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OZET

ICECEKLER ICERISINDEKI NEOTAMIN YPSK KULLANARAK DAD
DDEKTORLE TAYINI

Selin CANBAZOGLU KILINC
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2020

Danisman: Prof. Dr. Goksel ARLI

Yiiksek performansl sivi kromotografisi (YPSK) ile neotam igeren i¢eceklerdeki

miktar tayini yonteminin gelistirilmesi amaglanmaistir.

Tiirkiye’de satilan igeceklerde neotam miktarinin belirlenmesi i¢in YPSK yontemi
gelistirildi ve gegerlilik testleri yapildi. Farkli mobil faz bilesenleri ve oranlari ile neotam
kromotogramlar1 gozlendi. En 1yi kromotogram Asetonitril (ACN):Fosfat tamponu:Su
(35:50:15, h/h/h) bilesiminde 210 nm dalga boyunda tespit edildi. Y6ntemde foto diyot
dizisi (DAD) dedektor ve Cig (150x4.6 mm, 2.7 um) kolonu, 0.8 mL/dk akis hizi, 5puL
enjeksiyon hacmi c¢alisma paremetreleri kullanildi. YPSK  yonteminin metodu
belirlendikten sonra dogrusallik, giin i¢i ve giinler arasi kesinlik, dogruluk ve ¢esitli
parametrelerdeki degisiklikler ile saglamlik testleri ICH kurallarina gore uygulanmistir.

2-100 mg/L derisim araliginda YPSK y&nteminin dogrusalligi R?=0.9973 olarak
tespit edildi. Giin i¢i ve giinler arasi analizler sonucu kesinlik %BSS 0.1445, ortalama
geri kazanim degeri %96.54 olarak bulundu. Gelistirilen YPSK yontemi neotam iceren
icecek ve 25 mg/L standart ¢ézeltisine uygulandi.

Iceceklerde neotam miktar tayini iceren gelistirilen yontem ve gegerlilik testleri

bagsari ile uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Neotam, YPSK, Icecek.



ABSTRACT

Determination of Neotame in Beverages Using HPLC with DAD

Selin CANBAZOGLU KILINC
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2020

Supervisor: Prof. Dr. Goksel ARLI

It is aimed to develope the quantification method at the bevareges which contain
neotam with high performance liquid chromatography (HPLC).

In order to determine the quantity of neotam at the drinks which are sold in Turkey,
the HPLC method was developed and the validation test of the method was made. The
neotam chromatography was onserved in different mobile phase componenets and rates.
The best chromatography was determined in the components of Acetonitrile
(ACN):Phosphate buffer:Water (35:50:15, h/h/h) during 210 nm wave lenght. In the
method, photo diode array (DAD) dedector and C1g column, 0.8 mL/min flow rate, 5 pL
injection voltime study parameters were used. After the determination of HPLC method,
linearity, intra-day and inter-day precision accuary and stiffness tests with the differences

at the various parameters were applied according to ICH rules.

The linearity of the HPLC method is determined as R?=0.9973 at 2-100 mg/L
concentration range. It is found that the precision is %BSS 0.1445 and the average
recovery value is %96.54 at the result of the intraday and inter day analyzes. The
developed HPLC method is applied to the drinks containing neotam and the standart 25
mg/L situation.

The developed method and the validation test were applied to the drink which

contains neotam succesfully.

Key Words: HPLC, Neotam, Beverages.
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ETIK iILKE VE KURALLAR UYGUNLUK BEYANNAMESI
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davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
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ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
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1. GIRIS ve AMAC

Asirt seker tiikketimi, aragtirmacilari bu yiyecege alternatifler aramaya itmistir.
Sekere alternatif olan, kalorisiz yapay tatlandiricilardir. Bu tatlandiricilar, normal sekerler
yerine, yiyecek ve iceceklerde kullanilan kimyasal maddeler veya dogal yiyeceklerdir.
Bu bilesenlerin tatliligi, normal sekerin birkac¢ kat1 oldugundan, normal sekerden ¢ok
daha az kullanilabilir. Bu 6zellik, neotam1 endiistriyel kullanim i¢in daha uygun hale
getirmistir. Ek olarak, bu tatlandiricilar normal sekerden ¢cok daha az kaloriye sahiptir ve
diyabeti olan kisilerde kan sekerini azaltmak veya yiiksek kan sekerini 6nlemek igin
kullanilir. Yapay tatlandiricilar, tath icecekler, hamur isleri, recgeller, konserve gidalar ve
hatta evde kullanilan yapay tatlandiricilar gibi islenmis gidalarda yaygin olarak kullanilir.
Yapay tatlandiricilar seker hastalari i¢in sekere iyi bir alternatif olabilir ¢linkii bunlar bir
karbonhidrat kaynagi degildir. Neotam, her tiiketici i¢in gilivenli olan bir seker
alternatifidir. Insanlar seker yerine neotami giivenle kullanabilirler. Sentetik bir
tatlandirict olarak bilinen neotam, bazi gida iiriinlerinde seker yerine uygun bir yedek
roliinii oynayabilir. Bu bakimdan, neotami sekere alternatif bir tatlandirici olarak

tanimlamak 6nemlidir (Cadena vd., 2013).

Neotam sckere alternatif bir tatlandirici olarak bilinmektedir. Sekerin viicuda
bir¢ok zararlar1 vardir ve onun az tiiketimi insanlarin saglig icin 6nemlidir. Sekerin
fiziksel saglik tizerindeki olumsuz etkileri, ¢esitli calismalarda belgelenmistir. Bu ylizden
insanlarin kilo almak ve cesitli hastaliklarin riskini azaltmak icin seker alimlarini

azaltmalar1 gerekir (Edwards vd., 2016) .

Sekerin saglik iizerindeki olumsuz etkilerinden biride cilt lizerindeki etkileridir.
Viicutta bulunan fazla miktardaki seker proteine baglanarak proteinin yapisini denature
olmasia sebep olur. Cildin en 6nemli bilesenlerinden kollojen ve elastin proteinleri
baglanma sonucu tahribata ugrayabiliyor. Cildin elastikligini ve sikiligini saglayan elastin
ile kollajenin seker molekiilleri tarafindan hasar gormesi de ciltte sarkma, kirisiklik ve

yiizeyde bozulmalara sebep olabiliyor (Edwards vd., 2016).

Cok fazla seker tiiketmek beyin kimyasal dengesizliklerine neden olur. Bu
dengesizlik, depresyona neden olur ve hatta bazi kisilerde uzun vadeli zihinsel sorunlarin
geligme riskini artirabilir. 2017 yilinda yapilan bir ¢alisma, her giin biiylik miktarda seker
tiiketen erkeklerin, bes yil iginde depresyon gelisme ihtimalinin digerlerine gore yiizde

23 daha fazla oldugunu gostermektedir. Calismanin erkekleri igermesine ragmen,



kadinlarda seker ile depresyon arasindaki iliski de belirgindir. Yapilan arastirmalarda
eger kan sekeri uzun siire normal degerlerin iizerinde olduysa, normal bireylere nazaran
beyin kiigiilme riskinin arttig1 gézlemlendi. Fazla seker tiiketimi ayrica 6grenme giicliigii
ve dikkat eksikligi tlizerinde de etkisi oldugu bilinmektedir. Arastirmacilar beyindeki
genlerin fruktozdan etkilenebilecegini buldular. Bu hafizay1 ve 6grenmeyi etkileyebilir
ve hatta Alzheimer hastaligina, diyabete ve kalp hastaligina yol agabilir. Amerikan
diyetindeki temel fruktoz kaynagi, yiiksek seker fruktoz ve seker pancari sekeri ve misir

surubu (Edwards vd., 2016).

Fazla seker tiiketimi hastaliklara kars1 viicudun direncini zayiflatarak hastaliklara
yakalanma riskini arttirmaktadir. Viicudun savunma sisteminin 6nemli pargalarindan olan
alyuvar hiicreleri ve C vitamini seker ile benzer molekiil yapisina sahip oldugundan fazla
tilketiminde bagisiklik hiicreleri tarafindan kullanilmiyor. Buda bagisiklik sisteminin

direncini zayiflamasina sebep olmaktadir (Edwards vd., 2016).

Kanser riski seker tiiketen insanlarda daha fazladir. Amerika Diyet Rehberi'nin
2010 y1l1 raporlarinda, seker kullanimu ile ilgili 5 kronik hastalikta etkili oldugundan s6z
edilmis. Kanser bu hastaliklarin en 6nemlilerinden biridir. Dogal olarak seker igeren
tahillar, siit ve siit tirlinleri, kurubaklagiller ayn1 zamanda kansere koruyucu olarak gorev
yapan vitamin, mineral, antioksidan ve fitokimyasallar gibi maddeler igeriyorlar. Bunun
aksine sofra sekeri bos kalori olmasiin yani sira hi¢bir koruyucu madde igermiyor.
Meme kanseri gibi bazi kanserlerin seker tiiketiminden daha fazla etkilendigi
belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda yiiksek seker tiiketimi ile endometrium, meme,
pankreas ve kolorektal kanserleri arasinda pozitif iliski tespit edilmis (Edwards vd.,
2016).

Neotamin birgok kullanim yeri vardir. Birgok iiriiniinde 6zellikle, i¢eceklerde
neotam ve seker kullanilir ya da glikoz fruktoz surubu ile birlikte kullanilir. Ayni sekilde
neotamin diger tatlandiricilar ile birlikte yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Mitchell,
2008).

Neotaminin bagka bir 6zelligi stabil ve kalic1 olmasidir. Neotam yogun tatlilig
nedeniyle, gida iirlinlerini tatlandirmak i¢in az miktarda kullanilir. Neotam on alt1 hafta
boyunca, diisiik kalorili alkolsiiz gazli i¢eceklerde kalir, bu yiizden bu icecek tiiriiyle
tamamen uyumludur. Diger triinler yaklasik 156 hafta boyunca stabil ve kalicidir.

Neotam, 52 hafta boyunca i¢cme tozlarinda stabil ve kalici olmustur. Neotam, kekler i¢in



de etkiliydi ¢ilinkii 5 giinliik depolama ve %60'lik bagil nemden sonra, neotamin sadece
%4' kek i¢cinde kaybedilmistir. Sakiz kapsiilleme durumunda, kapsiilleme raf dmriinii
arttirir ve 52 hafta boyunca bozulmaya karsi korur. Siit {irlinlerinde de neotam basarili
olmustur ve bu {iriinlerin normal raf 6mrii olan altinc1 haftanin sonunda yogurt gibi siit

tirtinlerinde, orijinal neotamin yaklasik %98'i kalmistir.

Neotam, besleyici olmayan bir tatlandirici olarak ticari pazarda yer almasinin sebep
olan bes 6zellige sahiptir. Bu bes 6zellik sunlardir: tat, ¢oziiniirliik, stabilite, glivenlik ve

maliyet.

Neotam tadi giizel ve tathidir. Siikroz tadina ¢ok benzer. Ayni zamanda aspartamdan
20-30 kat daha tatl1, sakarozdan 13.000-7.000 daha tatlidir. Diger yapay tatlandiricilarda
bulunan ac1 veya metalik bir tada sahip degildir (Bannwart vd., 2008) .

Neotamin ¢oziiniirliigii sakarozdan yiizlerce kat daha yiiksektir.

Neotam kuru kosullarda yiiksek raf dmriine sahiptir. Sulu sistemlerde ve asidik
kosullar altinda neotam, aspartam ile neredeyse ayni stabiliteye sahiptir ve bu nedenle,
bu kosullar altinda aspartam ile benzer kullanimlara sahiptir. Notr pH araliginda neotam,
aspartamdan anlamli olarak daha stabildir. Yiiksek sicaklik kosullarinda, ayrica daha
stabildir, bu da neotamin pismis iriinlerde giicli olma yetenegini ve genis
uygulanabilirligini gosterir.

Cok diistik kullanimi nedeniyle, giivenlik degeri farmakokinetik 6zellikleri
acisindan arzu edilen bir materyal olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda tedarik kolaylig

nedeniyle de gilivenlidir (sasirtict tatlandirma yetenegine ragmen).

Neotam rekabetci ve pazar da ilgi gormiistiir zira ayn tathilik diizeyindeki aspartam ve

sukrozdan daha ucuzdur.

Neotam'm birgok belirgin avantaji vardir. Ornegin, normal kullanim seviyelerinde
kalorik olmayan bir tatlandirict olarak kabul edilebilir. Cok ¢esitli yiyecekler ve diyet
malzemeleri ile uyumludur. Ornegin, aspartamin aksine, indirgen sekerlerle (glukoz,
fruktoz, yiiksek fruktozlu misir surubu, maltoz, laktoz, vb.) Reaksiyona girme sorunu
yoktur. Aym1 zamanda aldehit bazli aroma maddeleri (vanilin, etil vanilin, tar¢in,
tarnamaldehit ve sitrat gibi) ile higbir problemi yoktur ve essiz, mutajenik ve kanserojen
olmayan aroma arttirict 6zelliklere sahiptir.

Burada neotamin 6zelliklerinden sadece birkagi belirtilmistir, ancak bu dzellikler

onu fonksiyonel gida endiistrisinde bir segenek haline getirmektedir. Neotamin benzersiz
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ozellikleri, gida endiistrisi teknolojistlerinin yeni fonksiyonel yiyecekler ve icecekler
tiretmeleri i¢in bagka bir ara¢ sagladi ve bdylece seker kalorisi olmayan tiiketiciler i¢in

tatsiz bir gida talebi saglamistir.

Bu ¢alismada igecekler igerisindeki neotamin YPSK kullanarak DAD dedektorle
tayininin arastirilmasi yapilmstir. Ikinci boliimiin amaci, neotamin &zelliklerini
incelemektir. Bu boliimde ti¢ 6nemli boliim vardir: igecekler ve tatlandiricilar, neotamin
ozellikleri ve neotamin tayini konusunda yapilan ¢alismalar. Uciincii béliimde kullanilan
yontem hakkinda bilgi verilmistir. Arastirmanin deseni, veri toplama, YPSK yontemi ve
verilerin analizi bu boliimde anlatilmistir. Bulgular, tartisma ve sonug en son béliimlerde
yer almaktadir. Bulgular bolimiinde yapilan aragtirmada elde edilen verilerin

¢Oziimlenmesi sonucunda ortaya ¢ikan bulgular ve bulgularin yorumlar1 yer almaktadir.



2. LITERATUR
2.1. icecekler ve Tatlandiricilar
2.1.1. icecekler

Bu béliimde once Tiirkiye’de ve diinyada igecek sektorii hakkinda bilgi verilecektir

ve sonra Kitleler arasinda su anda popiiler olan igeceklerin hakkinda bilgi verilecektir.

Icecek tarihinin baslangicinin 17. yiizyila kadar gittigi soylenebilir. 1676 yilinda
Fransa’nin Paris sehrinde iiretilen De Lemonades isimli i¢cecek su disinda tiiketicilere
sunulan ilk tirtinlerden olmustur. 1767 yilinda karbondioksitin igeceklere dahil edilmesi
ile “gazl1 igecek’ olarak anilacak yeni bir {irlin grubu olusmustur. 1830 yilinda Amerika
Birlesik Devletlerinde Coca-Cola’nin ve 1898 yilinda Pepsi’nin faaliyete baslamasi ile
ilk modern icecek markalar1 olusmustur. Amerika Birlesik Devletlerinde olusan bu iki
markanin ulusal biiylime ve genisleme gostermesi ile birlikte igecek sektdriiniin olusmaya
basladig1 sdylenebilir. Ulusal pazarda olgunluk asamasina gelen sektorle birlikte 1977
yilinda Coca-Cola’nin Hindistan pazaria agilmasi ile igecek sektdriiniin uluslararasi
alanda en 6nemli acilim1 gerceklesmistir. Giiniimiizde yiizlerce icecek markasi ulusal ve

uluslararasi pazarlarda operasyonlarini siirdiirmektedir (Tuncer & Goksen, 2016).

Insan viicudu suyunu kaybedince, bize "susuzluk" dedigimiz bir duygu verir. Yani
stv1 igme ihtiyacini hissetmek demektir. Sicak yaz giinlerinde, hepimizin serin bir igecek
igme ihtiyacimiz artar. Tabii ki susuzluk s1v1 tiikketmenin tek nedeni degildir. Ancak soguk
kis giinlerinde veya yagli bir yemekten sonra, uzmanlar yemekten hemen sonra veya bos
bir mideyle su igmeyi tavsiye etmesede, bir fincan ¢ay veya sicak kahve c¢ok iyi gelir

(Schwartz vd., 2015).

Diinyanin dort bir yanindaki milyonlarca insan, giine ¢ay veya kahve ile baslar ve
bu popiilerlik onu milyar dolar cirolu biiyiik bir endiistri haline getirmistir. Milyarlarca
insan giine su, bitkisel igecekler ve 6zellikle meyve suyu veya bir tiir icki ile baglarlar. Bu
arada soda ve kola gibi gazli i¢eceklerin popiilaritesi de hafife alinmamalidir. Bu sekerli
igeceklerin kullanimi o kadar artmistir ki, beslenme uzmanlar1 insanlari, 6zellikle de
cocuklari, bu icecekleri kullanma konusunda ciddi sekilde uyarmaktadir. Tibbi
tavsiyelere ragmen, gazl igecek iireten biiytik sirketler, dyle bir politika benimsemisler
ki bu igeceklerin hayranlariin giin gectik¢e artmakta oldugu goziikiiyor (Ancak, bu artan
egilim gelismekte olan iilkelerde daha fazla goriilityor). Amerikan ve bazi Avrupa zincir

restoranlarinda, miisterilerin bir bardak gazli igecek doldurmasi veya ikinci bir gazlh



icecek talep etmesi serbesttir; bu da daha fazla igmelerini tesvik eder. Aragtirmalar ayrica
Coca-Cola ve Pepsi gibi gazli iceceklerde olan kafeinin bagimlilik yaptigini gostermistir.
Ancak alkolsiiz i¢ecekler ¢ay ve kahve veya sekerli ve zararh igeceklerle sinirli degildir.
Meyve suyu ayrica igecek pazarinda suyun yani sira Onemli bir rol oynamaktadir
(Schwartz, vd., 2015). Boylece fabrikalar faaliyete gecti, farkli meyve sularini siselere ve
zarflara doktiiler, yetkili katki maddeleri ve koruyucu maddeleri de ilave ettiler ve
insanlara renkli paketlerde sundular. Bazen bu katki maddeleri izin verilen seviyeyi asar
hatta doktorlar fabrika meyve sularinda kullanilan sekerin de sagliga zararli oldugunu ve
icecegin meyve kismindan daha ¢ok esansiyla olduguna sdyleselerde, bunlarin higbiri, bu

iceceklerin popiilaritesini ve artan tiiketimini azaltmadi.

Grand View Research'in raporuna gore, Gegen yil ki hazir ¢ay ve kahve pazarinin
degerinin 2024 yilina kadar 116.13 milyar dolara ulasacagini tahmin ediyordu. Raporda,
cay ve kahvenin alkolsiiz i¢cecek endiistrisindeki biiylime egilimine girdigini belirtti. Bu
icecekler sadece hizli ve enerjik degil, bazi toplumlarda bir yasam tarzidir. Lezzetlerin
cesitliligi ve bu igeceklerin 6zellikleri, iiriin talebiyle dogrudan iliskilidir. Bu i¢ecege olan
talebin artmasina katkida bulunan bir diger faktor, insanlarin zevklerindeki degismedir.
Ciinkii kahve ve caym aci tadi giliniimiizde popiiler olmus ve ¢ogu insan g¢ay ve

kahvelerini artik tatlandirmiyor (Grand View Research, 2017).

Her seyden once kahve herkesin se¢cimi gibi goriinse de, diinyanin en popiiler
icecegi caydir. Sadece ABD'de cay tiiketimi, 1990'l1 yillardan bu yana yiizde 400'den
fazla artt1. Bugiinlerde, sehrin her kdsesinde en az bir kafe bulabilirsin ve bu tiim diinyada
gecerlidir, yani kahvenin diinyanin en ¢ok satan {iriinlerinden biri olmas1 sasirtici degildir.
Tabloda en biiyiik 10 ¢ay freticisi iilkenin listesi listelenmistir. Su ve c¢aydan sonra
diinyada en ¢ok tiiketilen ii¢ilincii igecek kahvedir. Yagdan sonra kahve, diinyada ticari
olarak satilan ilk tiriindiir. Her giin diinya ¢apinda yaklasik yarim trilyon fincan kahve
tiikketiliyor. Tabii ki, kahve ¢ekirdegi icilmesi ve demlenmesi disinda baska kullanimlari
da var. Kahvede bulunan kafein, bazi islemlerle bazi icecekler (Coca-Cola), ilaclar ve
kozmetikler i¢in de kullanilir. Kahvenin farkli lezzetleri ve tadi1 vardir, ancak iki ana tiir
kahve ticari kullanim i¢in ekilir. Biri diinyanin kahvesinin %70'ini saglayan Arabica,
digeri ise Arabica'dan ¢ok daha ucuz ve kolay yetistirilen Robusta (Grand View Research,
2017).

Alkolsiiz icecekler ve gazli igeceklerde oldukca diinyada ilgi gérmektedirler.

Konsantre iceceklerin piyasa degeri 2013 yilinda 255 milyon dolar olarak tahmin edildi
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ve 2019 yilina kadar 34761 milyon dolara ulagsmasi bekleniyor. Yani, 2013 ve 2019
arasinda yillik bliylime orant %5,4 olarak tahmin ediliyor. Konsantre igecek pazarinin
bliylimesi, yiyecek ve igecek sektoriindedir. Gelismekte olan iilkelerde, insanlarin
islenmis gidalara ilgisi artiyor, bu da konsantre i¢eceklerin daha fazla kullanilmasina
neden oluyor. Diyet aliskanliklarina bagl olarak saglik sorunlar1 da degismistir. Insanlar
besleyici yiyeceklere daha meyillidir ve bu nedenle konsantre igeceklerin tiiketimi
artmistir. Gazsiz i¢ecek pazarina portakal, elma, meyve karisimi, tizlim, ananas, greyfurt,
mango sular1 ve daha bir¢ok sey hakimdir. 2013 yilinda konsantre icecek pazarina Avrupa
hakim oldu ve Kuzey Amerika'da ikinci oldu. Dogal ve saglikli iceceklerin ve islenmis
tiriinlerle saglik sorunlarinin artan popiilaritesi, alkolsiiz igecekler ve konsantre iiriinler
i¢in gelisen pazarin ana nedenidir. Ote yandan, bugiinlerde pek iyi olmayan gazl
igecekler var. Coca-Cola ve Pepsi'nin en meshur i¢ecek fabrikalari talebin azalmasindan
sikayetgiler. Cilinkii diinyanin bir tarafinda finansal bir kriz var, ancak insanlar sekerli ve
gazli igceceklerden uzak dururken, diger taraftan bu iceceklerin nispeten yiiksek fiyati
piyasay1 eskisinden daha az miireffeh hale getirdi. Niifus artisinin diinya genelinde gida
arzi1 iizerinde biiyiik etkisi var. Bugiinlerde tiim diinya beslenme ve gida kalitesine ¢ok
dikkat ediyor. Cesitli hiikiimetler ve 6zel sektorler, saglikli, saf ve besleyici gida
standartlarinin karsilanmasinda iyi adimlar att1. Gazli olmayan igeceklerde farkl: tatlar da
tiiketici talebini karsilar nitelikte. Son derece aromali ve istah agici ve farkli renklerde
olan igecekler ayrica ekonomik olarakta avantajli hale geldi (Grand View Research,
2017).

Kitleler arasinda su anda popiiler olan igeceklerin hakkinda bilgi verilecektir. Su
anda genel tiiketici popiilasyonu tarafindan tercih edilen 4 tiir igecek listesi asagidadir.
Bu galisma ig¢ecekler igerisindeki neotamin, YPSK-DAD ile analizi oldugundan kisa da
olsa icecekler konusunda bilgi vermekte fayda var. Icecekler dort tiire siniflandirilir,

alkolsiiz icecekler, enerji icecekleri, saglikli icecekler ve alkollii igecekler.

Alkolsiiz i¢eceklerin tiim igecek tiirlerinin en popiilerleri arasinda olduguna siiphe
yoktur. Arastirmalara gore, gazli alkolsiiz icecekler Amerika Birlesik Devletleri'nde
siselenmis sudan sonra en ¢ok tiiketilen icecek. Genel tiiketici popiilasyonu, hemen
hemen her tiirlii amag i¢in tadini ¢ikarabileceginiz tatli tadimi iyiligi nedeniyle, diger tim
icecekler icersinde alkolsiiz icecek olarak tercih edilmektedir. Ozellikle restoranlarda bu

tiir icecekler fazlasiyla tiiketiliyor (Haque, 2018).



Enerji igecekleri, tiim icecek tiirlerinde en tartismali ve en popiiler olanlardan
biridir. Enerji igecekleri ilk kez bilim adami Dr. Enuf tarafindan sunulmustur. Enerji
icecekleri vitamin ve seker ile desteklenerek sekerli sodalara alternatif olarak sunulmustur
(Kayapmar & Ozdemir, 2016). Potansiyel faydalar1 sdéz konusu oldugunda, enerji
icecekleri, tliketicilere ¢esitli gorevleri yerine getirmeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari ek enerji,
uyaniklik ve yogunlagmay1 saglayabilen inanilmaz derecede yararl bir igecek tiiriidiir.
Ancak ¢ok fazla miktarda enerji icece8i tiikketimi, oncelikle igecegin ¢ok fazla seker ve
kafein icerdigi icin saglik komplikasyonlarina neden olabilir. i¢ki cogunlukla is sirasinda
ek saatlerini 6gilitmek zorunda kalan iscilerin yani sira yiiksek diizeyde performans
sergilemek isteyen sporcularin yani sira, kafeini seven geng tiiketiciler arasinda biiyiik bir
taraftar grubuna sahiptir. Genis bir tiiketici tabanina sahip bir i¢ecek tiiriidiir ve 6zellikle

gengler arasinda ¢ok tiiketiliyor (Schwartz vd., 2015).

Yillar gectikce, insanlar igtikleri iceceklerin tiirii konusunda bilinglenmeye
baslamaktadir. Sekerli iceceklerin asiri tliketilmesinin sonucu insanlar daha saglikli

icecekler tiiketmesi konusunda bilgi sahibi oldu.

Genel tiiketici poplilasyonuna sekerli iceceklere saglikli bir alternatif sunmak icin
cesitli icecekler sunulmustur. Saglikli sivi igecekler geng tiiketiciler i¢in popiiler
olmasada, yetiskinler arasinda tiiketilmektedir. Dikkat ¢eken saglikli igeceklerden

bazilar1 matcha, yesil ¢ay ve nar suyudur.

Alkollii igecekler igmek, birgok kiiltiirde yiizyillardir bir temel olmustur. Biralar,
saraplar ve alkollii ickiler tiiketiciler tarafindan gesitli amaglarla, ister kutlama, rahatlama,
ister sadece rahat i¢ki icmek i¢in olsun kullanilmaktadirlar. Evlerde ve dairelerde, bar ve
restoranlara, konser salonlarina ve spor stadyumlarinda alkollii igecekler tiiketilmektedir.
Bazi tiiketicilere gore, alkollii igecekler, damaklarin1 yumusak bir sekilde tatmin edebilen
benzersiz bir lezzet tiirli sunar. Alkollii icecekler zararli taraflar1 olsada fazlasiyla

toplumlarda tiiketilmektedir (Broughton, Fairchild, & Morgan, 2016).

2.1.2. Tatlandiricilar

Temel lezzetin bilesimi tatli, eksi, ac1 ve tuzlu olmak tizere bu dort siniftan olustugu
bilinmektedir. Birinci grup metallerinde en ¢ok rastlanan lezzet tuzluluktur. Acilik gibi
hemen hemen her kimyasal simifta olabilir Eksilik ise protonik asitlerin 6zelligidir

(Ozdemir, Baser, & Cakir, 2014).



Daha az kalori ile ayn1 miktardaki sekerden daha fazla tatliliga sahip olan kimyasal
maddelere tatlandiric1 denir (Ozdemir, Baser, & Cakir, 2014).

Yapay ve dogal tatlandirici olmak iizere tatlandiricilar iki sinifta incelenmistir.
Tatlandirici  kullaniomma ilk olarak ekonominin kotiiye gittigi zamanlarda gida
endiistrisinde maliyeti diisiirmek i¢in baslanmistir. Zamanla tatlandiric1 kullanimi gesitli
saglik sorunlarinin olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla gereksinim haline gelmistir. Bu
saglik sorunlarindan bazilar1 dis ¢iirlimesi, obezite ve seker hastaligidir. Kalorsiz veya
kalorisi azaltilmis besinler tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bal kullanilan
ilk tatlandiricidir. Seker kamisindan elde edilen sakaroz daha sonralari balin yerine
kullanilmaya baslanmistir. Yillar i¢cinde dogal ve yapay tatlandiric1 olmak iizere tatlilik
tad1 veren bircok madde bulunmustur. Giinlikk yasamizda siklikla kullandigimiz seker
tirii sukroz sofralarimizda ve yiyeceklerimizdeki maddelerden biridir. Fruktoz ise
meyvelerden elde edilen dogal sekerdir. Iyi bir tatlandiricida olmasi gereken zelliklerin
basinda sukroz gibi hos bir tath tadi vermesi, rensiz ve kokusuz olmasi ayni zamanda
kalic1 bir lezzet birakmasi istenmistir. Stabilitesinide farkli 1s1l islemlerde, asidik ve bazik
ortamlarda koruyabilmesi ve suda kolaylikla ¢oziinebilmesi ideal tatlandiricilarda
istenilen ozelliklerdendir. Saglik agisindan toksik olmamli normal bir sekilde metobolize
edilebilmelidir (Ozdemir, Baser, & Cakir, 2014).

Yiyecek ve i¢eceklerde yaygin olarak bulunan iki tiir tatlandiric1 vardir: kilojoul
saglayan sekerler ve az kilojoul veya hi¢ olmayan diisiik kilojoul tatlandiricilar veya
baska bir degim ile dogal tatlandiricilar ve yapay tatlandiricilar. Birgok insan tatl olan
yiyecek ve icecekleri sever, ancak kilosuna dikkat etmeye c¢alisan insanlar, genellikle

besleyici olmayan tatlandiricilar segerler.
e Besleyici tatlandiricilar (dogal tatlandiricilar)

Sofra sekeri (slikroz) ve bal gibi tatlandiricilar, enerji iceren karbonhidratlar oldugu
icin besleyici tatlandiricilar olarak kabul edilir. Siikroz gram basma yaklasik 17
kilojogram veya cay kasigi basma 68 kilojoule icerir. Kilo yonetimi s6z konusu
oldugunda, kilogramli igeceklerin de dahil oldugu yiyecek ve i¢eceklerden gelen her
kilojelin say1ldigimn1 hatirlamak énemlidir (Inang & Cinar, 2009).

e Diisiik kilojoule tatlandiricilar (yapay tatlandiricilar)

Diisiik kilolu sekerli tatlandiricilara bazen seker ikameleri, besleyici olmayan

tatlandiricilar veya yogun tatlandiricilar denir, ¢iinkd tatliliklar ¢ok giigliidiir - sakarozun



tatliliginin 200-600 kati arasindadir (sofra sekeri). Bu yilizden aspartam, sukraloz ve
sakarin gibi tatlandiricilar igeren yiyeceklerin tath tadabildigi, ancak az miktarda veya hi¢
kilojoule i¢cermedigi soylenebilir.

Diisiik kilometreli tatlandiricilari, 6zellikle de kopiiklii i¢eceklerde bulunan ana
tatlandiric1 olan aspartam hakkinda ¢ok bilgi kirliligi vardir. iceceklerde kullanilan
tatlandiricilar hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak, bilingli kararlar almaniza ve
iceceklerin mantikli, dengeli bir diyet ve diizenli fiziksel aktivite igeren aktif, saglikli bir

yasamda oynayabilecekleri rolii daha iyi anlamaniza yardimci olabilir (Inang¢ & Cinar,

2009).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Ingiltere Gida Standartlar1 Ajans1 (FSA)
dahil olmak tizere 200'den fazla bilimsel calisma ve gida diizenleme kurumu aspartamin
bir besleyici tatlandirict olarak giivenligini desteklemektedir. Simdi yapay tatlandiricilar
olarak bilinen tatlandiricilar tanitilacaktir. Tablo 2.1°de bu tatlandiricilarin 6zellikleri

goriilmektedir.

Tablo 2.1. Yapay tatlandiricilarin ézellikleri

Tatlandirica FDA Onay Tarihi Tathhk Kalori
Aspartam 1981 160-220 kat 4
Asesulfam K 1988 200 kat 0
Sukroloz 1999 600 kat 0
Neotam 2002 7000-13000 kat 0
Stevia 2008 250-300 kat 0
Sakarin 1958 200-700 kat 0

Zaten neotam hakkinda gelecek boliimde detayli bilgi verilecektir. Simdi baska yapay

tatlandiricilar tanitilacaktir.
1-aspartam

Aspartam, iki amino asit, aspartik asit ve fenilalanin'den olusan, diisiik kilolu bir
tatlandiricidir. Bu amino asitlerin her ikisi de yumurta, et, balik, siit iirtinleri ve findik gibi
protein igeren yiyeceklerde bulunur. Aspartam sofra sekeri (sakaroz) 'dan 180-200 kat
daha tathh oldugundan, yiyecekleri tatlandirmak ig¢in diyetine enerji katkisinin ihmal
edilebilecegi kadar az miktarda gereklidir. Ornegin, yalnizca 190 miligram aspartam
(vaklasik dort kilojoule), 40 gram seker (680 kilojoule) ile ayni tatlandirma giiciine
sahiptir. Aspartam, equal ve nutrasweet markasi altinda masa {istii tatlandirici olarak

mevcuttur. Alkolsiiz yiyecek ve igecek iiriinlerinde, alkolsiiz icecekler ve sakizdan
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jelatinlere, sekerleme, tathilar, yogurtlar ve sekersiz Oksiiriik damlalarina kadar da

kullanilir (Inan¢ & Cinar, 2009).

Aspartam fenilalanin igerir ve fenilketoniiri (phenylketonuria) olarak adlandirilan
nadir bir genetik bozuklugu olan kisiler tarafindan tiiketilmemelidir. Aspartam iceren
yiyecek ve igecek iiriinleri, bu durumdaki kisileri fenilalanin varlifina karsi uyaran
etikette bir agiklama tasir. Ancak, niifusun kii¢iik bir kisminin bu nadir duruma sahip

olmasi, aspartamin diger tiiketiciler i¢in giivenli olmadig1 anlamina gelmez.
2-asesiilfam-k

1967'de kesfedilen asesulfame potasyum (asesulfame k olarak da bilinir) siikrozdan
(sofra sekeri) yaklasik 200 kat daha tatli bir diistik kilojoullu tatlandiricidir. Temiz, tath
bir tad1 vardir ve genellikle alkolsiiz iceceklerde hig tadi yok. Asesiilfam K igeren tirlinler
yaklagik 90 farkli lilkede bulunabilir. Masa iistii tatlandiricilar, tatlilar, pudingler, unlu
mamuller, alkolsiiz igecekler, sekerlemeler ve konserve yiyecekler dahil binlerce yiyecek

ve i¢ecekte kullanilmaktadir.
3-sukraloz

Sukraloz sekerden elde edilir ve sofra sekline (sakaroz) gore 600 kat daha tatlidir.
Bu tatlandiric1 diyeti olan kisiler tarafindan kullanilmaktadir. Sukraloz, ¢ok ¢esitli
yiyecek ve iceceklerde bir bilesen olarak ve masa {istii bir tatlandirici olarak kullanilir.
4-Stevia

Stevia krizantem ailesinde Paraguay'a 6zgii bir bitkidir. Yapragi yogun, dogal bir
tatlilik kaynagidir. Ayn1 zamanda steviol glikozitler, rebiana veya rebaudiozit olarak da
ifade edilebilir. Demleme ¢aymna benzer bir islemde, kurutulmus stevia yapraklari,
yaprakta bulunan en lezzetli, tatlh maddenin kilidini agmak i¢in suya batirilir ve daha
sonra saflastirilir. Vanilya, badem, nane, antep fistig1 ve tar¢in gibi pek ¢ok baska dogal
icerik de ayni sekilde elde edilir. Stevia'dan yapilan tatlandiricilar dogal kdkenlidir,
sakarozdan (sofra sekeri) 200 kat daha tathidir ve sifir kilojoule sahiptirler. Arastirmalar
sonucu stevia, gesitli yiyeceklerde ve masa istii tatlandirici olarak kullanim igin

onaylanmaistir.
5- sakarin
Sakarin, beyaz kristalleri olan sentetik bir sekerdir ve C7HsN3S kimyasal formiiliine

sentetik seker de denir. Sakarinin tatlandirici orani, sekerin yaklasik 300 kati ve siikrozun

550 katidir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda aci ya da metalik bir tad1 vardir. Sakarin
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dogal sekere kiyasla kalorisi yoktur ve kan sekeri arttirmaz. Insan viicudunda sakarinin
metabolizmasi, sindirim kanalindan sindirim sistemi igerisinden gececegi ve viicutta

parcalanmadigi sekildedir.

Sakarin diyabet, ilag surubu, sekerli i¢ecekler olan insanlar i¢in diyetler iiretmek
icin kullanilir. Yapay tatlandirici tiirlerinden biridir. Sakarinin 6zellikleri kolay iiretim ve
1s1 direnci olarak bilinmektedir. Sakarin, sekerden daha tatli olmasina ragmen daha az

kaloriye sahiptir. Sakarin suda hafif ¢6ziiniir.

2.2. Neotam

1980'lerde ve 1990'larda aspartamin etkileyici bir ticari basari olmasina ragmen,
diinyadaki baz1 aragtirma gruplari daha fazla tatlilik, daha fazla stabilite, iyi tatlilik profili
ve daha diisiikk maliyetle tiretilebilecek yeni nesil tatlandiricilar aragtirmislardir (Nofre &
Tinti, 2000). Neotam (n-(3,3-dimethylbutyl)-I1-a-aspartyl-lphenylalanine 1-methyl ester)
bir dipeptidin alkillenmis bir tiirevidir tatlandirici, aspartam ve yogun tatlandirici
potansiyeline sahiptir. Sekil 2.1.’de neotamin yapisi gosterilmistir. Nofri ve Tinti

tarafindan kesfedilen neotam su anda Nutrasweet sirketi tarafindan gelistirilmektedir.

COOH

Sekil 2.1. Neotamn yapisi (Nofre & Tinti, 2000).

Neotame yakinlarda ABD Gida ve Ilag Idaresi'ne genel kullanim tatlandiricist
olarak onaylanmak {izere sunulmustur. Yiyecek ve igeceklerde. Neotamin tatlilig
siikrozdan 8000 kat daha etkilidir ve tathilik giiciiniin yaklasik aspartamin 40 katidir.

Bilinen en kararli kristal formu ortam kosullar1 altinda neotamin monohidrattir.
susuz neotam yapabilen ¢esitli polimorfik formlarda ve sekilsiz bigimdedir. Susuz
polimorflar kesif sirasina gore alfabetik olarak adlandirilirlar. Monohidratin kurutulmasi

lizerine 3 giin boyunca vakum altinda (1 torr), *3C kat1 hal niikleer manyetik rezonans
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spektroskopisi (SSNMR) ile ¢esitli kristalli susuz neotam formlari tespit edilmistir.

Yiiksek nemde ¢evre, bu anhidratlar su alir ve monohidrata doniistiiriiliir.

Neotam ayrica bir metanol solvat gibi solvatlar halinde bulunur. Ilgili dipeptit,
aspartam, iki olarak bulunur. Kiristalin polimorfik hemihidratlar ve hidrasyon,
dehidrasyon dahil termodinamik 6zellikleri olan kristalimsi bishemihidrat, polimorfik

davranig ve kati hal kararlilig1 kapsamli ¢calisilmistir (Nofre & Tinti, 2000).

Bir solvat, i¢inde kat1 bir katki maddesi olarak tanimlanir. Coziicii molekiilleri i¢ine
dahil edilmistir kristal kafes. Birlestirilmis ¢oziicii ne zaman su, hidrat terimi kullanilir.
Tipik bir yontem hidratlar hazirlamak, farkl sicakliklarda sudan yeniden kristallesmedir.
Polimorfik i¢in ¢oziilme iiriinii olan solvatlar (veya hidratlar) (veya dehidrasyon) yeni bir
kristal form olarak ayrilir. Psddopolimorfik solvatlar (veya hidratlar) i¢in, solvent kayba,

bir olusumuna yol agmaz yeni polimorfdur (Mitchell, 2008).

Neotam, kontrollii salimi tesvik etmek, istikrar1 artirmak ve gida formasyonlarinda
uygulanmasin1 kolaylastirmak i¢in mikro kapsiillenebilir, ¢iinkii yiiksek tatlandirma
giicinden dolay1 formasyonlarda c¢ok kiiciik bir miktar kullanilir. Maltodekstrin ve
kapsiilleyici ajanlar olarak arapga sakiz ile piiskiirtiilerek kurutularak elde edilen neotam
mikro kapstilleri, sakiz igerisinde tatlandirilmistir, bu da tatlandiricinin istikrarlarinin

artirtlmasi ve kademeli olarak salinmasini tesvik eder (Yang & Chen, 2010).

Bu calisma kinetik analizini vurgulamaktadir. Cesitli kat1 hal reaksiyon modellerine

ve modelsiz kinetik izotermal tga verileri tedavisi uydurulur.

2.2.1. Fizikokimyasal 6zellikleri

Neotame erime noktas1 80.9-83.4 °C olan beyaz / kirli beyaz bir kristal tozdur.
Hem bazik hem de asit tuzlar1 ve metal selatlar olusturabilir.
Coziintirlik

Neotam, sudaki aspartamdan biraz daha fazla ¢oziiniir ve bazi ¢oziiciilerde cok daha
fazla ¢oziiniir (etanol). 25 °C’de sudaki ¢oziiniirligii %1.3 agirlik/agirhik ve bu sicaklik
arttitkga artar. Neotamin sudaki ¢oziiniirliigiine ait grafik sekil 2.2.°de gosterilmistir.
Neotam tuzlarmin olusumunda ¢oziiniirliigii artmaktadir. Ortak kullanim seviyelerinde
sudaki ¢oziinme orani oldukg¢a hizlidir. Ornek 37 °C'de 900 ml'de 50 mg’1 5 dakikada
¢oziiliir (Nofre & Tinti, 2000).
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Sekil 1.2. Neotamin suda ¢oziiniirliigii (Nofre & Tinti, 2000).

Neotamin kuru halde stabilitesi iyidir ve 5 yildan fazladir. Kuru kosullarda, ana

bozunma {irlinii, esterlesmemis neotamdir (metil esterin hidrolizi grubu ile olusur)

Neotam aspartam ile ayni stabiliteye sahiptir, ancak ozellikle 1sitilmis ve siit
tirlinlerinde daha fazla stabiliteye sahiptir. Artan sicaklik, nem veya pH kayiplar artirir
ve neotamin stabilitesi goz oniinde bulundurulacak gidanin baslica 6zelliklerindendir.
Ornegin, orijinal neotamin yaklastk %901, pH 3.2 igeceklerde 8 haftalik depolama
sonrasinda kalir. Neotam, 6rnegin; glikoz veya malt dekstrin ve fruktoz gibi sekeri azaltan
yiyeceklerde nispeten etkisizdir. Floresan aydinlatma ve polietilen ambalajin stabilite
tizerinde bir etkisi yoktur. Neotam bir¢ok iirlinde aspartam ile benzer stabiliteye sahiptir

ve notr pH kosullarinda daha kararhidir (yani firinlanmais ve siit {iriinlerinde).

Zaman ig¢indeki stabilite, li¢ ana degiskene baghdir: pH, sicaklik ve nem. Sicaklik
arttikca stabilite azalir. pH stabilitesi ¢an seklindeki bir egriyi izler aspartama benzer ve
maksimum stabilite icin optimum pH 4.5'tiir. ki degerli eklenmesi veya ii¢ degerlikli
katyonlarin ve beta-siklodekstrin'in stabiliteyi arttirdigi rapor edilmistir (Nofre & Tinti,
2000).

Neotam degradasyonu dkp veya fenilalanin {iretmez. Neotam kullanilan alkolsiiz
iceceklerde stabilite, aspartam ile ayn1 sekilde ydnetilmelidir. Icecekler. Diisiik pH degeri,
optimum pH degerine yakin olan formiilasyonla en aza indirilebilir. Stabilite (pH 4.5)
olabildigince diisiik sicaklikta tutularak. Bir gosterge olarak, bir pH 3.2 ve 20 °C'de

deneme formiilasyonu, %89 neotam 8 hafta sonra kalmistir (Mitchell, 2008).
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2.2.2. Fizyolojik ozellikleri
In vivo olarak, in vitro oldugu gibi, neotamdan kaynaklanan ana bozunma iiriinleri
de-esterlenmis neotam ve esit mol miktarlarinda metanoldiir. Neotamin ana bozunma

tirtinleri sekil 2.3.’de gosterilmistir.

COOH
0
o v N ? Neotame

N | 4 OCH

H 0 AN
/ N\
\ /
\\

+H20
Methanol
v
; COOH
P Y N [LOO0H
: N De-esterified neotame
N | v
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(:\Q)

Sekil 2.3. Neotamin bozulmas: (Nofre & Tinti, 2000)

Neotam kullanim diizeyi ¢ok diisiiktiir ve bu nedenle iiretilen metanol miktar1 ¢ok
kiiciik ve giivenli oldugu diisiiniilen metanol seviyelerinin ¢ok altinda. Emilen neotam ve

de esterlenmis neotam, idrar ve diski ile atilir (Nofre & Tinti, 2000).

Fenilalanin, neotame hidrolizinin bir sonucu olarak tiretilmez ve bu nedenle, pku
hastalar1 i¢in fenilalanin ifadeleri, neotame igeren {irtinlerde gerekli degildir (Nofre &

Tinti, 2000).
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Neotam, onaylandig1 pazarlardaki bircok uygulamada kullanilir. Pek cok iiriin
(6zellikle alkolsiiz igecekler) seker veya yiiksek fruktoz glukoz surubu, ayni zamanda

diger yogun tatlandiricilar ile birlikte kullanilir (6rnegin, sakarin ve siikraloz).

Mesrubatlarda, "tipik" bir alkolsliz mesrubatta (%9-12 sukroz) kullanim diizeyi
%0.045-0.07 olabilir. Dolu bir seker tiriinlinde %30 seker azaltilarak kullanilarak elde
edilebilir %6.75-9.0 seker ve %0.002-0.003 neotam igerir.

Neotamin sakizda kullanilmasi, genellikle diger tatlandiricilar ile kombinasyon
halindedir; genellikle kapsiillenir. Sakiz mayasindaki serbest neotamin kullaniminin uzun
Oomiirlii oldugu iddia edilir.

Neotam, alkolsiiz ve diisiik kalorili iceceklerde 16 hafta boyunca etkin kalir ve bu
tiir bir igeceklere miikkemmel bir sekilde uyum saglar. Masa iistii tiriinler i¢in yaklasik 156
hafta boyunca bozulmadan kalmaya devam eder. Icecek tozlari igin ise 52 hafta i¢indeki
donemde etkinligini ve tutarliligini gosteren tatmin edici ve kabul edilebilir bir degerdir.
Neotam, ayn1 zamanda kek i¢inde de etkili olmustur, ¢linkii keke eklenen macunun %82'si
175 °C’dir. Bu arada, 25 °C’de 5 giinliik depolamadan sonra, %60'lik bagil nem, pastanin
igindeki neotamin sadece %4'i tahrip olur (Nofre & Tinti, 2000).

Su anda neotamin kullanildigi diger gidalar arasinda siitlii igecekler, ortam soslart,
sekerleme barlari, sakiz, taze nefes kapsiilleri ve tuzlu atigtirmaliklar vardir. Neotam,
cesitli sekillerde hazirlanabilir - topaklanmis, kapsiillenmis, seker, asit veya bazik tuzlar,
metal kompleksleri veya siklodekstrin kompleksleri ile birlikte kristalize edilir. Bu farkli
hazirliklar ¢ok diisiik seviyelerde kullanilan bir iirliniin daha kolay kullanilmasim
saglayabilir.

Emniyet

Neotam, genel prensiplere gore sayisiz giivenlik ¢alismasina konu olmustur.
Niifusta ongoriilen tiiketim seviyesinin 0,05 mg/kg bw oldugu tahmin edilmektedir.
Kroniklik i¢in gozlenemeyen etki diizeyi, toksisite ve kanserojenligin si¢anlarda giinde
en az 1000 mg / kg bw oldugu tahmin edilmektedir ve kdpeklerde giinde 800 mg/kg bw.
Hem neotamin hem de ana bozunma {iriiniiniin deesterifiye edilmis neotamin mutajenik
olmadig1 ve yukarida 6ngoriildiigii gibi kronik tiiketim diizeylerinin iyi tolere edildigi

gosterilmistir.
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2.2.3. Duyusal o6zellikleri

Neotamin tatliligi, sakarozun yaklasik olarak 8000 katidir ve temiz bir tath tadi
vardir. Sukroza benzer bir tadi bulunmaktadir. Tatlilik olarak gittik¢e artan bir sekilde
farkedilebilen bir meyan kokii yan tadi vardir. Tatliligi azaldik¢ca konsantrasyonu

artmaktadir. Ac1 veya metalik yan tadi1 yoktur.

Sweet
Metallic aftertaste 81— Bitter
s Bl AR
Bitter aftertaste , 48/ Salty
Sweet aftertaste |-- - —~sQJ-,» i = Papery/dusty
\ \ S S
Cooling .. el .-’"":"'Liquorice
Astringent - ~ Caramelised
Metallic
—— 8% sucrose 10 ppm neotame

Sekil 2.4. Sudaki tanimlayici tat profili (Nofre & Tinti, 2000).

Maksimum tatlilik yogunlugu %15.1 meydana gelir ve bu nedenle, baz1 gidalarda
tek tatlandirict olarak kullanilir. Bununla birlikte, bircok gidada meyan kokii yan tadi

bunu engellemektedir. Neotamin sudaki tanimlayici profili sekil 2.4.”de gosterilmistir.

Neotamin aspartam ve sukrozdan biraz daha yavas bir baslangi¢c zamani vardir ve
benzer sekilde aspartam igin, neotam biraz daha kalici bir tatliliga sahiptir. Neotamin
baslangi¢ zamani ve kalici tatliligi tarafindan degistirildigi bildirildi. Tat vericileri,
hidroksil amino asitler (6rnegin, tirozin, serin) ve emiilgatorlerin eklenmesi ile olur.

Neotam ile tatlilik sinerjisi biraz sinirlidir. Sakarin ile bir miktar sinerji vardir.
(%14-25) , ancak diger tatlandiricilar ile cok azdir. %48, %49 neotame meyan koki diger

dokme ve yogun tatlandiricilar ile harmanlandigi zaman genellikle tadi azalir (Nofre &
Tinti, 2000).

Neotam, bazi lezzet arttirict modifikasyon ozelliklerine sahiptir. Meyve, nane,

cinnamik aldehit ve vanilya aromasini artirmak (kullanilan lezzet miktar1) ve ayrica
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tiriinlerde algilanan asit seviyelerini koruyarak yeniden kullanilan seviyede bir azalma
goriiliir.

Soya, vitamin ve mineral takviyesi ile neotamin esik alt1 kullanim seviyelerinde bile
bu tatlart gizledigi sOylenir. Bir iriinii formiile ederken, neotamin bu aroma

modifikasyonu etkisi dikkate alinmalidir, ¢linkii aromasinda degisiklikler meydana
getirebilir (Nofre & Tinti, 2000).

Neotam, insanlarda toksik etkilerden bazilarina neden olur, 6rnegin viicut agirlig
ve yiyecek tiiketimi, bas agrisi ve yiiksek dozlarda hepatotoksisite degisiklikleri
gostermektedir (Nofre & Tinti, 2000).

2.3. Neotamin Kullanim Alanlar

Meyve suyu, gazli igecekler, kati igecek, siit tirlinleri, sekerleme, sakiz, jole,
kabartma tirlinleri, ilag, hayvan yemi, baharat, areca findik, Supari, agi1z tazeleyici, alkollii

icecekler ve dondurma gibi tiriinlerde neotam kullanilmaktadir.

Tablo 2.2. Bazi iiriinlerde neotam dozu (Zhou vd., 2015).

Uriin Doz

Seker 1-200 ppm
Karbonatl igecekler 2-50 ppm
Masa iistii tatlandiricilar 800-4000 ppm
Yemek pisirme 6-130 ppm
Giinliik kullanim iriinleri 5-50 ppm

Tablo 2.2°de bazi1 Giriinlerde neotam dozu gosterilmistir. Masa iistii tatlandiricilarda

en ¢ok neotam kullanilmaktadir. Tablo 2.3’de bazi iirtinlerde neotaminin stabilite siiresi

gosterilmistir. Seker iirlinlerinde neotaminin stabilite siiresi en fazladir.

Tablo 2.3. Bazi tiriinlerde neotamin stabilite siiresi (Zhou vd., 2015).

Uriin Stabilite Siiresi
Kek 5 giin
Karbonath igecekler 16 hafta

Kati igecek 52 hafta

Limon ¢ay1 25 hafta

Seker 156 hafta

Neotamin en ¢ok kullanilan alanlardan biri, igeceklerde oldugu sodylenebilir.

Neotam E961 miikemmel bir stabiliteye sahiptir, {irtinlerin 'lezzet', seri liretim sonrasi

renk, yliksek sicaklikta kisa siireli sterilizasyon ve aseptik calisma gibi iriinlerini

18


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/ger%C3%A7ek%20s%C3%BCre%20stabilite%20%C3%A7al%C4%B1%C5%9Fmas%C4%B1
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/ger%C3%A7ek%20s%C3%BCre%20stabilite%20%C3%A7al%C4%B1%C5%9Fmas%C4%B1

etkilememektedir. Neotamin tatliligi 4-5 ay kadar uzun siire kolali gazli iceceklerde
saklanabilir, meyve suyu, sebze suyu ve diisiik alkollii saraplarda kullanilabilir,
iceceklerin tadini iyilestirebilir, ayrica kati bir tozlu i¢ecek iginde de bulunabilir. Ornegin,
limon ¢ay1 ve siit tozunda neotam kullanilmaktadir. Neotam E961 bu iiriinlerde ¢ok
kararlidir ve siiresi i¢ecegin omrii ile tutarlidir. Bu arada, neotam igerigi %20'den fazla
sitrik asidin yerini alabilir ve eksi tati ayni1 kalir. Neotame kati toz iceceklerde de
kullanilmaktadir. Neotam, ftriinlerin lezzetini degistirmeyen %30 sukrozun yerine
gegebilir ve tretim maliyetini diistirebilir, ayn1 zamanda tarifede etiket fenilalanin

olmadan aspartamin yerini kullanilabilir (Zhou vd., 2015).

Neotamin giinliik tiiketilen tirlinlerde de fazlaca kullanilmaktadir. Arastirmalar, bu

tiir tirlinlerin raf 6mrii sona erdiginde, i¢indeki neotamin sadece %2 azaldigini gosteriyor.

Neotame E961, seri iiretim, yliksek sicaklikta kisa siireli sterilizasyon ve aseptik
islem i¢in uygundur; neotam i¢eren nihai tiriinler, 6zellikle lezzetini arttirmak i¢in neotam
uygulayabilen yogurt {iriinlerinde kararli bir konsantrasyon saglamaktadir. Neotam,
fermantasyona dahil degildir, normal mantarin biiylimesini etkilemez, bu nedenle yogurt
ve peynir gibi siit iriinlerinde yaygin olarak kullanilabilir. pH 4.0-4.5 durumunda
kararlidir. Fermantasyon siirecinde, neotam stabildir ve sukrozun degistirilmesi iiriiniin
kalorisini azaltir, besin degerini son arttirir (siitliin sakroz hacminin bir kismin1 degistirir),

Tiiketici daha iyi tiriinler alabilir (Zhou vd., 2015).

Neotamin nisasta, proteinli gidalarda da kullanildig: bilinmektedir. Neotam diger
beslenme ve beslenme dis1 tatlandiricilar ile karistirilabilir. Neotamin kullanimi
nisastanin bozulma siiresini uzatabilir, boylece iirlinlerin tiiketim siiresini uzatabilir.
Ayrica, protein denatlirasyonuna direng gosterebilir ve zengin proteinli gidalarda 1y1 bir

aroma ile muhafaza edebilir.

Neotamin tuzlu yiyeceklerdede kullanilmaktadir. Neotam E961 iiriin kodu ile
patlamis misir, kurabiye ve kek iceren yiiksek sicaklikta kisa siirede pisen gidalardaki
tirtinlere tercih edilebilir, ¢iinkii 1s1tma siiresi ¢ok azdir ve sadece neotam konsantrasyonu
degisir.

Neotamin korunmus meyvelerde ve diger tath yiyeceklerde de olduk¢a fazla
kullanilmaktadir. Neotam E961 korunmus meyvelerde, sekerlenmis meyvelerde, erikte
ve diger yiiksek tatli yiyeceklerde uygulandiginda miikemmel bir sekilde islevini yerine

getirebilir, istenen tatliliga herhangi bir ac1 tat olmadan kolayca ulasilabilir. Arastirmalara
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gore, neotam sakarin ve siklamat ile sinerjik tatlandirici etki gosterebilir. Neotamin diger

tatlandiricilar ile uyumu ise yiyeceklerin lezzetini arttirabilir (Zhou vd., 2015).
Sakiz ve diger ¢ocuk yiyecekleri neotamin bagka bir kullanim alanidir.

Neotamin seker alkollii iirlinlerle harmanlamasi diisiik maliyetli saglikli sekersiz
yiyeceklere, oOzellikle c¢ocuklarin sevdigi sekerler, tadi etkileyici trilinlerde
kullanilmaktadir. Neotaminin bir faydasi dis ¢iirlimelerini dnleyebilir olmasidir. Ayrica,
agizdan alinan insan mikrobiyal metabolizmasinda asla yer almaz. Sindirilmedigi i¢in,
dislere iyi gelir, dis ¢iirtiklerini 6nleyebilir, neotam sakarozun yerini alabilir, sekersiz

sakiz yapiminda uygulanabilir ve tatliligin1 uzatabilir.

Neotame E961, obez hastalar, kardiyovaskiiler hastaligi olan hastalar ve yaslilar ile
kalori sebebiyle kilo vermeyi kontrol etmek isteyenler igin uygundur. Viicudumuzda

emilir; diyabet hastalari i¢in kan sekeri dalgalanmalarina neden olmaz.

Masa iistii tatlandiricilarda da neotamdan faydalanmaktadirlar. Neotame E961 nem
emmez, diisiik enerjilidir, masa ustii tatlandiricilar olarak ¢ok uygundur. Yapilan son

arastirmalarda, neotamin tatliliginin uzun siire saklanabilecegini gosterilmistir (Zhou vd.,

2015).

Korunmus konserve iiriinlerinde de neotam kullanilir. Neotame E961, asitli
konserve yiyecekler i¢in kullanilabilir, diger tatlandiricilarin tatlhiliginin %30'unu
degistirmek konserve lezzetini Onemli Olglide artirabilir ve maliyetleri azaltabilir.
Baliklara ve diger protein yoniinden zengin gidalara aninda neotam eklenmesi, protein
denatiirasyonunu engelleyebilir, lezzetini korur. Gidalarda oldugu gibi, konserve meyve
tirtinlerinde, surubun genel oranini azaltabilir, daha fazla meyve eklemeye gerek yoktur
(Zhou vd., 2015).

2.4. Neotam Tayini ile Tlgili Calismalar

Literatlir taramasi, YPSK yontemlerinin, cesitli gida maddelerinde neotamin
belirlenmesinde en yaygin kullanilan yontem oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Jizhi, Jie, &
Jinhva, 2009; Ji vd., 2009; Matsumoto vd., 2008; Yang & Chen, 2010; Zhao vd., 2011,
Zhao vd., 2012; Zhao, vd., 2013; Kumari vd., 2016).

YPSK yo6nteminin kendine has avantaj ve dezavantajlar1 var. YPSK veya HPLC
yontemi verdigi giivenilir sonuglar ile bilinir. Ayni zamanda yiiksek maliyeti her zaman

bir olumsuz yonii olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Kisacast YPSK yonteminin avantajlart:

° Hiz
° Verimlilik
o Dogruluk

Ayni sekilde YPSK yonteminin dezavantajlari:

o Maliyet
. Karmasiklik

YPSK yontemi birkag alt yonteme smiflandirilir, YPSK-ELSD ve YPSK-MS. Bu
iki yontemde cesitli gida maddelerinde neotamin belirlenmesinde yaygin bir sekilde

kullanilmastir.

YPSK-MS yontemi daha ¢ok kullanilmaktadir (Gan vd., 2013; Lim vd., 2013;
Berset & Ochsenbein, 2012; Hu vd., 2013; Scheurer, Brauch, & Lange, 2009; Wu, 2010;
Yang & Chen, 2009; Zygler, Wasik vd., 2011)

YPSK-ELSD yontemi YPSK-MS yontemi kadar olmasada neotamin
belirlenmesinde kullanilmistir (Wasik & Ulberth-Buchgraber, 2009; Wasik, McCourt, &
Buchgraber, 2007).

Bu analitik yontemler kapiler elektroforezden (CE) daha pahalidir. CE, yiiksek
ayirma verimliligi, yiiksek ¢ok yonliiliik, analiz hiz1 ve daha diistik ¢evresel etkiye neden
olan diisiik numune ve reaktif tiiketimi nedeniyle YPSK’ya giiclii bir alternatiftir
(Chankvetadze & Blaschke, 2001). Birkag makale, bir¢ok yapay tatlandiricinin ayrilmasi
ve miktar tayini i¢in ce uygulamalarini gostermistir. Ancak, gidadaki neotamin ce ile
ayrilmasi ile ilgili tek bir caligma var (Hu vd., 2013).

Bathinapatla heptakis 2.3.6-tri-o-metilbetasiklodekstrin yontemi kullanilarak yeni
bir yiliksek yogunluklu yapay tatlandirici olan neotamin kiral ayrilmasi ic¢in bir
elektrokinetik kromatografik yontem gelistirilmistir. Bu yontem ucuzdur ve kiigiik bir
orneklem biiyiikligiinde kullanimi kolaydir (Bathinapatla vd., 2014).

Yapilacak calismada da aynmi sekilde bu basarili yontem kullanilacaktir. DAD dedektor
kullanilarak YPSK yontemi yoluyla neotamin tayini yapilacaktir.

Neotam, sukrozdan yaklasik 7.000 - 13.000 ve aspartamdan 30-60 kat daha tath
olan kalorisiz bir tatlandiricidir. Aspartamdan ise siikrozdan 200-300 kat daha tathidir.
Neotam ve aspartam sahip olduklar1 kimyasal yapidan dolayi, yogun tatlandiricilar olarak
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kabul goriiniir ve gida {riinlerini tatlandirmak icin ¢ok diisiik bir miktarlarina ihtiyag
duyulur. Ayrica, karmagik gida matrislerindeki bazi dogal gida bilesenleri, bu
tatlandiricilarin  belirlenmesine engelleyici miidahalede bulunmaktadir. Dolayisiyla,
HPLC veya YPSK yontemleri, bu tatlandiricilarin gida iiriinlerinde belirlenmesi ve
tanimlanmasi i¢in en kabul edilebilir ve uygun analitik teknikler olarak kullanilmaktadir
(Shilpashree, Kumari, & Singh, 2014). Burada, YPSK yontemleri ile yapilan ¢aligmalarin

bir 0zeti sunulmustur.

Ma ve arkadaglar (2014) tarafindan yliriitiilen arastirmada meyvede fruktoz,
sorbitol, glukoz ve sukroz degerlerinin es zamanli optimize tespiti i¢in ELSD igeren
YPSK yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismada, analizler izokratik asetonitril: su (82.5: 17.5,
h/h) eliisyonuyla bir Phenomenex Luna 5u NH2 100A kolonunda (250 mm 4.60 mm, 5
mikron) gergeklesmistir. Ayrica, ELSD sisteminin drift tiip sicaklig1 82 °C ve azot akis
hiz1 2.0 L/dk olarak ayarlanmistir. Caligmada, regresyon yontemi ile test araliklarinda iyi
dogrusal bir iliski (R = 0.9967-0.9989) tespit edilmistir. Degerlendirmeye alinan bu dort
madde i¢in (seftali, elma, karpuz ve kiraz meyveleri) tespit ve nicelendirme (miktar
belirlenmesi) siirlari sirasiyla 0.07-0.27 ve 0.22-0.91 mg/L aras1 olarak tanimlanmustir.
Onerilen YPSK-ELSD yéntemin dogrulugu, seftali, elma, karpuz ve kiraz
meyvelerindeki sekerlerin miktarinin belirlenmesi esasinca degerlendirilmis ve yeterli
diizeyde sonugclar elde edilmistir. Arastirmanin bulgularina gore, dort sekere ait miktar

degerleri meyveler arasinda degistik gostermektedir (Ma vd., 2014).

Bagka bir calismada, iceceklerde ve Ozel beslenme firiinlerinde (spesifik
popiilasyon gruplari i¢in 6zel gidalar) 6zel tatlandiricilar olarak aspartam, asesiilfam K,
sodyum sakarin ve sodyum siklamatin ayrilmasi ve tayini i¢in iki YPSK ydntemi
kullanilmistir. Her dort bilesik sulu ¢ozeltilerde rahatlikla bir DAD detektorlic YPSK
yontemi ile ¢dziinebilir ve ayrisabilir 6zellige sahipler. Ilk yontemde, bir fosfat tamponu
ve mobil faz olarak izokratik asetonitril eliisyonu ile aspartam, asesiilfam K ve sodyum
sakarinin Cig kolonunun ayrilmasi saglanmustir. Ikinci yontemde ise, sodyum siklamatin
bir Cig kolonunda, metanol ve su mobil fazi ile ayrilmasi amaglanmigtir. Optimum
kosullar altinda, her iki yontemde dogrusallik, hassasiyet ve geri kazanim agisindan iyi
analitik performans gostermistir. Dolayisiyla sonuglara gore, igecekler ve 6zel beslenme
tiriinlerinin gercek numunelerinin analizi i¢in bu yontemlerin basariyla kullanilabilecegi

tespit edilmistir (Serdar & Knezevic, 2011).
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Cesitli gida matrislerinde tatlandiricilar i¢in analitik yontem, gida kalite kontrolii
ve diizenleyici uygulamalar1 agisindan ¢ok 6nemlidir. Bu c¢alisma, sivi kromatografisi /
tandem kiitle kromatografisi (LC-MS/MS) yontemi esasinca eszamanli olarak
belirlenmesi icin basit ve hizli bir yontem cesitli gidalarda bulunan 10 tatlandiricinin
[acesulfame potassium, aspartame, cyclamate, dulcin, glycyrrhizic acid, neotame,
neohesperidin dihydrochalcone, saccharin, sucralose ve stevioside] dlglimlenmesi i¢in
gelistirilmistir. Bu calismada, kromatografik ayirma bir Phenomenex Luna PhenylHexyl
(5 um, 4.6 mm x 150 mm) kolonunda, suda 10 mM amonyum asetat ve metanolda 10
mM amonyum asetat gradyan eliisyonu ile gerceklestirilmistir. Sonuglara gore, 10
tatlandiricinin geri kazanimi %75 - 120 arasinda tespit edilmistir ve varyasyon katsayilari
%20 altinda bulunmustur. Ol¢iim limitleri neohesperidin dihydrochalcone ve sucralose
icin 0.5 png/kg ve diger tatlandiricilar igin ise 0.1 pg/kg olarak belirlenmistir. Geleneksel
yiiksek performansli s1vi kromatografi yontemine kiyasla, LC-MS / MS yontemi daha iyi
hassasiyet, yiiksek verim ve gelismis 6zgiilliik ile sonuglanabilir (Chang & Yeh, 2014).

Matsumoto ve arkadaslarinin (2008) yaptiklar1 ¢alismada, YPSK yontemi ile gesitli
gidalarda ti¢ yapay tatlandiricinin, neotam (NEO), alitam (ALI) ve aspartamin (APM) es
zamanli belirlenmesini amaglanmistir. Bu ¢aligsmada, kiyilmis veya homojenize edilmis
numuneler, %10 sodyum kloriir i¢ceren 0.01 mol/L hidroklorik asit ile seliiloz boru i¢ine
paketlenerek, 24-48 saat boyunca bu aside kars1 diyaliz edilmistir. Diyalizat bir Oasis
MCX kartusundan gegirildi ve kartus su ve metanol ile yikandi. Daha sonra, ti¢ tatlandirici
kartustan 0.5 mol/L amonyum Kkloriir-asetonitril (3:2) karisimi ile eliit edilmistir.
Tatlandiricilar, 0.01 mol/L fosfat tamponlu (pH 4.0) -asetonitril mobil fazli bir gradyan
modu kullanilarak bir Cosmosil SC18-AR kolonunda ayrildi ve 210 nm'de tespit edildi.
NEO, AL ve APM'nin 10 ve 100 pg/g alkol ile karistirilmis 8 ¢esit gidadan elde edilen
geri kazanimlari sirastyla %86-100 ve %89-104 olarak elde edilmistir. NEO, ALI ve
APM'nin tespit limitleri numunelerde 1 pg/ g olarak uygulanmistir. Ayrica, bu ¢caligmada
ti¢ tatlandirici, tandem kiitle spektrometrisi ile sivi kromatografi kullanilarak basariyla

tanimlandigi goriinmektedir (Matsumoto vd., 2008).

Bir bagka ¢alismada, dokuz yiiksek yogunluklu tatlandiricinin belirlenmesi i¢in kati
faz ekstraksiyonu! (SPE) ve yiiksek performansli sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi

iceren analitik bir prosediir Avrupa Birligi tarafindan gelistirilmistir. Bu kapsamda,

! solid-phase extraction
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asesiilfam-K, aspartam, alitame, siklamat, dulcin, neohesperidin dihidrochalcone,
neotam, sakarin ve sukraloz degerlerinin ¢esitli yiyecek numuneleri (6rnegin igecekler,
siit ve balik tiriinleri) igeriginde incelenmesi amaglanmistir. Ultrasonik banyoda ve pH
4.5'te formik asit ve N, Ndiisopropylethylamine 'den olusan bir tamponla ekstraksiyon
yapildiktan sonra, ekstraktlar Strata-X33 pm Polymeric SPE kolonu kullanilarak
temizlenmistir. Analitlerin ayrilmasi Cis kolonunda gradyan eliisyon modu ile ve tespiti
ise negatif iyon modunda bir elektrosprey kaynagiyla calisan kiitle spektrometresi
yardimiyla gergeklesmistir. Analitik yontemin kullanim amacima uygun oldugunu
dogrulamak i¢in, dogrusallik, tespit ve niceleme sinirlari, dogruluk ve tekrarlanabilirlik
gibi cesitli dogrulama parametreleri ele alinmistir. Kalibrasyon egrileri, incelenen altt
tatlandirici icin (aspartame, alitame, cyclamate, dulcin, neohesperidin dihydrochalcone,
neotame) galisilan konsantrasyon araliginda (r?>0.999) dogrusal oldugu tespit edilmistir.
Diger ii¢ bilesik (acesulfame-K, saccharin ve sucralose), incelenen konsantrasyon
araliginda dogrusal olmayan bir etkilenme gdstermistir. Metot saptama limitleri sinyal/
giirtiltii oraninin (S/N) 3¢ karsilik gelmesi durumunda <0.25 pg/mL (ug/g) olarak tespit
edilmistir. Ancak, metot kantitatif limitleri (S/N = 10), <2.5 pg/mL (ug/g) seklinde

bulunmustur.

Tiim tatlandiricilar i¢in test edilen konsantrasyonlardaki (%50, %100 ve maksimum
kullanim dozunun %125'1) geri kazanim degerleri 84.2-106.7% arasinda bulunmustur.
Ayrica, sonuglara gore, numune matriksinin tiirii (igecek, yogurt ve balik iirlinleri) ve
alkol seviyesinden bagimsiz olarak <10% nispi standart sapmalar tespit edilmistir

(Zygler vd., 2011).

Bir baska ¢alismada, asesiilfam-K, sakarin, siklamat, aspartam, sukraloz, alitame,
neohesperidin dihidrochalcone, neotam ve bes ortak steviol glikozit (rebaudiozit A,
rebaudiozit C, steviyol, steviyosiyanit ve steviyosid) degerinin alkolii ve alkolsiiz
iceceklerde belirlenmesi icin yiliksek performansli sivi kromatografi ve elektrosprey
iyonizasyonlu (HPLC-ESI-MS/MS) tandem kiitle spektrometri yontemleri kullanilmistir.
Bu analitik aragtirmada bir ilk olarak, HPLC-ESI-MS/MS yontemi ile AB'nin resmi
onaylamis oldugu yiiksek etkili tatlandiricilarin ayn1 anda belirlenmesi saglanmaktadir.
Minimalist numune hazirlama prosediirii sadece iki islemden olusmustur; seyreltme ve
santrifiijleme. Dogrusallik, tespit ve nicelendirme sinirlari, tekrarlanabilirlik ve yontemin
gercekligi bu caligmada degerlendirilmistir. Test edilen {i¢ konsantrasyon seviyesinde

elde edilen geri kazanimlar, %4.1'den daha diisiik olan nispi standart sapmalarla %97.0 -
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105.7 araliginda degismektedir. Onerilen yontem, farkli alkolsiiz ve alkollii igeceklerin
24 orneginde tatlandiricilarin belirlenmesi i¢in basariyla uygulanabilmektedir (Kubica,

Namiesnik, & Wasik, 2015).
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3. GERECLER
3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Calismada kullanilan neotam standart maddeleri, asetonitril ve su  Sigma
Aldrich’den, (Almanya) temin edildi. Calisma sirasinda kullanilan otomatk pipetler (10-
100 pL, 20-200 plL, 100-1000 pL) part no: SN02522-P, meziir, deney tiipii, beher, balon
joje Eskisehir Anadolu Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulundan temin

edilmistir.

3.2. Cihazlar

YPSK sistemi (Shimadzu Nexera-i LC-2040C 3D), Hassas Terazi (Ohaus
PA214C), pH Metre (Ohaus Starter 3100), Vorteks Karistirict (HEIDOLPH/BFC), Su
Banyosu (Lab Companion BW-20H), Mobil Faz Siizme Diizenegi (BF-S2500), Kolon
(Ultra AQ C18 2.7 um 150 x 4.6 mm), Bilgisayar (Lenovo)
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4. YONTEM
4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (YPSK)

Kromatografi bir maddesel karisimin i¢indeki fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
nazaran c¢ozinerek ayristiran tiim islemler olarak tanimlanmaktadir. Kromatografi
yontemlerinde, molekiillerin adsorpsiyon, dagilma ve degistirme benzeri 6zellikleri karar
ve tercih siirecinde biiylik ehemmiyet tasimaktadir. Cihazlarin isleyisinde ve ya yontem
gelistirme asamasinda bazi faktorlerin etkin rolii bulunmaktadir. Dolayisiyla, s6z konusu
Ozellikler acisindan kromatografik metotlar ayrilma mekanizmalari, uygulama tarzi ve
faz tiplerine nazaran sekil 3.2’de verildigi gibi ¢esitli kategorilerde siniflandirilir (Eser &
Dingel, 2018).

Glniimiizde kromatografi, Ol¢iim, ayristirma ve saflastirma hedefiyle tibbi
Laboratuvar, gida, ziraat, kimya benzeri birgok alanda yayginlikla kullanilmaktadir.
Degisik bilimsel alanlarda en sik kullanilan ve en Onemli kromatografi ise Likit
Kromatografi esasi {izere olan yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC-YPSK) ve
Sivi  Kromatografi-Kiitle ~ Spektrometri (LC-MS/MS) cihazlarindan ibarettir.
Kromatografi, bir karigimin i¢inde bulunan maddeleri birbirinden ayirip ve onlari
saflastirma metodunu kapsamaktadir. Bu yontemin temel amaci, numunenin ayrimini ve
Olgtimiinii gergeklestirmektir. Bu dogrultuda, farkli maddelerin hareket eden bir faz
aragligiyla, sabit bir faz tizerinde, degisik suratlarla hareket etmeleri veya siiriikklenmeleri

ile saglanmaktadir.

Bu baglamda, YPSK maddeleri kolondan ¢ikis zamanlar1 (RT) bakimindan
degerlendirmektedir. Ancak, yine c¢ok yaygimlikla ele almman LC-MS/MS yontemi,

molekiilleri kiitle/yiik oran1 ve de kolondan ¢ikis zamanlar1 esasinca degerlendirilir.

Sivi kromatografisindeki yontemlerinin esasinda siklikla kullanilan kavramlarin

asagidaki sekil 4.1°de verildigi gibi anlasilmasi1 gerekmektedir (Eser & Dingel, 2018).

27



HPLC Kolonu
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Sekil 4.1. YPSK 'min kisimlar: (Cetinkaya, 2015).

Dedektdr

Atik Rezervuar e

4.1.1. Mobil faz

Sabit faz (kolon) boyunca numuneyi tasiyan degisik ama amaca yonelik fiziksel —
kimyasal 6zellikleri igeren ¢6ziicii karisimlarina mobil faz adi verilmektedir. Uygulamada
kullanilmas1 gereken mobil faz tercihlerinde, numunelerin olustugu maddelerin niteligi,
sabit faz wve algilayicilarin temel Ozellikleri benzeri parametreleri incelemek

gerekmektedir.

4.1.2. Sabit faz

Mobil fazla birlikte hareket eden numunenin olustugu maddelerin etkilesimde
bulunduklar1 ve malum diizeyde durdurulduklari fazi tanimlamaktadir. Kolon sdzciigii ile
de tanimlanan sabit faz, kromatografi yonteminin 6zelliklerine dogrultusunda tasarlanir.
Ayrica bu tasarimda ¢ok c¢esitli maddelerden ve ¢ok farkli oranlarla iiretilir. Gaz ve sivi
kromatografi yontemlerinin ticari diizeyde farkli marka ve boyutlarda kolon imalati

gerceklesmektedir.

4.1.3. Dedektorler

Dedektdr tercihi yiiksek basingli sivi kromotografisinde 6nemli kisimlardan biridir
yonteme ve analizi yapilan maddenin bilesimine gore degisebilmektedir. Dedektorde
bulunmas1 gereken Ozelliklerinde basinda genis bir calisma arali§i, metot
parametrelerinin degisiminden etkilenmeme, duyarlilik, akis hizindan bagimsiz kisa
siirede cevap verebilmeli, ekonomik ve kullanimi kolay olmalidir. YPSK’da ELSD,

DAD, fluoresans, iletkenlik gib dedektorler kullanilmaktadir.
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Bu c¢alismada ultraviyole/goriiniir bolge dedektorii kullanildigindan, sadece bu

detektorden bahsedilcektir.

4.1.3.1. Ultraviyole/Goriiniir bolge dedektiorii (DAD)
YPSK’da kullanilan detektdrlerden ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Isigin siddetini

Olcerek absorbans degerini bulan detektdrlerdir. Lambert-Beer kanunu gecgerlidir. Genis
bir ¢alisma araligina sahip oldugundan dolayi farkli dalga boylarinda cevap olusturma ve
birden fazla dalga boyundaki maddelerin 6l¢iimiinii yapabilme 6zelligine sahiptir. Mobil
faz bilesenleri fotometrenin buludugu akis hiicresinden gecirilir. Hiicrelerin diizgiin bir

sonug verebilmesi i¢in basing degerinin 600 psi’den fazla olmamasi gerekir.

Analit bilesenleri gelen 1smnin bir kismini absorblayarak bu absorsiyona bagl bir
cevap olusturur. Bu olusan sinyal analit derisimininin sonucuyla baglantilidir. Diisiik
dalga boylarinda calisilan madderde dikkat edilmesi gereken onemli hususlardan biri
secilen dalga boyunun ¢6ziiciiniin dalga boyu degerinin iistiinde olmas1 gereklidir. Ayrica
mobil fazin pH degeride tutunmada 6nemlidir. 254 nm’de sinyal olusturan ve tek dalga
boyunda calisilan analitlerde 151k kaynagi Hg lambasi iken, birden fazla dalga boyu ile
calisilan dedektorlerde 151k kaynagi doteryum lambasidir. Diyod serili cihazlar en iyi
ultroviyole detektorlerdendir. Analizin ii¢ boyutlu grafik degerlerini verebilmekte ve

miktar tayininde gerekli verilerin cevabini olusturabilmektedir.

4.2. YPSK’min Avantaj ve Dezavantajlari

YPSK’nin en 6nemli avantaj1 1stya dayanikli ve ugucu olmayan bilesikleri analiz
edebilmesi olarak bilinmektedir. Bununla birlikte, yliksek basing sayesinde analiz
siiresinin diismesi, kesin sonuglarin saglanmasi, diisiik hata payi, analizlerin oda
sicakliginda yapilmas: bu yontemlerin biiyiik ehemmiyet tasiyan diger avantajlari
arasinda yer almaktadir. Ancak, bu yontemlerin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu
kapsamda, yiiksek basing uygulamasindan dolayi, diger kromatografi cihazlarina nazaran
daha yiiksek maliyetli ve daha karisik oldugundan s6z etmek gerekmektedir. Sade
izokratik bir sistem az maliyetli olmaktadir ancak, mikroislemci kontrollii, dereceli
elisyon 6zelligi bulunan, degisik dedektorleri bulunan bir sistemin maliyeti en az 40.000

£ den baglamaktadir (Cetinkaya, 2015).
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Cesitli aragtirmalarda siklikla kullanilan farkli YPSK yontemlerinin uygulama

amac1 ve tiirline gore kendine 6zel avantajlar1 ve dezavantajlart bulunmaktadir. Ancak

genel anlamda YPSK yoOntemlerinin avantajlar1 asagidaki gibi Ozetlenebilir (Meyer,

2015).

Kolon yapis1 dayanikli ve ¢eliktendir,

Cok kii¢iik parcacik boyutlarina kadar kolon kullanimina miisait olmas1 (2,7
pm-10um),

Genis i¢ basing secenegi ve akis hizi olanagi,

Cok fazla 6rnege gerek duymadan dogru sonuglar elde edebilme,

Kiiciik miktarlarin analizde kullanilabilmesi,

Otomasyona uygunlugu,

Zaman agisindan ekonomik olusu ve yiiksek ayrim
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Sekil 4.2. Kromotografik metotlarin simiflandiriimasi (Eser & Sepict Dingel, 2018).

4.3. YPSK’da Kullanilan Temel Parametreler
4.3.1. Alhikonma zamani

Bu prosediir, mobil faz ile taginan, analizi planlanan numune bilesenlerinin sabit
faz ile etkilesimi saglayarak, malum diizeyde tutulmasi, yavaslatilmasi ve dolayisiyla
sabit fazdan daha ge¢ bir siirede ayrilmasi seklinde tanimlanmaktadir. Bu kapsamda
kimyasal maddelerin belirli sabit analitik sartlarda parmak izi niteliginde degerlendirilen
alikonma zamani (RT) parametresi tanimlanmistir. Kromatografinin temel kavramlari
olarak belirtilen sabit faz, mobil faz ve numuneyi olusturan bilesenlerin arasindaki

etkilesimin, yiizey tutunmasi / adsorpsiyon ve ¢oziiniirliikk seklinde saglanabilmektedir.

31



4.3.2. Kapasite faktorii (k’)

Tutunma siiresinin uzun siire tekrar edilebilirligi ve kolonun performansi ile igili

bir parametredir.

Kapasite faktorii maddeden maddeye ve se¢mis oldugumuz hareketli faz ile sabit
faz karisimi igin degisiklik gosterir. Her bir bilesenin icin farkli kapasite faktori

hesaplamasi yapilir. Alikonma zamani (tr), (to) 6lii zaman olarak gegmektedir.

,_tr—to
k=—m 4.2)
k> degerinin genel ¢alismalarda 2-8, eser madde miktar analizlerinde 1-3, stabilite

calismalarinda k’> 4 olmas1 beklenir.

4.3.3. Teorik tabaka sayisi (N)
Iyi bir kromotogram igin piklerin birbirinden iyi ayrilmasi akis hiz1, sicaklik, kolon

kalitesi gibi faktorlere baglidir. Kolon etkinliginin giicii tabaka sayisi (N) ile hasaplanir.
Onerilen deger N>2000"dir.

_ tr
N—lG.; (4.2)
W, Pik genisligi

tr, alikonma zamanidir.

4.3.4. Kolon ayirma giicii (Rs)
Kolonun iki veya daha fazla analitin ayirma giiciiniin bir 6l¢iisiidiir. Kolonun iyi bir
ayrim gerceklestirmis olmasi igin Rs > 1.5 olmasi gerekmektedir. Rs=2(t2-t1)/W1+W>

formiiliinden hesaplanir.

4.3.5. Secicilik faktorii ()

Iki analitin ayrim séz konusu olan ¢alismalarda kullanilir. Kullanilan kolonun
analitleri iyi ayirma giicii olarak ifade edilir. @ > 1 olmasi istenir. Asagidaki formiilden

hesaplama yapilir.

o =224 (4.3)

T t1-to

t1: 1. Madenin alikonma zamani
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t2: 2. Madenin alikonma zamani

to: Hareketli fazin alikonma zamani

4.3.6. Kuyruklanma faktorii (T) ve asimetri faktorii (As)

Bu parametreler piklerin simetriliginin bir gostergesidir. Pik simetrik olmadigi
takdirde pik kuyruklanmalari, tekrarlanabilirligin diisiik olmasi, teorik tabaka sayisi iyi
sonu¢ vermez. Asimetri faktoriinde pik yiiksekliginin, pik tabanindan %10’luk,

kuyruklanma faktorii ise %5°lik kisminda hesaplama yapilir.

As’nin 0.05-1.2 arasinda; T < 2 olmasi istenir.

4.4. Kromotografik Kosullar

Hareketli faz olarak 0.5 mL fosforik asit i¢eren fosfat tamponu (0.025 M pH 3.08),
ACN ve YPSK safliktaki su (50:35:15, h/h/h) karisimi kullanilmig, tamponun
hazirlanmasinda 3500 mg sodyumfosfatdihidrat tartilip 1000 mL YPSK safliktaki su ile
tamamlandiktan sonra 0.2 pL gdzenek boyutlu membran filitreden vakum altinda
stiziiliip, 10 dk ultrosonik banyoda bekletilmistir. 0.8 mL/dk akis hizinda g¢aligilmistir.
Enjeksiyon 5 puL hacminde, kolon sicakligi 30 °C ayarlanmistir. Analiz 210 nm dalga
boyunda ger¢eklesmistir.

4.3. Yontemin Validasyonu

Bu tez calismasinda validasyon parametreleri ICH (ICH Q2(R1), 2005) uygun
olarak yapilmistir. Dogruluk, dogrusallik, kesinlik, saglamlik, 6zgiinliik, sapatama sinir1

ve tayin sinir1 parametreleri test edilmistir.

4.3.1. Kesinlik

Giin ici ve giinler aras1 yapilan 6l¢lim sonuclarmin birbirlerine yakinligr ve
tekrarlanabilirligi olarak ifade edilir. Herbiri 25 mg/L derisimindeki standart ¢ozelti ile

giin icersinde 4 enjeksiyon olacak sekilde, giinler aras1 4 set halinde tekrar edilebilirlik

standart sapma (ss)

ile kesinlik ¢alismasi yapilmistir. Kesinlik, %BSS= x100 degerleri

derisimlerin ortalamasi

hesaplanmistir.
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4.3.2. Dogruluk

Dogruluk analiteki bilenen derisimle bulunan derisim degerlerinin birbirine
yakinhigidir. Analiz sonucu elde edilen deger ile gercek degerin birbirine olan yakinligi
olarak tamimlanmaktadir. % Geri kazanim olarak gosterilir. ilave edilen analitin
laboratuvar sartlarinda hangi oranda geri alindigina bakilir. Yontem olarak iceceklere 37,

50, 57 mg/L neotam standart ¢ozeltilerinden eklenerek 3 kez analiz edilmistir.

4.3.3. Dogrusallik

Analit derisime karsilik gelen sinyalin grafikteki dogru iizerinde dogru orantili
olarak ve yakin olarak bulunmasidir. Egim (m), kesim (n) ve korrelasyon katsayina bakilir
(R). R? degeri 1’e ne kadar yakinsa yéntem o kadar iyidir. Dogrusallik calismasi icin 7
degisik derisim iceren neotam ¢ozeltisine 3 giin ard arda giin ici 6 kez analiz edilmistir.
Daha sonra neotam ¢6zelti derisimlerine karsilik gelen pik alanlar1 grafigi olusturularak
kalibrasyon egrileri tiiretildi. Egim, kesim ve korelasyon katsayilarinin ortalama degerleri

hesaplanarak gdsterilmistir.

4.3.4. Saptama sir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ)

LOD deneyler sonucu yapilan hesaplamarda analitin dl¢iilen en kiigiik derisimidir.
Deneyler sonucu sinyal/gliriiltii oran1 3 olarak hesaplanmistir. Asagidaki formdiille

bulunabilir.

LOD=3x2 (4.4)
m
Bu formiilde SS= standart ¢ozeltilerden elde edilen degerlerin kesiminin standart

sapmasidir. m ise egim degeridir.

LOQ ise analitin kabul edilen miktaridir. Dogrusallik sinirlari igersinde yer almaz.

Sinyal/giiriiltii oran1 10 olarak hesaplanmistir. Asagidaki esitlikten hesaplanabilir.

1058
LOQ=10~= (4.5)
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4.3.5. Ozgiinliik

Ornekte girisim yapma ihtimali yiiksek olan maddelere kiyasla analizi yapilan
maddenin O0lgiilebilme kapasitesidir. Yontemin 06zglinliigii i¢in 3 farkli kolon ile
calisilmigtir. Elde edilen kromotogramlar karsilastirildiginda pozitif veya negatif girisim

gorilmemistir.

4.3.6. Saglamhk

Analiz esnasinda laboratuvardan kaynaklanan c¢esitli sapmalarin sonuglar1 nasil
etkiledigini inceler. Metotta baz1 parametrelerin degistirilerek (mobil faz yiizdesi, akis
hizi, sicaklik, pH gibi) yapilan saglamlik ¢alismasinda analiz sonucuna degisikligi az
olmalidir. Yapilan yontemin giivenirligini gosterir. 25 mg/L standart ¢zelti ve 37 mg/L
icecek Ornegi yontemin saglamlik caligsmasi i¢in analiz edildi. Bu amagla hareketli faz
yiizdesi (%49-51), akis hiz1 (0.7-0.9 mL/dk) yapilarak, ticer kez tekrarlanmig derisimin,
alikonma zamaninin ortalamalari, standart sapma degerleri ve %BSS degerleri

hesaplanmustir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Standart Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Neotam stok ¢ozeltisi i¢cin 10 mg standart madde hassas terazide tartilip 10 mL
(ACN:fosfat tamponu:su) (35:50:15, h/h/h) eklenerek ¢6ziilmesiyle 1000 mg/L
derisiminde neotam stok ¢ozeltisi hazirlanmustir.  Stok ¢ozeltiden (ACN:fosfat
tamponu:su) ile gerekli seyreltmeler yapilarak 2, 5, 10, 25, 50, 75, 100 mg/L derisiminde

standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.

5.2. Icecek Numunelerinin Hazirlanmasi

Neotam icerdigi bilinen 4 farkli igecek Tiirkiye’deki marketlerden temin edilmistir.
Yapilan ¢alismada 1 adet soda, 1 adet enerji icecegi, 1 adet gazli igecek ve 1 adette suda

hedef maddenin analizi ger¢eklestirilmistir.

Icecek numunelerinin analizinde 50 mL igecek 15 dk ultoronik banyoda
bekletilmistir. 3 ayr1 viale sirasiyla herbir 6rnekten 0.5 mL, 0.43 mL, 0.63 mL alinarak
ACN:Fosfat tamponu:su (35:50:15, h/h/h) karisimi ile 1 mL’ye tamamlanmis ve 0.2 um

PVDF filitreden siiziilerek analiz edilmistir.

5.3. YPSK Yontem Gelistirme

Yeterli ayirma giiciine sahip bir yontem sivi kromotografisi i¢in Onemlidir.
Kromotografik kosullardan hareketli faz oranlari, karisimi olusturan ¢oziinenler ve sabit
faz ile olan etkilesimleri, pH gibi faktorler deneysel kosullarin degistirilip test edilmesiyle

yonetilebilir.

5.4. Hareketli Faz Optimizasyonu

HPLC’de mobil faz se¢imi kullanilan karisimin bilesimi, eliisyon giicli bilesiklerin
tutunmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu g¢alismada hareketli faz olarak ACN:su,
metanol:su, asetat tamponu:ACN, fosfat tamponu:ACN:su karigimi uygun hareketli faz
olarak secildi. Dogru kromatografik ayrim i¢in ¢esitli hareketli faz oranlari denendi,
SuU:ACN 40:60, 25:75, 50:50 (h/h); su:metanol 50:50, 60:40, 90:10 (h/h); asetat
tamponu:ACN 80:20 (h/h) test edildi. Elde edilen sonuglar neticesinde ACN:fosfat
tamponu:su 35:50:15 (h/h/h) oldugu deger optimum hareketli faz olarak segildi
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Tablo 5.1. Neotamin optimum kosulardaki sartlart

Yontem Sartlari Neotam

Kolon Cis (150%x4.6 mm, 2.7 um)

Dedektor uv

Dalga Boyu 210 nm

Hareketli Faz Asetonitril:  Fosfat tamponu (pH:3.08) :su
(35:50:15)

Kolon Sicakligi 30°C

Kolon Akig Hizi 0.8 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 5uL

Tablo 5.2 Optimum kosullarda gozlenen sistem uygunluk testi sonuglart (n=12).

Parametre 25 mg/L (n=12) Gozlenen Deger

Onerilen Deger

Alikonma Zamani (dk) 3.277 -
Kapasite Faktorii (k”) 1.52 1-3
Kuyruklanma Faktorii (T) 1.30 <2
Teorik Tabaka Sayist (N) 16454 > 2000
Alikonma Zamani %BSS 0.02 <1
mAU
B PDA Multi 1 210nm,4nm
15
10
5
o
0,0 25 50 75 ‘ 10,0

min

Sekil 5.1. 25 mg/L derisimindeki standart neotam ¢ézeltisinin YPSK kromotogrami

5.5. YPSK Yontem Gegerlilik Testleri

5.5.1. Dogrusallik

2,5,10,25,50,75, 100 mg/L derisimlerinde ki neotam ¢ozeltilerinin giin i¢i 6 kez,

giinler aras1 18 olmak iizere optimum kosullarda yapilan analizlerin kromatogramlari

alinarak pik alanlari tespit edildi. Daha sonra neotam ¢ozelti derisimlerine karsilik gelen

pik alanlar1 grafiklerinden regresyon katsayilari, ortalama egim ve kesim degerleri

hesaplandi., sonuglar Tablo 5.3’de gdsterilmistir.
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Tablo 5.3. Dogrusallik sonuglar

Parametre Giin I¢i Giinler Arasi
(2-100 mg/L)
1. Gin 2. Giin 3. Giin Tiim Giinler
(n=6) (n=6) (n=6) (n=18)
Egim =+ ss 15311+87.73 15328+103.13 15303+79.50 15314+90,12
Kesim =+ ss 59112+50.20 58565+33.70 58592+61.53 58756+48.47
Tayin Katsayis1 (%) 0.9972 0.9975 0,9972 0.9973
% 95 15380-15241 15409-15246 15366-15240 15385-15243

Giiven Aralig:

5.5.2. Dogruluk

Neotamin kalibrasyon egrisi aralagindaki ti¢ farkli derisimi 37, 50, 57 mg/L 3
tekrarl1 analizlerinin sonuglar1 kullanilarak %geri kazanim, %BSS
hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucunda %71 ile %116 arasinda geri kazanim degerleri
Tablo 5.4’de gosterilmistir. Ayrica elde edilen kromotogramlarda girisim yapan pike

rastlanmamistir. 50 mg/L neotam igeren optimum kosullardaki ¢ozeltiye ait kromotogram

sekil 5.2°de gosterilmistir.

Tablo 5.4. Neotamin, YPSK yonteminde icecek 6rneklerindeki dogruluk degerleri (n=3)

icecek Anm EKlenen Bulunanzss % BSS %  Geri % Ortalama Geri

Tiiri (mg/L) (mg/L) Kazanim Kazamim
37 40.15+0.12 0.2988 108.50

A 210 50 46.83+0.57 1.2117 104.40 101.49
57 52.20+0.16 0.3065 91.57
37 31.92+0.26 0.8145 86.27

B 210 50 46.74+0.09 0.1926 93.48 83.78
57 40.85+0.08 0.1958 71.60
37 40.50+0.24 0.5926 109.45

C 210 50 48.50+0.38 0.7835 97.00 99.02
57 51.60+0.70 1.355 90.61
37 42.95+0.38 0.8847 116.08

D 210 50 47.37+0.55 1.161 94.74 101.88
57 54.05+0.39 0.7215 94.92
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mAU

PDA Multi 1 210nm,4nm

3,176

750
500

250+

IS Y

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
min

Sekil 5.2. 50 mg/L derisiminde neotam iceren érnegin YPSK kromotogrami

5.5.3. Kaesinlik

25 mg/L neotam standart ¢ozeltisi ile yapilan analiz, ayni laboratuvar sartlarinda bir
giinde 4 kez ve giinler arast 3 gilinde 4 kez analiz edilerek kesinlik ¢aligmasi yapildi.
Analiz sonuglarinin ortalamasi , standart sapmast ve % BSS degerleri Tablo 5.5’de

gosterilmistir.

Tablo 5.5. YPSK yonteminin giin i¢i ve giinler arast kesinlik degerleri

Giin lci Giinler Arasi
Parametre ( 25 mg/L)

1. Gin 2. Giin 3. Giin Tum Giinler

(n=4) (n=4) (n=4) (n=12)
Bulunan NEO ortalamazss 27.75+0.23 27.72+0,05 27.56+1.13 27.67+0.04
%BSS 0.8288 0.1883 4,100 0.1445

5.5.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve miktar tayin alt sinir1 (LOQ)

Neotam analizinde kesinlik ve dogruluk ¢alismalar1 sonucunda en kiiciik derisimin
standart sapma degerinden saptama sinir1 (LOD) ve tayin siir1 (LOQ) hesaplanmistir.
Neotam standart ¢ozeltilerinden elde edilen kromotogramlardan sinyal/giiriiltii oraninin
3 oldugu. LOD degerinin 10 oldugu tespit edildi. YPSK yonteminde LOQ degeri 0.0327
mg/L iken LOD degeri 0.0098mg/L “dir.
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5.5.5. Saglamhk

Yontem parametrelerinden akis hizi ve mobil faz degisikliginin 3 tekrarli analizleri
sonucunda derigim ortalama, alikonma zamani, standart sapma degerleri, %BSS degerleri
hesaplanmistir. Bulunan degerler yontemin optimum kosullardaki sonuglariyla
karsilastirilmis ve degerlerin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir. Bulunan sonuglar
Tablo 5.6 ve Tablo 5.7’de gosterilmistir. Degistirilen parametreler sonucunda elde edilen

kromotogramlar sekil 5.3, sekil 5.4, sekil 5.5, sekil 5.6’da gosterilmistir.

Tablo 5.6. Hareketli faz yiizdesi degisikligi sonucu saglamlik sonucu

Parametre Derisimin Allkonma zamani(dk) %BSS
ortalamasi+ss

Hareketli faz yiizdesi

(%) 25 mg/L

49 29.28+0.60 3.477+0.007 2.049

51 29.32+0.13 3.423+0.012 0.4433

Hareketli faz yiizdesi

(%) 37 mg/L

49 36.44+0.47 3.383+0.008 1.289
51 36.34+0.22 3.355+0.005 0.6053

mAU

125+ PDA Multi 1 210nm,4nm

3,441

100
754

50-]

25

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
min

Sekil 5.3. 25 mg/L standart ¢ézeltinin %49 mobil fazdaki kromotogrami
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mAU

S PDA Multi 1 210nm,4nm
o
750
500
250
\ \ \ *
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

min

Sekil 5.4. Icecek 6rneginin %51 mobil fazdaki kromotogram:

Tablo 5.7. Akig hizi degisikligi sonucu saglamlik sonuglari

Parametre Derisim ortalama=ss Alikkonma zamani (dk) % BSS
Akis hizi (mL/dk)

25 mg/L

0.7 29.28+0.16 3.996+0.008 0.5464
0.9 25.62+0.13 3.126+0.008 0.5074

Akis hizi (mL/dk) 37
mg/L igecek drnegi

0.7 39.50+0.30 3.904+0.008 0.7594
0.9 32.79+0.22 3.081+0.005 0.6709
mAU
125+ > PDA Multi 1 210nm,4nm
; &
100-]
75-]
50|
25|
0,0 2,‘5 5,‘0 7,‘5 | 10,0

min

Sekil 5.5. 25 mg/L standart neotam ¢ozeltisinin 0,7 mL/dk’daki kromotogrami
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mAU

-

3,080

PDA Multi 1 210nm,4nm

Sekil 5.6. 0,9 mL/dk akig hizinda 37 mg/L icecek érneginin kromotogrami

mAU

\
2,5

5,0

7,5 10,0
min

3,348

PDA Multi 1 210nm,4nm

ol ]

Sekil 5.7. Asitli icecek 6rneginden elde edilen kromotogram

\
2,5
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mAU

| N PDA Multi 1 210nm,4nm
750~ o
500
250
0 J
T T T ‘
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

min

Sekil 5.8. Soda érneginden elde edilen kromotogram

mAU
750 Q PDA Multi 1 210nm,4nm
1 )
500
250
0,
\ \ \ ‘
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

min

Sekil 5.9. Eneryji icecegi érneginden elde edilen kromotogram
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mAU

] ® PDA Multi 1 210nm,4nm
. o

750-] @

500

250

S W

I I I *
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
min

Sekil 5.10. Su drneginden elde edilen kromotogram
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6. SONUC VE ONERILER

Saglik agisindan Oonem tasiyan ve Kaliteli yasamin bir pargasi olan beslenme
oldukca onemlidir. Giiniimiizde artan niifusla birlikte, bliyliyen gida sektorii bir ¢ok
alternatif giday1 hayatimiza dahil etmistir. Bunun sonucunda birgok teknolojik yontem ve

bilimsel ¢aligsmalar gida igeriklerinin belirlenmesinde 6nemli bir rol tistlenmistir.

Sekerin saglik lizerindeki olumsuz etkilerinden olan kilo alma kaygilari, dental
sorunlar, diyabet tanisi konulan hastalar sonucunda tatlandirici kullanimi artmustir.
Diyabet hastalar1 gibi giinliik kullanim miktar1 6nemli olan tatlandiricilarin miktar
tayinine yonelik bircok yontem gelistirilmistir. Bu calismada ama¢ ELSD dedektor
kullanarak neotamin tayinini gerceklestirmekti, ancak ELSD dedektor ile herhangi bir
sinyal gozlemlenemediginden ¢alismaya DAD dedektor ile devam edilmistir. YPSK
yontemi kii¢iik miktarlarin analizde dahi dogru sonu¢ vermesi, genis bir kolon ve
dedektdr secimine uygunlugu, zaman agisindan ekonomikligi gibi nedenlerden Otiirii
tercih edilmis ve dedektor olarak DAD kullanilmigtir. Analizler Cig (150x4.6 mm, 2.7
pum) kolonu kullanilarak yapismistir. Cesitli harekeli faz yiizdeleri denemis ve en iyi
ayrim ACN:fosfat tamponu (pH: 3.08):su (35:50:15) (h/h/h) bilesenleri kullanildiginda
gozlenmistir.

Gelistirilen yontemin gegerliligini kanitlamak amaciyla validayson calismalari
yapilmustir. Dogruluk, kesinlik, dogrusallik, geri kazanim vb. parametreleri incelenmistir.
Bulunan korelasyon katsayilari (R) ortalama olarak 0.9973 bulunmus ve %BSS degerleri
%2’ den fazla degilidir. Elde edilen sonuglar neticesinde bir¢ok tirlinde uygulanabilirligi

gecerli kilinmistir.
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