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OZET

GIDA KATKI MADDELERININ HPLC iLE ANALIZi VE
VALIDASYONU

Dilek YILDIRIM KUCUKKARACA

Analitik Kimya Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danigmani: Dog. Dr. Biirge ASCI

Bu tezde cesitli gidalara koruyucu olarak katilan potasyum sorbat ve sodyum benzoat
ile renklendirici olarak katilan kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
HPLC yontemi gelistirilmistir.

Oncelikle bu maddelerin kromatografik olarak ayrilmasi i¢in cesitli ¢oziicii sistemleri
denendi. Daha sonra deneysel tasarim kullanilarak analiz sartlar1 optimize edildi.
Deneysel Tasarim ile optimizasyonda faktor olarak; pH, akis hiz1 ve hareketli faz orani
kullanildi.Bu faktorlerin ve aralarindaki etkilesimlerin, HPLC kromatogramindaki
piklerin ayirma giicii iizerine etkileri incelendi. Incelemede 3 faktor icin Box-Behnken
Tasarimi kullanildi. Her faktor i¢in 3 seviye secildi. Bu seviyeler pH i¢in 6-6,5-7, akis
hiz1 i¢in 0,8-1-1,2 hareketli faz orani i¢in 80-85-90 olarak belirlendi. Faktorlerin diisiik
seviyeleri i¢cin —1 orta seviyeleri i¢in 0 ve yiiksek seviyeleri i¢in +1 isareti kullanildu.
Toplam 15 deney yapildi. Sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in regresyon analizi yapildi.
Ayirma giiciine en etkili faktoriin hareketli fazin ikinci dereceden etkisine ait oldugu,
akis hizinin, pH’1n ve pH-akis hiz1 etkilesiminin de etkili oldugu saptandi. Sonuglarin
giivenilirligini test etmek icin ANOVA yapildi. Elde edilen verilere gére ayirma giiciine
iliskin bir model olusturuldu. Olusturulan model kullanilarak ayirma giicii degerleri elde
edildi. Bu degerlerle deneysel olarak bulunan degerler arasindaki iliski incelendi.
Incelemede regresyon katsayist 0,9066 olarak bulundu.Ve modelin uygun olduguna
karar verildi. Gelistirilen model kullanildiginda, potasyum sorbat, sodyum benzoat,
kinolin saris1 ve sunset sarisinin HPLC ile bir arada analizi igin optimum kosullar; pH 6,
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akis hiz1 0,8 mL/dak ve hareketli faz bilesimi asetonitril-asetat tampon ¢ozeltisi (15/85)
olarak bulundu.

Maddelerin kromatogramlari, deneysel tasarim ile bulanan optimum kosullarda,
potasyum sorbat ve sodyum benzoat i¢in 230 nm, kinolin sarist ve sunset sarisi i¢in
460 nm’de spektrofotometrik dedektor kullanilarak kaydedildi.

Gelistirilen yontemin, dogrusallik, tekrarlanabilirlik, dogruluk, taninma ve tayin sinir
ve dayanmiklilik parametreleri incelenerek analitik yontem validasyonu yapildi.
Dogrusallik parametresi i¢in, potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset
sarisinin  konsantrasyonlar1 ile pik alanlar1 arasindaki iliski incelendi. Elde edilen
sonuglarin regresyon analizi yapildiginda regresyon katsayist (R?) siras1 ile 0,9979;
0,9980; 0,9979; 0,9993 olarak bulundu. Tekrarlanabilirlik parametresi icin, her
maddenin 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinin ayni giin i¢inde 3 kez ve 4
farkli giinde analizi yapildi. Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset
saris1 i¢in sirastyla ayni giin i¢inde yapilan analizlerde 0,862-1,236; 0,200-1,447; 1,379-
1,576; 0,287-1,275 farkl giinlerde yapilan analizlerde 1,026-1,244; 0,228-0,638; 1,158-
4,446; 0,854-1,933 % RSD degerleri elde edildi. Dogruluk igin, incelenen maddeleri
iceren Ornek ¢dzeltisi i¢ine potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin sarist ve sunset
sarisindan 3 farkli konsantrasyonda ilave edilerek analizi yapildi. Siras1 ile %97,600-
103,350; 104,280-104,730; 95,600-104,600; 98,600-100,260 % geri kazanim degerleri
elde edildi. Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin sarisi ve sunset sarisi i¢in sirasi
ile tamima smir1 0,082; 0,154; 0,044; 0,069 ug mL'l, tayin smir1 0,273; 0,513; 0,146;
0,230ug mL™? olarak hesaplandi. Cozeltilerin stabilitelerini incelemek igin su ve
hareketli faz igerisinde, oda sicakliginda ve 4C®de belli siirelerde bekletilerek analiz
edildi. Potasyum sorbat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin tiim sartlarda, sodyum
benzoatin 4C° de en az 1 ay boyunca bozulmadig1 goriildii.

Gelistirilen yontem kullanilarak limon sosu ve icecekleri analiz edildi. Bu iirlinlerin
55,69-267,79 pg mL™ potasyum sorbat, 105,47-159,34 ng mL™ sodyum benzoat,
2,39-15,02 g mL™ kinolin sarisi, 0,86-0,92 ng mL™ sunset sarisi icerdigi saptandi.
Ornek analizlerinde 0,746-2,629 araliginda % RSD degerleri elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin sarisi, sunset sarist,
HPLC, validasyon, deneysel tasarim.
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ABSTRACT

ANALYSIS AND VALIDATION OF FOOD ADDITIVES WITH
HPLC

Dilek YILDIRIM KUCUKKARACA

Department of Analytical Chemistry
MSc. Thesis

Advisor: Associate Professor Biirge ASCI

In this thesis, an HPLC method is developed for analysis of sodium benzoate, potassium
sorbate, which are added to preprocessed foods as preservatives, sunset yellow and
quinoline, which are added as dyestuffs.

First of all, several solvent systems were carried out to separate these substances
chromatographically. Then analytical conditions were optimized by using experimental
design. pH, flow rate and mobile phase ratio were selected as optimization factors in the
experimental design. Effects of these factors and the interactions between them on
resolution between peaks in HPLC chromatogram were analyzed. Box-Behnken design
was used for analysis of the 3 factors. 3 levels were selected for each factor. These
levels were determined as pH 6-6.5-7, flow rate 0.8-1-1.2 mobile phase ratio 80-85-90.
The values; -1, for low, 0, for middle, and +1, for high levels of the factors were used.
15 experiments were done in total. Regression analysis was used for evaluation of the
results. It was determined that the second effect of mobile phase ratio is the most
efficient factor; flow rate, pH and pH-flow rate interaction are also effective. ANOVA
was performed to test reliability of the results. According to the data obtained a model
was created with respect to the resolution. Resolution values were obtained by using the
model. The relationship between these values and the empirical values has been
examined. Regression coefficient was found 0.9066 at the end of the examination. And
it was decided that the model is appropriate. When the model was used, the optimum
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conditions for the simultaneous analysis of sodium benzoate, potassium sorbate, sunset
yellow and quinoline were found as pH 6, flow rate 0.8 mL min™ and mobile phase
combination 15/85 asetonitrile-acetate buffer.

Chromatograms of the substances were recorded by using spectrophotometric detector,
at the optimum conditions found in the experimental design, as potassium sorbate and
sodium benzoate 230 nm, quinoline and sunset yellow at 460 nm.

Analytical method validation was made by the examination of the stability parameters
as linearity, repeatability, accuracy, limit of quantification and detection. The
correlation between the peak areas and the concentrations of potassium sorbate, sodium
benzoate, quinoline and sunset yellow was examined for linearity parameter. The
correlation coefficients (R?) were found 0.9979; 0.9980; 0.9979; 0.9993 respectively by
regression analysis of the results. The solutions which were prepared at 3 different
concentrations of each substance were analyzed 3 times within the same day and 4
times on different days for the repeatability parameter. In the analysis, RSD% values
were obtained in the analysis performed for potassium sorbate, sodium benzoate,
quinoline and sunset yellow, respectively, on the same day 0.862-1.236; 0.200-1.447;
1.379-1.576; 0.287-1.275, on different days 1.026-1.244; 0.228-0.638; 1.158-1.446;
0.854-1.933. In order to calculate accuracy, analyses were performed by the addition of
3 different concentrations of potassium sorbate, sodium benzoate, sunset yellow and
quinoline into the examined samples which contain the substances. The recovery
percentage values were obtained respectively, 97.600-103.350; 104.280-104.730;
95.600-104.600; 98.600-100.260. The limit of detection values were calculated as
0.082; 0.154; 0.044; 0.069 pg mL™ and the limit of quantification values were
calculated as 0.273; 0.513; 0.146; 0.230 ug mL™ for sodium benzoate, quinoline and
sunset yellow respectively. In order to determine stabilities of the substances, they were
analyzed both in water and the mobile phase and both at 4°C and room temperature. It
was determined that potassium sorbate, quinoline and sunset yellow are stable at any
condition and sodium benzoate is stable at 4°C at least one month.

Some lemon juice and drink samples were analyzed by using the developed method. It
was determined that these samples contain 55.69-267.79 pug mL™ potassium sorbate,
105.47-159.34 pug mL™ sodium benzoate, 2.39-15.02 pg mL™ quinoline, 0.86-0.92 ug
mL™ sunset yellow. The RSD% values were obtained between 0.746-2.629 from the
sample analysis.

Keywords: Potassium sorbate, sodium benzoate, quinoline, sunset yellow, HPLC,
validation, experimental design.
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BOLUM 1

GIRIiS

1.1  Literatiir Ozeti

Islenmis gidalarin iiretiminde, teknolojik islemlere yardimci olma, mikrobiyolojik
bozulmay1 6nleme, dayaniklilig1 arttirma, besleyici degeri koruma, renk, goriiniis, lezzet
ve benzeri duyusal 6zellikleri diizeltme gibi degisik amaglarla cesitli kimyasal maddeler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte her kimyasalin alinan miktara bagli olarak zararl
etki gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle gida katki maddeleri olarak adlandirilan bu
kimyasal maddelerin gida iiriinleri igindeki miktarlarinin analizi insan saglig1 agisindan
¢ok onemlidir. Gida katki maddelerinin analizleri i¢in en ¢ok tercih edilen yontem
HPLC'dir. HPLC ile yapilan c¢alismalarda genellikle kullanim amaglarina gore
gruplandirilarak ayni1 gruptaki katki maddelerinin bir arada analizini yapilmistir.
Caligmalar 6zellikle koruyucular, yapay tatlandiricilar, renklendiriciler ve antioksidanlar
tizerinde yogunlasmistir. Farkli gruplardaki katki maddelerinin ayr1 ayr1 analiz edilmesi
zaman ve madde kaybina neden olmaktadir. Bununla birlikte farkli gruplarin bir arada
analiz edildigi bazi c¢alismalarda olmustur. Giinlimiizde gida katki maddelerinin
analizinde HPLC’ye alternatif olarak ¢ok degiskenli kalibrasyon yontemleri popiilerlik
kazanmistir. Cok degiskenli kalibrasyon yontemleri genellikle spektroskopik verilere
uygulanmaktadir. Bu yoOntemle cesitli gidalardaki tatlandirici, renklendirici, lezzet
arttirici, koruyucu, antioksidan, zenginlestirme katkilar1 ve asit diizenleyicilerin miktar
tayini yapilmistir. Cok degiskenli kalibrasyon yontemleri HPLC verilerine uygulanarak
da renklendirici analizi yapilmistir. Ayrica c¢esitli gidalardaki antioksidanlar,
tatlandiricilar, renklendirici ve lezzet arttiricilar kapiler elektroforez ile koruyucu,
emiilgator ve antioksidanlar gaz kromatografisi (GC) ile analiz edilmistir. Voltametre ve

tiirev spektroskopi yontemleri ile yapilmig ¢calismalarda bulunmaktadir.



Bu c¢alisma kapsaminda analizi yapilacak olan limon sosu ve igeceklerinde bulunan
katki maddelerinin tek basina ve/veya bir arada analizine yonelik yapilan literatiir
arastirmasinda en ¢ok HPLC yontemi kullanildigi goriilmiistiir. Sodyum benzoat,
sodyum benzoat ve potasyum sorbat, sunset sarisinin, Kinolin saris1 ve sunset sarisinin,
HPLC ile analizine yonelik yapilan pek ¢ok calisma bulunmaktadir. HPLC disinda diger
yontemler ile potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin sarisi, sunset sarisi, sunset
sar1s1 ve kinolin sarisi analizi i¢in yapilan calismalar da vardir. Yapilan literatiir
arastirmasinda bu maddelerin hepsinin bir arada analizine yonelik bir calismaya

rastlanmamuistir.

Bir deneysel ¢alismada o deneyin performansini etkileyecek parametrelerin belirlenmesi
ve kontrolii, dogru ve giivenilir sonuglarin eldesinde oldukc¢a Onemlidir. Deney
sonuglarini etkileyebilecek herhangi bir deneysel parametre faktor olarak isimlendirilir.
Faktorlerin en uygun degerleri ile yapilan bir ¢alisma ise cevap sinyalini biiyiilterek
maddelerin ¢ok kiiciik miktarlarinin analizine imkan vermektedir. Bu en uygun faktor
degerinin belirlendigi asamaya optimizasyon adi verilir. Son yillarda deneysel
tasarimlar, analitik kimyada optimum analiz kosullarinin saptanmasinda siklikla
kullanilmaktadir. Bu tasarimlar ile optimizasyonda deney sayisi, siire ve maliyet
azalmaktadir. Bu tasarimlarla faktorlerin bireysel etkilerinin digsinda birbirleri ile
etkilesimleri ve bu etkilesimlerin sonuca etkisi de incelenmektedir. Bu nedenle deneysel
tasarimlar kullanilarak yapilan g¢alismalarda klasik yontemlere gore daha giivenilir
sonuglar elde edilmektedir. Deneysel tasarima en ¢ok basvurulan yontemler atomik
spektroskopi, kromatografi ve elektroforezdir. Ayrica literatiir arastirmalarinda UV-VIS
spektroskopi, yakin IR, Floresans spektroskopi ve elektroanalitik ydntemlerle
analizlerde de deneysel tasarim uygulanmasina rastlanmistir. Deneysel tasarim,
gelistirilen analitik yontemlerin gegerliligini kontrol etmek amaci ile yapilan validasyon

caligmalarinda da tutarlilik parametresinin incelmesinde kullanilmaktadir.

Validasyon, ayni kalitede ve ayni sartlarda liretim yaparak, tiim {retilen iirlinlerin
kalitesinin ayni olmasini saglamak amaciyla yiiriitilen caligmalardir. Bu amagla
temizlik yontemleri, makine/ekipman, proses ve analitik yontem valide edilir.
Validasyon islemi tiim iiriinlerin kalite kontrollerine uygulanabilir. Ozellikle insan
saglig1 acisindan biiylik 6nem tasiyan ilag ve gida endiistrisinde genis uygulama alanina
sahiptir. Analitik Yontem validasyonu, yeni bir analiz yontemi tasarlandiginda bu
yontemin kabul edilebilirligini kanitlamak ve analitik prosediiriin kantitatif ve kalitatif
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olarak dogru sonuglar verdigini belirleyebilmek amaci ile yapilir. Yontem validasyonu
icin ¢esitli uluslar arasi ve ulusal kuruluglarca tanimlanmis parametreler bulunmaktadir.
Segicilik (spesifiklik), dayaniklilik, dogrusallik, dogruluk ve geri kazanabilirlik, kesinlik
(tekrarlanabilirlik), tutarlilik, tanima sinir1, tayin sinir1 ve giivenilirlik olarak belirlenen
bu parametreler incelenerek gelistirilen yontemin validasyonu yapilir. Yapilan literatiir
aragtirmasinda, gida katki maddelerinin HPLC ile analizinde, validasyon uygulamasina

yonelik pek ¢ok ¢alismaya rastlanmustir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezde ¢esitli gidalara koruyucu olarak katilan potasyum sorbat ve sodyum benzoat
ile renklendirici olarak katilan kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
HPLC yontemi gelistirilmesi, valide edilmesi ve bu maddeleri igeren gida iiriinlerinin

analiz edilmesi amac¢lanmaistir.

1.3 Hipotez

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin HPLC ile bir arada
analizi i¢in Kromatografik sartlarin belirlenmesinde, deneysel tasarim kullanilarak,
klasik yonteme gore daha az sayida deney yapilip, daha kisa slirede sonuca ulagilmasi
ve dolayisiyla maliyetin azalmas1 beklenmektedir. Ayrica hem bireysel etkileri hem de
faktorlerin birbirleri ile etkilesimleri ve bu etkilesimlerin sonuca etkisi inceleneceginden
daha giivenilir sonuglar elde edilmesi 6ngoriilmektedir. Bu tez kapsaminda gelistirilen
ve valide edilen yontem, gida laboratuvarlarinda bu katki maddelerini iceren gida
tirlinlerinin rutin analizlerinde kullanilabilecektir. Bu sayede bu tez ¢alismasi ile gida

sektoriine hizmet edilecegi diistiniilmektedir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Gida Katki Maddeleri [1]

2.1.1 Gida Katki Maddelerinin Tanim

Gida katki maddeleri, tek basina gida olarak tiiketilmeyen, bir gida {iriiniiniin ana
bileseni, hammaddesi veya yardimci maddesi olarak kullanilmayan, fakat o {iriiniin
islenmesi, ambalajlanmas1 ve/veya depolanmasi ile ilgili olarak ve iirliniin tat, koku,
goriiniis, yap1 ve diger niteliklerini korumak, diizeltmek veya istenmeyen degisikliklere
engel olmak amaglari ile gida iriinlerine katilimlarmma izin verilen ve kalinti veya

tiirevleri mamul maddede kalan kimyasal madde veya maddeler karigimidirlar.

2.1.2 Gida Katki Maddelerinin Siniflandirmasi

Gida katki maddeleri kullanim amagclarina gore; raf Omriinii uzatanlar, duyusal
ozellikleri modifiye edenler, beslenme degerini diizenleyiciler ve islem yardimci

maddeleri olmak tizere 4 temel sinifa ayrilirlar.

2.1.2.1 Raf Omriinii Uzatan Katki Maddeleri

2.1.2.1.1 Asitlik Diizenleyiciler

Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu (CAC) tarafindan asitlik diizenleyiciler, gidalarin
asitligini  veya bazligim1 degistiren veya kontrol eden maddeler olarak
tanimlamaktadirlar. Bu maddeler ayrica asit, baz, tampon, tamponlama ajan1 ve pH

ajani olarak da ifade edilmektedir. Sterilizasyon yardimcisi olarak kullanilmaktadirlar.
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Gidalarin  muhafazasindaki koruyucu maddelerdir ve aym zamanda iiriin
standardizasyonunu saglamaktadirlar. En énemli fonksiyonlarindan birisi de gidalarin
tathlik ve lezzet oOzelliklerini etkilemeleri olup, asit diizenleyicilerin kullanilmadigi
durumlarda sekerlemelerin, jelatinli tathilarin, gazli-gazsiz igeceklerin ve diger bir¢ok
tirtiniin lezzetinin yavan veya ¢ok tatli oldugu bilinmektedir. En ¢ok kullanilan asitlik
diizenleyiciler; asetik asit, hidroklorik asit, siilfiirik asit, siiksinik asit, adipik asit,
fumarik asit, laktik asit, malik asit, tartarik asit, sitrik asit, fosforik asit, sodyum

hidroksit, glukono delta-laktondur.

2.1.2.1.2 Antimikrobiyal Maddeler (Koruyucular)

Gidalarin endiistride kullanilan baslica koruma yontemleri 1sitma, dondurma, kurutma
ve 1ginlamadir. Ancak bunlarin uygulanamadigi veya yetersiz kaldigi bazi durumlarda
gidalara koruyucu madde katilimi s6z konusudur. Koruyucu maddeler giday:
mikroorganizmalarin sebep oldugu bozulmalara karsi koruyarak gidanin raf odmriini
uzatan kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir. Tuz (NaCl), benzoik asit, PHB
esterleri, sorbik asit, propiyonik asit, kiikiirt dioksit ve siilfitler, nitrat ve nitritler, etilen

oksit ve propilen oksit en ¢ok kullanilan antimikrobiyallerdir.

2.1.2.1.3 Antioksidanlar

CAC tanimina gore antioksidanlar gidada yagin acilagsmasi ve renk degisimleri gibi
oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan bozulmalar1 dnleyerek raf dmriinii uzatan
maddeler olarak ifade edilmektedir. Antioksidanlar oksidatif ve otooksidatif islemlerin
baslangicinda etki gostererek oksidasyonu ve buna bagli olarak olusan istenmeyen
reaksiyon iriinlerinin (kotlii koku ve lezzet) olusumunu engelleyebilmektedir.
Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak iizere ikiye ayrilir. Tokoferoller, askorbik asit ve
tuzlari, askorbil palmitat, askorbil stearat ve glikoz oksidaz dogal antioksidanlardir.
Eritorbik asit ve sodyum eritorbat, galatlar, biitillendirilmis hidroksianisol (BHA),
biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ) sentetik
antioksidanlardir.



2.1.2.2 Duyusal Ozellikleri Modifiye Eden Katki Maddeleri
2.1.2.2.1 Dokusal Yapiy1 Diizenleyiciler

2.1.2.2.1.1 Emiilgatorler ve Emiilsifiye Edici Tuzlar

CAC tanimina gore emiilgatorler gidada yag ve su gibi birbirleri ile karismayan iki veya
daha fazla fazin karismasini saglamak amaciyla ilave edilen maddeler olarak ifade
edilmekte ve plastiklestirici, disperse edici ajan, yiizey aktif ajan, surfaktan ve
nemlendirici ajan olmak iizere alt siniflara ayrilmaktadir. Kisaca emiilgator ve
emiilsifiye edici ajan terimleri ara yiizey hareketi ile emiilsiyon olusumunu saglayan
kimyasal maddeler i¢in kullanilmaktadir. Emiilgatorler dogal ve sentetik olmak tizere

ikiye ayrilirlar. Lesitin ve gliseridler bu amagcla kullanilirlar.

2.1.2.2.1.2 Kivam Vericiler

Gam olarak bilinen bu maddeler kivam arttirici ve/veya jellestirici bir etki vermek igin
suda dagilabilen veya ¢oziinebilen polimerik maddelerdir. Diizgiin, tekdiize bir yapiy1
veya dokuyu olusturmak, stabilize etmek ve emiilsifikayonu diizeltmek, kivam arttirmak
ve daha bir¢ok amaglar i¢in gida formiilasyonlarinda kullanimi giderek artan gamlarin
onemli fonksiyonlar1 suyu tutmak, nem buharlagsmasini azaltmak, donma derecesini
degistirmek, buz-kristal olusumunun modifikasyonu, reolojik oOzellikleri veya
viskoziteyi dlizenlemek olarak siralanabilir. CAC tarafindan yapilan siniflandirmada
gamlar adi altinda bir simif olusturulmamistir. Ancak fonksiyonlarina gore jellestirme
ajanlar1 (gidaya jel olusumu ile doku kazandiran maddeler) ve kalinlastiricilar (gidanin
viskozitesini arttiran maddeler) olmak iizere iki smif altinda toplanmistir.
Kalinlastiricilar sinifi altinda kalinlagtirma ajani, doku verici ve yapiyr diizeltici olmak
tizere li¢ alt smif olusturulmustur. Kivam vericiler yapilari, izolasyon metotlari,
fonksiyonlar1 ve yiikleri gibi bir¢ok a¢idan degisik siniflandirilabilirler. Elde edilislerine
gore dogal, yapay ve modifiye edilmis veya yari yapay gamlar olmak iizere lige

ayrilirlar.



2.1.2.2.1.3 Topaklanmay: Onleyiciler

Toz halindeki gida iiriinlerinde topaklanmay1 dnleme amaciyla kullanilan bu maddeler;
kendileri hidrofob karakterde olup hidrofil 6zellikteki, havadan bile su alan gidalara

(kakao, siit tozu, pudra sekeri vb.) katilirlar. Hepsi anorganik tuzlardir.

2.1.2.2.1.4 Yapiskanhg Onleyiciler

Sekerlemeler, ¢ikletler gibi dogal yapiskanligi olan gida maddelerinde kullanilirlar.

Cogu yag asitlerinin bazik metallerle yaptig1 tuzlardir.

2.1.2.2.2 Boyalar (Renklendiriciler)

CAC tanmmina gore renklendiriciler gidanin rengini diizelten veya renk vermek
amaciyla katilan maddelerdir. Renk stabilize edici ajanlar1 CAC tanimina gore gidanin
rengini stabilize eden, kaliciligini saglayan maddelerdir. Dogal ve yapay renklendiriciler

olmak {izere iki cesittir.

2.1.2.2.2.1 Dogal Renklendiriciler

Mikrobiyal, bitkisel, hayvansal ve mineral kaynaklardan elde edilen pigmentlerdir.
Renk araliklart sinirli olan bu renk maddeleri genel olarak zayif bir stabilite ile zayif bir
renklendirme giiciine sahiptirler, 1s1 ve pH’dan etkilenirler. Ancak son yillarda yapilan
arastirmalar sonucunda dogal renk maddelerinin saglik iizerine olumlu etkileri oldugu
belirtilmistir. Dogal renklendiricilerin ¢ogu suda ¢oziinmemektedir. Organik dogal
renklendiricilerden bazilar1 anatto, antosiyaninler, kantaksantin, karamel, karotenler,
kurkumindir. Titanyum dioksit, kalsiyum karbonat da inorganik dogal renklendiricilere

oOrnektir.

2.1.2.2.2.2 Yapay Renklendiriciler

Kimyasal yapilan itibariyle dogada bulunmayan ancak kimyasal sentez yoluyla
tiretilebilen renk maddeleridir. Hemen hepsinin sentezinde baslangic materyali olarak
komiir katrani kullanildigindan bu renklendiriciler komiir katrani renklendiricileri
olarak da adlandirilirlar. Cok saf kimyasal maddeler olan bu renklendiricilerin
renklendirme gii¢leri kuvvetlidir. Yapay renklendiricilerin gida isleme kosullarinda

stabiliteleri  yiikksek  olmakla birlikte, renklendiricinin  kullanildigi  ortama,



konsantrasyonuna, gida maddelerinin konsantrasyonuna, sicaklik, siire gibi cesitli
faktorlere bagl olarak degiskenlik gosterir. Yapay renklendiriciler ¢ok yliksek oranlarda
suda ¢oziinme Ozelligine sahiptirler. Coziiniirliiklerine gore suda ¢oziinenler ve yagda

¢oziinenler olmak tizere ikiye ayrilirlar.

2.1.2.2.3 Tat ve Koku Maddeleri

2.1.2.2.3.1 Lezzet ve Tat Verenler

Gidaya lezzet ve/ veya koku veren maddeleridir. Bu maddelerden en ¢ok kullanilanlar

vanilin, kumarin ve timoldur.

2.1.2.2.3.2 Lezzet Arttiricilar

CAC tanimmina gore lezzet arttiricilar gidada var olan tat ve/veya kokuyu arttiran
maddelerdir. Kendilerine 6zgii lezzetleri olmayan ancak katildiklar1 gidanin lezzetini
arttiran bu maddeler 5 karbon atomu iceren L-aminoasitler ve 6-hidroksipiirin i¢eren
5-niikleotidler olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadir. Gidalarda kullanilan lezzet
arttiricilar kimyasal yapilarina bagh olarak aminoasitler, niikleotidler ve maltol olmak

tizere lice ayrilirlar.

2.1.2.3 Beslenme Degerini Diizenleyici Katki Maddeleri

2.1.2.3.1 Tatlandiricilar

CAC tanimina gore tatlandiricilar gidaya tatli tadi veren, seker olmayan maddelerdir.
Genellikle bitkisel olan dogal kaynaklardan elde edilenler dogal tatlandirici, sentezleme
yolu ile elde edilen ve dogal maddelerle benzerligi bulunmayanlar yapay tatlandirici
olarak smiflandirilirlar. Aspartam, sakarin, sukraloz, alitam gibi tatlandiricilar c¢ok
diisiik miktarlarda kullanildiklarinda bile siddetli tatlilik olustururlar. Bu tatlandiricilara
yogun tatlandiricilar denir. Ayrica tatlandiricilik etkisinin yani sira su tutarak hacim
verme Ozelligi bulunan tatlandiricilar da vardir. Hacim verici tatlandiricilardan bazilari

polioller, mannitol, ksilitol, izomalt ve sorbitoldur.



2.1.2.3.2 Zenginlestirme Katkilari

Bebek mamalarimin yani sira, margarinler, siit ve sporcu icecekleri vb. iirlinlerine
vitaminler, kalsiyum, fosfor, demir, iyot gibi mineraller ve lisin, metiyonin, triptofan

gibi temel aminoasitler ilave edilmektedir.

2.1.2.3.2.1 Vitaminler

Birgok iiriine 6zellikle de meyve sularina, konserve sebzelere, un ve ekmeklere, siitlere,
margarinlere ve bebek mamalarina besin degerini arttirmak veya isleme sirasinda olusan
kayiplar1 diizeltmek icin vitamin eklenmektedir. Bir¢ok vitamin istenen etkileri

vermemektedir.

2.1.2.3.2.2 Aminoasitler

Insanlarin bir giin boyunca almasi gereken aminoasitler vardir. Bunlar izolosin, losin,
lisin, metionin, sistein, fenilalanin, tirozin, treonin, triptofan ve valindir. Baz1 gidalar
onemli aminoasitleri icermemektedir. Hububatlar ve diger bitki kaynakli gidalar lisin, et
ve siit Uriinleri metionin, bugday ve ¢avdar treonin, misir ve piring triptofan yoniinden
fakirdir. Bu nedenden dolayr aminoasit veya aminoasit karigimlart gesitli gidalara

eklenmektedirler.

2.1.2.3.2.3 Mineraller

Gidalar ¢esitli mineral ilavesi ile zenginlestirilmektedir. Ornegin gidalara demir,

kalsiyum, magnezyum, bakir ve ¢inko eklenmektedir.

2.1.2.4 Tslem Yardima Katki Maddeleri

2.1.2.4.1 Ttici Gazlar

Gidanin bulundugu kaptan disar1 ¢ikmasini saglayan hava disindaki gazlardir. Argon,
helyum, azot, azot oksit, biitan, izobiitan, diklorodiflormetan, propan, oksijen, hidrojen

itici gaz olarak kullanilirlar.



2.1.2.4.2 Tasiyicilar ve Tasiyic1 Coziiciiler

Gida katki maddelerini ¢dzmek, seyreltmek veya dagilimini saglamak gibi fiziksel
yollarla gidalart modifiye etmek i¢in kullanilan maddelerdir. Gidalarin teknolojik
fonksiyonlarin1 degistirmezler ve ayni zamanda kendileri de teknolojik bir fonksiyon

katmazlar.

2.1.2.4.3 Enzimler

Dogal kaynakli olduklar igin tercih edilirler ve toksik degildirler. Aktiviteleri kolaylikla
standardize edilebilir. Boylece istenmeyen reaksiyonlara neden olmazlar. Reaksiyonun
sekli, hizi, sicakligi, reaksiyon siiresi ve pH’1 kolaylikla ayarlanabilir. Gerektigi zaman
reaksiyon durdurabilir ve ¢ok az miktarlarda kullanimi bile istenilen etkiyi verir.
Amilaz, pektinaz, glukoz, katalaz, invertaz, proteaz, lipaz, glukoz izomeraz ve aroma

enzimleri gida endiistrisinde kullanilan enzimlerdir.

2.1.3 Gida Katki Maddelerinin Toksik Etkileri

Kivam verme, koruma, renklendirme, tat verme gibi bir¢ok nedenden dolay1 3000°den
fazla gida katki maddesi gidalara katilir. Katilan katki maddelerinin tiimii belirli bir
dozun iizerine ¢iktiginda toksik oOzellik tasir, kaldi ki genel olarak bir kimyasal
maddenin toksik olup olmamasi dozuna baghidir. Kullanilan gida katki maddelerinden
ozellikle 15 tanesinin (E310 Propil gallat, E320 BHA, E321 BHT, E924, Potasyum
bromat, E621 Monosodyum glutamat, E951 Aspartam, E950 Asestilfam-k, E250-E251
Sodyum nitrit, E220-E228 Siilfitler, E210-E219 Benzoatlar, Hidrojene edilmis bitkisel
yag, E102, E127 Eritrosin, E133 Brilliant mavisi FCF, E110 Sunset saris1 FCF, Oranj
saris1 S, Olestra) alerji, astim, beyin hasari, kanser gibi hastaliklara neden olabilecegi
bildirilmektedir. Bu sebeple katki maddeleri belirlenen dozlardan fazla

kullanilmamalidir.
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2.1.4 Gida Katki Maddelerinin Kullanim Sartlar:

Gida katki maddeleri toplumun her ferdinin dogustan 6liime kadar, bilgileri disinda
maruz kalabildikleri maddelerdir. Bu nedenle insan sagliginin korunmasi yoniinden en
sik1 denetim altinda tutulan kimyasal madde grubudur. Diinya Saglik Orgiitii'nden ulusal
saglik otoritelerine kadar ¢ok sayida kurulus, yogun aragtirmalar yaparak gida katkilar
ile 1ilgili giivenli kullanim ilkelerini belirlemistir. Toksikolojik degerlendirmede,
incelenen katkinin organizmaya alimindan atilimina kadar viicutta olan olaylarin
toplami incelenir. Emilimi (kana gegisi), dagilimi (kan yardimiyla organlara tasinmast),
biyotransformasyonu (viicutta diger kimyasallara doniisiimii) ve atilim1 igeren bir deger
elde edilir. Bu deger bu 4 asamanm Ingilizce karsiliklarinin (Absoption, Distrubition,
Metabolism, Excretion) bas harfleri alinarak ADME olarak tanimlanmistir. ADME
degerlerine gore, bazi gida katki maddeleri yasaklanmis veya kullanimi
siirlandirilmigtir. FDA’nin (Food and Drug Administration- Birlesik Devletler Gida ve
Ilag Dairesi) bugiine kadar kullanimina onay verdigi gida katki maddesi sayis1 yaklasik
2800'diir. Ancak bugiin bunlarin 6nemli bir boliimii daha uygun alternatifleri bulundugu
icin teknik sebeplerle kullanilmamaktadir. Avrupa Birligi'nde kullanimina onay verilen

gida katkis1 sayis1 297°dir.

Ulkemizde gida katki maddelerinin kullammu Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligi ile
diizenlenmigtir. Tiirk Gida Kodeksi yonetmeliginde 300 civarinda gida katki
maddesinin ¢esitli gidalarda degisen miktarlarda kullanilmasina izin verilmistir. Bu
yonetmelikte, uluslararasi kuruluslarin tespit ettigi degerlerden yola c¢ikilarak gida
katkilarinin kullanim limitleri belirlenmistir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nce
kullanilmasma izin verilen gida katki maddeleri ve kullanilabilecek maksimum

miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2. 1 Tiirk gida kodeksi yonetmeligince kullanilmasina izin verilen

gida katkit maddeleri
Katki Maddesi | Madde Adi E Kodu | Kullanildig: Yerler Maksimum
Turd Miktar
Alfatokoferol | E306 Soslar QS
ve tokoferol Mayonez
karigimlan Margarinler
Askorbik asit | E300 Ekmek QS
Recgel, jole marmelat
Stit ve siit tozu
Kati ve sivi yag
Sarap 250 mg/L
Yas makarna
Bira QS
Et karigimlari
Biitillendirilmis | E320 Kati-sivi Yag 100 mg/kg
hidroksi anisol Hazir kek karigimi 200 mg/kg
(BHA) Soslar 200 mg/kg
Sakiz 400 mg/kg
Antioksidanlar Aroma vericiler 100 mg/kg
ve sinerjistleri | Biitillendirilmis | E321 Kati-sivi Yag 100 mg/kg
hidroksi toluen Hazir kek karigimi 200 mg/kg
(BHT) Soslar 200 mg/kg
Sakiz 400 mg/kg
Aroma vericiler 100 mg/kg
Tersinir bitil E319 Kati-sivi Yag 100 mg/kg
hidrokinon Hazir kek karigimi 200 mg/kg
(TBHQ) Soslar 200 mg/kg
Sakiz 400 mg/kg
Aroma vericiler 100 mg/kg
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Cizelge 2. 1’in devami

Katka Madde E Kullanildig1| Maksimum Miktar
Maddesi Tiirii | Adi Kodu |Yerler
Sorbatlar | E200 Sa Ba PHB | SatBa | Sat+Ba
(Sa) E202 | Alkolsiiz +PHB
E203 | igecekler {300 | 150 250Sa+
150Ba
Alkolsiiz 200
Benzoatlar | E210 | bira
(Ba) E211 | Regel, jole 500 1000
E212 | Zeytinve [1000 | 500 1000
E213 | zeytin
bazli
driinler
S1vi 5000
Hidroksi E214 | yumurta
benzoatlar | E215 1500
(PHB) E218 | Sekerleme (max
E219 300
Koruyucular PHB)
Hardal 1000
Hazir 1500
salata
Salgam 200
suyu
Sodyum E250 | Et 100mg/kg
nitrit trtinleri
(sosis
Potasyum | E249 | salam
nitrit sucuk vs.)
Sterilize et | 150mg/kg
driinleri
Sodyum E251 | Etriinleri | 150 mg/kg
nitrat
Potasyum | E252 Sert, yar1 | 150 mg/kg
nitrat sert ve yarl
yumusak
peynir
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Cizelge 2. 1’in devami

Katki Maddesi | Madde Adi E Kullanildig Yerler Maksimum
Tiirii Kodu Miktar
Alkolsiiz igecek 350 mg/L
Tatlilar 350 mg/kg
Sekerlemeler 500 mg/kg
Asesiilfam-k E950 Sakiz 2000 mg/kg
Soslar 350 mg/kg
Hardal 350 mg/kg
Bira 25 mg/L
Alkolsiiz i¢ecek 600 mg/L
Tatlilar 1000 mg/kg
Sekerlemeler 1000 mg/kg
Aspartam E951 Sakiz 5500 mg/kg
Soslar 350 mg/kg
Hardal 350 mg/kg
Corbalar 110 mg/L
Bira 25 mg/L
Alkolsiiz igecekler 80 mg/L
Sakarin ve Tathilar 100 mg/Kkg
Sekerlemeler 500 mg/kg
SOdyum- E954 Sakiz 1200 mg/kg
potasyum- Soslar 160 mg/kg
Yapa . Hardal 320 mg/kg
pay kalsiyum tuzlar: Corbalar 110 ma/kg
tatlandiricilar Regel ve marmelat 200 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 300 mg/L
Tathilar 400 mg/kg
Sekerlemeler 1000 mg/kg
Sakiz 3000 mg/kg
SUKraIOZ E955 Sos|ar 450 mg/kg
Hardal 140 mg/kg
Corbalar 45 mg/L
Regel ve marmelat 400 mg/kg
Bira 10 mg/L
Taumatin E957 Sekerlemeler 50 mg/kg
Sakiz 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 30 mg/L
Tathilar 50 mg/kg
Sekerlemeler 100 mg/kg
Neohesperidin Sakiz 400 mg/kg
DC E959 Soslar 50 mg/kg
Hardal 50 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Bira 10 mg/kg
Recel ve marmelat 50 mg/kg
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Cizelge 2. 1’in devami

Katki Maddesi | Madde Ad1 E Kullanildi: Yerler Maksimum
Tiirii Kodu Miktar
Siklamik asit ve Alkolsiiz igecek 250 mg/L
Tatlilar 250 mg/kg
sodyum- E952  ["Sekerlemeler 500 mg/kg
kalsiyum tuzlari Sakiz 1500 mg/kg
Regel ve marmelat 1000 mg/kg
Alkolsiiz i¢ecekler 20 mg/L
Tatlilar 32 mg/kg
Sekerlemeler 32 mg/kg
Neotam E961 Sakiz 250 mg/kg
Yapay Soslar 12 mg/kg
tatlandiricilar ggigiar éZmrg%gg
Bira 1 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 350 mg/L(a)*
Tatlilar 350mg/kg(a)*
Sekerlemeler 500mg/kg(a)*
Aspartam- Eog2 | Sakiz 2000mg/kg(a)*
asesiilfam tuzu Soslar 350 mg/kg(b)*
Hardal 350 mg/kg(b)*
Corbalar 110 mg/kg(b)*
Regel ve marmelat 1000 mg/kg(b)*
Tatlilar
Mannitol Sekerlemeler s
E421 | Soslar
Hardal
Sakiz
Dogal Tathilar
Sekerlemeler
tatlandiricailar | Sorbitol E420 | Soslar QS
Hardal
Sakiz
Tatlilar QS
. Sekerlemeler
Izomalt E953  ["Soslar
Hardal
Sakiz
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Cizelge 2. 1’in devami

Katki Maddesi | Madde E Kullanildig: Yerler Maksimum
Tiirii Adi Kodu Miktar
Tatlilar
Sekerlemeler
Hardal
Sakiz
Tatlilar
Sekerlemeler
Laktitol | E966 [ Soslar QS
Dogal Hardal
tatlandiricilar Sakiz
Tatlilar
Sekerlemeler
Ksilitol | E967 | Soslar QS
Hardal
Sakiz
Tathilar
o Sekerlemeler S
Eritritol E968 | soslar Q
Hardal
Sakiz
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri| 500 mg/kg
B-Karoten E160 | Dondurma 150 mg/kg
karamel Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tathilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
I Siisleme ve kaplama maddeleri| 500 mg/kg
Renklendiriciler — E107 Dondurma 150 mg/kg
Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tathilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Sunset Siisleme ve kaplama maddeleri| 500 mg/kg
E110 | Dondurma 150 mg/kg
sarist Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tathilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
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Cizelge 2. 1’in devami

Katki Maddesi | Madde E Kullanildig Yerler Maksimum
Tiirii Adi Kodu Miktar
Alkolsiiz icecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri | 500 mg/kg
Dondurma 150 mg/kg
Tartrazin | E102 | Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tathilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri | 500 mg/kg
Ponso 4r E124 | Dondurma 150 mg/kg
Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tatlilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Renklendiriciler Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri | 500 mg/kg
Kurkumin | E100 | Dondurma 150 mg/kg
Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tathilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Kinolin Stisleme ve kaplama maddeleri | 500 mg/kg
E104 | Dondurma 150 mg/kg
sarisi Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tathilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri | 500 mg/kg
Kosineal | E120 | Dondurma 150 mg/kg
Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tatlilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
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Cizelge 2. 1’in devami

Katki Maddesi | Madde E Kullanildig Yerler Maksimum
Tiirii Ad1 Kodu Miktar
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri| 500 mg/kg
Dondurma 150 mg/kg
Karmosin | E122 | Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tatlilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Allura Siisleme ve kaplama maddeleri| 500 mg/kg
E129 | Dondurma 150 mg/kg
kirmizisi Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tatlilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/Kkg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Renklendiriciler Patent Siisleme ve kaplama maddeleri| 500 mg/kg
E131 | Dondurma 150 mg/kg
mavisi Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tatlilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Siisleme ve kaplama maddeleri | 500 mg/kg
indigotin E132 | Dondurma 150 mg/kg
Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tatlilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
Alkolsiiz igecekler 100 mg/L
Meyve sebze sekerlemeleri 200 mg/kg
Brilliant Siisleme ve kaplama maddeleri| 500 mg/kg
E133 | Dondurma 150 mg/kg
mavisi Hardal 300 mg/kg
Soslar 500 mg/kg
Tathilar 150 mg/kg
Corbalar 50 mg/kg
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Cizelge 2. 1’in devami

Katki Maddesi | Madde Adi E Kullanildig1 Yerler | Maksimum
Tiirii Kodu Miktar
Emilsufye edici | sodyum fosfat E339 | Muhtelif gida QS
tuzlar Sodyum pirofosfat E450 | Muhtelif gida QS
Margarin
Lesitin E322 | Cikolata
Emiilgatorler Mayonez QS
Stit tozu
Sorbitan mono stearat | E491 | Muhtelif gida QS
Asetik asit E260 | Domates salgasi QS
Asit Laktik asit E270 | Bebek gidalar QS
Tartarik asit E334 | Meyve konserveleri QS
diizenleyiciler | Sodyum sitrat E331 | Margarinler QS
Alliminyum silikat E559 | Siit tozu QS
Topaklanmay1 | Magnezyum karbonat Rafine sofra tuzu QS
onleyiciler Silikon dioksit E551 | Hazir kek unlari QS

*(a) Asesiilfam K cinsinden, (b) ise Aspartam cinsinden limit degerleridir.

2.1.5 Gida Katki Maddelerinin Analiz Yontemleri

Gida katk1 maddelerinin analizleri igin en ¢ok tercih edilen yontem HPLC’dir. HPLC ile
son yillarda yapilmis bazi ¢aligmalar, koruyucular i¢in Cizelge 2.2°de , antioksidanlar
icin Cizelge 2.3°de, renklendiriciler i¢in Cizelge 2.4°de, tatlandiricilar ig¢in Cizelge

2.5’de verilmistir.

Gilinimiizde gida katki maddelerinin analizinde HPLC’ye alternatif olarak c¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemleri popiilerlik kazanmistir. Cok degiskenli kalibrasyon
yontemleri genellikle spektroskopik verilere uygulamaktadir. Bu yontemle c¢esitli
gidalardaki tatlandirici, renk wverici, lezzet arttirici, koruyucu, antioksidan,
zenginlestirme katkilar1 ve asit diizenleyicilerin miktar tayini yapilmistir [2-7]. Cok
degiskenli kalibrasyon yontemleri HPLC verilerine uygulanarak da renk vericilerin

analizi yapilmistir [8].

Ayrica gesitli gidalardaki antioksidanlar, tatlandiricilar, renk ve lezzet vericiler kapiler
elektroforez ile [9-11], koruyucu,emiilgatoér ve antioksidanlar gaz kromatografisi (GC)
ile analiz edilmistir [12]. Voltametre [13, 14] ve tiirev spektroskopi [15] yontemleri ile

yapilmis ¢aligmalarda bulunmaktadir.
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Cizelge 2. 2 Koruyucularin HPLC ile analizi ilgili caligmalar

Koruyucu Hareketli Faz Dedektor Kaynak
Benzoik asit, sorbik asit Fosfat tamponu (pH 6,7),metanol | UV [16]
Benzoik asit, sorbik asit Fosfat tamponu (pH 4), metanol | UV [17]
Sodyum benzoat, potasyum Amonyum asetat tamponu UV [18]
sorbat (pH 4,2), asetonitril
Benzoik asit, sorbik asit Asetonitril, amonyum asetat uv [19]
tamponu (pH 4)

Benzoik asit, sorbik asit Fosfat 0,02mol (pH 4) UV [20]
Sodyum benzoat Asetik Asit (pH 3,45) uv [21]
Sodyum benzoat, sorbik asit 0,1 M Fosfat (pH 4,0) uv [17]
Benzoik asit, sorbik asit % 15Amonyum asetat(0,005M) uv [19]
Benzoik asit, sorbik asit, Metanol, asetat tamponu UV [22]
metilparaben, propilparaben (pH 4)
Benzil alkol, etilen glikol,
monofenileter, metil hidroksi .
benzoat, etil hidroksi benzoat, Su,asetonitril DAD [23]
biitil hidroksi benzoat
Metilparaben, etilparaben, /Asetonitril, fosfat tamponu,

) s DAD [24]
propilparaben, biitilparaben metanol
Benzoik asit, sorbik asit, Asetonitril, su, amonyum asetat, | TOF- [25]
dehidroasetik asit, parabenler  [formik asit MS

Cizelge 2. 3 Antioksidanlarin HPLC ile analizi ilgili caligmalar

Antioksidan Hareketli Faz Dedektor Kaynak
Askorbik asit Fosfat (pH7,8), %16 metanol | Floresans | [26]
Askorbik asit Asetonitril, sodyum asetat uv [27]
BHA, TBHQ, THBP, IONOX- Asetonitril, su TOF-MS | [28]

100, PG, OG
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Cizelge 2. 4 Renklendiricilerin HPLC ile analizi ilgili calismalar

Boya Hareketli Faz Dedektor Kaynak

Tartrazin, kinolin saris1, oranj  [Fosfat tamponu (pH 4,2) uv [29]

saris1, azorubin, ponso

Tartrazin, kinolin sarisi, sunset  |Amonyum asetat tamponu uv [30]

saris1, karmosin, amarant, ponso |(pH 5), asetonitril, metanol DAD

4r, eritrosin, allura kirmizisi,

patent mavisi, indigo karmin,

brilliant mavisi

Tartrazin, brilliant mavisi, sunset [Metanol-EDTA, sodyum uv [31]

saris1 asetat, fosfat tamponu (pH 7) | DAD

40 ¢esit boya Amonyum asetat (pH 6,7) DAD [32]

Tartrazin, ponso 4r, sunset saris1 [Metanol, 0,02 M amonyum uv [33]
asetat tamponu DAD

Ponso 4r, sunset sarisi, tartrazin  |[Metanol, fosfat tamponu uv [17]
(pH 4)

Tartrazin, amarant, ponso, sunset [Metanol, asetat tamponu uv [34]

sarisi (pH 6,5)

Amarant, sunset sarisi, tartrazin [Metanol,asetat tamponu DAD [8]

Ponso 4r, ponso 6r, amarant, Amonyum asetat (pH6,7),

tartrazin, sunset sarisi, azorubin, metanol, asetonitril DAD [32]

allura kirmizist, brilliant mavisi

Cizelge 2. 5 Tatlandiricilarin HPLC ile analizi ilgili ¢aligsmalar

Tatlandiricilar Hareketli Faz Dedektor Kaynak

Sakarin, asestilfam-k Fosfat tamponu (pH 6,7), uv [16]
metanol,

Aspartam, asesiilfam-k, sakarin [Fosfat tamponu (pH 4), uv [17]
metanol

Aspartam, asesiilfam-k, sakarin |Asetonitril, amonyum asetat | UV [19]
tamponu (pH 4)

Aspartam, asesiilfam-k, sakarin, [Na;COs uv [35]

siklohekzanon

Asesiilfam-k, aspartam, sakarin, [Metanol-fosfat tamponu(pH 4)| UV [17]

Asesiilfam-k,aspartam, sakarin  |Asetonitril, su, metanol, DAD [24]
fosfat tamponu

Asesiilfam-k, aspartam, sakarin JAmonyum asetat (pH 4) uv [19]

Asesiilfam-k, sakarin, alitame,  [Metanol, aseton ELSD [36]

siklohekzanon, aspartam,

sukraloz, dulkin, neohesparidin

Asesiilfam-k, sakarin, alitame,  [Metanol, aseton ESI-MS [37]

siklohekzanon, aspartam,

sukraloz, neohesparidin, steviol

Asesiilfam-k, sakarin, aspartam, KOH Kondiiktivite | [38]

siklohekzanon
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2.1.6 Limon Sosu ve Iceceklerindeki Gida Katki Maddeleri

2.1.6.1 Molekiil Yapilar1 ve Ozellikleri

Bu ¢alisma kapsaminda analizi yapilacak olan limon sosu ve i¢eceklerinde bulunan gida

katki maddeleri ve 6zellikleri agagida verilmistir.

Potasyum Sorbat

O

//§§//\\/ﬂ\O—K+

Sekil 2. 1 Potasyum sorbat molekiilii

Molekil Formilii: CeH7KO>

Potasyum sorbat, polimer yapida beyaz veya sar1 beyaz renkte, toz veya graniiller halde,
kendine has hafif bir kokusu olan, tadildiginda eksilik hissi uyandiran doymamis bir yag
asididir. Organik asitler i¢inde gida kodeksine uygun olan tek koruyucu potasyum
sorbattir. Potasyum sorbatin insan sagligina olumsuz etkisi yoktur. Suda ve etanolde iyi
¢oziinen potasyum sorbat E202 gida katki maddesi olarak bilinir. Potasyum sorbat suda
¢oziindiigiinde iyonlasarak sorbik asit haline doniigiir. pH=6,5'a kadar etkilidir, ancak
pH degeri diistiikce potasyum sorbatin etkisi artar. 250 ppm — 1000 ppm seviyelerinde
genis bir aralikta; ketcap, mayonez, hazir soslar, ekmek, margarin, icecek, fermente
riinler, zeytin, salga, balik, islenmis et triinler, sekerlemeler, meyve iirlinleri gibi
gidanin yer aldig1r birgok sektérde kiif maya ve bazi bakteri tiirlerinin gelisimini
onlemek amaciyla kullanilir. Potasyum sorbat gida dis1 olarak kisisel bakim iiriinlerinde

de mikrobiyal gelisimi 6nleme ve raf omriinii arttirmada kullanilmaktadir.
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Sodyum Benzoat

O ONa*

Sekil 2. 2 Sodyum benzoat molekiili

Molekil formiilii: C;HsNaO,

Sodyum benzoat beyaz renkte ve katidir. Gida katkilar1 listesinde E211 olarak
kodlanmistir. Sodyum benzoat bir kimyasal tuzdur. Benzoik asidin sodyum bikarbonat,
sodyum karbonat veya sodyum hidroksit ile noétralizasyonu sonucunda elde edilir.
Ozellikle alkolsiiz iceceklerde maya ve kiif olusumuna karsi koruyucu olarak
kullanilmaktadir.  Sodyum  benzoat dogada saf halde bulunmaz. Fakat
tirevlendigi benzoik asit birgok hayvan ve bitkide dogal olarak bulunur. Elma, tar¢in,
kuru erik, sarimsak ve ham karanfil gibi gidalar benzoik asit iceren gidalara 6rnek
olarak verilebilir. Gida sektoriinde gazli icecekler ve benzeri mesrubatlarda, tursularda,
ketcap ve benzeri soslarda, marmelat ve recellerde, margarin, zeytin iiretiminde,
islenmis balik triinlerinde ve sekerlemelerde % 0,1-0,2 araliginda yaygin olarak
kullanilir. Ulkemizde ise en ¢ok % 0,1 oraninda kullanilabilmekte ve daha fazlasina izin

verilmemektedir. Benzoatlar 6zellikle ¢ocuklarda astim ve egzamaya neden olmaktadir.
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Kinolin Sarisi
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(SOgNal,
Sekil 2. 3 Kinolin saris1 molekiilii
Molekiil Formiilii: C18HgNNa,OgS,
Kinolin sarisi; sar1 renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Suda ¢oziiniir

nitelikte bulunan bu madde, etanolde ¢ok az ¢oziinmektedir. Ruj, sa¢ bakim iiriinleri,

kolonya iiretimi ve eczacilikta kullanilir. Deri rahatsizligina neden olur.

Sunset Sarisi

HDHH___,F-&

T e N

Sekil 2. 4 Sunset saris1 molekiilii
Molekiil Formiilii: C16H1gN2Na,O7S,

Sunset Saris1; turuncu-kirmizi renkte toz veya graniiller halinde bulunmaktadir. Sar1
renklendirici olarak unlu gidalar, pasta, tatli, cerez, dondurma, icecek ve konserve balik,
hazir ¢orba ve bazi surup cinsi ilaglarin liretiminde kullanilir. Astim hastaligini arttirir.
Benzoatlarla birlikte kullanildiginda ¢ocuklarda hiperaktiviteye yol agabilir. Ayrica
kurdesen, rinit (burun akmasi), burun tikanikligi, alerji, bobrek timorii, kromozom

hasari, karin agrisi, bulant1 ve kusma, hazimsizlik ve istahsizliga neden olur.
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2.1.6.1 Analiz Yontemleri

Bu ¢alisma kapsaminda analizi yapilacak olan limon sosu ve igeceklerinde bulunan
katki maddelerinin tek basina ve/veya bir arada analizine yonelik yapilan literatiir
arastirmasinda en ¢ok HPLC yontemi kullanildig1 goriilmiistiir. Cizelge 2.6’da sodyum
benzoat analizi i¢in, Cizelge 2.7°de sodyum benzoat ve potasyum sorbat bir arada
analizi i¢in, Cizelge 2.8’de kinolin sarisi ve sunset sarist bir arada analizi igin,

Cizelge 2.9’da sunset saris1 analizi igin HPLC ile yapilan ¢alismalar verilmistir.

HPLC disinda diger yontemler ile yapilan g¢alismalar da potasyum sorbat igin
Cizelge 2.10’da, sodyum benzoat icin Cizelge 2.11°de, kinolin sarisi igin
Cizelge 2.12°de, sunset sarist i¢in Cizelge 2.13’de, sunset saris1 ve kinolin sarisi igin

Cizelge 2.14°de verilmistir.

Yapilan literatiir arastirmasinda bu maddelerin hepsinin bir arada analizine yonelik bir

calismaya rastlanmamustir.

Cizelge 2. 6 Sodyum benzoatin HPLC ile analizi

Ornek Diger Madde |Kolon Hareketli Faz | Dedektor | Kaynak
Kozmetik, igecek, su | Metilparaben, |C18 | Asetat tamponu, | UV [39]
ornekleri etilparaben, asetonitril
propilparaben
Agri Kesici Metilparaben, |C18 |Asetat tamponu, | DAD [40]
slispansiyon etilparaben, asetonitril
propilparaben
Oksiiriik ilact - C18 |Asetonitril-su  |UV [41]
Farmasotik tirinler | - C18 |Potasyum fosfat, | UV [42]
asetonitril
Farmasotik tirtinler | Metilparaben, |C18 |Potasyum fosfat, | DAD [43]
propilparaben asetonitril
Ilag &rnegi Metilparaben, |C18 |Potasyum fosfat, | DAD [44]
propilparaben asetonitril
Soguk alginlig Psodofedrin C18 |Metanol, DAD [45]
ilaglar dekstrometorfan dihidrojen fosfat
tamponu
Multivitamin surup | Metilparaben C18 | Asetonitril, DAD [46]
sodyum siilfat
tamponu
Surup Parasetamol, C18 |Biitanol, su DAD [47]
kafein
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Cizelge 2. 6’nin devami

Ornek Diger Madde Kolon | Hareketli Faz | Dedektor | Kaynak
Surup Metilparaben, C18 | Asetonitril, uv [48]
propilparaben potasyum
dihidrojen fosfat
Soguk alginlig Psodofedrin C18 | Metanol, su uv [49]
ilaglar1 hidroklorit,
dekstrometorfan
hidrobromid
Alkolsiiz igecek C18 |Metanol, su DAD [21]
Oksiiriik surubu Metilparaben, C18 | Asetonitril, DAD [50]
propilparaben metanol
flag Metilparaben, C18 |Asetonitril, uv [51]
propilparaben potasyum fosfat
Surup Dekstrometorfan, |C18 | Asetonitril, uv [52]
hidrobromid potasyum
dihidrojen fosfat
Gida Sodyum sakarin, |C18 |Asetonitril, uv [19]
vanilin amonyum asetat
tamponu
Farmasotik tirtinler | Metilparaben, C18 | Metanol, su uv [53]
propilparaben
Ayva regeli C18 |Metanol DAD [54]
Insan plazmasi Dekstrometorfan [C18 | Asetonitril, su | Floresans | [55]
Igme suyu Hidroksi benzoik |C18 |Asetonitril, uv [56]
asit tampon
Soguk alginlig Dekstrometorfan, | C18 | Asetonitril, DAD [57]
ilaci fenilpropanol metanol
Icecek Kafein C18 | Metanol, tampon | UV [58]
Asetaminofen Metilparaben, C18 | Asetonitril, uv [59]
kodein fosfat asetaminofen tampon
slispansiyonu
Ilag Guaifenesin, C18 | Asetonitril, uv [60]
fenilpropanol, potasyum fosfat
amin hidroklorit
Kola Sodyum sakarin, |C18 |Metanol, su uv [61]
kafein
Portakal suyu - C18 |Asetonitril, su |DAD [62]
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Cizelge 2. 7 Sodyum benzoat ve potasyum sorbatin HPLC ile analizi
Diger
Ornek Madde | Kolon |Hareketli Faz Dedektor | Kaynak
Sodyum Metanol, amonyum
Sosis, sucuk sakarin C18 |asetat tampon DAD [63]
Alkolsiiz igecekler | - C18 | Su, asetonitril DAD [64]
Asetonitril,amonyum
Yiyecek triinleri - C18 |asetat tampon uv [18]
Gida maddeleri - C18 | Metanol, asetat tampon |UV [65]
Asetonitril, amonyum
Gida maddeleri - C18 |asetat tampon DAD [66]
Cizelge 2. 8 Kinolin sarisi-sunset sarisinin HPLC ile analizi
Ornek Diger Kolon | Hareketli Faz Dedektor | Kaynak
Madde
Icecek, sekerleme Tartrazin | C18 Asetonitril, metanol, su| DAD [32]
Suda ¢Oziiniir gidalar | Tartrazin | C18 Asetonitril, metanol, su| DAD [30]
Alkolsiiz igecek Tartrazin | C18 Metanol, asetat tampon | UV [29]
Alkolsiiz igecek Tartrazin | C18 Metanol, asetat tampon| DAD [67]
Cizelge 2. 9 Sunset sarisinin HPLC ile analizi
Ornek Diger Kolon | Hareketli Faz Dedektor Kaynak
Madde
Gida 6rnegi Amarant | C18 Metanol, amonyum uv [68]
asetat tampon
Havyar - C18 Metanol, sodyum DAD [69]
asetat tampon
Dondurma Ponso 4r | C18 Sodyum fosfat, DAD [70]
sodyum borat
Gida maddeleri Brilliant | C18 | Amonyum asetat UVv- [71]
mavisi, tampon, metanol DAD
tartrazin
Gida maddeleri Ponso 4r | C18 Amonyum asetat DAD [33]
tartrazin tampon, metanol
Gida tirtinleri Amarant, | C18 Metanol, sodyum uv [72]
brillant fosfat tamponu
mavisi,
tartrazin
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Cizelge 2. 10 Potasyum sorbatin diger yontemlerle analizi

Ornek Diger Madde Analiz Yontemi Kaynak
Domuz eti - Infrared spektrofotometri [73]
Gida iiriinleri Sodyum laktad | Kapiler elektroforez [10]
Gida tirlinleri - Kapiler elektroforez [74]
Meyve suyu - Kapiler elektroforez [75]
Cizelge 2. 11 Sodyum benzoatin diger yontemlerle analizi
Ornek Diger Madde Analiz Yontemi Kaynak
Alkolsiiz igecek - Spektrofotometri [76]
D-Amino asit - Kapiler elektroforez [77]
Farmasotik tirlinler | - Gaz kromatografisi [78]
Gida tirlinleri - Atomik emisyon spektrofotometri| [79]
Ananas sarabi - Spektrofotometri [80]
Oksiiriik surubu Pirilamin maleat | Sivi kromatografisi [81]
Surup - Ince tabaka kromatografisi [82]
Ilag Kafein Spektrofotometri [83]
Surup Dekstrometorfan | Spektrofotometri [84]
Meyankokii tabletleri | Morfin Kapiler elektroforez [85]
Icecek - Potansiyometri [86]
Icecek - Potansiyometri [87]
Surup - Potansiyometri [88]
Ilag - Tiirev spektrofotometrisi [89]
Icecek - Ince tabaka kromatografisi [90]
Cizelge 2. 12 Kinolin sarisinin diger yontemlerle analizi
Ornek Diger Madde Analiz Yontemi Kaynak
Joleli tathilar Azorubine Densitometri [91]
Gida tirtinleri - Voltametri [92]
Gida tiriinleri Brillant mavisi, | Voltametri [93]
eritrosin
Gida tiriinleri - Spektrofotometri [94]
Serinletici i¢ecekler | - Voltametri [95]
Gida tirtinleri - Spektrofotometri [96]
Kozmetik iiriinleri Brillant mavisi | Spektrofotometri [97]
Alkolsiiz igecek - Spektrofotometri [98]
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Cizelge 2. 13 Sunset sarisinin diger yontemlerle analizi

Ornek Diger Madde Analiz Yontemi Kaynak
Gida tiriinleri - Voltametri [99]
Farmasotik {irtinler - Densitometri [100]
Gazli igecekler - IR spektrofotometrisi [101]
Alkolsiiz igecekler - Spektrofotometri [102]
Gida tirtinleri - UV spektrofotometri [103]
Meyve suyu sarap, siit | - Spektrofotometri [104]
Meyve suyu, seker - Kapiler elektroforez [105]
Gida tiriinleri - Kapiler elektroforez [106]
Kiraz kompostosu Eritrosin Kapiler elektroforez [107]
Gida tirlinleri - Kemometri [108]
Gida tiriinleri - Elektrokinetik kromatografi| [109]
Toz i¢ecek Riboflavine Spektrofotometri [110]
Dondurma - Kapiler elektroforez [70]
Somon Ponso 4r Spektrofotometri [111]
Gida tirlinleri - Spektrofotometri [112]
Ilag Eritrosin Tiirev spektrofotometrisi | [113]
Gida tirlinleri - Kapiler elektroforez [114]
Jelatin tozu Ponso 4r Tiirev spektrofotometrisi [115]
Ilag - Kromatografi [116]
Serinletici igecekler - Voltametri [117]
Gida tirlinleri - Kemometri [118]
Gida tirlinleri Amarant Voltametri [119]
Alkolsiiz igecek - Spektrofotometri [120]
Gida-kozmetik irlinleri| - Spektrofotometri [121]
Sekerleme iiriinleri - Elektrokinetik kromatografi| [122]
Mantar - Polarografi [123]
Gida ornekleri Allura kirmizist, Kemometri [124]
karamel, tartrazin
Jelatin, toz igecek Tartrazin Voltametri [125]
Gida ornekleri Ponso 4r, tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [126]
Toz icecek Tartrazin Spektrofotometri [127]
Sekerleme iirtinleri
Atik su, gida 6rnekleri | Tartrazin S1vi-siv1 ekstraksiyonu [128]
Gida tiriinleri Tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [129]
Gida tiriinleri Tartrazin UV spektrofotometrisi [4]
Gida tirtinleri Brillant mavisi, Tiirev spektrofotometrisi [130]
Tartrazin
Icecek iiriinleri Allura kirmizist, Kemometri [131]
karamel tartrazin
Alkolsiiz igecek Allura kirmizist, Kromatografi [132]
tiriinleri tartrazin
Icecek drnekleri Tartrazin UV spektrofotometrisi [133]
Gida ornekleri Tartrazin Ince tabaka kromatografisi | [134]
Gida ornekleri Allura kirmizist, Voltametri [135]
tartrazin
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Cizelge 2. 13’iin devami

Gida ornekleri Allura kirmizisi, Spektrofotometri [136]
tartrazin

Gida ornekleri Tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [137]

Alkolsiiz toz igecekler [Tartrazin UV spektrofotometrisi [138]

Multivitamin tabletleri [Tartrazin Spektrofotometri [139]

Meyve suyu Allura kirmizisi, Kemometri [140]
tartrazin

Toz i¢ecekler Tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [141]

Gida tirtinleri Brillant mavisi, Kapiler elektroforez [142]
allura kirmizisi,tartrazis

Alkolsiiz toz igecek  |Allura kirmizisi, Tiirev spektrofotometrisi [143]
tartrazin

Jelatin tozu Tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [115]

Gida tiirtinleri Tartrazin Spektrofotometri [144]

Gida tirlinleri Tartrazin Spektrofotometri [145]

Kiraz, bogiirtlen, Allura kirmizisi, Spektrofotometri [146]

ananas tartrazin

Gida tirtinleri Tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [147]

Alkolsiiz igecekler Tartrazin Voltametri [148]

Alkolsiiz igecek Tartrazin Voltametri [149]

Alkolsiiz igecek Tartrazin Voltametri [150]

Gida tirtinleri Tartrazin Diferansiyel titresim [5]

polarografisi

Gida tirlinleri Tartrazin UV spektrofotometrisi [151]

Sekerleme iiriinleri Tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [152]

Gida iirlinleri Tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [153]

Gida tiriinleri Brillant mavisi, Spektrofotometri [154]
tartrazin

Kozmetik {irtinleri Tartrazin Tiirev spektrofotometrisi [155]

Gida tiriinleri Tartrazin Diferansiyel titresim [156]

polarografisi

Cizelge 2. 14 Kinolin saris1 Ve sunset sarisinin diger yontemlerle analizi

Ornek Diger Madde Analiz Yontemi Kaynak

Surup ve tabletler - Tiirev spektrofotometrisi [157]

Alkolsiiz igecekler - Spektrofotometri [158]

Gida tiriinleri - Tiirev spektrofotometrisi [159]

Gida tirtinleri Brillant mavisi, Spektrofotometri [160]
tartrazin

Gida tiriinleri Brillant mavisi, Tiirev spektrofotometrisi [161]
tartrazin

Soda, seker, sakiz Tartrazin Ince tabaka kromatografisi | [162]
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2.2 Deneysel Tasarim [163]

2.2.1 Tanim

Bir deneyden elde edilen sonuglar1 etkileyen herhangi bir deneysel kosul, faktor olarak
adlandirilir. Faktorler arastirmaci tarafindan kontrol edilebilen ve kontrol edilemeyen
olarak iki tiirde olabilir. Ornegin; ¢dzeltinin saklama kosullar1 arastirmaci tarafindan
degistirilebildigi i¢in bu tiir bir faktér kontrol edilebilirken, rastgele 6rnekleme igeren
bir faktér kontrol edilemeyen faktordiir. Sayisal bir deger verilmediginden bu
faktorlerin her ikisine de nitel faktorler denir. Sayisal olarak diizenlenebilen sicaklik, pH
ve derisim gibi faktorlerde nicel faktorler olarak isimlendirilir. Bir faktoriin aldig: farkl

degerler ise farkli seviyeler olarak ifade edilir.

Bir deneyden dogru sonu¢ elde edebilmek igin sonucu etkileyecek faktorlerin
belirlenmesi ve miimkiinse kontrol edilmesi gerekir. Analitik teknikler ¢ogu zaman
maddelerin ¢ok kiiciik miktarlarinin analizi ile ilgilendiginden cevabin bagli oldugu
faktorlerin sayisal degerleri elde edilecek cevabi en iist degerde olmasini saglayacak

sekilde se¢ilmesi gerekir. Bu degerlere optimum degerler denir.

Deneysel tasarim, deney kosullarini etkileyecek faktorlerin seviyelerinin sistematik bir
sekilde degistirilmesi ile dlgiilen cevaptaki degisimin gézlenmesi ve yorumlanmasi i¢in
kullanilan istatistiksel bir tekniktir. Deneysel tasarim; tarama, optimizasyon ve

modelleme olmak iizere 3 asamadan olusur.

1. Tarama (Screening): Deneysel calismalarda sonucu etkileyen 6nemli faktorleri
belirlemek amaci ile yapilir. Tarama tasarimlari ile bir kimyasal reaksiyonun verimini
etkileyen faktorler, kullanilan reaktif konsantrasyonu, katalizor konsantrasyonu,
sicaklik, pH, reaksiyon siiresi, karistirma hizi, vb. 10 faktor etkiledigi dikkate
alindiginda bu faktorlerden hangilerinin 6nemli oldugu, hangilerinin elimine

edilebilecegine ve hangilerinin ayrintili olarak incelenmesi gerektigine karar verilir.

2. Optimizasyon: Tarama tasarimlari ile bulunan oOnemli faktorlerin optimum

degerlerinin belirlenmesi i¢in yapilir.

3. Modelleme: Tarama tasarimi ve optimizasyon sonucu her bir faktoriin etkisi

matematiksel modelle ifade edilir. Boylece deneysel olarak bulunan sonucun yaninda,
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hesapla tahmini sonug¢ da bulunmus olur. Beklenen sonucun deneysel olarak gerceklesip

gerceklesmedigi kontrol edilir.

2.2.2 Onemi

Klasik yontemlerle faktorlerin optimum degerleri, bir faktoriin degerini degistirme
digerlerini ise sabit tutma yoOntemi ile belirlenmektedir. Cok sayida faktor
incelendiginde ¢ok fazla deney yapilmasi gerekmekte bu nedenle de zaman alict ve
maliyetli olmaktadir. Deneysel tasarimda ise istatistiksel bir yaklasimla oncelikle az
sayida seviye ile biitiin faktorler sistematik olarak ayni anda degistirilir ve etkili
faktorler bulunur. Daha sonra sadece etkili faktorler, farkli seviyelerde yine ayn1 anda
sistematik olarak degistirilerek incelenir ve optimum degerler bulunur. Bu nedenle
klasik yonteme gore daha az sayida deney yapilarak daha kisa siirede sonuca
ulasilmaktadir. Dolayisiyla maliyet de azalmaktadir. Deneysel tasarimin en onemli
avantaj1 ise klasik yontemlerde sadece faktorlerin bireysel olarak etkileri incelenirken
deneysel tasarimda hem bireysel etkileri hem de faktorlerin birbirleri ile etkilesimleri ve
bu etkilesimlerin sonuca etkisi incelenmektedir. Bu sayede daha giivenilir sonuglar elde
edilmektedir. Deneysel tasarimin 6nemi bir 6rnekle de agiklanabilir. Bu ¢alismada pH
ve katalizor konsantrasyonunun optimum degerlerinin bulunmasi i¢in dnce deneysel
tasarim ve optimizasyon yontemi kullanilmis, islem sonunda pH:4,4 ve katalizor

konsantrasyonu 1,0 mM olarak bulunmustur (Sekil 2.5).

Verim (96)
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Sekil 2. 5 pH ve katalizor konsantrasyonuna bagli olarak reaksiyon verimindeki
degisme.

32



pH ve katalizor konsantrasyonu klasik yontem ile optimize edilmek istendiginde

katalizor konsantrasyonu 2,0 mM’da sabit tutularak pH degistirilmis ve optimum pH 3,4
olarak bulunmustur ( Sekil 2.6).

25 4

2.0 mM konsantrasyondaki pH degigimi
q
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s PH=3.4
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Sekil 2. 6 Katalizor konsantrasyonu 2,0 mM da sabit tutularak bulunan optimum pH

pH=3,4 optimum olarak bulunduktan sonra pH bu degerde sabit tutularak konsantrasyon
degistirilmistir. Optimum konsantrasyon 1,4 mM olarak bulunmustur. (Sekil 2.7)

i pH 3.4'ki verim
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Sekil 2. 7 pH 3,4’te sabit tutularak bulunan optimum konsantrasyon
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Calismada optimum degerler deneysel tasarim ve optimizasyon yontemi ile pH 4,4 ve
katalizor konsantrasyonu 1,0 mM olarak bulunurken klasik ydntem ile yapilan
calismalarda pH 3,4 ve konsantrasyon 1,4 mM olarak bulunmustur. Degerler birbirinde
cok farklidir. Bu farkin nedeni, optimum degerlerin bulunmasinda, deneysel tasarim
yonteminde pH ve konsantrasyon arasindaki etkilesim goz Oniine alinirken klasik

yontemde g6z ardi edilmis olmasidir.

2.2.3 Tarama Tasarimlari

Bu tasarimlar deneysel ¢aligmalarda sonucu etkileyen 6nemli faktorleri belirlemek igin
kullanilir. Tarama tasarimlarinda, istatistiksel bir yaklasimla oncelikle az sayida seviye
ile biitiin faktorler sistematik olarak aymi anda degistirilir. Bu degisimlerin deney
sonuglarina etkisi incelenir. Her bir faktoriin etkisi icin sayisal degerler elde edilir. Bu

degerler dogrultusunda deney sonuclarina gergekten etki eden faktorler bulunur.

Tarama asamasinda en ¢ok faktoriyel tasarim ve Plackett-Burman tasarimlari kullanilir.

2.2.3.1 Faktoriyel Tasarim

Deneysel tasarimin en ¢ok uygulanan seklidir. Bu tasarimla deneyi etkileyen faktorlerin
iki ya da daha fazla seviyesinde cevap iizerindeki etkileri incelenir. Faktoriyel tasarim

tam faktoriyel ve fraksiyonlu faktoriyel tasarim olarak 2’ye ayrilir.

2.2.3.1.1 Tam Faktoriyel Tasarim

Tam faktoriyel tasarim sonug lizerine etki eden faktorlerin hangileri ve ne kadar etkili

oldugunu anlamada kullanilan iki seviyeli bir tarama tasarimidir.

Bu tasarimda deney sayisi 2% formiilii ile hesaplanir. Bir kimyasal reaksiyon pH ve
sicakliga bagl olarak degisiyorsa, iki seviyeli iki faktorlii bir deney tasarlanabilir.
Burada 2, seviye sayisi (-1 ve +1 olarak kodlanir), k ise faktor sayisidir. 2 faktor i¢in
deney sayis1 4 (22), 3 faktor icin deney sayisi 8’dir (23). Tam faktoriyel tasarim tablosu
asagidaki sekilde olusturulur.

1. Her bir faktér icin yiiksek ve diisiik seviyeler belirlenir. Ornegin sicaklik 30°C ve
60°C, pH 4 ve 6.

2. Yiiksek (+1) ve diisiik (-1) seviyelere gore tasarim tablosu olusturulur.
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3. Kodlanmis degerler yerine faktorlerin gergek degerleri yerlestirilerek deneysel

calisma gerceklestirilir.
4. Etkilesimler de dikkate alinarak tasarim matrisi analiz edilir.

Ornek olarak 3 faktorlii (X1, X, X3) bir deneyde faktdr seviyelerinin 2x2x2=8 adet
miimkiin kombinasyonlar1 Cizelge 2.15 de gosterilmistir. Her siitundaki (+) isareti
faktoriin yiiksek seviyedeki degerini (-) isareti ise faktoriin diisiik seviyedeki degerini

gosterir.

Cizelge 2. 15 3 faktor i¢in tam faktoriyel tasarim

Deney sayist X1 X5 X3 Cevap
1 - - - Y1
2 + - - Yo
3 - + - Y3
4 + + - Ya
S - - + Ys
6 + - + Ve
7 - + + Y7
8 + + + Vg

Faktorlerin etkisini belirlemek i¢in agagida verilen dogrusal denklemdeki b katsayilar

hesaplanir.

y=b X

Burada b katsayisi;

b=(X"X)"X"y

formiiliinden hesaplanir. b katsayilar1 dogru denkleminde yerine konulur.

y= Do + D1X1 + DoXp + baXz + D1oX1Xp +D13X1X3 + D2gXoXs + D123X1XoX3
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2.2.3.1.2 Fraksiyonel Faktoriyel Tasarim

Tam faktoriyel tasarimda her bir faktoriin ve etkilesimlerinin deney sonucuna etkileri
incelenir. 2¢ formiiliine gore 7 faktor icin 128 deney, 10 faktor i¢in 1024 deney
yapilmasi gerekir. Burada goriildiigii gibi faktor sayisi artikga deney sayisi da ¢ok fazla
artt1g1 i¢in bu yontem pratik olmamaktadir. Birgok durumda faktorler arasindaki ikili,
ticlii ve daha yiiksek etkilesimler ¢ok onemli olmayabilir. Bu durumda 6rnegin 7 faktor
icin 128’den daha az deney yaparak faktorlerin etkileri incelenebilir. Gereginden fazla
olan bu deney sayisi tam faktoriyel tasarimin 1/2'si, 1/4°1, 1/8’i vs. seklinde alinarak
azaltilabilir. Bu tasarimlar fraksiyonlu faktoriyel tasarim olarak adlandirilmaktadir.
Fraksiyonlu faktoriyel tasarimda deney sayist 2P formiiliinden hesaplanir. Deney sayisi
p sayis1 kadar bir azalma gosterir. Ornegin p=1 i¢in tasarim yar1 fraksiyonlu tasarim

adimi alir. Cizelge 2.16°de 2 seviyeli 5 faktorlii fraksiyonlu faktoriyel tasarim (2°7)

goriilmektedir.

Cizelge 2. 16 5 faktor igin fraksiyonlu faktoriyel tasarim
Deney |Faktorler
sayisi X1 x> X3 X Xs Cevap
1 - - - - + Y1
2 + - - - - Y2
3 - + - - - Y3
4 + + - - + Vs
S - - + - - Ys
6 + - + - + Yo
7 - + + - + V7
8 + + + - - Vs
9 - - - + - Yo
10 + - - + + Y10
11 - + - + + Vi1
12 + + - + - Y12
13 - - + + + Y13
14 + - + + - Y14
15 - + + + - Yis
16 + + + + + Y16

Fraksiyonel faktoriyel tasarimda deney sayisi azaltilirken bazi faktorler arasi
etkilesimler incelenemez. Belirlenen amaca gore tam faktoriyel veya fraksiyonel

faktoriyel tasarim kullanilmalidir. Fraksiyonel faktoriyel tasarimin bir¢cok avantajlari

olmakla beraber bazi eksiklikleri de vardir;
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1. Deneysel tasarim sadece iki seviyeli oldugu igin parabolik terimler
incelenememektedir.
2. Tekrar edilen deneyler olmadigi i¢in hata hesabi yapilamamaktadir.

3. Deneysel tasarim sadece ikinin katlar1 seklindedir.

2.2.3.2 Plackett-Burman Tasarimi

Cok sayida faktoriin etkisi incelenmek istendiginde tam faktoriyel ve fraksiyonel
faktoriyel tasarim yontemlerin pratik olarak uygulanmasi zorlagmaktadir. Sadece
faktorlerin kendi etkileri incelendiginde, yani faktorler arasindaki etkilesimlerin dnemli
olmadigr durumlarda Plackett-Burman tasarimi pratik olarak uygulanabilir. Bu

tasarimda gegerli olan deney sayisi, faktér sayist ve flretici Cizelge 2.17°de

gosterilmistir.
Cizelge 2. 17 Plackett-Burman tasarimi igin tireticiler
Deney Faktorler Uretici
Sayis1
8 7 +++-+--
12 11 FH-FFF-c-t-
16 15 4+ +F -ttt ---
20 19 -ttt t-F-tooo-t+-
24 23 +++++-+-++--F++--F+-F----

11 faktér ve 12 deneyi igeren Plackett Burman tasarimi Cizelge 2.18’de
gosterilmektedir.
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Cizelge 2. 18 11 Faktor i¢in Plackett-Burman tasarimi

FAKTORLER
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11,

DENEYLER
W00~ 3 W s W e

[
[
+

[ury
(5=

Bu tasarimin bazi 6zellikleri vardir.

e Birinci satir ayni seviyeye sahiptir(-1 veya +1 ).

e ikinci satir iiretici satirdir. Cizelge 2.17°deki iireticilerden birisi kullanilir. Faktor
sayis1 her zaman tek say1 ve deney sayisi faktor sayisindan bir fazladir.

e Ugiincii satirm ikinci satirmn bir yana kaydirilmasi ile elde edilir (Cizelge 2.18).

e Biitiin faktorler i¢in yiiksek ve diisiik seviye sayisi esittir. Bu da kolonlarin birbiri ile

ortagonal (kolonlar birbirinden bagimsiz) oldugunu gosterir.

Plackett Burman tasarimda faktor sayisi deney sayisindan bir diistiktiir 11 faktor icin 12
deney yapmak gerekir. Ancak gercekte 10 faktér var ise 11. faktor sonug iizerinde
herhangi bir etkisi olmayan rastgele bir faktor segilir. Bu faktore dummy faktor denilir.
Tasarim tablosuna kesim noktasi (bg) ilave edildiginde kare matris elde edilir. Bu

durumda b katsayilar1 asagidaki gibi hesaplanabilir.
b=D"y

Tasarim tablosunda kodlanmis degerler kullanildiginda b katsayilar1 her bir kolon

oOl¢iilen degerlerle (y) ¢arpildiktan sonra deney sayisina boliinerek de hesaplanabilir.

Lp'.r
1
b) = ZXU _‘L‘;H
=1
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2.2.4 Optimizasyon Tasarimlari

Tarama tasarimlar1 2 seviye ile her bir faktoriin etkilerini genel olarak inceleyen
yontemlerdir. Tekrarlanan deney sayisi ve parabolik etkileri incelemez. Bazi
durumlarda faktorler arasindaki etkilesimleri incelemek miimkiin degildir. Bu nedenle
bu tasarimlar ile Onemli faktorler belirlendikten sonra detayli inceleme yani
optimizasyon yapilir. Iki nedenle optimizasyona ihtiya¢ vardir. Birincisi, deneysel
sonucu etkileyen faktorlerin optimum degerlerini bulmaktir. Ornegin, organik sentezde
maksimum verimi etkileyen faktorlerin veya kromatografik ayirmada ayirma giiciinii
etkileyen faktdrlerin optimizasyonu gibi. Ikinci neden ise, her bir faktoriin sonuca
etkisini gdsteren matematiksel modelin olusturulmasidir. Ornegin, bir iiriiniin FTIR
spektrumu ile tirtiniin 6zelligi ve iiretim prosesi arasindaki iliski kurulmasina ihtiyag
duyulabilir. Optimizasyon tasarimlarinda sadece, tarama tasarimi ile bulunan etkili
faktorlerin sonuca etkisi incelenir. Bu asamada daha fazla seviye ile caligilir.
Tekrarlanan deney sayisi, parabolik etkiler ve faktorler arasindaki etkilesimler

hesaplanir.

En yaygin kullanilan optimizasyon tasarimlari merkezi kompozit tasarim, Box-Behnken

Tasarimi, Doehlert Tasarim1 ve D-optimal Tasarim1’dir.

2.2.4.1 Merkezi Kompozit Tasarim

Merkezi kompozit tasarimda deney sayis1 asagidaki formiile gore belirlenir.

Deney say1s1 =2+ 2k + 1 (k: faktor sayist)

Formiildeki 2 tam faktoriyel veya fraksiyonlu faktoriyel tasarimdaki deney sayilarini,
2k star tasarim deney sayisin1 ve 1 ise orta seviyedeki deney sayisin1 gosterir. 25> daki
seviyeler (-1) ve (+1), 2k’dakiler +a ,1’deki ise (0) dir. a degeri dairesel ve ortagonal
tasarima gore farkli seviyeler alir. o Dairesel tasarimda +402K, ortagonal tasarimda ise
+\k formiile gore hesaplanir. 3 faktdr icin Merkezi Kompozit tasarimi drnegi Cizelge

2.19°da verilmistir.
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Cizelge 2. 19 3 faktor i¢in merkezi kompozit tasarimi

Faktorler

Deney Sayisi X, X, X3
1 0 0 0
2 -1 0 0
3 +1 0 0
4 0 -1 0
5 0 +1 -1
6 0 0 +1
7 0 0 -0,5
8 -0,5 -0,5 -0,5
9 -0,5 +0,5 -0,5
10 0,5 +0,5 -0,5
11 0,5 -0,5 0,5
12 -0,5 -0,5 0,5
13 -0,5 +0,5 0,5
14 0,5 +0,5 0,5
15 0,5 -0,5 0,5

2.2.4.2 Box-Behnken Tasarmmi

Box-Behnken tasarimi ii¢ ya da daha fazla seviyeye sahiptir ve ii¢ ya da daha fazla
faktore sahip problemlere uygulanabilir. Faktoriyel veya ekstremum noktalar1 yoktur.
Bu tasarim (2k(k-1))+nc sayida noktadan olusur. Bu say1 merkez kompozit tasarima
gore daha az, ii¢ faktor i¢in ise Doehlert tasarim ile aynidir. Box-Behnken tasarimu,
optimum degerin faktor araligi ortasinda oldugu bilinen, ikiden daha fazla faktoriin
bulundugu sistemlerde oOnerilir. 3 faktér icin Box-Behnken tasarimi Grnegi

Cizelge 2.20°de verilmistir.

Cizelge 2. 20 3 Faktor igin Box-Behnken tasarimi

Faktorler
Deney Sayisi A B C
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
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2.2.4.3 Doehlert Tasarimi

Doehlert tasarimlari, merkez kompozit ve Box-Behnken dizaynlar1 gibi dondiirtilebilir
degildir 6rnegin, farkli faktorler i¢in farkli tahmin nitelikleri verebilir. Ancak ¢ok
kullaniglh olup farkli faktorler igin farkli seviye sayilar1 vardir. Boylece, onemli faktorler
daha fazla seviyelerde oOlgiilebilir. Bu tasarim verilen faktor boslugunu miimkiin
oldugunca diizgiin olarak doldurmaya calisir. Bir Doehlert tasarimi k*+k+nc noktadan

olusur. 3 faktor i¢in Doehlert tasarimi 6rnegi Cizelge 2.21°de verilmistir.

Cizelge 2. 21 3 Faktor i¢in Doehlert tasarimi

Faktorler

Deney Sayisi A B C
1 0 0 0
2 1 0 0
3 0,5 0,866 0
4 0,5 0,289 0,817
5 -1 0 0
6 -0,5 -0,866 0
7 -0,5 -0,289 -0,817
8 0,5 0,866 0
9 0,5 0,289 -0,817
10 -0,5 0,866 0
11 0 0,577 -0,817
12 -0,5 0,289 0,817
13 0 -0,577 0,817

2.2.4.4 D-optimal Tasarim

D-optimal  tasarimlar, ¢Oziici bilesimi ve ¢Oziinen konsantrasyonlarinin
kombinasyonlariin uygun olmamasi gibi faktor alan1 diizgilin bir sekilde elde edilebilir
olmadiginda tercih edilir. Bir baska kullanigh yan1 ise deney sayis1 belirlenebilir. Bu
sayr modeldeki etkilerin katsayilari1 hesaplamak i¢in minimum olmalidir (etkilerin
sayist + terim sabiti). D-Optimal ¢oziim, toplam sayidan tasarim noktalarni segerek
noktalarin optimal dagilimi nedir sorusunu cevaplar. Bu, X XT determinantinin
maksimize edilmesiyle gosterilebilir (X tasarim noktalarinin matrisi, T transpoze).
Minimum bir tasarim analiz edildiginde, ayni prensiple sistem hakkindaki bilgiyi

belirginlestirmek icin daha fazla nokta eklenebilir.
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2.2.5 Varyans Analizi

Varyans analizi, ikiden fazla popiilasyonun ortalamalar1 arasinda anlamli fark olup
olmadigini, anlamli bir fark varsa hangi spesifik popiilasyon ortalamasinin digerlerinden
farklt oldugunu bulmak i¢in kullanilan istatistiksel bir islemdir. Ve kisaca ANOVA
olarak bilinir. Deneysel tasarim yontemlerinde de ANOVA’nin avantajlarindan
yararlanir. ANOVA tarama tasarimlarinda ve optimizasyonda farkli amagla kullanilir.
Tarama tasarimlarinda, faktorlerin etkileri sayisal olarak hesaplanir. Bu sayisal degerler
ANOVA ile incelenerek degerlerin anlamli olup olamadigi yani faktoriin deney
sonucunda etkili olup olmadigina karar verilir. Optimizasyonda ise ANOVA ile
modelleme sonucu elde edilen teorik sonuglarla, deneysel sonuglar arasinda anlamli fark

olup olmadig belirlenir. Boylelikle olusturulan modelin giivenilirligi test edilir.

2.2.6 Faktoriyel Tasarimin Analitik Kimyada Uygulamalar:

Analitik Kimyada cesitli yontemlerle yapilan analizlerde analiz sonuclarini etkileyen
faktorlerin belirlenmesi ve optimum degerlerinin bulunmasi amaci ile deneysel
tasarimdan yararlanilmaktadir. Deneysel tasarima en ¢ok bagvurulan yontemler atomik
spektroskopi, kromatografi ve elektroforezdir. Cizelge 2.22°de atomik spektroskopi,
Cizelge 2.23’de kromatografi, Cizelge 2.24’da elektroforez ile yapilan analizlerde
kullanilan deneysel tasarim yontemleri verilmistir. Ayrica literatiir arastirmalarinda UV-
VIS spektroskopi [164], [165], yakin IR [166], Floresans spektroskopi [167] ve
elektroanalitik yontemlerle [168], [169] analizlerde de deneysel tasarim uygulanmasina
rastlanmistir. Deneysel tasarim, gelistirilen analitik yontemlerin gegerliligini kontrol
etmek amaci ile yapilan validasyon c¢aligmalarinda da tutarlilik parametresinin
incelmesinde kullanilmaktadir. Cizelge 2.25°de HPLC ile yapilan analizlerde

validasyon asamasinda kullanilan deneysel tasarim yontemleri verilmistir.
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Cizelge 2. 22 Atomik spektroskopide deneysel tasarimin uygulandigi ¢aligmalar

Analit Ornek Analiz Deneysel Tasarim  |[Kaynak
Yontemi
Cr, Cu, Ni, Zn| Su ICP-OES |Fraksiyonel faktoriyel | [170]
Merkezi kompozit
Pt Plastik AAS Plackett-Burman [171]
Merkezi kompozit
Rutenyum AAS Tam Faktoriyel [172]
Cu Yag AAS Fraksiyonel faktoriyel | [173]
Merkezi kompozit
Mn (11) Yiizey ve deniz suyu, | FAAS 2" Tam Faktdriyel [173]
biyolojik 6rnek Doehlert
Hg Su 6rnekleri CVAAS |Plackett-Burman [174]
V (1), Cu (1) | Deniz suyu ICP-OES |2* Tam Faktoriyel [175]
Doehlert
Pb (11) Musluk suyu, toprak, | FAAS 2° Tam Faktoriyel [176]
siyah cay, evsel atik
Cu (I1) Alkolsiiz icecek FAAS  [2*! Fraksiyonlu [177]
faktoriyel
Cu (1) Cesitli su drnekleri FAAS 2° Tam Faktdriyel [178]
Doehlert
Pt (IV) Musluk suyu ICP-OES |2° Tam Faktoriyel [179]
Cu (I1) Musluk ve nehir suyu | FAAS  [2° Fraksiyonlu [180]
faktoriyel
Zn (1) Su 6rnekleri FAAS 2° Tam Faktoriyel [181]
yapraklar, piring unu Doehlert
Cu (1) Dogal yiyecekler, FAAS Doehlert
cesitli unlar, [182]
Yapraklar
Zn (1) Biyolojik 6rnekler FAAS 2" Tam Faktdriyel [183]
Doehlert
Fe (111) Su 6rnekleri GF-AAS |Doehlert [184]
Cu (1), Fe (I1) | idrar FAAS Plackett-Burman [185]
Mn (1), Ni (1) Merkezi kompozit
Al (111) Cesitli su drnekleri GF-AAS |Doehlert [186]
Cd (1) Igme suyu FAAS  |2* Tam Faktoriyel [187]
Doehlert
Pb (11) Cesitli su 6rnekleri ICP-AES |2° Tam Faktoriyel [188]

Box-Behnken
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Cizelge 2. 23 Kromatografik analizlerde deneysel tasarimin uygulandigi ¢aligmalar

Analit Ornek Analiz Yontemi Deneysel Tasarim Kaynak
Akrilamid Kahve LC-MS Merkezi kompozit | [189]
- Hava GC-DMS Tam faktoriyel [190]
PAH Hava GCxGC-MS Merkezi kompozit | [191]
Kalint1 lag GC-FID SPME Tam faktoriyel [192]
Estrojenik bilesiklerCevresel 6rnekler GC-MS Merkezi kompozit | [193]
Polisiklik aromatik Siit GC-MS Merkezi kompozit | [194]
hidrokarbonlar
Uyusturucu Idrar GC-MS Tam faktoriyel [195]
Merkezi kompozit
- Farkl1 polaritelerde GC-MS Tam faktoriyel [196]
ornekler
Bakim tirtinleri Su GC-MS SPME |Merkezi kompozit | [197]
Pestisit Su GC-MS SPME [Fraksiyonel [198]
faktoriyel
Organik Su GC-MS Tam faktoriyel [199]
kirleticiler
Bozunma tirtinleri  Kan GC-MS Tam faktoriyel [200]
Merkezi kompozit
Paraben Toz GC-MS Merkezi kompozit | [201]
Polihalojenlenmis Biyolojik sivi GC-MS/MS Plackett-Burman | [202]
bilesikler Merkezi kompozit
Biyojenik amin ve |Fare beyini HPLC- Fraksiyonel [203]
bozunma Tiriinleri amperometri faktoriyel
- flag HPLC-DAD Tam faktoriyel [204]
Kanabinoit Bitki HPLC-DAD Tam faktoriyel [205]
Sulindak lag HPLC-DAD Tam faktoriyel [206]
Poliribosil-ribitol  |As1 HPLC- Merkezi kompozit | [207]
fosfat amperometri
Tersiyer alkaloit  Bitki HPLC-UV Tam faktoriyel [208]
Safsizlik Pridinol mezilat HPLC-UV Tam faktoriyel [209]
Organik asit Endiistriyel ank HPLC-UV Merkezi kompozit | [210]
Sephalosporin Plazma ve HPLC-UV Tam faktoriyel [211]
amniyotik s1v1
2-Arilimidazoline - HPLC-UV Tam faktoriyel [212]
tirevleri
Ure asitleri - Molekiiler eleme,Merkezi kompozit | [213]
LC-UV
Seliiloz tiirevleri  |llag LC-buharlastiric1 Tam faktoriyel [214]
151k sagilimi
Estrojenik bilesiklerBira LC-MS Tam faktoriyel [215]
Kortizonlar - LC-MS semi Tam faktoriyel [216]
preparatif
12 iyonik per ve  Hava LC-MS/MS Merkezi kompozit | [217]
poliflorin alkil
bilesikleri
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Cizelge 2.23’ iin devami

Analit Ornek Analiz Yontemi Deneysel Tasarim Kaynak
Sideroforlar - LC-MS/MS Merkezi kompozit | [218]
Protein Ilag LC-MS/MS Merkezi kompozit | [219]
Pestisit Hava Mikrodalga destekli Merkezi kompozit | [220]
ekstraksiyon,LC-MS/MS
Binafitil tiirevleri Elektrokromatografi-MS|Merkezi kompozit | [221]
SPE flavonoidler | Bal Elektrokromatografi MS Tam faktoriyel [222]
Sulfonamid - Molekiiler eleme-LC ~ Tam faktoriyel [223]
kalintilar
Dogal organik - Molekiiler eleme-LC ~ Tam faktoriyel [224]
maddeler
Kompleks Molekiiler eleme-LC ~ Merkezi kompozit | [225]
organik
karigimlar
Metoprolol Ilag Stiperkritik akiskan Tam faktoriyel [226]
Asetil kolinesteraz UHPLC Merkezi kompozit | [227]
2,4,6-trikloroanisol Sarap GC-ECD Box-Behnken [228]
Benzen Gida GC-IDMS Fraksiyonel [229]
faktoriyel
Anabolik steroid GC-MS Doehlert [230]
Metabolit Kan GC-MS D-optimal [200]
Non steroid Ilag GC-MS, SPME D-optimal [231]
antiflamatuvarlar
- Fare GC-TOFMS D-optimal [232]
Sulindak Tag HPLC-UV Kompozit dizayn | [233]
Silika sentezi - HPLC-UV Tam Faktoriyel [234]
Organik bilesikler HPLC-UV D-optimal [235]
Iyonik bilesikler HPLC-UV D ve G-optimal [236]
- Cay HPLC-UV Karisik dizayn [237]
Organik asit - Molekiiler eleme Kompozit dizayn [238]
LC-DAD
Salisilik asit, asetil| ilag Molekiiler eleme Box-Behnken [239]
salisilik asit, LC-DAD
askorbik asit
Asit - LC-MS Merkezi kompozit | [240]
Protein Karaciger LC-MS/MS Ortagonal dizilig [241]
Geniposit ve - LC-MS/MS Fraksiyonel [242]
genipin faktoriyel
Monolitik LC-UV D-optimal [243]
polimerler
Protein A Sentetik  Karisik mod Box-Behnken [244]
antikor kromatografisi
Sentetik polimer Molekiiler eleme MS  D-optimal [245]
sentezi
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Cizelge 2. 24 Elektroforez ile analizlerde deneysel tasarimin uygulandigi ¢alismalar

Analit Ornek Deneysel Tasarim Kaynak
Etambutol hidrokloriir Ilag preparati Box—Behnken [246]
Akonitin ve hipoksantin Kurtbogan sifali ot | Merkezi kompozit [247]
Huperzine Farmasotik tirtin ve | ANN [248]
biyolojik siv1
RS86017 Enantiyomerik Merkezi kompozit [249]
safliginin tayini
Peptidlerin ayrilmasi Siklodekstrinli Merkezi kompozit [250]
ortam
B-bloker enantiyomerik - Fraksiyonel [251]
ayrilmast Faktoriyel
Arbutin, kojik asit ve Kozmetik Tam faktoriyel [252]
hidrokinon
Antihistaminler Ilag, idrar ve serum | Tam faktoriyel [253]
Si1gir kazeinlerin - Faktoriyel [254]
Merkezi kompozit
Glutatyon ve amino asit Insan kani Tam faktoriyel [255]
Non-steroidlerin Anti-inflamatuvar | Merkez kompozit [256]
enantiyomerik ayrilmasi ilag
B-agonistlerin ayrilmasi, - Tam faktoriyel [257]
H-Tyr-(d) Arg-Phe-Phe-NH, |- ANN [258]
ve ilgili 9 bilesik
Cinko, sodyum, kalsiyum ve |Su Faktoriyel [259]
magnezyum
Deksfenfluraminin Anorektik ilag Plackett-Burman [260]
enantiyomerik safliginin
tayini
Klorlanmais bilesikler Balik ANN [261]
Kodein ve parasetamol Tlag Merkezi kompozit [253]
Antihistaminik Idrar Merkezi kompozit [262]
Immunoglobilin Insan s1vis1 Fraksiyonel faktoriyel |[263]
Merkezi kompozit
Klomifenin Z ve E izomerleri |- Plackett-Burman [264]
Ibuprofen, kodein fosfat ve | Analzejik ilag Fraksiyonel faktoriyel |[265]
safsizliklari
Rufloksasin hidrokloriir Kaplamali masalar |Plackett-Burman [266]
Doehlert
Pilokarpin ve bozunma - Fraksiyonel faktoriyel |[267]
tirtinleri
Tetraksilin klortetraksilin fag Faktoriyel [268]
oksitetraksilin doksisiklin Merkezi kompozit
Streptomisin oksitetrasiklin | Antimikrobiyaller |Merkezi kompozit [269]

antibiyotik
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Cizelge 2. 24’iin devami

Analit Ornek Deneysel Tasarim Kaynak

Enalapril, lisinopril, quinapril, Ilag Tam faktoriyel [270]

fosinopril, perindopril,

ramipril, benazepril, cilazapril

Gamma-aminobiitirik asit Biyolojik 6rnek Plackett-Burman [271]
Merkezi kompozit

V-aminobiitirik asit Mikro diyalizat Faktoriyel [272]

Gluten Bugday Faktoriyel [273]

C vitamini, B2 vitamini, Nutrasotik D-optimum [274]

flavanonlar hidroksisinnamik

asit.

Glukosinolat - Doehlert [275]

Sitalopramin enantiyomerik |ila¢ Plackett—-Burman [276]

ayrilmasi Faktoriyel tasarim

Yag asitleri - Tam faktoriyel [277]

13 fenolik bilesik Sizma zeytinyag1 | Merkezi kompozit [278]

Norotransmitter amino asit |- Merkezi kompozit [279]

Cizelge 2. 25 HPLC ile analizlerde validasyon asamasinda kullanilan deneysel

tasarimlar
Analit Ornek Analiz Deneysel Tasarim Kaynak

Yontemi
Safsizlik Pridinol uv Fraksiyonel faktoriyel | [209]
(2S,3R)-2-amino- | Tlag uv Plackett-Burman [280]
3-oktadekanol
hidro-kloritin
Protein Biyolojik sivi | Floresans Plackett-Burman [281]
Loksifoksifen Ilag uv - [282]
pregabalin, Biyolojik s1v1 | Floresans Plackett- Burman [283]
gabapentin ve
vigabatrin
Anti-epilektik Biyolojik stvi | DAD Fraksiyonel faktoriyel | [284]
ilaclar

Ilag uv Plackett-Burman [285]
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2.3 Validasyon [286]

2.3.1 Validasyonun Tamim ve Onemi

Validasyon, iiriin kalitesine etki edebilecek tiim imkan ve operasyonlarin dnceden
belirlenmis spesifikasyonlar1 saglayacak sekilde islendigini garanti altina almak
amaciyla ylriitiilen calismalardir. Her zaman ayni kalitede ve aym sartlarda iiretim

yaparak, tiim {iretilen iirlinlerin kalitesinin ayni olmasini saglamaktir.

Validasyonun GMP kurallar1 i¢in yapilmasi gerekir. Validasyon, kaliteyi giivence altina
alir, degiskenligi en aza indirger, iyi kontrol edilmis, gilivenilir prosesler olugmasini
saglar, ekipman ve prosesler hakkinda daha iyi bilgi sahibi olunmasini, bozuk ¢ikan
malin imhasi, yeniden islem goérmesi, yeniden Ornek alinmasi, ekstradan analiz
yapilmasi gibi olaylardan kaynakli maliyeti azaltir, verimliligi arttirir ve organizasyon

icindeki birimlerde koordinasyon, iletisim ve bilgi akisini arttirir.

Validasyon islemi tiim {iriinlerin kalite kontrollerine uygulanabilir. Ulkemizde

validasyon islemi genellikle ila¢ sektoriinde genis uygulama alani bulmaktadir.

2.3.2 Endiistride Validasyon Cesitleri
Endiistride yapilan validasyonlar 4 ana baslik altinda toplanir.

Temizlik isleri validasyonu, imalat alaninda bulunan tiim imalatla ilgili ekipmanlarin

temizlenmesi amaci ile yapilan ¢aligmalardir.

Analitik yontem validasyonu, analitik prosediiriin kalitatif ve kantitatif olarak dogru

sonuglar verdigini belirleyen ¢alismalardir.

Ekipman validasyonu, eckipmanin dogru bir sekilde g¢alisip ¢alismadigini,
fonksiyonlarmm1 dogru bir sekilde yerine getirip getirmedigini gdzlemlemek amaci ile

yapilan ¢alismalardir.

Proses validasyonu, spesifik olarak bir iiriniin arastirma kademesinden final {iriin

haline gelene kadar gegen siirede yapilan caligmalardir.
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2.3.3 Analitik Yontem Validasyonu

2.3.3.1 Amacg

Analitik yontem validasyonu, tasarlanmis analitik yOntemin kabul edilebilirligini
kanitlamak ve analitik prosediiriin kantitatif ve kalitatif olarak dogru sonuglar verdigini

belirlemek amaciyla yapilir.

2.3.3.2 Analitik Yontem Validasyon Parametreleri

Yontem validasyonu i¢in parametreler uluslararast komitelerce, uluslarin farkl
kuruluglar tarafindan ve literatiirde tanimlanmistir. Fakat bazi tanimlar kurumlara gore
farklilik gosterebilir. Validasyon parametrelerinin deney sirast hakkinda resmi bir
yonerge yoktur. Yontemin 6zelligine gore en uygun sira olusturulur. En ¢ok kabul géren

validasyon parametreleri ve sirasi agagida verilmistir.

Segicilik - Spesifiklik
Stabilite

Dogrusallik

Calisma aralig

Dogruluk ve geri kazanabilirlik

Kesinlik(tekrarlanabilirlik)

© o k~ w N oE

e (in i¢i tekrarlanabilirlik
e Giinler arasi tekrarlanabilirlik
e Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik
7. Tutarhilik
8. Tanima limiti(LOD)
9. Miktar tayini limiti(LOQ)
10. Giivenilirlik

Yontem validasyonu i¢in gerekli parametreler analizin amacma gore de farklilik

gosterir. Analizler genel olarak 3 amagcla yapilir.

1. Hammadde veya bitmis {irlin i¢indeki aktif maddenin tayini
2. Hammaddede ki safsizliklarin veya bitmis tirlindeki par¢alanma {irlinlerinin tayini
3. Uriiniin performans 6zelliklerinin tayini

Cizelge 2.26°da analiz amacina gore degisen parametreler gosterilmektedir:
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Cizelge 2. 26 Analiz amacina gore degisen parametreler

Parametreler 1 2 3
Secicilik + + + |-
Dogrusallik + + - +
Calisma araligi + + * o
Dogruluk ve geri + + - |
kazanim

Kesinlik + + * o+
Tutarlilik + + + +
Tanima limiti + + + *
Miktar tayin limiti + + + |
Guivenirlilik + + + +

(*): Spesifik testlere bagli olarak gerekirse yapilir.

2.3.3.2.1 Secicilik/Spesifiklik

Spesifiklik, genellikle bir tek analit i¢in {retilen yonteme karsiliktir. Segicilik ise
birbirinden ayirt edilen ya da edilemeyen kimyasal igerikler icin kullanilmistir.
Kisacast; girisim yapan maddeler varliginda analitin dogru olarak 6lgebilirligini ifade
eder. Likit kromatografisinde secicilik, optimum ayirma ve kolon kosullarinin segimiyle
elde edilmistir. Seciciligin istiinliigli, kullanilan analiz yonteminde sadece o etken
maddeye 6zgiin ve spesifik oldugunu ifade etmesidir. Bizim yontemimiz sadece etken

maddeyi 6lcebilmeli ve digerleri ile reaksiyon vermemelidir.

2.3.3.2.2 Stabilite

Etken madde ile maddenin parcalandiktan sonra meydana gelen pargalanma {irlinlerinin

ve miktarlariin birbirinden bagimsiz olarak ayr1 ayri tespit edebilme 6zelligidir.

2.3.3.2.3 Dogrusallik

Dogrusallik, yontemin verilen bir alanda 6rnek i¢indeki analitin konsantrasyonu ile
cihaz sinyali arasindaki iliski olarak ifade edilir. Analit konsantrasyonun %25-150’si
olacak sekilde en az 5 farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanir ve cihaza verilir.
Konsantrasyonla cihaz cevabi arasinda grafik ¢izilerek regresyon analizi yapilir.
Hesaplanan korelasyon katsayis1 degeri dogrusallik hakkinda bilgi edinmemizi saglar.

Bu deger 0,997’den biiyiik veya esit olmalidir.
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2.3.3.2.4 Calisma Arah@

Bir analitik yontemin ¢alisma araligi; kesinlik, dogruluk ve dogrusallik belirlenirken tist
ve alt araliklaridir. Ornegin analiz konsantrasyonu ydntemin calisma araliklarin

belirler. ICH’ye gore analiz konsantrasyonu:
Kimyasal analizlerde : %80-%120

Safsizlik analizlerinde : %50-%120 olmalidir.

2.3.3.2.5 Dogruluk

Dogruluk, yontem ile elde edilen test sonuclarinin gercek degerle uygunlugunun bir

Olciisiidiir. Dogruluk degerlendirilmesi bir¢ok yolla elde edilebilir:

I. Referans yontemi ile 6rnek yonteminin karsilastirilmasi yapilabilir. Bu yaklasimda

referans yonteminin belirsizligi bilinmektedir.

Il. Konsantrasyonlari bilinen bir 6rnegin analizi ile tayin edilebilir. Bir sertifikali 6rnek

ve Ol¢lilmiis dogru deger kiyaslanir.

% geri kazanim bulunan sonuglarin gercek degere yakinliginin 6lgiilmesidir. Elimizde
sertifikali 6rnek bulunmuyorsa bos deneme ¢ozeltisine konsantrasyonu bilinen hacimde
ve agirlikta analit eklenir. Sonra matriksten, analitin ekstraksiyonu sonucu elde edilen
analitin standart ¢ozeltilere gére % geri kazanimlar1 hesaplanir. Bu sayede bos deneme
¢ozeltisine ilave edilen etken maddenin tam olarak geri kazanip kazanilmadig1 anlagilir.
Elde edilen geri kazanim degerleri %100+ 3 limitleri i¢inde olmalidir. Ama analit
konsantrasyonu c¢ok diisiik oldugu zaman bu sinir genisler. Beklenen geri kazanim

ornek matriksine ve analit konsantrasyonuna baglidir.

2.3.3.2.6 Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Bir yontemin kesinligi birkac kez enjeksiyon yapildiginda sonuglarin birbirine uygunluk
derecesidir. Yani homojen bir karisimdan, birden fazla 6rnek alindiginda elde edilen
sonuglarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir ydntemin kesinligi genellikle test
sonuclarinin % RSD (bagil standart sapma) degeri ile olgiiliir. Kesinlik i¢in kabul
edilebilirlik smir1 yapilan analizin tiiriine baghidir. ilag analizlerinde kabul edilebilirlik
smirt %2 nin altinda iken, ¢evre ve gida analizlerinde matrikse, analit konsantrasyonuna

ve analiz tekniklerine bagl olarak %2 ile %20 arasinda degismektedir.
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Tekrarlanabilirlik giin ici, giinler arasi ve laboratuvarlar arasi olmak tizere 3 kategoride

incelenir.

2.3.3.2.6.1 Giin I¢i Tekrarlanabilirlik

Bir analistin laboratuvarda bir ekipman ile kisa zamanda analizi gergeklestirdiginde elde
edilen sonuglarin tutarliligidir. 2 ya da 3 farkli konsantrasyonda ayni standartlar
kullanilarak hazirlanan ¢ozeltiler, ayn1 giin igerisinde, ayni cihazlarla, ayni1 analist

tarafindan 3 ya da 4 kez analiz edilir ve % RSD hesaplanir.

2.3.3.2.6.2 Gunler Arasi Tekrarlanabilirlik

Ayni laboratuarda farkli giinlerde elde edilen sonuglarin birbiri ile tutarliligidir. 2 ya da
3 farkli konsantrasyonda farkli standartlar kullanilarak hazirlanan cozeltiler, farkli
giinlerde, ayni cihazlarla, ayni analist tarafindan 3 ya da 4 kez analiz edilir ve % RSD

hesaplanir.

2.3.3.2.6.3 Laboratuvarlar Aras1 Tekrarlanabilirlik

Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik, farkli laboratuvarlardan elde edilen sonuglarin
birbiri ile tutarhiligidir. Farkli laboratuvarlarda, farkli analistlerle ve farkli islevsel,
cevresel sartlar altinda ama ayni yontem ile analiz tekrarlanir. Eger yontem farkl
laboratuvarlarda kullanilacaksa bu validasyon parametresi onemlidir. Bir yontemin
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligini, oda igindeki sicaklik ve nem farkliliklari, farkli
tecriibe ve farkli gayretteki analistler, farkli 6zellikteki donanim, malzeme ve aletlerdeki
kosullarin varyasyonlari, farkli sirketlerin kolonlari, ¢dziiciiler, belirtegler ve farkli

kalitedeki aletler etkiler.

2.3.3.2.7 Tutarhhk

Bir analiz yonteminin tutarliligi, ayni analiz 6rneginin uzun zaman araliklarinda farkl
kosullarda analizi yapildiginda bu degisikliklerden etkilenip etkilenmemesinin bir
Olciisii olarak tanimlanmistir. Yani normal kosullarda farkli kisiler veya farkli

laboratuvarda elde edilen sonug¢larin 6l¢iilmesidir.
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2.3.3.2.8 Miktar Tayini Limiti ve Tanima Limiti

2.3.3.2.8.1 Tamima Limiti (LOD)

Bir maddenin % 95 ya da % 99 giivenirlilik siir1 iginde teshis edilebildigi minimum
miktar1 olarak tanimlanmistir. Genellikle bu seviyelerde giivenilir kantitatif sonuglar

elde edilemez.

2.3.3.2.8.2 Miktar Tayin Limiti (LOQ)

Bir maddenin % 95 ya da % 99 giivenirlik simirt i¢inde tayin edilebilen minimum
miktar1 olarak tanimlanir. Bu miktar analiz kosullarinda, kabul edilebilir kesinlik ve
dogruluk degerlerine sahip tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyondaki madde
miktaridir. Bu parametre 06zellikle hammadde veya bitmis iriindeki safsizlik,

pargalanma iiriinii gibi diigiitk miktardaki maddelerin analizinde 6nem tagimaktadir.

2.3.3.2.9 Giivenilirlik

Giivenilirlik testleri, yontemde ufak degisiklikler yapildigi zaman sonuglarin yine de
uygun oldugunu gostermek igin yapilir. Ornegin sivi kromatografisinde akis hizi,
dedektor, dalga boyu veya hareketli faz bilesiminin ger¢ek degerinden toleranslar
Olciisiinde sapmast sonucu analizlerin bu sapmalardan etkilenip etkilenmedigi tespit

edilir.

2.3.4 Validasyon ile Ilgili Baza Ornekler

Yapilan aragtirmalarda c¢esitli endiistrilerde uygulanan c¢ok sayida validasyon
calismalarina rastlanmistir. Bu tezin konusu olan gida katki maddelerinin HPLC ile

analizinde yapilmis validasyon ¢alismalar1 Cizelge 2.27°de verilmistir.
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Ornek Analit Hareketli Faz Kolon Dedektor| Parametreler Kaynak
Sosis, Potasyum sorbat, sodyum 0,02M metanol, amonyum C18 DAD |LOD, LOQ, dogrusallik,| [63]
jambon benzoat, parafin, sodyum asetat (pH 6) dogruluk, kesinlik

sakarin
Besin Kondroitin siilfat 50mM, 1,2 M sodyum kloriir |  Iyon uv LOD, LOQ, dogrusallik,| [287]
takviyesi (pH 4) degistirici kesinlik, dogruluk.
Besin Kondroitin siilfat 125 mM sodyum siilfat, Molekiiler| UV Stabilite, spesifiklik [287]
takviyesi 2 mM sodyum fosfat (pH 6) elek
Diyet Aspartam, sakarin 0,08 M trietanol amin, fosfat C18 uv Dogrusallik, LOD, [288]
rtinleri tamponu (pH 3), metanol, LOQ

tetrahidrofuran

Alkolsiiz Sakarin, asesiilfam-k, sodyum | Metanol, fosfat tamponu C18 uv Dogrusallik, LOD, [16]
icecek, regel | benzoat, sorbik asit (pH 6,7) LOQ
Alkolsiiz Asesiilfam-k, aspartam, sakarin, | Metanol, fosfat tamponu C18 uv Dogrusallik, LOD, [17]
icecek tartrazin, sunset sarisi, ponso 4r, | (pH 4) LOQ

sorbik asit, sodyum benzoat
Kola, toz Asesiilfam-k, aspartam, sakarin, | Asetonitril, amonyum asetat C18 UV | Dogrusallik, LOD, [19]
igecek vanilya, sorbik asit, sodyum tamponu (pH 4) LOQ

benzoat
Cesitli Aspartam, alitame, Asetonitril, fosfat tamponu C18 uv Dogrusallik, LOD, [289]
gidalar neohesparidin (pH 4) LOQ
Cesitli Asesiilfam-k, sakarin, Dibiitil amonyum asetat C18 ESI-MS | Dogrusallik, LOD, [290]
gidalar siklohekzanon, aspartam, tamponu, asetonitril, su LOQ

sukraloz, dulkin, steviol
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Ornek Analit Hareketli Faz Kolon Dedektor | Parametreler Kaynak
Gazsiz ve Asesulfam-k, sakarin, Trietanol amin format tamponu, C18 ELSD |Dogrusallik, LOD, [36]
alkolsiiz siklohekzanon, aspartam, | metanol, aseton C8 LOQ
icecekler, sukraloz, dulkin, alitame,
konserve neohesparidin
meyve ve
yogurt
Mesrubat, Asesiilfam-k, sakarin, Trietanol amin format tamponu, C18 ESI-MS | Dogrusallik, LOD, [37]
konserve siklohekzanon, aspartam, | metanol, aseton LOQ
meyve, kek sukraloz, alitame,

neohesparidin, steviol
Alkolstiz Tartrazin, kinolin saris1, |Metanol, 40mM amonyum C18 uv LOD, LOQ, dogrusallik,| [29]
icecek sunset saris1, karmosin, | asetat (pH5) kesinlik

ponso 4r
Regel, alkolsiiz | Tartrazin, kinolin saris1, | Asetonitril, %1°lik amonyum C18 UV- |LOD, LOQ, % geri [30]
meyve aromali | sunset sarisi, karmosin, asetat (pH 7,5), metanol DAD | kazanim, dogruluk,
icecek amarant, ponso 4r, kesinlik

eritrosin, allura kirmizisi,

patent mavisi, indigotin,

brilliant mavisi, yesil
Alkolsiiz Tartrazin, sunset sarisi, Metanol, 0,08 M sodyum asetat C18 uVv- Dogrusallik, LOD, [291]
icecek, jole amarant, allura kirmizisi1 | 0,005M EDTA, 0,03M sodyum DAD |LOQ
tozu, kati brilliant mavisi asetat (pH 3,5)
meyve tozu
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Ornek Analit Hareketli Faz Kolon Dedektor | Parametreler Kaynak
Meyve Tartrazin, sunset sarisi, 90,25 Triton X-100 sulu C18 UVv- |LOD, LOQ [31]
suyu, jelatin | brilliant mavisi ¢ozeltisi, 50mM fosfat tamponu DAD

(PH7)
Icecek, 40 adet gida boyasi 0,1M amonyum asetat (pH 6,7), | XDB- UV- | LOD, LOQ, %qgeri [32]
sekerleme asetonitril, metanol C18 DAD | kazanim, dogrusallik
Regel, Tartrazin, sunset sarisi, Trietilamin, asetik asit (pH 6,2),| C18 UV- | LOD, %geri kazanim, [112]
alkolsiiz amarant, ponso 4r, allura metanol DAD |dogrusallik
icecek, kirmizisi,
tuzlanmig
sebze
Zencefil, Tartrazin ,sunset sarisi, Trietilamin, asetik asit (pH 6,2),| C18 UV- |LOD, LOQ, segicilik, [33]
biber,aci amarant, ponso 4r metanol DAD | dogruluk, dogrusallik,
baharatlar kesinlik
Biskiivi, Potasyum sorbat, sodyum Asetonitril, amonyum asetat C18 uv Dogruluk, kesinlik, [18]
salatalik benzoat tamponu (pH 4,2) dogrusallik
tursusu,
ayran
Gida Sodyum benzoat, potasyum | Asetonitril, 50mM alfa- C18 uv LOD, LOQ [18]
tirtinleri sorbat hidroksibiitirik asit (pH 4,5)
Alkolsiiz Potasyum sorbat, sodyum Su, asetonitril, 0,025 M fosfat C18 DAD |LOD, LOQ, segicilik, [64]
icecekler benzoat tamponu (pH 2,0) dogruluk, dogrusallik,

kesinlik, stabilite
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BOLUM 3

DENEYSEL BOLUM

3.1 Kullanilan Maddeler

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin sarisi, sunset sarisi, asetik asit, sodyum asetat,

HPLC saflikta asetonitril ve metanol (Merck), ultra saf su, gesitli limon sosu ve igecekleri.

3.2 Cozeltiler

Stok sodyum benzoat ¢ozeltisi (500 ug mL™): 0,05 g sodyum benzoat suda ¢oziilerek

100 mL’ye tamamlandi.

Stok potasyum sorbat ¢dzeltisi (500 pg mL™): 0,05 g potasyum sorbat suda ¢oziilerek

100 mL’ye tamamlandi.

Stok kinolin saris1 ¢ézeltisi (50 pg mL™): 0,005g kinolin saris1 suda ¢oziilerek 100 mL’ye

tamamlandi.

Stok sunset sarist ¢ozeltisi (50 pg mL™): 0,005g sunset sarisi suda ¢ozilerek 100 mL’ye

tamamlandi.

Asetat tamponu (pH 4.6 ve 6,5): 0,025 M asetik asit lizerine amonyum asetat eklenerek ilgili

pH’a pH metre ile ayarlandi.

Fosfat tamponu (pH 7): 0,025 M potasyum dihidrojen fosfat {izerine potasyum fosfat

eklenerek ilgili pH a pH metre ile ayarlandu.
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3.3 Arag ve Geregler

pH metre ve cam elektrodu, Chiltern manyetik karistirici, Sartorius analitik terazi (0,1 mg’a
kadar duyarl1), Anzak ultrasonik banyo, Hamilton enjektér, 4,6mm x 150mm x 5 pum Intersil
ODS-3V C18 kolon, LC-20 AT pompa, SPD-20A UV-VIS dedektor, 7725 (20 uL)

enjeksiyon ve bilgisayar sisteminden olusan Shimadzu HPLC.
3.4 HPLC ile Analiz
3.4.1 Kromatografik Sartlarin Belirlenmesi ve Optimizasyonu

3.4.1.1 Klasik Yontem ile Sartlarin Belirlemesi

Sodyum benzoat, potasyum sorbat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin HPLC yontemi ile bir
arada analizi i¢in uygun sartlarin belirlenmesi amaci ile 10 mL’lik balonjoje igerisine 500 ug
mL™? potasyum sorbat ve sodyum benzoat ile 50 pug mL™ kinolin saris1 ve sunset sarisi
¢ozeltilerinden 0,3’er mL konulduktan sonra hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti C18
kolon igeren kromatografa enjekte edildi. Kromatografi islemi izokratik teknik uygulanarak
cesitli hareketli faz karisimlarinda, farkli pH ve akis hizlarinda tekrar edildi. Incelenen sartlar
Cizelge 3.1°de verilmistir. Maddeler spektrofotometrik dedektorle 230 nm de izlendi. Elde

edilen sonuglar Boliim 4.1.1°de verilmistir.

Cizelge 3. 1 Denenen kromatografik sartlar

Hareketli faz Oran pH Akis iz
Asetonitril-su 10/90 - ImL/dak
Asetonitril-asetat tampon 10/90 4 1mL/dak 1,5mL/dak

10/90 6,5 ImL/dak 1,5mL/dak

Asetonitril-fosfat tampon 10/90 7 ImL/dak 1,5mL/dak

Metanol-asetat tampon 10/90 6,5 | ImL/dak 1,5mL/dak
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3.4.1.2 Deneysel Tasarim ile Optimizasyon

Sodyum benzoat, potasyum sorbat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin HPLC yontemi ile bir
arada analizi i¢in optimum kosullarin bulunmasi amaci ile kromatografik ayrilmayi
etkileyebilecek faktorlerin ve birbirleri ile etkilesimlerinin ayirma giiciine etkisi incelendi.
Incelemede 3 faktorlii 3 seviyeli Box-Behnken tasarimi kullanildi. Tasarim icin segilen
faktorler ve seviyeleri Cizelge 3.2°de verilmistir. Optimizasyon i¢in 500 ug sodyum benzoat
ve potasyum sorbat, 50 ug kinolin saris1 ve sunset sarisi ¢ozeltilerinden 0,3’er mL alinip 10
mL’lik balon jojede su ile hacmine tamamlanarak bir karisim hazirlandi. Elde edilen
karigimin hazirlanan tasarima gore 15 kez 230 nm’de kromatogrami alindi. Ve her bir
kromatogramdaki, tiim ardisik piklere ait aymrma giicii degerleri tek tek hesaplandi.
Hesaplanan degerlere regresyon analizi yapildi. Sonuglarin giivenilirligini test etmek i¢in
ANOVA yapildi. Elde edilen veriler dogrultusunda model olusturuldu. Olusturulan model

kullanilarak faktorlerin optimum degerleri hesaplandi. Sonuglar Boliim 4.1.2°de verilmistir.

Cizelge 3. 2 Faktorler ve seviyeleri

Faktor Diisiik (-1) Orta (0) Yiiksek (+1)
PH(A) 6,0 6,5 7,0
Akis Hiz1 (mL/dak)(B) 0,8 1,0 1,2
“Hareketli Faz Orani (%) (C) 80 85 90

* Asetat tamponu cinsindendir. Her seviye asetonitril ile 100’e tamamlanarak hareketli faz hazirlanmigtir

3.4.2 Validasyon

3.4.2.1 Dogrusalhk

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin sarisi ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
gelistirilen yontemin dogrusalligini incelemek amaci ile 10 mL’lik balonjoje igersine
500 pg mL™ potasyum sorbat ve sodyum benzoat ile 50 pg mL™ kinolin sarist ve sunset
saris1 ¢Ozeltilerinden 0,1-0,6’sar mL alindiktan sonra hacmine tamamlandi. Hazirlanan

¢ozeltilerin C18 kolonda 0,8 mL/dak akis hizinda asetonitril/pH 6 asetat tamponu (15/85)
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hareketli fazi ile izokratik teknik kullanilarak kromatogrami alindi. Kromatogramlar,
spektrofotometrik dedektorle koruyucular i¢in 230 nm, boyalar i¢in 460 nm de izlendi ve pik
alanlar1 hesaplandi. Pik alanlar ile konsantrasyon arasinda 6l¢ii egrileri ¢izilerek regresyon

analizi yapildi. Islemler 3 kez tekrarlandi. Sonuglar Béliim 4.2.1°de verilmistir.

3.4.2.2 Giin I¢i ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
gelistirilen yontemin, giin ici ve giinler aras1 tekrarlanabilirligi incelemek amaci ile dogrusal
alan i¢inde olacak sekilde 3 ayr1 konsantrasyon se¢ildi. Se¢ilen konsantrasyondaki ¢ozeltileri
hazirlamak amaci ile her biri 500 pg mL™ olan potasyum sorbat ve sodyum benzoat,
50 pug mL™ olan kinolin saris1 ve sunset saris1 ¢ozeltilerinden 10 mL’lik balon jojeye I. i¢in
seviye 0,2 mL ; II. seviye i¢in 0,3 mL; Ill. seviye i¢in 0,4 mL alinarak hacmine tamamlandi.
Hazirlanan ¢6zeltilerin, giin i¢i tekrarlanabilirlik igin ayni giin igerisinde 3 kez, giinler arasi
tekrarlanabilirlik igin 4 farkli giinde bir kez C18 kolonda 0,8 mL/dak akis hizinda
asetonitril/pH 6 asetat tamponu (15/85) hareketli faz1 kullanilarak 230 nm ve 460 nm’de
kromatogramlar1 alind1 ve pik alanlari belirlendi. Ilgili 6l¢ii egrileri yardimi ile maddelerin
konsantrasyonlar1 bulundu. Geri kazanim yiizdeleri ve bagil standart sapmalar1 hesaplandi.

Sonuglar Boliim 4.2.2°de verilmistir.

3.4.2.3 Dogruluk

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
gelistirilen yontemin dogrulugunu incelemek amaci ile, 10 mL’lik balonjoje i¢ine potasyum
sorbat, sodyum benzoat, Kkinolin saris1 ve sunset sarisi igeren Ornek ¢ozeltisinden
(limon sosu 1) 0,5 mL konuldu. Uzerine 500 pug mL™’lik potasyum sorbat, sodyum benzoat
ve 50 pg mL™ kinolin saris1 ve sunset saris1 ¢ozeltilerinden I. seviye i¢in 0,1 mL, Il. seviye
icin 0,2 mL; III. seviye i¢in 0,3 mL eklenip hacmine tamamlandi. Hazirlanan ¢ézeltilerin
kromatogramlari, C18 kolonda 0,8 mL/dak akis hizinda asetonitril/pH 6 asetat tamponu
(15/85) hareketli fazi kullanilarak, 230 nm ve 460 nm’de alinarak pik alanlart belirlendi.
lgili olgii egrisi yardimi ile maddelerin konsantrasyonlar: bulundu. Geri kazanimlari

yiizdeleri hesaplandi. Sonuglar Boliim 4.2.3’de verilmistir.
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3.4.2.4 Tamma ve Tayin Simir1 (LOD, LOQ)

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
gelistirilen yontemin tanima ve tayin siirmin hesaplanmasi i¢in bos deneme ¢ozeltisinin,
C18 kolonda 0,8 mL/dak akis hizinda asetonitril/pH 6 asetat tamponu (15/85) hareketli fazi
kullanilarak, 230 nm ve 460 nm’de kromatogrami alindi. Bos deneme ¢ozeltisinin, her bir
maddeye ait pikin alikonma zamanindaki pik alami 6l¢iildii. Bu islem 10 kez tekrar
edildikten sonra standard sapma hesaplandi. Standart sapmasinin taninma sinir1 i¢in 3 kati,
tayin smir1 icin 10 kati pik alami kabul edilerek bunlara karsilik gelen madde
konsantrasyonlar1 1ilgili 6l¢ii egrileri yardimiyla bulundu. Sonuglar Boliim 4.2.4°de

verilmistir.

3.4.2.5 Cozelti Dayaniklihgi

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin ¢oziicli igerisindeki
dayanikliligim saptamak amaci ile su ve hareketli faz igerisinde 10 pg mL™’lik ¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin oda sicakliginda ve 4C%de belli araliklarla, C18 kolonda
0,8 mL/dak akis hizinda asetonitril/pH 6 asetat tamponu (15/85) hareketli faz1 kullanilarak,

230 nm ve 460 nm’de kromatogramlari alindi. Sonuglar Boliim 4.2.5°de verilmistir.

3.4.3 Ornek Analizi

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin sarist ve sunset sarismmin limon sosu ve
igeceklerindeki miktarmi belirlemek amaci ile limon sosu ve igecekleri uygun oranlarda
seyreltilerek 6rnek ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan tiim ¢ozeltiler C18 kolonda 0,8 mL/dak
akis hizinda asetonitril/pH 6 asetat tamponu (15/85) hareketli fazi ile izokratik teknik
kullanilarak  kromatografiye edildi. Kromatogramlar, spektrofotometrik dedektorle
koruyucular igin 230 nm, boyalar igin 460 nm de izlendi ve pik alanlar1 hesaplandi. Ilgili
Olgii egrileri yardimi ile gida katki maddelerinin 6rnek igersindeki miktarlar1 bulundu.

Sonuclar Boliim 4.3’de verilmistir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Kromatografik Sartlarin Belirlenmesi ve Optimizasyonu

4.1.1 Klasik Yontem ile Sartlarin Belirlenmesi

Sodyum benzoat, potasyum sorbat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin HPLC ile bir arada
analizi i¢in kromatografik sartlarin belirlenmesi amaci ile Bolim 3.4.1.1°de anlatildig:
sekilde calisildi. Bu ¢alismalar sonucunda C18 kolonda 1 mL/dak akis hizinda asetonitril-
pH 6,5 asetat tamponu (10/90) hareketli fazinin kromatografik ayirma igin uygun oldugu

goriildi. Kinolin sarisinin 3 izomeri de bu sartlarda birbirinden ayrildi.
4.1.2 Deneysel Tasarim ile Optimizasyon

4.1.2.1 Box-Behnken Tasarim

Sodyum benzoat, potasyum sorbat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin HPLC ile bir arada
analizi i¢in kromatografik ayrilmayi etkileyen faktor ve etkilesimleri belirlemek ve bunlarin
optimum degerlerini saptamak amaci ile Bolim 3.4.1.2’de anlatildig1 sekilde calisildu.
3 seviyeli 3 faktorlii Box-Behnken tasarimi ve ayirma giicii degerleri Cizelge 4.1°de

gorilmektedir.
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Cizelge 4. 1 Box- Behnken tasarimi ve belirtilen sartlarda elde edilen ayirma giicii

degerleri
Deney | pH | Akis Hizx | Hareketli | pH | Akis Hizi | Hareketli | *Ayirma giicii
No (A) | (mL/dak) Faz (A) | (mL/dak) Faz (R12X R23X R31x
(B) Oram (%) (B) Oram (%) R14X Ra1)
(©) (®)

1 6 1 80 -1 0 -1 0,00

2 7 1 80 1 0 -1 0,11

3 6 1 90 -1 0 1 229,07

4 7 1 90 1 0 1 30,30

5 6 0,8 85 -1 -1 0 1681,76

6 7 0,8 85 1 -1 0 362,20

7 6 1,2 85 -1 1 0 391,56

8 7 1,2 85 1 1 0 202,66

9 6,5 0,8 80 0 -1 -1 0,55

10 6,5 1,2 80 0 1 -1 0,00

11 6,5 0,8 90 0 -1 1 2,35

12 6,5 1,2 90 0 1 1 0,00

13 6,5 1 85 0 0 0 572,69

14 6,5 1 85 0 0 0 502,70

15 6,5 1 85 0 0 0 658,94

*Ayirma giicii; Rz, Rz, R31,Rus Ra’ in garpim degeridir.Ry, Kinolin sarisigy ve Sodyum Benzoat; Roy;
sodyum benzoat ve potasyum sorbat; Rz potasyum sorbat ve kinolin sarisi(y); R4 kinolin sarisiy ve sunset
saris1; Ry1 sunset saris1 ve kinolin sarisi) e ait pikler arasindaki ayirma giicii degerleridir.

4.1.2.2 Veri Degerlendirme

Her bir faktoriin tek ve birbirleri ile etkilesimine ait etki degerlerini hesaplamak amaci ile
Box-Behnken tasarimi uygulanarak elde edilen ayirma giicli degerlerine regresyon analizi
yapildi. Sonuglar Cizelge 4.2°de, bu sonuglar dogrultusunda elde edilen Pareto grafigi
Sekil 4.1°’de verilmistir. Regresyon analizi sonuglar1 ve Pareto grafiginden, ayirma giicii
tizerindeki en biiyiik etkinin C faktoriiniin ikinci dereceden (CC) etkisine ait oldugu, A ve B
faktorleri ile AB etkilesiminin de rezoliisyon iizerinde etkili oldugu, diger faktor ve
etkilesimlerin etkisinin ¢ok az oldugu gorilmektedir. Ayrica regresyon analizi
sonuglarindan, A ve B faktorleri ile CC ve AC etkilesimlerinin azalan, diger faktor ve

etkilesimlerin artan degeri ile ayirma giiciiniin arttig1 anlasilmaktadir.
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Cizelge 4. 2 Regresyon analizi sonuglari

Faktorler Regresyon Katsayis1 | EtKi Kareler Toplam
Genel Ortalama 578,11
A -213,393 -426,785 364291
B -181,58 -363,16 263770
C 32,635 65,27 8520,35
AA 72,7925 145,585 19564,6
AB 282,665 565,33 319598
AC -49,725 -99,45 9890,3
BB 8,6425 17,285 275,789
BC -0,45 -0,9 0,81
CC -586,028 -1172,06 1,26804 x10°
Standardized Pareto Chart for res
cc | I —
Aph | [ - -
AB| | |
o | I
an| [
Ac |
cmf| [ ]
BB | [|
BC| |
0 1 2

Standardized effect

Sekil 4. 1 Box-Behnken tasarimu ile elde edilen Pareto grafigi
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Ana faktor degerlerinin ayirma giiciine etkisi Sekil 4.2°de daha ayrintili olarak verilmistir.
Buradan da A ve B faktorleri ile ayirma giicii arasinda ters bir iliski oldugu goriilmektedir.
Ayirma giicii artan C faktorli degerleri ile once artarken, orta degerden sonra ise artan C

degeri ile azalmaktadir.

Main Effects Plot for res

950 [ =
750 |- ]

550 | ]

res

350 | .

150 |- .

50 [ _
-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
ph \ mf

Sekil 4. 2 Faktorlerin degerleri ile ayirma giicliniin degisimi

Regresyon analizi sonuglarinin giivenilirligini kontrol etmek amaci ile ANOVA yapildi.
ANOVA sonuglar1 Cizelge 4.3'de verilmistir. ANOVA sonuglarindan O’OSFlyg = 5,12 tablo
degerinden biiylik ve kritik p degeri 0,05’ten kiigiikk olan A faktorii ile AB ve CC

etkilesimlerinin ayirma giicii iizerinde daha etkili oldugu anlasilmaktadir.

Cizelge 4. 3 ANOVA sonuglari

Degisim Serbestlik Kareler Kareler F P-Degeri
Kayna@ Derecesi Toplam Ortalamasi
A 1 364291 364291 6,23 0,0341
B 1 263770 263770 4,51 0,0626
C 1 8520,35 8520,35 0,15 0,7115
AB 1 319598 319598 5,47 0,0442
CC 1 1,30771 x10° | 1,30771 x10° 22,37 0,0011
Hata 9 526135 58459,5
Toplam 14 2,79003 x10°
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4.1.2.3 Modelleme

Regresyon analizi ve ANOVA sonuglarina gére ayirma giicti modelinde bulunmasi gereken

faktor ve etkilesimlerin regresyon katsayilar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4. 4 Ana faktorler ve etkili etkilesimler

Faktorler | Genel ortalama A B C AB cC
Regresyon 624,644 213,393 | -18158 | 32,635 | 282,665 | -591 844
katsayisi

Ana faktorler ve etkili etkilesimlerin katsayilarindan olusturulan model asagidadir.

;A/i - 624,644 — 213,393 X;- 181,58 X,+ 32,635 Xa+ 282,665 X;X,- 591,844 X5

(Xy; A faktoriint, X,; B faktoriinli, Xg; C faktoriinii, X;X,; A ve B faktorlerinin etkilesimini, X% C

faktoriiniin ikinci dereceden etkisini gostermektedir.)

Olusturulan model kullanilarak elde edilen tahmini ayirma giicii degeri ile deneysel olarak

bulunan ayirma giicii degerleri arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla regresyon analizi

yapildi. Regresyon katsayis1 0,9066 olarak bulundu. Elde edilen regresyon modelinden her

bir degisken icin ¢izilen yiizey cevaplar1t Sekil 4.3 - 4.5°de verilmistir. Sekillerden pH ve

akis hizinin diisiik degerleri ile hareketli faz bilesiminin orta degerlerine karsilik gelen

ayirma giicii degerlerinin daha ytiksek oldugu anlagilmaktadir.
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Estimated Response Surface
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Sekil 4. 3 Box-Behnken tasarimui ile elde edilen A ve B faktorleri arasindaki tahmini cevap
yuizeyleri (hareketli faz oran1 % 85 de sabit tutularak elde edilen degisim)

Estimated Response Surface
ph=-1.0

1500 =
1200
900
600
300

res

-300 =

Sekil 4. 4 Box-Behnken tasarimui ile elde edilen B ve C faktorleri arasindaki tahmini cevap
yiizeyleri (pH; 6,0 da sabit tutularak elde edilen degisim)
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Estimated Response Surface
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Sekil 4. 5 Box-Behnken tasarimai ile elde edilen A ve C faktorleri arasindaki tahmini cevap
yiizeyleri (akis hiz1 0,8 mL/dak’da sabit tutularak elde edilen degisim)

Olusturulan model kullanilarak ayirma giiciiniin en yiiksek olmasini saglayan kodlu ve
gercek faktor seviyeleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’de verilmistir. Bu

sartlarda ayirma giicii degeri 1302,73 olmaktadir.

Cizelge 4. 5 Faktorlerin optimum degerleri

Optimum deger|Optimum deger
Faktor Diisiik | Yiiksek (kodlu) (gercek)
pH (A) -1,0 1,0 -1,0 6,0
Akis Hiz1 (mL/dak)(B) -1,0 1,0 -1,0 0,8
Hareketli Faz Oran1 (%) (C )| -1,0 1,0 0,028 85

Bu sonuglar dogrultusunda kromatografik sartlar pH 6,0, akis hiz1 0,8 mL/dak ve hareketli
faz oram1 85/15 asetat tamponu/asetonitril olarak belirlenmistir. Bu kosullarda 230 nm’de
spektrofotometrik dedektor ile elde edilen kromatogram Sekil 4.6°da verilmistir. Alikonma
zamanlar1 dakika cinsinden sodyum benzoat i¢in 3,20; potasyum sorbat i¢in 3,54; sunset

saris1 i¢in 6,89; kinolin saris1 i¢in 2,95; 4,56; 9,39 olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 6 Optimum kosullarda kromatogram (1)1,5 ug mL™ kinolin saris1 (2), 15pg mL™
sodyum benzoat, (3) 15 pug mL™ potasyum sorbat, (4) 1,5 ugmL™ sunset sarisi

4.2 Validasyon

4.2.1 Dogrusallik

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi igin
gelistirilen yontemin dogrusalligini incelemek amaciyla Bolim 3.4.2.1°de anlatildigt
sekilde c¢alisildi. Calismalar sonucunda hesaplanan pik alanlar1 ortalamasi, standard sapma
ve bagil standard sapma degerleri potasyum sorbat i¢in Cizelge 4.6’da, sodyum benzoat
icin Cizelge 4.8°de, sunset sarisi i¢in Cizelge 4.10°da ve kinolin sarist i¢in Cizelge 4.12°de
verilmistir. Cizelge 4.7°de potasyum sorbat, Cizelge 4.9’da sodyum benzoat, Cizelge
4.11°de kinolin saris1 ve Cizelge 4.13’de sunset saris1 i¢in olusturulan her bir 6l¢ii egrisinin
regresyon analizine ait parametreler yer almaktadir. Regresyon analizlerinin ortalama
degerleri kullanilarak elde edilen dogru denklemleri ve olusturulan 6lgli egrileri potasyum
sorbat i¢in Sekil 4.7°de, sodyum benzoat igin Sekil 4.8’de, kinolin saris1 i¢in Sekil 4.9’da

ve sunset sarisi i¢in Sekil 4.10°da verilmistir.

4.2.2 Giin i¢i ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
gelistirilen yontemin, giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirligi incelemek amaci ile Bolim
3.4.2.2’de anlatildig1 sekilde yapilan calismalar sonucu elde edilen degerler giin ici
tekrarlanabilirlik i¢in Cizelge 4.14°de, giinler aras1 tekrarlanabilirlik i¢in Cizelge 4.15°de
verilmistir.
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Cizelge 4. 6 Potasyum sorbatin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO [C(ugmLh | AL A2 A3 ORT STD | %RSD
1 5 613479 | 610334 | 605937 | 609917 | 3788,28 | 0,621
2 10 1197849 | 1197989 | 1199543 | 1198460 | 940,23 | 0,078
3 15 1692664 | 1803736 | 1769751 | 1755384 | 56912,76 | 3,242
4 20 2476406 | 2462774 | 2400698 | 2446626 | 40354,60 | 1,649
S 25 2844307 | 2937295 | 2847741 | 2876448 | 52723,30 | 1,833
6 30 3486997 | 3578034 | 3470155 | 3511749 | 58036,29 | 1,653

Cizelge 4. 7 Potasyum sorbatin regresyon analizine ait parametreler

1 2 3 Ortalama

A 42880 26815 59308 42994

B 114804 118374 113695 115625

R? 0,9950 0,9988 0,9986 0,9979

Sa 79118,26 39789,27 41575,67 51377,55

Sb 4063,14 2043,39 2135,13 2638,51

4000000 -

3500000 -

3000000 -

2500000 -

2000000 -

1500000 -

1000000 -

500000 -

0

y=115625x+42994
R?=0,9979

# Potasyum Sorbat

0

10

20

30

40

Sekil 4. 7 Potasyum sorbatin dogrusallik grafigi
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Cizelge 4. 8 Sodyum benzoatin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO [ C(ugmL?) Al A2 A3 ORT STD %RSD
1 5 334312 | 356327 | 358692 | 349777 | 1344518 | 3,844
2 10 787313 | 773534 | 757452 | 772766 | 1494529 | 1,934
3 15 993697 | 1085144 | 1069071 | 1049304 | 48823,04 | 4,653
4 20 1444961 | 1411540 | 1432884 | 1429795 | 1692328 | 1,184
S 25 1751621 | 1742543 | 1728181 | 1740782 | 11818,85 | 0,679
6 30 2110051 | 2096956 | 2093573 | 2100203 | 8702,95 | 0,414
Cizelge 4. 9 Sodyum benzoatin regresyon analizine ait parametreler
1 2 3 Ortalama
14704 50684 44935 36771
B 69845 68209 68288 68781
R? 0,9943 0,9984 0,987 0,9980
Sa 51605,62 26465,15 24235 46 30123,50
Sb 26502,20 1359,12 1244,62 1547,00
2500000 -
y=068781x+ 36771
2000000 -+ R?=0,998
1500000 -
4 Sodyum Benzoat
1000000 -
500000 -
0 T T T 1
0 10 20 30 40

Sekil 4. 8 Sodyum benzoatin dogrusallik grafigi
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Cizelge 4. 10 Kinolin sarisinin dl¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO [CugmLY) | A1 A2 A3 ORT STD %RSD
1 0,5 27356 | 26366 | 26363 | 26695 572,44 | 2,144
2 1 53199 | 55599 | 55904 | 54901 1481,56 | 2,699
3 15 84153 | 84202 | 83811 | 84055 21301 | 0,253
4 2 107636 | 109180 | 107359 | 108058 | 981,22 | 0,908
5 2,5 142454 | 142806 | 141765 | 142342 | 52951 | 0,372
6 3 167740 | 163787 | 160181 | 163903 | 3780,82 | 2,307

Cizelge 4. 11 Kinolin sarisinin regresyon analizine ait parametreler
1 2 3 Ortalama
-2227,1 -380,43 875,07 -577,49
B 56752 55640 54298 55564
R? 0,9982 0,9978 0,9962 0,9979
Sa 2372,03 2539,30 3268,80 2510,95
Sb 1218,16 1304,06 1678,70 1289,51
180000 -
160000 V=5:25=63T9'957797’49
140000
120000
100000 -
20000 - # kinolinsarisi
60000 -
40000 -
20000 -
0 T T T ]
0 1 2 3 4

Sekil 4. 9 Kinolin sarisinin dogrusallik grafigi




Cizelge 4. 12 Sunset sarisinin 6l¢ii egrisine ait pik alanlar1 degerleri

NO [CugmLh)[ A1l A2 A3 ORT STD %RSD
1 0,5 7512 7485 7469 7489 21,73 0,290
2 1 14218 | 14172 | 14124 | 14171 47,00 0,332
3 15 20576 | 22183 | 21110 | 21290 818,43 3,844
4 2 27164 | 27877 | 27231 | 27424 393,74 1,436
5 2,5 35633 | 35277 | 35028 | 35313 304,07 0,861
6 3 42323 | 41426 | 42493 | 42081 573,29 1,362

Cizelge 4. 13 Sunset sarisinin regresyon analizine ait parametreler
1 2 3 Ortalama
82,20 865,27 180,53 376,00
B 13994 13641 13940 13858
R? 0,9981 0,9985 0,9988 0,9993
Sa 600,25 506,72 472,97 361,37
Sb 308,26 260,23 242 .90 185,57

45000 -

40000 -

35000 -

30000 4

25000 A

20000 +

15000 -

10000 -

5000 -

y=13858x+ 376
R?=0,9993

+ sunset sansi

Sekil 4. 10 Sunset sarisinin dogrusallik grafigi
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Cizelge 4.

14 Giin i¢i tekrarlanabilirlik

Potasyum sorbat

Sodyum benzoat

Kinolin sarisi

Sunset sarisi

(ng mL™) (ng mL™) (ng mL™) (ng mL™)

10,000 {15,000 {20,000 (10,000 |15,000 (20,000 (1,000 1,500 (2,000 {1,000 {1,500 |2,000

1 9,846 |14,765 |19,338 (10,262 (14,442 |19,108 |0,996 1,501 (1,947 (1,019 (1,511 (1,996

2 10,013 {15,084 {19,799 (9,980 14,261 (19,039 (1,014 1525 11,975 (0,993 (1,493 1,990

3 9,966 |15,087 |19,848 ({10,053 (14,328 (19,101 |1,027 1,545 (2,002 (1,008 (1,481 (1,985

X(ort) (9,942 |14,979 |19,661 (10,100 |14,344 |19,083 |1,012 1,524 (1,975 (1,007 (1,495 (1,990

S 0,086 0,185 0,281 0,146 0,092 10,038 0,016 0,022 10,027 0,013 |0,016 |0,006

9%RSD (0,862 (1,236 (1,132 |1,447 0,638 [0,200 (1,576 1,439 11,379 (1,275 |1,039 0,287

% geri 99,417 (99,858 (98,307 (100,985 |95,625 |95,414 |101,241 |101,600(98,733 |100,675 (99,685 (99,523
kazanim
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Cizelge 4.

15 Ginler arasi tekrarlanabilirlik

Potasyum sorbat

Sodyum benzoat

Kinolin saris1

Sunset sarisi

(ng mL™) (ng mL™) (ng mL™) (ng mL™)

10,000 [15,000 |20,000 |10,000 [15,000 |20,000 |1,000 [1,500 [2,000 |1,000 |1,500 |2,000

1 |10,046 |14,704 |19,472 |10,619 |14,479 |19,169 |1,000 |1,495 |1,958 |0,988 |1,516 |1,955

2 |10,219 |15,022 |19,938 |10,346 |14,299 |19,102 |1,010 |1,519 |1,986 |0,962 |1,498 |1,048

3 |10,174 |15,024 |19,988 |10,418 |14,366 |19,164 |1,032 |1,539 [2,012 |0,077 |1,485 |1,942

4 [9,942 14,979 |19,661 |10,100 |14,344 10,083 |1,012 |1,524 |1,975 |1,007 |1,495 |1,990

X(ort) |10,095 14,932 |19,765 |10,370 |14,372 |19,129 |1,016 |1,519 |1,983 0,983 |1,499 |1,959

S |0,216 |0,153 |0,242 0,092 |0,077 |0,044 |0,015 |0,018 0,023 [0,019 0,013 |0,022

%RSD |1,244 [1,026 |1,225 |0,638 |0,534 |0,228 |1,446 |1,194 |1,158 |1,933 |0,854 |1,111

% geri |100,950(99,547 |98,823 |95,625 |95812 |95,647 |101,556|101,278 99,133 |98,324 |99,906 |97,940
kazanim
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4.2.3 Dogruluk

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
gelistirilen yontemin dogrulugunu incelemek amaci ile Bolim 3.4.2.3’de anlatildigi

sekilde yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen degerler Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4. 16 Dogruluk

. o .
Ornekten Konulan Bulunan /o geri
gelen kazamim
5,000 7,922 102,760
Potasyum sorbat 2784 10,000 12,544 97,600
(ng mL™) ’
15,000 18,287 103,350
5,000 10,488 104,280
Sodyum be[\zoat 5974 10,000 15,730 104,560
(ng mL™)
15,000 20,984 104,730
0,500 0,614 95,600
Kinolin saris1
(ng mL—l) 0.136 1,000 1,182 104,600
1,500 1,674 102,530
0,500 0,539 98,600
Sunset salr1s1 0.046 1,000 1,088 104,200
(ng mL™)
1,500 1,550 100,260

4.2.4 Tamma ve Tayin Siir1 (LOD-LOQ)

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in
gelistirilen yontemin taninma ve tayin sinirlariin belirlenmesi i¢in bolim 3.4.2.4°de

anlatildig1 gibi yapilan ¢alismalar sonucunda Cizelge 4.17°de ki degerler elde edilmistir.

Cizelge 4. 17 LOD-LOQ degerleri

Potasyum Sodyum Kinolin sarisi Sunset sarisi
sorbat benzoat
LOD(ug mL™) 0,082 0,154 0,044 0,069
LOQ(ug mL'l) 0,273 0,513 0,146 0,230
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4.2.5 Cozelti Dayamikhihg:

Potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin ¢oziicii igerisindeki
dayanikliligini incelemek icin Bolim 3.4.2.5°de anlatildigi sekilde c¢alisildiginda
potasyum sorbat, kinolin saris1 ve sunset sarisinin tiim sartlarda, sodyum benzoatin

4°C’de en az 1 ay boyunca bozulmadig goriildii.

4.3 Ornek Analizi

Limon sosu ve i¢eceklerinde bulunan potasyum sorbat, sodyum benzoat, kinolin saris1
ve sunset sarist miktarim1 belirlemek amaci ile Bolim 3.4.3’de anlatildigi sekilde
yapilan calismalar sonucu limon sosu ve igecekleri icin Cizelge 4.18 - 4.22°deki

degerler elde edilmistir.

Cizelge 4. 18 Limon sosu I’in HPLC ile analizi

) Deneme Potasyum | Sodyum Kinolin Sunset
Ornek sayisi sorbat . benzoat1 sarisi . sarisi .
(ngmL™) | (ngmL™) | (ngmL™) | (ngmL™)
1 55,051 105,293 2,627 0,953
2 55,571 106,301 2,718 0,933
3 56,314 106,783 2,721 0,948
4 56,498 107,657 2,662 0,920
5 55,364 102,543 2,754 0,890
6 55,571 103,575 2,756 0,915
Limon sosu 7 56,314 105,827 2,697 0,899
| 8 56,498 106,722 2,791 0,879
9 54,459 103,266 2,794 0,894
10 54,668 104,298 2,662 0,924
11 55,900 106,267 2,754 0,904
12 56,086 107,160 2,757 0,919
Ortalama | 55,691 105,474 2,724 0,916
Standard
sapma 0,700 1,673 0,053 0,021
% RSD 1,257 1,587 1,958 2,389

77



Cizelge 4. 19 Limon sosu I[I'nin HPLC ile analizi

) Deneme Potasyum | Sodyum Kinolin Sunset
Ornek sayist sorbat B benzoat_l sarisi B sarisli B
(ngmL™) | (ngmL™) | (ngmL™) | (ngmL™)
1 - 131,368 2,394 0,874
2 - 130,961 2,323 0,878
3 - 127,788 2,358 0,877
4 - 130,193 2,426 0,857
5 - 131,368 2,355 0,860
6 - 130,961 2,390 0,864
7 - 130,829 2,459 0,845
Limon sosu 8 - 130,193 2,387 0,855
I 9 - 131,205 2,423 0,848
10 - 130,794 2,426 0,861
11 - 131,141 2,355 0,861
12 - 130,500 2,390 0,862
Ortalama 130,609 2,391 0,862
Standard | - 0,974 0,038 0,010
sapma
% RSD - 0,746 1,608 1,210
Cizelge 4. 20 Limon sosu III’tiin HPLC ile analizi
) Deneme Potasyum | Sodyum Kinolin Sunset
Ornek sayist sorbat . benzoat1 saris1 . sarisi .
(ngmL™) | (ngmL™) | (ngmL™) | (ngmL™)
1 61,011 169,236 - -
2 57,331 171,979 - -
3 58,209 175,826 - -
4 59,346 168,019 - -
5 57,714 172,587 - -
6 59,087 174,930 - -
7 60,258 168,667 - -
Limon sosu 8 60,665 172,949 - -
11 9 58,700 175,289 - -
10 59,883 176,387 - -
11 58,660 168,645 - -
12 59,824 172,500 - -
Ortalama | 59,224 172,251 - -
Standard - -
sapma 1,1542 3,013
% RSD 1,949 1,749 - -
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Cizelge 4. 21 Limonata I’in HPLC ile analizi

) Deneme Potasyum | Sodyum Kinolin Sunset
Ornek sayist sorbat . benzoatl sarisi . sarisli .
(ngmL™) | (ugmL™) | (ugmL™) | (ngmL™)
1 266,725 134,171 - -
2 256,624 131,212 - -
3 255,285 131,151 - -
4 263,205 131,190 - -
5 262,290 137,747 - -
6 252,764 130,842 - -
7 264,327 130,780 - -
Limonata | 8 263,885 138,430 - -
9 254,266 131,252 - -
10 261,166 133,038 - -
11 261,325 131,102 - -
12 260,421 131,041 - -
Ortalama | 260,190 132,663 - -
Standard - -
sapma 4,434 2,730
% RSD 1,704 2,058 - -
Cizelge 4. 22 Limonata II’'nin HPLC ile analizi
) Deneme Potasyum | Sodyum Kinolin Sunset
Ornek sayisi sorbat B benzoat_l sarisl B sarisli B
(ngmL™) | (ngmL™) | (pgmL”) | (ngmL™)
1 272,637 162,378 14,593 -
2 271,754 159,538 14,519 -
3 256,597 157,260 15,278 -
4 264,894 160,997 14,827 -
5 263,643 158,089 14,752 -
6 272,199 157,515 15,519 -
7 270,562 161,653 15,021 -
Limonata Il 8 265,251 158,748 14,945 -
9 273,891 157,894 15,722 -
10 270,042 161,681 14,812 -
11 261,764 158,797 14,737 -
12 270,259 157,553 15,505 -
Ortalama | 267,791 159,342 15,019
Standard
sapma 5,295 1,859 0,395 -
% RSD 1,977 1,166 2,629 -
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4.4 Tartisma

Bu calismada, limon sosu ve i¢eceklerinde bulunan sodyum benzoat, potasyum sorbat,
kinolin saris1 ve sunset sarisinin bir arada analizi i¢in gelistirilen HPLC y&nteminde,
calisilacak hareketli faz bilesenleri, pH ve akis hiz1 klasik yontem ile yaklasik olarak
bulunduktan sonra deneysel tasarimdan yararlanilarak optimum kosullar belirlenmistir.
Maddeler spektrofotometrik dedektorle 230 nm’de saptanmistir. Maddelerin bir arada

analizi, izokratik teknik kullanilarak 10 dakikada gergeklestirilmistir.

Kinolin saris1 ve sunset sarisinin gida iirtinleri i¢indeki miktarinin ¢ok az olmasi ve
230 nm’deki absorpsiyonun ¢ok diisitk olmasi nedeni ile bu maddelerin miktar tayinleri,
absorpsiyonlarmin daha yiiksek oldugu 460 nm’de elde edilen kromatogramlar

kullanilarak yapilmistir.

Kromatogramlarda kinolin sarisina ait 3 ayr1 pik gézlemlenmistir. Bunun nedeni kinolin
sarisinin 3 ayri izomerinin bir arada bulunmasidir. Bu durum literatiir bilgileri ile uyum
gostermektedir. Kinolin sarisinin miktar tayini yapilirken literatiirdeki calismalar g6z

Oniine alinarak bu 3 pikin alanlar1 toplami1 kullanilmistir.

Gelistirilen yontemin dogrusalliginin incelenmesinde, maddelerin 6rnekler icindeki
miktarlar1 g6z Oniline alinarak belirlenen konsantrasyon araliginda, pik alani ile
konsantrasyon arasindaki iliskiden yararlanilmistir. Hazirlanan 3 ayr1 6lgli egrisi
sonuclarinin birbirleri ile tutarli oldugu ve regresyon katsayilarinin uygun oldugu

gorilmiistiir.

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirlik parametrelerinin incelenmesi igin belirlenen
konsantrasyon aralig1 i¢inde olacak sekilde farkli konsantrasyonda sentetik karisimlar
hazirlanmis ve analiz edilmistir. Kabul edilebilirlik i¢in st limit olan % 2’nin altinda

RSD degerleri elde edilmistir.

Gelistirilen yontemin dogruluk parametresinin incelemesi i¢in 6rnek olarak, igerisinde
incelenen 4 maddenin de bulundugu limon sosu I kullanilmistir. Ornek igersine farkli
konsantrasyonlarda maddelerden eklenerek hazirlanan c¢ozeltiler analiz edildiginde
analitik acidan kabul edilebilir sinirlar icinde (95-105) geri kazanim degerleri elde

edilmistir.
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Gelistirilen yontem ile piyasada var olan 3 adet limon sosu ve 2 adet limonata analiz
edilmistir. Tekrarlanan 12°ser 6rnek icin gida iirlinleri i¢in iist limit olan % 2-20’nin
altinda RSD degerleri elde edilmistir. Gida 6rneklerindeki katki maddelerinin miktarlar
bilinmediginden ve incelenen 4 maddenin bir arada analizine yonelik herhangi bir
standart yontem bulunmadigindan gelistirilen analiz yonteminin T ve F testi

kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirilmasi yapilamamastir.

Yapilan galismalarda, incelenen limon sosu ve igeceklerinden biri hari¢ hepsinde
gidalara koruyucu olarak katilan potasyum sorbat ve sodyum benzoatin bir arada var
oldugu, igeceklerin soslara oranla bu maddelerden daha fazla igerdigi, soslarin i¢indeki
koruyucu madde miktarlarinin Tirk Gida Kodeksi yonetmeligince belirlenen simirlar
icinde (250 potasyum sorbat - 150 sodyum benzoat) oldugu, limonata 6rneklerinde bu
miktarin siirin biraz istiinde oldugu (260, 267 potasyum sorbat-159 sodyum benzoat)
saptanmistir. Bununla birlikte asilan miktarin az olmasi ve analizde yapilmisg
olabilinecek hata da g6z Oniine alinarak bu doz asimin tolere edilebilecegi

diistinilmektedir.

Gidalara renklendirici olarak katilan kinolin saris1 ve sunset sarisinin, incelenen bir sos
ve bir limonata 6rneginde bulunmadigi, diger limonata 6rneginde sadece kinolin sarisi
var olmakla birlikte miktarinin incelenen diger 2 sosta bulunan kinolin saris1 ve sunset
sarts1 miktarindan olduk¢a yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte incelenen
orneklerin igerigindeki katki maddelerinin Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligince

belirlenen sinirlar i¢inde oldugu saptanmustir.

Bu tez kapsaminda gelistirilmis ve yapilan c¢alismalar ile gegerliligi kanitlanmis olan
analiz yonteminin, gida kontrol labarotuvarlarinda bu maddeleri igeren 6rneklerin rutin

analizlerinde kullanilmasinin uygun oldugu sdylenebilir.
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