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HEADSPACE GAZ KROMATOGRAFIi KUTLE SPEKTROMETRESI
KULLANARAK PEDIYATRIK SURUP VE SUT ORNEKLERINDE
BENZOIK ASIT TAYINi

OZET

Cok uzun yillardir gidalarin bozulmasini 6nlemek i¢in organik bir asit olan benzoik
asit (BA) kullanilmaktadir. Giiniimiizde de siklikla kullandigimiz tar¢in, karanfil gibi
baharatlarda, kuru erik gibi meyvelerde dogal olarak bulunur. BA kendi formunda da
sodyum benzoat gibi ¢esitli gida ve ilaglarda koruyucu madde olarak kullanilir. BA’in
aktif bileseni ayrismamuis asittir ve maya ve kiif gibi istenmeyen mikroorganizmalarin
tiremesine engel olur. Her giin siklikla tiiketilen asitli ve asitsiz i¢eceklerde ve ¢ok
genis yelpazede gidalarda kullanilir. Hazir gidalarin ambalajlar1 {izerinde, gida katki
maddelerinin (GKM) kullanim amaglarina gére kategoriler mevcuttur ve Avrupa
Birligi iilkelerinde GKM igin "E" harfi ve bir sayr sistemi ile mevcuttur. Ornegin,
renklendiriciler E harfinde 100-180 sayilar1 arasinda kodlanmaktadir. Koruyuculara
bakildiginda E harfinde 200-297 sayilar1 arasinda, antioksidanlar E harfinde 300-321
sayilar1 arasinda, emiilgatorler ile stabilizatorler E harfinde 222-500 sayilar1 arasinda,
asit-baz dizenleyicileri E harfinde 500-578 sayilar1 arasinda, tatlandiricilar ve kokular
ise E harfinde 620-637 sayilar1 arasinda kodlanmaktadir. BA ise koruyucular
grubundan E210 kodlu kimyasal bir maddedir.

Gliniimiizde tiiketiciler, gidalarin yil boyunca hazir bulunmasmi, gida kaynakli
patojenlerden uzak olmasimi ve yeterli Ol¢iide uzun raf Omriine sahip olmasini
beklemektedir. Yiyeceklerin iiretildigi andan tiiketilene kadar birka¢ giin, aylar ve
hatta yillar gegebilir. Boyle bir sistem i¢in gerekli olan uzun vadeli raf dmriinii elde
etmek icin, cogu zaman birden fazla etkili koruma yontemi gerekir. Bu nedenle,
gidalarin hem kimyasal hem de biyolojik olarak bozulmasini Onlemek veya
geciktirmek i¢in koruyucular kullanilmaktadir. Gida katki maddeleri 4 ana baglikta
incelenmektedir. Bunlardan ilki, koruyucu maddeler; ikincisi, gidanin kullanim
Ozelliklerini iyilestiren maddeler; tiglinciisii, aroma ve renk saglayan maddeler ve son
olarak dordiinciisii, besin degerini koruyucu ve gelistirici maddelerdir.

Gidalarda kullanilan koruyucular 6 grupta toplanmaktadir. Organik asitler en ¢ok
kullanilan grup olmakla beraber, kikurtdioksit ve silfitler, nitrit ve nitratlar, dimetil
dikarbonat, koruyucu gazlar ve antibiyotikler de diger gruplari olusturmaktadir.
Mikrobiyal inhibisyon icin BA pH 4’iin altindayken en etkin haldedir. BA’in koruyucu
yaninin olmasiin sebebi, mikroorganizmalardaki hiicre duvari1 ve enzimleri etkisiz
hale getirebilmesidir.

BA maddesinin izin verilen konsantrasyon limitleri lizerinde kullanilmasi zehirleyici
olmasi sebebiyle tehlikelidir. Kullanim miktarinin artmasi kilo kayb, ishal, i¢ kanama,
felg gibi baz1 saglik sorunlarina ve hatta 6liime dahi sebep olabilmektedir. Bu sebeple
gidalarda bulunan koruyucu maddelerin miktarlarina dikkat edilmelidir.

Bu calismada, pediatrik surup ve siit 6rneklerinde BA tayini i¢in yeni bir Headspace
Gaz Kromatografi-Kitle Spektrometresi (HS-GC-MS) yontemi gelistirmeyi
amagladik.
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BA, HS-GC-MS ile dogrudan olgiilemediginden metil benzoat esterine
tirevlendirilmistir. Hem tam tirevlendirme hem de givenilir sonuclar elde etmek igin
optimum sicaklik ve inkiibasyon siiresi degerleri bulunmaya calisildi. HS sicaklik
degerinin arttirllmasina baglh olarak analit ve i¢ standarta ait pik alanlarnin da arttigi
tespit edildi, fakat, 120 °C, 130 °C ve 140 °C'de de BA de i¢ standart olarak kullanilan
salisilik asit (SA) pikinde de catallanmalar goraldi. 110 °C’de yapilan ¢alismalarda
ise piklerde catallanmanin goriilmedigi belirlendi. Bu sicaklikta yapilan termostat
siiresindeki ¢alismalar sonucunda headspace firiminda vial iginde esterlesme
reaksiyonunun basariyla meydana geldigi ve piklerde catallanmanin goriilmedigi
optimum kosullar 110 °C ve 30 dakika olarak belirlenmistir. HS firminin sicaklik ve
slire optimizasyon c¢alismalarinin ardindan son olarak esterlesme reaksiyonunu
katalizleyen asit miktarinin optimizasyonu yapildi. Bu noktada ise en uygun ¢6zeltinin
5 M H3SO4 oldugu belirlenmistir. BA ve i¢ standart olarak kullanilan SA optimize
edilmis headspace kosullar1 altinda metil esterine tiirevlendirildikten sonra 6lctldiiler.
Esterlerin sentez yontemi, karboksilik asit ve alkollerin asit katalizli bir ortamda
reaksiyon vermesidir.

Ornek hazirlama kisminda, numuneler 6nce metanol ile seyreltildi. Daha sonra 50 pL
seyreltilmis numune, 50 pL 10 mg/L SA (metanol iginde) ve 200 uL 5 M H»SO4, 20
mL'lik bir HS viali icine konuldu. HS viali, politetrafloroetilen (PTFE) kapli kauguk
septumlu ve aliminyum kivrimh kapaklarla sikica kapatildi ve HS otodrnekleyiciye
yuklendi. Numunelerin analizi, bir Turbomatrix HS40 otodrnekleme cihazi ile
donatilmis bir Perkin Elmer Clarus 500 GC-MS sistemi ile gergeklestirilmistir.
Kromatografik ayirmalar, ¢apraz bagl bir carbowax-PEG yapisina sahip bir Perkin
Elmer FFAP GC kolonu (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,50 um df.) kullanilarak saglandi.

Gelistirilen yeni yontemin secicilik, dogrusallik, tespit sinir1 (LOD) ve tayin siniri
(LOQ), kesinlik ve dogruluk parametreleri de incelendi. Sonug olarak, surup ve siit
numunelerinde BA tayini i¢in olduk¢a dogru, kesin ve giivenilir bir HS-GC-MS
yontemi gelistirilmistir. BA dogrudan dl¢iilemediginden metil esterine turevlendirildi.
Dogrusallik araligi belirlenerek kalibrasyon grafigi ¢izildi. GOzlenebilen ve tayin
edilebilen minimum degerler bulundu. Daha sonra siit ve surup numunelerinden 6’sar
ornek hazirlanarak tekrarlanabilirlik parametresine bakildi. Son olarak, gelistirilen
metodun validasyon parametreleri tamamlanip numunelerin konsantrasyonlari
hesaplandi.

Tez kapsaminda ilk boliimde tezde amaglanan koruyucu madde analizleri ve HS-GC-
MS metotlar1 hakkinda genel bilgiler ve daha 6nce yapilmis ¢alismalar hakkinda
bilgiler mevcuttur. Ardindan ikinci bélimde gida katki maddeleri tanitilmistir. Gida
katki maddelerinin kullanim amaglari, gidalara katilacak gida katki maddelerinin
belirlenme sartlar1 ve belirleyen komiteler, gida katki maddelerinin siniflandirilmast,
antimikrobiyal katki maddeleri, koruyucularin genel 6zellikleri ve etki mekanizmalart,
gidalarda kullanilan koruyucu maddeler ve gida katki maddelerinin insan sagligi
tizerine etkilerinden literatliirden yararlanilarak anlatilmistir. Daha sonra iiglincli
boliimde, tezde kullanilan HS-GC-MS cihazi hakkinda kapsamli bilgiler verilmistir.
Ddordincu bolimde, kullanilan kimyasallar, optimizasyonlar, kromatografik kosullar,
metot validasyon parametreleri ve numune hazirliklar1 anlatilmistir. Son olarak besinci
bolumde ise olusturulan metot ve yontem kullanilarak sutlerde ve ¢ocuk suruplarinda
bulunan BA  konsantrasyonlarmin  sonuglari, oOrnek kromatogramlar1 ve
degerlendirilmesi verilmistir.
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JECKA’ya gore bir insanin gunlik alabilecegi maksimum miktar, 5 mg/kg (vucut
agirh@ basinda) olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, sitlerde BA eser
miktarda, suruplarda ise bulunan konsantrasyon site gore daha fazla ancak ginlik
alim limitine gore oldukea diislik kalmaktadir. Bu da verilen bilgilere gore saglik
acisindan bir tehlike olusturmadigini géstermektedir.

Son olarak, bir yontemin yesil kimyaya uygun olmasi ve ¢evreye zarar vermemesi
giintimiizde en 6nemli konulardan birisidir. O yiizden gelistirdigimiz yontemin gevre
dostlugunu objektif degerlendirmek i¢in bazi literatir bilgileri ile karsilastirarak bu
yontemin yesil kimya acisindan zararsiz ve basit bir yontem oldugu konusunda
degerlendirmeler yapildi.
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DETERMINATION OF BENZOIC ACID IN PEDIATRIC SYRUP AND
MILK SAMPLES BY HEADSPACE GAS CHROMATOGRAPHY MASS
SPECTROMETER

SUMMARY

For many years, benzoic acid (BA), an organic acid, has been used to prevent food
spoilage. It is found in its natural form in spices such as cinnamon and cloves, and in
fruits such as prunes, which we frequently use today. In its own form, BA is used as a
preservative in various foods and medicines, such as sodium benzoate. The active
component of benzoic acid is undissociated acid and prevents the growth of unwanted
microorganisms such as yeast and mold. It is used in acidic and non-acidic beverages
that are requently consumed every day and in a wide range of foods. There are
categories on the packages of ready-made foods according to the purpose of use of
food additives, and in European Union countries, food additives are made with the
letter "E" and a number system. For example, colorants are encoded in the letter E
between the numbers 100-180. Preservatives are between the numbers 200-297 in the
letter E, the antioxidants between the numbers 300-321 in the letter E, the emulsifiers
and stabilizers between the numbers 222-500 in the letter E, the acid-base suppliers
between the numbers 500-578 in the letter E, the sweeteners and fragrances between
the numbers 620-637 in the letter E are coded. BA, on the other hand, is a chemical
substance with the code E210 from the group of preservatives.

Consumers today expect food to be available year-round, free from foodborne
pathogens, and have a sufficiently long shelf life. It can take several days, months or
even years from the time food is produced to consumption. To achieve the long-term
shelf life required for such a system, more than one effective preservation method is
often required. Therefore, preservatives are used to prevent or delay the deterioration
of food, both chemically and biologically. Food additives are examined under 4 main
headings. The first of these is preservatives; secondly, substance that improve the use
properties of food; the third is the substances that provide flavor and color, and lastly,
the substances that protect and improve the nutritional value.

Preservatives used in foods are grouped into 6 groups. Although organic acids are the
most used group, they are sulfur dioxide and sulfites, nitrites and nitrates, dimethyl
dicarbonate, shielding gases and antibiotics. Benzoic acid is most effective below pH
4 for microbial inhibition. The reason why benzoic acid has a protective side is that it
can inactivate the cell wall and enzymes in living things.

The use of benzoic acid above the permissible concentration limits is dangerous
because it is toxic. Increasing the amount of use can cause some health problems such
as weight loss, diarrhea, internal bleeding, paralysis and even death. For this reason,
attention should be paid to the amount of preservatives in foods.

In this study, we aimed to develop a new Headspace Gas Chromatography-Mass
Spectrometer (HS-GC-MS) method for the determination of benzoic acid in pediatric
syrup and milk samples. BA is derivatized to methyl ester as it cannot be measured
directly bu HS-GC-MS. Optimum temperature and incubation time values were tried
to be found in order to obtain both full derivatization and reliable results. It was
determined that the peak areas of the analyte and internal standard increased depending
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on the increase in the headspace temperature value, but bifurcations were also
observed in the salicylic acid (SA) peak used as the internal standard in BA at 120 °C,
130 °C and 140 °C. In the studies carried out at 110 °C, it was determined that no
bifurcation was observed in the peaks. As a result of the studies carried out at this
temperature during the thermostat period, the optimum conditions were determined as
110 °C and 30 minutes, in which the esterification reaction occured successfully in the
vial in the headspace furnace and no bifurcation was observed in the peaks. After the
temperature and time optimization studies of the HS furnace, the amount of acid that
catalyzes the esterification reaction was finally optimized. At this point it was
determined that the most suitable solution was 5 M H2SO4. BA and SA used as internal
standard were measured after derivatization to its methyl ester under optimized
headspace conditions.

The common synthesis method of esters is the formation of a carboxylic acid and an
alcohol as a result of the hydrolysis reaction in an acid-catalyzed occurence.

In the sample preparation part, the samples were diluted with methanol. Then, 50 pL
of diluted sample, 50 pL of 10 mg/L SA (in methanol) and 200 pL of 5.00 M H2SO4
were placed in a 20 mL vial of HS. The HS vial was tightly closed with
polytetrafluoroethylene (PTFE) coated rubber septum and aluminum crimp caps and
loaded into the HS autosampler. Analysis of samples was performed with a Perkin
Elmer Clarus 500 GC-MS equipped with a Turbomatrix HS40 autosampler.
Chromatographic separations were achieved using a Perkin ElImer FFAP GC column
(30 m x 0.25 mm i.d. x 0.50 um df.) with a cross-linked carbowax-PEG construct.

In this thesis, 1000 mg/L stock solutions were prepared by taking 25 mg of BA and
SA standards and dissolving them with methanol in a 25 mL flask for preperation of
the standard and samples. Then Standard calibration solutions of 0.05, 0.50, 1.00, 2.50,
5.00, 10.00, 20.00, 40.00, 60.00, 80.00 mg/L were prepared using a micropipette by
diluting the benzoic acid stock solution. After that, SA, which is the internal standard
solution, was diluted to 10 mg/L from a 1000 mg/L stock solution in a flask with
methanol. The samples were diluted 1/5 in methanol. The acid medium was prepared
as 5M by diluting 10.7 mL of sulfuric acid to 40 mL with distilled water. For
quantitation, the standards were first given to the device by vials in volumes of 50 pL
BA, 50 pL 10 mg/L SA and 200 pL 5 M H2SOs. Then, 50 pL was taken from the
samples and 50 pL of 10 mg/L SA and 200.00 pL of 5 M H2SO4 volumes of internal
standard and acid solution were added to them and given to the device. The common
synthesis method of esters is the formation of a carboxylic acid and an alcohol as a
result of the condensation reaction in an acid-catalyzed environment. Since benzoic
acid is not seen in its own form, measurements were made under optimized conditions
by derivatizing it to methyl benzoate ester using methanol and sulfuric acid
concentrations.

Selectivity, linearity, limit of detection (LOD) and limit of qualification (LOQ),
precision and accuracy parameters of the developed new method were also
investigated. As a result, a highly accurate, precise and reliable HS-GC-MS method
was developed for the determination of BA in syrup and milk samples. Since BA could
not be measured directly, it was derivatized to its methyl ester. The linearity range is
the concentration range in which the developed method yields results with acceptable
sensitivity and repeatability. In order to show this linear relationship, mixtures
containing different concentrations of BA were prepared and analyzed concentrations
versus peak areas obtained from chromatograms.
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The BA concentration values prepared for the calibration chart and the BA and SA
ratios taken in SIR mode were used. By using this parameter, the minimum values that
can be seen and determined were calculated. The concentrations of the prepared
samples were found by using the equation of the graph obtained. Then, 6 samples were
prepared from milk and syrup samples and the reproducibility parameters were
checked. This part was repeated 3 days and calculated relative standard deviation
between these days. In addition, accuracy analyzes were done in milk and syrup
samples according to 3 different concentrations. Finally, the validation parameters of
the developed method were completed and the concentrations of the samples were
calculated.

Within the scope of the thesis, in the first part of the thesis, there are general
information about the preservative analyzes and HS-GC-MS methods aimed in the
thesis and information about the previous studies. Then, in the second part, food
additives were introduced. The purpose of use of food additives, the conditions of
determination of food additives to be added to foods and the determining committees,
classification of food additives, antimicrobial additives, general properties and
mechanisms of action of preservatives, preservatives used in food and the effects of
food additives on human health are explained using the literature. Then, in the third
chapter, comprehensive information about the HS-GC-MS device used in the thesis is
given. In the fourth chapter, the chemicals used, optimizations, chromatographic
conditions, method validation parameters and sample preparation are explained.
Finally, in the fifth chapter, the results, sample chromatograms and evaluation of BA
concentrations in milk and pediatric syrups are given using the new generated method.

According to JECKA, the maximum amount a person can take daily is 5 mg/kg (per
body weight). According to the data obtained, BA is found in trace amounts in milk,
and the concentration in syrups is higher than milk, but it is quite low compared to the
daily intake limit. This shows that it does not pose a health hazard according to the
information given.

Finally, one of the most important issues today is that a method is suitable for green
chemistry and does not harm the environment. Therefore, in order to objectively
evaluate the environmental friendliness of the method we developed, the values
obtained by subjecting it to some measurements were examined and this method can
be accepted as a harmless and simple method in terms of green chemistry.

One of the most important issues today is that a method is suitable for green chemistry
and does not harm the environment. That's why we looked at the values obtained by
subjecting the method we developed to some measurements in order to evaluate the
environmental friendliness objectively. Generally recommended environmentally
friendly solvents are water, alcohol and some ethers. In our study, water and methyl
alcohol were used as solvents. BA, SA and sulfuric acid used as chemical reagents are
odorless and not hazardous. During the analyses, 25 mg of benzoic acid, 25 mg of
salicylic acid and 10.70 mL of sulfuric acid were used. Since HS-GC-MS is used, the
waste product of these chemicals, which are used in very small amounts, is very low.
Contrary to the mobile phases used in HPLC, the device uses inert gas as carrier gas
and the use of He gas in this analysis has a very harmless effect on the environment.
Considering that the daily electricity consumption of the HS-GC-MS device is < 1.50
kW/h, this method can be accepted as a harmless and simple method in terms of green
chemistry.
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1. GIRIS

Benzoik asit (BA), uzun yillardir gidalarda ve ilaglarda koruyucu olarak kullanilan
organik bir asit ¢esididir. Tar¢in ve karanfil gibi baharatlarda, kuru erik gibi
meyvelerde dogal olarak bulunur. BA, sodyum benzoata gére suda daha az ¢6ziindiigii
icin, genellikle sodyum benzoat formu koruyucu olarak kullanilmaktadir. BA de kendi
formunda ¢esitli gidalarda kullanilabilmektedir. BA, asitli ve asitsiz iceceklerde, cok
cesitli gidalarda kullanilir. Hazir gidalarin ambalajlar1 {izerinde, gida katki
maddelerinin kullanim amaclarina gore kategoriler mevcuttur ve Avrupa Birligi
ulkelerinde gida katki maddeleri (GKM) igin "E" harfi ve bir say1 sistemi ile
yapilmaktadir. Ornegin, renklendiriciler E harfinde 100-180 sayilar1 arasinda
kodlanmaktadir. Koruyuculara bakildiginda E harfinde 200-297 sayilar1 arasinda,
antioksidanlar E harfinde 300-321 sayilar1 arasinda, emiilgatorler ile stabilizatorler E
harfinde 222-500 sayilar1 arasinda, asit-baz tedarikgileri E harfinde 500-578 sayilari
arasinda, tatlandiricilar ve kokular ise E harfinde 620-637 sayilar1 arasinda olacak
seklinde kodlanmaktadir. BA ise koruyucular grubundan E210 kodlu kimyasal bir
maddedir [1].

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’e gére GKM, ham madde ya da yardimct madde
olarak kullanilamaz. Hig¢birinin yalniz basina besin degeri yoktur ve bu yiizden besin
olarak tek basina tiikketilemez. GKM, besinler tiretilirken kullanilan teknoloji sebebiyle
var olabilir, gidalar1 yetistirme, kullanima hazir hale getirme, paketleme, nakliye etme
ve depolama sirasinda da kullanilabilir. Gida maddesinin tadin1 ve kokusunu korumak,
goriiniis ve yapisini iyilestirmek ve istenmeyen olumsuzluklara engel olmak amaciyla
kullanilmaktadir. GKM ile ilgili diizenlemeler, bitiin diinyada, Birlesmis Milletler’e
bagli WHO ve FAO birlikteligiyle saglanmaktadir. Katki maddelerinin insan sagligi
tizerine etkileriyle ve gilinliik kullanim limitinin belirlenmesinde bu kuruluslar

ilgilenmektedir [1].

Daha 6nce yapilmis gidalardaki koruyucularin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalarda
yaygin analitik yontemler arasinda Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC)
[2, 3, 4], Gaz Kromatografisi (GC) [5] ve kapiler elektroforez (CE) [6, 7]



bulunmaktadir. Kullanilan bu ydntemler, analizden 6nce izolasyon gerektirir ve
sonrasinda bazi zorluklart meydana getirir. Bu problemlerin tstesinden gelmek icin,
kat1 faz mikro ekstraksiyon (SPME) ve karistirma ¢ubugu emici ekstraksiyon (SBSE)
gibi organik solventsiz yontemler gelistirilmistir. Stvi-siv1 ekstraksiyonu ve kat1 faz
ekstraksiyonu gibi geleneksel teknikler zaman alicidir ve genellikle insan sagligi ve

cevre icin tehlikeli olan yiksek hacimlerde organik ¢oziiciilerin kullanimini igerir [5].

1.1. Literatiir Calismalari

BA analizi i¢in yaygin olarak HPLC cihaz1 tercih edilmekle birlikte, GC ve
elektroforez yontemleri de uygulanmaktadir. Bu boliimde, literatiirde yer alan BA

calismalarina yer verilmistir.

Iran’da yapilan bir ¢alismada, mesrubat, ultra yiiksek sicakliktaki siitlerde, ketcap
sosunda ve ekmekte UV dedektorliit HPLC cihazi kullanilarak BA ve sorbik asit analizi
yapilmistir. Analiz sirasinda, metanol, asetonitril, potasyum sorbat, sodyum benzoat,
kloroform, karbon tetraklorur, hidrojen klorir, sodyum Klorir gibi kimyasal maddeler
kullanilmigtir. Kromatografik analiz i¢in, K-1000 pompasi, UV dedektorii, Degasser
Biotech model 2003, Knauer HPLC sistemi, oda sicakliginda RP 18 kolonu, 20 pL
enjeksiyon hacminde ve 1 mL/dk akis hizinda izokratik mobil faz olarak 40:60 (v/v)
oraninda asetonitril ve 5 M amonyum asetat kullanilmistir. Numune hazirliklar
sirasinda santrifiij, DLLME (Dispersif sivi sivi mikroekstraksiyon), siizme islemleri,
tekrar ¢ozme ve c¢oktlirme islemleri uygulanmistir. Sonuc¢ olarak, 54 gida
numunesinden % 92,50°sinde 3,50 — 1520 mg/kg araliginda BA bulunurken, %
50,30’unde 0,80 — 2305 mg/kg sorbik asit bulunmustur. LOD ve LOQ sirasiyla BA
icin 0,1 ve 0,5 mg/kg ve sorbik asit i¢in 0,08 ve 0,30 mg/kg bulunmustur. Sonuglar,

[ran'da gida iiriinlerinde yaygin olarak benzoik ve sorbik asit bulundugunu gostermistir

[4].

Bir diger 6rnek ise GC-FID (Gaz kromatografi-Alev iyonlastirma dedektorii) ile sit
orneklerinde BA analizi ¢alismasidir. Kullanilan kimyasallar, potasyum
heksasiyanoferrat (I11), ¢inko asetat, sodyum Klorlr, sodyum hidroksit, aseton, 1-
oktanal, hidroklorik asit ve asetik asittir.

Varian model CP-3800 gaz kromatografi, FID dedektor(, silika kapiler kolon, Hettich
Universal 320 R santriflj cihaz1 kullanilmistir. Tasiyici gaz helyum, enjektor ve



dedektor sicakliklari sirasiyla 260 °C ve 270 °C olmustur. GC sicaklik program 6nce
2 dk 150 °C'lik bir baslangi¢ sicaklig1 daha sonra dakikada 10 °C artarak 240 °C’ye
yukselmektedir.

Numune hazirligr sirasinda DLLME prosediirii uygulanmistir. Kisa ekstraksiyon
sliresi ve matris miidahalesinin olmamas1 Onerilen yontemin avantajlartydi. En iyi
DLLME i¢in deneysel kosullar 475 pL dispersif ¢oziicu aseton, 60 pL (1-oktanol)
ekstraksiyon ¢ozucusuydu, pH 2,5 ve 2 g sodyum klorir olarak belirlenmistir. Siit
urinlerinde sorbik ve BA’lerin tayininde basariyla uygulanmistir. Diisiik solvent
tilketimi, diisiik maliyet, kisa ekstraksiyon siiresi yontemin avantajlaridir. LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla, sorbat i¢in 0,15 ve 0,50 mg/kg ve benzoat i¢in 0,14 ve 0,47
mg/kg olarak bulunmustur [5].

Bir kapiler elektroforez ile BA analizinde kullanilan kimyasal maddeler:
Tetrabutilamonyum bromir, hidroksibenzoik asit, benzoik asit, sorbik asit ve p-
hidroksibenzoik asit, heksametilen tetramin, setiltrimetilamonyum bromir, sodyum
tetraborat, sodyum hidroksit, hidroklorik asit, etanol, metanol, asetonitril ve
tetradesiltrimetilamonyum bromdir.

Kullanilan yontem, benzoik asit ve sorbik asiti belirlemek igin bir elektroozmotik
pompa, bes solenoid valf ve el yapimi kati1 faz ekstraksiyon (SPE) iinitesinden olusan
kapiler bolge elektroforezi (CZE) ile birlestirilmis bir elektrokinetik akis analiz sistemi
(EFA) dir. Onerilen EFA-SPE-CZE yontemini degerlendirmek i¢in siitlii iceceklerde,
soya soslarinda ve meyve recellerinde benzoik asit ve sorbik asit analiz edilmistir.
Benzoik asit i¢in LOD degeri 0,02 mg/kg, sorbik asit i¢in ise 0,01 mg/kg bulunmustur
[7].

Bu tez ¢aligmasinda ise, HS-GC-MS cihazi ile BA analizi igin yesil kimyaya uygun
yeni bir yontem gelistirilerek Istanbul’daki stiper marketlerden ve eczanelerden satin
alinan ve 6zellikle gocuklarin yaygin olarak tiikettigi siit 6rnekleri ve pediyatrik surup
orneklerinde uygulandi. Siit ve surup orneklerinde kullanilan benzoik asitin yasal
smirlart hakkinda bilgiler, ayrica Urln etiketinde belirtilmedigi ve kullanimi gerekli
olmadig1 halde bilerek veya bilmeyerek kullanilmasi ve vicutta birikmesi ile de
giinlik alinabilir limitlerinin maksimum miktardan fazla olup olmadiklar

degerlendirilmistir.






2. KATKI MADDELERI HAKKINDA BiLGIiLER

Bu boliimde gida katki maddeleri hakkinda bilgiler, bu maddelerin etki
mekanizmalari, kullanim sartlari, literatiirde yer alan kodlar1 ve insan saglig1 iizerine

etkilerinden bahsedilmektedir.

2.1. Gida Katki Maddelerinin Kullanim Amaglari

Kurutma, soguk, fermantasyon ve 1sitma, gida {iriinlerinin raf dmriinii uzatmak i¢in
her zaman kullanilan baslica yontemler olmustur. Bununla birlikte, tarih Oncesi
zamanlardan beri, taze hasat edilmis gidalar1 daha sonra kullanmak tizere korumak igin
tuz gibi baz1 kimyasallar eklenmistir. Tuz, nitritler ve silfitler gibi belirli kimyasal
gida koruyucular1 uzun yillar kullanilsa da, diger gida koruyucularin ¢ogu ancak son
yillarda yaygin olarak kullanilmaya baslandi. Kimyasal koruyucularin kullaniminin
artmasinin nedenlerinden biri, gidalarin iretilme ve pazarlanma sekillerindeki
degisiklik olmasidir. Glinlimiizde tiiketiciler, gidalarin y1l boyunca hazir bulunmasini,
gida kaynakli patojenlerden uzak olmasini ve yeterli 6lcuide uzun raf dmriine sahip
olmasimi beklemektedir. Gidalar1 korumak i¢in paketleme ve isleme uygulamasi
kullanilarak birgok iyilestirme yapilmis olsa da, antimikrobiyaller tiiketicileri erken
gida kaybindan ve olasi gida kaynakli hastalik etmenlerinden korumada 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ornegin, gidalarda bulunan C vitamini gevresel kosullardan kolay
etkilenen bir madde oldugu i¢in, degerlerinin korunmasi amaciyla antioksidanlardan
yararlanilmaktadir [7]. Gidalarin daha kiiresel bir sisteme pazarlanmasindaki
degisiklikler nedeniyle, iiriinler eskiden oldugu gibi nadiren yerel olarak yetistirilir ve
satilir. Bugtin, bir cografi bolgede tiretilen gidalar, genellikle islenmek {izere bagka bir
bolgeye ve dagitim i¢in birkag bagka alana gonderilmektedir. Yiyeceklerin tiretildigi
andan tiiketilene kadar birkag giin, aylar ve hatta yillar gecebilir. Boyle bir sistem i¢in
gerekli olan uzun vadeli raf dmriinii elde etmek i¢in, ¢ogu zaman birden fazla etkili
koruma yontemi gereklidir. Bu nedenle, gidalarin hem kimyasal hem de biyolojik

olarak bozulmasini dnlemek veya geciktirmek i¢in koruyucular kullanilmaktadir [8].



Tum dunyada 20.000 kadar katki maddesinin besin endiistrisinde kullanildigi tahmin
edilmektedir [9].

2.2. Gidalara Kullamlan GKM Miktarlarinin ve Giivenilirliginin Arastirilmasi

Gidalarda kullanilan katki maddeleri, bazi toksikolojik testlerle hesaplanir. Bu testler
sonucunda canlinin giinliik alabilecegi maksimum miktar belirlenir. Bu miktar gunlik
aliabilir maksimum miktar olarak belirlenir ve ADI (Acceptable Daily Intake)
kisaltmasiyla tanimlanir [10]. Bu katki maddeleri gelisigiizel miktarlarda ve tiiziik dis1
kullanildiginda tiiketici agisindan zararli olabilir. Bu amacgla hayvanlar zerinde
deneyler yapilarak doz-cevap iliskisi aragtirilir. Yapilan toksikolojik testlerden biri,
deney hayvanlarina Oldurtcl dozda katki maddesi verilerek gozlem yapilir. Ardindan
verilen doz miktar1 azaltilarak katki maddesinin emilimi, metabolizmasi ve atimi
incelenir. Deney hayvanlarinin yagamsal fonksiyonlari incelenir ve etkileri arastirlir.
Calismalar sonuglandiginda eger katki maddesinin hi¢bir yan etkisinin tespit
edilemedigi bir doz miktar1 bulunamazsa bu katki maddesinin gidalara katilmasina
muisaade edilmez. Eger deney hayvanlari bu testlerden higbir olumsuz etki
gostermezse, kullanilan bu doz “etkisiz doz” veya NOAEL olarak adlandirilir.
NOAEL dozu belirlendikten sonra yasam stresini % 85’ini alacak siireye bagli olarak
deney hayvanlariyla ¢alismaya devam edilir. Ancak belirlenen doz miktar1 deney
hayvaninin viicut agirhiginim kilogrami bagina mg olarak hesaplanmistir. Belirnen bu
dozun insandaki etkileri bilinmemektedir. Insanlar Uzerinde deney yapmak etik
olmadig1 i¢in bu sebeple hesaplamalarda giivenlik faktorii kullanilir. Bu faktor
literatiirde 100 kabul edilir. Deney hayvaninda herhangi bir etki gostermeyen doz
miktarmin 1/100°1 insanlar igin kabul edilir. (ADI = NOAEL / 100). Hesaplama
yapilacak oldugunda, insanlar i¢in giinliik alinabilecek miktar insanin viicut agirliginin
kilogram1 basina mg olacak sekilde belirlenir. Formiille anlatilmak istenirse kisaca,

“maksimum alim = ADI x viicut agirlig1” seklinde hesaplanir [11].

Gidaya katilacak katki maddesinin doz miktarinin belirlenmesinde en 6nemli ikinci
etken GMP’dir. GMP kurallar1 geregi belirlenen miktar ADI degerininin {istiine
c¢ikiyorsa o katki maddesinin kullanilmasina izin verilmemektedir. Eger, ADI degeri

GMP degeri ile maksimum miktarin {izerine ¢ikilmiyorsa o katki maddesinin



kullanimma izin verilmektedir. izin verilen katki maddesinin ka¢ tane iiriine

eklenecegi ve o lirliniin tiikketim miktar1 bilinmesi gereken 2 6énemli durumdur [10].

JECFA, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ile Gida ve Tarim Orgiitii ile birlikte calisan
tiyelerinden olusan bir gruptur. Bu grup kendi alanlarinda gida katki maddelerinin
toksikolojik testleriyle ilgilenen liyelerden olusmaktadir. JECFA, test sonuglarimni
degerlendirir, GKM’nin spesifikasyonlarini inceler, analiz yontemleri belirler ve daha
sonra biitiin verileri uluslararas1 Gida Kodeksi Komisyonuna iletir. GKM’leri ile ilgili
gruplamalar hazirlanir. ADI degeri belirlenen maddeler A grubunda, belirsizligi olan
ve testleri devam eden grup B ve son grup olan C ise olumsuz bakilan maddeleri
icermektedir. C grubu olan katki maddelerinin besinlere katilmasina miisaade
edilmemektedir. GKM ile yapilan testler ve elde edilen sonuglar siireklilik 6zelligi
tagir. ADI degeri, 6zenle ve kurallar gercevesinde yapilmasina ragmen zamanla
degisebilmektedir. Giincel aragtirmalara ve calismalara gore bu deger azaltilip

arttirilabilir [10, 12].

2.3. Gida Katki Maddelerinin Siniflandirilmasi

Gida katki maddeleri kullanim amaglarma gore kaliteyi koruyarak raf omriini
uzatanlar, gidanin dokusunu, hazirlanma ve pisme 6zelligini iyilestirenler, aromay1 ve
rengi gelistirenler ve besin degerini koruyucu ve gelistiriciler olmak izere 4 grupta

incelenmektedir [11].
2.3.1. Koruyucu maddeler

Gidalarin yapisini koruyan ve kullanim 6mriinii uzatan antimikrobiyaller (nitrit, nitrat,
BA, sorbik asit, kikdrt dioksit) ve antioksidanlar (butillenmis hidrosiyanozil,

butillenmis hidroksitoluen) giiniimiizde kullanilan baglica koruyucu maddelerdendir.
2.3.2. Gidamin kullamim 6zelliklerini iyilestiren maddeler

Gidalarin iglem gormesi sirasinda yapisinin bozulmamasi, pisme ayarinin ayarlanmasi
gibi sebeplerle kullanilan gida katki maddelerinden olan asidite diizenleyiciler, gidanin
asit-baz dengesini ayarlamak amaciyla kullanilir. Kullanim amaci, pH degeri ile
oynayarak bakteriler gibi giday1r bozabilecek mikroorganizmalar1 etkisiz hale
getirmek. Silikat, magnezyum oksit, magnezyum karbonat gibi bilesikler gidanin

islem sirasinda topaklanmasini onlemek amaciyla kullanilir. Tuz, seker gibi toz



karisimlarin akigkan bir sekilde gidaya homojen dagilmasini saglarlar. Lesitin, mono
ve digliseritler ylizey gerilimini azaltic1 yonde etkiye sahiptirler. Emiilgatér de denen
bu maddeler birbirlerine karismayan mamddelerin homojen dagilmasini saglar. Kivam
arttirici ve tatlandirict maddeler, stabilizatorler olarak adlandirilir. Bu maddeler gidaya
katilan 6zelliklerin sabitlenmesini ve eski hale dsnmemesine yardimei olur. Ozellikle
unlu mamiillerde kullanilan ve mayalanmay1 siiresini azaltmak, pigsme miktarini
arttirmak ve yine iiriin kalitesine katkida bulunmak amaciyla mayalanmay1 saglayan
fermentler kullanilmaktadir. Bunlar disinda gidanin nemini ayarlayan, ham maddeleri

olgunlastiran, rengini acan, parlatan 6zellikteki maddeler de kullanilmaktadir.
2.3.3. Aroma ve renk saglayan maddeler

Bir gidanin lezzeti belirlenirken en 6nemli 2 faktor tat ve kokudur. Aroma veren
maddeler tat ve koku duyusuna katki saglarken, renk veren maddeler gidanin gorsel
olarak cekici olmasini saglar. Aroma ve renklendirici maddeler ekstra lezzet ve koku
saglarken, maddenin kendine has tadi ve kokusunu kaybettirmeden yaparlar. Gidalar
mutfakta hazirlik, pisme, paketlenme gibi asamalarda rengini kaybedebilirler. Bu
sebeple de kullanilan bu maddeler tiiketicinin goérmeyi bekledigi {iriin rengini dogal
hale getirme sebebiyle kullanilirlar. Monosodyum glutamat, giiniimiizde en yaygin
kullanilan lezzet veren katki maddesidir. Tartrazin, indigotin ise en sik kullanilan renk

veren maddelerdir. Aspartam ve sakkarin de suni tatlandiricilara 6rnektir.
2.3.4. Besin degerini koruyup, gelistiren maddeler

Gidanin igslem gordiigii sirada kaybolan besleyici degerlerini yerine koyan ve diyette
eksik olabilecek besin maddelerini eklemek amaciyla kullanilir. Bu maddelere 6rnek:

A, D, B1, B2 vitaminleri ve niasin verilebilir.

2.4. Koruyucularin Ozellikleri ve Etki Mekanizmalari

Esansiyel yaglar, bitkisel triinlerden ekstraksiyonla elde edilen dogal iiriinlerdir.
Antibikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri sebebiyle tercih edilen en yaygin gida katki
maddelerindendir [13]. Kullanilan GKM nin ¢esit ve miktarina bagl olarak gidada tat,
koku gibi degisimlere sebep olabilmektedirler. Ornek verilecek olursa, az miktarda
kullanilmasina ragmen, BA’ler agiza acimsi bir tat birakmaktadir [14]. Gida koruyucu

maddeleri sadece yeni ve istenmeyen mikrobik olusumlari engellemekle kalmayip,



cevresel faktorler sebebiyle gidaya bulasan herhangi bir parazitin ¢ogalmasina engel

de olmaktadir [15].

Mikroorganizmalarin ¢ogalmasini durdurmak ya da onlar1 ortadan kaldirmak i¢in
antimikrobiyal maddeler kullanilmaktadir. Kullanilan bu maddeler baz1 zamanlarda
mikroorganizmalar tarafindan ¢ok az miktarlari besin olarak kullanilmaktadir. Ancak
bu miktarlar diger mikroorganizmalarin yasamsal faaliyetlerini engelleyebilmektedir
[12]. Antimikrobiyal bilesenin 0zellikleri, gida tizerine etkisi bakimindan 6nemlidir
Polaritesi, sudaki ¢ozunurligii, kaynama noktasina etkisi, iyonizasyonu, yiiklii veya
notral olmasi, hidrofilik 6zelliklerinin yanisira lipofilik 6zelliklere de sahip olmast,
etki degerini arttirmaktadir. Lipofilik 6zellik, antimikrobiyalin hidrofobik huicre zarini
etkileyebilmesi igin dnemlidir. Kaynama noktasi {izerine etkisi, pisirilen gidalarin
devamlilig1 agisindan avantaj saglamaktadir. Antimikrobiyal bilesenin iyonize olmasi,
gidanin pH’ina baglh olarak aktivitesini etkilemektedir. Mikroorganizma Uzerinde
etkili olabilmesi ve hiicre duvarina rahatg¢a girebilmesi igin ise yuksliz veya notral

olmasi biiyiik avantaj saglamaktadir [12].

Koruyucu maddeler gidayr olusturan bilesenlerle tepkimeye girdikge koruyucu
maddenin etkinliginde azalma meydana gelmektedir. Koruyucu maddenin gida ile
tepkimeye girme oranina bagli olarak gidanin yapisinda beklenmeyen degisimler
meydana gelebilir. Koruyucu maddeler disinda gidanin iceriginde de antimikrobiyal
ve antifungal 6zellige sahip dogal bilesikler meydana gelebilmektedir [12]. Gidanin
asiditesi arttikga koruyucu maddenin etkinligi buna bagli olarak artmaktadir. Sorbik
asit ve BA’ler diisiik pH kosullarinda etkindirler. Ciinkii diisiik pH’da ayrismamis
formdadirlar. Bu sebeple hiicre zarindan igeriye rahatlikla nifuz edebilirler [16].
Koruyucu maddeler mikroorganizmalarla sivi gidalarda daha iyi etkilesime
gecebilirler. Koruyucu maddelerin kat1 pargacikli gidalarla etkilesime girme kabiliyeti
diisiik olmalarindan dolay1r mikroorganizmalar iizerinde daha az etkilidirler [12].
Gidanin maruz kaldigr sicakligin arttirilmasi, mikroorganizmalarin kimyasal
maddeyle etkilesime girme ihtimalini arttirmaktadir. Besinin sahip oldugu sicakligi
optimum degere ulasmasiyla birlikte koruyucu maddenin besin {izerine etkinligi
minimum degere ulasir. Besin sicakligimin optimum degerinin iizerine ¢ikmasi
durumunda besinin kimyasal yapisinin bozulmasi kaynakli koruyucu etkinligi

artmaktadir [12].



Kimyasal maddelerin mikroorganizmalarla etkilesime girmesinde siire 6nemli bir
faktordiir. Baz1 mikroorganizmalar besinlerle ¢ok kisa siirede tepkimeye girebilirken,
bazi mikroorganizmalar ise besinlerle daha uzun sitrede tepkime girerler.
Koruyucularin artan zamana bagli etkinliklerinin artmasindan o6tiirli uzun siirede

tepkimeye giren mikroorganizmalar tzerinde etkilidir [12].

2.5. Gidalarda Kullanilan Koruyucular Maddeler

Kukirt dioksit ve sulfitler, nitrit ve nitratlar, dimetil dikarbonat, koruyucu gazlar,
antibiyotikler ve organik asitler, gidalarda kullanilan 6 gruptan olusan koruyucu

maddelerdir.

Organik asit ve esterlerlerine meyvelerde siklikla rastlanmaktadir. Bu maddeler
fermente et, siit ve sebze liriinlerinde mikrobiyal metabolizmanin ara ya da son tirlinu
olarak olusmaktadirlar. Bunlar arasinda asetat ve asetik asitler, sorbik asit ve tuzlari,
BA ve tuzlari, parabenler bulunmaktadir. Bu grupta yer alan koruyucular genellikle
asit tuzlan seklinde kullanilirlar. Ciinkii sulu ¢ozeltilerdeki ¢ozunurltkleri, orijinal
hallerine gore daha fazladir. Kullanilan koruyucularmin etkileri kullanilan {iriiniin

pH’na bagl olarak degismektedir [17].
2.5.1. Benzoik Asit ve Turevleri

Yillar once gidalarin bozulmasmi Onlemek i¢in organik bir asit olan BA,
kullanilmaktaydi. Giiniimiizde de siklikla kullandigimiz tar¢in, karanfil gibi
baharatlarda, kuru erik gibi meyvelerde dogal formunda bulunur. BA ¢esitli gida ve
ilaglarda koruyucu madde olarak kullanilir. BA’in aktif bileseni ayrismamuis asittir ve
maya ve kiif gibi istenmeyen mikroorganizmalarin iiremesine engel olur. Her giin
siklikla tiiketilen asitli ve asitsiz igeceklerde, pasta kremalarinda, hazir regellerde,
jolelerde, hazir paket kiyma ve tursu gibi ¢ok ¢esitli gidalarda kullanilir [1].
Mikrobiyal inhibisyon igin BA pH 4’in altinda en etkin haldedir. BA’in
mikroorganizmalar {lizerindeki etkisi, hiicre duvarini ve hiicredeki bazi enzimleri
inaktive etmesiyle gergeklesir [18]. Sekil 2.1’de BA’in yapisal formiilii ve Cizelge
2.1’de BA’¢ ait bazi bilgiler verilmektedir.

10



Cizelge 2.1: Benzoik asit 0zellikleri.

Diger Ad1 Benzen Karboksilik Asit
Molekdl Formuld CeéHsCOOH

CAS No 65-85-0

Fiziksel Gérinim Beyaz kristal veya toz
Erime Noktasi 122 °C

Kaynama Noktas1 249 °C

0O
OH

Sekil 2.1: Benzoik asitin yapisal formiilii.

BA, sodyum benzoata gore suda daha az ¢6ziindiigii i¢in genellikle sodyum benzoat
formu gidalarda koruyucu olarak kullanilmaktadir. Benzenkarboksilik asit sodyum
tuzu ve fenilkarboksilikasit sodyum tuzu olarak bilinen sodyum benzoat, kiiflere karsi
etkili degil fakat maya ve bakterilere kars1 etkili bir bilesendir. Sodyum benzoatin
yapisal formiilii Sekil 2.2’de gosterilmistir. Sodyum benzoat 25 °C’de 100 mL suda
maksimum 50 g ¢6ztinmektedir. BA ise 100 mL suda 0,34 g ¢6zuinmektedir. Benzoik
asidin mantar ve bakterilere kars1 etkisinin maksimum oldugu pH aralig: 2,50 — 4,00
arasindadir. Bu 6zelligi nedeni ile de sodyum benzoat daha ¢ok karbonatli i¢ecekler,
meyve sulari, regel, marmelat, meyve kokteylleri ve tursular gibi asit veya kolayca
asitlendirilebilen gidalarda kullanilir. Bunlarin disinda tuzlu margarin ve pastalarda da

kullanilabilir [19]. Cizelge 2.2’de sodyum benzoata ait genel bilgiler verilmistir.

Cizelge 2.2: Sodyum benzoatin genel 6zellikleri.

Diger Ad1 Sodyum Benzoik Asit
Molekil Formilu CsHsCOONa

CAS No 532-32-1

Fiziksel Gorinim Beyaz Toz
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Sekil 2.2: Sodyum benzoatin yapisal formiilii.
2.6. E-Kodu

Hazir gidalarin ambalajlar1 {izerinde, gida katki maddelerinin kullanim amaclarina
gore kategoriler mevcuttur ve Avrupa Birligi lilkelerinde GKM i¢in "E" harfi ve bir
say1 sistemi ile yapilmaktadir. Ornegin, renklendiriciler E harfinde 100-180 sayilari
arasinda kodlanmaktadir. Koruyuculara bakildiginda E harfinde 200-297 sayilari
arasinda, antioksidanlar E harfinde 300-321 sayilar1 arasinda, emiilgatorler ile
stabilizatorler E harfinde 222-500 sayilar1 arasinda, asit-baz tedarikgileri E harfinde
500-578 sayilar arasinda, tatlandiricilar ve kokular ise E harfinde 620-637 sayilar
arasinda olacak seklinde kodlanmaktadir. Ornegin, askorbik asit E300, sorbik asit

E200, BA ise koruyucular grubundan E210 kodlu kimyasal bir maddedir [1].

2.7. Gida Katki Maddelerinin insan Saghg Uzerine Etkisi

GKM’lerinin bazi saglik sikintilarina neden oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, dikkat
eksikligi, hiperaktivite gibi zihinsel problemler olustugu iizerine 1970 yillarinda
yaygin bir inanisti. Ancak, genetik ¢esitlilik ve aliskanlik faktorlerine bakilmaksizin
yapilan deneysel c¢aligmalar sonucunda gida renklendiricilerin ¢ocuklarda
hiperaktiviteye ya da dikkat eksikligine sebep olmadigi goriilmistiir. Ancak bazi
GKM’leri, alerji, cilt problemleri, davranis bozukluklari, bas agrisi, astim, migren,
uyku problemlerine neden oldugu fark edilmistir [20]. Gida katki maddesi olarak
kullanilan nitrit ve nitratlar, nitrozaminleri meydana getirmektedir. Bu maddeler de
kanser yapict Ozellik tasimakla birlikte kanin oksijen tasima kapasitesini de
azaltmaktadir. Bilinen biitiin olumsuzluklara ragmen bu maddelerin GKM olarak
kullanilmaya devam etmesi insanlarin beslenmesinde biiyiik yer tutan et {irlinlerini
piyasada tutulamayacagi diisiiniilmektedir. Ciinkii nitrit kullanimi, sucuk, salam gibi
islenmis et iriinlerini korumaktadir. Eger nitrit kullanmadan et {irlinii piyasaya

cikarilirsa etin renginin kotii ve lezzetsiz olacagi, kullanim stiresinin azalacagi ve bu
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sebeple toksik etki yaratacagina dair endiseler mevcuttur. Bu endiseleri azaltmak i¢in
nitrit kalintisini ve nitrozamin olusmasini en aza indirecek arastirmalar yapilmistir. Bu
arastirmalar sonucunda tokoferoller, askorbik asit ve laktik asit ile baz1 bakterilerin
nitrozamin olusumunu engelledigi ortaya ¢ikmistir. Koruyucu katki maddelerinden
olan BA de astim, cilt problemleri ve hiperaktiviteye neden olmaktadir. Bu sebeple
kullanim1 smirlandirilmistir. Ancak bu sinirlara zaman zaman uyulmamaktadir.
Ornegin, Tiirkiye'de iiretilen baz1 meyve sularinda BA miktarinin izin verilen degerin
tizerine ¢ikti@1 raporlanmustir [20]. Sodyum meta bi sulfit ise biskivi, gofret, kek,
kurabiye, patates cipsi ve sirkede bulunur. Sebep olabilecegi saglik sorunlari arasinda,
astimli hastalara astim atagi, bakterilerde mutasyon ve tiamine zarar vermesi Yyer
almaktadir. Sodyum guanilat ve sodyum inosinat, et riinleri, et suyu tabletleri, soya
tirtinleri ve hazir ¢orbalarda bulunur. Tiiketildigi takdirde gutu siddetlendirebilir. Son
olarak mono sodyum glutamat, hazir gorbalarda, et liriinlerinde, ¢erezlerde, patates
cipsi ve soslarda bulunur. Giinliik alim miktarini asma durumunda bas donmesi ve

carpint1 gibi saglik sorunlarina neden olur [21].

2.8. Suruplarda Kullanilan Koruyucu Maddeler

Koruyucular, mikrobiyal biliylimeyi en aza indirmek i¢in surup iirlinlerineé yaygin
olarak eklenir. Konsantrasyon, pH, tat, koku ve ¢oziintrlik gibi 6zelliklerine gore bir
koruyucu segilir. Suruplar hazirlanirken ve depolama siiresi belirlenirken koruyucu
maddelerin etkinlik analizleri yapulir.

Suruplar cevresel kosullardan kolay etkilenebildigi icin tliketim stireleri kisadir.
Suruplarin korunmasi i¢in bozulmalarina sebep olan mikroorganizmalara karsi
koruyucu maddeler kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan koruyucu madde nipa
esterleridir. Bunun disinda gliserin, BA ve tlrevleri de koruyucu olarak
kullanilmaktadir.

Kullanilan koruyucu maddeler gidalardakine benzerlik gdstermektedir. Koruyucularin
cesitleri, etki mekanizmalari, insan sagligi iizerinde etkileri Onceki basliklarda

anlatildig1 gibidir [22].
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3. KROMATOGRAFIiK YONTEMLER

Kromatografi ilk kez Rus botanik¢i Mikhail Tsvett (1903) tarafindan gelistirilmistir.
Tsvett, bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini (klorofil A, klorofil B ve ksantofil)
ayirmak ic¢in bu yontemi kullanmistir. Kullanmis oldugu kolonda renkli bandlar
olustugu i¢in bu ayirma yontemine kromatografi adini vermistir. Kromatografinin
kelime anlami renk yazimidir. Yunanca’da chromatus: renk ve graphein: yazmak
anlamina gelmektedir [23].

Onceleri, bitkisel pigmentlerde oldugu gibi, maddeleri renklerine gore ayirmak igin
kromatografik teknikler kullanilmistir. Zamanla uygulama alani olduk¢a genislemistir.
Gliniimiizde kromatografi son derece hassas ve etkili bir ayirma yontemi olarak kabul
edilmektedir. Kolon kromatografisi yararli ayirma ve belirleme yontemlerinden
biridir.

Duragan faz, hareketli faz ve karigimin igerdigi maddeler arasindaki etkilesim tiiri,
molekiillerin birbirinden ayrilmasinda etkili olan temel bilesendir. Boliinmeye dayali
kromatografi yontemleri, amino asitler, karbonhidratlar ve yag asitleri gibi kigik
molekiillerin ayrilmasinda ve tanimlanmasinda ¢ok etkilidir. Ancak afinite
kromatografileri (yani iyon degisim kromatografisi), makromolekiillerin niikleik
asitler ve proteinler olarak ayrilmasinda daha etkilidir. Kagit kromatografisi
proteinlerin  ayristirilmasinda ve protein sentezi ile ilgili ¢alismalarda
kullanilmaktadir; gaz-sivi kromatografisi alkol, ester, lipid ve amino gruplarinin
ayrilmasinda ve enzimatik etkilesimlerin gézlemlenmesinde kullanilirken, molekiiler
elek kromatografisi Ozellikle proteinlerin molekiiler agirliklarinin belirlenmesinde
kullanilir. Agaroz-jel kromatografisi RNA, DNA partikulleri ve virGslerin
saflagtirilmasi i¢in kullanilir [24].

Kromatografide duragan faz, bir kat1 fazin yiizeyi iizerine kaplanmis bir kat1 faz veya
bir s1v1 fazdir. Sabit fazin lizerinden akan hareketli faz, gaz veya siv1 fazdir. Hareketli
faz sivi i1se sivi kromatografisi (LC), gaz ise gaz kromatografisi (GC) olarak
adlandirilir. Gaz kromatografisi, gazlar ve ugucu sivilarin ve kati maddelerin
karisimlart i¢in uygulanir. Sivi kromatografisi 6zellikle termal olarak kararsiz ve

ugucu olmayan numuneler i¢in kullanilir [25].
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Ayirma disinda bir nicel analiz yontemi olarak kullanilan kromatografinin
uygulanmasindaki amag, uygun bir zaman araliginda tatmin edici bir ayirma elde
etmektir. Bu amagla ¢esitli kromatografi yontemleri gelistirilmistir. Bunlardan bazilar
kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi (TLC), kagit kromatografisi, gaz
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, yliksek basingli sivi kromatografisi ve
afinite kromatografisini icerir [26].

3.1. Kolon Kromatografisi

Proteinlerin biiytlikliik, sekil, net yiik, kullanilan duragan faz ve baglanma kapasitesi
gibi farkli karakteristik 6zellikleri oldugundan, bu karakteristik bilesenlerin her biri
kromatografik yontemlerle saflagtirilabilir. Bu yontemler arasinda en sik olarak kolon
kromatografisi uygulanmaktadir. Bu teknik, biyomolekiillerin saflastirilmasi i¢in
kullanilir. Bir kolona (sabit faz) once ayrilacak numune, ardindan yikama tamponu
(mobil faz) uygulanir. Fiberglas destek iizerine yerlestirilen kolon i¢i malzeme ile
akiglar1 saglanir. Numuneler zaman ve hacme bagli olarak cihazin alt kisminda toplanir

[27].

3.2. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi, yiiklii protein gruplar ile kati destek malzemesi
arasindaki elektrostatik etkilesimlere dayanir. Matriks, ayrilacak proteininkine zit bir
iyon yiikiine sahiptir ve proteinin kolona afinitesi iyonik baglarla saglanir. Proteinler,
pH, iyon tuzlarinin konsantrasyonu veya tampon c¢ozeltisinin iyonik kuvveti
degistirilerek kolondan ayrilir [28]. Pozitif yiiklii iyon degisim matrislerine anyon
degisim matrisleri denir ve negatif yiiklii proteinleri adsorbe eder. Negatif yiiklii
gruplarla bagli matrisler ise katyon degisim matrisleri olarak bilinir ve pozitif yukli
proteinleri adsorbe eder.

Bu yontemin temel prensibi, makromolekiilleri molekiiler boyutlardaki farkliliklarina
gore ayirmak i¢in dekstran igeren materyaller kullanmaktir. Bu prosediir temel olarak
proteinlerin molekiiler agirliklarin1 belirlemek ve protein c¢ozeltilerinin  tuz
konsantrasyonlarini azaltmak i¢in kullanilir [29]. Bir jel-gegirgenlik kolonunda
duragan faz, kiiciik gozenekli inert molekiillerden olusur. Farkli boyutlarda molekiiller
iceren ¢ozelti, kolondan sabit bir akis hiziyla siirekli olarak gegirilir. G6zeneklerden

daha biiyiik molekiiller jel partikiillerine niifuz edemezler ve simirli bir alanda
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partikiiller arasinda tutulurlar. Daha biiyiikk molekiiller, gozenekli pargaciklar
arasindaki bosluklardan geger ve kolonun i¢inde hizla hareket eder. G6zeneklerden
daha kuclk molekdller gozeneklere diftize olur ve molekiller kiculdiukce kolondan
orantili olarak daha uzun tutma siireleriyle ayrilirlar [30]. Sephadeks G tipi en sik
kullanilan kolon malzemesidir. Ayrica kolon malzemesi olarak dekstran, agoroz,

poliakrilamid de kullanilmaktadir [31].

3.3. Afinite Kromatografisi

Bu kromatografi teknigi enzimlerin, hormonlarin, antikorlarin, niikleik asitlerin ve
spesifik proteinlerin saflastiritlmasi igin kullanilir [32]. Spesifik protein (dekstran,
poliakrilamid, seliiloz vb.) ile kompleks olusturabilen bir ligand, kolonun dolgu
maddesine baglanir. Ligand ile kompleks olusturan spesifik protein, kati1 destege
(matris) baglanir ve kolonda tutulur, serbest proteinler ise kolonu terk eder. Daha sonra
bagli protein, pH'n degistirilmesi veya bir tuz ¢ozeltisinin eklenmesi yoluyla iyonik

giiciinii degistirerek kolonu terk eder [33].
3.4. Kagit Kromatografisi

Kagit kromatografisinde destek malzemesi, suyla yliksek oranda doymus bir seliiloz
tabakasindan olusur. Bu yontemde, destegi kalin bir filtre kagidi olusturuyordu ve
gozeneklerine yerlesen su damlalari, sabit "siv1 faz1" olusturuyordu. Mobil faz, bir
gelistirme tankina yerlestirilen uygun bir sividan olusur. Kagit kromatografisi bir

“s1vi-s1v1” kromatografisidir [34].

3.5. Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi, bir "kati-sivi adsorpsiyon" kromatografisidir. Bu
yontemde sabit faz, cam plakalar lizerine kaplanmis kati bir adsorban maddedir.
Adsorban malzeme olarak tiim kat1 maddeler kullanilmistir. kolon kromatografisinde
(aliimina, silika jel, seliiloz) kullanilabilir. Bu yontemde, hareketli faz, sabit faz
boyunca yukari dogru hareket eder. Coziicii, kapiler etki yoluyla, ¢oziicii ile 1slatilmis
ince plaka lizerinde yukar1 dogru hareket eder. Bu islem sirasinda ayrica daha dnce

plakanin alt kisimlarina damlatilan karisimi bir pipet ile farkli akis hizlaryla yukari
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dogru iter. BOylece analitlerin ayrilmasi saglanir. Bu yukar1 dogru hareket hizi,
malzemenin, kat1 fazin ve ¢6ziiciiniin polaritesine baglidir [35].

Numunenin molekiillerinin renksiz oldugu durumlarda, floresans, radyoaktivite veya
belirli bir kimyasal madde, kromatogram tizerindeki konumlarin1 belirlemek igin
goriiniir renkli bir reaktif iiriin tiretmek i¢in kullanilabilir. Oda 15181 veya UV 15181
altinda gorliniir bir renk olusumu goézlemlenebilir. Karisimdaki her molekiiliin
konumu, molekiil ve ¢oziici tarafindan kat edilen mesafeler arasindaki oran
hesaplanarak 6l¢iilebilir. Bu 6l¢tim degerine bagil hareketlilik denir ve Rf sembolii ile

ifade edilir. Rf degeri, molekiillerin nitel olarak tanimlanmasi igin kullanilir [36].
3.6. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bu kromatografi teknigi ile kisa siirede birgok molekiiliin yapisal ve fonksiyonel
analizi ve saflagtirilmasi yapilabilmektedir. Biyolojik olarak aktif molekdller,
HPLC'de mobil faz yardimiyla, kolonlardan 10-400 atmosfer basinci altinda ve yiiksek
(0,1-5 cm/sn) akis hiziyla geger. Bu teknikte kii¢iik partikiillerin kullanilmasi ve
solvent akis hizina yiiksek basing uygulanmasi HPLC'nin ayirma giiclinii arttirir ve
analiz kisa siirede tamamlanir.

Bir HPLC cihazinin temel bilesenleri solvent deposu, yiiksek basing pompasi, ticari
olarak hazirlanmis kolon, dedektdr ve kaydedicidir. Ayirma siiresi bilgisayarli bir

sistem yardimiyla kontrol edilir ve malzeme tahakkuk ettirilir [37].

3.7. Gaz Kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisi bir "gaz-sivi" kromatografisidir. GC, bir karisimda gaz halinde
bulunan veya kolayca buharlastirilabilen bilesenlerin tespiti ve tayini i¢in kullanilan
bir yontemdir [38]. Bir gaz kromatografisinin ana hatlariyla ¢alisma prensibi,
numunenin sisteme verilmeden 1sitilmis olan bir giris yerinde ugucu hale getirilmesi,
karisimin bilesenlerinin daha verimli ayrilmasi i¢in uygun ve 6zel olarak hazirlanmis
bir kolonda ayrilmas1 ve ugucu her bir bilesenin secilmis uygun bir dedektor tarafindan

saptanmasi ve tanimlanmasini igerir.

Numuneyi enjektérden kolona ve ardindan dedektére ulastirmak i¢in kullanilan
helyum gibi inert bir tasiyict gaz, gaz kromatografisinin 6nemli 6zelliginden biridir.

Ayirma amaciyla kullanilan kolon veya kolon dolgusu, sabit bir faz kaplamasi igerir.
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Numunedeki bilesenlerin ayrilmasi, her bilesenin tasiyici gaz (hareketli faz) ile sabit
faz arasindaki alikonma siiresi ile belirlenir. Sabit fazda az zaman harcayan
numunedeki herhangi bir bilesen hizli bir sekilde kolondan ayrilacaktir. GC analizi,
buharlastiginda bozunmayan maddeler i¢in kullanima uygundur. Bu nedenle gaz
kromatograflari cihazlari, transfer hatlarini 1sitan ve kolonun programli sicaklik
kontroliinii saglayan, numunenin enjektorde verilerek, dedektoriinde saptanan
sistemlerdir [39]. Sekil 3.1’de laboratuvarimizda kullanilan bir headspace gaz

kromatografi kiitle spektrometresi 6rnegi gosterilmektedir.

Sekil 3.1: Headspace Gaz Kromatografi Kitle Spektrometresi.

Farkli kaynama noktalarina, polariteye ve adsorpsiyon 6zelliklerine sahip bilesenler,
dagilim sabitleri arasindaki farka bagli olarak GC kolonunda etkin bir sekilde
ayrilabilirler [40].

Analizler sirasinda GC kullanmak numunedeki ugucu bilesiklerin tespit ve tayini igin
oldukga kolay ve verimli bir yontemdir. Bu cihaz ile ppm ve ppb derecesinde hassas
Ol¢iimler yapilmakla beraber kullanilan numune miktar1 pL seviyesindedir. Analiz
stiresi diger yontemlere gore kisa ve giivenilirdir. Hareketli faz olarak gaz kullanilmasi
ve numuneler hazirlanirken kimyasallardan ¢ok az miktarlarda kullanilmasi

maliyetinin de uygun olmasini saglamaktadir [41].
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GC, sadece ugucu veya ugucu hale getirilebilen maddeler i¢in uygulanabilmektedir.
Termal olarak kararsiz numuneler i¢in analiz yapmak zordur. Bilesiklerin yapisal
oOzelliklerini belirleyebilmek icin ise MS gibi spektroskopik yontemler gerekebilir.

GC cihazinin kullanim alanlar1 olduk¢a yaygindir. En basta ila¢ sanayide tercih
edilmektedir. Ciinkii kalite kontrol boliimiinde, hammadde ve bitmis {iriin
laboratuvarinda, organik ¢oziiciilerin atiklarinin analizinde, ¢evresel analizlerde ugucu
bilesenlerin varlig1 oldukca fazladir. Gida sanayide aroma ve tatlandirici analizlerinde,
adli tipta toksikoloji laboratuvarinda, petrol sanayi firmalarinda, kimyasal ve
endiistriyel {iretim tesislerinde ve c¢evre ile ilgili analizlerde yaygin olarak

kullanilmaktadir [41].
3.7.1. Kolon Cesitleri

Bir gaz kromatografisinde, sabit bir faz iceren 1sitilmis i¢i bos bir tiip (kolon) i¢cinde
ayirma meydana gelir [42]. Hazirlanan numune once headspacede buharlastirilir daha
sonra hareketli faz olarak bilinen tasiyict gaz ile sisteme verilir. Tasiyic1 gaz, i¢inde
sabit fazin bulundugu kolondan gegen numuneyi alir [40]. Hareketli faz, inert olmalidir
ve numune bilesenlerini etkilemeden numuneyi sabit faza getirerek bagil buhar

basinglarina ve afinitelerine bagli olarak sirayla kolondan ayrilirlar [40].

GC’de kullanilan kolonlar ilk yillarda, bakir, paslanmaz g¢elik, camdan veya
aliminyumdan yapilmis ince sabit faz tabakasi ile kaplanmis inert kati1 parcalarla
doldurulmustur. Bunlara dolgu kolon ad1 verilir. Uzunlugu genellikle 2 — 3 m olmakla

beraber i¢ ¢ap1 da 2 — 4 mm arasindadir [42].

Acik borulu kolonlara kapiler kolonlar denir. Giinlimiizde yaygin kullanilan kapiler
kolonlar, diger kolonlara gére daha diislik gaz akis direncine, daha kiigiik i¢ ¢apa ve
daha uzun tiip boyuna sahip olmasindan dolayr daha yiliksek ayirma verimliligine
sahiptirler. Kapiler kolonlar yapilis sekillerine ve igeriklerine gére 3 gruba ayrilir.
Kolonun i¢inin ince siv1 bir film ile kapli olmas1t WCOT (Wall Coated Open Tubular)
modelini olusturur. WCOT kolonunun yeni versiyonuna da FSOT (Fused Silica Open
Tubular) adi verilir. Bu kolonun i¢i erimis silika jel ile kapli olup digerlerine gore
esneklik 6zelligi vardir. SCOT (Support Coated Open Tubular) kolonu ise 6nce i¢
destek materyali ile kaplanip daha sonra sabit faz ile doldurulmustur [40]. Sekil 3.2°de
bu calismada kullanilan ¢apraz bagli carbowax-PEG yapisina sahip bir FFAP GC

kolonu gosterilmektedir.
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Sekil 3.2: Capraz bagli carbowax-PEG yapisina sahip FFAP GC kolonu.

3.7.2. Dedektor Cesitleri

Numune karigim maddeleri, GC kolonundan ayrildiktan sonra sinyallerin kaydedildigi
dedektore ulagirlar [40]. Dedektor, ayrilan maddeleri algilayip, zamanin bir fonsiyonu
olacak sekilde sonug verirler. Bu asamalarda dedektoriin duyarliliginin yiiksek olmast,
gaz akis hizindan etkilenmemesi i¢in 6nem arz eder [43]. Gaz kromatografisinde en
sik kullanilan dedektorler [44, 45]:

a) Kiutle Spekrometresi (MS)

b) Alev Iyonlastirici Dedektérii (FID)

c) Fotoiyonlagma Dedektorii (PID)

d) Elektron Yakalama Dedektoru (ECD)

MS dedektorleri, yiiksek tanimlama gilicii ve artirilmis segicilik sunan, karmasik
numunelerin analizinde essiz ¢oziiniirliik saglayan cihazlardir. Bu ayn1 zamanda veri
toplama ve yorumlamanin ¢ok daha karmasik olmasina ve dogru tanimlamayi
saglamak i¢in dogrulanmis bir kiitliphanenin gereksinimine neden olur [46]. MS, gaz
fazindaki her iyonik tiiriin boyutunu ve iyonlarin kiitle/yiik oranini (m/z) 6lgmesini
saglayan bir aractir. Olgiim, bilinen m/z iyonlaria kars1 kalibre edilmektedir [39].
GC/MS'de kalibre edilen birim Dalton veya atomik kutle birimidir ve bu nedenle yik
her zaman 1 kabul edilir. Tiim kiitle spektrometreleri, yiiklii parcaciklar {izerindeki

elektrik veya manyetik alanlarin etkilesimi ile ¢alisir ve bir vakum ortaminda gaz faz
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iyonlarim1 ayirir [39]. NIST (National Institute of Standards and Technology)
kituphanesine ait BA ve SA spektrum o&rnekleri Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°te
verilmektedir.
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Sekil 3.3: NIST kituphanesinde goriinttlenen benzoik asit kitle spektrumu.
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Sekil 3.4: NIST kuttiphanesinde gortntilenen salisilik asit kutle spektrumu.

MS, karmasik numunelerdeki diisiik konsantrasyonlardaki hedef bilesiklerin analizi
icin uygundur ve gaz kromatografisinin arastirma laboratuvarlarinin yan1 sira rutin

analiz laboratuvarlarinda hizla benimsenmesine 6nemli Ol¢iide katkida bulunmustur
[47].
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GC-MS, diisiik molekiiler agirlikli ve ugucu bilesiklerin tespitinde ve ayrica termal
olarak kararsiz veya ugucu olmayan bilesikleri, metabolit kapsamli amino asitler,
organik asitler, sekerler (monosakkaritler ve disakkaritler), aminler, alkoller ve amitler

gibi nispeten polar bilesikleri tiirevlendirdikten sonra analiz edebilmektedir.

Elektron ¢arpma iyonizasyon (EI) kaynagmin kullanilmasi, GC-MS igin gugcli bir
avantaj saglar [48]. Kitle spekrometresi, ayrilmis bilesikleri iyonize pargalara
ayirarak, kiitle/ylik oramiyla tespit ederek molekiiler tanimlar. Her bilesige 6zgi
spektrumlar elde edilirken, cihaza ait kiitiiphane bu bilesikleri tanmimlar [49]. Elde
edilen bu veriler, gaz kromatografi kiitle spektrumu olarak adlandirilir ve orjinal

numuneyi olusturan her bilesigin bagil bollugu hakkinda bilgi verir [50].
3.7.3. Headspace Calisma Prensibi

Headspace GC sistemi, kati, sivi ve gaz drneklerinde ugucu ve yar1 ugucu organikleri
kalitatif ve kantitatif olarak analiz etmek i¢in kullanilir. Headspace analizinde

numuneler

Sekil 3.5°te gorulen viallere konulur. Agzi sizdirmaz bir sekilde dogru kapak ve septa
segilip vialler kapatilir. Hazirlanan vialler Sekil 3.6’te gorilen karusel denilen
bolmeye yerlestirilir. HS cihazinin analizi ise manuel veya otomatik araclar
kullanilarak gergeklestirilebilir. HS sisteminde analitin gaz fazina ge¢gmesi igin 1sitma
isleminde bekleme siresi oldukga énemlidir. Genellikle 15 dk olarak belirlenen bu
slire metot optimizasyonu sirasinda degisiklik gosterebilmektedir [51]. HS firinindaki
analizinde mevcut sistemin 4 temel dikkat edilmesi gereken bolimi vardir. Bunlar,
gaz gegirmez siringalar, bir siringanin i¢ini kaplayan elyaf, zaman kontroll ve dengeli
basing sistemidir. Her boliim, analizi yapilacak iiriin i¢in optimize edilmeli veya

tirlinlin yapisina gore secilmelidir [51].

Sekil 3.5: 20 mL HS vial érnekleri.
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Tipik bir modern cihazin termostatinin sirayla analiz edilecek bir dizi numune vialini
tutabildigi kaydedilmistir. Daha eski tasarimlarda, bu vialler ayn1 anda termostata
yiiklenmis ve bu nedenle daha sonra numuneler gereginden fazla 1sitilmasina neden
olmustu. Genel olarak, gercek termostatlama siresi belirtilen siireden daha uzunsa,
analitik sonuglar1 degismeyecektir. Dengeleme i¢in gereken siire, bazt numuneler igin
uzun silireli 1sitmaya duyarli olabileceginden, asir1 uzun termostatlamadan
kagmilmalidir. Diger olasilik, bir viali analiz etmek ve hemen bir bagkasini
yerlestirmektir. Ikinci numunenin dengelenmesini baslatmay, birincinin analizinin
tamamlanmasina kadar ertelemek, gereksiz bir zaman ve numune verimi kaybina
neden olacaktir. Bu sorun, sabit termostatlama modu ile ¢oziiliir. Karusele yerlestirilen
siseler, ayni siire boyunca 1sitilmalari i¢in 6nceden belirlenmis bir zamanda otomatik
olarak termostata yiiklenir. Bu ¢alisma modu olduk¢a Onemlidir. Bazen uzun
dengeleme siiresi olan HS-GC'nin en aza indirir. Bir dizi numunede, yalnizca ilki tiim
dengeleme siresini beklemek zorundayken, sonraki vialler kromatografik dongu
stiresine esit bir zaman gecikmesiyle sirayla termostata aktarilir. Birgok vial bdylece
termostatlama siiresinin dongii siiresine oranina bagl olarak termostatta ayn1 anda
mevcut olabilir. Birinci vialin analizi bittiginde, ikinci vialin analizi hemen baslar. Bu
nedenle, uzun dengeleme sureleri, bir dizi numunenin otomatik ¢alismasinda numune
verimini etkilemez. Bu ¢aligma modu ayrica tiim numuneler i¢in sabit bir dengeleme
stiresi saglar. Bu, kosullarin miimkiin oldugunca yakin bir sekilde yeniden
olusturulmasi1 gereken, daha uzun bir siire boyunca yeterince kararli olmayan
numuneler i¢in Onemlidir. Farkli numuneler s6z konusu oldugunda, en uzun
termostatlama siiresi ayarlanabilir, ancak sadece termostatlama siiresinin en azindan

dengeye ulagmasi i¢in minimum siire kadar uzun olmasi 6nemlidir [51].

Sekil 3.6: Karusel (Headspace vial bolumu).
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HS analizleri 6zellikle dogrudan sivi olarak verilemeyecek biyolojik veya g¢evre
numuneleri i¢in kullanilmaktadir. Atik su ve kontamine arazi 6rneklerinde, ambalaj
malzemeleri, tekstil, plastik iirtinler ve ilagta kalint1 solvent analizlerinde, kan alkolii
ve toksikoloji taramasinda, yiyecek ve i¢eceklerden aroma bilesenleri ve yaglardan

tanisal gaz analizi gibi caligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir [51].
3.7.4. i¢ Standart Yontemi

Kromatografik analizlerde yaygin olarak uygulanan kalibrasyon yontemi, i¢ standart
yontemidir. I¢ standart secilirken numunede bulunmamasina dikkat edilir. Segilen i¢
standartin kimyasal 6zelligi analitle benzer olmalidir. Ayn1 kromatografik kosullarda
benzer tepkiler vermelidir. Ama verdigi sinyal ile analit sinyali ¢cakigmamalidir. Bu
ylzden alikonma zamani ve m/z degerlerine dikkat edilmelidir [52].

Yapilan analizlerde bilinen konsantrasyonda hazirlanan i¢ standart, numuneye, sahit
cozeltisine ve standart cOzeltilerine ayni oranda eklenir. Kalibrasyon standart
cozeltilerinden elde edilen analit sinyali i¢ standart sinyaline oranlanip, analitin bilinen
ve hazirlanmis konsatrasyonuna kars1 kalibrasyon grafigi ¢izilir. Grafikten elde edilen
denklemden yararlanarak da analit derisimi belirlenir. I¢ standart, degisen ortam
sartlarindan numune gibi etkilenecegi i¢in bu durum, alinan sonuglardaki sistemsel ve

rastgele hatalari en aza indirmektedir [52] .
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4. DENEYSEL KISIM

Bu boliimde analizlerde kullanilan materyaller, kimyasallar, HS-GC-MS cihazinda
metot gelistirilmesi sirasinda uygulanan sicaklik ve asit konsantrasyonu ile ilgili
optimizasyonlar, kromatografik bilgiler, standart ve numune hazirliklar1 ve metot

validasyon parametreleri yer almaktadir.

4.1. Tiirevlendirme islemi

Analitik calismalarda, ¢ogu zaman analitin yapisi kullanilacak analitik yonteme uygun
olmayabilir. Analize uygun 6zelliklere sahip yeni bir bilesik olusturmak igin, analitin
yapist uygun reaktifler ile degistirilebilrmektedir. Bu siire¢ "tiirevlendirme" olarak
adlandirilir. BA bu yontemle dogrudan tayin edilemedigi icin metanol ve stlftrik asit
katalizorii kullanilarak metil benzoat esterine tiirevlendirilerek optimize edilen

kosullarda 6l¢iimler yapilmistir. Tiirevlendirme tepkimesi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

O 0O
MeOH _

OH H,S0, O

Sekil 4.1: Benzoik asitin turevlendirme tepkimesi.

4.2. Gergek Ornekler

Bu ¢alismada arastirma materyalini Istanbul’da marketlerde satisa sunulan ticari hazir
paket cocuk devam siitleri, hazir paket siitler ve pediatrik suruplar olusturmustur. Ele

alinan 3 tane devam siitii, 6 tane kutu siit 6rneginde ve 2 tane pediatrik surup 6rneginde
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gelistirilen yontemle BA tayini yapilmistir. Cizelge 4.1°de analiz sirasinda kullanilan

stit ve surup Orneklerinin son kullanma tarihleri ile ilgili bilgiler gosterilmistir.

Cizelge 4.1: Kullanilan materyallerin kullanim siireleri.

Uriin Adi / No. Son Kullanma Tarihi
Cocuk Devam Siitu
1. Ornek 09.2022
2. Ornek 09.2022
3. Ornek 05.2022
Normal Sit
1. Ornek 08.2022
2. Ornek 09.2022
3. Ornek 07.2022
4. Ornek 08.2022
5. Ornek 09.2022
6. Ornek 08.2022
Pediyatrik Surup
1. Ornek 08.2023
2. Ornek 09.2025

4.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Yiiksek saflikta BA (Sigma Aldrich, saflik %99,90) ve SA standartlar ile ¢aligilmig
olup standart ve numuneleri seyreltmek i¢in metanol (Sigma Aldrich), asit dengesini
saglamak i¢in siilfiirik asit (Fisher, saflik %95) tercih edilmistir. Stlfiirik asit ¢ozeltisi
hazirliginda kullanilan saf su Millipore Milli-Q su saflagtirma cihazindan temin

edilmistir.

4.4. Optimizasyonlar

Bu bolimde HS firin sicakligt ve numunenin isinma siiresinin optimizasyonu,
kullanilan asit konsantrasyonunun optimizasyonu ve kullanilan kimyasallarin ve
vialdeki numune hacmi miktarlarinin optimizasyonunun grafikler yardimiyla anlatimi

mevcuttur.
4.4.1.Sicaklik optimizasyon asamalari

Analiz sirasinda viallerde BA i¢in tiirevlendirme islemi gerceklesmektedir. Bu islem
sirasinda HS boliimiinde vialler belli bir siire 1sitilmakta ve buhar haline gelerek GC
bolumune gegmektedir. Kolonda ayrimi gergeklesen bilesenler 6nce MS dedektoriine

ulasip daha sonra bilgisayar sisteminde kromatogram olarak sonug vermektedir. Ilk
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cikan sonuglara bakildiginda piklerde catallanmalar gorilmektedir. Guvenilir bir
konsantrasyon elde edebilmek icin BA ve SA piklerinin catallanma yapmamasi
gerekmektedir. Bu sebeple dnce HS sicaklik optimizasyonu gerceklestirildi. 50 pL
BA, 50 pL SA, 200 pL 5 M HSOg4 cozeltisi iceren viallerin HS firininda 140 °C
sicaklikta yapilan 15, 30 ve 45 dk inkubasyon sureleri boyunca sirasiyla analizleri
yapildi. Analiz sonunda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.2 de gosterilmistir. BA ve
SA piklerinin ¢atalli oldugu goriilmektedir. Piklerdeki gatallanmalarin giderilmesi igin
daha sonra ayni sekilde hazirlanan ¢6zeltiler 130 °C HS firin sicakliginda 15, 30 ve 45

dk 1sitma siireleriyle sirasiyla analizler yapildu.

8 9 10 11 12
T b T ® T L T 13 T
I 140 °C - 45 min
6.30%10° |- -1
SA
4.20%10° |- =
2.10%x10° |- —
BA
0.00 |- — N T . 1 i 1 R 1 =
140 °C - 30 min|
__ 6.30%x10° [— —
=
@
=3
=
S 4.20x%10° |- —
=
=
=]
=
2.10%10° |- -1
0.00 |- — ~S—— . 1 3 1 . 1 =
140 °C - 15 min|
6.30%10° |- —
4.20%x10° |- —
2.10x10° |- —
0.00 |- T /\.N I 1 . 1 " 1 =
8 9 10 11 12

Retention Time (min)

Sekil 4.2: 50 pL BA, 50 pL SA, 200 pL 5 M H>SO4 ¢ozeltisi igeren viallerin HS firininda
140 °C sicaklikta yapilan 15, 30 ve 45 dk inklibasyon siireleri sonunda elde edilen
kromatogramlar.

Sekil 4.3’de yapilan c¢aligmada goriildigi gibi 130 °C sicaklik degerinde de
catallanmalar goriilmektedir. Daha sonra yine ayni sekilde hazirlanan ¢ozeltiler ile 120

°C HS firn sicakliginda 15, 30 ve 45 dk 1sitma siireleriyle sirastyla analizler yapildi.
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Sekil 4.3: 50 uL BA, 50 puL SA, 200 pL 5 M H>SO0: ¢ozeltisi igeren viallerin HS firininda
130 °C sicaklikta yapilan 15, 30 ve 45 dk inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen
kromatogramlar.

Sekil 4.4’te catallanmanin degismedigi fakat azaldigi goriilmektedir. Gozlemlenen
piklerde ¢atallanmalarin olmasi analizlerin hentz istenilen giivenilirlikte olmadiginin
ve diizgiin pikler elde edilemedigi ortaya ¢ikarmaktadir. Daha sonra ayni hacimlerde
hazirlanan ¢ozeltiler 110 °C HS firin sicakliginda 15, 30 ve 45 dk isitma siireleriyle
strastyla analizleri verildi. Cikan sonuglarda ¢atallanmaya rastlanmadi. Ardindan, en
givenilir ve ideal deger elde edebilmek adina 110 °C HS firin sicakliginda 5 ve 60 dk
denemeleri de ayrica yapildi.

Sekil 4.5’te 110 °C HS firin sicakliginda ve 30 dk termostat stiresinin maksimum ve
diizgiin bir pik vermesinden dolay1 bu deger analizlerde kullanilmak iizere se¢ildi. Her
sicaklik degerinde sirastyla Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8’de ayr1 ayr1 15, 30 ve 45 dk
stireleri incelendiginde ise 110 °C HS firin sicakliginda BA pikinin diger sicakliklara

gore catalsiz pik verdigi de goriilmektedir.
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Sekil 4.4: 50 uL BA, 50 pL SA, 200 pL 5 M H2S04 ¢ozeltisi igeren viallerin HS firininda 120
°C sicaklikta yapilan 15, 30 ve 45 dk inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen kromatogramlar.
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Sekil 4.5: 50 pL BA, 50 pL SA, 200 pL 5 M H2SO, ¢ozeltisi iceren viallerin HS firininda
110 °C sicaklikta 5, 15, 30, 45 ve 60 dk inkilibasyon slreleri sonunda elde edilen
kromatogramlar.
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Sekil 4.6: 50 uL BA, 50 puL SA, 200 pL 5 M H2SO0: ¢ozeltisi igeren viallerin HS firininda
110, 120, 130 ve 140 °C sicaklikta yapilan 15 dk inkiibasyon suresi sonunda elde edilen
kromatogramlar.
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Sekil 4.7: 50 uL BA, 50 pL SA, 200 pL 5 M H>SO0s ¢ozeltisi igeren viallerin HS firininda
110, 120, 130 ve 140 °C sicaklikta yapilan 30 dk inklibasyon siresi sonunda elde edilen
kromatogramlar.

11 12

32



8 9 10 1" 12

. .
[ —— 140 °C - 45 min

1.53x107
1.02x107 |- -1

5.10x10°

BA
0.00 e

L ——130 °C - 45 min

1.53x107

SA
1.02x107 |- —
5.10x10° -
0.00 SNy ] T t r ]
1 L

[ —— 120 °C - 45 min|

7.80x10°

Abundance (%)

5.20x10° -

2.60x10° -
0.00 - T ’.\N T
[ [——110°C - 45 min|

7.80x10° |- -1

5.20x10° - -

2.60x10° - -1

0.00 - I — ™~ . |[\.

8 9 10 1 12

Retention Time (min)

Sekil 4.8: 50 pL BA, 50 pL SA, 200 pL 5 M H2SO4 ¢ozeltisi iceren viallerin HS
firminda 110, 120, 130 ve 140 °C sicaklikta yapilan 45 dk inklibasyon suresi
sonunda elde edilen kromatogramlar.

4.4.2. Asit konsantrasyonunun optimizasyon asamalari

Bu ¢alismada BA dogrudan ol¢iilemediginden metil benzoata tlrevlendirilebilmesi
icin esterlesme reaksiyonu gergeklestirildi. Esterlesme reaksiyonunda da katalizor
olarak H2SO4 kullanildi. Sicaklik optimizasyonu belirlendikten sonra asit miktari i¢in
optimizasyonlara baslandi. Oncelikle %10, 25, 50, 75, 90 ve 100 hacminde (h/h)
H2SO4 ¢ozeltileri MeOH ile hazirlandiktan sonra bunlarin her birinden 200 pL

almarak, 50 pL seyreltilmis numune ve 50 pL i¢ standart tizerine eklenerek vortex
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yardimuiyla karistirildi. Elde edilen degerler Sekil 4.9°de goriildiigii tizere alkol miktari
arttik¢a pik alani artmaktadir. Sadece asit oldugunda ise pik géziikkmemektedir. Ancak
piklerde gatallanmalar oldugu i¢in elde edilen degerler ideallik saglamamaktadir. Bu
yiizden en yiiksek deger olan % 10 hacminde H>SOs ¢ozeltisinden 20 pL alinarak
sirasiyla 180, 250 ve 300 uL MeOH ekleyerek, alkoliin piklerde catallanma tizerine
bir etkisi olup olmadigina bakildi.
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Sekil 4.9: Degisen asit konsantrasyonlarinin BA ve SA alanina etkisi ile elde edilen
kromatogramlar.
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Sekil 4.10°da verilen sonuglara bakildiginda alkoliin piklerde catallanmaya sebep
oldugu disiiniilmektedir. Sorunun ortadan kalkmasi ve alkol ile piklerde
catallanmanin iligkisini incelemek i¢in 5 M H2SO4 ve hacimce %25 H2SOs — %75
MeOH olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanarak, deneme verildi. Sonuglar Sekil
4.11°da gosterilmistir. 5 M H2SO4 denemesinde piklerde ¢atallanma gézlenmezken pik
verirken, %25 denemesi 3 kat biiyiikk pik vermesine ragmen catallanmalar
gozikkmektedir. Bu sebeple MeOH ile karisim yapmak yerine 5 M H2SOs, su

ortaminda hazirlanarak kullanilmasi uygun bulunmustur.
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Sekil 4.10: %10 hacmindeki asit konsantrasyonuna eklenen 180, 250 ve 300 pL
MeOH ile elde edilen kromatogramlar.
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Sekil 4.11: 5 M H2SO4 ¢ozeltisi ile %25 hacmindeki MeOH ile seyreltilmis H2SO4
¢Ozeltisi ile elde edilen kromatogramlar.

4.4.3.Cozelti hacimlerinin optimizasyon asamalar:

Bu calismada MeOH ¢oziiciisii ile hazirlanan BA ve SA standart ¢Ozeltileri ve saf su
ile hazirlanan 5 M H»SOg4 ¢ozeltisi viale alinirken hangi hacimlerin daha ideal sonug
verebilecegi arastirildi. Hacimleri ayni oranlarda artacak 1 mg/kg BA, 10 mg/kg SA
ve 5 M HSOq4 ¢ozeltileri sirasiyla, 1) 10-10-40, 11) 20-20-80, 111) 30-30-120, 1V) 40-
40-160, V) 50-50-200, VI) 60-60-240, VII) 70-70-280, VIII) 80-80-320 (ML-pL-pL
seklinde karistirildi. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.12°de verilmistir. Sonuglara
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bakildiginda en diisiik reaktif hacminde optimum alan/konsantrasyon sonuglari elde

edilen ve en ideal pik gorinimi 50-50-200 (pL) hacimlerinde bulunmustur.
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Sekil 4.12: Sirasiyla, BA, SA ve 5 M H2S04 ¢ozeltilerinin vialdeki hacimlerinin
(uL) BA ve SA piklerine etkisi ile elde edilen kromatogramlar.

4.5. Kromatografik Kosullar

Analizler, Perkin Elmer Clarus 500 HS-GC-MS cihazinda gergeklestirilimistir.
Numuneler 20 mL cam vialler PTFE kapl kauguk septumlu ve aliiminyum kivriml

kapaklarla kapatilarak analize verilmistir. Kromatografik kosullar Cizelge 4.2°de
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gosterilmistir. BA’in kromatografik ayrimi i¢in Perkin Elmer ¢apraz bagl carbowax-
PEG yapisina sahip FFAP GC kolonu (30 m x 0,25 mmi.d. x 0,5 um df.) kullanilmstir.

HS kosullari, firin sicakligi 110 °C ve numune 1sitma siiresi 30 dk olarak optimize

edilmistir.

Cizelge 4.2: Kromatografik kosullar.
Headspace (HS) Gaz Kromatografi (GC) Kitle Spektrometresi (MS)
Slz;rk‘ﬁgl 110°C  Finn Sicaklign ~ 100°C %lfézlflhz“ 200 °C
Zaman 30 dk He Akis Hizi 1 mL/dk S’fgg’lg?'g‘l 180 °C
S e SRSOCBOKS T o gp
OO ogsgk  spiawn 51 o ISdma 105 L0
Scakh 115°C gl corbonanPEG yopona | 1YoRlaSma el
T Mt At el L e 706V

* Analiz siiresi: 26 dakika. BA i¢in m/z degeri 105, SA i¢in m/z degeri 120.

4.6. Standart ve Numune Hazirhklar:

BA ve SA standartlarindan 25’er mg almarak 25 mL balon jojede metanol ile
¢oziilerek 1000 mg/L’lik stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. BA’in stok ¢ozeltisiden MeOH
ile seyreltmek usultiyle 0,05, 0,50, 1, 2,50, 5, 10, 20, 40, 60, 80 mg/L’lik standart
kalibrasyon gozeltileri mikropipet yardimiyla hazirlanmustir. i¢ standart ¢ozeltisi olan
SAH ise 10 mg/L olacak sekilde 1000 mg/L’lik stok ¢ozeltiden MeOH ile balon jojede
seyreltilmigtir. Numuneler 1/5 oraninda MeOH ise seyreltilmistir. Asit ortami 10,70
mL H2SO4,40 mL’e saf su ile seyreltilerek 5 M olarak hazirlanmistir. Kantitasyon i¢in
oncelikle standartlar 50 puL BA, 50 pL 10 mg/L SA ve 200 pL 5 M H2SO4
hacimlerinde viallenerek cihaza verilmistir. Daha sonra numune ¢ozeltilerinden 50 pL
alinarak {izerlerine 50 pL. 10 mg/L SA ve 200 pL 5 M H2SO4 hacimlerinde i¢ standart

ve asit ¢ozeltisi eklenerek cihaza yiiklenmistir.

4.7. Metot Validasyon Asamalari

Olusturulan yeni bir metodun islevini ve dogrulugunu degerlendirmek i¢in bazi
parametreler uygulanmaktadir. Dogrusallik  parametresi, standartin = genis

konsantrasyon  araliginda  hazirlanan  ¢Ozeltilerin  sisteme  verilmesiyle
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gerceklesmektedir. Okumalar sonunda hem dogrusallik (kalibrasyon) grafigi ¢izilir
hem de LOD ve LOQ parametresinin degerleri elde edilmektedir. Yani, analitin
goruldugii ve tespit edilebildigi noktalar tayin edilmektedir. Bir diger parametre ise,
kesinliktir. Bu bolimde, hazirlanan numuneler belli bir sayida tist iiste verilerek
cihazin okudugu tekrarlanabilirlik degerleri kalibrasyon grafigindeki denklemde
yerine konularak konsantrasyon degerleri belirlenmektedir. Bu degerler arasindaki
benzerlik ne kadar yakinsa, metodun kesinligi de o kadar fazla olmaktadir. Yakinlik
derecesine de bagil standart sapma ile bakilmaktadir. Farkli giinlerde yapilan
tekrarlanabilirlik analizleri de kendi arasinda kiyaslanmaktadir. Bulunan bagil standart
sapma yiizdesi degerlendirilmektedir. Son olarak, numunelerde geri kazanim hesab1
yapilmaktadir. Bunun i¢in, konsantrasyonu belirlenmis numunenin yarisi, kendisi ve
iki kat1 konsantrasyonda BA standartlar1 hazirlanarak analizler gergeklestirilmektedir.
Yapilan biitiin validasyon parametreleri ve sonuglarin degerlendirilmesi "AOAC

International” referans alinarak karsilastirilmigtir [38].

4.7.1. Dogrusallik parametresi

Kalibrasyon grafigi i¢in hazirlanan BA konsantrasyon degerleri ve SIR modunda
alinan BA ve SA alanlarinin oranlar1 Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Elde edilen
kalibrayon grafigi Sekil 4.13’te yer almaktadir. Elde edilen denklem ve determinasyon
katsayis1 sirasiyla, y = 0,641x — 0,3275 ve R? = 0,999 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3: Kalibrasyon ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar: ve BA/SA alanlar1 oranlart.

Konsantrasyon BA/SA
(mg/L) Alanlar1 Orani
0,05 0,03
0,10 0,03
0,25 0,05
0,50 0,10
1,00 0,33
2,50 1,08
5,00 2,66
10,00 5,15
20,00 12,66
40,00 25,95
60,00 37,34
80,00 51,32
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Sekil 4.13: Lineer kalibrasyon grafigi.
4.7.2.LOD & LOQ belirleme

Sinyal/gurilti oranm1 3 olacak sekilde yapilan hesaptan BA i¢in tespit sinir1 (LOD)
degeri 0,02 mg/L bulunmustur. Daha sonra tayin sinir1 (LOQ) degerini belirlemek i¢in
sinyal/gliriiltii oran1 10 olacak sekilde hesaplamadan 0,05 mg/L bulunmustur. Elde

edilen degerler Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4: LOD ve LOQ degerleri.

Metot Parametreleri mg/L
Gozlenebilme Smirt LOD (S/N 3) 0,02
Tayin Sinirt LOQ (S/N 10) 0,05

4.7.3.Kesinlik parametresi
Bu parametrede tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik analizleri yer almaktadir.
4.7.3.1.Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik analizi i¢in 3 numarali sut ve 1 numarali surup 6rneklerinden 6 tane

numune gelistirilen yontem ile ayni giin iginde analizlendiler. Bulunan sonuclar
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konsantrayon hesab1 iizerinden bagil standart sapma hesaplamalar1 yorumlandi. Elde

edilen sonuclar Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5: Tekrarlanabilirlik analizlerinin sonuglari.

Okumalar 3 Numaral1 Sttteki 1 Numaral1 Suruptaki
BA Konsantrasyonu (mg/L) BA Konsantrasyonu (mg/L)
1 2,70 65,11
2 2,69 69,84
3 2,70 63,82
4 2,73 68,40
5 2,73 67,05
6 2,72 64,66
Ortalama 2,71 66,48
SD 0,02 2,35
% RSD 0,69 3,53

AOAC’ye gore % RSD degeri 1 mg/L igin en ¢ok % 11 olmalidir [53].
AOAC’ye gore % RSD degeri 100 mg/L i¢in en ¢ok % 5,30 olmahidir [53].

4.7.3.2.Ara kesinlik

Ara kesinlik parametresinde, farkli ¢ giinde ayni cihaz ve kimyasallar kullanilarak
ayni analist tarafindan hazirlanan 3 numarali sutten 6 adet ve 1 numarali suruptan 6
adet numuneler optimize edilen kosullarda analizlendiler. Elde edilen sit
numunelerinin BA konsantrasyonu sonuglari Cizelge 4.6’da verilmistir. Elde edilen
pediyatrik surup numunelerinin BA konsantrasyonu sonuglart Cizelge 4.7°de

verilmistir.

Cizelge 4.6: 3 numarali st numunesinde BA analizlerinin ara kesinlik sonuglari.

Birinci Giin Ikinci Giin Ugtincii Giin
Okumalar Sit Ornekleri Sit Ornekleri Sit Ornekleri
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 2,70 2,63 2,58
2 2,69 2,63 2,61
3 2,70 2,64 2,65
4 2,73 2,64 2,63
5 2,73 2,64 2,59
6 2,72 2,63 2,66
Ortalama 2,71 2,64 2,62
SD 0,02 0,01 0,03
% RSD 0,69 0,21 1,23
% RSD (3 giin igin) 1,71

AOAC’ye gore % RSD degeri 1 mg/L igin en ¢ok % 11 olmalidir [53].
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Cizelge 4.7: 1 numarali surup numunesinde BA analizlerinin ara kesinlik sonuglari.

Birinci Gin Ikinci Giin Ugiinct Giin
Okumalar Surup Ornekleri Surup Ornekleri Surup Ornekleri

(mg/L) (mg/L) (mg/L)

1 65,11 66,35 67,56

2 69,84 68,30 68,45

3 63,82 70,85 67,41

4 68,40 66,11 65,04

5 67,05 69,74 66,21

6 64,66 61,43 67,98
Ortalama 66,48 67,13 67,11
SD 2,35 3,35 1,26
% RSD 3,53 4,99 1,88

% RSD (3 gln i¢in) 3,50

AOAC’ye gore % RSD degeri 100 mg/L i¢in en ¢ok % 5,30 olmalidir [53].

4.7.4.Geri kazamim parametresi

Bu parametrede, secilen 3 numarali siit ve 1 numarali surup numunelerinin bulunan

konsantrasyonlarina yarisi, kendisi ve 2 kati1 olacak sekilde BA standarti ilaveleri

yapildi.
Cizelge 4.8: 3 numarali siit numunesinin geri kazanim sonuglari.
Kon(s’rflgt/rfi’yon ilave Edilen (mg/L)  Olcilen (mg/L)  Geri Kazanm (%)
0,20 0,75 100,80
0,54 0,50 1,04 100,12
1,00 1,55 100,96

Ortalama Geri Kazanim 100,63 ve % RSD = 0,44
AOAC’ye gore % GK degeri 1 mg/L i¢in % 80-110 aras1 olmalidir [53].

Cizelge 4.9: 1 numarali surup numunesinin geri kazanim sonuglari.

Konsantrasyon [lave Edilen - , .
(mg/L) (mg/L) Olculen (mg/L)  Geri Kazanim (%)
3,00 9,68 99,04
6,71 6,00 12,75 100,69
12,00 19,02 102,57

Ortalama Geri Kazanim 100,76 ve % RSD = 1,75
AOAC’ye gore % GK degeri 100 mg/L i¢in % 90-107 aras1 olmalidir [53].
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Elde edilen 3 numarali siit numunelerindeki geri kazanim sonuglar1 Cizelge 4.8°de, 1
numarali pediyatrik surup numunelerindeki geri kazanim sonuglar1 Cizelge 4.9’da

verilmistir.
4.7.5.Metot validasyon parametrelerinin degerlendirilmesi

AOAC kurulusuna gore belirlenen metot validasyon parametreleri sonuglari ile
yapilan validasyon sonuglari su sekildedir: Dogrusallik parametresinde R? degeri
istenilen deger olan 0,999 olarak bulundu. Kesinlik parametresinde tekrarlanabilirlik
% RSD degerleri 1 mg/L igin maksimum % 11, 100 mg/L i¢in maksimum % 5,30
olmasi istenirken siit numunelerinin konsantrasyonlari i¢in bu deger % 0,69
bulunurken, pediyatrik surup i¢in % 3,53 bulundu. 3 giin ayr1 ayr1 yapilan
tekrarlanabilirlik ara kesinlik degerlerinin % RSD degerleri sirasiyla, % 1,71 ve %
3,50 bulundu. Son olarak geri kazanim ¢aligmasi uygulandi. Bu boliimde de limitler 1
mg/L i¢in geri kazanim yiizdesi % 80-110 aras1 bulunmasi gerekirken; 100 mg/L igin
geri kazanim yiizdesi % 90-107 aras1 bulunmasi gerekiyordu. Calismada elde edilen 3
numaralt siit numuneleri konsantrasyonlar: i¢in geri kazanim ortalamasi % 100,63
bulunurken, 1 numarali pediyatrik surup numunelerinde % 100,76 olarak bulundu.

Elde edilen biitiin degerler AOAC’nin belirledigi sinirlar i¢ginde bulunmustur [53].
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5. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

MS dedektort ile kantitatif analiz sonucunda konsantrasyonlar 6l¢ildu. Standartlarin
pik verdigi zamanlar BA icin 8,65, SA icin 10,21 dakika olarak tespit edilmistir.

5.1. St Orneklerinde Benzoik Asit Konsantrasyonlar:

Istanbul marketlerinden alinan kutu siit drneklerinin BA analizi yapilmistir. Sekil
5.1°de goriilen ilk 3 6rnek ¢ocuk devam siitlerinden olugsmaktadir. Diger 6 Ornek ise
normal kutu sttlerdir. Toplam 9 drnekteki BA miktarlar1 sirasiyla: 2,56, 2,60, 2,71,
3,00, 3,09, 2,87, 2,77, 2,73 ve 2,96 mg/L olarak bulunmustur. 6 numarali sit

numunesinin analizindeki kromatogram 6rnegi Sekil 5.2°de gosterilmistir.

[_1BA Konsantrasyonu

w
18]
I

w
o
1

BA Konsantrasyonu (mg/kg)
> @ o o
1 1 1 1

o
18]
1

°
o

: r — T T T T T Y y
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sut Ornekleri

Sekil 5.1: St drneklerindeki benzoik asit konsantrasyonlart (mg/L).
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Sekil 5.2: 6 numarali sut numunesi analizindeki kromatogram 6rnegi.

5.2. Surup Orneklerinde Benzoik Asit Konsantrasyonlar

Istanbul’daki eczanelerden alinan ve iginde koruyucu madde olarak sadece BA ve
sodyum benzoat bulunan pediatrik suruplarda yapilan BA analiz sonuclar1 Sekil 5.3°te
verilmistir. 1 numarali O6rnekte 66,48 mg/L, 2 numarali Ornekte 15,46 mg/L
bulunmustur. 2 numarali surup numunesinin analizindeki kromatogram 6rnegi Sekil

5.4’te gosterilmistir.

‘ BA Konsantrasyonu

~
o
1

w S (61 [e2]
o o o o
1 1 | 1

BA Konsantrasyonu (mg/kg)
N
L=
1

=
o
1

o

Surup Ornekleri

Sekil 5.3: Surup 6rneklerindeki benzoik asit konsantrasyonlar: (mg/L).

46



1.8%10° — BA
1.6%10° -
1.4%10° —

1.2x10°% -

Q
B

1.0%10° —

9
@
o
[
o
©°
5 8.0x10° —
£
2
6.0%10° —
4.0x10° |
2.0%10° — SA
0.0 -
I ¥ 1 L) I Y T L 1 ¥ T v T v T v I
7.5 8.0 8.5 9.0 95 100 105 110 115 120

Retention Time (min)

Sekil 5.4: 2 numarali surup numunesi analizindeki kromatogram 6rnegi.
5.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

JECKA’ya gore giinliik alinmasi gereken konsantrasyon, 5 mg/kg (viicut agirligr)
olarak belirlenmistir. Bu deger en yiiksek giivenli doz miktaridir. Elde edilen verilere
siit orneklerinde BA konsantrasyonu 2 — 3 mg/L araliginda bulunmustur. Suruplarda
ise BA konsantrayonlar1 15,46 mg/L ve 66,48 mg/L olarak bulunmustur. 20 kg
agirliginda bir gocugun giinliik tiiketebilecegi siit ve surup konsantrasyonuna bakilmak
istendiginde sOyle bir Ornekle agiklanabilir. Glinliik alabilecegi maksimum
konsantrasyon 5 mg/kg (viicut agirligi) olduguna goére bu ¢ocuk giinliik maksimum
100 mg BA alabilir. Daha fazlasi saglik problemlerine yol agabilir. Giinde 500 ml siit
ve 1 6lgek (5 mL) surup igen bir ¢ocuk diisiiniildiigiinde, toplamda 1,83 (<5) mg BAe
maruz kalmaktadir. Bu da verilen bilgilere dayanarak siit ve pediatrik suruplarda BA

konsantrasyonlarinin saglik agisindan bir tehlike olusturmadigini géstermektedir.

5.4. Metodun Yesil Kimya Uzerine Degerlendirilmesi

Bir yontemin yesil kimyaya uygun olmasi ve ¢gevreye zarar vermemesi glinimiiztn en
6nemli konularindan birisidir. Bu sebeple gelistirdigimiz yontemin ¢evre dostlugunu

objektif degerlendirmek icin literatiirde yapilan ¢aligmalarla karsilastirip kimyasal
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maddeler, numune hazirlig, atik maddeler, analiz siiresi gibi konularin

yorumlanmasiyla incelenmistir.

Genellikle ¢evre dostu olarak tavsiye edilen ¢dziiciiler su, alkol ve bazi eterlerdir.
Bizim ¢alismamizda ise ¢Oziicli olarak su ve metil alkol kullanilmistir. Kimyasal
reaktif olarak kullanilan H2SO4 ve SA kokusuz ve tehlikeli boyutta degildir. Stlfiirik
asit ise asit Ornekleri igerisinde yesil bolgede (az tehlikeli) yer almaktadir [19].
Analizler sirasinda 25 mg BA, 25 mg SA 10,70 mL siilfiirik asit kullanildi. HS-GC-
MS ile calisildigindan olduk¢a az miktarlarda kullanilan bu kimyasallarin olusturdugu
atik tiriin olduk¢a az miktardadir. Cihazin, HPLC analizlerinde kullanilan mobil
fazlarin aksine tasiyici gaz olarak inert gaz kullanmasi ve bu analizde helyum gazi
kullanilmasi gevre agisindan oldukga zararsiz etkiye sahiptir. HPLC analizlerinde ise
dakikada kullanilan mobil faz miktar1 GC analizlerinde kullanilan inert gaz ile
kiyaslandiginda oldukg¢a fark yaratan atik kimyasal s6z konusudur. HS-GC-MS
cihazinin giinliik kullandigi elektrik miktar ise < 1,50 kW/sa oldugu ve analiz surresinin
de kisa olmas1 g6z Oniine alinirsa, bu yontem yesil kimya agisindan zararsiz ve basit

bir yontem olarak kabul gérebilmektedir [54, 55].
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6. TARTISMA

BA yillardan beri yiyecek, icecek ve ilaglarda koruyucu madde olarak
kullanilmaktadir. Bu maddelerde kullanilan BA konsantrasyonu, saglik kuruluslar
tarafindan siirlandirilmakta ve giinlilk maksimum alim miktarlar1 belirlenmektedir.
Eger glinliik alim miktar1 asilirsa insan saglig1 agisindan tehlike olusturmaktadir. O
yiizden BA konsantrasyonunu belirlemek adina birgok yontem gelistirilmistir.
Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarla gesitli yiyeceklerde, iceceklerde ve suruplarda BA
konsantrasyonunun tayini gergeklestirilebilmektedir. Giiniimiizde sadece analizlerin
yapilmasi degil ayn1 zamanda, 6zellikle kullanilan kimyasal maddeler agisindan ve
analizler sirasinda ortaya ¢ikan atik maddeler 6nem arz etmektedir. Analiste ve
cevreye verilen zararlar da g6z 6nlinde bulundurularak daha gevreye ve insana duyarl
analizler bulmak amacglanmistir. BUtlin bunlar yapilirken gezegenimizin sagligini
insan saglig1 kadar 6nemsemek ve gelecek yeni nesiller i¢in saglikli bir ¢evre birakmak

konusunda hassas olmak gerekmektedir.

Bu tezde, BA tiikketiminin 6zellikle ¢ocuklar igin tehlike olusturup olusturmadigi
arastirildi ve bu arastirma igin pratik, guvenilir, uygulamasi kolay, hassas ve daha
cevreci bir HS-GC-MS metotu gelistirildi. Bu metot BA analizlerinde
kullanilabilmekteyken parabenlerin analizinde kullanilamamaktadir.  Yapilan
optimizasyonlarda HS sicaklik degerini piklerdeki ¢atallanmalarin giderilmesi i¢in
110 °C olarak ayarlandi. Bu da parabenler icin diisiik bir sicaklik oldugundan, paraben
analizi i¢in uygun bir metot degildir. Ancak BA icin oldukga glivenilirdir. Gelistirilen
metotun 6nce HS sicaklik optimizasyonlarin1 yaptildi. Daha sonra, BA dogrudan
Olclilemedigi i¢in esterlesme tepkimesinde katalizor olarak kullandigimiz asit
konsantrasyonunun optimizasyonunu yaptildi. En uygun HS kosullar1 110 “C ve 30 dk
termostat slresi olarak optimize edildi. Katalizor olarak kullanilan stlfirik asit
konsantrasyonu ise 5 M olarak optimize edildi. Uygun sartlarin saglanmasi, BA ve SA
piklerindeki ¢atallanmalarin ortadan kalkmasi ile son buldu. Daha sonra olusturulan
metotun validasyonu gercgeklestirildi. AOAC kurulusuna gore belirlenen metot

validasyon parametreleri sonuglari ile yapilan validasyon sonuglart su sekildedir:
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Dogrusallik parametresinde R? degeri istenilen deger olan 0,999 olarak bulundu.
Kesinlik parametresinde tekrarlanabilirlik % RSD degerleri 1 mg/L i¢in maksimum %
11; 100 mg/L i¢in maksimum % 5,30 olmasi istenirken sit numunelerinin
konsantrasyonlart i¢in bu deger % 0,69 bulunurken, pediyatrik surup i¢in % 3,53
bulundu. 3 giin ayr1 ayr1 yapilan tekrarlanabilirlik ara kesinlik degerlerinin % RSD
degerleri sirasiyla, % 1,71 ve % 3,50 bulundu. Son olarak geri kazanim parametresi
uygulandi. Bu boliimde de limitler 1 mg/L igin geri kazanim yiizdesi % 80-110 arasi
beklenirken; 100 mg/L i¢in geri kazanim yiizdesi % 90-107 aras1 bekleniyordu.
Calismada elde edilen siit numuneleri konsantrasyonlari igin geri kazanim ortalamasi
% 100,63 bulunurken, pediyatrik surup numunelerinde % 100,76 olarak bulundu. Elde
edilen biitiin degerler AOAC’ye gore limit igindedir.

Istanbul siipermarketlerinden alinan 9 adet siit numunesinde ve eczanelerden alinan 2
adet pediyatrik surup numunesinde BA analizleri yapildi. Stit numunelerinde bulunan
BA konsantrasyonu sonuglart 2,56- 3,09 mg/L arasinda, pediyatrik suruplarada

bulunan BA konsantrasyonlar1 ise 15,46 ve 66,48 mg/L olarak bulunmustur.

Calisma sonunda olusturulan metot, yesil kimya acisindan incelendiginde, daha 6nce
yapilan caligmalara gore kimyasal madde kullaniminin en az, numune hazirlama
stresinin oldukca kisa ve pratik oldugu goriildi. Numunelerde bulunan BA
konsantrasyonlarinin da giinliik alinabilen miktarin olduk¢a altinda kaldigi ve bu

sonucun ¢ocuklar i¢in hicbir saglik sorunu teskil etmedigi sonucuna varildi.
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