içerirken, potasyum sorbat için 

on dört numune 1,36 – 158 mg/L arasındaki konsantrasyonlarda pozitif olarak test 

edilmiĢtir. Yazarların yapmıĢ oldukları çalıĢma, analiz edilen tüm numunelerde 

potasyum sorbat miktarının kabul edilebilir sınırlarda olduğunu fakat yedi numunede 

sodyum benzoat miktarının izin verilen limitlerin üzerinde olduğunu ispatlamıĢtır 

(Magomya ve ark., 2020).  

Lian ve arkadaĢları 2020 yılında yaptıkları bir çalıĢma ile terahertz zaman 

alanlı spektroskopi sistemini (THz-TDS) kullanarak süt tozundaki potasyum sorbat 

içeriğini tespit etmiĢlerdir. Bu amaçla, ilk olarak, numunelerin THz zaman alanlı 

spektrumları, Fourier dönüĢümü ile frekans spektrumlarına dönüĢtürülmüĢ ve daha 

sonra, optik parametrelerin bir dizi basitleĢtirilmiĢ formülü aracılığıyla, THz 

absorpsiyon spektrumları ve kırılma indisi spektrumları elde edilmiĢtir. Potasyum 

sorbatın karakteristik absorpsiyon pikine dayanarak, sıradan en küçük kareler (OLS) 

lineer regresyon kullanılarak süt tozundaki potasyum sorbatın kantitatif bir analiz 

modeli oluĢturulmuĢtur. ÆalıĢmada potasyum sorbat içeriğinin düĢük (<%1) olduğu 

durumlarda, Alt-PLS olarak adlandırılan bir kısmi en küçük kareler (PLS) modeli 

oluĢturmak için özel bir THz absorpsiyon bandı (0,887–1,000 THz) seçilmiĢtir. Bu 

analizde ayrıca kısmi en küçük kareler ayrım analizi (PLS-DA) tekniği de 

kullanılmıĢtır. Elde edilen deneysel sonuçlar, önerilen Alt-PLS modelinin doğruluk 

açısından tam spektruma dayalı PLS modelinden üstün olduğunu ve önerilen PLS-

DA'nın destek vektör makinesi ve sinir ağı gibi diğer doğrusal olmayan regresyon 

yöntemlerinden üstün olduğunu göstermektedir (Lian ve ark., 2020). 

Oguntade ve Ajibode 2022 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢma ile Nijerya'nın 

batısındaki Ogun Eyaleti, Sango Ota'daki 12 gıda örneğinde bulunan Sodyum 

benzoat ve Potasyum sorbat miktarlarını UV Spektrometre yöntemiyle tayin 

etmiĢlerdir. Analiz edilen gıda numuneleri; meyve içecekleri, margarin, soslar ve 
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ketçaptan oluĢmaktadır. Bu çalıĢma ile 12 gıda örneğinin tamamının  pH değerlerinin 

2,71 – 4,89 aralığında olduğu belirlenmiĢtir, bu değerler tüm gıdalarda etikette 

belirtilmese dahi her iki koruyucunun da aynı anda bulunduğunu göstermektedir.  

Ġçecek numunelerinde sodyum benzoat için 432,00 – 468,00 mg/L ve potasyum 

sorbat için 180,26 – 566,52 mg/L aralığında değerler kaydedilmiĢtir. Margarin 

örneklerinde sodyum benzoat 360,00 - 1260,00 mg/L ve potasyum sorbat 154,51 - 

618,03 mg/L iken yemek soslarında ise sodyum benzoat 576,00 - 1080,00 mg/L, 

potasyum sorbat ise 206,01-360,52 mg/L'dir. Analiz sonuçları, koruyucu 

miktarlarının margarinlerde yüksek düzeyde olduğu ve bunların tüketim için güvenli 

olmadığını ispatlamıĢtır (Oguntade ve Ajibode, 2022).  

Li ve arkadaĢları, gerçekleĢtirdikleri bu çalıĢma ile, hapten ile modifiye edilmiĢ 

polidiasetilen (PDA) vezikülleri kullanarak küçük moleküllerin tespiti için rekabetçi 

bir kolorimetrik immünoassay oluĢturmak için yeni bir strateji oluĢturmuĢlardır. Bu 

çalıĢmada model analit olarak sodyum benzoatı kullanmıĢlardır. Yazarlar çalıĢmada, 

sodyum benzoat antikorları ekledikten sonra maviden kırmızıya renk geçiĢini 

kolaylaĢtırmak için benzoat analoğu, 4-aminobenzioik asit ile PDA monomerini 

birleĢtirmiĢlerdir, çünkü sodyum benzoatın varlığında, antikorlarının 4-

aminobenzioik asit ile etkileĢimi engellenmiĢ olur ve renk değiĢiminin derecesi 

azalır. Bu analizin oldukça spesifik ve HPLC yöntemi kadar doğru olduğu 

belirlenmiĢtir. Önerilen yöntem, numunelerin benzoat analizinde baĢarılı sonuçlar 

elde edilmesini sağlamıĢtır. Bu yöntemin hapten ile modifiye edilmiĢ PDA 

veziküllerinin, diğer kimyasal gıda katkı maddelerinin kolorimetrik tespitinde de 

umut verici bir yaklaĢım olması beklenmektedir. Bu çalıĢmada sodyum benzoatın 

alıkonma süresi 5,4 dk., LOQ değeri 1 µg/mL, ve geri kazanım değerleri enerji 

içecekleri için %96,66-105,55 ve Ģekerler için %94,78-103,34'tür. Tüm bu sonuçlar 

bu kolorimetrik yöntemin HPLC yönteminden daha hassas olduğunu ve numune 

matrisinin analiz üzerine çok az müdahalade bulunduğunu ispatlamaktadır (Li ve ark, 

2018).  
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Kromatografik Yöntemler 

Sohrabvandi ve arkadaĢları, Ġran‘a has bir süt bazlı fermente içecek olan Doogh 

içerisinde kullanılan potasyum sorbat ve sodyum benzoat koruyucularının miktar 

tayinleri için bir HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Analitlerin kromatografik ayrımı, 

asetat tamponu (0,2 mol/L, pH 4,4): asetonitril (63:37) karıĢımından oluĢan bir 

hareketli fazın 25 °C sıcaklığındaki bir C18 (250 mm×4 I.D, 5 μm) kolonundan 1 

mL/dk akıĢ hızıyla geçirilmesi ile 235 nm‘de gerçekleĢmiĢtir. ÆalıĢmada, Carrez 

solüsyon miktarı, pH ve santrifüj hızı gibi faktörler optimize edilmiĢtir. Yazarlar 

önerilen yöntemler ile sorbik asidin ve benzoik asidin LOD sırasıyla 1,823 mg/L ve 

1,985 mg/L ve LOQ ise 6,078 mg/L ve 6,619 mg/L olarak tespit etmiĢlerdir. Sorbik 

asit ve benzoik asit için bağıl standart sapmalar (BSS'ler), sırasıyla 4,4 ve 4,087; R
2
 

değerleri 0,990 ve 0,995 ve geri kazanım değerleri 80 ve 65 olarak verilmiĢtir. Her 

iki analit için de lineer konsantrasyon aralığı 4-1000 mg/mL ‗dir (Sohrabvandi ve 

ark., 2015).  

Byrne ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmaya göre, topikal bir krem 

preparasyonunda betametazon-17-valerat, fusidik asit, potasyum sorbatın ve metil- 

ve propilparabenin eĢ zamanlı analizi için yeni bir RP-HPLC yöntemi geliĢtirilmiĢtir. 

Yöntem, aktif farmasötik bileĢenlerin en önemli bozunma ürünlerini ayırma ve 

farmasötik ürünün raf ömrü boyunca aktif maddeler ve koruyucuların içeriğindeki 

değiĢiklikleri tespit etmede kullanılmıĢtır. Kromatografik analiz C18 kolonu (100 mm 

× 3,0 mm iç çap) ile 30 °C'de, 240 nm‘de ve akıĢ hızının 0,75 mL/dk olduğu bir 

gradyan elüsyon ile gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada kullanılan hareketli fazlar Ģu 

Ģekildedir; hareketli faz A, 83:17 (v/v) asetonitril ve metanol karıĢımından ve 

hareketli faz B, saf su içinde 10 g/L %85 fosforik asit çözeltisinden oluĢuyordu. Her 

bileĢen için geri kazanım oranları %99,1 ile %102,4 arasındadır. Yazarlar, yöntemi 

doğrulamak için, Uluslararası UyumlaĢtırma Konferansı (ICH) yönergelerinden 

yararlanmıĢlardır (Byrne ve ark., 2014). 

Katakam ve arkadaĢlarının 2020 yılında yapmıĢ olduğu bir çalıĢma ile, bitmiĢ 

krem formlarında hidrokortizon asetat, pramoksin hidroklorür, potasyum sorbat ve 
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sorbik asit miktarının belirlenmesi için bir UPLC metodu geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntem 

uygulanmadan önce optimize edilmiĢtir. Kromatografik ayırma 30 °C'deki Acquity 

UPLC BEH kolonu, C18, (150 x 2,1 mm, 1,7 um) ile gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada 

10 mM dibazik potasyum fosfat (pH 7,5) ve asetonitrilden (95:5 v/v) oluĢan 

Hareketli faz A ve asetonitril ve su karıĢımından (90:10 v/v) oluĢan hareketli faz B 

kullanılmıĢtır. Potasyum sorbat PDA dedektörü ile 254 nm'de dedekte edilmiĢtir. 

Kromatografik ayırma 10 dk‘nın altında gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada her 

maddenin korelasyon katsayısının 0,999'nın üzerinde olduğu belirtilmiĢtir. 

Hidrokortizon asetat, Sorbat ve Pramoksin Hidroklorür için BSS %2,2'den küçük, 

geri kazanım değerleri ise %97,5 ile %102,4 arasındadır (Katakam ve ark., 2020). 

Chaleshtori ve arkadaĢları, KaĢan'da 103 adet kek, tost ekmeği, salça, mayonez 

sosu, gazlı meĢrubat ve Olovieh salatası örneğinde sodyum benzoat (SB) ve 

potasyum sorbat (PS) koruyucularının spektrofotometri ve HPLC ile analizini 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. SB ve PB bileĢiklerinin krotografik ayırımı bir Supelcosil LC-

18 kolonunda (C18 5μm: 25cm×4,6mm) HPLC ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada 

SB için 225 nm ve PS için 254 nm'de absorbans değerleri ölçülmüĢtür. Bir 

metanol/fosfat tampon çözeltisi (pH=4,4; 70:30 v/v) izokratik modda elüsyon 

maddesi olarak kullanılmıĢ ve hareketli fazın akıĢ hızıda 1,0 mL/dk olarak 

ayarlanmıĢtır. Bu analiz sonucunda LOD değerleri benzoik asit için 0,6 mg/L, sorbik 

asit için 0,2 mg/L iken LOQ değerleri ise benzoik asit için 4,0 mg/L, sorbik asit için 

2,0 mg/L'dir (Chaleshtori ve ark., 2018). 

Petanovska-llievska ve arkadaĢları içeceklerde sodyum benzoat ve potasyum 

sorbatın eĢ zamanlı tayini için yüksek hızlı kolonun kullanıldığı bir RP-HPLC 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Her iki koruyucunun kromatografik ayırımı, 25 °C'de ters 

faz LiChroCART® Purospher STAR RP-18e (30 mm x 4 mm; 3 μm) kolonu ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ÆalıĢmada 1,0 mL/dk akıĢ hızında, asetonitril ve fosfat tamponu 

(pH 3,5) (8:92, v/v) karıĢımından oluĢan bir hareketli faz sistemi kullanılmıĢtır. 

Sodyum benzoat 195 nm‘de, potasyum sorbat ise 260 nm‘de dedekte edilmiĢtir ve 

analiz süresi 7,5 dk‘nın altındadır. Sodyum benzoat için doğrusallık aralığı 6,04–

200,27 mg/L (R
2
= 0,999), potasyum benzoat için (R

2
= 0,999), 12,19–406,36 
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mg/L‘dir. ÆalıĢma sonucunda sodyum benzoat ve potasyum sorbatın LOD değerleri 

sırasıyla 0,004 ve n 0,003 mg/L, LOQ değerleri ise sırasıyla 0,012 ve 0,009 mg/L 

olarak bulunmuĢtur. Bu yöntem kısa analiz süresi sağlayan yüksek hızlı kolonların 

kullanılması bakımından avantaj sağlamıĢtır (Petanovska-llievska ve ark., 2017).  

Akbari-Adergani ve arkadaĢlarının gerçekleĢtirdiği çalıĢmada bir Ġran‘da 

geleneksel süt içeceği olan Doogh'da bulunan sodyum benzoat ve potasyum sorbatın 

miktar tayini için yeni HPLC yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Bu amaçla 27 farklı marka adı 

altında pazarlanan Doogh içecekleri analiz edilmiĢtir. Analiz, UV detektörü ve bir 

Supelcosil LC-18 kolonu (25 cm x 4,6 mm, 5 mm) ile donatılmıĢ bir HPLC sistemi 

ile izokratik elüsyonla 225 nm'de gerçekleĢtirilmiĢtir. Burada kolon sıcaklığı 20⁰C, 

enjeksiyon hacmi 20µL ve hareketli faz (amonyum asetat tamponu: asetonitril 

(90:10, v/v)) akıĢ hızı ise 0,8 mL/dk'dır. HPLC analizi sonucunda sodyum benzoat ve 

potasyum sorbatın ortalama konsantrasyonları ve standart sapmaları sırasıyla 195,9 

(SD 1,8) ve 328,8 (SD 2,1) mg/kg olarak bulunmuĢtur. Numunelerde benzoat ve 

sorbat için LOD değerleri sırasıyla 0,15 ve 0,24 mg/kg, LOQ değerleri ise sırasıyla 

0,5 ve 0,8 mg/kg olarak bulunmuĢtur. Sodyum benzoat ve potasyum sorbatın standart 

eğrileri için korelasyon katsayılarının sırasıyla 0,999 ve 0,998'den fazla olduğu 

görülmüĢtür. Geri kazanım değerleri sodyum benzoat için %95,7, potasyum sorbat 

için %96,1 olarak verilmiĢtir (Akbari-Adergani ve ark., 2013).  

Mazdeh ve arkadaĢları yapmıĢ oldukları çalıĢmada, süt ürünlerindeki 

koruyucuları (sodyum benzoat, potasyum benzoat, natamisin) eĢ zamanlı olarak 220 

nm'de UV algılamalı ters faz kromatografisi ile saptamak için bir yöntem 

geliĢtirmiĢlerdir. Kromatografik ayırma hareketli faz olarak amonyum asetat 

tamponu (pH 5) ve asetonitril (73:27, v/v) karıĢımından oluĢan bir hareketli fazın 

kullanıldığı C18 kolonu (150 × 4,6 mm, 5 𝜇m) ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Analitlerin 

ayrılması, UV dedektörü ile 220 nm‘de ve 1 mL/dk akıĢ hızında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada 5 çeĢit ticari peynir ve yoğurttan oluĢan 195 numune kullanılmıĢtır. 

Sonuçlar, LOD ve LOQ'nun benzoat ve sorbatta sırasıyla 0,326-0,520 mg/kg ve 

0,989-1,575 mg/kg aralığında olduğu durumlarda yetersiz ayırma sağlamıĢtır. 
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Analitlerin kalibrasyon eğrisinin korelasyon katsayısının 0,997'den yüksek olduğu 

gözlemlenmiĢtir (Mazdeh ve ark., 2017)  

Yuliana ve arkadaĢları, öksürük Ģurubunda dekstrometorfan hidrobromür, 

klorfeniramin maleat ve potasyum sorbat'ın eĢzamanlı tayini için yeni bir HPLC 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Analiz, üç maddeden oluĢan simülasyon numunesi 

üzerinden gerçekleĢtirilmiĢ ve her konsantrasyon için üç tekrarlı beĢ farklı 

konsantrasyon hazırlanmıĢtır. HPLC analizi, 230 nm'de gradient elüsyon ile C18 

kolonu kullanılarak yapılmıĢtır. Bu analizde kullanılan hareketli faz asetonitril ve 

sodyum-heptan sülfonat iyon çifti içeren fosfat tamponundan (pH 2,5) (5:95, v/v) 

oluĢmaktaydı. Diğer kromatografik koĢullar ise Ģu Ģekildedir: kolon sıcaklığı 35 °C,  

akıĢ hızı 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 20 µL. Sonuçlara göre, yöntemin geri kazanımı 

(%98-102 aralığında), kesinliği  (BSS < %2) ve doğrusallığı  (r ≥ 0,98) tatmin edici 

seviyedir. Dekstrometorfan-HBr, klorfeniramin maleat ve potasyum sorbat için LOD 

değerleri sırasıyla 3,13 µg/mL, 0,94 µg/mL ve 0,12 µg/mL ve LOQ değerleri ise 

sırasıyla 9,49 µg/mL, 2,85 µg/mL olarak bulunmuĢtur (Yuliana ve ark., 2021). 

Kreuz ve arkadaĢları, tescilli bir portakal aroması ve Magnasweet tatlandırıcı 

arttırıcı içeren sulu süspansiyonlarda potasyum sorbat, metilparaben, propilparaben 

ve indinavir'in eĢ zamanlı analizi için bir gradient elüsyon ile, ters fazlı bir HPLC 

yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Kromatografik ayırma, bir Eclipse XDB-C8 kolonu ile 260 

nm‘de, 35 dk‘da gerçekleĢmiĢtir ve enjeksiyon hacmi 50 µL‘dir. ÆalıĢmada 

kullanılan hareketli faz, 0,5 mL/dk akıĢ hızında asetonitril ve asetonitril:sitrat 

tamponundan (pH 4,0) oluĢmaktadır (20:80 v/v). Potasyum sorbat, metilparaben ve 

propilparaben için LOD değerleri sırasıyla 0,3, 0,8 ve 1,0 ng/mL iken LOQ değerleri 

ise sırasıyla 1,0, 3,0 ve 4,0 ng/mL'dir. Her analitin ortalama geri kazanım değerleri 

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

Bahremand ve Eskandari Ġran‘ın geleneksel içeceği olan Doogh‘ta potasyum 

sorbat ve sodyum benzoatın analizi için yeni bir yöntem geliĢtirmiĢlerdir. Bu yöntem 

HPLC yönteminin kullanıldığı ve ardından iki koruyucunun da UV diyot dizisiyle 

saptandığı güvenilir bir yöntemdir. Bu çalıĢmada, 27 Doogh numunesi analiz edilmiĢ 
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ve bu numuneler içerisindeki potasyum sorbat ve sodyum benzoatın miktarı 

spektrofotometri yöntemiyle karĢılaĢtırmalı olarak HPLC ile belirlenmiĢtir. 

Koruyucuların kromatografik analizi C18 kolonu (25 cm x 4,6 mm, 5 mm) ve UV 

dedektörü ile donatılmıĢ RP-HPLC ile gerçekleĢtirilmiĢtir. HPLC çalıĢması izokratik 

elüsyon ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Diğer kromatografik koĢullar ise Ģu Ģekildedir: kolon 

sıcaklığı 20°C, enjeksiyon hacmi 20 µL ve akıĢ hızı 0,8 mL/dk‘dır. Koruyucuların 

alıkonma süreleri sodyum benzoat için 9,80 dk ve potasyum sorbat için ise 26,50 

dk‘dır. Bu analizde sodyum benzoate 225 nm‘de, potasyum sorbat ise 255 nm‘de 

tayin edilmiĢtir. Spektrofotometri ile yapılan çalıĢmada ise sodyum benzoate 228 

nm‘de potasyum sorbat ise 250 nm‘de dedekte edilmiĢtir. Numunelerde sodyum 

benzoat ve potasyum sorbat için LOD değerleri sırasıyla 0,15 mg/kg ve 0,24 mg/kg 

ve LOQ değerleri ise sırasıyla 0,5 mg/kg ve 0,8 mg/kg olarak bulunmuĢtur. Geri 

kazanım değerleri ise sırasıyla %93,1-96,3 ve %92,9-99,7 arasında değiĢmektedir. 

Sodyum benzoat ve potasyum sorbatın standart eğrileri için korelasyon katsayıları 

sırasıyla 0,9993 ve 0,9988‘dır. ÆalıĢma sonucunda, düĢük konsantrasyonlarda 

spektrofotometri yönteminin, HPLC tarafından belirtilenlere kıyasla yüksek değerler 

gösterdiği görülmüĢtür. Yüksek konsantrasyonda ise spektrofotometri, HPLC'ye 

kıyasla daha düĢük değer göstermiĢtir. Bu çalıĢmada spektrofotometri, bir 

numunedeki potasyum sorbat ve sodyum benzoatı aynı anda güvenilir ve kesin 

sonuçlarla saptayıp belirlemeye yetmemiĢtir (Bahremand ve Eskandari, 2013). 

Özdemir ve arkadaĢları 2020 yılında gerçekleĢtirdikleri çalıĢma ile, Türkiye 

pazarında bulunan 10 farklı peynir örneklerinde bulunan sorbik asit miktarını HPLC 

ile belirlemeyi hedeflemiĢlerdir. 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 akıĢ hızında 3 dk‘da gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Hareketli faz olarak ise 0,2 (v/v) glasial asetik asit içeren %50 (v/v) asetonitril –su 

kullanılmıĢtır. ÆalıĢma sonucunda analiz edilen numunelerdeki sorbik asit miktarları 

21,3-511,3 mg/kg aralığında bulunmuĢtur. ÆalıĢma sonucunda sorbik asidin 

korelasyon katsayısı 0,999, LOD değeri 0,0018 µg/mL ve LOQ değeri ise 0,0269 

µg/mL olarak bulunmuĢtur. Geri kazanım sonuçları sırasıyla 0,314 ve 0,210'da düĢük 

düzeyde BSS değerleri ile 97,5 ve 98,1 olarak bulunmuĢtur (Özdemir ve ark., 2020). 
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Matysova ve arkadaĢları beĢ tip oral sıvı ürününde sotalol hidroklorür ve 

potasyum sorbat miktarının belirlenmesi için seçici ve hassas bir gradient elüsyonlu 

bir HPLC-UV yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Bu maddelerin ayrılması için gradient 

elüsyon modunda bir Ascentis Express C18 (100 x 4,6 mm, 2,7 𝜇m) katı çekirdekli 

HPLC kolonu kullanılmıĢtır. UV/Vis absorbans detektörü, 237 nm dalga boyuna 

ayarlanmıĢtır. Ayrıca bu çalıĢmada kolon sıcaklığı 25°C, akıĢ hızı 1,3 mL/dk, 

enjeksiyon hacmi 5 𝜇L ve toplam analiz süresi 4,5 dk‘dır. Hareketli faz olarak ise bir 

sodyum dihidrojen fosfat dihidrat çözeltisi (pH 2,5; 17,7 mM) ve asetonitril karıĢımı 

(ACN∼%10–60) kullanılmıĢtır (Matysova ve ark., 2015).  

2013 yılında Ahmed ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada 

sodyum benzoat ve potasyum sorbat içeren 114 yerli ve ithal marka meyve suları, 

gazlı içecekler, içecekler, süt, soslar, sürülebilir yağlar, reçeller, jöleler, marmelatlar, 

peynir ve margarinler RP-HPLC ile analiz edilmiĢtir. Bu çalıĢmada her iki 

koruyucunun da doğru belirlenmesini engelleyen numune matrisinin etkisini 

azaltmak için çeĢitli ekstraksiyon prosedürleri uygulanmıĢtır. Kromatografik ayırma, 

oda sıcaklığında, 1mL/dk akıĢ hızında ve hareketli faz olarak asetonitril ile izokratik 

elüsyonda ters faz C18-5μm ve 1000A gözenek boyutlu kolon (250 mm x 4,6 mm) 

kullanılarak 25°C sıcaklıkta ve sodyum benzoat için 227 nm‘de, potasyum sorbat 

için 250 nm‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Ürünlerde tespit edilen sodyum benzoat ve 

potasyum sorbat konsantrasyonu sırasıyla 1,03 - 60,76 mg/L ve 3,24-14,48 mg/L 

aralığındaydı. Geri kazanım yüzdesi sodyum benzoik için 92,01±1,31 - 99,95±1,99 

ve potasyum sorbat için 90,81±1,16 - 99,87±1,99 olarak bulunmuĢtur. Sodyum 

benzoat için gözlenebilme sınırı ve tayin sınırı sırasıyla 0,231 ve 0,772 mg/L ve 

potasyum sorbat için ise bu değerler sırasıyla 0,018 ve 0,060 mg/L idi (Ahmed ve 

ark., 2013).  

Amirpour ve arkadaĢları salatalık turĢusu, salça konservesi, viĢne reçeli, 

alkolsüz içecekler, meyve suları ve süt ürünleri (UF-Feta peynirleri, Lighvan 

peynirleri, laktik peynirler, yoğurtlar ve hamur) dahil olmak üzere 400 gıda 

numunesinde benzoat ve sorbat düzeylerinin tayini için yüksek performanslı sıvı 

kromatografi yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Kromatografik analiz, UV Detektörü ve bir 
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Eclipse-XDB C18 kolonu (150x4,6 mm, 5 µm) ile donatılmıĢ bir HPLC sisteminde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Hareketli faz, 0,8 mL/dk akıĢ hızına sahip sulu bir amonyum 

asetat tamponu (pH = 4,2) ve asetonitrilden (80:20 v/v) oluĢuyordu. Enjeksiyon 

hacmi 20 µL idi ve UV detektörü 225 nm'ye ayarlandı. Sonuçlar, tüm numunelerin 

270'inin sırasıyla laktik peynir ve meyve suyunda 11,9 mg/kg ve 288,5 mg/kg 

arasında değiĢen benzoat içerdiğini gösterdi. Örneklerin 98'indeki sorbat seviyeleri, 

hamur ve meyve suyunda sırasıyla 20,1 ton 284,3 mg/kg'dır. Ayrıca, laktik peynirde 

11,9 mg/kg ile UF-Feta peynirde 91,2 mg/kg benzoat tespit edilmiĢtir. Analiz 

sonucunda sodyum benzoat ve potasyum sorbat için bulunan LOD değerleri sırası ile 

0,6 mg/kg ve 0,5 mg/kg iken, LOQ değerleri ise 1,9 mg/kg ve 1,5 mg/kg‘dır 

(Amirpour ve ark., 2015). 

Gholipour ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilen çalıĢmada Ġran'da hamurda 

kullanımı yasak olan potasyum sorbatın HPLC-UV ile tayini için yöntem 

geliĢtirilmiĢtir. Bu analizde Mazenderan ili fabrikalarından toplanan 100 adet hamur 

örneği ile çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢma sonucunda elde edilen veriler Ģu Ģekildedir; 

korelasyon katsayısı 0,999, LOD değeri 6,37 µg/ml, LOQ değeri 19,11 µg/ml ve 

doğrusal konsantrasyon aralığı 19-100 µg/ml'dir. Numunelerin %32'sinde potasyum 

sorbat tespit edilmiĢtir. Ġran'ın hamurda kullanımına yönelik ulusal standart yasağına 

rağmen hamur numunelerinde potasyum sorbat varlığı tespit edilmiĢtir (Gholipour ve 

ark., 2014).  

Ruyi ve Chenggang tarafından 2016 yılında fonksiyonel içeceklerde bulunan 

glukuronik asit, malik asit, taurin ve potasyum sorbattanın eĢ zamanlı tayini için bir 

iyon kromatografisi yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Kromatografik ayırma için bir anyon 

ayırma kolonu (4×250 mm) ve bir anyon koruma kolonu (4×50 mm) kullanılmıĢtır. 

1,0 mL/dk'da 20 mmol/L KOH hareketli fazı, 20 dk boyunca 35 °C'de anyon ayırma 

kolonundan geçirildi. Bu çalıĢmada anyon baskılayıcı akım 50 mA ve hücre sıcaklığı 

ise 30°C'dir. Bu metotta glukuronik asit, malik asit, taurin ve potasyum sorbatın 

korelasyon katsayıları sırasıyla 0,999, 0,996, 0,989 ve 0,958'dir. LOD değerleri ise 

glukuronik asit için 0,72 μg/mL, malik asit için 0,64 μg/mL, taurin için 2,58 μg/mL 

ve potasyum sorbat için ise 1,5 μg/mL olarak verilmiĢtir. Bu bileĢiklerin geri 
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kazanım değerleri ise %94-104 aralığında ve bağıl standart sapma ise %0,77-1,08 

(n=6)  aralığındadır. Bu sonuçlar bu yöntemin fonksiyonel içeceklerin analizi için 

doğru bir yöntem olduğunu gözler önüne sermiĢtir (Ruyi ve Chenggang, 2016).  

Dinç Zor ve arkadaĢları gerçekleĢtirdikleri bu çalıĢmada, potasyum sorbat, , 

kinolin sarısı, sodyum benzoat ve gün batımı sarısının eĢ zamanlı tayini için bir 

HPLC yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Yazarlar bu çalıĢmada optimum kromatografik 

Ģartları belirlemek için üç seviyede üç değiĢken kullanan bir Box-Behnken tasarımı 

optimizasyon tekniğinden yararlanmıĢlardır. Burada  test edilen faktörler ve 

seviyeleri Ģunlardır; hareketli fazın pH‘ı 6,0-7,0; akıĢ hızı 0,8-1,2 mL/dk ve 0,025 M 

sodyum asetat/asetik asit tamponundan oluĢan hareketli faz oranı %80-90. Burada 

çözünürlük yanıt olarak seçilmiĢtir. Kromatografik analizler, bir DAD detektörü, 5 

um Inertsil OctaDecylSilane (ODS)-3V (250 mm x 4,6 mm) RP kolonu kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Optimize edilen kromatografik Ģartlar ise Ģu Ģekildedir; izokratik 

elüsyon ile, pH 6,0'lık 0,025 M sodyum asetat/asetik asit tamponu ve asetonitril 

(85:15, v/v) karıĢımından oluĢan bir hareketli faz sistemi, akıĢ hızı 0,8 mL/dk, 

enjeksiyon hacmi 20 μL, dalga boyu optimizasyon prosedürü için 230 nm, 

validasyon prosedüründe ise sodyum benzoat ve potasyum sorbat için 230 nm, 

kinolin sarısı ve gün batımı sarısı için 460 nm‘dir. Bu çalıĢmada potasyum sorbat, 

sodyum benzoat, kinolin sarısı ve gün batımı sarısı için korelasyon katsayıları 

sırasıyla 0,9979, 0,9980, 0,9979 ve 0,9993‘tür. LOD ve LOQ değerleri ise sırasıyla 

potasyum sorbat için 0,082 µg/mL ve 0,273 µg/mL; sodyum benzoate için 0,154 

µg/mL ve 0,513 µg/mL; kinolin sarısı için 0,044 µg/mL ve 0,146 µg/mL ve gün 

batımı sarısı için 0,069 µg/mL ve 0,230 µg/mL‘dur. ÆalıĢmadan elde edilen geri 

kazanım değerlerinin ise <%95 olduğu görülmektedir. GeliĢtirilen yöntem daha sonra 

ticari limonata ve limon sosu numunelerinde de uygulanmıĢ ve baĢarılı sonuçlar elde 

edilmiĢtir (Dinç Zor ve ark., 2016).  
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Elektroforetik Yöntemler 

Costa ve arkadaĢları 2008 yılında yapmıĢ oldukları bir çalıĢma ile ticari 

içeceklerde benzoat ve sorbat iyonlarının tayini için bir kapiler elektroforez yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Yöntem geliĢtirmede, arka plan elektrolitinin pH'ı ve bileĢenleri, 

etkili mobiliteye karĢı pH eğrileri kullanılarak seçilmiĢtir. Bu çalıĢmada dahili 

standart (salisilat iyonu) kullanılmıĢtır. Analizde arka plan elektroliti, pH 8,1'de 25 

mmol L(-1) tris(hidroksimetil)aminometan ve 12,5 mmol L(-1)2 hidroksiizobütirik 

asitten oluĢmuĢtur. Ayırma, erimiĢ silika kapilerinde (32 cm toplam uzunluk ve 8,5 

cm etkin uzunluk, 50 mikrom iç çap) kısa uçlu enjeksiyon konfigürasyonu ve UV ile, 

benzoat ve salisilat için 200 nm'de ve sorbat için 254 nm'de 28 sn‘de gerçekleĢmiĢtir. 

Bu yöntem ile elde edilen sonuçlar; R2>0,999, LOD değerleri benzoat için 0,9 mg/L, 

sorbat için 0,3 mg/L, geri kazanım değerleri %97,9 – 105 olarak ifade edilmiĢtir. 

Alkolsüz içeceklerde ve çayda benzoat miktarı 197-401 mg/L ve sorbat miktarı 28-

144 mg/L olarak bulunmuĢtur (Costa ve ark., 2008).  

de Jesus ve arkadaĢları, ekmek numunelerinde bulunan propiyonat ve sorbat 

koruyucularının eĢ zamanlı belirlenmesi için yeni bir kapiler elektroforez (diyot 

dizisi spektrofotometrik deteksiyon ile) yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. Bu yöntem, 

sonikasyon yardımı ile sulu ekstraksiyon kullanılarak basit ve hızlı bir numune 

hazırlama iĢlemi gerektirmektedir. 10 mmol/L benzoik asit, 15 mmol/L L-histidin ve 

0,2 mmol/L setiltrimetilamonyum bromürden (CTAB) oluĢan bir arka plan elektroliti 

(BGE), koruyucuların 5 dk‘dan daha kısa sürede iyi çözünürlükle ayrılmasını 

sağlamıĢtır. Bu çalıĢmada propiyonat 235 nm‘de, sorbat ise 250 nm‘de dedekte 

edilmiĢtir. Propiyonat ve sorbat için LOQ değerleri sırasıyla 4,3 mg/kg ve 1,5 mg/kg 

olarak bulunmuĢtur. Önerilen yöntem, ticari dilimlenmiĢ beyaz ekmek örneklerinde 

propiyonat ve sorbat koruyucularının analizi için baĢarılı bir yöntemdir (de Jesus ve 

ark., 2018).  
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Elektrokimyasal Yöntemler 

Stefan-van Staden ve arkadaĢları, gıda kalitesini değerlendirmek için 

gıdalardaki sorbik asit miktarını tayin etmiĢlerdir. Bu çalıĢmada, gıdalarda (unlu 

mamüller ve mayonezde sorbik asit tayini için metal porfirinler (Zn protoporfirin IX 

ve 2,3,7,8,12,13,17,18 oktaetil, 21H, 23H-porfirin Mn(III) klorür) ile modifiye 

edilmiĢ altın nanopartikül macunu ile dekore edilmiĢ nanografene dayalı iki sensör 

önerilmiĢtir. Burada sensörlerin karakterizasyonu ve doğrulanması için kare dalga 

voltammetrisi kullanılmıĢtır. Yazarlar, önerdikleri her iki sensörde de LOD değerini 

0,33 µmol/L ve LOQ değerlerini ise 1,00 µmol/L bulmuĢlardır. En yüksek hassasiyet 

(0,35 nA/µmol L-1), 2,3,7,8,12,13,17,18 oktaetil, 21H, 23H-porfirin Mn(III) klorür 

bazlı sensör kullanıldığında kaydedilmiĢtir ve bu elektrokatalizörün Zn protoporfirin 

IX'unkinden daha yüksek elektrokatalitik etkisi olduğunu kanıtlanmıĢtır. Bu 

sensörler ekmekte ve mayonezde bulunan sorbik asit tayini için kullanıldığında geri 

kazanım yüzdesi %95‘ten fazla çıkmıĢ ve BSS değerleri ise her iki sensör için 

%5‘ten küçüktür (Stefan-van Staden ve ark., 2022).  
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

Bu tez çalıĢmasında, piyasada bulunan ve farklı içeriklere sahip olan iki çeĢit 

ticari enerji içeceği (ticari enerji içeceği (I) ve ticari enerji içeceği (II)) numunesi 

içerisinde bulunan ve dedekte edilebilen bileĢiklerin (ticari enerji içeceği (I)‘de KAF 

ve PS; ticari enerji içeceği (II)‘de B3, SB, PS ve KAF)  eĢ zamanlı miktar tayinleri 

için yeni UPLC yöntemlerinin geliĢtirilmesinde ve çalıĢmaların yürütülmesinde 

aĢağıda belirtilen cihazlar, bilgisayar programları ve yazılımlar, laboratuvar gereçleri, 

kimyasallar ve ticari enerji içeceği numuneleri kullanılmıĢtır. 

2.1. Gereçler 

2.1.1. Kullanılan Cihaz ve Gereçler 

 Waters Acquity H-Class UPLC Sistemi (fotodiyot array dedektörü 

(photodiode array dedector   PDA) ile birlikte). (Waters Corporation, MA, 

ABD) 

 Kolon   Waters BEH® C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 μ)  

 Empower UPLC Programı. 

 Vial (Waters) 

 Sartorius Entris 224-1S marka hassas terazi:  

 Manyetik karıĢtırıcı (Isolab, Eschau, Almanya) 

 Ultrasonik banyo (Isolab, Eschau, Almanya) 

 Eppendorf Mikropipet (20-200 µL ve 100-1000 µL) 

 ISOLAB ġırınga Ucu Filtre Steril PVDF (Polivilinilden Diflorür) (Gözenek 

çapı = 0,22 μm) 

 Agilent ġırınga Ucu Filtre Nylon (Gözenek çapı 0,20 μm) 

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

 Beher (10-1000 mL, Isolab, Eschau, Almanya) 
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2.1.2. Kullanılan Bilgisayar Yazılımları 

 Empower2 (Waters, MA, ABD) 

 Excel 2010 (Microsoft, Washington, ABD) 

 Matlab R2018b (Mathworks, MA, ABD) 

2.1.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 Metanol (Sigma-Aldrich) 

 Ultra saf su (Merck Millipore) 

 H3PO4 (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 Ġçecekleri 

 Ticari Enerji Ġçeceği (I) (Burn Gold Spark   BGS) 

 

 Potasyum sorbat (Miktar belirtilmemiĢ) 

 Kafein (en fazla 150 mg/L) 

 

Ġçindeki diğer bileĢenler: ġeker, asitliği düzenleyiciler (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 Ġçeceği (II) (AK47 Enerji Ġçeceği   AK47) 

 

 Niasin (8,0 mg/100 mL) 

 Potasyum sorbat (Miktar belirtilmemiĢ) 

 Sodyum Benzoat (Miktar belirtilmemiĢ) 

 Kafein (En fazla 150 mg/L) 

 

Ġçindeki diğer bileĢenler: ġeker, karbondioksit, asitlik düzenleyiciler (sitrik asit ve 

trisodyum sitrat), tatlandırıcı (karıĢık 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 µg/100 ml), inositol (maksimum 

100 mg/l), glukoronolakton (maksimum 20 mg/l), 

2.2. Yöntem 

Bu doktora tez çalıĢması kapsamında ticari enerji içeceklerindeki bileĢenlerin 

kantitatif analizlerinde UPLC tekniği kullanılmıĢtır. Analiz iĢlemleri için UPLC 

yöntemlerinin geliĢtirilmesinde kemometrik deneysel tasarım optimizasyon 

metodolojilerinden faydalanılmıĢtır. AĢağıda kromatografik yöntemlerin temel 

esasları açıklanmaktadır.  

2.2.1. Kromatografik Yöntemler 

Bir karıĢımdaki bileĢenlerin birbirinden ayrılmasını sağlayan bir ayırma 

metodu olan kromatografi ilk kez Rus botanikçi, Mikhail Tswett tarafından 1906 

yılında bulunmuĢtur. Kromatorafiyi ksantofil ve klorofil gibi pek çok pigmenti 

ayırmada kullanan Tsweet, kromatografiyi tanımlarken ―bir karıĢımdaki bileĢenlerin 

bir akıĢ sistemi yardımıyla, bir adsorban kolon üzerinden ayrıldığı bir yöntem‖ 

olarak tanımlamıĢtır. Tsweet bu pigmentlerin ayrılması sırasında kolonda renkli 

bantlar gözlemlemiĢ ve bu nedenle de yöntemin adını ―kromatografi olarak 
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belirlemiĢtir. Kromatografide analizi yapılacak numune hareketli faz içerisinde 

çözünür ve daha sonra bu hareketli faz, kendisi ile karıĢmayan sabit bir faz 

içerisinden (bir kolon veya katı bir yüzey) geçirilir. Numune içerisindeki bileĢenler 

polaritelerine gore sabit fazdan değiĢik hızlarda geçerler ve bu da numunedeki 

bileĢenlerin ayrılmasını sağlar (Braithwaite ve Smith, 2012, s: 1-4; Skoog ve ark., 

2007, s:762). Kromatografi üç sınıf altında ele alınabilir.  

 

ġekil 2.1. Kromatografinin sınıflandırılması. 

Bunlar da kendi içinde farklı sınıflara ayrılırlar (ġekil 2.2). 
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ġekil 2.2. Kromatografik yöntemler. 

 

Ayrılma Mekanizmalarına Göre Kromatografik Yöntemler aĢağıda ayrıntılı bir 

biçimde sunulmaktadır. 

Ġyon DeğiĢim Kromatografisi 

Ġyon değiĢtirme kromatografisi (IEC), Ġkinci Dünya SavaĢı sırasında (1939-

1945) nadir bulunan toprak elementlerini ve transuranyum elementlerini ayırmak için 

kullanılan bir tekniktir. IEC'nin kullanımı ilk kez 1938'de Taylor ve Urey tarafından 

zeolit reçineleri kullanılarak lityum ve potasyum izotoplarını ayırmak için 

kullanılmıĢtır.  Ġyon değiĢimi, çözeltideki iyonlar ile çözünmeyen, yüksek mol kütleli 

bir katının yüzeyindeki benzer iĢaretli iyonların yer değiĢtirmesidir. Durgun faz zayıf 

ya da kuvvetli bir iyon değiĢtirici reçinedir ve numune moleküllerinin iyonik 
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gruplarıyla etkileĢime giren iyonik grupları (örn.    
  veya    

 ) içerir, hareketli faz 

ise belli bir pH derecesine sahip, ve yükü sabit fazın yükünün tersi olan zıt iyonu 

içeren bir sulu çözeltidir. Organik iyon değiĢtiriciler: katyon değiĢtirici ve anyon 

değiĢtirici reçineler olarak ikiye ayrılır. Sabit yük (+) ise anyon değiĢtirici, (-) ise 

katyon değiĢtirici reçinedir. Iyon değiĢim kromatografisi, farmasötik preparatlar 

(ilaçlar ve bunların metabolitleri, serumlar, vitamin karıĢımları), gıdalar (gıda 

koruyucular, Ģekerler) gibi farklı yapıdaki 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 ligandı, 

katı bir destek yüzeyine kovalent bir biçimde bağlanır. Afinite ligantları, enzim 

inhibitörleri, antikorlar veya numunedeki analit moleküllerine tersinir bir biçimde 

bağlanan moleküllerdir. Bu kromatografinin seçiciliği oldukça yüksektir ve hormon, 

enzim, vb protein yapılı maddelerin saflaĢtırılmasında kullanılır. Kolonun dolgu 

maddesine, protein ile kompleks yapabilme özelliğine sahip bir ligand bağlanır, 

bağlanmayan moleküller ise hareketli faz ile birlikte kolonu terkeder. Sabit faz 

tarafından alıkonmuĢ analitler, daha sonra hareketli fazın bileĢimi değiĢtirilerek elüe 

edilir (Skoog ve ark., 2007). 

Adsorpsiyon Kromatografisi 

Ayrılacak bileĢenlerin sabit katı faz üzerinde tersinir olarak adsorblanmaları 

esasına dayanır. Adsorpsiyon kromatografisinde hareketli faz, adsorban üzerinde sıvı 

olarak hareket eder. BileĢenler birbirlerinden katı yüzeye olan ilgilerine göre 

ayrılırlar. Adsorpsiyon denge sabiti daha büyük olan bileĢen yüzeyde daha uzun süre 

kalırken, küçük olan ise daha kısa sürede kalmakta, hiç adsorplanmayan bileĢen ise 

kolondan hareketli faz ile taĢınarak hemen dıĢarı çıkmaktadır. Yüzeye adsorplanan 
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bileĢenler ise yüzeyle olan etkileĢim boyutuna bağlı olarak farklı kalma sürelerinde 

kolonu terk etmektedir. Adsorpsiyon kromatografisi, polarlıkları birbirinden farklı 

bileĢenlerin karıĢımlarının ayrılmasında iyi sonuç vermektedir. Adsorpsiyon 

kromatografide sabit faz olarak genellikle polar yapılı ince öğütülmüĢ silis ve 

alumina kullanılır. Genellikle, numune tutma kapasitesi daha yüksek olan silis tercih 

edilir. Bu iki maddenin adsorpsiyon özellikleri benzerdir. Her iki sabit fazdaki 

alıkonma süreleri, analitin polarlığı arttıkça artar. Hareketli fazda ise polaritesi çok 

düĢük veya apolar sıvılar (benzene, kloroform, vb) kullanılır.  

Ġyi bir sabit faz; ayrılması gereken maddelerin parçalanmasına neden olmamalı, 

ayrılması gereken madde ile reaksiyon vermemeli, yüksek adsorpsiyon kapasitesine 

sahip olmalı ve adsorplanan maddeleri geri verebilmelidir. Ġyi bir hareketli faz ise 

düĢük viskoziteye sahip olmalı, istenen saflıkta, kolay ulaĢılabilir ve ekonomik 

olmalı, toksik olmamalı, numunedeki bileĢenlerin tamamını çözmeli ve sabit fazın 

özelliklerinin değiĢmesine neden olmamalıdır (Skoog ve ark., 2007). 

Jel Filtrasyon (Boyut Eleme) Kromatografisi 

Jel süzme veya jel geçirgenlik kromatografi olarak ta adlandırılan boyut ayırıcı 

kromatografi, özellikle yüksek mol kütleli türlere uygulanabilen çok etkili tekniktir. 

Bu teknik, molekülleri boyutlarına göre, yani moleküleri kütlelerine göre ayırır. Önce 

en büyük moleküller ve en son en küçük moleküllerin ayrılmasını sağlayan bu 

teknikte küçük boyutlu ( 10  m) silis veya polimer tanecikler dolgu maddesi olarak 

kullanılmaktadır. Burada sabit faz, polimerlerin hidratize edilmesiyle oluĢturulan bir 

jel, hareketli faz ise bir sıvıdır. Bu dolgular düzgün gözenekli bir yapıya sahiptir. Bu 

gözenekli yapı çözünen ve çözücü moleküllerinin difüzlenebileceği bir yapıdadır. 

Moleküller, hareketli fazın akıĢı sırasında gözenekli yapıda molekül büyüklüğüne 

bağlı olarak etkin bir biçimde tutulur ve daha sonra bırakılır. Molekülün boyutu 

ortalama gözenek boyutundan daha büyük ise, bunlar dolgu maddesi tarafından 

tutulmazlar ve bu moleküller kolondan hareketli faz ile aynı hızda geçtikleri için 

alıkonma süresinden bahsedilemez. Molekülün boyutu ortalama gözenek boyutundan 
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daha küçük olduğunda ise, molekül dolgu maddesinin gözeneklerine girerek burada 

tutunarak uzun süre alıkonurlar. Kolonda gözeneklerde alıkonan moleküllerin 

alıkonma süresi, molekülün çap boyutuna bağlı olarak değiĢir. Jel filtrasyon 

kromatografisinde, ayrılacak olan molekül ile sabit faz arasında fiziksel ve kimyasal 

etkileĢimlerin olmayıĢı, bu kromatografi tekniğini diğer kromatografik tekniklerden 

ayıran önemli bir özelliktir. Bu teknik özellikle de proteinleri birbirinden ayırmak 

için yaygın bir biçimde kullanılmaktadır (Braithwaite ve Smith, 2012; Meyer, 2010, 

s:231-233; Skoog ve ark., 2007). 

Partisyon (Dağılma) Kromatografisi 

Dağılma kromotografisinde, sabit faz, hareketli faz ile karıĢmayan ikinci bir 

sıvıdır. Sıvı-sıvı kromatografisinde, sabit sıvı fazı yerinde sabitlemek için fiziksel 

adsorpsiyondan faydalanılır. Bağlı-sıvı-faz kromatografisinde ise, sıvı, tutunduğu 

yüzeye kimyasal bağlıdır ve bu sayede hareketli fazla çözünmeyen kararlı bir dolgu 

meydana gelir.  

Dağılma kromatografisi, sabit ve hareketli fazların polarlığına bağlı olarak iki 

farklı biçimde ele alınır; ters faz ve normal faz. Normal faz kromatografisi (NF), 

sabit fazın hareketli faza göre daha polar olduğu bir kromatografidir. Burada sabit faz 

olarak genelde silika (SiO2), alümina (Al2O3) ve magnezyum oksit (MgO) kullanılır.  

Analit, sabit faz ile ne kadar güçlü etkileĢirse kolonda o kadar uzun süre 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 kullanılır. Bir karıĢımı 

oluĢturan birbirinden farklı yapıdaki moleküller, polaritelerine bağlı olarak sabit faz 

üzerinde farklı derecelerde adsorbe edilirler ve bunun sonucu olarak ta her bir 

maddenin kolonu terk etme süresi de birbirinden farklı olacaktır. NF‘de polar 

bileĢikler polar olmayan bileĢiklerden daha sonra kolonu terk ederler (Kazakevich ve 

Lobrutto, 2007, s: 10; Meyer, 2010, s: 173-174). Normal faz kromatografide, düĢük 

polaritedeki bileĢenler hareketli faz ile daha fazla çözündükleri için daha önce elüe 
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edilirler; hareketli fazın polaritesindeki artıĢ, elüsyon süresinin azalmasına neden 

olur (Skoog ve ark., 2007). 

Ters faz kromatografide sabit faz apolar; hareketli faz ise daha polar (su, 

metanol, asetonitril gibi) bir çözücüden oluĢmaktadır. Ters faz sisteminde, daha polar 

bileĢenler, kolondan daha önce gelir ve hareketli fazın polaritesindeki artıĢ, elüsyon 

süresinin artmasına neden olur. Ters faz kromatografinin en yaygın kullanıldığı 

HPLC sistemlerinin yaklaĢık dörtte üçünde, ters faz dolgu maddesi ile doldurulmuĢ 

kolonlar tercih edilmektedir. Ters faz sistemi çeĢitli avantajlara sahiptir. Hareketli faz 

daha çok su bazlı çözeltilerden oluĢur bu nedenle normal faz kromatografisine göre 

daha fazla tercih edilir (Kazakevich ve Lobrutto, 2007, s: 11; Meyer, 2010, s: 173-

174; Skoog ve ark., 2007). Suyun kullanılması oldukça önemlidir, çünkü suyun ucuz 

olması, toksik olmaması, UV-geçirgenlik ve biyolojik türlere uygunluk sağlaması 

suya üstünlük sağlamaktadır. Ters fazlı sıvı kromatografisinde dengeye ulaĢma hızı 

normal faz sıvı kromatografisine göre daha hızlıdır, ters fazlı sıvı kromatografisinde 

maliyeti ve toksisitesi yüksek apolar çözücüleri kullanmak gerekmiyor. Yaygın 

olarak kullanılan kolonlar arasında siloksanın R grubu olan malzemelerle kaplı olan 

C8- (n-oktil) ve C18-(n-oktasil zinciridir) kolonlarıdır (Skoog ve ark., 2007). Bu 

sistemde polar olmayan bileĢikler polar bileĢiklerden daha sonra kolonu terk ederler.  

Dağılma kromatografisinin uygulama alanları; biyokimya, ilaç, endüstriyel 

kimyasallar, gıda ürünleri, kirleticiler, adli tıp ve klinik kimyadır (Skoog ve ark., 

2007). 

Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi  

Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (high performance liquid 

chromatography   HPLC) son yıllarda en çok baĢvurulan ve en hızlı geliĢen analitik 

analiz yöntemidir. HPLC, sabit fazdan oluĢan bir kolon sisteminden hareketli fazın 

geçirilmesiyle analitlerin sabit ve hareketli faza olan ilgilerinin farklılığı ile 

ayrıĢmalarına dayanan bir yöntemdir. Tüm kromatografik yöntemlerde olduğu gibi 
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HPLC‘de de kimyasal ayırma, saflaĢtırma, miktar tayini amaçları için kullanılır. 

HPLC‘ de kullanılan mobil ve sabit fazların polariteleri birbirinden farklıdır. Bu da 

kolonda numune bileĢenlerinin birbirinden ayrılmasını sağlar. 

Bir HPLC cihazı Ģu kısımlardan oluĢur; 

 

 Hareketli faz rezervuarı 

 Pompa Sistemi 

 Numune Enjeksiyon sistemi 

 Kolon 

 Dedektör 

 

HPLC‘de kullanılan baĢlıca dedektörler Ģunlardır; 

 

 UV- Görünür ıĢın absorpsiyon dedektörleri 

 Filtreli UV-Absorpsiyon dedektörleri 

 Taramalı Absorpsiyon dedektörleri 

 Infrared Absorpsiyon dedektörleri 

 Floresans dedektörleri  

 Kırma Ġndisi dedektörü 

 BuharlaĢtırmalı ıĢık saçılım dedektörü 

 Elektrokimyasal dedektörler 

 Kütle Spektrometrik dedektörler 

Günümüzde HPLC cihazları geliĢtirilerek daha da avantajlı hale getirilmiĢ ve 

her bakımdan üstün özelliklere sahip olan yeni bir cihazın; aĢırı yüksek performanslı 

sıvı kromatografisi (ultra high performance liquid chromatography   UPLC) 

cihazının ortaya çıkmasını sağlamıĢtır. HPLC ile UPLC‘nin çalıĢma prensipleri 

temelde aynıdır. UPLC‘de, numunenin, aĢırı yüksek basınç altında (100M Pa' ya 

kadar) özel dolgulu kolonlardan (parçacık boyutu 2 µm) geçirilmesiyle, numunede 

bulunan bileĢenlerin birbirlerinden ayrılmalarını ve bunların detektörde miktarlarının 
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tayin edilmesini sağlayan geliĢmiĢ bir cihazdır. Tanımdan da anlaĢıldığı üzere HPLC 

ile UPLC arasındaki fark uygulanan basınç ve kolon dolum malzemesidir. UPLC‘nin 

kolon dolum malzemesinin 2 µm büyüklüğünde olması UPLC‘de ayırımın HPLC 

den daha iyi ve hassas olmasını sağlar. UPLC, özetle üç alanda geliĢtirilmiĢ olan aĢırı 

yüksek performanslı sıvı kromatografisini ifade eder: ―hız, çözünürlük ve duyarlılık. 

UPLC, HPLC ile kıyaslandığında, daha hızlı, daha hassas sonuçlar verir. UPLC 

sisteminin sağlamıĢ olduğu diğer avantajlar Ģu Ģekildedir: 

 Analiz süresi oldukça kısadır 

 Sıvı kromatografisi yöntemleri arasında en seçici, en hassas olan yöntemdir 

 Kromatogramda çözülmüĢ pikler elde edilir. 

 Sabit faz olarak çok küçük dolgu malzemesi (2 µm) kullanılır ve bu da 

ayırma gücünün artması nedeniyle avantaj sağlar 

 Æözücülerin tüketimi daha azdır bu nedenle daha ekonomiktir. 

 Oldukça fazla maddenin analizine imkân sağlar 

UPLC nin tek dezavantajı, uygulamıĢ olduğu aĢırı yüksek basınçtan dolayı 

kolon ömrünün kısa olmasıdır. 

UPLC‘de kullanılan hareketli ve sabit fazların polariteleri birbirinden farklıdır. 

Fazlar arasındaki bu farklılıklara bağlı olarak UPLC sisteminde normal faz veya ters 

faz kromatografisine baĢvurulur. UPLC‘lerın çoğunda ters faz dolgu maddesi ile 

doldurulmuĢ kolonlar kullanılmaktadır (Onur, 2011, s:179; Skoog ve ark., 2007, 

s:829). 
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ġekil 2.3. X, Y ve Z bileĢiklerinin UPLC ile kromatografik olarak ayrılması.  

UPLC özellikle ilaç endüstrisinde oldukça ihtiyaç duyulan bir yöntemdir. 

UPLC ile daha doğru veriler daha hızlı bir Ģekilde üretilebilir. UPLC 'nin benzersiz 

özellikleri, yüksek çözünürlük ve hızlı analizin, adsorpsiyon, dağılım, metabolizma 

ve boĢaltım (ADME) gibi farmakokinetik çalıĢmalarda da çok yararlı olduğunu 

göstermektedir. Ġlaç geliĢtirme ve formülasyon prosesi için, ilaç maddelerini ve 

bunların safsızlıklarını saptamak, miktarlarını belirlemek için sıkça baĢvurulan bir 

yöntemdir (Büker ve Dinç, 2017; DermiĢ ve ark., 2015; Dinç ve Baleanu, 2012; Dinç 

ve Büker, 2012; Dinç ve ark., 2015; Dinç ve Ertekin, 2016; Dinç ve Büker, 2016; 

Dinç ve Büker, 2019; Dinç ve ark., 2022; Güzel ve ark., 2021; Güzel ve ark., 2022; 

Rouhani ve ark., 2022; Selimoğlu ve ark., 2016; Taleuzzaman ve ark., 2015; Turak 

ve ark., 2016; Üstündağ ve Dinç, 2021).  
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ġekil 2.4. UPLC Cihazının Ģematik gösterimi. 

Kromatografide Kolon Uygunluk Parametreleri  

Bir ayırma iĢleminde ayırma iĢleminin geçerliliğini sağlayan bir takım 

parametreler vardır. Bunlar; 

 Alıkonma Zamanı 

 Kapasite Faktörü 

 Seçicilik 

 Kolon Verimliliği 

 Kolon Ayırma Gücü 

 Simetri Faktörü 

Ġyi bir ayırımın gerçekleĢebilmesi için bu parametrelerin sağlanması 

gerekmektedir. Kolonda numune bileĢenleri ayrılırken kromatogramlar elde ederiz. 

Analiz koĢullarının uygun olup olmadığı elde edilen kromatogramlar vasıtasıyla 

izlenebilmektedir. Kromatografik bir sistemde numunede bulunan bileĢenlerin 

kolona verilmesinden dedektöre ulaĢıncaya geçen zamana karĢı, dedektör tarafından 
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verilen sinyalle oluĢturulan grafiğe ―kromatogram‖ adı verilmektedir (Skoog ve ark., 

2004). 

Alıkonma Zamanı  

Bir numunenin kolona enjeksiyonundan sonra dedektöre ulaĢması için geçen 

süre ―alıkonma zamanı (tR)‖ olarak ifade edilir. Numune bileĢenlerinin kolona 

verildikten sonra kolondan geçip dedektöre ulaĢması için gerekli olan hareketli faz 

hacminede ―alıkonma hacmi‖ adı verilmektedir. Alıkonma hacmi; 

VR = tR. Fc (2.1) 

burada alıkonma hacmi VR,  alıkonma zamanı tR, ve volumetrik akıĢ hızı Fc ile 

ifade edilmektedir. Bir analitin kolonda alıkonması, numune bileĢenlerinin hareketli 

faz ve sabit faz ile arasındaki etkileĢimi gösterir. Bütün kromatografik ayırmaların 

temelinde, çözünenlerin hareketli ve sabit faz arasındaki dağılma derecesi esas 

alınmıĢtır.  

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

Bu reaksiyonun denge sabiti K ya eĢittir ve dağılma katsayısı olarak ifade 

edilmektedir.  

K = CS / CM  (2.3) 

Æözünenin sabit fazdaki molar analitik deriĢimi CS ve hareketli fazdaki molar 

analitik deriĢimi CM dir. Kolonda tutunamayan bir maddenin kolondan geçiĢi için 

gerekli zaman ―ölü zaman (tM)‖ olarak ifade edilir ve bunun kolonda ilerleme hızı 

hareketli faz moleküllerinin detektöre ulaĢması için gereken süre ile aynıdır (Skoog 

ve ark., 2004). 
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ġekil 2.5. Ġki bileĢenli bir numuneye ait kromatogram.   

Alıkonma/Kapasite Faktörü (k’) 

Bir numunenin enjeksiyonundan dedektöre ulaĢması için gereken zamana 

―alıkonma zamanı (tR)‖ denir. Kolonun performansını gösteren parametrelerden biri 

olan alıkonma (kapasite) faktörü ise kolonda çözünen analitlerin kolondan göç etme 

hızlarını açıklamak için kullanılır.  Kapasite faktörü; 

k‘ = (tR-tM) / tM (2.4) 

eĢitliği ile ifade edilir. Burada k‘ kapasite faktörünü, tM ölü zamanı, tR ise analitin 

alıkonma süresini ifade etmektedir. k′<1 ise elüsyon alıkonma süresinin tayinini 

zorlaĢtıracak kadar kısa olur, k′ değeri 20-30 gibi bir sayıdan daha büyük ise elüsyon 

süresi çok uzun olur. Ġyi bir ayırma için alıkonma faktörünün 1-10 arasında olması 

beklenir. Kapasite faktörü her maddenin kendine özgüdür. 

Kapasite faktörü maddenin fazları arasındaki (hareketli ve sabit faz) dağılım 

katsayısına bağlıdır. 

k′ = K Vs/Vm (2.5) 
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Bu eĢitlikte K dağılma katsayısını, VM kolon içerisindeki hareketli fazın 

hacmini, VS ise sabit fazın hacmini ifade eder (Onur, 2011, s:188; Skoog ve ark., 

2004). 

Seçicilik 

Bir kromatografik sistemde, karmaĢık yapılı bir numunedeki analitlerin iyi bir 

biçimde ayrılabilmesi kromatografinin öncelikli hedefleri arasındadır. Bunun 

sağlanabilmesi için uygulanabilecek iĢlemlerden biri de seçiciliği arttırmaktır. 

Kromatografik sistemin farklı analitleri ayırt etme yeteneğine seçicilik (α) denir.  

Seçicilik, iki analitin alıkonma faktörlerinin oranı olarak ifade edilmektedir. Kolon 

seçiciliği (α) bağıl alıkonma olarak ta bilinmektedir. A ve B gibi iki farklı tür için bir 

kolonun seçicilik faktörü (α); 

α = kB‘ / kA‘ (2.6) 

kB′ kolonda daha kuvvetli tutulan analitin kapasite faktörünü, kA′ ise kolondan 

hızlı bir biçimde ayrılan analitin kapasite faktörünü göstermektedir. Bu nedenle, α 

daima 1 den büyüktür.  k′ değerleri tR ve tM cinsinden yeniden ele alınırsa aĢağıdaki 

denklem elde edilir; 

α = [(tR)B –tM] / [(tA)1-tM] (2.7) 

α değeri 1‘e yaklaĢtıkça ayırım o derece güçleĢir.  α daha çok bileĢiklerin 

tanınmasında kullanılır. Seçicilik analitlerin doğasına ve sabit faz yüzeyi ile 

etkileĢimlerine bağlıdır.  Bir ayırma için seçicilikte bir değiĢiklik yapmak 

gerekiyorsa, en iyi çözüm sabit fazın tipinin değiĢtirilmesidir (Kazakevich ve 

Lobrutto, 2007, s: 18; Onur, 2011, s:187-188; Skoog ve ark., 2004, s:927). 
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Kolon Verimliliği 

Kromatografik kolon verimliliği genel olarak iki terim ile ifade edilmektedir: 

Teorik tabaka sayısı (N) ve tabaka yüksekliği (H). Bu iki terim arasındaki iliĢki; 

H = L / N (2.8) 

L burada kolon uzunluğunu (cm) ifade etmektedir.  

Teorik tabaka, ayrımın gerçekleĢtiği en küçük tabakadır ve sayısı ne kadar 

fazla olursa ayırım o kadar iyi gerçekleĢir. Bu nedenle kromatografik kolonun 

verimliliği tabaka sayısının artması ile artar. Her tabakanın bir yüksekliği vardır 

(etkin teorik tabakanın yüksekliği) ve bir analit bu tabakada belirli bir süre 

geçirmektedir.  Bu süre dengeye ulaĢmak için yeterli kabul edilir.  Tabaka yüksekliği 

ne kadar az olursa iki faz arasındaki analit değiĢimi o kadar verimli olur ve ayırma o 

kadar iyi gerçekleĢir.  Bir kromatografi kolonunun verimli olup olmadığını, elde 

edilen kromatografi piklerinin keskinliğinden anlamak mümkündür; Ġdeal pik Ģekli 

keskin, iki tarafı simetrik ve dar olandır.  

N = 16 (tR / W)
2
 (2.9) 

Burada tR alıkonma zamanını, W ise pikin taban geniĢliğini ifade etmektedir. 

Kolon etkinliği aynı zamanda kolon cinsi ve boyutuna, hareketli fazın bileĢimine ve 

hareketli fazın akıĢ hızına bağlıdır. Pik geniĢliğinin ölçülmesinde yarı yükseklikteki 

pik geniĢliği de (W1/2) kullanılabilir. Bu durumda teorik tabaka sayısını hesaplamak 

için;   

N= 5,54 (tR/ W1/2)
2
 (2.10)  

formülü kullanılabilir. (Kazakevich ve Lobrutto, 2007, s: 19; Onur, 2011, s: 186-187; 

Skoog ve ark., 2004, s:927-931) 
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ġekil 2.6. X ve Y maddelerine ait pikleri gösteren kromatogram. 

Kolon Ayırma Gücü (Rs) 

Kolon ayırma gücü (rezolüsyon, Rs), kolonun iki analiti birbirinden 

ayırabilmesinin bir ölçüsüdür. Pikler arasındaki mesafe, kromatografik sistemin 

seçiciliğini yansıtır.  Mesafe ne kadar büyük olursa, seçicilik o kadar yüksek olur.  

Rezolüsyon iki bant arasındaki uzaklığın, bant geniĢliği cinsinden değeridir. Ayırma 

gücü aĢağıdaki gibi hesaplanır. 

RS = 2[(tR)B - (tR)A] / WA + WB  (2.11) 

Burada W pik geniĢliğini, (tR)A ve (tR)B sırasıyla A ve B maddelerinin kolonda 

alıkonma sürelerini ifade eder. Rs = 1,5 olması durumunda iki pik birbirinden 

tamamen ayrılmıĢ sayılır. Kantitatif analizler için pikler RS değerinin 1,5‘den büyük 

(Rs ≥1,5) olması önerilir. 

AĢağıdaki eĢitliğe göre kolon ayırma gücünü etkileyen faktörler; kapasite 

faktörü (k′), seçicilik (α) ve tabaka sayısıdır (N). 

Rs = (1/4) [(α-1) / α] [k′ / (k′+1)] N
1/2

 (2.12) 
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EĢitlik göstermektedir ki seçiciliğin 1‘e eĢit olması termodinamik olarak iki 

madde arasında bir fark olmadığı anlamına gelir ve bu durumda ayrım 

gerçekleĢemez. Ġyi bir ayırım için seçiciliğin 1‘den büyük olması gerekmektedir 

(Kazakevich ve Lobrutto, 2007, s:22-23; Onur, 2011, s:188-189; Skoog ve ark., 

2004, s:936-942). 

 

ġekil 2.7. Piklerin ayrılmasını gösteren kromatogramlar. 
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Pik Simetri Faktörü 

Simetri faktörü, pik omuzlanması veya kuyruklanmasını ifade etmektedir. Bir 

kromatografik analizde, bazı durumlarda pikin Gauss formunun simetrik olmadığı, 

pikin önünde veya arkasında bir yayılmanın (kuyruk) oluĢtuğu görülmektedir. Bu 

durum, kromatografik sitemin analiz için uygun bir sistem olmadığının göstergesidir. 

Bunun bir takım nedenleri olabilir. Bu nedenler; analiz Ģartlarının uygun olmaması, 

kolon yapısının bozulmuĢ olması, ekstra kolon hacimleri, kolona aĢırı derecede 

yüklenilmesi, piklerin kolondan geç gelmesi gibi nedenler olabilir. Pik 

kuyruklanması, kolon plaka sayısını azaltarak kolonun çözünürlüğünü bozar, pikin 

alıkonma süresinin tekrar edilebilirliğini zorlaĢtırır ve doğrusallıktan saparak analiz 

sonuçlarının hatalı çıkmasına neden olur.  Bu nedenle çalıĢmalarda simetrik pikler 

tercih edilmelidir ve kuyruklu pikler varsa nedenleri ortadan kaldırılarak pikler 

simetrik hale getirilmelidir (Meyer, 2010, s: 142; Onur, 2011, s:189-190). 

 

ġekil 2.8. Pik simetrisini gösteren kromatogram. 

2.2.2. Kemometri  

Kemometri, kimya ve ilgili disiplinlerde kompleks yapılı sistemlerin çözümü 

için matematiksel ve istatistiksel yöntemlerin bir arada kullanıldığı yeni bir 

disiplindir. Gıda endüstrisinde üreticiler, rekabette üstünlük kazanmak amacıyla ürün 

içeriklerini zenginleĢtirerek bunları daha fonksiyonel hale getirmiĢlerdir. Bunun 
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neticesinde ürün sayısı ve çeĢidi gün geçtikçe katlanarak artmıĢ ve ürünler daha 

kompleks yapılı hale gelmiĢtir.  Ürünlerin kompleks yapıda olmaları, klasik analiz 

yöntemlerinin analitik sorunların çözümünde yetersiz kalması analizcileri, tüm bu 

problemlerin çözümü için yeni, pratik, güvenilir, zaman açısından avantajlı ve daha 

kesin sonuçlar veren yeni analiz yöntemleri geliĢtirmeye zorlamıĢtır. AraĢtırmacılar 

bu amaçla, kompleks yapılı numune analizlerinde, kısa sürede maksimum bilgiyi 

veren ve kimyasal verilerden istenen bilginin ekstraksiyonunu sağlayan kemometrik 

yöntemlere yönelmiĢlerdir. Analitik kimyada kemometriden sadece deneysel 

verilerin iĢlenmesinde değil, aynı zamanda uygun deneysel Ģartların belirlenmesinde 

de yararlanılmaktadır. Bunun için ise kemometrik deneysel tasarım ve optimizasyon 

metodolojilerine sıklıkla baĢvurulmaktadır. 

Matematiksel ve istatistiksel yöntemler üzerine kurulu olan kemometri 

disiplini, bilgi ve sistem kuramı, tanımlayıcı ve açıklayıcı istatistik, resim iĢleme, 

deneysel tasarım, optimizasyon, sinyal iĢleme, modelleme, yapı tanıma, kalibrasyon, 

yapay akıl yöntemleri, sınıflandırma gibi konuları kapsamaktadır. Kemometride 

sinyallerin iĢlenmesi  amacıyla fourier ve dalgacık dönüĢümü yöntemleri 

kullanılmaktadır. Bu yöntemler ile sinyaller fourier ve dalgacık dönüĢümü 

yöntemleri vasıtasıyla, düzleĢtirme, filtreleme Ģeklinde ya da türev veya integrasyonu 

alınarak iĢlenmektedir. 

Kemometrik yöntemler sıklıkla analitik kimyada kullanılıyor olsa da 

fizikokimya, organik kimya, çevre kimyası, adli tıp, gıda kimyası gibi pek çok alan 

tarafından da kullanılmaktadır. Kemometri kompleks hesaplamalar içerdiğinden, 

kemometriyi kullananların belli bir ölçüde matematik ve istatistik bilgisine sahip 

olması gerekmektedir. Kimyasal analizlerde veri sayısı oldukça fazla olduğundan bu 

hesaplamalar için genellikle Excel ve Matlab programlarından yararlanılmaktadır.   

Kemometrik çalıĢmalarda, kompleks numune analizlerinde genellikle kısmi en 

küçük kareler (partial least-squares → PLS), klasik en küçük kareler (classical least-

squars → CLS), temel bileĢen rgresyon (principal component regression → PCR) ve 
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ters en küçük kareler (inverse least-squares →ILS) gibi çok değiĢkenli kalibrasyon 

yöntemlerinden de yararlanılmaktadır.  

Kemometride temel amaç, önemli sistem uygunluk parametreleri dahilinde 

kusurları tespit etmek ve sağlam 'tasarım alanı' oluĢturmaktır. Sağlam tasarım 

uzayının burada istenen durumu tipik tek değiĢkenli veya her seferinde bir faktörü 

değiĢtiren yaklaĢımlardan ziyade mantıksal çok değiĢkenli deneylere dayanmaktadır. 

Kemometrinin geleneksel yaklaĢımlara oranla, kritik değiĢkenlerin daha anlaĢılır 

olması ve kontrol edilebilmesi, değiĢik matrislerde numunelerin analizinde esneklik 

sağlaması, üretim düzeyine sorunsuz yöntem aktarımı, geliĢtirilmiĢ yöntem 

sağlamlığı nedeniyle değiĢkenliğin azaltılması gibi pek çok avantajı bulunmaktadır 

(Dinç, 2007). 

Deneysel Tasarım ve Optimizasyon Metodolojisi 

Bir kimyasal analizde öncelikli amaç; minimum çaba ile en kısa sürede ve 

eldeki mevcut kaynakları verimli bir biçimde kullanarak en doğru ve kesin sonuçlara 

ulaĢmaktır. Bir kromatografik analize uygulanan deneysel tasarımlar, matematiksel 

modeler vasıtasıyla deney Ģartlarının optimizasyonu ve yüksek ekstraksiyon 

veriminin yanı sıra kromatografik ayırma performansının iyileĢtirilmesi için de 

sıklıkla kullanılmaktadır. Ġdeal olarak, birkaç faktörün bir süreç üzerinde eĢzamanlı 

etkisi vardır. Deneysel bir tasarımda, analiz üzerine etki eden bir veya daha fazla 

faktör önceden belirlenir ve bu faktörler kombine edilerek optimizasyon yapılır. 

Böylelikle, her bir faktörün analiz üzerine etkileri araĢtırılır. Burada bağımlı (y) ve 

bağımsız (x) değiĢkenlerden yararlanılır ve bu değiĢkenler arasındaki iliĢki düzeyi 

belirlenir.  

y= f(xi) (2.13) 

Önemli faktörlerin tanımlanması ve optimizasyonu, daha az deneysel deneme 

ile yetkin bir sonuca ulaĢılmasını sağlar. Bir analizde, analize uygun deneysel 
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tasarımların belirlenmesi için öncelikli olarak deneysel uzayın belirlenmesi ve 

ardından ele alınan değiĢkenlerin matematiksel modellemesinin yapılması 

gerekmektedir. Deneysel tasarımlar, baĢta analitik kimya olmak üzere birçok disiplin 

ve endüstriyel alanlarda kullanılmaktadır.  

Bir kromatografik çalıĢmada, numune bileĢiminde yer alan analitlerin arzu 

edilen kromatografik ayrımlarını elde etmek için çok sayıda değiĢken aynı anda 

kontrol edilebildiğinden, kemometrik yaklaĢımlar aĢırı yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisi çalıĢmalarında da önemli tamamlayıcılar olarak görülmektedir. 

Deneysel tasarımın verimli bir Ģekilde gerçekleĢtirilebilmesi için dört aĢamada ele 

alınması gerekir;  

(i) uygun tasarımın seçilmesi,  

(ii) uygun yazılım,  

(iii) deneysel denemeler, veri analizi ve  

(iv) yorumlama. 

Bir deneyin amaçlarına bağlı olarak, tüm tasarımlar iki geniĢ kategoride 

sınıflandırılabilir: Tarama Tasarımları, Cevap Yüzey Tasarımları (optimizasyon 

tasarımı). Bununla bir birlikte bir analizcinin karĢılaĢabileceği her duruma uygun bir 

deneysel tasarım modeli bulunmaktadır. Tam faktöriyel tasarım, merkezi bileĢenli 

tasarım, Box-Behnken tasarımı sıklıkla baĢvurulan deneysel tasarımlar arasında yer 

almaktadır (Bıyık, 2017; Sahu ve ark., 2018). 

Özetle, deneysel tasarım, problemlerin sistematik bir Ģekilde çözülmesi ve bilgi 

açısından zengin sonuçlar elde edilmesi yaklaĢımıdır ve bu tasarımlar bir kimyasal 

analizde karĢılaĢılabilecek problemleri çözme yeteneğine sahip güçlü tasarımlar 

olmaları nedeniyle araĢtırmacılar tarafından sıklıkla kullanılmaktadırlar (Dinç ve 

ark., 2007; Dinç ve ark., 2015; Akyüz ve ark., 2016; Büker ve Dinç, 2017; Rouhani 

ve ark., 2017; Dinç ve ark., 2020a). 
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Tarama Tasarımları 

Bazı durumlarda, kimyasal analizlerde çok sayıda faktör deneyi etkilemektedir 

ve bu faktörlerin tamamının taranması mümkün olmamaktadır. Bu gibi durumlarda 

deney üzerinde önemli bir etkisi olmayan bazı faktörlerin atılması gerekmektedir. Bir 

analizde en etkili faktörlerin taranması, deneysel tasarımın birincil amacıdır. Bu 

tasarımlar, en önemli faktörleri ve bunların tüm faktörlerle olan etkileĢimlerinin ve 

analiz üzerinde etkili olan faktörlerin analizi ne Ģekilde etkilediğinin tam olarak 

belirlenmesi amacıyla kullanılılırlar. Bunlar kalitatif ve kantitatif faktörleri aynı anda 

incelemek için çok faydalıdırlar. Tarama tasarımı için, Tam Faktöriyel tasarımı 

(FFD), Kesirli Faktöriyel tasarımı (FrFD) ve Plackett-Burman tasarımının (PBD) 

sıklıkla kullanıldığı görülmektedir.  Bu tür iki seviyeli tasarımlar, daha az deneyle 

çok sayıda faktörün taranmasına imkan verir. Varyans analizi (ANOVA) veya 

regresyon analizi, incelenen faktörlerin belirli bir yanıt üzerindeki etkisinin 

hesaplanması için temel olabilir. Ayırma tekniklerinin, formülasyonların, ürünlerin 

veya kalite kontrol süreçlerinin ve sağlamlık testinin iyileĢtirilmesi için sıklıkla 

uygulanırlar (Sahu ve ark. 2018). 

Optimizasyon Tasarımı 

Optimizasyon, bir analizin optimal koĢulunu ayarlamaya yarayan ek bir 

kemometrik yaklaĢım uygulamasıdır. Bu tür yaklaĢımlar genellikle deney üzerinde 

etkili olan potansiyel faktörleri seçmek için bir tarama tasarımından önce gelir. 

Cevap yüzeyi tasarımları iki tiptir: simetrik tasarımlar ve asimetrik tasarımlar. Üç 

seviyeli tam faktörlü tasarım (Full factorial design   FFD), Merkezi bileĢik tasarım 

(Central composite design   CCD), Box-Behnken tasarımı (Box-Behnken design   

BBD) ve ve Taguchi tasarımı (Taguchi desing   TD) ve Doehlert tasarımları, 

deneysel hatayı tahmin etmek için bir merkez noktası olan simetrik bir alanı kapsar. 

D-optimal tasarım gibi tasarımlar ise asimetrik tasarımlardır. Bu doktora tez 

çalıĢması kapsamında ticari enerji içeceği (I) ve ticeri enerji içeceği (II) 

numunelerinde var olan ve dedeksiyon sınırları dahilinde yer alan bileĢiklerin analizi 
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için deneysel tasarım ve optimizasyon (EDO) metodolojisinden yararlanılmıĢtır ve 

optimizasyon iĢlemi tam faktöriyel tasarım ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  

KarıĢım tasarımları, yalnızca karıĢım değiĢkenlerini incelemek, yani 

karıĢımların bileĢimini optimize etmek için uygulanır. ANOVA, sinyal-gürültü oranı 

ve aralık analizi, cevap yüzeyi tasarımları için istatistiksel analiz yöntemlerinin 

temelini oluĢturur. Aralık analizi, her bir faktörün etkisini bulmak ve farklı 

faktörlerin optimal seviyesini belirlemek için kullanılır. Bir faktör için ortalama 

aralığı, tüm seviyelerin maksimum ve minimum değerlerinin farkının ortalamasıdır. 

Bir sistem için, en geniĢ aralığa sahip faktör, performans üzerinde en güçlü etkiye 

sahip olan faktördür.  

Regresyon analizi, bir regresyon fonksiyonu aracılığıyla değiĢkenler arasındaki 

iliĢkilerin tahmin edilmesini sağlar.  

HPLC, geniĢ uygulama yelpazesine sahip çok yönlü bir ayırma tekniğidir. 

ÆeĢitli değiĢkenler tarafından yönlendirilen HPLC yöntemi ile analitik ölçümler 

sırasında büyük miktarda veri elde edilir. HPLC yöntemlerinin optimizasyonu 

oldukça karmaĢıktır; arzu edilen ayrımların elde edilmesinde çeĢitli değiĢkenler 

(mobil fazın pH'ı, tampon çözeltinin konsantrasyonu, akıĢ hızı, kolon sıcaklığı, vb.) 

kontrol altında tutulmalıdır. 

Kemometrik optimizasyon metodolojileri, araĢtırmacıların analizlerde kritik 

yanıtları etkileme eğiliminde olan parametreleri anlamalarına imkan verir ve 

deneydeki karmaĢıklığı azaltır. Cevap yüzey metodolojisi (Response surface 

methodology   RSM) bazlı kemometrik tasarımlar, önemli değiĢken-yanıt 

iliĢkilerini kapsayan analitik yöntemlerin geliĢtirilmesinde etkilidir. Deneysel 

tasarımlarda, deney üzerine etki eden faktörler için üç farklı seviye belirlenir; yüksek 

(+1), orta (0) ve düĢük (-1) ve bu seviyelerde belirlenen deneysel Ģartlar kullanılarak 

çalıĢmalar yapılır ve analizin yanıt haritası elde edilir. Üç boyutlu (3D) cevap yüzey 

çizimlerinin kullanılması, bağımsız değiĢkenlerin katkısını göstererek sistemin 

davranıĢını anlamaya olanak tanır.  
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Kemometrik tekniklerin kullanılması, deney sayısında azalma, daha düĢük 

reaktif tüketimi ve daha az laboratuvar çalıĢması gibi pek çok avantajlar sağlar. 

Yöntemin optimizasyonu sırasında, her seferinde bir faktör değiĢtirilirken diğerleri 

sabit tutulur. Tek bir kromatografik koĢul ile HPLC analizini etkileyen tüm 

faktörlerle ilgili yeterli bilgiye ulaĢılamaz. Bu nedenle, çok sayıda değiĢkenin 

dikkatli bir Ģekilde tanımlanması, araĢtırılması ve kontrol edilmesi gerekmektedir. 

Deneysel Uzay Kavramı  

Bir araĢtırmada analizci deneyi ölçen ve cevap olarak adlandırılan bir nicel veri 

(büyüklük) ile ilgilenir. Deneysel çalıĢmada elde edilen bu cevaplar, deneysel 

tasarım ve optimizasyon modelinde ―faktör‖ olarak nitelendirilen bir çok değiĢkene 

bağlıdır. Bir kimyasal deneyde, sıcaklık, pH, zaman gibi kavramlar da birer faktör 

olabilirler. Deneysel tasarım iĢlemlerinde ilk aĢama bir takım öndeneylerle deneysel 

faktörlerin belirlenmesidir. Daha sonra yine bu aĢamada deneysel faktörlerle birlikte 

her bir faktörün seviyeleri de belirlenir ve en düĢük seviye (-1) ile yüksek seviye (+1) 

arasında arasındaki değerleri kapsayan bir deneysel uzay tasarlanır. Bir faktöre ait 

seviyeler ġekil 2.9‘da bir eksen üzerinde gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 2.9. Bir deneyde bir faktöre ait seviyelerin eksen üzerinde gösterimi. 

Bir deneyde faktör sayısı arttıkça deney uzayının boyutu da artar. Örneğin, 

eğer çalıĢmada deneyi etkileyen iki faktör varsa deney uzayı iki boyutlu, üç faktör 

varsa da deney uzayı üç boyutlu bir hale gelir. Tüm bu faktörlerin her biri için de ayrı 

ayrı deney seviyeleri oluĢturularak bir deneysel uzay tasarlanır. Deney uzayını 
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oluĢturan faktörler ve bu faktörlere ait seviyeleri gösteren diagram ġekil 2.10(a-b)‘de 

gösterilmiĢtir.  

Deney uzayının doğru bir biçimde belirlenmesi oldukça önemlidir. Analizci bu 

noktada hem çok dikkatli hem de tecrübeli olmak zorundadır. Deneysel uzayın 

sınırlarının çok geniĢ olması gereksiz pek çok deneyin yapılmasına, gereksiz yere 

efor sarfedilmesine ve deney maliyetlerinin artmasına neden olmakla kalmaz aynı 

zamanda doğru deneysel optimal Ģartların belirlenmesini de zorlaĢtırır. Sınırların dar 

tutulması ise, deneysel Ģartların dar bir alanla sınırlandırılmasına ve optimum çalıĢma 

alanının bu sınırlar dıĢında kalmasına neden olabilir (Bıyık, 2017; Ertekin Özkan, 

2021; Sahu ve ark., 2018). 

 

ġekil 2.10.  Deneysel tasarımın Ģematik gösterimi a) 2 faktörlü ve 2 seviyeli (2
2
) ve b) 3 

faktörlü ve 2 seviyeli (2
3
).  

Cevap Yüzeyi Metodolojisi  

Cevap yüzey metodolojisi (Response surface methodology   RMS) deneylerin 

istatistiksel tasarımında önemli bir konudur. Bir deneyde, bazı x bağımsız 

değiĢkenleri gözlemlenebilir cevap değiĢkenlerine (y) dönüĢürek deney yoluyla 

yararlı sonuçlar sağlayabilir. RMS, ilgilenilen bir yanıtın çeĢitli değiĢkenlerden 
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etkilendiği ve amacın bu yanıtı optimize etmek olduğu problemlerin modellenmesi 

ve analizi için yararlı matematiksel ve istatistiksel tekniklerdir. ĠĢlemler belirli bir 

değer aralığında olduğunda, yanıt değiĢkenini (y) geliĢtirmek, iyileĢtirmek ve 

optimize etmek için cevap yüzeyi metodolojisi kullanılır. Optimizasyon 

çalıĢmalarında cevap yüzey metodolojisi çeĢitli basamaklar çerçevesinde uygulanır. 

Bunlar, faktörlerin seçimi, faktör seviyelerinin belirlenmesi, uygun deney tasarımının 

seçimi, deneylerin yapılması, modelleme ve son olarak optimal Ģartların bir takım 

istatistiksel ve matematiksel uygulamalarla hesaplanarak bulunması. 

RMS aynı zamanda aĢağıdaki denklemde de ifade edilir 

y = f (X1, X2,…,Xn) + e   (2.14) 

Burada, X1, X2 ve Xn bağımsız değiĢkenleri, y ise bağımlı değiĢken olan yanıtı 

temsil etmektedir. Burada y, X1, X2 ve Xn'nin ve e olarak gösterilen deneysel hata 

teriminin bir fonksiyonudur. Hata terimi e, cevaptaki herhangi bir ölçüm hatasını 

ifade eder. 

Cevap yüzey tasarımları için istatistiksel bir analiz yöntemi olan varyans 

analizi (analysis of variance   ANOVA) kullanılmaktadır. ANOVA'da, veriler bir F-

testi ile analiz edilirler ve her faktörün F değeri, her faktör için varyansın deneysel 

hatasının oranını ifade eder. Her bir faktörün yüzde katkısı, o faktörden kaynaklanan 

karesel sapma toplamının toplam karesel sapma içindeki yüzdesidir. Faktörün 

etkisini yansıtır (Sahu ve ark. 2018). 

Kimyasal analizlerde cevap yüzey metodoloji sağlamıĢ olduğu avantajlar 

nedeniyle özellikle de analitik kimyacılar tarafından sıklıkla kullanılmaktadır. Bu 

avantajlardan bazıları; analitik cevap üzerine etki eden faktörlerin etkileĢiminin göz 

ardı edilme riski azalır, uzman kiĢilere olan bağımlılık ortadan kalkar çünkü burada 

deney üzerine etki eden faktörlerin özellikleri iyi bilinmese de istenen optimal 
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cevaplara ulaĢabilmek mümkündür ve en önemliside minimum deney ile maksimum 

bilgilere ulaĢma imkanı sağlar (Ertekin Özkan, 2021).  

Modelleme  

Bir deneyde analiz koĢulları değiĢtirildikçe, analiz sonucunda elde edilen cevap 

ta değiĢecektir. Analiz koĢullarındaki bu değiĢimin analizi nasıl ve ne boyutta 

etkileyebileceğini tahmin etmek için analizdeki bağımlı ve bağımsız değiĢkenler 

arasındaki iliĢkinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Model, deneysel faktörler ve cevap 

arasındaki matematiksel iliĢkinin boyutuna verilen addır, modelleme ise bu iliĢkinin 

kurulmasıdır. Modelleme yapılırken çoğu zaman analizcinin tecrübesi yeterli 

gelmeyebilir ve bu da analizciyi yanlıĢ sonuçlara götürebilir. Bu nedenle deneysel 

hatanın önüne geçilmesi için matematiksel bir modelin oluĢturulması Ģarttır. Bunun 

için öncelikle deneysel faktörlerin doğru kodlanmıĢ olması gerekmektedir.  

Cevap, bağımsız değiĢkenlerin lineer bir fonksiyonudur. Deneye etki eden 

faktör sayısının artması oluĢturulacak olan modeli etkileyecektir. Ġki faktörlü bir 

çalıĢmada, birinci dereceden bir model Ģu Ģekilde ifade edilebilir: 

y =    +      +      +    (2.16) 

Cevap yüzeyinde eğrilik varsa daha yüksek dereceli bir polinom 

kullanılmalıdır. Ġki değiĢkenli yaklaĢık fonksiyona ―ikinci dereceden model‖ denir. 

y =    +      +      +       
  +       

  +         +   (2.17) 

Üç değiĢkenli bir fonksiyonda ise aĢağıdaki denklem elde edilir. 

y =    +      +      +      +      
  +      

   +      
  +         +         + 
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(2.18) 

Denklem 2.17 ve denklem 2.18‘de, X1, X2 ve X3 faktörleri, y cevabı,    

çalıĢma bölgesinin merkezinden elde edilen cevabı,    faktör 1‘in temel etkisini,    

faktör 2‘in temel etkisini,    faktör 3‘ün temel etkisini β12, β12 ve β12 etkileĢim 

parametrelerini, β11, β22 ve β33 ikinci dereceden parametreleri ve   ise cevaptaki 

ölçüm hatasını ifade etmektedir.  

Genel olarak, tüm RSM problemleri bu modellerden birini veya her ikisinin 

karıĢımını kullanır. Her modelde, her faktörün düzeyi diğer faktörlerin düzeyinden 

bağımsızdır. Polinomların yaklaĢımında en verimli sonucu elde etmek için veri 

toplamak için uygun deneysel tasarım kullanılmalıdır. RSM'nin amacı, optimal 

cevabın meydana geldiği bölgeyi bulmak ve maksimum veya minimum yanıta 

ulaĢmak için bir yol boyunca hızlı ve verimli bir Ģekilde hareket etmektir, böylece 

cevap optimize edilmiĢ olur (Ertekin Özkan, 2021; Sahu ve ark. 2018). 

Bir deneydeki terimlerin anlamlılık seviyeleri denklem 2.17 ve denklem 

2.18‘de belirtilen model katsayılarından belirlenmektedir. Bir terimin katsayısı ne 

kadar büyükse, bu terim deney üzerinde o kadar etkilidir demektir. Terimlerin 

anlamlılık seviyelerinin belirlenmesinin bir diğer yoluda istatistiksel verilerden 

yararlanmaktır. t- tablosu baz alınarak, her bir terimin katsayısı için hesaplanan t-

değerleri karĢılaĢtırılarak ta terimlerin anlamlılık seviyeleri hakkında yorum 

yapılabilir. t-değeri yüksek olan terimin cevap üzerine etkisi de güçlüdür (Ertekin 

Özkan, 2021). 

Tam Faktöriyel Tasarım (FFD) 

Faktöriyel tasarımlar, 1926 yılında Ronald Fisher tarafından ortaya konan ve 

optimizasyon çalıĢmaları için sıklıkla baĢvurulan yöntemlerdir (Allé  ve ark., 2020; 

Barka ve ark., 2014; Cestari ve ark., 2008; Dahmoune ve ark., 2016; Dinç 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; Özbay ve ark., 2013; Rakhshandehroo ve 

ark., 2018; VeliĦkoviĤ ve ark., 2013).  

Faktöriyel tasarımlar, sistem üzerinde önemli etkiye sahip olabilecek 

faktörlerin araĢtırılması amacıyla özel olarak tasarlanmıĢ bir deney sistemi sunar. 

Burada amaç, birçok faktörün etkilerini aynı anda açıklayarak bunların önemini 

ortaya koymaktır. Bu sayede sisteme etki eden faktörlerin önem sıralaması ortaya 

konmuĢ olur. 

Tam faktöriyel tasarım, tüm olası faktör ve düzey kombinasyonlarının 

araĢtırıldığı ve tüm ana etkilerin ve etkileĢimlerin değerlendirilebildiği bir matristen 

oluĢur. Tam faktöriyel tasarımda öncelikli olarak sistemi önemli ölçüde kaç faktörün 

etkilediği tespit edilir. Kromatografik analizlerde genellikle sistemi önemli derecede 

etkileyen faktörler; kolon tipi, hareketli faz bileĢimi, akıĢ hızı, hareketli fazın pH‘sı, 

vs. olarak görülmektedir. Sisteme etki eden faktör sayısı dört veya daha az ise tam 

faktöriyel tasarım (FFD) uygulanabilir, fakat faktör sayısı dörtten fazla olduğunda 

deney sayısında artıĢ olacağı için indirgenmiĢ faktöriyel tasarımlardan (örneğin, 

kesirli faktöriyel tasarım (FrFD) veya Plackett-Burman tasarımı (PBD)) 

uygulanmalıdır.  

FFD için deney sayısı n
k
 ile tanımlanır, burada n seviye sayısını ve k faktör 

sayısını ifade eder. Kromatografide, faktörler genellikle iki seviyede incelenir. Bu 

nedenle, araĢtırılan k faktör için 2
k
 deney yapılmalıdır. 2, 3 ve 4 faktör için deney 

sayısı sırasıyla 4, 8 ve 16 olacaktır. Dörtten fazla faktör için deney sayısı hızla artar 

ve azaltılmıĢ faktöriyel tasarım biçimleri tercih edilir. 2
k
 tasarımlarda k ana etki 

(birinci dereceden etkiler), k(k-1)/2 iki faktörlü etkileĢim ve k(k-1) (k-2)/3 üç 

faktörlü etkileĢim vardır. Tam faktöriyel tasarım ortogonal olacak Ģekilde inĢa edilir, 

yani her bir faktörün etkisi ve iki faktörün çarpımı birbirinden bağımsız olarak 

tahmin edilebilir. 

ĠliĢkiyi tanımlayan genel matematiksel model Faktörler ve tepkiler arasındaki 

iliĢki Ģu Ģekilde ifade edilebilir: 
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y = b0 + b1x1 + b2x2 + b12x12 (2.14) 

Sunulan denklemlerde y yanıt, x1 ve x2 faktörler ve b1, b2 ve b12 katsayılardır. 

Bazı durumlarda etkileĢimle ilgili katsayılar ihmal edilebilir ve o zaman en basit 

polinom modeli ortaya çıkar. Faktör etkisinin yoğunluğu, katsayı değeri ve iĢareti ile 

tanımlanır ve farklı faktörlerin karĢılaĢtırılabilmesi için bunlar kodlanarak verilir. 

Katsayılar için elde edilen değerlerden, faktörlerin etkisi tanımlanmıĢ ve daha 

önemli olanlar, optimum kromatografik koĢulların ayarlanmasını sağlayan yanıt 

yüzeyi metodolojisi kullanılarak ayrıntılı olarak analiz edilmiĢtir. FFD‘de deneye 

etki eden faktörler belirlendikten sonra bir sonraki uygulama yöntem 

optimizasyonudur (StojanovıĤ, 2013). 

FFD'de, çok sayıda faktörle, en yüksek dereceden etkileĢimlerin önemli bir 

etkisinin olmaması olasıdır. Bu gibi durumlarda deney sayısı sistematik bir Ģekilde 

azaltılabilir ve ortaya çıkan tasarıma FrFD denir. FrFD, tam veya FFD'nin bir 

fraksiyonudur (1/Xp), burada p, fraksiyonasyon derecesidir ve FrFD tasarımları için 

gereken toplam deney sayısı Xn–p ile verilir.  

Cevap Faktörünün Hesaplanması 

Bir kromatografik analizde, kompleks karıĢımlar içerisinde bulunan 

bileĢenlerin eĢ zamanlı kromatografik analizi oldukça zor bir iĢtir çünkü, her bir 

madde kromatografik sistemden farklı Ģekilde etkilenecek ve kolonda farklı sürede 

tutulacaktır. Kompleks yapılı bir numunedeki bileĢenlerin benzer fiziksel ve 

kimyasal yapıda olmaları ve kromatogramdaki piklerin çakıĢmaları gibi nedenler de 

bu bileĢenlerin eĢ zamanlı analizini zorlaĢtıran nedenler arasında yerini almaktadır. 

Ayrıca, bir analizci için kompleks yapılı bir üründeki bileĢenlerin eĢ zamanlı 

ayrılması yeterli değildir, aynı zamanda tatmin edici pik simitrisinin sağlanması, 

minimum elüsyon süresinin elde edilmesi gibi faktörlerin de kabul edilebilir düzeyde 

olması önemlidir. Deney sonucunda elde edilen tüm bu parametrelerin uygunluğunun 
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sağlanabilmesi ve deneysel uzayın keĢfi için matematiksel araçların yardımı 

gereklidir. 

Optimizasyon sürecinde günümüze farklı pek çok cevap fonksiyonları 

kullanılmıĢtır ancak bunlar istenilen cevabı vermede yetersiz kalmıĢlardır. Bu tez 

çalıĢmasında KAF-PS ve B3-SB-PS-KAF bileĢenlerinin eĢ zamanlı tayinleri için 

optimum kromatografik koĢulların sağlanmasında en geliĢmiĢ kromatografik cevap 

fonksiyonu (KCF) kullanılmıĢtır. KCF değerleri UPLC kromatogramlarından elde 

edilen verilerden hesaplanmıĢtır. 

KCF, incelenen tüm bileĢenlerin ayrılmasını, kromatografik iĢlem süresini ve 

elde edilen tepe noktalarının kalitesini aynı anda ölçen bir matematiksel araçtır. KCF, 

en iyi kromatografik davranıĢın sergilendiği deneysel bölgelerin tanımlanması 

amacıyla kullanılmaktadır. 

Bir kromatografik analizde, kromatogramda bazı hedeflere (örn. BileĢenlerin 

ayrılmıĢ olması) ulaĢılmıĢ olması fakat diğer hedeflerin kaçırılmıĢ olması (örn., 

toplam elüsyon süresinin uzun olması) ihtimal dahilindedir.Bu gibi durumlarda, 

analistin elde edilen kromatogramlardan hangisinin daha iyi olduğu konusundaki 

keyfi kararı güvenilir olmayabilir. Deney sonuçlarından matematiksel olarak elde 

edilen KCF değerleri, istenen tüm kromatogram özelliklerini tek bir sayısal değerde 

birleĢtirmesi nedeniyle bu soruna çözüm sunma konusunda oldukça baĢarılıdır. 

KCF'nin doğru tasarımı zorlu bir iĢtir: ilk olarak, araĢtırılan parametreleri 

uygun Ģekilde tanımlamalıdır (bitiĢik tepe noktaları arasındaki çözünürlük, pik 

simetrisi, toplam elüsyon süresi vb.) ve ikincisi, her parametrenin yeterli 

ağırlıklandırmasını yapmalıdır. KCF Ģu Ģekilde hesaplanmaktadır; 

KCF = (  (   
∑     
   
   

   
)   ) + (   (

  

    
)
 

) (2.18) 
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burada      tahmin edilen çözünürlük kriteridir Carle'ın Q kriteri olarak adlandırılır 

ve aĢağıdaki Ģekilde hesaplanır, 

     = 1 - ((     |         |)   |         |         )       |         |)) (2.19) 

N, beklenen piklerin sayısıdır,   , son pikin elüsyon süresidir,     , seçilen 

optimum genel elüsyon süresidir ve a ve b önceden belirlenmesi gereken 

katsayılardır ve a genellikle 1-5 arasında ve b‘de 0–5 arasında bir değer alır.    ve 

   piklerin yükseklikleridir,    vadi yüksekliğidir,      ve      piklerin tutulma 

süreleridir ve      ġekil 2.11'de gösterildiği gibi pikin zaman konumudur.  

 

ġekil 2.11. Carle'ın Q kriter hesaplamasındaki parametreleri gösteren kromatogram.  

(Rs=2 t/(w1+w2), burada  tR, pik maksimumlarının alıkonulma sürelerindeki 

arasındaki farktır ve w1 ve w2, piklerin geniĢliğidir. Q kriteri ile hem Gauss Ģekilli 

hem de Gauss Ģekilli olmayan pikler tahmin edebilir. y kriteri ise 0-1 arasında bir 
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değere sahiptir. Bu değer 0 olduğunda pikler tamamen örtüĢüyor demektir, 1 

olduğunda ise pikler mükemmel bir biçimde ayrılmıĢ demektir. 

Kromatografik pikin Ģekli önemlidir çünkü Gauss olmayan Ģekil, geniĢ ve 

ölçümü imkansız bir pik verir. Ayırma arttıkça ve toplam elüsyon süresi azaldıkça 

KCF minimuma ulaĢır. Bu nedenle, analiz edilen sistemin en iyi kromatografik 

davranıĢı, en düĢük KCF değerleri ile karakterize edilir. UyarlanmıĢ KCF* 

fonksiyonu Ģu Ģekilde formüle edilir: 

     = (  (   
∑     
   
   

   
)   ) (   (

  

    
)
 

) (   
∑  

 
)
 

 (2.20) 

burada wi taban çizgisindeki pik geniĢliğidir. Elde edilen KCF*, yalnızca en iyi 

ayırma ve minimum toplam elüsyon süresinin değil, aynı zamanda iyi bir pik Ģeklinin 

de elde edildiği kromatogramın seçilmesine izin verir. KCF*'de yeni tanıtılan 

geniĢlik teriminin dengesi, c katsayısı ile belirlenir (RakiĤ ve ark., 2012). 
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3. BULGULAR 

Bu doktora tez çalıĢmasında, iki farklı içeriğe sahip ticari enerji içeceklerinin 

(ticari enerji içeceği (I) ve ticari enerji içeceği (II)) kantitatif analizi için kemometrik 

deneysel tasarım ve optimizasyon (EDO) metodolojisi kullanılarak yeni UPLC 

yöntemleri geliĢtirildi. UPLC yöntemlerinin geliĢtirilmesinde tam faktöriyel tasarım 

ve optimizasyon tekniği kullanıldı. 

ÆalıĢmalarımızda yeni geliĢtirilen, optimize ve valide edilmiĢ UPLC 

yöntemleriyle ticari enerji içeceği (I)‘de bulunan ve dedeksiyon sınırları içinde yer 

alan PS ve KAF ve ticari enerji içeceği (II)‘de bulunan ve dedeksiyon sınırları 

içerisinde yer alan B3, SB, PS ve KAF bileĢiklerinin eĢzamanlı miktar tayinleri 

gerçekleĢtirildi.  

3.1. Ticari Enerji Ġçeceği (I)’de Ġki BileĢen Analizi 

Ticari enerji içeceği (I)‘deki iki bileĢiğin (KAF ve PS) eĢ zamanlı miktar 

tayinleri için deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojisi yardımıyla yeni bir 

UPLC yöntemi geliĢtirildi. 

3.1.1. Ġki BileĢen Analizi için Deneysel Tasarım ve Optimizasyon ile 

UPLC Yönteminin GeliĢtirilmesi  

Bu doktora tez çalıĢmasında enerji içeceği (I)‘in içeriğinde bulunan KAF ve 

PS‘nin kantitatif analizleri için yeni bir UPLC yönteminin geliĢtirilmesi basamağında 

kromatografik Ģartların belirlenmesi için bir kemometrik optimizasyon metodolojisi 

kullanıldı. UPLC analizinde kromatografik deneysel koĢulların optimizasyonunda 

tam faktöriyel tasarımı ve regresyon analiziyle elde edilen ikinci dereceden kuadratik 

denklemden oluĢan bir model kullanıldı. 
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Deneysel tasarım ve optimizasyon çalıĢmalarıylada kromatografik Ģartların 

saptanmasında, çalıĢmalar numune içeriğinde yer alan KAF ve PS dıĢında diğer 

bileĢenlerin (numune matriksinin) kromatografik analizinde giriĢim yapabileceği 

dikkate alınarak, ticari enerji içeceği (I) (BGS) üzerinde gerçekleĢtirildi.  

 Deneysel tasarım ve optimizasyon iĢleminin birinci basamağında, önce 

kromatografik ayırma gücü üzerine etki eden etkin faktörler belirlendi. Yapılan ön 

deneylerle de özellikle kolon sıcaklığı, hareketli faz bileĢiminde yer alan tampon 

yüzdesi ve akıĢ hızının KAF ve PS ayrımı üzerine etkili oldukları görüldü.  

Bu kapsamda bileĢenlerin kromatografik cevap faktörü olan ayırım gücü 

üzerine etki eden faktörler olarak kolon sıcaklığı (°C) (X1), hareketli faz 

bileĢimindeki tampon çözelti (0,4 mL/L trietilamin (TEA) içeren 0,1 M H3PO4 ve 

NaH2PO4 karıĢımı, pH 2,15) yüzdesi (X2) ve kolon sisteminde hareketli fazın akıĢ 

hızı (X3) kromatografik değiĢkenler olarak seçildi.  

Deneysel tasarım optimizasyonun ikinci basamağında seçilen faktörlerin (X1, 

X2 ve X3) deneysel uzaydaki aralıklarının belirlenmesi çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. 

Bu çalıĢmaların sonucu olarak faktörlerin seviyeleri düĢük (-1), orta (0) ve yüksek 

(+) Ģeklinde karĢılık gelen sayısal değerler ile Æizelge 3.1‘de sunulmuĢtur.  
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Çizelge 3.1. Enerji içeceği (I)‘in deneysel tasarımı için UPLC yönteminin uygulanmasıyla 

belirlenen faktörler, çalıĢma aralıkları ve seviyeler. 

Seviye Kolon Sıcaklığı (°C) Tampon (%) AkıĢ Hızı (mL/dk) 

  X1 X2 X3 

-1 30 54 0,16 

    0 45 62 0,21 

    1 60 70 0,26 

Tampon bileĢimi: 0,4 mL/L TEA içeren 0,1 M H3PO4 ve NaH2PO4 karıĢımı, pH 2,15  

Seviyeler : DüĢük (-1), orta (0), yüksek (+1)  

X1  : Kolon sıcaklığı (°C) 

X2  : Hareketli fazdaki mobil faz yüzdesi (%) 

X3  : Hareketli faz akıĢ hızı (mL/dk)  

 

UPLC yönteminin geliĢtirilmesinde 3
3
 (üç faktör üç seviye) tam faktöriyel tasarım 

matrisinde 27 farklı kromatografik deney gerçekleĢtirildi. Üç faktör üç seviye için 

FFD planı Æizelge 3.2‘de sunulmuĢtur. FFD planı her faktörün düĢük (-1), orta (0) ve 

yüksek (+1) seviyelerinin kombinasyonu ile oluĢturulmuĢtur.  
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Çizelge 3.2. Tam faktöriyel tasarım metodolojinin enerji içeceği (I) numunesine 

uygulanması ile hesaplanan kromatografik cevap faktörü (KFC) değerleri. 

 

X1 X2 X3 KCF 

Deney 

No 
Sıcaklık (°C) 

Tampon 

(%) 

AkıĢ Hızı 

(mL/dk) Ölçülen 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 : DüĢük (-1), orta (0), yüksek (+1)  

X1  : Kolon sıcaklığı (°C) 

X2  : Hareketli fazdaki mobil faz yüzdesi (%) 

X3  : Hareketli faz akıĢ hızı (mL/dk) 
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Bu çizelgede gösterilen plana göre 27 deneye karĢılık UPLC kromatogramları 

çizdirildi. Bunun için enerji içeceği (I) numunesinden (BGS) 1 mL alınarak 0,1 M 

HCl çözeltisi ile 10 mL‘ye seyreltildi ve hazırlanan çözelti UPLC-PDA sistemine 

enjekte edilerek 284 nm‘de kromatogramları alındı (ġekil 3.1). Daha sonra elde 

edilen kromatogramlar üzerinden KCF değerleri hesaplandı ve bu değerler 

kullanılarak minimum alıkonma süresinde, en iyi kromatografik ayrımı sağlayan 

Ģartlar belirlendi. 



 

1
2
2
 

 

ġekil 3.1. Ticari enerji içeceği (I) numunesine uygulanan ve Ģartları deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojisi kullanılarak oluĢturulan 27 farklı 

kromatografik Ģarta sahip deneyin 284 nm‘deki dedeksiyonla elde edilen kromatogramları.  
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Tam faktöriyel tasarım ile geliĢtirilen UPLC yönteminin optimal deney 

koĢullarının tespiti için analize etki eden faktörler; kolon sıcaklığı (X1), hareketli faz 

içerisindeki tampon yüzdesi (X2), hareketli faz akıĢ hızı (X3) ve faktör etkileĢimleri 

ile KCF arasındaki matematiksel iliĢkiden doğrusal regresyon analizi ile ikinci 

dereceden polinomiyal model aĢağıdaki denklemle elde edilmiĢtir;  

Y = 6,4062 – 2,6099X1 + 6,1819X2 – 4,5382X3 + 0,4639  
  + 2,7302  

  + 1,8019  
  

– 2,6712X1X2 + 1,5254X1X3 – 3,3539X2X3  

Burada X1, X2 ve X3 ana faktörleri, X1X2, X1X3 ve X2X3 faktörlerin 

etkileĢimlerini,   
 ,   

 ,  ve   
  faktörlerin karesini ve y ise KCF‘yi ifade etmektedir. 

Fonksiyondaki sayılar, kesim ve model katsayılarını göstermektedir. Yukarıdaki 

denklemde yer alan katsayıların anlamlı olup olmadığı istatistiksel olarak ortaya 

konmuĢtur. Burada hareketli faz içerisindeki tampon yüzdesinin (X2) analiz üzerinde 

en etkili faktör olduğu katsayısının yüksek olmasından da anlaĢılmaktadır. Æizelge 

3.3‘te, test sonuçlarına göre bulunan p- değeri < 0,05 olduğundan, seçilen faktörlerin 

kromatografik cevabı etkilediği tespit edilmiĢtir. 
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Çizelge 3.3. Enerji içeceği (I) numunesinin modelleme çalıĢması ile edilen Ġkinci dereceden 

polinomiyal fonksiyonun istatistiksel P testi sonuçları. 

Regresyon Ġstatistikleri                                           Bulunan Değerler 

 

Æoklu R 0,9989 

 

R Kare 0,9979 

 

DüzeltilmiĢ R Kare 0,9967 

 

Standart hata 0,4348 

 

Gözlemler 27 

 

      

 Parametreler Katsayılar P-değeri (P<0,05) 

Kesim noktası 6,4062 0,0000 

   -2,6099 0,0000 

   6,1819 0,0000 

   -4,5382 0,0000 

  
  0,4639 0,0182 

  
  2,7302 0,0000 

  
  1,8019 0,0000 

  *X2 -2,6712 0,0000 

X1*X3 1,5254 0,0000 

X2*X3 -3,3539 0,0000 
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Enerji içeceği (I) analizinde deney üzerinde etkili faktörler ve faktörlerin 

birbirleri ile etkileĢimleri ve bunlarla KCF ile iliĢkiyi sergileyen 3D cevap yüzey 

metodolojileri ayrıntılı bir biçimde ele alınmıĢtır. % 0,4 mL/L TEA içeren 0,1 M 

H3PO4/NaH2PO4 (pH 2,15) ve kolon sıcaklığı ile KCF, kolon sıcaklığı ve hareketli 

faz akıĢ hızı ile KCF, hareketli faz akıĢ hızı - % 0,4 mL/L TEA içeren 0,1 M 

H3PO4/NaH2PO4 (pH 2,15) ile KCF arasındaki bağlantıyı belirten 3D yüzey cevap 

metadolojileri ġekil 3.2(a-c)‘de sergilenmiĢtir. Bu grafikler, seçilen faktörlerin 

etkileĢimlerinin KCF üzerinde etkili olduğunu göstermektedir. ġekil 3.2a‘da 

hareketli fazda tampon oranı arttıkça ve kolon sıcaklığı düĢtükçe KCF değerinin 

arttığı görülmektedir. Bu sonuçlar grafiğin sağındaki eĢ yükselti eğrilerinden net bir 

biçimde görülebilmektedir. ġekil 3.2b‘de görüldüğü üzere kolon sıcaklığı ve akıĢ 

hızının birlikte düĢük olduğu durumlarda KCF değeri artmaktadır. ġekil 3.2c‘de 

hareketli fazdaki tampon yüzdesinin yüksek, hareketli faz akıĢ hızının düĢük olduğu 

durumlarda KCF değerinin de arttığı görülmektedir. Deneysel tasarım ve 

optimizasyon metodolojisinden elde edilen sonuçlar doğrultusunda ticari enerji 

içeceğinde bulunan KAF ve PS‘nin miktar analizi için bulunan optimum 

kromatografik koĢullar; kolon sıcaklığı 58,9 °C, hareketli faz akıĢ hızı 0,24 mL/dk. 

ve hareketli fazdaki tampon (0,4 mL/L TEA içeren 0,1 M H3PO4/NaH2PO4, pH 2,15) 

yüzdesi % 59,3 olarak bulunmuĢtur. Bu analizde hareketli faz tampon ve metanolden 

(MeOH)‘den oluĢmaktadır (Tampon: MeOH= 59,3: 40,7). 
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ġekil 3.2. 3D yüzey cevap metadolojileri ve bunlara ait eĢ yükselti eğrileri  

a) % 0,1 M H3PO4/NaH2PO4 ve kolon sıcaklığı ile KCF, b) kolon sıcaklığı ve 

hareketli faz akıĢ hızı ile KCF, c) hareketli faz akıĢ hızı ve % 0,1 M 

H3PO4/NaH2PO4 ile KCF arasındaki bağlantıyı ifade eden 3D yüzey cevap 

metadolojileri ve bunlara ait eĢ yükselti eğrileri. 
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3.1.2. UPLC Yöntemiyle Ticari Enerji Ġçeceği (I)’in Analizi  

Standart Çözeltilerin Hazırlanması 

 KAF ve PS‘nin 10 mg/100 mL olan stok çözeltileri 0,1 M HCl çözeltisi 

içerisinde hazırlanmıĢtır. Tüm çalıĢmalarda çözücü olarak 0,1 M HCl 

çözeltisi kullanılmıĢtır. 

 

 KAF için 2,0-26,0 µg/mL aralığında, PS için ise 4,0-28,0 µg/mL 

konsantrasyon aralığında 8 farklı kalibrasyon çözeltisi hazırlanmıĢtır. Her 

iki maddeyi de içerisinde bulunduran kalibrasyon çözeltileri aynı balon 

jojelerin içerisinde hazırlanmıĢtır. 

 

 KAF için 2,0-26,0 µg/mL aralığında ve PS için ise 4,0-28,0 µg/mL 

aralığında KAF ve PS karıĢımlarının farklı kombinasyonları ile 

oluĢturulmuĢ 8 farklı validasyon çözeltisi hazırlanmıĢtır.  

 

 Gün içi ve günler arası analizler için KAF ve PS stok çözeltilerinden 

hazırlanan ve her bir bileĢiğin üç farklı konsantrasyon seviyesi ile 

hazırlanan çözeltiler kullanılmıĢtır. Bu çözeltiler, KAF‘ın 4,0 µg/mL, 14,0 

µg/mL ve 24,0 µg/mL ve PS‘nin 6,0 µg/mL, 16,0 µg/mL ve 26,0 µg/mL 

konsantrasyon seviyelerinin kombinasyonu ile oluĢturulmuĢtur. 

 

 Standart ekleme yöntemi için tüm çözeltilerinde sabit miktarda (0,5 mL/10 

mL) KAF ve PS içeren ticari enerji içeceği ve farklı konsantrasyon 

aralıklarında KAF (0 – 20,5 µg/mL) ve PS (0 – 16,0 µg/mL) bulunan dört 

farklı çözelti oluĢturulmuĢtur. Aynı balon jojelerin içerisinde hazırlanan bu 

çözeltilerdeki KAF konsantrasyonu 0 µg/mL, 5,5 µg/mL, 10,5 µg/mL ve 

20,5 µg/mL iken PS konsantrasyonu 0 µg/mL, 4,0 µg/mL, 8,0 µg/mL ve 

16,0 µg/mL‘dır.  
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UPLC Yöntemiyle Belirlenen Kromatografik ġartlar 

 Hareketli Faz: Ticari enerji içeceğindeki KAF ve PS‘nin kromatografik 

ayırımı için kullanılan hareketli faz (0,4 mL/L TEA içeren 0,1 M H3PO4 ve 

NaH2PO4 karıĢımı, pH 2,15) ve methanol (59,3:40,7, h/h) karıĢımından 

oluĢmaktadır. 

 Kolon: C18 kolonu (Waters Acquity ® BEH, 100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7 

µm)  

 Kolon Sıcaklığı: 58,9 °C 

 Basınç:  519 bar. 

 AkıĢ Hızı: 0,24 mL/dk.  

 Enjeksiyon Hacmi: 1,0 μL  

 Dedeksiyon için seçilen dalga boyu: Deneyde analizi yapılan KAF ve PS 

analizi için dalga boyu sırasıyla 272,4 nm ve 262,9 nm olarak seçilmiĢtir. 

ÆalıĢmalarımızda ticari enerji içeceği (I)‘in analizi için UPLC yönteminin 

geliĢtirilmesinde hareketli faz bileĢimi, kolon sıcaklığı ve hareketli fazın akıĢ 

Ģartlarının belirlenmesi deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojisiyle yapıldı. 

Kalibrasyon Denkleminin Hesaplanması 

UPLC yöntemiyle ticari enerji içeceği (I)‘de bulunan KAF ve PS‘nin eĢzamanlı 

miktar tayinleri çalıĢmasında kalibrasyon eğrileri konsantrasyona karĢı bileĢiğin 

kromatografik pik alanı grafiğe geçirilerek elde edildi. Bu iĢlemden önce bileĢiklerin 

optimal pik alanlarının UPLC dedektörü vasıtasıyla doğru bir dedeksiyon 

yapılabilmesi için bileĢiklerin ġekil 3.3a‘da gösterildiği gibi UV spektrumları alındı. 

Bu UV absorpsiyon spektrumlarından KAF‘ın 272,4 nm‘de ve PS‘nin 262,9 nm‘de 

maksimum absorpsiyon yaptığı gözlendi. KAF için 272,4 nm‘deki dedeksiyonla ve 

PS için 262,9 nm‘deki dedeksiyonla kromatografik pikler elde edildi (ġekil 3.3b ve 

ġekil 3.3c). Bu seçilen dalga boylarında yapılan dedeksiyon ile KAF ve PS için 

alıkonma süreleri sırasıyla 1,29 dk ve 2,81 dk olarak tespit edildi. 
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ġekil 3.3. BileĢenlerin UV spektrumları ve kromotogramları; a) KAF ve PS bileĢenlerinin 

UV spektrumları, b) Enerji içeceği (I)‘in KAF‘ın maksimum absorbans verdiği 

272,4 nm‘de dedeksiyonla elde edilen kromatogram c) Enerji içeceği (I)‘in PS‘nin 

maksimum absorbans verdiği 262,9 nm‘de dedeksiyonla elde edilen kromatogram.  
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Daha sonra bu çalıĢmalardan elde edilen kromatografik cevaplar 

değerlendirilerek optimizasyon çalıĢmasında tüm bileĢenlerin aynı anda 

kromatografik pik verdiği dalga boyu (284 nm) belirlendi ve tüm KCF 

hesaplamalarında bu dalga boyundaki dedeksiyonla elde edilen kromatografik 

cevaplar kullanıldı.  

BileĢiklerin maksimum absorbans verdiği dalga boyları belirlendikten sonra 

ticari enerji içeceği (I)‘in UPLC kromatogramları alındı. ġekil 3.4a, KAF‘ın 

maksimum absorbans yaptığı 272,4 nm‘deki dedeksiyonla ve ġekil 3.4b PS‘nin 

maksimum absorbans yaptığı 262,9 nm‘deki dedeksiyonla elde edilen 

kromatogramlardır.  

 



131 

 

 

ġekil 3.4.  Ticari enerji içeceği (I)‘in içeriğinde bulunan KAF ve PS‘nin kalibrasyon 

çözeltileri için; a) KAF‘ın maksimum absorbans verdiği 272,4 nm‘deki 

dedeksiyonla elde edilen kromatogramlar, b) PS‘nin maksimum absorbans 

verdiği 262,9 nm‘deki deteksiyonla elde edilen kromatogramlar. 
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ġekil 3.4a-b‘deki KAF ve PS‘nin maksimum absorbans yaptığı dalga 

boylarındaki UV dedeksiyonları ile elde edilen kromatogramlardan yararlanarak her 

bir madde için ayrı ayrı doğru denklemi oluĢturulmuĢtur. Bunun için farklı 

konsantrasyon aralıklarındaki KAF (2,0-26,0 µg/mL) ve PS (4,0-28,0 µg/mL) 

karıĢımından oluĢan 8 farklı kalibrasyon çözeltisi kullanılmıĢtır. Regresyon 

denklemi, doğru denklemindeki bağımlı ve bağımsız değiĢkenler arasındaki 

matematiksel iliĢkinin bir ifadesi olarak oluĢturulmuĢtur. Regresyon denklemine ait 

istatistiksel veriler Æizelge 3.4‘te sunulmaktadır.  
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Çizelge 3.4. Enerji içeceği (I)‘de bulunan KAF ve PS için elde edilen doğrusal regresyon 

analizi ve istatistiksel analiz sonuçları. 

Parametreler  KAF (μg/mL) PS (μg/mL) 

m 0,2400 0,8500 

n -0,0230 -0,0401 

r 1,0000 1,0000 

Kalibrasyon Aralığı 2,0-26,0 µg/mL 4,0-28,0 µg/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 : Eğim 

n : Kesim noktası 

r : Korelasyon katsayısı 

SS (m) : Eğimin standart sapması 

SS (n) : Kesim noktasının standart sapması 

SS (r) : Korelasyon katsayısının standart sapması 

LOD : Gözlenebilme sınırı (μg/mL) 

LOQ : Alt tayin sınırı (μg/mL) 
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Regresyon denkleminden KAF ve PS için ayrı ayrı R
2
 (KAF için 1,0000 ve PS 

için 1,0000), LOD (KAF için 0,1800 µg/mL, PS için 0,2000 µg/mL) ve LOQ (KAF 

için 0,5900 µg/mL, PS için 0,6500 µg/mL) değerleri hesaplandı.   

KAF ve PS bileĢenlerine ait gözlenebilme sınırı (Limit of detection   LOD) ve 

tayin sınırı (Limit of quantification   LOQ) değerleri aĢağıdaki formüllere göre 

hesaplanmıĢtır (Dinç ve ark., 2020b) 

LOD = 
      

 
  (3.1) 

LOQ =  
       

 
 (3.2) 

burada SS standart sapmayı, m doğru eğimini, 3 ve 10 değerleri ise  sinyal/gürültü 

oranını ifade etmektedir.  LOD değeri cihazın algılayabildiği fakat kantitatif analiz 

sınırları dıĢında kalan en düĢük konsantrasyonu, LOQ ise alt tayin sınırını ifade 

etmektedir.  

Kalibrasyon çözeltilerine ait kromatogramların verileri UPLC-H-Class 

Empower2 programı ile kayıt altına alınmıĢ ve bu veriler yine aynı program 

yardımıyla Microsoft Excell programına transfer edilerek Matlab 7,0 programında 

―m-file‖ yazılımı ile iĢlenmiĢtir.  
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UPLC Yönteminin Geçerliliği 

Bu bölümde tam faktöriyel tasarım ile optimal kromatografik Ģartları belirlenen 

ve ticari enerji (I) içerisinde yer alan KAF ve PS‘nin eĢ zamanlı analizleri için 

geliĢtirilen UPLC yönteminin validasyon iĢlemleri ayrıntılı bir biçimde ele alınmıĢtır. 

GeliĢtirilen yeni UPLC yönteminin validasyon çalıĢmaları için, farklı konsantrasyon 

seviyelerindeki karıĢımlarından oluĢan 8 farklı konsantrasyondaki çözelti kullanıldı. 

Bu çözeltiler, KAF ve PS‘nin 10 mg/100 mL‘lik stok çözeltilerinden, KAF 

konsantrasyonu 2,0-26,0 µg/mL ve PS konsantrasyonu 4,0-28,0 µg/mL aralığında 

olacak Ģekilde hazırlandı. Hazırlanan bu çözeltilerden alınan kromatografik 

cevaplardan KAF ve PS için ayrı ayrı %geri kazanım ve bağıl standart sapma (BSS) 

değerleri hesaplanmıĢtır. Validasyon çalıĢmaları ile bulunan geri kazanım değerleri 

KAF için %100,7, PS için %100,5; bağıl standart sapma (BSS) değerleri ise KAF 

için %1,49 ve PS için %2,03‘dir.Validasyon çalıĢması ile elde edilen istatistiksel 

veriler Æizelge 3.5‘te verilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 



136 

 

Çizelge 3.5. KAF ve PS‘nin miktar tayinleri için geliĢtirilen UPLC yönteminin validasyon 

çalıĢmalarından elde edilen istatistiksel veriler. 

Validasyon 

Æözeltileri 

Eklenen  Bulunan Geri kazanım 

(µg/mL) (µg/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 14,4 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 

   : Aritmetik ortalama  
SS : Standart sapma  

BSS : Bağıl standart sapma 
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Tam faktöriyel tasarım ile geliĢtirilen yeni UPLC yönteminin kesinliği ve 

tekrar edilebilirliği gün içi ve günler arası validasyon çözeltileri kullanılarak test 

edildi. Bu çalıĢma için KAF (4,0 µg/mL, 14,0 µg/mL ve 24,0 µg/mL) ve PS‘nin (6,0 

µg/mL, 16,0 µg/mL ve 26,0 µg/mL) üç farklı seviyelerinin karıĢımı ile hazırlanan 

konsantrasyonları birbirinden farklı 3 çözelti kullanıldı. Gün içi analizlerde KAF ve 

PS karıĢımından oluĢan çözeltilerin kromatografik cevapları aynı gün birer saat 

aralıklarla ve günler arası çözeltilerde ise birbirini izleyen üç günde üçer tekrarlı 

olarak gerçekleĢtirildi. Geri kazanım ile yöntemin seçiciliği, %BSS ile yöntemin 

kesinliği ve doğruluğu ve %BSH ile ise yöntemin doğruluğu test edilmiĢtir. Gün içi 

ve günler arası çalıĢmalara ait analiz sonuçları Æizelge 3.6‘da verildi. UlaĢılan 

sonuçlar yöntemin enerji içeceği numunelerinde KAF ve PS‘nin eĢ zamanlı analizleri 

için baĢarılı ve güvenilir bir yöntem olduğunu göstermiĢtir. 

 

 

 



 

1
3
8
 

Çizelge 3.6. Gün içi ve günler arası çözeltilerinin deney verileri. 

 

Eklenen (µg/mL) Bulunan (µg/mL) Geri Kazanım (%) BSS (%) BSH (%) 

  KAF PS KAF PS KAF PS KAF PS KAF PS 

G
ü
n
 i
çi

 

6 10 4,07 6,05 101,6 100,8 0,68 1,08 1,63 0,81 

12 25 14,16 16,39 101,1 102,4 0,66 0,50 1,11 2,43 

18 40 24,04 26,46 100,2 101,8 0,75 0,31 0,19 1,79 

G
ü
n
le
r 
ar
as
ı 

6 10 4,07 6,04 101,7 100,7 1,08 0,38 1,66 0,68 

12 25 14,14 16,35 101 102,2 0,60 0,46 1,00 2,20 

18 40 24,13 26,43 100,6 101,6 0,59 0,52 0,56 1,65 

%BSS : Bağıl standart sapma 

%BSH : Bağıl standart hata 

n : 3 (Her bir çözelti için, gün içi analizler aynı gün birer saat aralıklarla ve günler arası analizlerde birbirini izleyen üç günde üçer tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. 

 



 

 

139 

 

Kafein ve potasyum sorbat analizi için geliĢtirilen yöntemin seçiciliğini test 

etmek için standart ekleme metodu kullanıldı. Bu yöntem ticari enerji içeceği (I) 

numunesinde bulunan KAF ve PS dıĢındaki diğer bileĢenlerin (numune matrisinin) 

analizde giriĢim yapıp yapmadıklarını test etmek amacıyla kullanıldı. Bunun için, 

içerisinde sabit miktarda (0,5 mL/10 mL) enerji içeceği (I) (BGS) numunesi bulunan 

çözeltilerin üzerine, artan miktarlarda KAF (0 – 20,5 µg/mL) ve PS (0 – 16,0 µg/mL) 

standart çözeltileri ilave edilerek 4 farklı içeriğe sahip standart ekleme çözeltileri 

hazırlandı. Standart ekleme çözeltilerinin bir tanesinde sadece ticari enerji içeceği 

numunesi (I) (0,5 mL/10 mL) eklendi ve bu çözeltiye KAF ve PS‘nin standart 

çözeltilerinden ekleme yapılmadı. 0,5 mL/10 mL BGS numunesi içeren diğer üç 

çözeltideki KAF ve PS konsantrasyonları ise Ģu Ģekildedir; SE1   5,5 µg/mL KAF 

ve 4,0 µg/mL PS; SE2   10,5 µg/mL KAF ve 8,0 µg/mL PS; SE3   20,5 µg/mL 

KAF ve 16,0 µg/mL PS. Hazırlanan tüm çözeltilerin hacmi 0,1 M HCl çözeltisi ile 

10 mL‘ye tamamlandı. Bu çözeltilerin belirlenen analiz koĢullarında UPLC cihazı ile 

kromatografik cevapları alınarak, her bir bileĢiğin pik alanı kalibrasyon denkleminde 

yerlerine yerleĢtirildi ve bu Ģekilde çözeltilerin içerisinde bulunan toplam KAF ve PS 

miktarları hesaplandı. Standart ekleme çözeltilerinde bulunan toplam KAF ve PS 

miktarlarından enerji içeceği numune ilavesinin çıkarılmasıyla, eklenen ve bulunan 

KAF ve PS miktarları karĢılaĢtırıldı. Standart ekleme çözeltilerinden her biri üçerli 

tekrarlar halinde hazırlandı ve her birinin tam faktöriyel tasarım ile belirlenen 

optimal kromatografik koĢullar altında UPLC yöntemi ile kromatografik cevapları 

alındı. Daha sonra her bir standart ekleme çözeltisine ait çözeltilerden alınan 

kromatografik cevapların ortalaması alınarak enerji içeceği (I) numunesindeki KAF 

ve PS‘nin her birinin %geri kazanım ve BSS değerleri hesaplandı. Standart ekleme 

çözeltilerine ait istatistiksel veriler Æizelge 3.7‘de verildi.  
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Çizelge 3.7. UPLC yönteminin standart ekleme numunelerine uygulanmasıyla elde edilen 

sonuçlar. 

 

Eklenen (µg/mL) Bulunan (µg/mL) Geri kazanım (%) BSS (%) 

Ticari ürün adı KAF PS KAF PS KAF PS KAF PS 

BGS  4 15 5,50 4,04 99,9 100,9 1,94 2,14 

BGS 8 25 10,48 7,94 99,8 99,3 2,16 2,50 

BGS 12 35 20,54 15,60 100,2 97,5 1,15 0,91 

BGS: Burn Gold Spark Enerji içeceği 

%BSS : Bağıl Standart sapma 

Bir kromatografik analizde, seçicilik, kolonun pik ayırma kapasitesi, pik 

asimetrisi, seçicilik, teorik tabaka sayısı, kuyruklanma faktörü gibi sistem uygunluk 

parametreleri, analizde uygulanan UPLC yönteminin doğruluğu ve kesinliği 

hakkında bilgi vermektedirler. KAF ve PS bileĢenlerinin ayrılması için uygulanan 

UPLC yönteminde, Acquity Waters Empower 2 programı tarafından hesaplanan 

sistem uygunluk testi parametrelerine ait değerler Æizelge 3.8‘de verilmiĢtir (Bıyık, 

2017; Ertekin Özkan, 2021). 
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Çizelge 3.8. UPLC yöntemiyle KAF ve PS analizinde elde edilen system uygunluk değerleri. 

Sistem Uygunluk parametresi  Bulunan Değer  Referans Değer 

Seçicilik (α) 2,90 >1 

Kolon ayırma gücü (Rs) 5,39 ≥1,5 

Pik asimetri 1,33 0,9-1,4 

Kuyruklanma faktörü (T) 1,23 <2 

Teorik tabaka sayısı (N) 16400 >2000 

UPLC Yönteminin Ticari Enerji Ġçeceği (I) Analizine Uygulanması  

Tam faktöriyel tasarım metodoloji kullanılarak geliĢtirilen ve valide edilen yeni 

UPLC yönteminin uygulanabilir olup olmadığı KAF ve PS içeren ticari enerji içeceği 

(I) numunesi (BGS) ile test edildi. Bunun için BGS enerji içeceği numunesi iyice 

çalkalandı ve daha sonra geniĢ bir behere alınarak ultrasonic banyoda 25 dk boyunca 

degaze edildi. Bu sayede gazlı bir içecek olan BGS enerji içeceği içerisindeki 

gazlardan uzaklaĢtırıldı. Daha sonra numune PVDF (Poliviniliden Diflorür) Ģırınga 

filtre (Isolab, 0,22 µm gözenekli) ile süzülmüĢ ve ardından bu süzüntüden 1,0 mL 

alınarak 0,1 M HCl çözeltisi ile 10 mL‘ye tamamlandı. Bu numune çözeltisinden ayrı 

ayrı 10 adet hazırlandı.  
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Hazırlanan çözelti viallere konulduktan sonra optimizasyon çalıĢmaları ile 

belirlenen optimal kromatografik koĢullar altında kromatografik ayırımın 

gerçekleĢmesi için UPLC enjeksiyon sistemi tarafından sisteme enjekte edildi. Ticari 

enerji içeceği (I)‘in içeriğinde bulunan KAF ve PS‘nin her birinin maksimum 

absorbans verdiği farklı dalga boylarındaki kromatogramları ġekil 3.5‘de verilmiĢtir. 

ġekil 3.5 yöntemin doğru ve uygulanabilir bir yöntem olduğunu gözler önüne 

sermektedir.  
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ġekil 3.5. UPLC yönteminin ticari enerji içeceği (I) numunesine uygulanması ile elde edilen 

(a) KAF‘ın (en fazla 15 µg/mL) maksimum absorbans verdiği 272,4 nm dalga 

boyundaki kromatogramları ve (b) PS‘nin maksimum absorbans verdiği 262,9 nm 

dalga boyundaki kromatogramlar.  
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Ticari enerji içeceği (I) içerisindeki KAF ve PS‘nin geliĢtirilen yeni UPLC 

yöntemiyle miktar tayinleri deneysel tasarım ve optimizasyon çalıĢmaları ile 

belirlenen kromatografik koĢullar altında gerçekleĢti. UPLC yöntemiyle elde edilen 

kromatografik cevaplar kalibrasyon çözeltisinde yerine konuldu ve bulunan bu 

değerlerden numunedeki KAF ve PS miktarları hesaplandı. Bulunan bu değerler 

ticari enerji içeceği (I) numunesinin ambalajında belirtilen miktarlarla karĢılaĢtırıldı. 

Enerji içeceği (I) numunesinin ambalajında koruyucu bir madde olan PS‘nin miktarı 

belirtilmezken, KAF miktarı maksimum 150 mg/L olarak belirtilmiĢtir. UPLC analizi 

sonucunda bulunan KAF miktarı (148,9 mg/L) ile ticari enerji içeceği (I)‘in 

ambalajında belirtilen KAF miktarı karĢılaĢtırıldığında, deneysel olan elde edilen 

miktarlarla ambalaj üzerindeki miktarın uyum içerisinde olduğu görüldü. UPLC 

yönteminin ticari enerji içeceği (I)‘e uygulanması ile bulunan istatistiksel sonuçlar 

Æizelge 3.9‘te sunuldu. 
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Çizelge 3.9. UPLC yönteminin enerji içeceği (I) numunesinde KAF ve PS‘nin eĢ zamanlı 

miktar analizlerine uygulanmasıyla elde edilen istatistiksel sonuçlar.  

Numune No mg/L 

 

KAF PS 

1 147,6 214,0 

2 147,6 213,2 

3 150,8 218,2 

4 149,1 216,1 

5 147,5 214,9 

6 149,3 220,3 

7 149,0 209,0 

8 149,8 210,3 

9 152,7 212,5 

10 145,4 207,9 

X  148,88 ± 0,65 213,6 ± 1,32 

SS 2,07 4,18 

%BSS 1,39 1,96 

    : Aritmetik ortalama  
SS  : Standart sapma  

BSS  : Bağıl standart sapma 

Etiket değeri : Kafein (en fazla 150 mg/l), PS miktar belirtilmemiĢ 
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Ticari enerji içeceği (I)‘in kromatografik analizinde, numune içeriğinde yer alan 

KAF ve PS için bulunan miktarlar sırasıyla 148,9 mg/L ve 213 mg/L‘dir. Bu çalıĢma 

ile hesaplanan standart sapma (SS) değerleri KAF için 2,07 ve PS için 4,18; BSS 

değerleri ise KAF için 1,39 ve PS için 1,96‘dır.  

3.2. Ticari Enerji Ġçeceği (II)’de Dört BileĢen Analizi 

Doktora tez çalıĢmasının bu bölümünde Ticari enerji içeceği (II) içerisinde yer alan 

B3, SB, PS ve KAF bileĢiklerinin eĢ zamanlı miktar tayinleri için deneysel tasarım 

ve optimizasyon metodolojisi ile belirlenen optimal kromatografik Ģartların 

kullanıldığı yeni bir UPLC metodu geliĢtirilmiĢtir. 

3.2.1. Dört BileĢen Analizi için Deneysel Tasarım ve Optimizasyon ile 

UPLC Yönteminin GeliĢtirilmesi  

Bu doktora tez çalıĢmasında enerji içeceği (II)‘in içeriğinde bulunan B3, SB, 

PS ve KAF‘ın kantitatif analizleri için yeni bir UPLC yöntemi geliĢtirilmiĢtir. UPLC 

yönteminin geliĢtirilmesinde optimal kromatografik Ģartların belirlenmesi için 

kemometrik optimizasyon metodolojisi kullanılmıĢtır.  Optimizasyon çalıĢmalarında, 

uygun kromatografik Ģartların bulunması için öncelikle cevap yüzey faktörünün 

belirlenmesi gerekmektedir. Ticari enerji içeceği (II)‘deki dedeksiyon sınırları 

içerisinde yer alan B3, SB, PS ve KAF‘ın eĢ zamanlı miktar analizleri için 

gerçekleĢtirilen optimizasyon çalıĢmaları için aĢağıdaki iĢlem basamakları 

uygulanmıĢtır: 

1- Basamak: Bu basamakta yapılan bir takım ön deneyler ile öncelikle deney 

için en iyi kromatografik ayırımın sağlandığı analitik kolon (C18 kolonu) ve 

tampon çözelti 0,5 mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3) belirlenmiĢtir. 

Daha sonra tüm faktörler ayrı ayrı değerlendirilerek B3, SB, PS ve KAF 

ayrımı üzerinde etkili olan faktörlerin; kolon sıcaklığı, hareketli faz 
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bileĢiminde yer alan tampon yüzdesi ve akıĢ hızı olduğu görüldü. Bu aĢamada 

bileĢenlerin kolon sıcaklığı (°C) (X1), hareketli faz bileĢimindeki tampon 

çözelti (0,5 mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3) yüzdesi (X2) ve kolon 

sisteminde hareketli fazın akıĢ hızı (X3) kromatografik değiĢkenler olarak 

seçildi. 

2- Basamak: Ġlk basamaktaki çalıĢmalarla faktörler belirlenmiĢ ve daha sanra 2. 

Basamak olan faktör seviyelerinin belirlenmesi aĢamasına geçilmiĢtir. Bu 

aĢamada bir deney uzayı belirlemek amacıyla her bir faktör ayrı ayrı 

değerlendirilerek, faktörlerin en düĢük (-1) ve en yüksek (+1) seviyeleri tespit 

edilmiĢtir. Kromatografik ayırım üzerine etkili olan faktörlerin seviyelerine 

karĢılık gelen sayısal değerler Æizelge 3.10‘da sunulmuĢtur. 

Çizelge 3.10. Enerji içeceği (II)‘in deneysel tasarımı için UPLC yönteminin uygulanmasıyla 

belirlenen faktörler, çalıĢma aralıkları ve seviyeler. 

Seviye Kolon Sıcaklığı (°C) Tampon (%) AkıĢ Hızı (mL/dk) 

  X1 X2 X3 

-1 30 42 0,17 

0 47 53 0,22 

1 64 64 0,27 

Tampon Ġçeriği: 0,5 mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3   

Seviyeler  : DüĢük (-1), orta (0), yüksek (+1)  

X1  : Kolon sıcaklığı (°C) 

X2  : Hareketli fazdaki mobil faz yüzdesi (%) 

X3  : Hareketli faz akıĢ hızı (mL/dk) 

 

3- Basamak: Bu basamakta seviyeleri belirlenen tüm faktörler birlikte ele 

alınarak, her bir faktörün en düĢük (-1), orta (0) ve en yüksek (+1) seviyeleri 

kombine edilerek bir deney tasarımı gerçekleĢtirilmiĢtir.   
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4- Basamak: Bu aĢamada 3. Basamakta oluĢturulan deney tasarımında belirlenen 

Ģartlarla farklı deneyler gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında deneysel 

tasarım ve optimizasyon metodolojilerinden tam faktöriyel tasarım 

kullanıldığı için üç faktör ve üç seviyeden oluĢan (3
3
) 27 farklı deney 

gerçekleĢtirildi. 

5- Basamak: Bu basamakta yapılan 27 farklı her deneyin 230 nm‘deki 

kromatografik cevaplarından denklem 2.18 kullanılarak bir modelleme 

yapıldı. Bu modelleme ile deney üzerinde en etkili olan faktör belirlenmiĢ 

oldu.  

6- Basamak: Son olarak bu basamakta optimizasyon çalıĢması için 

gerçekleĢtirilen 27 farklı deneyden alınan cevaplara uygulanan bir takım 

matematiksel ve istatistiksel uygulamalar ile ticari enerji içeceği (II)‘nin 

içeğinde yer alan ve dedekte edilebilen B3, SB, PS ve KAF‘ın eĢ zamanlı 

miktar tayinleri için en kısa sürede en iyi ayırımın sağlandığı kromatografik 

Ģartlar belirlendi. 

UPLC yönteminin geliĢtirilmesinde kullanılan model, kromatografik deneysel 

koĢulların optimizasyonunda tam faktöriyel tasarımı ve regresyon analiziyle elde 

edilen ikinci dereceden kuadratik bir denklem ile oluĢturulmuĢtur.  

Deneysel tasarım ve optimizasyon çalıĢmalarıyla kromatografik Ģartların 

belirlenmesinde, optimizasyon iĢlemi öncesinde yapılan bir takım önçalıĢmalarda 

numune içerisinde bulunan B3, SB, PS ve KAF dıĢında diğer bileĢenlerin (numune 

matriksinin) kromatografik analizde giriĢim yaptığı gözlemlendi ve bu nedenle 

optimizasyon iĢlemi B3 (20 µg/mL), SB (15 µg/mL), PS (16 µg/mL) ve KAF (20 

µg/mL) karıĢımından oluĢan bir sentetik bir çözelti üzerinden gerçekleĢtirildi. 

Optimizasyon çalıĢmasından elde edilen kromatogramlar ġekil 3.6‘da verilmiĢtir. 
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EDO metodolojisi ile belirlenen kromatografik Ģartlarda geliĢtirilen UPLC 

metodu valide edilmiĢ ve ardından yöntemin güvenilirliği ve uygulanabilirliği B3, 

SB, PS ve KAF içeren ticari enerji içeceğine uygulanarak test edilmiĢtir. 

  



 

1
5
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ġekil 3.6. B3 (a), SB (b), PS (c) ve KAF (d)‘nin sentetik karıĢımlarına uygulanan ve Ģartları deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojisi kullanılarak 

oluĢturulan 27 farklı kromatografik Ģarta sahip deneyin 230 nm‘deki dedeksiyonla elde edilen  kromatogramları.  
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UPLC yönteminin geliĢtirilmesi amacıyla yararlanılan EDO metodolojisi 

kapsamında üç faktör üç seviyeden oluĢan (3
3
) tam faktöriyel tasarım matrisinde 27 

farklı kromatografik deney gerçekleĢtirildi. Optimizasyon çalıĢması için oluĢturulan 

FFD planı Æizelge 3.11‘de sunulmuĢtur.  

Çizelge 3.11. Ticari enerji içeceği (II)‘ye tam faktöriyel tasarım uygulanmasıyla hesaplanan 

KCF değerleri. 

Deney  
Sıcaklık        

(°C) 

Tampon            

(%) 

AkıĢ Hızı 

(mL/dk) 
KCF 

No X1 X2 X3 Ölçülen 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 

Tampon bileĢimi: 0,5mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3   
Seviyeler  : DüĢük (-1), orta (0), yüksek (+1)  

X1  : Kolon sıcaklığı (°C) 

X2  : Hareketli fazdaki mobil faz yüzdesi (%) 

X3  : Hareketli faz akıĢ hızı (mL/dk) 
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Æizelge 3.11‘de belirtilen her bir 27 deney için de UPLC kromatogramları 

çizdirilmiĢtir. B3, SB, PS ve KAF‘ın eĢ zamanlı analizlerinin yapılabildiği, en iyi 

ayrımın sağlandığı optimum kromatografik koĢullar, optimizasyon çalıĢması için 

yapılan 27 farklı deneyden elde edilen kromatografik cevaplara, matematiksel ve 

istatistiksel iĢlemlerin uygulanmasıyla hesaplanan KCF değerleri üzerinden 

bulunmuĢtur. B3, SB, PS ve KAF bileĢiklerinden oluĢan sentetik karıĢım üzerinden 

gerçekleĢtirilen 27 farklı kromatografik analiz ve bu analizlerin cevaplarından 

hesaplanan KCF değerleri Æizelge 3.11‘da sunulmuĢtur. 

KCF değerleri (Bölüm 2.2.2)‘de açıklandığı gibi, bir kromatografik çalıĢmada, 

en kısa alıkonma süresinde bir çözeltideki analitlerin maksimum ayırımının 

sağlandığı bir matematiksel fonksiyondur (Rakic ve ark., 2012). Ticari enerji içeceği 

(II) analizi için geliĢtirilen yeni UPLC yönteminin optimizasyonunda faktörler (X1, 

X2 ve X3) ve bu faktörler arasındaki etkileĢimler ile KCF arasındaki matematiksel 

iliĢki kullanılarak ikinci dereceden polinomiyal bir denklem elde edilmiĢ ve aĢağıda 

sunulmuĢtur; 

y = 6,4062 -          +          -          +         
  +         

   + 

        
  -            +            -            

Burada y KCF‘yi, X1, X2 ve X3 faktörleri, X1X2, X1X3 ve X2X3 faktörler arası 

etkileĢimleri,   
 ,   

 ,  ve   
  ise faktörlerin karesini ifade etmektedir. Denklemdeki 

sayılar, kesim ve model katsayılarını göstermektedir ve bu katsayıların anlamlı olup 

olmadığı istatistiksel testlerle ortaya konmuĢtur. Bu denklemde X2‘nin katsayısının 

yüksek olduğu görülmüĢtür. Bu sonuç B3, SB, PS ve KAF analizi üzerindeki en 

etkili faktörün hareketli faz içerisindeki tampon yüzdesinin olduğunu gösterdi.  Test 

sonuçlarından elde edilen verilere göre p- değeri <0,05 olduğu için seçilen faktörlerin 

ve faktör etkileĢimlerinin cevap üzerinde oldukça etkin olduğu belirlendi. Test 

sonuçları Æizelge 3.12‘de sunulmuĢtur.. 
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Çizelge 3.12. Ġkinci dereceden polinomiyal fonksiyon için bulunan istatistiki t- ve F- 

testlerinin sonuçları. 

Parametre Katsayılar Standart  Hata t-testi P-değeri 

Kesim Noktası 6,4062 0,2214 28,9347 0,0000 

   -2,6099 0,1025 -25,4656 0,0000 

   6,1819 0,1025 60,3177 0,0000 

   -4,5382 0,1025 -44,2795 0,0000 

  
  0,4639 0,1775 2,6130 0,0182 

  
  2,7302 0,1775 15,3799 0,0000 

  
  1,8019 0,1775 10,1505 0,0000 

     -2,6712 0,1255 -21,2809 0,0000 

     1,5254 0,1255 12,1527 0,0000 

     -3,3539 0,1255 -26,7191 0,0000 

X1  : Kolon sıcaklığı (°C) 

X2  : Hareketli fazdaki mobil faz yüzdesi (%) 

X3  : Hareketli faz akıĢ hızı (mL/dk) 

 

B3, SB, PS, KAF bileĢenlerinin eĢ zamanlı analizleri UPLC yönteminin 

geliĢtirilmesinde kullanılan EDO metodolojisinde ele alınan faktörler; kolon sıcaklığı 

(X1), hareketli faz içerisindeki tampon yüzdesi (X2) ve hareketli faz akıĢ hızı (X3) 

olarak belirlenmiĢti.  Bu faktörler ve faktör etkileĢimleri ile KCF bağımlı değiĢkeni 
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arasındaki iliĢkiyi belirten 3D cevap yüzey metadolojileri ġekil 3.7a-c‘de 

sunulmuĢtur. ġekil 3.7a‘da tampon (% 0,5 mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3) 

yüzdesi arttıkça ve kolon sıcaklığı düĢtükçe KCF değerinin artıĢ gösterdiği 

gözlenmiĢtir. ġekil 3.7b‘de akıĢ hızı ve kolon sıcaklığı azaldıkça KCF değerinin 

arttığı görülmektedir. ġekil 3.7c‘de akıĢ hızı azaldıkça ve tampon yüzdesi arttıkça 

KCF değeri de arttığı tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar grafiğin sağındaki eĢ yükselti eğri 

haritasından da görülebilmektedir. Bu yüzey-cevap metadolojilerinden elde edilen 

verilere göre seçilen faktörlerin arasındaki etkileĢimlerin KCF üzerinde etkili olduğu 

görülmektedir. 
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ġekil 3.7. 3D cevap yüzey metadolojileri ve bunlara ait eĢ yükselti eğrileri 

a) % 0,5 mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3  ve kolon sıcaklığı ile KCF, b) 

hareketli faz akıĢ hızı ve kolon sıcaklığı ile KCF, c) hareketli faz akıĢ hızı ve % 0,5 

mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3 ile KCF arasındaki bağlantıyı ifade eden 3D 

cevap yüzey metadolojileri ve bunlara ait eĢ yükselti eğrileri. 

Deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojilerinden tam faktöriyel tasarım 

ile B3, SB, PS ve KAF sentetik karıĢımının eĢ zamanlı analizi için belirlenen 

optimum kromatografik koĢullar Ģu Ģekildedir; kolon sıcaklığı 52,7 °C, akıĢ hızı  
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0,25 mL/min, enjeksiyon hacmi 0,8 μL, hareketli fazdaki 0,5 mL/L TEA içeren 0,08 

M (NH4)2CO3 yüzdesi %51,2. Burada hareketli faz H2O: Metanol: 0,5 mL/L TEA 

içeren 0,08 M (NH4)2CO3: 24,0: 24,8: 51,2 karıĢımında oluĢmaktadır. 

3.2.2. UPLC Yöntemiyle Ticari Enerji Ġçeceği (II)’nin Analizi  

Standart Çözeltilerin Hazırlanması  

1. B3, SB, PS ve KAF bileĢenlerinin yeni geliĢtirilen UPLC metodu ile eĢ 

zamanlı analizleri için kullanılan sentetik çözeltiler bu bileĢenlerin stok 

çözeltilerinden hazırlanmıĢtır. 0,1 M HCl içerisinde hazırlanan bu stok 

çözeltilerin konsantrasyonları Ģu Ģekildedir; 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 çözeltilerinden B3 için 5,0- 25,0 µg/mL, SB için 

4,0- 20,0 µg/mL, PS için 6,0- 30,0 µg/mL ve KAF için 5,0- 25,0 µg/mL 

konsantrasyon aralıklarında 5 farklı kalibrasyon çözeltisi hazırlanmıĢtır. 

Tüm çözeltiler 0,1 M HCl çözeltisi içerisinde hazırlanmıĢtır. 

3. Validasyon testi için aynı balon jojelerin içerisinde hazırlanan ve B3 için 

5,0- 25,0 µg/mL, SB için 4,0- 20,0 µg/mL,  PS için 6,0- 30,0 µg/mL ve 

KAF için 5,0- 25,0 µg/mL konsantrasyon seviyelerinde 27 farklı çözelti 

hazırlanmıĢtır.  

4. Gün içi ve günler arası analizler için B3, SB, PS ve KAF stok 

çözeltilerinden hazırlanan ve her bir bileĢiğin üç farklı konsantrasyon 

seviyesi ile hazırlanan çözeltiler kullanılmıĢtır. Bu çözeltiler; B3 için 6,0 

µg/mL, 15,0 µg/mL ve 24,0 µg/mL; SB için 4,0 µg/mL, 12,0 µg/mL ve 

20,0 µg/mL; PS için 8,0 µg/mL, 18,0 µg/mL ve 28,0 µg/mL ve  KAF için 

6,0 µg/mL, 15,0 µg/mL ve 24,0 µg/mL‘dir. 



 

 

157 

 

5. Standart ekleme yöntemi için tüm çözeltilerinde aynı miktarda (0,5 mL/10 

mL) ticari enerji içeceği ve farklı konsantrasyon seviyelerinde B3 (0 – 20,0 

µg/mL), SB (0 – 16,0 µg/mL), PS (0 – 16,0 µg/mL) ve KAF (0 – 16,0 

µg/mL) bulunan dört farklı standart ekleme çözeltisi oluĢturulmuĢtur. Aynı 

balon jojelerin içerisinde hazırlanan bu çözeltilerde bulunan maddelerin 

konsantrasyonları Ģu Ģekildedir; B3 için 0 µg/mL, 5,0 µg/mL, 10,0 µg/mL 

ve 20,0 µg/mL; SB için 0 µg/mL, 4,0 µg/mL, 8,0 µg/mL ve 16,0 µg/mL; 

PS için 0 µg/mL, 4,0 µg/mL, 8,0 µg/mL ve 16,0 µg/mL ve KAF için 0 

µg/mL, 4,0 µg/mL, 8,0 µg/mL ve 16,0 µg/mL‘dır. 

UPLC Yöntemiyle Belirlenen Kromatografik ġartlar 

 Hareketli Faz: Ticari enerji içeceğindeki B3, SB, PS ve KAF bileĢiklerinin 

kromatografik ayırımı için kullanılan hareketli faz; H2O: Methanol (MeOH): 

0,5 mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3 (24,0: 24,8: 51,2, h/h/h) 

karıĢımından oluĢmaktadır. 

 Kolon: Waters Acquity ® BEH C18 kolonu (100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7 µm)  

 Kolon Sıcaklığı: 52,7 °C 

 Basınç:  525 bar  

 AkıĢ Hızı: 0,25 mL/dk. 

 Enjeksiyon Hacmi: 0,8 μL  

 Dedeksiyon için seçilen dalga boyu: B3 için 215,7 nm, SB için 223,9 nm,  PS 

için 253,5 nm ve KAF için 273,6 nm‘dir.  

Ticari enerji içeceği (II)‘in analizi için geliĢtirilen UPLC yönteminde, hareketli 

faz bileĢimi, kolon sıcaklığı ve hareketli fazın akıĢ Ģartlarının belirlenmesi deneysel 

tasarım ve optimizasyon metodolojisiyle gerçekleĢtirildi. 
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Kalibrasyon Denkleminin Hesaplanması 

EDO metodolojisi ile geliĢtirilen UPLC yöntemiyle ticari enerji içeceği (II)‘de 

bulunan B3, SB, PS ve KAF bileĢiklerinin eĢzamanlı miktar tayinlerinde kalibrasyon 

eğrileri, konsantrasyona karĢı bileĢiğin kromatografik pik alanının grafiğe 

geçirilmesiyle elde edildi. Bu iĢlemden önce, doğru bir dedeksiyon yapılabilmesi 

amacıyla her bir bileĢiğin ayrı ayrı UPLC-PDA dedektörü aracılığıyla ġekil 3.8a‘da 

da gösterildiği gibi UV spektrumları alındı ve bu spektrumlardan her bir bileĢiğin 

maksimum absorpsiyon yaptığı dalga boyları (B3 için 215,7 nm, SB için 223,9 nm, 

PS için 253,5 nm ve KAF için 273,6 nm) belirlendi. Daha sonra B3 için 215,7 

nm‘deki dedeksiyonla (ġekil 3.8b), SB için 223,9 nm‘deki dedeksiyonla (ġekil 3.8c), 

PS için 253,5 nm‘deki dedeksiyonla (ġekil 3.8d) ve KAF için 273,6 nm‘deki 

dedeksiyonla (ġekil 3.8e) kromatografik pikler elde edildi. 
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ġekil 3.8. B3, SB, PS ve KAF bileĢiklerine ait UV spektrumları ve kromotogramları;  

a) B3, SB, PS ve KAF bileĢenlerinin UV spektrumları,  

b) B3‘ün maksimum absorbans yaptığı 215,7 nm‘deki dedeksiyonla,  

c) SB‘nin maksimum absorbans yaptığı 223,9 nm‘deki dedeksiyonla,  

d) PS‘nin maksimum absorbans yaptığı 253,6 nm‘deki dedeksiyonla,  

e) KAF‘ın maksimum absorbans yaptığı 273,6 nm‘deki dedeksiyonla elde edilen 

kromatogramlar.
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Bu maddelerin seçilen dalga boylarında kromatografik sistemde alıkonma süreleri B3 

1,14 dk, SB 1,38 dk, PS 1,61 dk ve KAF 2,06 dk olarak tespit edildi (ġekil 3.9). ġekil 

3.9‘daki kromatografik cevaplar değerlendirilerek optimizasyon çalıĢmasında tüm 

bileĢenlerin aynı anda kromatografik pik verdiği dalga boyu (230 nm) belirlenerek, 

bu dalga boyundaki kromatografik cevaplardan KCF değeri hesaplandı.  
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ġekil 3.9. B3, SB, PS ve KAF içeren kalibrasyon çözeltilerinin; 

a) B3‘ün maksimum absorbans verdiği 215,7 nm‘deki dedeksiyonla,  

b) SB‘nin maksimum absorbans verdiği 223,9 nm‘deki dedeksiyonla  

c) PS‘nin maksimum absorbans verdiği 253,5 nm‘deki dedeksiyonla ve  

d) KAF‘ın maksimum absorbans verdiği 273,6 nm‘deki dedeksiyonla elde edilen 

kromatogramları. 



 

 

162 

 

UV spektrumları alındı ve bu spektrumlardan her bir bileĢiğin maksimum 

absorpsiyon yaptığı dalga boyları (B3 için 215,7 nm, SB için 223,9 nm, PS için 253,5 

nm ve KAF için 273,6 nm) belirlendi. Daha sonra B3 için 215,7 nm‘deki 

dedeksiyonla (ġekil 3.8b), SB için 223,9 nm‘deki dedeksiyonla (ġekil 3.8c), PS için 

253,5 nm‘deki dedeksiyonla (ġekil 3.8d) ve KAF için 273,6 nm‘deki dedeksiyonla 

(ġekil 3.8e) kromatografik pikler elde edildi. 

ġekil 3.9‘daki kromatogramlardan yararlanarak B3, SB, PS ve KAF 

bileĢiklerinin her biri için ayrı bir doğru denklemi oluĢturuldu. Doğru denkleminde 

bağımlı değiĢken ile bağımsız değiĢken arasındaki iliĢkinin matematiksel bir ifadesi 

olarak her bir bileĢen için regresyon denklemi ile elde edilen istatistiksel veriler 

Æizelge 3.13‘te sunulmuĢtur. Regresyon denkleminden her bir bileĢen için ayrı ayrı 

R
2
 (B3 için 0,9988, SB için 0,9964, PS için 0,9992 ve KAF için 0,9992), LOD (B3 

için 1,00 µg/mL, SB için 1,37 µg/mL, PS için 0,84 µg/mL ve KAF için 1,01 µg/mL) 

ve LOQ (B3 için 3,34 µg/mL, SB için 4,55 µg/mL, PS için 2,80 µg/mL ve KAF için 

3,37 µg/mL) değerleri hesaplandı.   
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Çizelge 3.13. Doğrusal regresyon analizi ve istatistiksel analiz sonuçları. 

  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 

Aralığı 

5,0-25,0 µg/mL 4,0-20,0 µg/mL 6,0-30,0 µg/mL 5,0-25,0 µg/mL 

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 : Eğim 

n : Kesim noktası 

r : Korelasyon katsayısı 

SH (m) : Eğimin standart hatası 

SH (n) : Kesim noktasının standart hatası 

SH (r) : Korelasyon katsayısının standart hatası 

LOD : Gözlenebilme sınırı (μg/mL) 

LOQ : Alt tayin sınırı (μg/mL) 
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Ticari enerji içeceği (II) numunesine ait kromatografik veriler UPLC-H-Class 

Empower2 programı ile bilgisayar tarafından kaydedildi ve buradan Microsoft Excell 

programına transfer edilerek Matlab 7,0 programında ―m-file‖ yazılımı ile iĢlendi.  

UPLC Yönteminin Geçerliliği 

ÆalıĢmanın bu bölümünde, ticari enerji içeceği (II)‘nin içeriğinde yer alan B3, 

SB, PS ve KAF‘ın eĢ zamanlı miktar tayinleri için geliĢtirilen ve kromatografik 

Ģartları EDO metodolojisi ile belirlenen UPLC yönteminin validasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Yeni UPLC yönteminin kesinlik ve doğruluğu, her bileĢenin 5 

farklı konsantrasyon seviyelerinin kombinasyonu ile oluĢturulan farklı 

konsantrasyonlardaki çok sayıda çözelti ile test edildi. Bu çözeltiler, B3, SB ve 

KAF‘ın  10 mg/100 mL‘lik  ve PS‘nin de 20 mg/100 mL‘lik  stok çözeltilerinden, 

konsantrasyon seviyeleri B3 için 5,0- 25,0 µg/mL, SB için 4,0- 20,0 µg/mL, PS için 

6,0- 30,0 µg/mL ve KAF için 5,0- 25,0 µg/mL aralığında olacak Ģekilde hazırlandı. 

Daha sonra bu çözeltilerden alınan cevaplardan her bir bileĢenin %geri kazanım ve 

bağıl standart sapma (BSS) değerleri hesaplandı. %Geri kazanım değerleri B3 için 

%101,2, SB için %99,9, PS için %99,2 ve KAF için %99,6 olarak bulunmuĢtur. BSS 

değerleri ise; B3 için %2,46, SB için %1,79, PS için %1,92 ve KAF için ise %1,38 

olarak bulunmuĢtur. UPLC yöntemi ile elde edilen validasyon çalıĢması sonuçları 

Æizelge 3.14‘te verilmiĢtir.  
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Çizelge 3.14. GeliĢtirilen UPLC yöntemi ile B3, SB, PS ve KAF‘ın miktar tayini için gerçekleĢtirilen validasyon çalıĢmasının istatistiksel sonuçları. 

 

Eklenen (µg/mL) Bulunan (µg/mL) Geri Kazanım (%) 

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 4,71 100,3 101,4 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 19,93 101,9 101,4 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 15,03 101,9 101,5 104,4 100,2 

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 

   : Aritmetik ortalama  
SS : Standart sapma  

BSS : Bağıl standart sapma 
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Deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojilerinden tam faktöriyel tasarım 

ile geliĢtirilen UPLC yönteminin kesinliği ve tekrar edilebilirliği diğer bir validasyon 

çalıĢması olan gün içi ve günler arası çalıĢmaları ile test edildi. Bunun için aynı balon 

jojelerde farklı konsantrasyon seviyelerinde, içerisinde B3 (6,0, 15,0 ve 24,0 µg/mL), 

SB (4,0, 12,0 ve 20,0 µg/mL), PS (8,0, 18,0 ve 28,0 µg/mL) ve KAF (6,0, 15,0 ve 

24,0 µg/mL) bulunan 3 farklı çözelti kullanıldı. Gün içi analizlerde B3, SB, PS ve 

KAF karıĢımından oluĢan çözeltilerin kromatografik cevapları aynı gün birer saat 

aralıklarla ve günler arası çözeltilerde ise birbirini izleyen üç günde üçer tekrarlı 

olarak gerçekleĢtirildi. Hesaplanan yüzde geri kazanım (%), bağıl standart sapma 

(%BSS) ve bağıl standart hata (%BSH) değerlerine bakılarak yöntem test edilmiĢtir. 

Analiz sonuçları Æizelge 3.15‘te verilmiĢtir. Elde edilen veriler yöntemin enerji 

içecekleri numunelerinde B3, SB, PS ve KAF eĢ zamanlı analizleri için baĢarılı ve 

güvenilir bir yöntem olduğunu göstermiĢtir. 
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Çizelge 3.15. UPLC yönteminin gün içi ve günler arası çözeltilerine uygulanması ise elde 

edilen istatistiksel veriler. 

 

Eklenen (µg/mL) Bulunan (µg/mL) 

  B3 SB PS KAF B3 SB PS KAF 

G
ü
n
 i
çi

 6 4 8 6 6,07 4,03 8,00 6,10 

15 12 18 15 15,06 12,02 18,01 15,21 

24 20 28 24 24,20 19,78 28,10 23,97 

G
ü
n
le
r 
ar
as
ı 6 4 8 6 6,09 4,06 8,03 6,07 

15 12 18 15 14,93 11,92 17,74 15,19 

24 20 28 24 24,28 19,52 27,92 23,84 

          Geri Kazanım (%) 

G
ü
n
 i
çi

         101,2 100,7 100,0 101,6 

    

100,4 100,2 100,1 101,4 

        100,8 98,9 100,4 99,9 

G
ü
n
le
r 
ar
as
ı 

    

101,5 101,4 100,3 101,2 

    

99,5 99,3 98,6 101,3 

        101,1 97,6 99,7 99,3 

          BSS (%) 

G
ü
n
 i
çi

         1,26 2,22 1,58 1,12 

    

1,31 2,33 1,01 1,00 

        1,40 1,76 1,10 2,41 

G
ü
n
le
r 
ar
as
ı 

    

1,59 0,33 2,34 1,36 

    

1,07 1,20 1,72 1,70 

        1,03 1,02 1,20 2,27 

          SH (%) 

G
ü
n
 i
çi

         1,21 0,69 -0,02 1,65 

    

0,40 0,16 0,06 1,41 

        0,82 -1,10 0,35 -0,14 

G
ü
n
le
r 
ar
as
ı 

    

1,51 1,44 0,33 1,24 

    

-0,46 -0,66 -1,42 1,26 

        1,15 -2,42 -0,29 -0,67 

BSS : Bağıl standart sapma 

SH : Bağıl standart hata 

n : 3 
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Ticari enerji içeceği (II)‘de içecekte bulunan B3, SB, PS ve KAF bileĢikleri 

dıĢındaki diğer bileĢenlerin (numune matrisinin) analiz üzerine etkisini araĢtırmak 

için standart ekleme metodundan yararlanılmıĢtır. Her birinde sabit miktarda (0,5 

mL/10 mL) ticari enerji içeceği (II) bulunan ve farklı konsantrasyonlarda B3 (0 – 

20,0 µg/mL), SB (0 – 16,0 µg/mL), PS (0 – 16,0 µg/mL) ve KAF (0 – 16,0 µg/mL) 

içeren 4 farklı içeriğe sahip standart ekleme çözeltileri hazırlanmıĢtır. Burada sadece 

ilk standart ekleme çözeltisine (SE0) B3, SB, PS ve KAF‘ın standart çözeltilerinden 

ekleme yapılmamıĢtır. Diğer standart ekleme çözeltilerinde ise eklenen 0,5 mL ticari 

enerji (II) numunesine ek olarak her bir bileĢene ait standart çözeltilerden de ekleme 

yapıldı. SE1, SE2 ve SE3 standart ekleme çözeltilerinde bulunan standart madde 

konsantrasyonları SE1 çözeltisinde 5,0 µg/mL B3, 4,0 µg/mL SB, 4,0 µg/mL PS ve 

4,0 µg/mL KAF; SE2 çözeltisinde 10,0 µg/mL B3, 8,0 µg/mL SB, 8,0 µg/mL PS ve 

8,0 µg/mL KAF ve SE3 çözeltisinde 20,0 µg/mL B3, 16,0 µg/mL SB, 16,0 µg/mL 

PS ve 16,0 µg/mL KAF olacak Ģekilde hazırlandı. Bu çözeltilerin deneysel tasarım 

ve optimizasyonla belirlenen analiz koĢullarında kromatogramları alınarak, bu 

kromatogramlardan pik alanları hesaplandı ve bu değerler kalibrasyon denkleminde 

yerlerine konularak çözeltilerin içerisinde bulunan toplam B3, SB, PS ve KAF 

miktarları bulundu. Standart ekleme çözeltilerinde bulunan toplam B3, SB, PS ve 

KAF miktarlarından enerji içeceği numune ilavesinin çıkarılmasıyla, eklenen ve 

bulunan B3, SB, PS ve KAF miktarları karĢılaĢtırıldı.  Standart ekleme deneyinde 

farklı konsantrasyon seviyelerindeki her bir standart ekleme çözeltisinin üçerli 

tekrarlar halinde kromatografik cevapları kaydedildi ve elde edilen kromatografik 

cevapların ortalamaları alınarak enerji içeceği (II) numunesindeki B3, SB, PS ve 

KAF‘nin ayrı ayrı %geri kazanım ve BSS değerleri hesaplandı. Elde edilen standart 

ekleme deneyi sonuçlarına göre her bir maddenin geri kazanım değerleri B3 için 

%98, SB için %99,8, PS için %99,4 ve KAF için %99,0; BSS değerleri ise B3 için 

%2,07, SB için %1,54, PS için %1,7 ve KAF için %1,47 olarak bulundu. Standart 

ekleme metodu ile elde edilen sonuçlar Æizelge 3.16‘te sunulmuĢtur. 
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Çizelge 3.16. UPLC yönteminin standart ekleme numunelerine uygulanmasıyla elde edilen 

sonuçlar. 

 

Eklenen (µg/mL) Bulunan (µg/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 kazanım (%) 

  

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

 

    

98,3 98,3 100,9 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: Bağıl Standart Sapma 
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Bu doktora tez çalıĢmasında, ticari enerji içeceği (II) numunesinde B3, SB, PS 

ve KAF bileĢenlerinin eĢ zamanlı tayini için uygulanan UPLC yönteminin 

doğruluğunu ve seçiciliğini test etmek için validasyon çalıĢmalarına ek olarak 

yöntemin sistem uygunluk parametreleri de değerlendirilmiĢtir.  Bu parametreler 

(seçicilik, kolonun pik ayırma kapasitesi, pik asimetrisi, seçicilik, teorik tabaka 

sayısı, kuyruklanma faktörü) UPLC cihazında bulunan Acquity Waters Empower 2 

programı ile hesaplanmıĢtır. Sistem uygunluk parametreleri ve değerleri Æizelge 

3.17‘da verilmiĢtir (Bıyık, 2017; Ertekin Özkan, 2021). 

Çizelge 3.17. B3, SB, PS ve KAF karıĢımının analizi için geliĢtirilen UPLC yöntemlerine ait 

sistem uygunluk testi sonuçları. 

Sistem Uygunluk parametresi  1 2 3 4 Referans Değer 

Seçicilik (α)   1,34 1,27 1,40 >1 

Kolon ayırma gücü (Rs) 

 

4,82 4,51 7,15 ≥1,5 

Pik asimetri 1,55 1,42 1,39 1,25 0,9-1,4 

Kuyruklanma faktörü (T) 1,41 1,32 1,26 1,18 <2 

Teorik tabaka sayısı (N) 10600 11600 12800 13700 >2000 
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UPLC Yönteminin Ticari Enerji Ġçeceği (II) Analizine Uygulanması  

Bu çalıĢma ile geliĢtirilen yeni UPLC yöntemi B3, SB, PS ve KAF içeren 

sentetik karıĢımlara uygulanarak sistem valide edildi. Validasyon çalıĢmalarında 

tatmin edici sonuçlar veren yeni UPLC tekniğinin uygulanabilirliğini test etmek 

amacıyla, geliĢtirilen yöntem B3, SB, PS ve KAF içeren ticari enerji içeceği (II) 

numunesine (AK47) uygulandı. Bunun için öncelikle, enerji içeceği (II) numunesi 

iyice çalkalandıktan sonra geniĢ bir behere alındı ve ultrasonik banyoda 25 dk 

boyunca degaze edildi. Bu Ģekilde gazı alınan enerji içeceği 0,20 µm gözenekli 

naylon Ģırınga filtre ile süzüldü ve ardından bu süzüntüden 0,5‘er mL alınarak 0,1 M 

HCl çözeltisi ile 10 mL‘ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti viallere konuldu ve daha 

sonra EDO metodolojisi ile belirlenen koĢullar altında, UPLC yöntemi ile 

kromatografik ayırım sağlandı. Ticari enerji içeceği (II)‘nin içerisinde yer bulunan 

B3, SB, PS ve KAF‘ın her birinin maksimum absorbans verdiği farklı dalga 

boylarındaki kromatogramları ġekil 3.10‘da verilmiĢtir. 
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ġekil 3.10. UPLC yönteminin ticari enerji içeceği (II) numunesine uygulanmasıyla B3, SB, 

PS ve KAF bileĢenlerinin; 

a) B3‘ün maksimum absorbans verdiği 215,7 nm‘deki dedeksiyonla,  

b) SB‘nin maksimum absorbans verdiği 223,9 nm‘deki dedeksiyonla  

c) PS‘nin maksimum absorbans verdiği 253,5 nm‘deki dedeksiyonla ve  

d) KAF‘ın maksimum absorbans verdiği 273,6 nm‘deki dedeksiyonla elde edilen 

kromatogramları. 
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Ticari enerji içeceği (II) içerisindeki B3, SB, PS ve KAF‘ın miktar tayinleri 

için ise tam faktöriyel tasarım ile belirlenen optimal kromatografik Ģartlar 

kullanılarak analiz gerçekleĢtirildi. Ticari enerji içeceği (II)‘den elde edilen 

kromatografik veriler kalibrasyon grafiğinde yerine konuldu ve buradan numunedeki 

söz konusu bileĢenlerin miktar tayinleri gerçekleĢtirildi. UPLC analizi sonucunda 

bulunan B3, SB, PS ve KAF miktarları ile ticari enerji içeceği (II)‘nin ambalajında 

belirtilen miktarlar karĢılaĢtırdı ve deneysel olan elde edilen miktarlarla ambalaj 

üzerindeki miktarların uyum içerisinde olduğu görüldü. Enerji içeceğinde 

koruyucuların miktarları (PS ve SB) belirtilmezken, B3 miktarı 8,0 mg/100 mL ve 

KAF miktarı en fazla 150 mg/L olarak belirtilmiĢtir. B3 için geri kazanım %100,25, 

BSS değeri %1,86; KAF için ise geri kazanım %101,27 ve BSS %0,73 bulunmuĢtur. 

(Æizelge 3.18).   
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Çizelge 3.18. UPLC yönteminin ticari enerji içeceği (II) numunesine uygulanmasıyla 

numunede bulunan B3, SB, PS ve KAF miktarları. 

 

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 : Bağıl standart sapma 

Etiket değeri : B3 miktarı 8 mg/100 mL, kafein (en fazla 150 mg/l), PS miktar belirtilmemiĢ 
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4. TARTIġMA  

Bu tez çalıĢmasında, ticari enerji içeceklerinde (ticari enerji içeceği (I) ve ticari 

enerji içeceği (II)) bulunan ve dedeksiyon sınırları içerisinde yer alan bileĢenlerin 

(B3, SB, PS ve KAF) eĢ zamanlı analizleri için deneysel tasarım ve optimizasyon 

metodolojisi ile yeni UPLC metodları geliĢtirildi. GeliĢtirilen bu yöntemler ile ticari 

enerji içeceği (I)‘de KAF ve PS‘nin, ticari enerji içeceği (II)‘de ise B3, SB, PS ve 

KAF‘ın eĢ zamanlı analizleri gerçekleĢtirildi. Literatürde, ticari enerji içeceklerinde 

bulunan söz konusu bileĢenlerin eĢ zamanlı tayinleri için EDO metodolojisi ile 

oluĢturulmuĢ UPLC yöntemlerinin olmadığı tespit edilmiĢ ve literatürdeki bu 

eksikliği gidermek için bu tez çalıĢması gerçekleĢtirildi. 

Bu doktora tez çalıĢmasında geliĢtirilen UPLC yöntemlerinde analiz için uygun 

kromatografik Ģartların belirlenmesinde öncelikle deney üzerinde etkili olan faktörler 

(kolon sıcaklığı, hareketli faz tampon yüzdesi ve hareketli faz akıĢ hızı) belirlendi ve 

ardından tam faktöriyel tasarım ile bu faktörlerin her birinin üç farklı seviyesi (+1, 0 

ve -1) ile 27 (3
3
) çeĢit deney tasarlandı (Æizelge 3.2 ve Æizelge 3.11). Daha sonra her 

bir deneyin kromatografik cevaplarından modelleme ile KCF değerleri hesaplandı ve 

analizlerde maksimum kromatografik ayırmanın sağlandığı en kısa alıkonma süresi 

belirlendi. Optimizasyon çalıĢmalarının ardından, belirlenen kromatografik Ģartlarla 

yöntemler valide edilerek ticari enerji içeceği numunelerine baĢarıyla uygulandı. 

Ticari enerji içeceği (I)‘in analizinde, içecek içerisindeki maddelerden KAF ve 

PS‘nin kromatografik analizi için yeni bir UPLC metodu geliĢtirilmesi hedeflendi. 

UPLC yönteminin geliĢtirilmesi için deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojisi 

kullanıldı. Ticari enerji içeceği (I) için yapılan ön çalıĢmalarda, numune içerisinde 

yer alan KAF ve PS dıĢındaki diğer bileĢenlerin analiz üzerinde etkili olmadığı 

görüldü. Bu nedenle enerji içeceği (I)‘in optimizasyon çalıĢmaları numune üzerinden 

gerçekleĢtirildi. Optimizasyon çalıĢmalarında seçilen faktörler kolon sıcaklığı (°C) 

(X1), hareketli fazdaki tampon çözelti (0,4 mL/L TEA içeren 0,1 M H3PO4 ve 

NaH2PO4 karıĢımı, pH 2,15) yüzdesi (X2) ve hareketli faz akıĢ hızı (mL/dk) (X3) 
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faktörleridir ve cevap değiĢkeni olarak KCF değerleri kullanılmıĢtır (Æizelge 3.2). 

Tam faktöriyel tasarım ile belirlenen optimal kromatografik Ģartlar: kolon sıcaklığı 

58,9 °C, hareketli faz içerisindeki tampon yüzdesi %59,3, hareketli faz içerisindeki 

methanol yüzdesi %40,7 ve hareketli faz akıĢ hızı 0,24 mL/dk olarak belirlenmiĢtir. 

KAF ve PS karıĢımından oluĢan kalibrasyon çözeltileri kullanılarak, tam 

faktöriyel tasarım ile belirlenen optimum koĢullarda her bir bileĢik için ayrı ayrı 

regresyon denklemleri oluĢturuldu. Kalibrasyon eğrisinin kesim noktasından ve 

standart sapmasından her bir bileĢen için LOD ve LOQ değerleri hesaplandı (Æizelge 

3.4). LOD değerleri KAF için 0,18 μg/mL iken PS için 0,20 μg/mL‗dir. LOQ 

değerleri ise KAF için 0,59 μg/mL ve PS için ise 0,65 μg/mL‗dir. Farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan KAF ve PS‘nin gün içi ve günler arası çözeltileri ve 

standart ekleme çözeltileri ile yöntem, tekrarlanabilirlik, kesinlik, seçicilik, geri 

kazanım gibi parametreler açısından valide edildi (Æizelge 3.5, Æizelge 3.6 ve 

Æizelge 3.7). Validasyon çalıĢmalarında %geri kazanım, KAF için %100,7 ve PS için 

%100,5, standart sapma (SS), KAF için 1,49 ve PS için 2,03 ve bağıl standart sapma 

(BSS), KAF için 1,48 ve PS için 2,02 olarak hesaplandı (Æizelge 3.5). Validasyon 

çalıĢmalarından elde edilen sonuçlar, ticari enerji içeceği numunesinde yer alan KAF 

ve PS dıĢındaki hiç bir bileĢiğin analiz üzerine giriĢimde bulunmadığını göstermesi 

açısından büyük bir öneme sahiptir. Yöntem, KAF ve PS içeren enerji içeceği (I) 

numunesine baĢarıyla uygulandı ve uygulanan yöntemle bulunan miktarlarla, 

numunenin ambalajı üzerinde belirtilen miktarların uyumlu olduğu görüldü (Æizelge 

3.9). Ticari enerji içeceği (I) içerisindeki PS ve KAF‘ın eĢ zamanlı analizi için 

geliĢtirilen UPLC yöntemi yalnızca validasyon çalıĢmaları ile değil aynı zamanda 

seçicilik, kolon ayırma gücü, kuyruklanma faktörü gibi sistem uygunluk 

parametreleri açısından da değerlendirildi ve bu parametrelerin referans değerlere 

uygun olduğu görüldü (Æizelge 3.8). 

Ticari enerji içeceği (II) analizinde tam faktöriyel tasarım ile B3, SB, PS ve 

KAF bileĢiklerinin eĢ zamanlı tayinleri için yeni bir UPLC metodu tasarlandı. Enerji 

içeceği numunesi (II) içerisindeki B3, SB, PS ve KAF bileĢenlerinin eĢ zamanlı 

analizini sağlayan optimum kromatografik koĢulların belirlenmesi için deneysel 
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tasarım ve optimizasyon metodolojisi kullanıldı ve bu numune için gerçekleĢtirilen 

bir takım ön deneylerle deney üzerine etkili faktörler belirlendi (Æizelge 3.10). 

Deneyde etkili olan bu faktörlerin (kolon sıcaklığı, hareketli fazdaki 0,5 mL/L TEA 

içeren 0,08 M (NH4)2CO3 yüzdesi ve hareketli faz akıĢ hızı) olduğu belirlendi. 

Daha sonra her bir faktörün yüksek (+1), orta (0) ve düĢük (-1) seviyelerinin 

kombinasyonu ile 3 faktörlü ve 3 seviyeli (3
3
) 27 farklı deneysel tasarım planı 

oluĢturuldu (Æizelge 3.11). Kromatografik koĢulları birbirinden farklı olan 27 

deneyin her birinden alınan kromatografik cevaptan KCF değerleri hesaplandı. KCF 

değerleri ile B3, SB, PS ve KAF bileĢenlerinin eĢ zamanlı analizleri için en kısa 

alıkonma zaman aralığında maksimum kromatografik ayırmanın sağlandığı optimum 

kromatografik koĢullar belirlendi. Bu Ģartlar; akıĢ hızı 0,25 mL/dk., kolon sıcaklığı 

52,7 °C ve hareketli faz içerisindeki 0,5 mL/L TEA içeren 0,08 M (NH4)2CO3 

yüzdesi  %51,2, hareketli faz içerisindeki methanol yüzdesi %24,8, hareketli faz 

içerisindeki su miktarı %24,0 ve enjeksiyon hacmi 0,8 µL olarak belirlendi. B3, SB, 

PS ve KAF bileĢenlerinin analizi için öncelikli olarak her bir bileĢenin maksimum 

absorbans yaptığı dalga boylarındaki dedeksiyonla (B3 için 215,7 nm, SB için 223,9 

nm, PS için 253,5 nm ve KAF için 273,6 nm) ayrı ayrı kalibrasyon denklemleri 

oluĢturuldu (Æizelge 3.13). Daha sonra bu denklemlere uygulanan bir takım 

matematiksel iĢlemler ile regresyon analizi yapıldı. Kalibrasyon denklemlerinden B3, 

SB, PS ve KAF‘ın her biri için LOD ((B3 için 1,00 μg/mL, SB için 1,37 μg/mL, PS 

için 0,84 μg/mL ve KAF için 1,01 μg/mL) ve LOQ (B3 için 3,34 μg/mL, SB için 

4,55 μg/mL, PS için 2,80 μg/mL ve KAF için 3,37 μg/mL) değerleri hesaplandı. 

GeliĢtirilen UPLC metodunun doğruluğu ve kesinliği validasyon çalıĢmaları ile test 

edildi. Bu çalıĢmalarla her bir bileĢenin geri kazanımı (B3 için %101,2, SB için 

%99,9, PS için %99,2 ve KAF için %99,6), standart sapması (B3 için 2,49, SB için 

1,78, PS için 1,90 ve KAF için 1,37) ve %bağıl standart sapma değerleri (BSS) 

değerleri (B3 için 2,46, SB için 1,79, PS için 1,92 ve KAF için 1,38) bulundu 

(Æizelge 3.14). GeliĢtirilen UPLC yönteminin gün içi ve günler arası çözeltilerine 

uygulanmasıyla yöntemin tekrar edilebilirliği ve doğruluğu test edilmiĢtir (Æizelge 

3.15). Standart ekleme çözeltilerinden elde edilen sonuçlar, çalıĢılan dalga 

boylarında, ticari enerji içeceği (II) numunesi içerisinde yer alan B3, SB, PS ve KAF 
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dıĢındaki diğer bileĢenlerin analiz üzerinde etkili olmadığını göstermiĢtir (Æizelge 

3.16). GeliĢtirilen UPLC yönteminin güvenilirliğini ve doğruluğunu test etmek için 

sistem uygunluk parametreleri UPLC sistemine ait Empower yazılımı ile 

hesaplanmıĢ ve elde edilen sonuçların referans değerlere uygun olduğu görülmüĢtür 

(Æizelge 3.17). Optimize edilerek valide edilen yöntemin doğruluğu ve 

uygulanabilirliğinin test edilmesi için yöntem içerisinde B3, SB, PS ve KAF içeren 

ticari enerji içeceği (II)‘ye uygulanmıĢtır (Æizelge 3.18).  

Deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojisi ile geliĢtirilmiĢ olan UPLC 

yöntemleriyle, ticari enerji içeceklerindeki KAF,-PS ve B3-SB-PS-KAF 

bileĢenlerinin kalite kontrol ve rutin analizlerinde daha hızlı, ekonomik, kolay, doğru 

ve kesin analiz sonuçları elde edildi. GeliĢtirilen yöntemler ile elde edilen veriler tez 

içerisinde çizelgeler halinde sunuldu.  

Bu doktora tez çalıĢması, önerilen yöntemlerin sadece gıda endüstrisinde değil 

aynı zamanda ilaç endüstrisinde de birden fazla bileĢen içeren kompleks numunelerin 

aynı anda analizi için çevre dostu, zaman ve ekonomik açıdan kazanç sağlayan, 

kolay uygulanabilir alternative yöntemler olduğunu göstermiĢtir.   
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER  

Bu doktora tez çalıĢması, toplum tarafından yaygın bir biçimde tüketilen ve 

ciddi sağlık sorunlarına neden olan ticari enerji içeceklerinin içerisinde yer alan ve 

insan sağlığı üzerinde etkili olan bileĢenlerin eĢ zamanlı kantitatif analizleri için 

literatürde daha önce rastlanmayan yeni UPLC metodlarının geliĢtirilmesini 

amaçladı. Bu çalıĢmada geliĢtirilen yeni yöntemlerle, ticari enerji içeceği (I) ve ticari 

enerji içeceği (II) olmak üzere iki farklı çeĢit enerji içeceğinin içerisindeki 

bileĢenlerin aynı anda analizi gerçekleĢtirildi. UPLC metodlarının geliĢtirilmesinde, 

bir deneysel tasarım ve optimizasyon metodolojisi olan tam faktöriyel tasarımdan 

(FFD) yararlanıldı ve FFD ile elde edilen cevap yüzey metodolojilerine dayanarak, 

deneylerin her biri için en uygun (kısa analiz süresi ve iyi bir kromatografik ayırım) 

optimize edilmiĢ kromatografik Ģartlar belirlendi. Enerji içecekleri gibi hiper 

kompleks ürünlerin cevap yüzey metodolojisiyle optimizasyonunda, faktörlerin 

seçimi, bu faktörlere ait deneysel aralıkların belirlenmesi ve bu deneysel aralıklara 

dayanarak deney tasarımının oluĢturulması zaman alıcı ve maliyetli iĢlemlerdir. Bu 

nedenle, bu tez çalıĢması sonucunda önerilen yeni UPLC yöntemleri gıda ve ilaç 

endüstrilerinin, bu tezin konusu olan bileĢenlerin (B3, SB, PS ve KAF) eĢ zamanlı 

analizlerinde doğrudan kullanabilecekleri güvenilir, doğru ve kolay uygulanabilir 

yöntemler olma özelliğine sahip olduğu saptanmıĢtır.   

GeliĢtirilen her iki yöntemde de numunelere herhangi bir ön ayırma iĢlemi 

uygulanmamıĢ olup, literatürlerde rapor edilen yöntemlerle kıyaslandığında tezde 

önerilen yöntemlerin diğer yöntemlere göre daha hızlı, kesin, doğru ve güvenilir 

sonuçlar verdiği açıktır. Bu yöntemler gıda endüstrisinde KAF-PS ve B3-SB-PS-

KAF içeren ticari enerji içeceklerinin eĢ zamanlı, kalite kontrol ve rutin analizleri 

için, hızlı ve kolay uygulanabilir yöntemler olması nedeniyle tercih sebebi 

olacaklardır. Bu tez çalıĢması bu bileĢenleri içeren ürünler için mevcut ve yapılacak 

olan tüm çalıĢmalara kaynak olma özelliğine sahiptir. 
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ÖZET 

Ticari Enerji Ġçeceklerindeki BileĢenlerin Kantitatif Analizleri Ġçin Kemometrik 

Optimizasyon Metodolojisi Kullanılarak AĢırı Yüksek Performanslı Sıvı 

Kromatografisi Yöntemlerinin GeliĢtirilmesi  

Günümüzde ticari enerji içecekleri insanlar, özellikle de gençler tarafından önemli 

ölçüde tüketilmektedir. Bu nedenle bu ürünlerin kaliteleri, kalite kontrolleri ve rutin 

analizleri insan sağlığı ve gıda sektörü açısından oldukça ilgi çekicidir. Ayrıca bu enerji 

içeceklerinin içerikleri de gün geçtikçe değiĢmektedir. Bu durum, gıda endüstrisinde çalıĢan 

bilim insanlarını ve analistleri, ticari enerji içeceklerinin içeriğini doğru bir Ģekilde tespit 

edebilmek için yeni analitik yöntemler geliĢtirmeye veya eski analitik yöntemleri 

güncellemeye zorlamaktadır. 

Bu doktora tezinde, deneysel tasarım ve optimizasyon prosedürleri kullanılarak iki 

farklı ticari enerji içeceğinde (ticari enerji içeceği (I) ve ticari enerji içeceği (II)), PDA 

sistemi tarafından tespit edilebilen bileĢenlerin eĢ zamanlı kantitatif analizleri için yeni 

UPLC yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. UPLC yöntemlerinin deneysel tasarım ve optimizasyon 

metodolojisi ile geliĢtirilmesinde, üç faktörlü üç seviyeli tam faktöriyel tasarım (FFD) 

kullanılmıĢtır. Ġlk ticari enerji içeceğinde (I) kafein (KAF) ve Potasyum sorbat (PS) analizi 

için yapılan ön deneylerde, kromatografik cevabı etkileyen önemli faktörler ve bunların 

etkileĢimleri olarak kolon sıcaklığı, akıĢ hızı ve mobil fazdaki tampon yüzdesi bulundu. Bir 

sonraki aĢamada, faktörlerin seviyeleri belirlenmiĢ ve ardından 3
3
 tam faktöriyel tasarım 

matrisinin kromatogramları, 284 nm dalga boyunda PDA tespiti ile kaydedilerek 

kromatografik cevap faktörü (KFC) değerleri elde edilmiĢtir. Tasarım matrisi ve KCF 

değiĢkenleri arasındaki iliĢkiden ikinci dereceden bir denklem hesaplandı ve ardından 

optimum kromatografik koĢulları elde etmek için çözüldü. Ticari enerji içeceği (I)'in UPLC 
analizi için, optimum kromatografik Ģartlar, kolon sıcaklığı 58,9 °C, mobil fazdaki tampon 

yüzdesi %59,3 ve akıĢ hızı 0,24 mL/dk olarak bulundu. Yukarıdaki koĢullar altında, 

numunelerdeki KAF ve PS'nin ayrılması, 0.4 mL trietilamin (TEA)/L varlığında metanol ve 

0.1 M H3PO4 tamponu, pH 2.15 (59.3:40.7, v/v) içeren bir mobil faz kullanılarak, Waters 

Acquity® BEH C18 kolonu (100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7 µm) üzerinden gerçekleĢtirildi. 

Ġlk ticari enerji içeceğinin analizinde olduğu gibi, ikinci ticari enerji içeceğindeki (II) 

dört bileĢiğin (niasin (B3), sodyum benzoat (SB), PS ve KAF) analizi için yeni bir UPLC 

yöntemi geliĢtirildi. Ġkinci ticari enerji içeceğindeki (II) dört bileĢiğin miktarının belirlenmesi 

için UPLC yönteminin geliĢtirilmesinde, aynı kromatografik faktörler (kolon sıcaklığı, mobil 

fazdaki tampon yüzdesi ve akıĢ hızı) üç seviyeli ve üç faktörlü tam faktöriyel tasarım 

kullanılarak optimize edildi. Ġkinci ticari enerji içeceğinin kantitatif analizinde, optimum 

kromatografik koĢullar kolon sıcaklığı için 52,7 °C, mobil fazdaki tampon içeriği yüzdesi 

için %24 ve akıĢ hızı için 0,25 mL/dak olarak belirlenmiĢtir. Enerji içeceği numunesi (II)'de 

B3, SB, PS ve KAF'nin kromatografik ayrımı, 0,5 mL TEA/L varlığında 0,08 M (NH4)2CO3, 

H2O ve metanol (24: 24,8: 51,2, v/v/v) içeren bir mobil faz sistemi kullanılarak Waters 

Acquity ® BEH C18 kolonu (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 µm) ile gerçekleĢtirildi. Yukarıdaki 

kromatografik koĢullar altında, tam faktöriyel tasarım numunelerinin kromatogramları, 230 

nm dalga boyunda PDA tespiti ile elde edildi. KCF değerleri, kaydedilen kromatogramlardan 

hesaplandı. Daha sonra, KCF ve tasarım matrisi değiĢkenleri arasındaki regresyon analizi 

kullanılarak ikinci dereceden denklem hesaplandı. Ġkinci dereceden denklem çözüldükten 

sonra optimum kromatografik koĢullar elde edildi. Yukarıda bahsedilen deneysel UPLC 

koĢullarında 2,0-26,0 µg/mL ve 4,0-28,0 µg/mL lineer konsantrasyon aralığında KAF ve PS 
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içeren kalibrasyon numunelerinin kromatogramları, sırasıyla maksimum dalga boyuna 

karĢılık gelen 272,4 ve 262,9 nm'de PDA tespiti ile kaydedildi. Konsantrasyon ve pik 

alanları arasındaki iliĢki kullanılarak, her bir bileĢik için yüksek bir korelasyon katsayısına 

sahip (her iki bileĢik için 1.0) bir lineer regresyon denklemi elde edildi. Kalibrasyon 

eğrisinin kesim noktasının standart sapmasından, gözlenebilme sınırı (LOD) ve tayin sınırı 

(LOQ) değerleri KAF için sırasıyla 0,18 µg/mL ve 0,59 µg/mL ve PS için 0,20 µg/mL ve 

0,65 µg/mL olarak hesaplandı. Daha sonra optimize edilmiĢ UPLC yöntemi, test numuneleri 

(bağımsız test numuneleri, günler arası ve gün içi numuneler ve standart ekleme numuneleri) 

analiz edilerek valide edilmiĢtir. Tatmin edici yüzde geri kazanım sonuçları elde edildi (KAF 

için %100,7 ve PS için %100,5). Validasyon çalıĢmalarından elde edilen sonuçlar, yeni 

geliĢtirilen yöntemin tekrarlanabilir, kesin, doğru, seçici ve uygulanabilir bir yöntem 

olduğunu ortaya koymuĢtur. Son olarak geliĢtirilen yöntem KAF ve PS'den oluĢan ticari 

enerji içeceği (I) numunesinin analizine uygulanmıĢtır. Elde edilen sonuçlar, ürün etiketinde 

belirtilen miktar ile uyumluydu. 

Ġkinci enerji içeceği örneğinde (II) B3, SB, PS ve KAF'nin yukarıda belirtilen 

kromatografik UPLC koĢulları altında eĢ zamanlı analizi için, B3, SB, PS ve KAF içeren 

kalibrasyon numunelerinin kromatogramları, 5.0-25.0 µg/mL, 4.0-20.0 µg/mL, 6.0-30.0 

µg/mL, and 5.0-25.0 µg/mL lineer konsantrasyon aralığında, maksimum dalga boyuna 

karĢılık gelen dalga boylarında sırasıyla 215.7, 223.9, 253.5, and 273.6 nm'de PDA tespiti ile 

kaydedildi. B3, SB, PS ve KAF'nin konsantrasyon ve pik alanları arasındaki iliĢki 

kullanılarak, her bir bileĢik için yüksek korelasyon katsayılı (B3 için 0.9994, SB için 0.9982, 

PS için 0.9996 ve KAF için 0.9996) lineer regresyon denklemleri üretildi. B3, SB, PS ve 

KAF'nin LOD ve LOQ değerleri, kalibrasyon eğrisinin standart sapması ve kesim noktası 

kullanılarak hesaplandı ve B3 için 1,00 µg/mL ve 3,34 µg/mL, SB için 1.37 µg/mL ve 4.55 

µg/mL, PS için 0.84 µg/mL ve 2.80 µg/mL ve KAF için 1.01 µg/mL ve 3.37 µg/mL olarak 

bulundu. B3, SB, PS ve KAF'nin eĢzamanlı analizi için yeni geliĢtirilen UPLC yönteminin 

validasyonu, test numuneleri (bağımsız test numuneleri, gün içi ve günler arası numuneler ve 

standart ekleme numuneleri) kullanılarak gerçekleĢtirildi. Yüzde geri kazanım sonuçları B3, 

SB, PS ve KAF için sırasıyla %101,2, %99,9, %99,2 ve %99,6 olarak elde edildi. Bu 

sonuçlar, bu yöntemin B3, SB, PS ve KAF'nin eĢ zamanlı analizi için seçici, doğru ve 

güvenilir bir yöntem olduğunu göstermiĢtir. Son olarak geliĢtirilen yöntem, ticari enerji 

içeceği (II) numunesindeki dört bileĢiğin eĢ zamanlı analizine uygulanmıĢ ve tatmin edici 

sonuçlar elde edilmiĢtir. Deneysel analiz sonuçları ile ticari enerji içeceğinin (II) beyan 

edilen etiketi arasında iyi bir uyum gözlendi.  

Bu doktora tezi, optimize edilmiĢ ve onaylanmıĢ UPLC yöntemlerinin, analiz edilen 

enerji içeceklerindeki söz konusu bileĢiklerin kalite kontrolü ve rutin analizi için alternatif 

yöntemler olarak kullanılabileceğini ortaya koydu. 

Anahtar Sözcükler: Deneysel Tasarım ve Optimizasyon, Kafein, Niasin, Potasyum Sorbat, 

Sodyum Benzoat, Tam Faktöriyel Tasarım, 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 (II)) 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 (I), 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
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 (I), 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 C18 column (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 µm) 

using a mobile phase containing MeOH and 0.1 M H3PO4 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 (I), 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 (II). 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 

(II) was performed by Waters Acquity ® BEH C18 column (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 µm) 

using a mobile phase system containing 0.08 M (NH4)2CO3, H2O, and  methanol (24: 24.8: 

51.2, v/v/v) 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 

µg/mL and 4.0-28.0 µg/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 µg/mL and 0.59 µg/mL for CAF and 0.20 µg/mL and 

0.65 µg/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 (I) 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 (II), 

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 µg/mL, 4.0-20.0 µg/mL, 6.0-30.0 µg/mL, and 5.0-25.0 µg/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 µg/mL 

and 3.34 µg/mL for B3, 1.37 µg/m L and 4.55 µg/mL for SB, 0.84 µg/mL and 2.80 µg/mL 

for PS,and 1.01 µg/mL and 3.37 µg/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 (II) sample and satisfactory results were 

obtained. A good agreement was observed between experimental analysis results and the 

claimed label of the commercial energy drink (II).  

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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