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OZET

ULTRA YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFIiSi YONTEMI iLE
GIDALARDA BULUNAN BAZI MiIKOTOKSINLERIN TAYINI

Zuhal Arzu SENER
Kimya Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2018

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Elif Mine ONCU KAYA

Bu calismada, 6nemli mikotoksinlerden olan Okratoksin A (OTA), Zearalenon
(ZEA), Sitrinin (CIT) ve Sitreoviridin (CTV)’nin gidalarda tayini i¢in hizli ve hassas ultra
yiksek performansli sivi kromatografisi (UHPLC) yontemleri gelistirilmis ve
validasyonlar: yapilmistir. Gida 6rneklerinden gesitli tahil ve tiirevleri segilmistir. OTA,
CIT ve ZEA, bifenil (2,1 mmx150 mmx2,6 pm) kolonunda fosforik asit igeren
asetonitril:su (45:55 h/h; pH:2,2) hareketli fazi kullanilarak floresans dedektor ile Aex:330
nm, Aem:500 nm (OTA ve CIT) ve Awy:236 nm, Ayay:440 nm (ZEA) degerlerinde ayn1 anda
belirlenmigtir. OTA, CIT ve ZEA igin gelistirilen UHPLC-FLD yonteminin gézlenebilme
siirt (LOD) ve tayin alt sinirt (LOQ) degerleri sirasiyla OTA igin; 0,24 pg/kg ve 0,71
ug/kg, CIT igin; 0,64 pug/kg ve 1,97 ng/kg, ZEA igin; 1,28 pug/kg ve 3,90 ug/kg olarak
bulunmustur. CTV i¢in C18 (2,1 mmx*100 mmx1,8 pm) kolonu ile asetonitril:su:formik
asit (55:45:0,1 h/h/h) hareketli faz1 kullanilmis ve floresans dedektor ile Aex:220 nm,
Lem:340 nm dalga boyu degerlerinde tayin edilmistir. Gidalarda CTV igin gelistirilen
UHPLC-FLD yo6nteminin LOD ile LOQ degerleri sirasiyla, 0,41 ve 1,25 pg/kg olarak
bulunmustur. Sonug olarak OTA, CIT, ZEA ve CTV mikotoksinlerinin gidalarda tayinleri
icin basaril bir sekilde hizli, secici ve hassas UHPLC-FLD yontemleri gelistirilmistir.

Anahtar sozciikler: UHPLC, Mikotoksin, Yontem gelistirme, Validasyon, Gida.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME MYCOTOXINS IN FOODS BY ULTRA HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD

Zuhal Arzu SENER
Department of Chemistry

Anadolu University, Graduate School of Sciences, August, 2018

Supervisor: Dr. Elif Mine ONCU KAYA

In this study, fast and sensitive ultra high performance liquid chromatography
(UHPLC) methods have been developed and validated for the determination of important
mycotoxins including Ochratoxin A (OTA), Zearalenon (ZEA), Citrinin (CIT) and
Citreoviridin (CTV). A variety of cereals and their derivatives were selected from the
food samples. OTA, CIT and ZEA were detected simultaneously on a biphenyl (2.1 mm
x 150 mm X 2.6 um) column using a mobile phase of acetonitrile: water (45:55 v/v;
pH:2.2) containing phosphoric acid by fluorescence detector at values of Aex:330 nm,
Aem:500 nm (OTA and CIT) and Aex:236 nm, Aem:440 nm (ZEA). Limit of detection
(LOD) and limit of quantification (LOQ) values of the developed UHPLC-FLD method
for OTA, CIT and ZEA were found as 0.24 ug/kg and 0.71 ug/kg for OTA, 0.64 ug/kg
and 1.97 pg/kg for CIT, and 1.28 pg/kg and 3.90 ug/kg for ZEA, respectively. A mobile
phase of acetonitrile: water: formic acid (55: 45: 0.1 v/v/v) with a C18 column (2.1 mm
% 100 mm x 1.8 pm) was used for CTV and determined at wavelengths of Aex: 220 nm,
Aem: 340 nm by fluorescence detector. The LOD and LOQ values of the UHPLC-FLD
method developed for CTV in foods were found to be 0.41 and 1.25 pg/kg, respectively.
As a result, a fast, selective and sensitive UHPLC-FLD methods have been successfully

developed for the determination of mycotoxins of OTA, CIT, ZEA and CTV in food.
Keywords: UHPLC, Mycotoxin, Method development, Validation, Food.
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1. GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler, ¢esitli mantar (kiif) tiirlerinin sekonder metabolizmas1 sonucu
olusan ve canli organizmalar i¢in son derece zararli olan dogal toksinlerdir.
Mikotoksinler, en ¢ok tahillar ve tahil iiriinleri, kahve, peynir, siit, kuru meyveler,
baharatlar, liziim, sarap, kakao ve kuru yemisler vb. gibi gidalarda bulunmaktadirlar.
Ozellikle de uygun olmayan depolama kosullarinda, nem ve sicakligin oldugu ortamlarda
mikotoksinler kolaylikla ¢ogalmaktadirlar. Mikotoksin iceren yemleri tiiketen
hayvanlardan elde edilen et, siit ve yumurta gibi gidalarin tiikketilmesi sonucunda toksinler
insanlara gecebilmektedir. Gidalarda ve yemlerde bulunabilen mikotoksinler, bulastiklar
organizmalarda kanserojenik, mutajenik, nefrotoksik, norotoksik, teratojenik ve
immiinotoksik etkiler gosterebilirler (Bhat, Rai and Karim, 2010; Fink-Gremmels, 1999;
Tunail, 2000; Oksiiztepe ve Erkan, 2016). En yaygm bulunan ve tarimsal ekonomi ile
insan ve hayvan sagligi agisindan en ¢ok ilgilenilen mikotoksinler arasinda aflatoksinler,
trikotesenler, okratoksinler, fumonisinler, zearalenon, tremorgenik toksinler ve ergot
alkoloidler yer almaktadir. Mikotoksinlerin ekonomik etkisi, insan ve hayvan yagaminin
kaybini, artan saglik bakimi ve veteriner bakim maliyetlerini, hayvancilik iiretiminin
azalmasini, kirlenmis gidalarin ve yemlerin ortadan kaldirilmasini ve mikotoksin
sorununun ciddiyetini azaltmak igin arastirma ve uygulamalara yapilan yatirimlar
icermektedir. Her ne kadar mikotoksinleri kontrol etmek i¢in gida yonetmelikleri
konularak uluslararas1 ¢abalar devam etse de, faydali Onlemler Yyeterince
uygulanmamaktadir (Zain, 2011). Bu ylizden giiniimiizde, tiim diinyada hem ekonomik
acidan hem de saglik acisindan sorunlara neden olan mikotoksinlerin yiiksek hassasiyette,
dogru, hizli ve giivenilir analitik yontemlerle belirlenmesi ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir.
Ozellikle de s6z konusu gidalar oldugunda her zaman yeni ve giivenilir analitik

yontemlere gereksinim duyulmaktadir.

Mikotoksinler, ince tabaka kromatografisi (TLC), enzim baglanmis
immunoabsorbant (ELISA), yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), ultra
yiiksek performansli sivi kromatografisi (UHPLC), kapiler elektroforez (CE), sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS) ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
(GC-MS) gibi analitik yontemler ile tayin edilebilmektedir (Turner, Subrahmanyam and
Piletsky, 2009; Ibafnez-Vea vd., 2011). Bu yontemler arasindan son yillarda UHPLC
yontemi gelismis cihaz teknolojisi ile goze ¢arpmaktadir. UHPLC yontemi kisa analiz

stiresi ve daha az ¢oziicii gerektirmesi ile birlikte 2 um altindaki kiigiik partikiil i¢eren

1



yeni nesil kolonlarin kullanilmasi nedeniyle de hassasiyet ve ayrim giicii agisindan

gelismistir (Novakova, Matysova and Solich, 2006; Swartz, 2005).

Bu tez kapsaminda mikotoksinlerden gidalarda en sik rastlanan okratoksin A
(OTA), sitrinin (CIT), zearalenon (ZEA) ve sitreoviridin (CTV) ile ¢alisilmistir. Bu
amagla tez ¢alismasinda UHPLC ile floresans dedektor (FLD) kullanilarak bazi gidalarda
bu mikotoksinlerin hizli, duyarli ve segici olarak tayinleri ger¢eklestirilmistir. OTA, CIT
ve ZEA i¢in yeni bir UHPLC-FLD yontemi gelistirilerek ayni anda tayinleri yapilmistir.
CTV ig¢in ise farkli bir UHPLC-FLD yontemi gelistirilerek gidalara uygulanmistir. Ayrica
belirtilen mikotoksinlerin tayinleri ig¢in gelistirilen bu yontemlerin validasyonu

yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE GENEL BiLGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, ¢cevre kosullarina bagli olarak ¢esitli mantar (kiif) tiirleri tarafindan
tiretilen toksik sekonder metabolitlerdir. Mikotoksin iireten baslica mantar tiirleri arasinda
Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Alternaria yer almaktadir. Mikotoksinler tarimsal
rtinler, hayvan yemleri ve gidalara bulasabilirler. Mantar bulasmasini kontrol etme
cabalarina karsin, toksik mantarlar dogada her yerdedir ve ortamin nem, sicaklik kosullari
yeterli oldugunda hasat Oncesi ve sonrast kiif olusumu nedeniyle ¢ok cesitli tarim
tirtinlerini  kirletebilmektedirler. Mikotoksinler en ¢ok tahillar, misir, kuruyemis,
kurutulmus meyveler gibi gidalarda dogal olarak olusabilirler. Ayrica bu tiir gida ve
meyvelerden {liretilen tahil bazli gidalar, sarap ve bira gibi yiyecek ve iceceklerde de
bulunabilirler (Rahmani, Jinap and Soleimany, 2009; Lawrence and Scott, 1999; Tunail,
2000; Zain, 2011).

Mikotoksinler molekiil agirliklar1 diisiik, heterosiklik yapida ve ¢cogunlukla kiigiik
molekiillerdir. Giiniimiizde 400’den fazla sayida mikotoksin tiirii belirlenmistir. Bunlar
icinde yer alan insan ve hayvan saglig1 agisindan en biiylik riski olusturan en 6nemli
mikotoksin tiirleri arasinda aflatoksinler (AF), trikotesenler, fumonisin (FUMO),
zearalenon (ZEA), okratoksin A (OTA) ve ergot alkoloidler gosterilebilir (Zain, 2011;
Vardon, McLaughlin and Nardinelli, 2003).

Mikotoksinlere maruz kalmak insanlarda ve hayvanlarda cesitli hastaliklara ve
mikotoksikoza yol agabilir. Mikotoksikoz, insanlarin mikotoksin iceren gidalari
titketmesi sonucu ortaya ¢ikan zehirlenme durumu olarak tanimlanabilir. Mikotoksikoz
oncelikli olarak sindirim sistemi ile mikotoksinlerin bagirsakta emilerek kana ge¢mesi ve
oradan da etki ettigi doku ve organa yayilmasi ile goriilebilir. Ayrica temas ve solum yolu
ile de mikotoksinlere maruz kalinabilir. Farkli toksisitelerde, farkli doku ve organlara etki
gosteren mikotoksinler, insanlarda akut ve kronik ¢esitli hastaliklara sebep olabilirler.
Hedefledigi organ veya doku; sinir sistemi ve beyin olan toksinler “nérotoksik”,
bobreklere etki edenler “nefrotoksik™, karacigerde etkisini gosterenler “hepatotoksik™ ve
bagisiklik sistemi iizerinde etkili olan toksinler ise ‘“‘immunotoksik” olarak
tanimlanabilmektedir. Ayrica baz1 mikotoksinlerin bu etkilerinin yan1 sira teratojenik,

mutajenik, kanserojenik ve Ostrojenik gibi pek cok etkileri de bulunmaktadir. Bazi



mikotoksinlerin neden oldugu etkiler Cizelge 2.1°de gosterilmektedir (Bennett and Klich,
2003).

Cizelge 2.1. Bazi 6nemli mikotoksinlerin iiretici mantar tiirleri, bulunduklart gidalar ve neden olduklar:
etkiler (Vardon, Mc Laughlin and Nardinelli, 2003)

Mikotoksin Uretici mantar Bulundugu gida iiriinleri Olusturdugu etki
tiirleri
Aflatoksinler Aspergillus Fistik, musir, bugday, piring, Hepatoksisite,

pamuk tohumu, kurutulmus
hindistan cevizi, ¢esitli gidalar,
slit, yumurta, peynir, incir, yem hiperplazisi,

(B1, B2, G1, G2, M1, Mp) Safra kanali
Kanama (bagirsak yolu,
bobrek),

Karsinogenez

(karaciger tiimori).

Sitrinin Aspergillus Tahillar (bugday, arpa, misir, Nefrotoksisite,
Penicillium .. ..
piring), fasulye Domuz nefropatisi,
Norotoksisite.
Siklopiazonik asit Penicillium Mistr, fistik, peynir, dart Kas nekrozu,

Bagirsak kanamasi ve
6dem,

Oral yaralar.

Okratoksin A Aspergillus Tahillar (Bugday, arpa, misir, Nefrotoksisite,
Penicillium .
yulaf) Domuz nefropatisi,
Hafif karaciger hasari,
Bagirsak iltihabi,
Teratogenez,
Karsinogenez (bobrek

timorti),

Idrar yolu tiimérii.

Patulin Aspergillus Kiiflii gidalar, ¢liriimiis elma, Odem (beyin, akciger),
Penicillium elma suyu, bugday samani Kanama (akciger),
Kilcal hasari (Karaciger,
dalak bobrek),
Motor sinir felci,
Kasilma,
Karsinogenez,

Antibiyotik.




Cizelge 2.1.(Devam) Bazi onemli mikotoksinlerin diretici mantar tiirleri, bulunduklar: gidalar ve neden

olduklar etkiler (Vardon, Mc Laughlin and Nardinelli, 2003)

Penilisilik asit Penicillium

Depolanmis misir,
tahillar, kurutulmusg
fasulye, kiiflii tiitiin

Karaciger hasart
(karaciger yaglanmasi,
hiicre 6liimii),

Bobrek hasart,

Kalp problemleri,

Kan damari
genislemesi,
Antidiiiretik,

Tavsan cildinde 6dem,
Karsinogenez,
Antibiotik.

Penitrem Penicillium

Kifli krem peyniri,
ceviz, hamburger
ekmegi, bira

Titreme,
Oliim,
Koordinasyon
bozuklugu,
Kanl1 ishal.

Sterigmatosistin Aspergillus

Yesil kahve, kifli
bugday, tohumlar, sert
peynirler, bezelye,
pamuk

Karsinogenez,

Hepatotoksin.

Trikotesenler Fusarium
(T-2 toksin,
diasetoksiskirfenol,

neosolaniol, nivalenol,
diasetilnivalenol,

deoksinivalenol, HT-2

toksin, fusarenon X)

Misir, bugday, ticari
biiyiikbas yemi, karigik
yemler, arpa, yulaf

Sindirim  bozukluklar1
(6dem, ishal, yeme
reddi),

Kanama (mide, Kalp,
bagirsak, akciger,
dalak, bobrek),

Odem,

Oral yaralar,

Cilt iltihabz,

Kan bozukluklari
(akyuvar azlig).

Zearalenone Fusarium

Misir,  kiiflii  saman,
pellet ticari yem

Ostrojenik etki (vulva
6demi, vajina sarkmast,
rahim genislemesi),
Testis atrofisi,
Ovaryum atrofisi,
meme bezi bilyiimesi,
digiik.

Sitreoviridin Penicillium

Piring, musir, bugday,
soya

Norotoksisite,
Kardiyovaskiiler
bozukluklar,
Hipertansiyon,
Felg.

Mikotoksinlerden kaynaklanan hastalik ve zehirlenmelerin Oniine gecebilmek

amaciyla Avrupa Komisyonu (European Commission, EC), Gida ve Tarim Orgiitii (Food



and Agriculture Organization, FAO), Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization,
WHO) gibi baz1 saglik orgiitleri gida tiriinlerinde bulunabilecek maksimum mikotoksin
miktarlarin1  belirlemistir. Komisyon yonetmeligi tarafindan belirtilen gidalarda
bulunmasi gereken maksimum OTA ve ZEA miktarlarn Cizelge 2.2°de gosterilmektedir
(EC, 2006; FAO/WHO, 2001).

Cizelge 2.2. Komisyon Yéonetmeligi’'ne gore gidalarda bulunmasi gereken maksimum OTA ve ZEA
miktarlar: (EC, 2006, FAO, 2001)

Gida iiriinleri Maksimum miktar (ng/kg)
1.0TA
Islenmemis tahillar 5,0
Insan tiiketimine yonelik tahillar, tahillardan elde 3,0
edilen tirlinler
Islenmis tahil bazli bebek mamalar1 0,50
2. ZEA
Misir (dar1) harig islenmemis tahillar 100
Islenmemis musir (dar1) 350
Insan tiiketimine yonelik tahillar ve tahil iiriinleri 75
Islenmis tahil bazli bebek mamalari 20

2.1.1. Okratoksin A (OTA)

OTA (Sekil 2.1), Penicillium ve Aspergillus cinsleri tarafindan iiretilen olduk¢a
onemli bir mikotoksin tiiriidiir. OTA insanlar iizerinde nefrotoksik, hepatotoksik,
embriyotoksik, teratojenik, norotoksik, immunotoksik, genotoksik ve kanserojenik etkiler
gosterebilir ve yiiksek toksisiteye sahiptir. OTA’nin yemlere bulasmasi nedeni ile ayn
etkiler hayvanlarda da gozlenebilmektedir. Cogunlukla misir, arpa ve bugday gibi
tahillarda bulunmakla birlikte daha az olarak kahve, kakao ¢ekirdekleri, kuruyemis ve
kurutulmus meyveler gibi gidalarda da bulunabilmektedir (James and Zikankuba, 2018;
Luo, Liu, and Li, 2018).
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Sekil 2.1. Okratoksin A’ ’nin molekiil yapist

OTA tayini i¢in kullanilan ELISA, TLC, LC-MS, GC-MS, CE ve HPLC/UHPLC
gibi ¢esitli analitik yontemler bulunmaktadir (Pereira, Fernandes and Cunha, 2014). Bu
yontemler arasinda en yaygin olarak kullanilan sivi kromatografisi temeline dayanan
HPLC/UHPLC cihazlan ile florimetrik dedektorlerin birlikte kullanilmasidir (Selvaraj
vd., 2015). Bu yontemler ile analizler yapilmadan 6nce 6rneklere organik ¢oziiciilerle
ekstraksiyon ve temizleme-saflagtirma islemleri uygulanmahidir. Yaygmn olarak
kullanilan 6rnek temizleme-saflastirma yontemleri kati faz ekstraksiyonu (SPE) ve
immunoafinite kolonlar (IAC)’dur.

Avrupa Birligi Bilimsel Komitesi, giinliik olarak alinacak okratoksin A miktarinin
viicut agirh@min 5 ng/kg seviyesinin altina disiiriilmesini tavsiye etmistir (Bennett and
Klich, 2003).

Martins vd. (2018) tarafindan c¢oklu mikotoksinler ile yapilan c¢aligsmada
Portekiz’deki marketlerde bulunan kahvaltilik tahil {iriinleri incelenmistir. OTA ig¢in
HPLC-FLD yéntemi kullanilmistir. Ornekler cihazla analizleri yapilmadan o6nce
ekstraksiyon iglemi yapilmis ve daha sonra oOrnekler IAC kolon kullanilarak
saflastirilmistir. Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ) degerleri sirasiyla
0,006 ve 0,019 pg/kg olarak bulunmustur.

Ibanez-Vea vd. (2011) UHPLC-FLD yontemi ile arpada OTA tayini
gerceklestirmistir. Ekstraksiyon ve immunoafinite kolon ile islem gormiis arpa
orneklerinin analizi sonucunda LOD degeri 13 ng/kg ve LOQ degeri 150 ng/kg olarak

bulunmustur.



Kong vd., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada HPLC-FLD yontemi ile mantar
tiremesine elverigli gidalarda OTA miktarlar belirlenmistir. Bu calismada LOQ degeri 5

ug/kg olarak bulunmustur.

Rahmani, Jinap and Soleimany (2010) tahillarda HPLC-FLD yontemi ile
aflatoksin, OTA ve ZEA miktarlarini belirlemislerdir. Analizlerden 6nce ekstraksiyon ve
ornek temizleme i¢in IAC kolonu kullanilmistir. OTA i¢in elde edilen LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 0,05 ve 0,2 ng/g’dir.

2.1.2. Zearalenon (ZEA)

ZEA, Fusarium gramitum ve diger Fusarium mantar tiirleri tarafindan iiretilen
dstrojenik aktiviteye sahip biyolojik olarak aktif bir mikotoksindir (Sekil 2.2). Ostrojenik
etkisinin yani sira kanserojenik etkisi de bulunmaktadir. Bu mikotoksin, 6zellikle piring,
musir ve diger tahillar olmak tizere gesitli tarimsal {irlinlere bulasabilmektedir (Lawrence
and Scott, 1999). ZEA iireten mantarlar, cogunlukla islak, 1liman havada ve yiiksek nemli
depolama ortamlarinda ortaya ¢ikmaktadir (Luo, Liu, and Li, 2018).

OH O CH,
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Sekil 2.2. Zearalenon 'un molekiil yapisi

Dogal olarak floresans 6zellik gosteren ZEA i¢in en uygun ve en ¢ok tercih edilen
analitik yontem floresans dedektor ile birlestirilmis HPLC yontemidir. ZEA ig¢in Onerilen
insanlardaki giinlik giivenli alim miktar1 0,5 pg/kg (viicut agirligi) olarak belirtilmistir
(Bennett and Klich, 2003; EFSA, 2011).

Ibanez-Vea vd., (2011) UHPLC-FLD ile arpada ZEA tayini gerceklestirmistir.
Ekstraksiyon sonrasi immunoafinite kolon ile islem gormiis arpa Orneklerinin tayini

sonucunda LOD degeri 340 ng/kg ve LOQ degeri 6000 ng/kg olarak bulunmustur.



Ok vd., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada eriste, tahilli atistirmalik ve bebek
mamasi gibi gidalarda HPLC-FLD ve UHPLC-FLD yontemleriyle karsilagtirmali olarak
ZEA tayinleri yapilmistir. Ornekler 6ncesinde ekstraksiyon ve immunoafinite kolon ile
analize hazir hale getirilmistir. Sonug olarak HPLC analizlerinde LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 4,0 ve 8,1-10 pg/kg, UHPLC analizlerinde ise LOD ve LOQ degerleri sirastyla
2,5 ve 8,0-9,2 ng/kg olarak elde edilmistir.

Boevre vd., (2012) tahil tiirevi gidalarda UHPLC-MS/MS yontemi ile ZEA tayini
yapmislardir. Ornekler asetonitril, su ve asetik asit karisimu ile basit ekstraksiyon yontemi
ile hazirlanmistir. Bu ¢alismada LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 6 ve 12 ng/g olarak

bulunmustur.

Rahmani vd., (2010)’nin yapmis oldugu g¢alismada HPLC-FLD yontemi ile
tahillarda aflatoksin, OTA ve ZEA tayinleri gerceklestirilmistir. Ornekler ekstraksiyon ve
sonrasinda IAC kolon kullanilarak hazirlanmigtir. ZEA igin elde edilen LOD ve LOQ

degerleri sirasiyla 0,5 ve 2,0 ng/g olarak belirlenmistir.

2.1.3. Sitrinin (CIT)

CIT (Sekil 2.3), ilk olarak Penicillium citrinum ‘dan sekonder metabolit olarak izole
edilmistir. CIT, ayn1 zamanda diger Penicillium ve Aspergillus tiirleri tarafindan da
tiretilebilmektedir. CIT onceleri antibakteriyal 6zelligi sebebi ile antibiyotik olarak ilgi
gormiis fakat daha sonra memeliler tizerindeki toksisitesi anlasilinca mikotoksin olarak
degerlendirilmistir. Bu mikotoksin ¢ok giiclii bir nefrotoksindir. Ayni zamanda
immunotoksik, genototoksik ve ndrotoksik etkileri de bulunmaktadir. Son bilgilere gore
CIT, kanserojenik degildir ancak bu mikotoksinin OTA’nin kanserojenik etkisini
arttirdig1 gosterilmistir. CIT basta misir ve piring olmak iizere bugday, arpa, ¢cavdar gibi
tahillar ve peynir, siyah zeytin, yer fistig1 ile fasulye, meyveler, meyve ve sebze sulari,
sifal1 bitkiler, baharatlar gibi bitki kokenli {irinlerde de bulunabilmektedir (Ostry, Malir
and Ruprich, 2013; EFSA, 2012; Tunail, 2000).

CIT igin farkli hassasiyet ve dogruluga sahip TLC, ELISA, HPLC (UV ve FLD
dedektorleri ile), LC-MS ve GC-MS gibi ¢esitli analitik yontemler kullanilmaktadir (Xu
vd., 2006).

Vazquez vd., (1996) HPLC-FLD ydntemini kullanarak peynir drneklerinde CIT
tayini yapmuslardir. Ornek hazirlamada basit ekstraksiyon ydntemi kullanilmistir. LOD

degeri 1x10* M olarak bulunmustur.
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Sekil 2.3. Sitrinin’in molekiil yapist

Wang vd., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada UHPLC-MS/MS yo6ntemi ile OTA,
patulin (PAT) ve CIT’in meyvelerde tayini yapilmistir. Ornekler ekstraksiyon ve SPE

yontemi kullanilarak hazirlanmistir. CIT i¢in LOQ degeri 1-2 ng/ml olarak bulunmustur.

Bertuzzi, Rastelli and Pietri, (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Italya’da iiretilmis
kestane ve tiirevi gidalarda Aspergillius ve Penicillium tarafindan {reyen
mikotoksinlerden bazilarinin analizi yapilmistir. LC-MS/MS yontemi kullanilarak
yapilan analizlerde LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,05 ve 0,15 pg/kg olarak

bulunmustur.

Molinie vd., (2005) Fransa marketlerinden alinan bazi kahvaltilik tahillarda OTA,
CIT ve fumonisin tayini yapmislardir. Bunun icin ekstraksiyonlar1 gerceklestirilen
ornekler HPLC-FLD yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Bu ¢alismada LOD degeri,
0,5 ng/kg ve LOQ degeri, 1,5 pg/kg olarak hesaplanmustir.

2.1.4. Sitreoviridin (CTV)

CTV (Sekil 2.4), Penicillium citreoviride tarafindan iiretilen norotoksik bir
mikotoksindir. Japonya’da ortaya ¢ikan sar1 piring hastaligina neden olarak sitreoviridin
gosterilmektedir. CTV’nin Beriberi ve Keshan gibi hastaliklar ile ilgili oldugu
bilinmektedir. Beriberi, genellikle B1 vitamini eksikliginden kaynaklanan ve kalp,
sinirler, kaslar, sindirim sistemi gibi viicuttaki pek ¢ok sistemi etkileyen bir hastaliktir.
Cin ve Glineybat1 Asya lilkelerine 6zgii olan Keshan hastalig1 ise anormal biiyiik kalp,
kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, fel¢, kanser, egzama, katarakt, eklem agrisi,
sedef hastaligi, astim ve enfeksiyonlar gibi ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir
(Carvajal-Moreno, 2015). Norotoksik etki gosteren CTV merkezi sinir sistemi, adrenal

korteks, karaciger ve bobrekleri de etkilemektedir. CTV’ye en ¢ok piring olmak iizere
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muisir, bugday, soya fasulyesi ve diger tahillarda rastlanmaktadir (Rocher and Paris, 1987,
Nagel, Steyn, and Ferreira, 1972).

Sekil 2.4. Sitreoviridin 'in molekiil yapust

CTV ile ilgili literatiir taramasi yapildiginda bununla ilgili az sayida ¢aligmaya
rastlanmistir. Bu galismalarda genellikle normal faz (NP) (Rosa vd., 2010; Stubblefield,
Greer and Shotwell, 1988; Wicklow vd., 1988) veya ters faz (RP) (Rocha, Resck and
Caldas, 2015; Shiratori vd., 2017; Chung vd., 1999; Almeida vd., 2012) kromatografisi
yontemleri kullanilmistir. Bu ¢alismalarda HPLC analizleri ¢ogunlukla UV dedektor
kullanilarak yapilmistir (Chung vd., 1999; Wicklow and Cole, 1984). FLD dedektor

kullanilarak yapilan sinirli sayida ¢aligma bulunmustur.

Wicklow vd., (1988) ve Rosa vd., (2010) NP-HPLC kullanarak 388 nm uyarilma
dalga boyunda ve 480 nm yayilma dalga boyunda floresans dedektor ile ¢ekirdek ve piring
orneklerinde CTV tayini yapmuslardir.

Andrade vd., (2017) misir ve tahillarda LC-MS/MS yontemini kullanarak ¢oklu
mikotoksin analizi yapmislardir. Bu ¢alismada CTV igin LOQ degeri 16 pg/kg olarak
elde edilmistir.

Silva vd., (2019) UHPLC-MS/MS ile piringte ¢oklu mikotoksin analizi iizerine
caligmalar yapmislardir. Ornek hazirlama ydntemi olarak asetonitril, su ve asetik asit
karisimi ile ekstraksiyon yapilmistir. CTV i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,9 ve
2,8 ng/kg olarak elde edilmistir.
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2.2. Mikotoksin Tayinlerinde Kullanilan Analitik Yontemler

Tarim ve gida tirtinlerinde dogal olarak meydana gelen Kirlilikler sonucunda olusan
mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi1 agisindan ciddi riskleri vardir. Bu olumsuz saglik
etkileri akut veya kronik hastaliklar ve hatta baz1 durumlarda 6lim bile olabilir. Bu
nedenle de mikotoksinlerin belirlenmesinde hassas ve yiiksek dogruluga sahip olan
analitik yontemlere gerek duyulmaktadir (Shephard, 2011). Cizelge 2.3’de mikotoksin

tayinlerinde kullanilan yontemler ile bunlarin avantajlar1 ve dezavantajlar1 verilmistir.

Cizelge 2.3. Mikotoksin tayinlerinde kullanilan analitik yontemler, avantajlart ve dezavantajlar: (Leslie,
Bandyopadhyay and Visconti, 2005)

Yontem Avantajlan Dezavantajlar
TLC *Basit, ucuz, hizli tarama *Diistik duyarlilik (bazt
*Coklu  mikotoksinlerin  es mikotoksinler igin)
pmanlL g *Diisiik hassasiyet
*Aflatoksinler ve OTA’ya
duyarli
GC *Coklu mikotoksinlerin  *Pahali ekipman
eszamanli tayini i¢in yiiksek *Uzmanlik gerektirmesi
duyarlilik *Tiirevlendirme gerektirmesi
*MS dedektorii ile uyumluluk *Matriks girisim sorunlart
*Otomatik 6rnekleyici *Dogrusal olmayan kalibrasyon
grafigi
*Tekrarlanabilirliginin iyi
olmamasi
HPLC/UHPLC *Yiiksek hassasiyet *Pahali ekipman
*Yiiksek secicilik *Uzmanlik gerektirmesi
*Yiiksek tekrarlanabilirlik *Tiirevlendirme gerektirmesi
*Otomatik 6rnekleyici
*Kisa analiz siireleri
LC/MS *Coklu mikotoksinlerin - *Cok pahali

eszamanli analizi

*Yiksek  hassasiyet  (LC-
MS/MS)

*Herhangi bir tiirevlendirme

gerektirmemesi

*Uzmanlik gerektirmesi
*Hassasiyeti iyonizasyon
teknigine bagl

*Nicel analiz igin uygun olmasi

Hizli Testler

*Hizl1 ve basit (5-10 dk.)

*Ucuz ekipman

*Kalitatif ya da yar1 kantitatif

*Matriks girisim problemleri
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Mikotoksin tayinlerinde bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edilen ve en yaygin
kullanilan s1vi kromatografisi temeline dayali olanlardir. Bu tez ¢alismasinda UHPLC

yontemi kullanildigindan bu yontem ayrintili olarak agiklanmistir.

2.3. Ultra Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (UHPLC)

Son yillarda gelismis cihaz ve kolon teknolojileri nedeniyle ultra yiiksek
performansli sivi kromatografisi (UHPLC) cihazlari, HPLC’nin yerini almaya
baglamistir. UHPLC cihazlarinin ¢alisma prensibi klasik HPLC sistemleri ile aynidir.
UHPLC sistemleri, geleneksel HPLC sistemlerine kiyasla daha hizli metot gelistirme,
kisa analiz siiresi ve iyi ¢Oziiniirliikte ayirimlar saglamaktadir. Bunun nedeni olarak bu
yeni cihazlarin 2 pum’nin altinda partikiil ¢apina sahip yeni nesil kolon teknolojisi
gosterilebilir. 2 pm’nin altina diigebilen kolon i¢ partikiil cap1 sayesinde sagladigi bu
avantajlarin yani sira karmasik drneklerin analizi i¢in de ¢ok uygun bir yontemdir. Hatta
yeni nesil bu kolonlarda kolon dolgu maddesinin partikiil ¢ap1 1,3 um’ye kadar
diisiiriilebilmektedir. Ayrica, ¢oklu analizlerde ¢oziicli sarfiyati ve siire avantajlarinin
daha 6nemli bir boyut kazanarak cihazin yiiksek maliyetinin getirdigi dezavantaji azalttig1
sOylenebilir. Cizelge 2.4’de UHPLC ile HPLC arasindaki farkliliklar verilmistir. Cizelge
2.5’de UHPLC sisteminin 6zellikleri, avantajlar1 ve kisitlamalar1 verilmistir. Kiigiik
partikiillii kolonlar yiliksek basinglara neden olacagindan UHPLC cihazlarinin pompalari
1000-1200 bar basinca kadar ¢cikmaya elverisli olarak tasarlanmistir. UHPLC sistemleri
ile uyumlu olarak kimyasallarin tayini i¢in ¢ogunlukla ultraviyole (UV), dizi diyot
(DAD), floresans (FLD), kiitle spektrometrik (MS) ve elektrokimyasal dedektorler (ECD)
kullanilabilmektedir (Novakova and Vickova, 2009; Dong and Zhang, 2014).

Cizelge 2.4. UHPLC ile HPLC arasindaki farklar

UHPLC HPLC

2 um’nin altinda partikiil ¢apinda kolonlar 3,0 um ve 5 um partikiil ¢apinda kolonlar
1200 bara kadar basinca elverisli 400 bar basing

Yiiksek ayrim giicii Diisiik ayrim giicii

Kisa alikonma siiresi Daha uzun alikonma siiresi

Yiiksek alet maliyeti Daha diisiik alet maliyeti
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Cizelge 2.5. UHPLC sistem ozellikleri, avantajlari ve kisitlamalar: (Dong and Zhang, 2014)

Sistem Ozellikleri

Actklama

Yiiksek basing limiti

2 um’den kiigliik pargaciklt kolonlarda etkili
kullanim basinci; 9000-20.000 psi (600-1400 bar)

Diisiik dagilim

2-3 mm i¢ ¢apli kolonlara uygunluk i¢in aletin bant

genisliklerinin 5-20 pL olmasi

Diisiik bekleme (dwell) hacmi

Hizli kolon dengelenmesi ve 100-500 uL igin

azaltilmig gradiyent gecikme siiresi

Digerleri

Diizenleyici testler i¢in yiiksek hassasiyette
kararlilik gdstergesi metotlarda mitkemmel sistem

performansi (kesinlik, duyarlilik)

Ek iyilestirmeler

Sistemler, kolon/hareketli faz taramasi ig¢in

otomatik valfleme ile iyilestirilebilir. Bir¢ogu,
otomatik metot gelistirme

daha

yazilimlar1  ile

uygun
optimizasyonunu desteklemek i¢in 4°1ii (kuaterner)

uyumludur.  Bazilari, metot

pompaya sahiptir

Avantajlar

Actklama

Hizli metot gelistirme

Gelencksel HPLC’ye gore 3-10 kat verimlilik
artis1. Metot optimizasyonu i¢in kolon ve hareketli
faz taramasinin hizli bir sekilde yapilmasi ve kisa

kolonlar ile hizli analiz

Cok yiiksek ¢oziiniirliklii ayirimlar

Kompleks orneklerin analizi igin 400-800 pik
kapasitesi (Pc) ireten kiicik pargaciklar ile
doldurulmus uzun kolonlarin kullaniminda 3 kata

kadar ayrimin artist

Diger yaklagimlar ve dedeksiyon modlari ile

birlestirilebilirlik

UHPLC; Yiiksek Sicaklikli Sivi Kromatografisi,
kabuk seklindeki i¢ partikiillii (core-shell) kolonlar
ya da 2 Boyutlu Sivi Kromatografisi ile ayr1 veya
birlesik olarak uyumludur. UHPLC; UV, RI, MS
gibi geleneksel HPLC dedeksiyon bigimlerine
cevap verebilir. Yeni, 6nemli bant genislemesi
olmaksizin daha kiigiik pik hacimlerini analiz
etmek i¢in UHPLC uyumlu detektorler artan bir
sekilde kullanilmaktadir.

Daha “yesil teknoloji”

Daha kiiciik i¢ ¢apli ve kisa kolonlarin kullanimi
ile daha hizli analiz siiresi ve diisiik akis hizina
bagh olarak daha diigsiik 6rnek hacmi ve organik

¢Oziicii kullanimi
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Cizelge 2.5. (Devam) UHPLC sistem ozellikleri, avantajlart ve kisitlamalar: (Dong and Zhang, 2014).

Kisitlamalar

Aciklama

Ekipman maliyeti ve var olan HPLC metotlarina

uyumluluk

Goreceli olarak daha yiiksek ekipman maliyeti
(%20-50) ve 6ncesiyle uyumlu UHPLC sistemleri
ile var olan HPLC metotlarin1 kullanmak problem
olusturabilir (Akis hiz1 araligi, 6rnegin verildigi

yerin boyutu ya da kolon firinindaki kisitlamalar)

Sabit fazda kisitli segim

Hizli bir sekilde gelismesine ragmen UHPLC
kolonlarinin uygunlugu, ters-faz haricindeki iyon
degisimi ve boyut eleme kromatografisi gibi

tarzlari i¢in hala kisitlayicidir.

Metot transferi

UHPLC metotlari, UHPLC ekipmanlari olmadan
HPLC metot

Farkli

geleneksel kosullarina

¢evrilebilmektedir. UHPLC  sistem
platformlar1 arasindaki bekleme hacmi ve sistem
dagilimi ile o&zellikle yiiksek ¢ozinirlikli
metotlarda viskoz 1sitmadaki farklhiliklara bagh
olarak farkli laboratuvarlar arasi metot transferi

oldukea zordur.

2.4. UHPLC’de Kullanilan Kolonlar

Ultra yiliksek basingli sistemlerde kiiclik pargaciklarin kullanimi, verim ve

¢Oziiniirliikten 6diin vermeden analizlerin hizlandirilmasi i¢in en iy1 ¢éziimlerden biridir

(Novéakova and Vickova, 2009). Kolon dolgu maddesi partikiil ¢apmin verimlilikle

iligkisi asagida gosterilen esitlik ile aciklanabilir. Buradan hareketle teorik tabaka sayisi

(N), partikiil ¢ap1 (dp) ile ters orantilidir. Kolon verimliligi de N ile dogru orantili

oldugundan dolayistyla dp kiiciildiikce N artacak ve kolon verimliligi de bu dogrultuda

artacaktir (Guillarme and Veuthey, 2017).

UHPLC i¢in tasarlanan ilk ticari kolonlar 1,7 um partikiil ¢apinda, 2,1 X 50 mm ve

2,1 x 100 mm boyutlarinda tretilmistir (Walter and Andrews, 2014). 2 um’den kiigiik

partikiiller sayesinde Kklasik 5,0 veya 3,0 um kolonlara kiyasla daha iyi ayrimlar
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saglanabilmistir. Sekil 2.5°de goriildiigii gibi 5 pum pargacikli kolonlardan 1,7 pm
pargacikli kolonlara gegildiginde kinetik performans 6nemli 6l¢iide degistirilebilmektedir
(Guillarme and Veuthey, 2017).

40,001
35.00
30.00

25.001

H {pm)

20,004

15.00 1

10.00 1 1.7 pm

C-u

5.00 1

Uopt
0.00 P -

0.00 0.50 1.00 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
u (mm/s)

Sekil 2.5. Partikiil ¢caplarimin azaltiimasinin Van Deemter grafigindeki etkileri (Guillarme and Veuthey,
2017)

Sekil 2.6’da ise ayn1 kolon uzunlugu ve ¢apina sahip kolonlarda partikiil capindaki
degisimlerin verimlilige etkisi goriilmektedir. Cizelge 2.6’da UHPLC cihazlar1 igin
retilmis farkli markalara ait g¢esitli partikiil ¢aplarinda ve boyutlarinda olan kolonlar

goriilmektedir.
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Sekil 2.6. Degisen partikiil caplarina gére birim uzunluk basina verimlilik karsilastirmast (kolonlarin hepsi
2,1 x 100 mm Jolgiilerindedir. Sadece 1,3 um Kinetex CI18 kolon 2,1 x 50 mm odlgiilerindedir)
(Walter and Andrews, 2014)

Cizelge 2.6. UHPLC cihazlarinda siklikla kullanilan farkiy markalara ait bazi kolonlar

Kolon Partikiil Cap1 Cap Uzunluk
(nm) (mm) (mm)
Zorbax Eclipse XDB C18 1,8;3,5 2,1;3,0;4,6 50, 100, 150
Zorbax Eclipse C18 1,8;35 2,1,3,0;4,6 50, 100, 150, 250
Zorbax Extend C18 1,8 2,1;3,0 50, 100, 150
Kinetex Bifenil 1,7;2,6 2,1;3,0;4,6 30, 50, 100, 150
Acquity BEH C18 1,7 1,0;2,1; 3,0 30, 50, 100, 150
Kinetex HSS T3 C18 1,8 1,0;2,1 50, 100, 150
Waters HILIC 2,7 2,1;3,0;4,6 30, 50, 100, 150
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2.5. Ornek Hazirlama

Mikotoksin analizi yapilacak gidalarda ¢ogunlukla aranan maddeler disinda diger
baska pek ¢cok madde de bulunabilmektedir. Bu nedenle UHPLC ile analiz yapilmadan
once gida orneklerinin 6rnek hazirlama asamasindan gecmesi gerekmektedir. Ornek
hazirlamada amag¢ O0rnek maddesinde analizi yapilacak olan analitin disinda var olan
bilesenlerin ve safsizliklarin uzaklastirilmasidir. Ornek hazirlama icin baslica, basit
ekstraksiyon ve kati faz ekstraksiyonu (SPE) ve immunoafinite kolonlar (IAC) gibi diger
temizleme ve saflagtirma yontemleri kullanilmaktadir. Ekstraksiyon igin ¢ogunlukla metil
alkol veya asetonitril gibi organik ¢oziiciiler su ile karigtirtlarak kullanilir (Rahmani, Jinap

and Soleimany, 2009; Turner, Subrahmanyam and Piletsky, 2009).

2.5.1. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon iglemi kati ya da sivi fazda bulunan bilesik ya da bilesiklerin
coziiniirliik farkliliklarindan faydalanarak diger bir sivi faza gegmesi esasina dayanarak
gerceklestirilmektedir. Kromatografik yontemler ile ilgili yapilan ¢aligmalarda 6rnekler
icin ekstraksiyon iglemleri siklikla tercih edilmektedir. Mikotoksinler i¢in kullanilan basit
ekstraksiyon yontemlerinde ¢cogunlukla organik ¢oziicli olarak metil alkol ve asetonitril
kullanilmaktadir (Turner, Subrahmanyam and Piletsky, 2009; Novakova and VIckova,
2009).

2.5.2. Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE)

SPE yonteminin temel prensibi, silika jel veya diger farkli dolgu maddeleri ile
doldurulmus kiiciik tek kullanimlik kartuglar (kolon) yardimiyla sivi halde bulunan
orneklerin istenmeyen kirliklerden uzaklastirilmasi, saflastirilmas: ve deristirilmesine
dayanmaktadir (Turner, Subrahmanyam, and Piletsky, 2009). Kati halde olan 6rnekler
i¢in 6ncelikle bir ekstraksiyon islemi uygulanarak ornegin sivi hale getirilmesi saglanir.
SPE yonteminin uygulanis1 Sekil 2.7°de sematik olarak gosterilmektedir. SPE yontemi
ile yapilan iglem i¢in dnce kolon sartlandirilir daha sonra elde edilen sivi faz halindeki
ornek kolona yiiklenir. Sonrasinda kirliliklerin temizlenmesi i¢in yikama iglemi yapilir.
Son olarak ise kolonun i¢inde tutunan analiti kolondan alabilmek i¢in eliisyon basamagi
gergeklestirilir. Eliisyon basamagina kadar yapilan islemlerden sonra altta kalan kisimlar

atilir. Eliisyon sonucu elde edilen analit iceren kisim ise gerekli islemler (seyrelme, siizme
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vs.) yapildiktan sonra analiz edilmektedir (Yavuz ve Aksoy, 2006; Novakova and
Vickova, 2009).

Sartlandirma Yiikleme Yikama Eliisyon

e i Al 9l
o - - -

*

| L J v 4
% X > o8 N
[ Analit » Kirlilikler ® o *]

Sekil 2.7. SPE yonteminin uygulanisinin sematik gosterimi (https-1://www.researchgate.net)

2.5.3. Immunoafinite kolonlar (IAC)

Gidalar ile yapilan ¢aligmalarda 6rnek hazirlama asamasinda IAC yaygin olarak
tercih edilen bir temizleme ve saflasgtirma yontemidir. Sekil 2.8’de gosterildigi gibi
IAC’nin uygulanist i¢in oncelikle 6rnek kolona yiiklenir, daha sonra yikama ile kirlikler
kolondan atilir ve son igslem olarak eliisyon yapilarak kolonda tutulan analitler elde edilir
(Senyuva and Gilbert, 2010; Zheng, Richard and Binder, 2006).
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Ormek ekleme Yikama Eliisyon

1 I

@ analit, ® A Kirlilikler

Sekil 2.8. IAC yonteminin uygulanisinin sematik gosterimi (Zheng, Richard and Binder, 2006)
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Gida Ornekleri

Mikotoksin tayinlerinde kullanilan gida Ornekleri, Eskisehir’deki c¢esitli
marketlerden satin alinmistir. Deneylerde patates unu, kiiflii misir unu, bugday unu, tam
bugday unu, piring, piring unu, bugday, misir, kahvaltilik misir gevregi ve tahilli kraker
kullanilmistir. Piring, misir ve bugday gibi iri taneli olan gida 6rnekleri otomatik 6giitiicii
cihaz1 ile ogitiilmistir. Bu gida numuneleri kapali kutularda, karanlikta ve oda
sicakliginda muhafaza edilmistir. Kiiflii misir unu, misir ununun nemli ortamda bir sene

bekletilmesi sonucunda kiiflendirilmesi ile elde edilmistir.

3.2. Kimyasallar

Calismalarda standart madde olarak kullanilan zearalenon (ZEA) ve okratoksin A
(OTA) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D.), sitrinin Penreac AppliChem (ingiltere)
ve sitreoviridin Cayman (A.B.D.) firmalarindan satin alinmistir. Deneylerde kullanilan
metil alkol (MeOH), asetonitril (ACN) ve formik asit Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
A.B.D.) firmasindan temin edilmistir. Bu tez ¢alismasinda deneylerde kullanilan tiim
kimyasallar analitik safliktadir. Yiiksek safliktaki etil kumarin karboksilat (IS) maddesi
ise Anadolu Universitesi Kimya Béliimii, Organik kimya Laboratuvarinda Dog. Dr. ilker

AVAN tarafindan sentezlenmistir.

3.3. Arag Gereg ve Cihazlar

Kromatografik ¢alismalarda Agilent 1290 Infinity (Waldbronn, Almanya) marka
UHPLC cihaz ile (Sekil 3.1), floresans (FLD) dedektor (Agilent 1260 FLD Spectra)
kullanilmistir. Ayrimlar, Phenomenex marka Kinetex Bifenil (2,1 mmx150 mmx2,6 um)
ve Agilent marka Zorbax Extend C18 (2,1 mmx100 mmx1,8 pm) kolonlar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.2). Deneyler sirasinda kullanilan diger cihazlar ve gerecler;
ultrasonik banyo Bandelin Sonorex (Almanya), su banyosu Clifton (ingiltere), vortex
Daigger Scientific Industries (A.B.D.), floresans spektrometri cihazi Varian
(Avusturalya), iri taneli gidalarin 6giitiilmesi i¢in Pfaff aqs (Almanya) 6giitme cihazi,
ultra saf su i¢in Arium comfort (Hollanda) su saflastirma cihazi, 6rneklerin siiziilmesi igin

Sartorius (Almanya) 0.2 um gézenek ¢apina sahip seliiloz asetat siringa filtreleridir.
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Sekil 3.1. Deneylerde kullanilan UHPLC cihazi

|

Biphenyl 100 A

LC Column 150x2 1 mm
H17-051684

57150052

LY 00F-1622-AN
[ Kinetex® 2.6 ym

Size.
S/No,

Sekil 3.2. a) OTA-CIT-ZEA deneylerinde kullanilan UHPLC kolonu, b) CTV deneylerinde
kullanilan UHPLC kolonu
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3.4. istatistiksel Analizler

Deneylerdeki tiim istatistiki hesaplamalar GraphPad Prism v.6.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA) ve Mikrosoft excel programlari kullanilarak yapilmistir.

3.5. OTA, CIT ve ZEA Deneyleri

3.5.1. Standart cozeltilerin hazirlanmasi

ZEA’nin standart ¢ozeltisi, asetonitril igerisindeki 100 pg/ml’lik stok standart
¢ozeltisinden 10 pl alinip hareketli faz ile 1 ml’ye tamamlanarak son derisim 1000 ng/ml
olacak sekilde hazirlanmistir. Sitrinin standart ¢6zeltisi, 1 mg sitrinin katis1 tartildiktan
sonra 1 ml metil alkol ile ¢6ziilmiis ve 1 mg/ml’lik ¢6zeltisi elde edilmistir. Daha sonra
bu ¢ozeltiden hareketli faz ile gerekli seyrelmeler yapilarak derisimi 1000 ng/ml olan
sitrinin standart ¢6zeltisi hazirlanmistir. 5 mg olarak satin alinan Okratoksin A Kkatisi
tizerine 5 ml metil alkol eklenerek 1 mg/ml’lik standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha
sonra bu ¢ozeltiden 10 pl alinip 10 ml’ye hareketli faz ile seyreltilerek 2000 ng/ml OTA
standart ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 1000 ng/ml olarak hazirlanan OTA, CIT ve ZEA standart
¢ozeltilerinden hareketli faz ile gerekli seyrelmeler yapilarak ¢alisma standart ¢ozeltileri

hazirlanmistir. Hazirlanan bu standart ¢ozeltiler kullanilana kadar -20°C’de saklanmuistir.

3.5.2. ¢ standart cozeltisinin hazirlanmasi

Deneylerde ig standart (IS) olarak etil kumarin karboksilat kullanilmigtir. 10 mg IS
tartildiktan sonra {izerine 10 ml metil alkol eklenerek derisimi 9,994x10° ng/ml olan etil
kumarin karboksilat ¢6zeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢6zelti UHPLC deneylerinde
kullanilmak {izere son derisimi 2487 ng/ml olacak sekilde hareketli faz ile seyreltilmistir.

3.5.3. Ornek hazirlama

Gida orneklerinden mikotoksin ekstraksiyonu Sekil 3.2°de sematik olarak
gosterilmektedir. Oncelikle 6,25 g 6rnek tartilarak iizerine 25 ml 80:20 (metil alkol:su;
h/h) ve %1 formik asit igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenmistir ve 1 saat manyetik
karistiricida karistirtlmistir ve elde edilen karigim siizge¢ kagidindan siiziilmistiir. Daha
sonra siiziintiiniin 5 ml’si 50°C’de azot altinda ugurulduktan sonra 900 pl hareketli faz ve
100 ul IS ¢ozeltisi ile ¢ozlilmiistiir. Son olarak elde edilen ¢6zelti 0,2 pm’lik seliiloz asetat
siringa filtresinden siiziiliip ultrasonik banyoda gazi giderildikten sonra orneklerin

UHPLC enjeksiyonu yapilmistir.
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( 6,25 g drnek )
+
25 ml
metil alkol:su:formik asit
S (80:20:1; h:h:h) )

2

1 saat karistirma

2

Stizgec kagidindan
sizme

2

5 ml siiziintiiniin 50°C’de
azot altinda ugurulmasi

24

0,2 pm siringa
filtresinden siizme

24

Ultrasonik banyo

24

UHPLC enjeksiyon

Sekil 3.3. Ekstraksiyon yonteminin sematik gosterimi

3.6. CTV Deneyleri

3.6.1. CTV standardinin hazirlanmasi

CTV’nin 1000 ng/mI’lik standart stok ¢ozeltisi, 1 mg olarak tartilan CTV’nin 1 ml
metil alkolde ¢6ziilmesi ile hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan bu standart ¢ozelti metil
alkol ile uygun sekilde seyreltilerek ¢aligsma standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan

standart ¢ozeltiler -20°C’de saklanmustir.
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3.6.2. CTV ig¢in 6rnek hazirlama

CTV deneylerinde o6giitiilerek elde edilen piring, misir ve bugday ornekleri
kullanilmigtir. CTV ekstraksiyonu i¢in 2 g olarak tartilan 6rneklere 5’er ml metil alkol
eklenerek 5 dk karistirtlmistir. Daha sonra ekstraksiyon sonucu elde edilen ¢ozelti 0,2
um’lik seliiloz asetat siringa filtresinden siiziilmiistiir. Deney 6ncesi 6rnekler metil alkol

ile seyreltilip gaz giderme isleminden sonra UHPLC cihazina verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. OTA, CIT ve ZEA Deneyleri

4.1.1. UHPLC-FLD yontem optimizasyon ¢alismalari

UHPLC-FLD yontem optimizasyonu c¢aligmalarinda, deneysel ve aletsel
parametrelerin degistirilmesi ile OTA, CIT ve ZEA tayini i¢in en uygun olan kosullar
belirlenmistir. Bu amagla akis hizi, enjeksiyon hacmi, kolon sicakligi, farkli 6zellikteki
UHPLC kolonlari, hareketli faz bilesimi ve floresans dedektoriin dalga boyu gibi
parametreler arastirilmistir. Ayrica deneylerde i¢ standart (IS) olarak diflunisal, kafein,
metil paraben, etil paraben, propil paraben, biitil paraben, naftalin, karbamezapin,
ibuprofen, naproksen sodyum gibi pek ¢ok dogal floresans ozellikteki kimyasallar

denenmistir. Sonug olarak en uygun IS, etil kumarin karboksilat olarak belirlenmistir.

Yapilan deneyler sonucunda OTA, CIT, ZEA ve IS i¢in en iyt ayrim bifenil
kolonunda (2,1 mm x 150 mm x 2,6um) gergeklestirilmistir.

Hareketli faz optimizasyonu: UHPLC-FLD ile en uygun hareketli faz1 bulmak i¢in

yapilan c¢alismalarda asetonitril:su:metil alkol ve asetonitril:su karigimlarinin farkl
oranlart ile ve ayn1 zamanda formik asit, asetik asit ve fosforik asit gibi farkli asitler ile

asitlendirilerek farkli pH araliklarinda denemeler yapilmustir.

FLD dalga boyu optimizasyonu: Calismada ZEA igin, 274 nm, 275 nm, 234 nm ve

236 nm uyarma dalga boylar1 (Auy) ile 445 nm, 450 nm, 458 nm ve 440 nm yayilma dalga
boylar1 (Ayay) denenmistir. En iyi sonuglar Auy: 236 nm ve Ayay: 440 nm dalga degerlerinde
elde edilmistir. CIT i¢in 330 nm ve 360 nm uyarma dalga boyu degerlerinde denemeler
yapilirken, 460 nm ve 500 nm yayilma dalga boyu degerleri denenmistir. OTA ig¢in ise
Auy: 330 NM, Ayay: 500 nm degerlerinde deneyler yiiriitiilmiistiir. Deneylerde CIT ig¢in de
OTA ile ortak dalga boyu olan Auy: 330 nm Ayay: 500 Nm degerleri secilmistir.

Yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucu belirlenen en uygun kromatografik

kosullar Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Gidalarda OTA, CIT ve ZEA tayininde kullanilan UHPLC-FLD kosullart

Kolon:

Kinetex Bifenil kolon 100 °A (2,1 mm x 150 mm X 2,6 um)

Kolon sicakhg:

35°C

Hareketli faz:

Asetonitril:su (45:55; h/h; pH: 2,2 (fosforik asit))

Akis hizi: 0 dk: 0,35 ml/dk
2,5 dk: 0,35 mi/dk
3dk: 0,50 mi/dk
10 dk: 0,50 mi/dk
Enjeksiyon hacmi: 10 pl
FLD dedektor dalga boyu: 0-3,5 dk: Auy: 330 nm Ayay: 500 NM

35-450dk: Ay 236 NM Ayay: 440 N
45-10dk: Ay 330 NM Ayay: 500 NM

Oto ornekleyici sicakligi:

4°C

Optimize edilen UHPLC-FLD kosullart ile 2487 ng/ml IS igeren 100’er ng/ml
OTA, CIT ve ZEA kanisim standart ¢oOzeltisine ait kromatogram Sekil 4.1°de

goriilmektedir. Gelistirilen UHPLC-FLD yontemi ile IS ve ii¢ mikotoksin ayn1 anda 5 dk

icerisinde ayrilmistir. Belirlenen optimum UHPLC-FLD kosullarinda IS 2,466 dakika,
CIT 3,097 dakika, ZEA 3,836 dakika ve OTA 4,913 dakikada ayrilmistir.

CIT OTA

ZEA

Sekil 4.1. Optimize edilen UHPLC-FLD kosullarinda; 2487 ng/ml IS, 100 ng/ml CIT, 100 ng/ml ZEA, 100

ng/ml OTA
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4.1.2. Gida orneklerinin analize hazirlanmasi

Gelistirilen UHPLC-FLD yonteminde numune analizleri i¢in en uygun Ornek
hazirlama yonteminin bulunmasi i¢in ¢esitli denemeler yapilmistir. Asagida bu yontemler

aciklanmistir.

1. Yontem: Bu yontem Li vd., (2016)’ya gore yapilmistir. 1 g 6rnek iizerine 5 ml metil
alkol:su:formik asit (79:20:1; h/h/h) karisimini igeren ¢ozelti eklenerek 2 dk vortex ve 20
dk ultrasonik banyoda tutulmustur. Daha sonra santrifiij islemi yapilarak tistte kalan
berrak kisim 50°C’de azot altinda ugurulmus ve uygun miktarda 500 ul mobil faz ile
¢Ozlilmiistiir.

2. Yontem: Lattanzio vd., (2011)’e gére uyarlanan yontemde 1 g ornek ile 5 ml
asetonitril:su (84:16; h/h) karigimi kullanilarak 30 dk karigtirilmasi ile ekstraksiyon
yapilmis ve bu ekstraksiyon ¢ozeltisinin tamami 50°C’de azot altinda ugurulmustur.
Kurutulmus 6rnek metil alkol:su (1:9; h/h) ile ¢o6ziildiikten sonra C18 SPE kolonu ile
saflastirma yapilmistir. SPE islemi i¢in 6ncelikle kolon 5 ml metil alkol ve 5 ml hacimce
%?2’lik HCl ile sartlandirildiktan sonra 6rnek kolona yiiklenmistir. Son olarak 2 ml metil

alkol ile eliisyon yapilmis ve eliient mobil faz ile seyreltilmistir.

3. Yontem: Bu yontemde temizleme ve saflastirma amaci ile Supel Tox Ochra Bind
immuno afinite kolonu kullanilmistir. Oncelikle 6rneklerin 25 ml diklorometan ve 2,5 ml
0,1 M fosforik asit iceren ¢ozelti ile ekstraksiyonlar1 yapilmis ve siizge¢ kagidindan
stiziilmiistiir. Elde edilen siiziintii, Supel Tox Ochra Bind kolona ytiklenmistir. Daha sonra
diklorometan ve formik asit (99:1; h/h) karisimi ile 6rnegin eliisyonu yapilarak bu eliisyon
¢ozeltisinin tamami 50°C’de azot ile ugurulmustur. Kurutulan 6rnek 750 pl mobil faz ile

coziilerek UHPLC enjeksiyonu gerceklestirilmistir.

4. Yontem: Bu yontemde Bond Elut Mycotoxin kolonu kullanilmstir. 6,25 g olarak
tartilan 6rnege 25 ml metil alkol:su:formik asit (80:20:1; h/h/h) igeren ¢ozelti eklenmis
ve 10 dk kanstirilarak ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti
stizge¢ kagidindan siizilmistiir. Siiziintiiniin 10 ml’si Bond Elut Mycotoxin kolona
yiiklenmis ve eliie edilen ¢ozeltinin 5 ml’si alinarak 50°C’de azot altinda ugurulmustur.
Kurutulmug 6rnek 500 pl mobil faz ile ¢oziildikkten sonra UHPLC’de enjeksiyonu
yapilmistir (K16tzel and Lauber, 2017).

5. Yontem: Bu yontem, Tungel vd. (2015)’nin uyguladigi 6rnek hazirlama ve saflagtirma

yonteminden Yyararlanilarak gergeklestirilmistir. 1 g 6rnek 10 ml etil alkol ile 30 dk
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karistirtlip 5000 rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi tistte kalan etil alkollii kisim
50°C’de azot ile ugurulmustur. Kurutulmus kisim 10 ml NaHCO3 (%1, k/h) ile ¢oziilerek
30 dk manyetik karistiricida karistirilmistir. Daha sonra {izerine seyreltik 10 ml PBS
cozeltisi (1:10, h/h) eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti, onceden 10 ml PBS ile
sartlandirilmig C18 SPE kolonuna yiiklendikten sonra kolon 1 ml ultra saf su ile

yikanmigtir. Daha sonra 4 ml metil alkol ile eliisyon yapilmistir.

Tez galismasinda uygulanan farkli 6rnek hazirlama yontemleri sonucunda elde
edilen %Geri Kazanim sonuglart Cizelge 4.2°de verilmistir. %Geri Kazanim degerleri,
bos matriks olarak kullanilan patates unu iizerine 100 ng/ml standart mikotoksin
¢ozeltilerinin her biri eklendikten sonra 6rnek hazirlama yontemlerinde (1-5. Yontem)

belirtilen ¢oziiciilerle ektraksiyon islemleri yapilarak hesaplanmaistir.

Cizelge 4.2. Farkli 6rnek hazirlama yontemlerinin %Geri Kazanim degerleri

Yontem Ornek Hazirlama ve %Geri Kazanim
Saflastirma CIT ZEA OTA

1. Yontem Ekstraksiyon 64,75 98,83 96,85

2. Yontem Ekstraksiyon ve SPE 3,49 4537 18,11

3. Yontem Ekstraksiyon ve Supel Tox — — 51,75
Ochra Bind

4. Yontem Ekstraksiyon ve Bond Elut 3896 36,00 38,79
Mycotoxin

5. Yontem Ekstraksiyon ve SPE 14,85 17,20 1,96

Cizelge 4.2°den de goriildiigii gibi denenen bu yontemlerde elde edilen %Geri
Kazanim degerleri uygun bulunmamistir. 1. Yontemin %Geri Kazanimin yiiksek olmasi
acisindan diger yontemlere gore daha iyi oldugu goriilmiis ancak bu yontemde CIT igin
%Geri Kazanim degeri diisiik bulunmustur. 3. Yontem ise sadece OTA i¢in uygun
oldugundan tercih edilmemistir. Bu ylizden en uygun 6rnek hazirlama yontemi olarak
tezin 3. Geregler Ve Yontemler boliimiinde yer alan “3.5.3. Ornek hazirlama” kisminda
verilen yontem kullanmilmistir. Ciinkii tezdeki gida orneklerinden mikotoksinlerin
ekstraksiyonunda kullanilan bu yontem ile her {i¢ mikotoksin i¢in de yiiksek %Geri
Kazanimlar elde edilmistir. Kullanilan bu yontem ile ilgili %Geri Kazanim sonuglari,

OTA, CIT ve ZEA deneylerinde yer alan ““4.1.3.3. Dogruluk™ baslig1 altinda verilmistir.
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Asagida misir gevregi, tahilli kraker, piring unu, patates unu ve kiiflii misir unu
orneklerinde optimum UHPLC-FLD kosullarinda gergeklestirilen OTA, CIT ve ZEA

kromatogramlar1 gésterilmektedir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6,
Sekil 4.7).

1.78 |S

1.2§8

ors cIT
0.5 T

1

Sekil 4.2. Misir gevregi

0.5
0.9

0.4

!

Sekil 4.3. Tahilli kraker
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Sekil 4.5. Patates unu
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Sekil 4.7. 100 ng/ml derisimlerinde CIT, ZEA ve OTA standart eklenmis patates unu érnegi

Optimize edilen bu UHPLC-FLD kosullari ile yontemin validasyon ¢aligmalari

yapilmugtir.

4.1.3. UHPLC-FLD yontem validasyon ¢alismalar:
OTA, CIT ve ZEA i¢in gelistirilen UHPLC-FLD yontemi, Uluslararast Uyumluluk

Konferansi (International Conference on Harmonization, ICH)’na gore dogrusallik,
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gozlenebilme simirt (LOD), tayin alt sinir1 (LOQ), kesinlik, dogruluk ve kararlilik
(stabilite) parametreleri arastiritlmak suretiyle valide edilmistir (ICH, 1996).

4.1.3.1. Dogrusallik ve duyarlilik

UHPLC-FLD yo6nteminin dogrusalligi, her biri son derisimi 2487 ng/ml IS igeren
OTA, CIT ve ZEA standart ¢ozeltilerinin sekiz noktali kalibrasyon grafikleri ile
gosterilmistir. OTA igin 2-200 ng/ml, CIT i¢in 2-200 ng/ml ve ZEA i¢in 5-250 ng/ml
derisim araliklarinda olan c¢dozeltilerin ii¢c ayr1 glinde ve 6’sar kez enjeksiyonlari
yapilmistir. Hesaplamalarda standartlarin ve i¢ standardin pik normalizasyon (PN)
oranlart (R=PNota / PNis, PN= pik alan1 / pik alikonma zamani1) kullanilarak dogrusallik
calismalar1 ve miktar hesaplar1 yapilmistir. Yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin

alt sinir1 (LOQ) asagida verilen esitlikler ile hesaplanmugtir.
LOD = 3,3 x standart sapma (SS) / egim (m)
LOQ = 10 x standart sapma (SS) / egim (m)

Bu formiillerde yer alan SS= Kor ¢ozeltinin; ¢ok az derisimdeki madde ¢ozeltisinin
veya kesisim degerinin standart sapmas1 ve m= Kullanilan kalibrasyon esitliginin egim
degeridir.

Cizelge 4.3’de OTA, CIT ve ZEA’ nin regresyon analiz sonuglari ve ilgili istatistiksel
degerler verilmistir. Ayrica Cizelge 4.3’de gida ornekleri icin gelistirilen UHPLC-FLD
yontemi ile belirlenen LOD ve LOQ degerleri de bulunmaktadir.

Sekil 4.8”den de goriildiigi gibi gida 6rnekleri i¢in gelistirilen bu yontem ile yapilan
istatistiksel hesaplamalar sonucunda OTA, CIT ve ZEA i¢in yiiksek korelasyon katsayilari
ile dogrusal grafikler elde edilmistir.
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Cizelge 4.3. OTA, CIT ve ZEA 'nin regresyon analiz sonug¢lari

Giin ici (n=6)

Giinler Arasi

1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=18)
CIT
Egim+SS 0,0102 £4,203x10%  0,0102 +4,161x10° 0,0103 £2,023x10°  0,0103 +2,122x10°
Kesim=SS 0,0177 + 0,0040 0,0102 + 0,0040 0,0056 +0,0019 0,0099 +0,0019
r 0,9989 0,9989 0,9998 0,9992
LOD (ng/kg) 0,64
LOQ (ng/kg) 1,97
ZEA
Egim+SS 0,0012 +5,903x106 0,0012 +4,489x10°  0,0011 £ 5,343x10°6 0,0012 + 3,382x106
Kesim=SS 0,0027 £ 0,0008 0,0014 + 0,0006 0,0017 + 0,0007 0,0012 + 0,0004
r 0,9985 0,9992 0,9986 0,9988
LOD (ng/kg) 1,28
LOQ (ng/kg) 3,90
OTA
Egim+SS 0,0082 +1,512x10° 0,0083 + 1,122x10°  0,0078 + 6,537x10°8 0,0081 +£2,798x10°®
Kesim*SS 0,0095+ 0,0013 0,0028 +0,0010 0,0015 + 0,0006 0,0052 + 0,0025
r 0,9998 0,9999 1,000 0,9982
LOD (ug/kg) 0,24
LOQ (ng/kg) 0,71

r?: regresyon katsayisi, SS: standart sapma

34



2.0 7 0.4-
y =0,0081x + 0,0052 y =0,0012x + 0,0012

r’=0,9982 r:= 10,9988

0.3 A

.
PN(ZEA)/PN(IS)

PN(OTA)/PN(IS)
=) -

2] o

L L

0.0 T T
0 100 200

ZEA Derigsimi (ng/ml)

0.0

0 50 100 150 200 250
OTA Derigimi (ng/ml)

2.5
y =0,0103x + 0,0099

r:=0,9992

2.0

1.0 1

PN(CIT)/PN(IS)

0.5

0.0

0 50 100 150 200 250

CIT Derisimi (ng/ml)

Sekil 4.8. OTA, CIT ve ZEA 'min UHPLC-FLD yontemi ile giinler arasit (n=18) sonuglarina gore ¢izilen

kalibrasyon grafikleri

4.1.3.2. Kesinlik

Yontemin kesinligi, giinler i¢i ve gilinler arast tekrar edilebilirlik ile
degerlendirilmistir. Bu amagla OTA, CIT ve ZEA’nin 10, 100 ve 200 ng/ml’lik ¢ozeltileri
her birinde 2487 ng/ml IS olacak sekilde 3 set olarak hazirlanmis, 3 giin ve 6’sar kez
(n=6) enjeksiyonlar1 yapilmistir. Kesinlik, yiizde bagil standart sapma (%BSS) ile
verilmistir. Kesinlik ile ilgili sonuglar Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge 4.4
incelendiginde OTA, CIT ve ZEA i¢in giin i¢i ve giinler aras1 deneylerden elde edilen
%BSS degerlerinin  %5,5’den kiig¢iik oldugu bulunmustur. Boylelikle ydntemin

tekrarlanabilirliginin iyi oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.4. OTA, CIT ve ZEA i¢in kesinlik sonug¢lari

Giin ici (n=6) Giinler Arasi
CIT (mg/ml) (n=18)
1. Giin 2. Giin 3. Giin
X 0,0949 0,0996 0,0999 0,0981
10 SS 0,0004 0,0010 0,0006 0,0024
%BSS 0,4648 0,9667 0,5563 2,4934
X 0,8859 0,9209 0,9353 0,9140
100 SS 0,0036 0,0093 0,0091 0,0224
%BSS 0,4097 1,0062 0,9700 2,4541
X 1,9483 1,9231 1,7599 1,8858
200 SS 0,0019 0,0044 0,0082 0,0802
%BSS 0,09756 0,2284 0,4666 4,2552
Giin ici (n=6) Giinler Arasi
ZEA (ng/ml) (n=18)
1. Giin 2. Giin 3. Giin
X 0,0103 0,0108 0,0107 0,0106
10 SS 0,0004 0,0004 0,0003 0,0006
%BSS 3,8694 3,0261 2,5236 5,4994
X 0,1077 0,1124 0,1180 0,1127
100 SS 0,0013 0,0015 0,0030 0,0055
%RSD 1,1881 1,3490 2,4249 4,8844
X 0,2212 0,2130 0,2284 0,2209
200 SD 0,0013 0,0023 0,0026 0,0067
%BSS 0,5702 1,0878 1,1554 3,0531
Giin ici (n=6) Giinler Arasi
OTA (ng/ml) (n=18)
1. Giin 2. Giin 3. Giin
X 0,0712 0,0754 0,0764 0,0742
10 SS 0,0005 0.0003 0,0011 0,0024
%BSS 0,6909 0,3615 1,4082 3,1995
X 0,7491 0,7510 0,7600 0,7528
100 SS 0,0025 0,0027 0,0025 0,0052
%BSS 0,3394 0,3554 0,3336 0,6985
X 1,4640 1,4414 1,4491 1,4517
200 SS 0,0031 0,0033 0,0059 0,0107
%BSS 0,2108 0,2317 0,4074 0,7394

X: ortalama; SS: standart sapma; %BSS: yiizde bagil standart sapma

4.1.3.3. Dogruluk

UHPLC-FLD yonteminin dogruluk calismalari, bos 6rnek olarak secilen patates
ununa ekstraksiyon islemi oncesinde derisimi bilinen OTA, CIT ve ZEA standart
cozeltileri eklenerek % Geri Kazanim degerlerinin  hesaplanmasi  yolu ile
gerceklestirilmistir. % Geri Kazanim degerlerinin hesaplanmasi i¢in patates ununa

eklenen standart derigimleri 10, 100 ve 200 ng/ml olarak belirlenmistir. Geri kazanim
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deneyleri her bir derisim i¢in iki paralel olarak yapilmis ve ¢ozeltiler iicer kez enjekte

edilmistir. % Geri Kazanim degerleri asagida gosterilen esitlik ile hesaplanmaigtir.

%Gerl Kazanlm = (X Olgiilen degerlx gergek deger) X %100

Dogruluk ile ilgili verilerin hesaplanmasinda dogrusallik sonucunda elde edilen
kalibrasyon egrilerinin denklemleri kullanilmistir. Cizelge 4.5°de OTA, CIT ve ZEA’ nin
dogruluk sonuclar1 %Geri Kazanim, standart sapma ve %BSS’lar ile verilmistir. Buna
gore elde edilen yiiksek %Geri Kazanim degerleri, 6rnek matriksinin tez kapsaminda
calisgilan mikotoksinlerin tayinlerine olumsuz bir etki yapmadigmi yani ydntemin

dogrulugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5. OTA, CIT ve ZEA i¢in dogruluk sonuglari (n=2, 1=3)

Matrikse Eklenen Derisim %Geri Kazanim SS %BSS
(ng mL™) (n=2, 1=3)
10 97,97 1,99 2,03
CIT 100 101,72 0,48 0,47
200 102,14 0,61 0,60
10 104,26 5,37 5,15
ZEA 100 98,99 0,60 0,60
200 96,00 1,62 1,69
10 98,69 3,03 3,07
OTA 100 100,98 1,16 1,15
200 98,12 0,21 0,22

n: deney sayisi, |: enjeksiyon sayisi

4.1.3.4. Kararlihk

OTA, CIT ve ZEA’nin her biri i¢in kisa donem, uzun dénem ve dondurma-
¢ozdiirme kararliliklart 3 farkli derisimde (10, 100 ve 200 ng/ml) ve 6 kez (n=6)
enjeksiyonlar1 yapilarak incelenmistir. Kisa donem kararlilig1 i¢in hazirlanan ¢ozeltiler
24 saat karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir. Uzun donem kararlilik
caligmalarinda hazirlanan ¢ozeltiler 15 giin siireyle -20°C’de tutulmustur. Dondurma-
¢ozdiirme kararhiliklari ise ¢ozeltilerin ii¢ dongii olarak -20°C’de dondurulmasi ve daha

sonra oda sicakliginda ¢oziilmesi ile gerceklestirilmistir. Analiz 6ncesi tiim ¢ozeltiler 0,2
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um’lik siringa filtresinden siiziilmistiir. OTA, CIT ve ZEA’min farkli saklama
kosullarindaki kararliliklar i¢in hesaplanan %Geri Kazanim ve %BSS degerleri Cizelge
4.6°da gosterilmistir. Cizelge 4.6’daki kararlilik verileri incelendiginde genel olarak
ZEA’nm 10 ng/ml’lik seyreltik ¢ozeltisinin kisa donem kararliligr (%Geri Kazanim=
%125,18) disindaki diger mikotoksinlerin belirtilen kosullarda uygun % Geri Kazanim

degerleri ile kararli olduklar1 bulunmustur.

Cizelge 4.6. OTA, CIT ve ZEA 'min farkly saklama kosullarindaki kararliliklar:

Teorik Kisa Donem Kararhhik Uzun Dénem Kararhlik Dondurma-Coézdiirme
Derisim (24 saat, oda sicakhiginda) (15 giin, —20°C) Kararhhg: (3 dongii)
(ng mL™) %Geri Kazanim %BSS  %Geri Kazanom  %BSS %Geri Kazamim %BSS
(ortalama=SS) (ortalama+SS) (ortalama+SS)
10 91,27+1,60 1,75 92,33+0,71 0,77 93,88+1,06 1,13
T 100 87,61+0,23 0,26 93,36+0,25 0,27 94,04+0,40 0,43
10 125,18+2,77 2,22 106,97+3,02 2,83 102,15+2,90 2,84
ZEA 100 100,45+1,35 1,35 95,98+1,18 1,23 96,01+0,56 0,58
10 100,98+1,13 1,12 93,73+0,68 0,72 94,15+1,48 1,57
OTA 100 99,82+0,41 0,41 93,50+0,18 0,19 94,03+0,38 0,40

4.1.4. Gelistirilen UHPLC-FLD yonteminin gida érneklerine uygulanmasi

OTA, CIT ve ZEA’nin ayn1 anda tayini i¢in gelistirilen ve validasyonu yapilan
UHPLC-FLD yontemi 6giitiilmiis misir, tam bugday unu, musir gevregi, tahilli kraker,
kiiflii misir unu, 6giitiilmiis piring, 6giitlilmis bugday, piring unu ve patates unu gibi ¢esitli
gidalara uygulanmistir. Cizelge 4.7°de analiz edilen gida 6rneklerinde OTA, CIT ve ZEA
ile miktarlar ile ilgili sonuglar verilmistir. Deneyler 2 paralel olarak yiiriitilmiis ve
orneklerin 3’er kez enjeksiyonlar1 yapilmistir. Ogiitiilmiis musir, musir gevregi, tahilh
kraker ve kiiflii misir unu Orneklerindeki CIT miktarlar1 4,40-9,97 pg/kg araliginda
bulunmustur. ZEA, tam bugday unu, misir gevregi ve patates unu hari¢ diger tim
orneklerde 8,43-38,99 ng/kg miktarlar1 araliginda bulunmustur. OTA’ya sadece kiiflii
musir unu 6rneginde rastlanmus (0,72 pg/kg) ve diger gida drneklerindeki OTA miktarlari

ise bu yontem ile tespit edilememis yani gézlenebilme sinirmin altinda bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Gida orneklerindeki OTA, CIT ve ZEA miktarlart (ug/kg) (n=5)

Gida ornekleri CIT ZEA OTA
X 4,40 13,51 <LOD?
Ogiitiilmiis Misir SS 0,16 0,17 —
%BSS 3,66 1,28 —
X <LOD <LOQP <LOD
Tam Bugday Unu SS — — —
%BSS — — —
X 4,78 <LOD <LOD
Misir Gevregi SS 0,29 — —
%BSS 6,09 — —
X 9,97 8,78 <LOD
Tahilh Kraker SS 0,12 0,06 —
%BSS 1,19 0,68 —
X 4,70 31,21 0,72
Kiiflii Masir Unu SS 0,12 1,53 0,02
%BSS 2,67 4,92 2,50
X <LOD 38,99 <LOD
Ogiitiilmiis Pirinc SS — 1,71 —
%BSS — 4,38 —
X <LOD 9,07 <LOD
Ogiitiilmiis Bugday SS — 0,07 —
%BSS — 0,82 —
X <LOD 8,43 <LOD
Pirin¢ Unu SS — 0,36 —
%BSS — 4,34 —
X <LOD <LOD <LOD
Patates unu SS — — —
%BSS — — —

a<LOD: Mikotoksin miktar1 LOD degerinin altinda bulunmustur.
<. OQ: Mikotoksin miktar1 LOQ degerinin altinda bulunmustur.




4.2. CTV Deneyleri

4.2.1. UHPLC-FLD yo6ntem optimizasyon ¢ahismalar:

Oncelikle dogal floresans dzellikte olan CTV nin maksimum floresans dalga boyu
degerlerini belirlemek icin ¢alismalar yapilmistir. Bu amag ile metil alkolde hazirlanan
100 ng/ml’lik CTV standart ¢6zeltisi kullanilarak floresans spektrofotometri cihazinda
dalga boyu taramasi Sekil 4.9°da gosterildigi gibi yapilmistir. Floresans spektrumunda
yayilma dalga boyu 220-800 nm dalga boyu araliginda taranmistir. Uyarma dalga boyu
ise 200-800 nm araliginda taranmistir. Tarama sonuglaria gore CTV igin en uygun dalga

boylar1 Auy: 220 nm Ve Ayay: 340 Nm olarak belirlenmistir.

Siddet (a.u.)

500

yayilma
400 -

300

200

100 uyarma

200 400 600 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.9. CTV i¢in floresans uyarma ve yayilma spektrumu

CTV i¢in en uygun UHPLC-FLD kosullarinin belirlenmesi amaciyla akis hizi,
kolon sicaklig1 ve enjeksiyon hacmi gibi parametreler optimize edilmistir. Caligmalarda
metil alkol, asetonitril ve farkli oranlarda asitler ile gesitli hareketli faz bilesimleri
denenmistir. Ayrica deneylerde IS olarak dogal floresans 6zellik gdsteren parabenler (etil,
propil ve biitil), diflunisal, naproksen sodyum, ibuprofen, kafein, sirincik asit, vanilik asit,

salisilik asit ve karbamezapin gibi pek ¢ok madde denenmistir. Ancak bu IS’lerin higbiri
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calisilan UHPLC kosullarinda uygun olmamustir. IS’lerin ya gidalardaki diger bilesenler
ile karistig1 ya da CTV pik alaninin azalmasina hatta bazilarinin reaksiyona girip CTV
pikinin kaybolmasina neden oldugu goriilmiistiir. Yapilan optimizasyon c¢alismalari

sonucu elde edilen optimum UHPLC-FLD kosullar1 Cizelge 4.8’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. Gidalarda CTV tayininde kullanilan optimum UHPLC-FLD kosullar:

Kolon: Zorbax Extend C18 kolon (2,1 mm x 100 mm x 1,8 um)

Kolon sicakhig: 30°C

Hareketli faz: Asetonitril:su:formik asit (55:45:0,1; h/h/h)

Akis hizi: 0 dk: 0,2 ml/dk
4 dk: 0,2 mi/dk
4,01 dk: 0,3 mi/dk
10 dk: 0,3 ml/dk

Enjeksiyon hacmi:

10 ul

FLD dedektor dalga boyu:

Auy: 220 nm, Ayay: 340 NmM

Oto ornekleyici sicakligi:

4°C
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Optimum UHPLC-FLD kosullarinda 220 nm UV dalga boyunda ve Ayy: 220 nm,
Ayay: 340 nm FLD dalga boylarinda elde edilen 100 ng/m1’lik CTV standart ¢ozeltilerine
ait kromatogramlar Sekil 4.10(a) ve (b)’de gosterilmektedir. Sekil 4.10°dan da goriildiigii
gibi floresans dedektor ile elde edilen CTV pikinin alaninin UV dedektoriinden 3,9 kat
daha iyi oldugu belirlenmistir. Bu optimum kosullarda CTV 6,20 dakika alikonma
zamaninda belirlenmistir. Sekil 4.11 (a), (b), (c)’de ise optimum UHPLC-FLD
kosullarinda gergeklestirilen bazi gidalarda CTV tayinine ait kromatogramlar
gosterilmektedir. CTV igin gelistirilen UHPLC-FLD yonteminde uygun 6rnek hazirlama
yontemi icin farkli iki yontem denenmistir. ilk ydntem Almeida vd. (2012)’e gore
ekstraksiyon ve C18 SPE ile gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore, 15 gr 6rnek iizerine
50 ml diklorometan eklenerek 30 dk karistirilmis ve sonrasinda ¢6zelti sinterli cam
krozeden vakum altinda siiziilmiistiir. Elde edilen siiziintiiniin 20 ml’si 6énceden 5 ml
diklorometan ile sartlandirilmis C18 SPE kolona yiiklenmistir. Daha sonra 5 ml
diklorometan ile eliie edilmistir. Eliisyon sonrasi elde edilen kisim rotaride ugurularak 2
ml metil alkol ile ¢6ziilmiis, 0,2 pm siringa filtresinden siiziilerek UHPLC enjeksiyonu
gerceklestirilmistir. Diger yontemde ise Chung vd. (1999)’e gore 50 g drnek iizerine 40
ml su eklenerek homojenizatérde homojenize edildikten sonra 100 ml’ye su ile
seyreltiltilerek 5 M HCl ile pH 2-3’¢ ayarlanmistir. Daha sonra tizerine 10 g celite 545 ve
200 ml kloroform ve eklenerek 30 dk karistirilarak ekstraksiyon yapilmistir. Daha sonra
stizgec kagidindan siizme islemi sonrasinda kloroform fazi rotada ugurulmus ve kalint1 5
ml kloroformda ¢oziilerek UHPLC’ye enjekte edilmistir. Bu iki ornek hazirlama
yontemlerinden ilkinde UHPLC’de belirlenen CTV alanmin ¢ok fazla arttigi yani
ekstraksiyon, saflagtirma ve ugurma sirasinda CTV’ nin bozuldugu belirlenmistir. Diger
kloroformlu yontem ise hem daha zahmetli oldugundan hem de orneklerde CTV

piklerinin belirlenememesinden dolay1 tercih edilmemistir.
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Sekil 4.10.

100 ng/ml CTV standardmun optimum UHPLC-FLD kosullarinda a) 220 nm’de UV dedektor
ile, b) Aw:220 nm, Ayay:340 nm dalga boyu degerlerinde floresans dedektor ile elde edilen

kromatogramlari
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Sekil 4.11. a) Ogiitiilmiis piring, b) 6giitiilmiis bugday, c) piring unu rneklerinin optimum UHPLC-FLD

kosullarindaki kromatogramlar
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Optimize edilen bu UHPLC-FLD kosullar1 dogrultusunda yontemin validasyon

calismalar1 yapilmstir.

4.2.2. CTV i¢cin UHPLC-FLD validasyon ¢alismalari
CTV igin gelistirilen UHPLC-FLD yontemi dogrusallik, LOD, LOQ, kesinlik,

dogruluk, kararlilik (stabilite) ve saglamlik parametrelerine gore valide edilmistir (ICH,
1996).

4.2.2.1. Dogrusallik ve duyarlilik
UHPLC-FLD yoénteminin dogrusallik ¢alismalarinda CTV nin 2-200 ng/ml derisim

araliginda 7 farkli derisimde ¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu
¢ozeltilerin 3 set olarak 3 giinde ve 6’sar kez (n=6) enjeksiyonlart yapilmistir. Yontemin
duyarliligi, LOD ve LOQ degerlerine gore degerlendirilmistir. Buna gére LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla, 0,41 ve 1,25 pg/kg’dir. Sonug olarak yiiksek korelasyon katsayilar
(r?) ile dogrusal aralikta grafikler elde edilmistir (Bknz. Cizelge 4.9, Sekil 4.12).

Cizelge 4.9. Optimum UHPLC-FLD kosullarinda CTV nin 2-200 ng/ml derisim araliginda elde edilen

regresyon analiz sonuc¢lari

Giin I¢i (n=6
iin Fei ( ) Giinler Arasi

1. giin 2. giin 3. giin (n=18)
Egim+SS 0,1245+0,0001  0,1208 + 0,0006 0,1171 £ 0,0004 0,1208 + 0,0004
Kesim+SS -0,0420 + 0,0103  0,2274 + 0,0483 0,0725 +0,0328 0,0814 +0,0345
r 1,0000 0,9989 0,9994 0,9987
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Sekil 4.12. CTV’nin UHPLC-FLD yéntemi ile giinler arast sonuglara gore ¢izilen kalibrasyon grafigi
(n=18)

4.2.2.2. Kesinlik

Yontemin kesinligi, giin i¢i ve gilinler aras1 tekrar edilebilirlik ile
degerlendirilmistir. CTV c¢ozeltileri 10, 30 ve 100 ng/ml olarak 3 farkli derisimde
hazirlanmis ve ii¢ ayr1 giinde 6’sar kez (n=6) enjekte edilmistir. Deneylerde PN degerleri,
standart CTV pik alanlarinin piklerin alikonma siirelerine boliinmesi ile hesaplanmustir.
Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi ile bulunan ortalama, standart sapma ve %BSS
degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir. Cizelge 4.10’dan da goriildiigi gibi CTV igin giin
ici ve glinler aras1 analizlerden elde edilen %BSS degerleri %3’den kiiciiktiir yani

tekrarlanabilirligi yiiksek sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 4.10. CTV i¢in kesinlik sonuglar

10 ng/ml CTV _ Gi.in"ig:i (n=6) _ Giinler Arasi
1. giin 2. giin 3. giin (n=18)
X 1,13 1,18 1,20 1,17
SS 0,01 0,01 0,01 0,03
%BSS 1,13 1,04 0,39 2,69
30 ng/ml CTV _ Gl'.in"Ig:i (n=6) _ Giinler Arasi
1. giin 2. giin 3. giin (n=18)
X 3,43 3,41 3,45 3,43
SS 0,04 0,03 0,01 0,03
%BSS 1,14 0,83 0,11 0,94
100 ng/ml CTV Giin I¢i (n=6) Giinler Arasi
1. giin 2. giin 3. giin (n=18)
X 12,22 12,21 12,22 12,21
SS 0,01 0,02 0,03 0,02
%BSS 0,08 0,18 0,28 0,19

4.2.2.3. Dogruluk

Yontemin dogrulugu, bos Ornek olarak secilen patates ununa ekstraksiyon
isleminden once derisimi bilinen CTV standart ¢ozeltisi eklenerek % Geri Kazanimin
hesaplanmasi ile degerlendirilmistir. Geri kazanim i¢in patates ununa 4, 10 ve 100 ng/ml
olacak sekilde metil alkol ile hazirlanmis CTV standart ¢ozeltileri eklenmistir. Daha sonra
tezin Gerecler ve Yontemler bolimiinde yer alan “3.6.2. CTV i¢in 6rnek hazirlama”
kisminda anlatildig1 gibi ekstraksiyon islemi yapilmis ve deneyler 2 paralel olarak
yiiriitiilerek ticer kez enjekte edilmistir. CTV nin farkli derisimlerdeki % Geri Kazanim,
%BSS ve SS degerleri Cizelge 4.11°da verilmistir. Sonug olarak %87,02-102,01

araliginda olan kabul edilebilir % Geri Kazanim degerleri elde edilmistir.

Cizelge 4.11. Farkl derisimlerdeki CTV 'nin, %Geri Kazanim, SS ve %BSS sonuglart

Eklenen CTV % Geri Kazanim SS %BSS

Derisimi (n=2, 1=3)
(ng/ml)
4 102 1,64 1,61
10 91 0,18 0,20
100 87 2,39 2,56

I: enjeksiyon sayisi, n: deney sayisi
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4.2.2.4. Kararlihk

CTV’nin kararlilik ¢alismalari, kisa donem, uzun dénem ve dondurma-¢ézdiirme
olmak iizere metil alkol icerisinde hazirlanan ¢ozeltiler igin iki farkli derisimde (10 ve
100 ng/ml) yapilmistir. Kisa donem kararlilik i¢in hazirlanan CTV standart ¢ozeltileri 24
saat karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir. Uzun donem kararlilik ¢caligmalarinda
ise hazirlanan cozeltiler -20°C’de 30 giin siireyle tutulmustur. Dondurma-¢6zdiirme
kararliliklari i¢in ise CTV g¢ozeltileri ti¢ dongii olarak -20°C’de 24 saat bekletilmis daha
sonra oda sicakliginda c¢ozdiriilerek deneyler gerceklestirilmigtir.  Kararlilik
calismalarinda elde edilen %Geri Kazanim ve %BSS degerleri Cizelge 4.12°de
verilmistir. Cizelge 4.12’ye gore CTV uzun donem ve dondurma-¢ozdiirme kosullarinda

oldukga kararlidir.

Cizelge 4.12. CTV nin farkls kosullardaki kararliik sonuglar:

CTV Kisa Donem Kararlhilik Uzun Donem Kararhhk Dondurma-Cozdiirme
Derisimi  (Oda Sicakhginda, 24 Saat) (30 Giin, —20 °C) Kararhhgi (3 Dongii)
ng/ml
(ng/m) %Geri Kazanim %BSS  %Geri Kazanom  %BSS  %Geri Kazammm  %BSS
(ortalama+SS) (ortalama=SS) (ortalama+SS)
10 bozulma — 89,31+1,46 1,64 97,76+0,43 0,44
100 bozulma — 88,33+0,30 0,34 103,84+0,14 0,14

Ancak CTV’nin 24 saat oda sicakliginda bekletildiginde (kisa donem kararlilik)
bozuldugu goriilmiistiir. Bu yilizden tiim CTV deneyleri UHPLC cihazinin oto 6rnekleyici
sicakligi 4°C’de tutularak gergeklestirilmistir. Ayrica CTV’nin oda sicakligindaki
kararliligimin kotii olmasi sebebiyle tiim CTV ¢ozeltileri, giinliik olarak ve -20°C’de

tutulan CTV stok ¢ozeltisinden hazirlanmastir.

4.2.2.5. Saglamlik

CTV igin UHPLC-FLD yonteminin saglamligini gostermek amaciyla hareketli
fazin baslangi¢ akis hizi, kolon sicakligi, hareketli fazdaki asetonitril bilesimi ve
enjeksiyon hacmi gibi parametrelerde kiiclik degisiklikler yapilmistir. Bu parametreler;
baslangi¢ akis hizi 0,15 ve 0,25 ml/dk, asetonitril bilesimi %54 ve %56, kolon sicakligi
25°C ve 35°C ve enjeksiyon hacmi 4 ve 6 ul yapilarak degistirilmis ve elde edilen
sonuglar optimum kosullar altindaki sonugclar ile karsilastirilmis ve saglamlik sonuglar

uygun bulunmustur. Yontemin saglamligi %BSS ve ortalamanin standart hata (SH)
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degerleri ile verilmis ve bu degerlerin diisiik bulunmasi1 yontemin saglamliginin bir

gostergesidir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Metil alkolde hazirlanmis 100 ng/ml CTV 'nin saglamlik sonuglar:

Parameter %BSS SH

Baslangig¢ akis hizi (ml/dk)

0,15 1,21 0,06
0,25 0,49 0,03
Kolon sicakhigi (°C)
25 0,64 0,04
35 0,79 0,05

Asetonitril bilesimi

%54 1,46 0,08
%56 1,08 0,07

Enjeksiyon hacmi (ul)

4 1,41 0,06
6 1,19 0,08

4.2.3. Gelistirilen UHPLC-FLD yonteminin gida 6rneklerine uygulanmasi

CTV tayini icin gelistirilen, optimizasyonu ve validasyonu yapilan UHPLC-FLD
yontemi piring unu, 6giitlilmis piring, Ogitiilmiis bugday, bugday unu, patates unu,
ogiitiilmiis misir ve kiifli misir unu Orneklerine uygulanmistir. Cizelge 4.14°den de
goriildigi gibi 7 ornekteki CTV miktarlart 53,34-229,36 ng/kg arasinda bulunmustur.
Kiiflii misir ununda ise CTV miktar1 diger 6rneklerden ¢ok daha fazla (4438,30 png/kg)

bulunmustur.
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Cizelge 4.14. Gida orneklerindeki CTV miktarlart (ug/kg) (n=5)

Ornek X SS %BSS
Piring unu 192,75 0,72 0,37
Ogﬁtﬁlmﬁs piring 229,36 491 2,14
Ogiitiilmiis bugday 73,76 1,68 2,28
Bugday unu 53,34 0,85 1,60
Tam bugday unu 74,69 0,42 0,56

Patates unu — — —
Ogﬁtﬁlmﬁs misir 71,19 2,19 3,08
Kifli misir unu 4438,30 54,51 1,23
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda ilk bakista kiiflenmenin getirdigi ekonomik zarar olarak
goriilen ancak daha sonralar1 ve Ozellikle giiniimiiz ¢aginda insan ve hayvan sagligi
acisindan kanserojenik ve diger pek cok olumsuz saglik problemi ile giindeme gelmis
olan mikotoksinlerin tayinine yonelik deneyler yapilmistir. Bu dogrultuda insan
viicuduna mikotoksin alimi1 ¢ogunlukla gidalar yolu ile oldugundan gidalarda en sik
rastlanilan mikotoksinlerden olan OTA, CIT, ZEA ve CTV tayinleri i¢in gelismis bir
UHPLC-FLD sistemi kullanilarak yeni nesil UHPLC kolonlarinda deneyler
yirtitiilmiistir. Mikotoksinlerin tayinlerinde HPLC yontemi sik¢a kullanilmaktadir.
Ancak son zamanlarda UHPLC yontemi gelismis cihaz teknolojisi sayesinde HPLC’nin
yerini almaya baslamistir. UHPLC, kisa analiz siiresi yoniinden sagladigi avantaj
dolayisiyla deneylerde daha az ¢dziicii harcanmasi ile hem maliyet agisindan hem de daha
yesil teknoloji olmasi nedenleri ile tercih edilmektedir. Ozellikle de diisiik miktarlardaki
sagliga zararli olan mikotoksinlerin tayininde genellikle kiitle spektrometresi (MS) ve
floresans dedektorleri ¢ok fazla kullanilmaktadir. Artik MS dedektorlerinin bir¢ok
arastirma merkezleri ile gida kontrol laboratuvarlarinda bulunmalarina ragmen, pahali
olmasi, analizci tecriibesi gerektirmesi, her arastirma laboratuvarinda bulunmamasi ve
orneklerdeki matriks etkilerinin fazla olmasi nedenleri ile kullanimi diger dedektorlere
gore nispeten daha sinirhidir. Ayrica toplum sagligi acisindan bu kadar 6nemli olan
mikotoksinlerin tayinleri i¢in her zaman yeni ve giivenilir analitik yontemlere gereksinim

duyulmaktadir.

Bu tez galigmasinda OTA, CIT ve ZEA’ nin ayni anda tayinleri i¢in ve CTV nin tek
olarak tayini i¢in yeni, basit, hizli ve duyarli UHPLC-FLD yontemleri gelistirilerek
validasyonlar1 yapilmistir. Bu yontemlerin gidalardaki uygulamasi gosterilmistir.
Yontemler, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, kararlilik ve saglamlik parametreleri
acisindan degerlendirilerek uygun olduklar1 bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri
sirastyla; OTA icin 0,24 ve 0,71 pg/kg, CIT icin 0,64 ve 1,97 ng/kg, ZEA i¢in 1,28 ve
3,90 pg/kg’dir. CTV igin ise LOD ve LOQ degerleri sirasiyla, 0,41 ve 1,25 pg/kg olarak

bulunmustur.

CIT, ogiitiilmiis misir, misir gevregi, tahilli kraker ve kiiflii misir unu 6rneklerinde
4,40-9,97 pg/kg miktarlari araliginda bulunmustur. ZEA, tam bugday unu, misir gevregi
ve patates unu hari¢ diger tiim Orneklerde 8,43-38,99 ng/kg miktarlar1 araliginda

bulunmustur. OTA sadece kiiflii misir unu 6rneginde 0,72 pg/kg olarak belirlenmis ve
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diger gida Orneklerindeki OTA miktarlar1 ise bu yontem ile tespit edilememis yani
gozlenebilme smirmin altinda bulunmustur. CTV miktarlart ise 53,34-4438,30 ng/kg

arasinda bulunmustur.

Ozellikle CTV ile ilgili literatiirdeki calismalara bakildiginda floresans dedektor
kullanilarak simirli sayida ¢aligmaya rastlanmis ve bilgimiz dahilinde tam validasyon
iceren analitik calismalar bulunamamistir. Arastirmalarimiza gére CTV’nin ters faz
UHPLC-FLD yontemi ile tayini ilk defa bu tez c¢aligmasinda yapilmistir. Ayrica
literatiirde OTA, CIT ve ZEA’nin UHPLC-FLD yontemi ile bifenil kolon kullanilarak bir

arada ve 5 dakika gibi kisa bir siirede ayrildig1 bir calismaya da rastlanmamustir.

Calismalarda 6rneklerin hazirlanmasinda ve temizleme yontemleri olarak C18 SPE
ve mikotoksinlere 6zel kolonlar kullanilarak gesitli ekstraksiyon yontemleri denenmis ve
bunlarin yiizde geri kazanimlar1 da g6z Oniinde bulunduruldugunda deneylerde basit

ekstraksiyon yontemleri ile daha iyi sonuglar elde edilmistir.

Bu tez kapsaminda belirlenen mikotoksinlerin tayinine yonelik gelistirilmis olan
UHPLC-FLD yontemlerinin bu tarz ¢alismalarla ilgili literatiire katki saglayacagi ve
diger mikotoksinlerin tayinleri i¢in de temel olusturacagi sdylenebilir. Sonug olarak,
gelistirilmis ve valide edilmis bu yontemler gida Orneklerine basarili bir sekilde
uygulanmistir ve bu yeni yontemler mikotoksinlerin rutin miktar tayinlerinde gida analiz

laboratuvarlarinda kullanilmalar1 i¢in Onerilebilir.
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