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TEZ BEYANI

Tez ig¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar gergevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
¢alisgmada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif

yapildigini1 beyan ederim.
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OZET

Uriin kalitesinin bir gostergesi olan ve oldukga zehirli etkileri bulunan patulin ve 5-
HMF (hidroksimetilfurfural)’in bebek ve cocuk gidalarinda tayini i¢in hizl,
giivenilir, duyarli ve etkin bir sivi kromatografi yontemi gelistirilmeye g¢alisilmistir.
Calismada, optimum ayirma kosullar1 (organik ¢oziicli yiizdesi, pH, sicaklik vb.
parametreler) tayin edilmistir. Gelistirilen yontemin ICH kurallarma gore
validasyonu yapilmistir. Ayrica gelistirilen yontemin Olglim  belirsizligi
hesaplanmigtir. Bu yontem kullanilarak Tiirkiye'de marketlerde satilan bebek ve

cocuk gidalarindan alinan 6rnekler iizerinde patulin’in tayini yapilmigtir.
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ABSTRACT

As an indicator of product quality and the highly toxic effects of patulin and 5-HMF
(hydroxymethylfurfural) 's determination in foods for infants and children to a fast,
reliable, sensitive, and effective method was developed. In this study, the optimum
separation conditions (percentage of organic solvent, pH, temperature and so on.)
were determined. The developed method was validated according to ICH guidelines.
Furthermore, the developed method of uncertainty was calculated. By using this
method, patulin and HMF were determined on the samples from infants and children

feedstocks which sold in market in Turkey.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiv

Bu caligmada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalar ile birlikte

asagida sunulmustur.
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1. GIRIS

Insan sagligin1 olumlu veya olumsuz sekilde etkileyebilecegi diisiiniilen bir¢ok
maddenin tespiti ve tayini her gegen giin dnem kazanmaktadir. Eser diizeylerde
bircok maddenin tayini gelisen teknoloji ile son zamanlarda basar1 ile
yapilabilmektedir. Besin degerleri agisindan olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan
meyveler ise giinliikk yasamin vazgecilmez gidalaridir. Bazi meyve ve sebzelerde
bulunabilen kahverengi ¢iiriikklerin varligi kif olusumunun bir gostergesi olup
gidalarda istenmeyen bir durumdur. Ozellikle Penicillium expansum tiirii
organizmalar tarafindan iretilen patulinin ve karbon icerikli gidalarda bulunan
Hidroksimetil fulfural’in analizi her gecen giin dnem kazanmaktadir (Yilmazer,

2002; Varlova, 2006).

Patulin elmada, hububatta, ekmekte, peynirde, armut, kayisi, seftali ve iizimde de
bulunabilir (Moake, 2005). Patulinin suda ¢oziinme oOzelligi ve 1siya Kkarsi
direngliligi patuline elma suyu ve konsantresi iretiminde ayr1 bir Onem
kazandirmistir. Elma suyu ve konsantresine islenecek elmalarin ¢iiriikk kisimlarinin
uzaklastirilmasi, son iirlinli patulin agisindan giivenli kilmaktadir. Elma suyu ve
konsantresi isleyen fabrikalarda elma suyuna gecgen patulinin uzaklastirilmasinda
aktif komiir yaygin sekilde kullanilmaktadir. Aktif komiir disinda elma suyuna
askorbik asit ve/veya sorbatlar, siilfidril bilesikleri veya ¢esitli gida katki maddeleri
(tar¢in yagi, potasyum sorbat vb.) ilavesi ile diisiik dozda radyasyon ve modifiye
atmosfer uygulamasi patulinin azaltilmasinda etkili olmaktadir. Ancak lahana, turp,
kereviz ve sogan gibi sebzeler, portakal ve portakal suyunda patulin

sentezlenememekte veya kararl halde kalamamaktadir.

Belirtilen firtinlerde patulinin sentezlenememesi veya kararli halde kalamamasinin
meyve ve sebzelerin bilesimi ile yakindan iligkili oldugu ve bu {iriinlerde bulunan -
SH gruplarinin patulin sentezini etkiledigi veya kararliligini bozdugu ileri
stirilmektedir. Sucuk, salam gibi et iiriinlerinde olusan patulinin bir siire sonra

kararliligin1 kaybetmesi de ayn1 nedene baglanmaktadir (Kadakal,1999).



Patulin (4-hidroksi- 4H- furol [3,2-c] piran—2(6H)-1) bir mikotoksindir (Sekil 1.1).
Mikotoksinler gidalarda istenmeyen cliriik¢iil mantarlarin ikincil {irtiniidiir.
Penicillium expansum, P.leucopus, P.patulum, P.calavrforme, P.melinii,

P.equinum, P.roeforti gibi tiirler patulin tiretmektedir (Woller,1986).

OH

O e
=0

O

Sekil 1.1. Patulinin kimyasal yapisi

Hidroksimetilfulfural, (HMF, 5 hidroksimetil,2 furaldehid) ise karbonhidrat iceren
birgok gida da mevcut olan, patulinde oldugu gibi tiriiniiniin kalitesini diisiiriicii
etkisi olan bir maddedir. (Sekil 1.2) Bu halkali aldehit asidik ortamda dehidrasyon

sonucu, Maillard reaksiyonu veya karamalizasyon sonucu olusur (Varlova, 2006).

Ho/\mo

Sekil 1.2. HMF nin Kimyasal Yapisi

Patulinin etki mekanizmasini agiklayabilmek i¢in, biyolojik etkisi ile fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri arasinda iligkiler kurulur. Bunun i¢in de patulinin alinmasindan
atilmina kadar gegen siire i¢cinde ne gibi kimyasal olaylarin meydana geldigini
bilmek ¢ok onemlidir. Molekiiliin etkilesmeye yonelik 6zelliklerini, fizikokimyasal

parametreler belirler.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/49/Hydroxymethylfurfural.png

Patulin, bazik hidroksi (-OH) grubu igerir, bu yiizden pK degerleri yaklagik 11

civarindadir. Patulin ve HMF’nin pK, degerleri tautomeric hesaplamalar ile

yapilmustir; pK; (Patulin) = 11,052; pK,; (HMF) = 12,821 (Anonim, 2002).

Patulin, onceleri antibiyotik olarak insanlar {izerinde kullanilmistir. Gram (+) ve
gram (-) bakterilerin gelisimini inhibe etmektedir, ancak daha sonralar1 viicutta
0dem, gozde irritasyon ve kan basincini diistiriicii etkileri saptanmistir. Kanserojen,
mutagen ve teratojen 6zellikleri tespit edilen patulinin toksik oldugu belirlenmistir
(Yilmazer, 2002). Bundan dolay1 Diinya Gida ve Tarim Organizasyonu ve Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan bebek ve ¢ocuklar i¢in maksimum giinliik alim miktarmin
(PMTDI) 0,4 mg/kg viicut agirligi/giin olarak belirlenmistir (Gékmen ve ark.,
2005).

Bir iirinde HMF'nin var olmasi 1s1l islemde fazla 1s1 harcanmasi veya uzun siire
saklamay1 zorlastirici etkisi sonucunu ortaya koyar. Patulinde oldugu gibi HMF'nin
sitotoksik, genotoksik ve kanserojen etkileri oldugu goriisleri mevcuttur. Amerika
Halk Sagligi Servisi, Uluslararas1 Zehir Programinda (U.S. Public Health Servis,
National Toxicology Program) zehirsel calismalar listesine alinmistir (Varlova,
2006).

Patulin miktari iirtinlerde tirtiniin kalitesini belirlemektedir. Patulin miktarinin kabul
edilebilen smirlar1 10-50 ppb diizeyindedir. Bir¢ok Avrupa Birligi iilkesi ve
tilkemizde meyve suyu ve diger meyve lirlinlerinde patulin diizeyini en fazla 50 ppb
olarak belirlemislerdir. Bu deger, Diinya Saglik Orgiiti (WHO)niin belirlemis
oldugu tolerans limiti olup, bu limitin iizerinde patulin igeren lriinlerin satisi

yasaklanmistir (Anonim, 2006) .



Tiirk gida kodeksinin gida maddelerindeki bulasanlarin maksimum limitleri hakkinda
tebliginde ise, meyve sulari, meyve suyu konsantresi ve meyve nektarlari ile distile
alkollii i¢kiler, elma sarabi ile elmadan iiretilen veya elma suyu iceren diger fermente
ickilerde maksimum patulin miktar1 50 ppb iken, kat1 haldeki elma iiriinlerinde (elma
kompostosu ve dogrudan tiiketime sunulan elma piiresi dahil) 25 ppb, bebek ve
kii¢iik cocuklar icin iiretilen ve bu amagla satisa sunulan/etiketlenen elma suyunda,
kat1 haldeki elma iiriinlerinde (elma kompostosu ve elma piiresi dahil) ve tahil bazl
olmayan ek gidalarda 10 ppb olarak belirlenmistir (Gida Maddelerindeki
Bulasanlarin Maksimum Limitleri Hakkinda Teblig, 2009). Bunun yaninda HMF'nin
bal i¢in Kodeks Alimentarus da izin verilen maksimum miktar1 40 mg/kg, elma
sularinda 50 mg/kg'dir. Ayrica Uluslararast Meyve Suyu Ureticileri Konfederasyonu
(The International Federation of Fruit Juice Processors (IFFJP)) meyve sularina 5-10

mg/L, meyve konsantrelerinde 25 mg/L olarak belirlemislerdir (Elvira, 2009).

Bu calismamizda kat1 faz oziitleme yontemi ve sivi sivi Oziitleme yontemi ile
YPSK teknigi kullanilarak patulin tayini i¢in metot optimizasyonu yapilmis, metod
gelistirilmesi ve validasyonu yapilarak Tiirkiye'de satilan meyve 6zii esash bebek

gidalari lizerinde uygulamalar gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin  birbirinden ayrilmasini
gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildigr yontemlerin
genel adidir. Bu yontemlerde calisma diizenegi temel olarak iki bilesenden olusur.
Bu bilesenlere sabit faz (stationary phase) ve hareketli faz ya da mobil faz (mobile
phase) adi verilir. Mobil fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu
maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki farkli
bilesenler icin farkli miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru,
farkli hizlarda ilerledikleri i¢in, birbirinden ayrilmis vaziyette sabit fazi farkh

zamanlarda terk ederler.

Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri uygun bir bigimde Slg¢iiliir ve
zamana kars1 y-ekseninde isaretlenerek ‘“kromatogram” denilen grafikler elde edilir
(Sekil 2.1). Sivi-stvi dagilim (partisyon) kromatografisinde ¢oziinmiis maddenin
ayirimi sivi kromatografik teknikler i¢inde ters faz sivi kromatografisi en yaygin
kullanilanidir. Sabit faz polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha diisiiktiir. Bu
kromatografi tiirli, apolar sabit fazda tutunmalar1 farkli olan tiirlerin ayiriminda
kullanilir. Kimyasal olarak bagh alkil zincirlerinin sabit faz olarak kullanildig: ters
faz sivi kromatografisinde, ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesil
silan) en fazla kullanilan sabit fazdir. Ayrica C8 ve daha kisa alkil zincirleri,
siklohekzil ve fenil baglanmis sabit fazlar da kullanilmaktadir. Ters faz
kromatografisinde hareketli fazlar genellikle su veya sulu tampon ¢ozeltileri ile suyla

karigabilen organik ¢6ziicii karisimlarindan olugsmaktadir.

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden
daha yiiksektir. Sabit faz genellikle silika veya aliimina, kullanilan hareketli fazlar ise
hekzan, metilen kloriir, kloroform, dietil eter ve bunlarin karigimidir. Silika jelin
izerine kimyasal baglarla —CN, -NO, veya —NH, gibi polar fonksiyonel gruplar
baglanarak farkli normal fazlar elde edilir. Normal faz aymrimlarinda polaritesi
yiiksek olan maddeler, polar olan sabit faz ile daha fazla etkilesmekte, buna baglh

olarak kolonu daha geg¢ terk etmektedir.



Yiiksek performans sivi kromatografisi (YPSK)’nin diger kromatografi tiirlerinden

istlinliikleri sunlardir:

» YPSK kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.
» Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik daha
yiiksektir.

» Nitel ve nicel analiz amaglari i¢in kullanilabilir.

A\

Analiz siiresi oldukca kisadir.
» Duyarlik cok yiiksektir. 10 pg lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron

yakalama detektorleri kullanilarak tayin edilebilir.

llag analizlerinde genel olarak ters faz sivi kromatografisi normal faz sivi
kromatografisine gore tercih edilir. Bunun nedeni ilaglarin genellikle daha apolar
yapida olmalari, ters faz sivi kromatografisinin uygulamasinin ve sistem kontroliiniin
daha kolay olmasi, hareketli faz bilesiminde kullanilan organik ¢oziiciilerin daha

ucuz olmasi ve sulu tampon ¢oézeltilerinin oraninin yiiksek tutulmasidir.

2.1.  Siv1 Kromatografi Cihazlar

Modern sivi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 2
ile 10 um arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun siv1 akis hizlar1 elde edebilmek
icin, ylizlerce atm’ lik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiiksek basing¢larin bir
sonucu olarak YPSK i¢in gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate
alindiginda, daha ince is¢ilik gerektirir ve sonugta daha pahalidir. Resim 2.1°de tipik
bir yiiksek performanslt sivi kromatografi cihazinin gesitli kisimlar1 sematik olarak

gosterilmistir.
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Resim 2.1. Deneylerde kullanilan YPSK cihazi ve genel goriintimii

2.1.1.Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Sistemleri

Modern bir YPSK cihazi, bir veya daha ¢ok cam veya paslanmaz c¢elikten yapilmis
hazne igermektedir. Bu hazneler ¢ogu zaman, ¢Oziicii haznelerde bulunabilecek
tozlar1 ve kolonda ve detektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan
¢Oziinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla
donatilmistir. Bu ¢oziinmiis gazlar kolonda kabarciklar olusturarak pik
genislemesine; ayrica, ¢ogu zaman gerek gaz kabarciklar1 gerekse tozlar, detektorle
girisim yaparak performansinda azalmaya sebep olurlar. Cogunlukla bu sistemler,
¢oziicii i¢inde bulunabilecek toz ve partikiil halindeki maddelerin pompaya veya
enjeksiyon sistemine zarar vermemesi veya kolonu tikamamasi igin, toz ve partikiil
maddeleri siizmeye yarayan bir siizme diizenegi de igerirler. Coziicliyli hazneye
doldurmadan 6nce uygulanacak diger bir yol, ¢oziiciiyli, vakum altinda bir milipor
slizgecten slizmektedir. Bu uygulama, siispansiyon halindeki maddeleri

uzaklastirmanin yani sira gazlart da giderir.

Sabit bilesimdeki tek bir ¢oziicii kullanilarak yapilan bir ayirma izokratik eliisyon
olarak adlandirilir. Polarliklart birbirinden farkli iki (veya bazen daha fazla) ¢oziicii
sistemlerinin kullanildig1 teknige gradient eliisyon adi verilir. Bu teknikte iki

¢oziiciiniin oran1 dnceden programlanmis olarak bazen siirekli bazen de kademeli bir



sekilde degistirilir. Eliisyon bagladiktan sonra belli bir programa goére, bazen siirekli
olarak, bazen de bir seri basamaklar seklinde ¢oziiciilerin oran1 degistirilir. Modern
YPSK cihazlar, c¢oziiciilerin hacimsel oran1 zamanla dogrusal olarak veya iistel
olarak degistirilebilecek sekilde, iki veya daha fazla hazneden aldig1 ¢oziiciileri bir
karistirma odasinda siirekli olarak degisen oranlarda bir araya getiren sistemlerle
donatilmistir. Izokratik eliisyon ile ayrilamayan maddeler, gradient eliisyonla
ayrilabilmekte, farkli kapasite faktoriine sahip madde karisimlarimin alikonma

zamanlar1 kisaltilabilmektedir.

2.1.2. Pompa

Bir YPSK sisteminde pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca akisin
saglamaktir. Sistemde kullanilan pompalar sabit hacim pompalar1 ve sabit basing
pompalart olmak iizere iki ana baglikta toplanabilir. Caligma farkliligina bagh olarak
ise; pistonlu pompalar, siringa pompalar ve pndmatik pompalar olmak {izere iice

ayrilirlar.

2.1.3. Enjektor

YPSK analizlerinde dl¢tiimlerin kesinligini belirleyen faktdr, numunenin kolon dolgu
maddesine gonderilmesinin  tekrarlanabilirligidir.  Asir1  numune yiiklenmis
kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu yiizden kullanilan hacim
cok kiiclik olmalidir ve sistemin basincini diistirmeden numunenin sisteme girisinin
saglanmas1 gereklidir. Temel olarak, el ile (maniiel) ve otomatik olmak iizere iki tip

enjektor vardir.

2.1.4. Kolon

S1v1 kromatografi kolonlart bir YPSK cihazinin en 6nemli pargasidir ve genellikle
paslanmaz celikten imal edilir. Pek cok iiretici tarafindan iiretilen analitik kolonlar 2-
5 mm i¢ c¢apli, 5-30 cm boyundadir. Tanecik ¢aplar1 ise 2-10 pum arasinda
degismektedir. Bu tip kolonlarin 1 metresinde 40000-60000 kadar tabaka bulunur.



Son yillarda uzunlugu 3-7,5 cm ve i¢ ¢ap1 1-4,6 mm olan yiiksek performansli mikro
kolonlar da imal edilmeye baslanmistir. Bu kolonlarin dolgu maddelerin pargacik
boyutlar1 2-5 um ve tabaka sayis1 10000 tabaka/m'ye kadar c¢ikmaktadir. Bu
mikrokolonlar ile ¢ok az miktarda ¢oziici ile hizli bir sekilde ayirma
yapabilmektedir. Sivi kromatografisinde kullanilan ¢oziiciilerin safliklar1 yiliksek
olmasindan dolay1 pahalidir. Coziiciiler kullanildiktan sonra atildigi i¢in mikrokolon
kullanimi ¢ok O6nemli bir istiinliiktiir. 15 saniye gibi ¢ok kisa bir zamanda sekiz

farkli madde birbirinden ayrilabilmektedir.

Kolon dolgu maddeleri, film dolgular ve gézenekli dolgular olmak iizere iki tiptir.
Film dolgular, go6zenekli olmayan cam veya polimer tanelerinden olusur.
Yiizeylerine gozenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirici regineden olusan
ince bir gozenekli film kaplanmistir. Gozenekli dolgular, silika, aliimina ve iyon
degistirici recineden yapilir. Stvi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu
maddeleri silisyum dioksittir. Mikrondan daha kiiciik boyutlardaki silisyum dioksit
parcaciklarinin aglomerasyonuyla, daha biiyilkk ve yaklasik ayni boyutlarda
pargaciklar elde edilir. Hazirlanan, pargaciklarin yiizeyi, genellikle bu yiizeye fiziksel
veya kimyasal baglarla baglanmis ince bir organik filmle kaplanir. Silika temelli
bagl fazlar, yiizeyde bulunan silanol gruplarimin organosilanlarla reaksiyonlari
sonucu elde edilir. En ¢ok kullanilan, klorodimetilsilanlarin yiizey silanol gruplari ile
reaksiyonudur. Ters faz sivi kromatografisi i¢in kullanilan cesitli alkil ve substitiie
alkil silikalar bu yolla elde edilir. Aliimina pargaciklari, gézenekli polimer
parcaciklart  ve iyon degistirici regineler de dolgu maddesi olarak
kullanilabilmektedir. Anyonlar1 ve katyonlar1 tutan iyon reginelerin dolgu maddesi
olarak kullanilmasi halinde, numunede iyon halinde bulunan tiirler birbirinden
ayrilir. Iyonlarin bu recinelere olan ilgilerine etki eden faktdrler, iyonun yiikii,
iyonun bilytlikligl, pH, iyon siddeti, kullanilan reginelerin gozenek biiyiikliigi,
¢oziicii cinsi, ¢oziicii derisimi ve caligma sicakligidir. Kullanilan iyon degistirici
recineler dogrudan kolona doldurulabilen kati recineler olabilecegi gibi, bir kati
ylizeyine kaplanmis sivi recineler de olabilir. Katyon degistirici reginelerin ortak

ozelligi, kuvvetli bir asit olan siilfonik asit gruplar ile zayif bir asit olan karboksilik
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asit gruplarini icermeleridir. Anyon degistirici recineler ise, kuvvetli baz olan

kuaterner amin gruplari ile zayif baz olan primer amin gruplari igerirler.

Stv1 kromatografisinde kolon verimliligi, bir bilesigin kolondan gecisi sirasinda
meydana gelen bant genisliginin derecesi tarafindan etkilenir. Bant genislemesi ve
dolayisiyla kolon verimliliginin kayb1, ¢6ziinen bilesenlerin kolondan asagiya gogleri
sirasinda yer alan cok sayida kiitle-aktarim islemlerinin sonucudur. Bu hizlar

etkileyen bazi degiskenler kontrol edilebilir ve ayirmalar i¢in kullanilabilir.

Kolon Verimliligine Etkiyen Degigkenler;

Hareketli fazin dogrusal hizi,
Hareketli fazda difiizyon katsayisi,
Durgun fazda diflizyon katsayist,
Kapasite faktorii,

Dolgu parcacik capi,

YV V V V V V¥V

Durgun fazda sivi kaplamanin kalinligidir.

2.1.5. Dedektorler

Dedektor yiiksek basingli sivi kromatografisinde, cihazin en 6nemli kisimlarindan
birini olusturur. Kolondan ¢ikan maddelerin derisimi kolon c¢ikisina yerlestirilen
uygun bir dedektor ile Olgiiliir. Dedektor se¢imi dogru ve hassas bir analiz
yapabilmek i¢in son derece onemlidir. Genellikle tek dedektor sistemi kullanilmakla
beraber, birden fazla dedektdr sisteminin yer aldigi cihazlar da mevcuttur. Bir

dedektorde bulunmasi gerekli 6nemli karakteristikler;

Duyarlilik,
Genis bir dogrusal ¢alisma araligi,
Iyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik,

Universal ve akis hizindan bagimsiz kiiciik cevap zaman,

vV V V V V

Dogru cevap, kosullarin degisiminden etkilenmeme,
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» Numuneyi tahrip etmeme,
» Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacim,

» Ucuzluk ve kolay kullanimdir.

Genel olarak dedektorler iki grup altinda toplanirlar. Bunlar maddeye yonelik

dedektorler ve ¢ozeltiye yonelik dedektorlerdir.

Maddeye Yonelik Dedektorler: Hareketli faz igindeki maddenin 6zelliklerini tayin

ederler ve en yaygin kullanilan tiirleri agagida verilmistir:

1. Fotometrik dedektorler (UV/GB, Floresans, Dizi diyot, Infrared),
2. Elektrokimyasal dedektorler,

3. Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri,

4. Radyoaktivite dedektorleri,

5. Kiitle spektrometreleri.

Cozeltiye Yonelik Dedektorler:

Omek o6zelliklerinin dlgiilmesine yonelik dedektdrlerdir ve asagidaki sekilde

siniflandirilabilir:

1. Refraktif indeks dedektorleri
2. Dielektrik sabiti dedektorleri
3. fletkenlik dedektorleri
4. Yogunluk dedektorleri

Bu ¢alismada UV/Goriiniir Bolge (DAD) dedektorii kullanildigindan, sadece bu
dedektorden bahsedilecektir.
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2.1.5.1. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Detektorii

Absorbans Olcen detektorler olup YPSK’da kullanilan detektorlerin yaklasik %
60’11 olusturmaktadirlar. Lambert-Beer yasasi gecerlidir. Spektrum taramasi
yapmak, farkli dalga boyunda caligmak veya dalga boyunu zamana karsi
programlamak miimkiindiir. Hareketli faz, UV/VIS fotometre ya da
spektrofotometrenin bulundugu Z seklindeki kiiclik bir akis hiicresinden gegirilir.
Kolon dig1 bant genislemesini en aza indirmek i¢in, bu gibi hiicrelerin hacimleri
miimkiin oldugunca diisiik tutulmaktadir. Hacimler, 1-10 puL ve hiicre uzunlugu 2-10
mm arasinda sinirlandirilmistir. Bu tip hiicreler, yaklagik 600 psi’den biiyiik
basinglarda ¢alismazlar. Bunun sonucu olarak, bir basing diisiirme diizenegi

genellikle gereklidir.

Hiicreden gegen analit, bir miktar UV 1sinim1 absorblar ve dedektor tarafindan bu
absorbsiyona bagli olarak bir sinyal olusturulur Bu sinyal, analit derisimi ile
orantihidir. Tek bir dalga boyunda ¢alisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir
monokromator ile gesitli dalga boylarini segerek calisan dedektorler de vardir. Tek
dalga boyunda calisan dedektorlerde 151k kaynagi olarak genellikle 254 nm’ de 1s1ma
yapan Hg lambasi, cesitli dalga boylarini 6lgebilen detektorler de ise doteryum
lambasi1 kullanilir. Dalga boyunun her bir bilesene gore ayarlanabilmesi nedeni ile
segimli bir dedektor tirli olan UV-goriiniir bolge detektor sisteminde segilen
¢oziiclilerin UV-isinlarim1 absorbladigi dalga boylarina dikkat edilmeli ve secilen
calisma dalga boyu ¢d6ziiciiniin absorbsiyon yaptigi dalga boyu degerinden yiiksek
olmalidir. Bu durum ozellikle diisiik dalga boylarinda absorpsiyon yapan Ornekler
icin son derece onemlidir (CH3OH 205 nm, CH3CN 190 nm, v.b.). Ayrica elue
edicinin pH degerinin UV-goriiniir bolge spektrumunu etkileyecegi de gz oniinde
bulundurulmalidir. En giiglii ultraviyole spektrofotometrik dedektérler diyod-serili
cihazlardir. Bu cihazlar, spektrumun tamam igin gerekli olan verileri yaklasik bir
saniyede toplayabilmektedir. Boylece, her bir kromatografik pik i¢in spektral veriler,
analit kolondan ¢ikarken toplanip saklanabilir. Tiirlerin teshisine ve kantitatif tayin
igin sartlarin se¢imine yardimci olan bu spektrum sekli, ii¢ boyutlu grafik olarak

verilebilmektedir.
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Ideal UV dedektoriin karakteristikleri sunlardir:

- Orneklerin UV- goriiniir bolgede absorbsiyon yapmasi gerekir.
- Hareketli faz akis hiz1 ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.
- Band genisletme etkisi kiictiktiir.

- Cok giivenilirdir.

- Ornek ¢ozeltiyi bozmaz.

2.1.6. Kaydedici

Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanildig1 sistemlerde hareketli faz akis hizi,
enjektor, kolon firini, 6rnek alma sistemi, dedektor ve veri kaydi sistemi merkezi bir
veri kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikroiglemciler ve bilgisayarlarin
kullanilmas1 kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta, sistem validasyon

parametrelerinde daha dogru degerler elde edilmesine olanak saglamaktadir.

2.2. Kromatografide Temel Parametreler

Bir kromatografik sisteminde verilerin yorumlanmasinda esas alinan kromatogramdir.
Kromatogram; tayini yapilan 6rnegin her bir bileseni i¢in belirli zamanlarda derisim
degerine kars1 elde edilen cevabin uygun bir detektor ile saptanmasiyla elde edilmis
pikleri gosteren grafiktir. Sekil 2.1” de iki bilesenli bir drnege ait kromatogram ve

kromatografik gosterimler belirtilmistir.
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tr ~
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mA Alan (numune miktari)
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Enjeksiyon zaman

Sekil 2.1. Sivi kromatografide bir kromatogram

Bir kromatogramin yorumlanmasinda kullanilan baslica parametreler sunlardir;

1. Alikonma zamani, tg
2. Kapasite faktorii, k

3. Segicilik, a

4. Etkin tabaka sayis1, N

5. Ayirma giicti, R

2.2.1. Alikonma Zamani ve Kapasite Faktorii

Kromatografide bir pik, alikonma zamani, tr, ile tamimlanir. Kromatografik
karsilagtirmalarda alikonma zamani yerine kapasite faktoriinden, k, yararlanilir.

Kapasite faktorii, asagidaki baginti ile hesaplanir.

(2.1)
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Burada tg bilesene, t,, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma zamanlaridir. K
degerinin biiyiik olusu, bilesenin sabit fazda 1yi tutuldugu icin kolon boyunca yavas
ilerledigini; k degerinin kiigiik olmasi, bilesenin mobil faza ilgisinin fazla olmasindan
dolay1 kolon boyunca hizli ilerledigini gosterir. YPSK ayirmalarinda k, miimkiin
oldugunca 1-10 arasinda tutulmalidir. k ¢ok kiiciikse, bilesik, ¢oziicii pikinden
ayrilamaz; kK ¢ok biiylirse ayirma islemi ¢ok zaman alir. kK degerlerinin bu aralikta

olmasi, mobil faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesi ile saglanir.

Kapasite faktorii uygulanan yonteme, her maddenin kendi fiziksel ve kimyasal
yapisina bagl olarak farkliliklar gosterir ve 0Ozgiil bir degerdir. Kromatografik
parametrelerin optimizasyonunda dikkat edilmesi gereken en 6nemli parametrelerden
biridir.

2.2.2. Secicilik, o

Segicilik, esas olarak kullanilan sabit fazin 6zelligine bagl olarak degisiklik gosterse
de hareketli faz bilesimi de, seciciligi kismen etkileyen faktorlerden biridir.
Seciciligin matematiksel ifadesi Esitlik 2.2° de gosterilmistir. Burada kolonda daha
uzun siire tutunan maddeye ait kapasite faktoriiniin kolonda daha kisa siire tutunan
maddeye ait kapasite faktoriine oranlanmasi ile hesaplanir. Bu tanima gore segicilik

daima 1’den biiytiktir.

k
a=-2=— (2.2)
k _
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2.2.3. Teorik Tabaka Sayisi (N)

Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve
piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir. N’nin sayisal degeri, analizi yapilan
maddenin cinsine bagl oldugu gibi, deney kosullarina 6rnegin, akis hizi, sicaklik,
kolon kalitesi, dolumun tek bi¢imliligi gibi ¢esitli faktorlere de baglidir. Tavsiye
edilen deger N > 2000 dir.

Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki bagint1 ile belirlenir.

N= 5,54[ ' ] (2.3)

0,5

Burada;

N : Teorik tabaka sayisi

tr : Bilesene ait alikonma zamani

W5 : Pikin yar1 yiiksekligindeki pik genisligi
dir.

2.2.4. Ayirma Giicii, R

Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢oziicii etkinliginin ortak etkisi ayirma
giicii (rezoliisyon) kavramiyla ifade edilir. Ayirma giicliniin hesaplanmasinda,
kapasite faktorii, tabaka sayis1 ve se¢icilik kullanilmaktadir. Birbirini takip eden iki
pik icin R degeri 1,5 iken tam ayirim olmakta, R = 1,325 iken maddelerden biri
digeri i¢ine % 0,3 oraninda girmis durumda, R = 1 iken, maddelerden biri digeri igine
% 4 oraninda girmis durumda, ve R= 0,75’de ayirim olmamaktadir (Sekil 2.2).

Ayirma giicli i¢in gelistirilen baginti, asagida verilmistir.
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R = 1,18xﬁ (2.4)
WO,S + WPO,S

Burada;

RS : Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii,

tl : Birinci pikin alikonma zamant, s,

t2  : lkinci pikin alikonma zamany, s,

WO0,5 : Birinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligi,

WPO0,5 : Ikinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligidir.

Sinyal N
Rg=0.50 Rg=0.75

Rg=1.00 Rg=1.50

Zaman

Sekil 2.2. Ayirma giicii (Rs) degerinin piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi

Purnell (1960), birbirini takip eden iki pik i¢in, pik genisliklerini esit kabul ederek
ikinci pikin kapasite faktoriinlin alinmasi gerektigini vurgulamistir. Bu yaklasima

gore ayirma giiciiniin hesaplanmasinda kullanilan esitlik asagida verilmistir.

Rs = (1/4)JN [(a-1)/ o] [ko/ (1+ky)] (2.5)

Sistem etkinligi  Segcicilik faktori Alikonma
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Burada;

Rs : Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii,
VN : Etkin tabaka saysi,

o : Secicilik faktorii,

k  : Kapasite faktori’diir.

Said (1964), ayirma giiciiniin hesaplanmasinda birbirini takip eden ilk veya ikinci
pikin kapasite faktoriiniin hesaplamalarda kullanilmasinin yerine ortalamasinin
alimmasinin daha uygun olacagini oOnermistir. Bu durumda esitlik 2.5 soyle

yazilabilir:

Rs=(1/2) JN [(o-1) / (a+1)] [Kort/ (1+Kort)] (2.6)

Kromatogramda kritik pik ciftleri arasindaki mesafenin kiigiik olmasi, hesaplanan

ayirma giiciiniin gergek degere olan yakinligini arttirmaktadir.

Secicilik ve sistem etkinliginin ayirma giiclinii 1-1,5 araliginda degistirmesi i¢in

gerekli degerler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Secicilik ve sistem etkinliginin ayirma giiciinii 1-1,5 araliginda
degistirmesi i¢in gerekli degerler

Ayirma Giicii Sistem etkinligi Secicilik faktorii
1 10,00 1,04
15 10,00 1,06

15 22,50 1,04
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2.3. Ters Faz Sivi Kromatografide pH ve Secicilik

Ters faz sivi kromatografi metoduyla analizi yapilan maddelerin ¢ogu, karboksilik
asit, siilfonik asit veya amino gruplar1 gibi, iyonlasabilen gruplara sahiptir.
Maddelerin alikonma zamani, biiyiik 6l¢iide fonksiyonel gruplarin iyonlagmasina
baghidir. Ayni analitin iyonlasmis ve ndtral seklinin alikonma zamani arasinda
yaklasik 30 kat farklilik olabilmektedir. Iyonlasma derecesi mobil fazin pH’siyla
belirlenir. Eger iyi bir kromatografik segicilik ve tekrarlanabilir alikonma isteniyorsa,
iyonlagma derecesini etkileyen faktorleri anlamak gereklidir. Bu faktorlerden en

Oonemlilerine asagida deginilmistir.

2.3.1. iyonlasma ve pH

Iyonlasan analitlerin alikonmasi1 iyonlasma derecesine baghidir. Ters faz sivi
kromatografide, analitin iyonlasmamis tiirli, iyonlagsmis tiirinden daha yiiksek
alikonma zamanina sahiptir. Eger analit birden fazla iyonlagsma basamagina sahipse;
daha yiiksek iyonlagsma derecesi basamaginda, daha diigiik alikonma zamani gosterir.
Analitin iyonlasma derecesi, ¢ozeltinin pH’sina ve iyonlasma basamaklarindaki pK
degerine baghdir. Ters faz sivi kromatografide iyonlagmis tiir daima diisiik alikonma
zamanina sahiptir. Bu yiizden, bazik tiirler i¢in, asidik ortamda, asidik tiirler i¢in ise
bazik ortamda alikonma en diisiliktiir. Diger yandan, yiliksek alikonma zamani analit
notral formdayken de gozlenir. Analitlerin kapasite faktorleri ve iyonlagma dereceleri

arasindaki baginti,

k = ko+ki.d /1+d (2.7)

olarak verilmektedir. Burada k, analitin kapasite faktorii, k, ve k; protonlanmis ve

notral formun kapasite faktoriidiir. d ise deprotonasyon derecesini ifade eder,
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d = 10°PHPK (2.8)

olarak ifade edilir. Bu esitlikte pH, mobil fazin pH degeri ve pK, bilesigin iyonlasma
basamigina ait pK degeridir. ki degerlikli bilesikler igin esitlik benzer sekilde

yazilabilir. Asit, baz veya zwitter iyon i¢in esitlik,

k= (ko + Kki.dg + kz.dl.dz) / (1+d1+d1.d2) (29)

olarak yazilabilir. Calisilan bilesiklerin mobil fazdaki pK degerlerinin dogru olarak
bilinmesi, alitkonmanin belirlenmesi agisindan olduk¢a énemlidir. Bilesigin pK’sinin
+ 2 pH biriminde, yap1 yaklasik % 99 iyonlagsmis veya molekiiler formdadir. Bu pH
araliginin disinda alikonma pH degisimi ile fazla degismez. Bundan dolay1 pH

kontrolii tekrarlanabilir alikonma zamanlarinin elde edilmesinde oldukg¢a 6nemlidir.

2.3.2. Mobil Faz ve pH

Sekil 2.3°’de mobil faz pH’st ile alikonmanin degisimi gosterilmektedir.
Tekrarlanabilir pH degerleri i¢in tampon ¢ozeltiler tercihli olarak kullanilmaktadir.
Cizelge 2.2’ de ters faz s1v1 kromatografisinde kullanilan tamponlar, pK degerleriyle

birlikte verilmistir.

Asialikc
10 —
Bazik
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Sekil 2.3. Mobil faz pH’ s1 ile asidik, bazik ve zwitter tiirlerin alikonma faktorlerinin degigimi



Cizelge 2.2. Ters-faz sivi kromatografisinde kullanilan tamponlar

Tampon pK Tampon arali1 uv (nm)
TFA? 0,5 1,5’e kadar 210 nm (% 0,05 v/v)
Fosforik asit 2,1 1.1-31 <200 nm (10 mM)
Mono/dihidrojen .2 6.2-82
<200 nm (10 mM)
fosfat 123 113-133
Formik asit? 3,8 2,8-4,8 210 nm (10mM)
Asetik asit? 48 3,8-5,8 210 nm (10mM)
3,1 2,1-41
Sitrat 47 3,7-5,7 230 nm (10mM)
54 4,4-6,4
Trisamino metan
8,1 7,191 205 nm (10mM.)
(TRIS)
Borat 9.2 8,2-10,2 <200 nm (10 mM)
Dimetilamin 10.7 9,7-11,7 <200 nm (10 mM)
Trietilamin 10.8 9,8-11,8 <200 nm (10 mM)
Amonyum hidroksit® 9,3 8,3-10,3 <200 nm (10 mM)
Pirolidin 11,3 10,3-12,3 <205 nm (10 mM)
N-Metil pirolidin 10,3 9,3-11,3 <205 nm (10 mM)
Piperidin 11,1 10,1-12,1 <205 nm (10 mM)
48 3,8-5,8 (asetat) 8,3-10,3
Amonyum asetat® 9,3 (amonyum) 210 nm (10 mM)
6.4 5,4-7,4 (karbonat,1)
Amonyum 10,3 9,3-11,3 (karbonat,2)
. a <200 nm (10 mM)
bikarbonat 9.3 8.3-10.3 (amonyum)

# ugucu tamponlar LC-MS ¢alismalarinda kullamilabilir.

21
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YPSK de kullanilan tamponlarin literatiirlerde verilen pK degerleri, ¢ogunlukla
sudaki degerlerdir. Ters faz sivi kromatografisinde analiz edilmek istenen analitlerin
pK degerleri ve ortamin pH’1, organik ¢oziicii ilave edilmesi ile degisir. Genellikle
organik ¢oziicii ilavesiyle asitlerin pK degerleri artarken, bazlarin azalir. Yalniz
unutulmamalidir ki tampon kapasitesi, ortama ilave edilen organik ¢o6ziicli ile
degismez. Bu ylizden etkin bir ayirim i¢in tampon kapasitesi yiiksek bir tampon ve

derisim aralig1 secmek 6nemlidir

Cesitli tamponlarin metanol-su ve asetonitril-su ikili karisimlarinda pK degerlerinin
degisimi incelendiginde asitlerden olusan tamponlarin pK degerlerinin organik
¢Oziicl artist ile arttig1 goriilmiistiir. Bazlardan olusan tamponlarin pK degerleri ise
genis bir ¢oziicii derigimi aralifinda asidik bolgeye kaymaktadir. Organik ¢oziicii

ilavesi asitlerin ve bazlarin zayiflamasina neden olmaktadir (Sanli, 2007).

2.4. Sivi Kromatografide Mobil Faz Optimizasyonu

Sivi kromatografik bir yontemin gelistirilmesinde iizerinde durulacak en onemli
husus, yeterli ayirmaya ulasildiginin belirlenmesidir. Yiiksek performans sivi
kromatografide ayirmanin optimizasyonu, seciciligin maksimum hale getirilmesini
gerektirir. Kromatografik sistemin segiciligi, kromatografik sistemde ¢ziinen, mobil
faz bilesenleri ve durgun faz arasindaki biitiin etkilesimleri yansitir. Bu etkilesimler,
sicaklik, mobil fazin yapisi, mobil faz pH’st gibi deneysel kosullarin
degistirilmesiyle yonetilebilir. Bu faktorlerin ikisi sabit tutularak diger degiskenin,
analitin alikonmasindaki etkisi incelenir. Segicilik, ¢ozlinenlerin dagilma katsayilar
ile ilgilidir ve ¢oziinenlerin kapasite faktorlerinin bir fonksiyonudur. Bu nedenle
¢oziinenlerin alikonma davraniglarini ve onlarin deneysel kosullara bagimliligim

anlamak, seg¢iciligin ve devaminda ayirmanin optimizasyonu i¢in gereklidir.

Mobil fazin bilesimi, ters faz sivi kromatografide bilesiklerin alikonmalarinda en

onemli rolii oynar (Dolan ve ark., 1979; Barwick, 1997). Mobil faz olarak kullanilan
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su-organik ¢oziicii karigimlarinda polarite, mobil fazin bilesikleri elue etme giicliniin
bir 6l¢iisiidiir ve ¢ozlinenin kolon ile etkilesimini belirleyen temel faktordiir. Ters faz
YPSK’da alikonma, mobil fazin polaritesinin artmasiyla yani su ilavesiyle artar. Bu

giic cogu kez organik ¢oziicli-su karisimlarinda organik fazin yiizdesi ile ifade edilir.

2.5. Mobil Fazda pH Standardizasyonu

Kromatografik ayirmada mobil faz pH’s1, iyonlasabilen bilesiklerin ayrilmalarinda
onemli bir faktordiir. Bilindigi gibi kapasite faktori, ¢ozlinenin nétral ve iyonik
formlarinin kapasite faktorlerinin mobil fazda bu formlarin mol kesirlerine gore

agirlikli ortalamasidir.

S1v1 kromatografide kullanilan mobil fazlarin pH’s1, onceleri sulu ¢dzeltinin pH’s1
olarak alinmistir. Oysa YPSK calismalarinda su hicbir sekilde tek basina mobil faz
olarak kullanilamaz. Tampon ¢ozelti halinde veya bir organik modifiyer ile birlikte
kullanilir. Bundan dolay1 organik modifiyer ilavesi ile pH degisimini géz Oniine
almak gerekir (Roses ve ark., 1996; Augiar de ve ark., 1997). RPLC mobil fazinda
organik modifiyer olarak genellikle asetonitril ve metanol tercih edilir. Bu ortamlarda
pH standardizasyonu ile ilgili calismalar mevcuttur (Barbosa ve ark., 1999; Barbosa
ve ark., 1995; Covington ve ark., 1985). Sulu faz pH’sinin 6l¢timii cok daha kolaydr,
ancak su organik ¢oziicii karisiminda elektrolitin iyonlagmasi se¢imli solvasyona ¢ok
bagimhidir ve ¢oziinene gore degisir. Bu nedenle YPSK mobil fazina ve su ortamina
ait pK, degerleri farklidir (Bosch ve ark., 1998). Organik ¢6ziicii-su karigimlarinda
ortamin dielektrik sabitinin azalmasi nedeniyle aktivite katsayilar1 dikkate
alinmaktadir. pH’nin sudaki pH yerine mobil fazdaki degerinin kullanilmasi,

¢ozlinenin tutulmasi ile pH arasindaki iliskiye ¢cok daha iyi uyum gostermektedir.

Referans deger pH standart ¢ozeltisi (RVS) olarak potasyum hidrojen fitalat (KHP)

cozeltisi se¢ilmis ve 0,05 mol/kg fitalat temel alinmistir (Rondinini ve ark., 1987).
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Asetonitril-su ortaminda (%70’e kadar) potasyum hidrojen fitalat tamponu i¢in ¢esitli
sicakliklarda standart pH degerleri belirlenmistir ve degerler Cizelge 2.3°de

verilmistir (Rondinini ve ark., 1987).

Cizelge 2.3. Asetonitril su karisiminda 0,05 m KHP igin pHs degerleri

t,°C Asetonitrilin agirlikca ylizdesi (% w/w) ve mol kesri, X

5;0,0226  15;0,0719 30;0,1583 50;0,3050 70; 0,5059

15 4,163 4,533 5,001 5,456 6,159
25 4,166 4,533 5,000 5,461 6,194
40 4,178 4,542 5,008 5,475 6,236

Asetonitril-su ve metanol-su gibi ¢oziicii karisimlarinda standart referans tampon
¢ozeltilerinin bu ortamlara ait pH degerleri, pHs, bilindigi i¢in bu karisgimlarda pH

6l¢timleri pH’ nin tanimina uygun olarak asagidaki bagint1 dikkate alinarak yapilir.

S_EX

pHy = pHS +

(2.10)

Burada pHy, X ¢6zeltisinin pH degeri, pHs, referans standart ¢zeltinin pH degeri, Es
ve Ey sirasiyla referans standart ¢ozeltinin ve X ¢ozeltisinin e.m.k degerleri ve g,

Nerst sabitidir (g = (IN10)RT/F).

Mobil fazin pH’si, alikonmanin anlasilmasinda son derece onemlidir. Mobil faz
pH’s1, coziinenlerin iyonlagma derecesini, durgun faz ve mobil faz katkilariin

davraniglarini etkiledigi igin segiciligin optimizasyonunda dikkate alinmalidir. Mobil
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fazin pH optimizasyonu, ¢0ziicii bilesiminin optimizasyonundan c¢ok daha
komplikedir. Zira pH’nin degismesi ile sadece iyonlasan ¢oziinen yapilarin segicilik
ve alikonma Ozellikleri degismez, ayn1 zamanda pik genisligi ve pik simetrisi de
degisir. Bu nedenle ayirmanin hesabinda pik simetrisinin de gz Oniine alinmasi

gerekir.
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2.6. Metodun Gecerli Kilinmasi

2.6.1. Metodun Gegerli Kihnmasmin Onemi ve Genel Tammlar

Metodun gecerli kilinmasi, metodun validasyonu, metodun performans 6zelliklerinin
anlasilmas: ve metodun bilimsel olarak her sart altinda uygulanabileceginin garanti
altina alinmasi i¢in yapilan kontrollerdir veya diger bir ifadeyle belirli sartlarin, yasal
gerekler, miisteri beklentileri, iiretim (proses) gereklilikleri, istenilen degerler igin
objektif delillerin ortaya konmasiyla ve deneylerle ispatlanmasidir(Eurachem
Working Groups, 1998). Validasyon siirecinin en dnemli adimlarindan biri metot

performans parametrelerinin belirlenmesidir ki bunlar asagida verilmistir:

» Spesifiklik ve Segicilik,
Kesinlik,

v Tekrarlanabilirlik,

v' Tekrar elde edilebilirlik,

Dogruluk,

A\ 4

Lineerlik ,

Olgiim araligy,

Referans standartlar ile karsilastirma,
Kararlilik,

Tutarlilik,

Tayin Limiti (LOD),

Olgiim Limiti (LOQ),

VvV V V V V V V VYV VY

Saglamlik ,

2.6.1.1. Spesifiklik ve Secicilik

Spesifiklik, deney kosullarinda 6rnek bir matriks i¢indeki diger bilesenlerin analitle
etkilesmeden dogru sonucun verilmesinin saglanmasidir (Eurachem Working

Groups, 1998) . Yani bir metodun yalnizca istenilenin hesaplanmasi hususundaki
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kabiliyetidir. Secicilik ise belirli bir prosediire gore bir maddenin belirlenmesinde

diger maddelerle nicel olarak etkilesme derecesidir.

Analizi yapilacak maddenin, numunede bulunan girisim yapma ihtimali bulunan
diger yardimer veya etken maddeler yaninda miktarmin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir. Bu kompleks numune karigimlarmin
analizinde girisim derecesinin de bir dl¢iistidiir. Etken madde yaninda safsizliklarin,
pargalanma iriinlerinin, benzer kimyasal maddelerin bulundugu numune ile
bulunmadiklari numunede yapilan miktar tayini analizlerde etkin maddenin bulunan
konsantrasyonlar1 arasindaki fark olarak ifade edilir. Ozellikle stabilite tayini
calismalarinda yapilmasi kesinlikle zorunlu olan bir parametredir. Segicilik yeterli
diizeyde degilse, yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusalligi hakkinda bir sliphe
uyanir. Segicilik, miktar tayini sirasinda gerekli validasyon islemleri yapilirken,
teshis testleri ve safsizliklarin tayini sirasinda yapilmalidir. Kiitle spektrometri ile

birlestirilmis yontemlerin kullanilmasi durumunda girisimin olmadigi kabul edilir.
Segicilik 2 yolla saptanir:

1) Tayini yapilan bilesik ile girisim yapma olasiligi bulunan maddelerin girisim
yapma oranina veya ayirma yontemlerinde, “Ayirim giici” (Rs) degerlerine

bakilir. Bu deger ayirma yontemleri i¢in Rs > 2.0 olmalidir.

2) Ayirma yontemlerinde duyarli bir dedektdr segilebilir. incelenecek bilesige cevap
verme yetenegine sahip olan dedektorler elektrokimyasal veya radyoaktivite
dedektorleridir. Bu dedektorler belli maddelere duyarlidir ve baska maddelerin

girisim yapma ihtimalini yok ederler.

1. basamaktaki islem igin:

a) Biitlin bilinen veya girisim yapmasindan sliphe edilen maddeler ayni anda
gelistirilen yontemle analiz edilir ve cevaptaki degisim incelenir. Ayirma
yontemlerinde bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddeler ayn1 anda
kolona etken madde ile birlikte enjekte edilir ve ayirim giicii degerlerine bakilir (R

>2.0 olmalidir).
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b) Gelistirilen yontemin sartlarinda ufak degisiklikler olusturulur (pH, tampon, iyon
siddeti, sicaklik gibi). Bu degisiklikler sonucu cevapta bir farklilik olup olmadigi,
ayirma yontemlerinde herhangi bir ilave pik olup olmadig1 ve bunun madde pikini

etkileyip etkilemedigi saptanir.

¢) Ayirma yontemlerinde kiitle spektrometresi dedektorleri gibi duyarli ve hassas
tekniklerle veya DAD (Fotodiyot dizisi) dedektorii ile degisik dalga boyunda deney
aninda taramalar yaparak herhangi ilave bir pik olup olmadigin1 kontrol edilir

(Giimiistas M., 2009).

2.6.1.2. Kesinlik

Gelistirilen yontemin ¢alisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin dlgiisiidiir. Bagka
bir ifade ile bir numuneye ayni yontem birden ¢ok sayida uygulandiginda analit i¢in

bulunan sonuglarin birbirine yakinliginin bir dlgiistidiir (Glimiistas M., 2009).

2.6.1.3. Tekrarlanabilirlik

Kisa zaman aralii icerisinde ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi ifade eder.
Analizi yapilacak maddenin ¢aligma ortamindaki ¢o6zeltisi hazirlanir ve bu
cozeltilerden en az 10 ol¢im yapilir. Bu tekrar edilebilirlik giin i¢i veya calisma
sirasindaki kesinlik olarak da adlandirilir. Sonug¢ olarak tekrarlanabilirlik bagil

standart sapma ile ifade edilir (Giimiistas M., 2009).
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2.6.1.4. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik ozellikle ortak ¢alisma yapan farkli laboratuvarlarin
uygulamalari sonucu elde edilen ve deneysel farkliliklar1 belirten bir kesinlik
derecesidir. Ozellikle yontem standardizasyonu calismalarinda kullanilan bir kesinlik
degeridir. Gelistirilecek yontem farkli laboratuvarlarda da ayni anda kullanilacaksa
bu kesinligin hesaplanmast ve degerinin raporda belirtilmesi gerekir. Analizi
yapilacak maddenin ¢aligma ortamindaki ¢ozeltisi ayr1 ayr1 laboratuvarlarda, farkli
zamanlarda ve farkli analizciler tarafindan, en az bir kag giin ara ile, hazirlanir ve bu

cozeltilerin her birinden en az 3'er dl¢lim yapilir (Giimiistas M., 2009).

2.6.1.5. Dogruluk

Analiz sonucu elde edilen degerin gercek degere yakinligimin Slgiisiidiir. Sonuglar
ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin analiz yapilan

ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir.

Kullanilan cihazlardan yapilan Olgiimlere dayali olarak hesaplanir. Geri kazanim
calismalari en az 3 degisik derisim i¢in yapilir; algak (tayin alt sinirinda veya yakin
konsantrasyonunda), orta (¢aligma konsantrasyon araliginin ortasinda yer alan bir
konsantrasyonda) ve yiiksek (¢alisma konsantrasyon araligimin {iist sinirlarinda veya
yakininda yer alan bir konsantrasyonda) derisim degerleri segilerek kullanilir.

Secilen her bir konsantrasyon i¢in minimum 5 tayin yapilmalidir.

Bu tayinlerden minimum 3 tanesi, ortalama degerin %]15'inden daha fazla sapma
gostermemelidir. Tayin alt sinirindaki konsantrasyon i¢in bu sapma % 20" vyi

geememelidir.
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Geri kazanim ¢aligmalart i¢in 3 yol izlenebilir. Bunlar, referans standart ile
karsilastirmak, kor matriks ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek ve

standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesidir (Glimiistas M., 2009).

2.6.1.6. Kalibrasyon Dogrusu

Analitin bilinen derisimleri ile cihazlarda oOlgiilen degerler arasindaki iliskidir. Bir
kalibrasyon egrisi hazirlanirken secilen derisimler daha once yapilan c¢alismalarla
belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuglar elde edilebilir. Tayin alt sinir
Ve tayin iist sinir1 derisimleri de dahil olmak {izere ¢alisma araliginda en az 5 derisim
icin cihazdan 6lciilen degerlere gore hazirlanir. Dogrusal olmayan egriler icin daha

fazla standart derisimin se¢ilmesi uygun olur.

7.0 [’

6.0 |-

5.0 - y=2.101x + 0.02; T =0.997

4.0
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Sekil 2.4. Kalibrasyon dogrusu ve esitligi
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2.6.1.7. Dogrusallik

Bir analitin konsantrasyonu ile test sonuglariin dogru orantili olma egilimidir. Yani
derisime karsi cevabin dogru orantili olarak artmasi ve ¢izilen grafikte noktalarin diiz
bir ¢izgi iizerinde yer almasidir. Egim (m), kesisim (n) ve korelasyon katsayisi (r)
dogrusallig1 veren parametrelerdir. Bunlar analit derisiminin Slgiilen degerlere karsi
regresyon analizleri ile matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon
katsayist r = 0,999 ve iizerinde ise saglanmis demektir. Dogrusallig1 belirleyebilmek
i¢in stok ¢ozeltiden en az 5 degisik derisimin hazirlanmasi ve analiz edilmesi gerekir.
Bu derisimin alt sinir1 hedef seviyenin % 50' sinden diisiikk ve {ist sinir da
%150'sinden yiiksek olacak aralikta secilmelidir. Bu 5 degerle yapilan dogrusalligin
saptanmast isleminin en az 3 defa tekrarlanmasi gerekir. Dogrusalligin tam
validasyonu i¢in ayrica egim ve kesim degerlerinin % bagil standard sapmalarim

veya standart hatalar1 da hesaplanmali ve raporda verilmelidir (Giimiistas M., 2009).

2.6.1.8. Ol¢iim Aralig

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gegerli oldugu alt ve {ist
sinirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Derisim araligi genellikle segilen
yontemin tipine gore degisir. Bu aralik yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra
belirlenir. Ana maddenin analizinde standartlarin derisimleri genellikle hedeflenen
seviyede veya ona yakin dl¢iiliir. Bu derigimin alt sinir1 hedef seviyenin % 50 sinden
diisiik ve % 150 sinden yliksek olacak aralikta sec¢ilmelidir. Hedef miktarin % 50, 75,
100, 125 ve 150 olacak sekilde aralik diizenlenebilir.

2.6.1.9. Referans Standartlar ile Karsilastirma

Gelistirilen analiz yontemi ile 3 farkli derisimde, 3'er 6l¢tim alinir ve bu degerler %

geri kazanim degerlerine c¢evrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Sonuglar
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referans kabul edilen veya basili olan baska bir yontem sonuglari ile istatistiksel
olarak karsilastirilir. Bu karsilastirma islemi igin student-t ve Fisher (F) testleri

kullanilir.

Student-t testi ile iki yontemin ortalamalari arasindaki, F testi ile de standart
sapmalar1 arasindaki farklilik karsilastirilir. Hesapla bulunan t ve F degerleri
cizelgelerde verilen teorik t ve F degerleri ile kiyaslanir. Hesapla bulunan degerlerin
cizelgede yer alan degerlerden kiiciik olusu gelistirilen yontemin en az referans
olarak kabul edilen yontem kadar hassas oldugunu gosterir. Sonuglarin ortalamalari,

% bagil standart sapma (% BSS) ve % bagil hata (BH) ile beraber verilir.

Bagil Standard Sapma (%) — SS 1100 (2.11)

GD-X

Bagil Hata (%): x100 (2.12)

Burada, GD: Gergek Deger, SS: Standart Sapma ve x:Ortalama Degeri ifade eder.

2.6.1.10. Teshis Simir1, Gozlenebilirlik Sinir1 ( LOD)

Analitin dlgiilen en kii¢iik konsantrasyonudur. Dogrudan, yapilan deneylerden veya
hesapla bulunabilir. Rehber dokiimaninda verilen formiile goére asagidaki gibi

bulunabilir (Eurachem Working Groups, 1998).

X, =X, +k.S, (2.13)

X :Tayin Limiti,

X,, :Olgiilen kériin ortalamast,
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S,, :Olgiilen koriin standart sapmast

k : Sayisal katsay1, % 95 giiven aralig1 i¢in k=2,

Analitik cihazlar igin;

Dogrudan yapilan deneylerden, gozlenerek yapilan hesaplamalarda genel olarak

Sinyal/Giiriiltli oran1 3 olarak alinir. Hesaplama yolu ile teshis sinir1 saptanmasinda;

LOD=33x 55 =4. s, (2.14)
m

esitligi kullanilir. Bu esitlikte SS= Standart ¢ozeltilerde (en az 5 adet) yontem
uygulandiginda elde edilen sonuglarin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesisim

degerinin standart sapmasi, m = ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeri, S, =

Kalibrasyon standart sapmasidir.

2.6.1.11. Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
tayin edilebilecegi, dogrusallik sinirlari igerisine girmeyen veya kalibrasyon egrisinin
en alt derisimini olusturan konsantrasyon diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden
veya hesapla bulunabilir. Dogrudan yapilan deneylerden gozlenerek TAS tespiti i¢in
genel olarak Sinyal/Giiriiltii oran1 10 olarak alinir. Hesaplama yolu ile tayin alt sinir

saptanmasinda,

LOQ=10x S5 (2.15)
m
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Esitligi kullanilir. SS = Standart ¢ozeltilerde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda
elde edilen sonuglarin veya y eksenindeki kesisim degerinin standart sapmasi,
m = ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir. SS ve m degerleri LOD esitliginde

kullanilan degerlerle aynidir.

IUPAC'a gore 6l¢iim limiti, 6rnegin kabul edilebilir kesinlik ve dogruluktaki dlgiilen

en diigiik derisimidir.

LQ = kQ.GQ (215)

IUPAC’a gore ko nun baslangic degeri 10°dur. og ise drnegin belirlenen noktadaki

standart sapmasidir.

2.6.1.12. Saglamhk Testleri,

2.6.1.12.1. Kararhhk

Yontemin, analiz parametrelerindeki (sicaklik, pH, hareketli faz yilizdesi vb.) ufak
degisimlerden etkilenmeden kalabilme kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢6ziicii
yiizdesi, pH, iyonik gii¢, sicaklik gibi etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal
kullanimindaki  giivenirliginin ~ bir  Olclisiidiir ve  yontem  gelistirilirken

degerlendirilmesi gereken bir parametredir.

2.6.1.12.2. Tutarhhk

Yontemin ger¢ek kullanim kosullar1 altinda tekrar edilebilirliginin saptanmasidir.
Bunun i¢in c¢alismanin: ayni laboratuvarda farkli analizciler tarafindan; aym

laboratuvarda farkli cihazlar tarafindan gergeklestirilmesi; Reaktif ve ¢oziiciilerin
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markalarinin degistirilmesi; farkli giinlerde ve sicakliklarda yapilmasi gibi normal

test sartlarinin degistirilmesi; ayirma yontemlerinde ayn1 marka ve modele sahip yeni

bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir.

2.6.1.13. Metodun Gecerli Kihlnmasinda Kullanilan Araclar

YV V.V V V V VY

Standart Ornek

Kalibrasyon Standardi

Katkili (Spike) Ornek

Paralel Analiz

Kalite Kontrol

Sertifikali Referans Maddeler (CRM)

Istatistiki yontemler

2.6.1.14. Metodun Gegerli Kilinmasi Nasil Yapilir?

Kaynak aragtirmasi sonucunda bazi c¢aligmalarda metodun gegerli kilinmasi

asamalar1 incelendiginde metodun gegerli kilinmasi dort asamada gerceklestigi

gorilmektedir.

Tanimlama: Yukarida tanimlanan 1., 2. ve 3. adimlarda yapilan islemler bu
asamada yapilir. Ne hesaplanacak, hesaplamalarda hangi araclar, hangi sarf

malze- meler kullanilacak bu asamada belirlenir.

Cevresel sartlarin ve deneysel sartlarin belirlenmesi: Deneyin yapildig:
cevresel sartlar, sicaklik, nem, basing vb. gibi cevresel sartlar belirlenir.
Deneyin yapildig1 yer ve ortamla ilgili specifik 6zellikler mevcutsa bu gibi

sartlar ortaya konur.

Metot performans parametrelerinin  belirlenmesi: metot performans

parametreleri belirlenir.
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Metot gecerlilik deneylerinin yapilmas: ve saglamlik testi: Belirlenen
sartlarda metot gecerlilik deneyleri yapilir ve metot performans
parametrelerine gore degerlendirmeler yapilir. Metodun ispati i¢in saglamlik
testleri ve diger kalite kontrol testleri, karsilastirma deneyleri v.s. yapilir.

Sonuglar raporlanir.
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Meyve, sebze ve 6zellikle elma ve elma tiirevi tirlinlerde patulinin tayini i¢in siklikla
YPSK yontemi kullanilmaktadir. Bu metot AOAC tarafindan kabul edilmis 5 pg/L
tayin limitli UV-goriinir bolge detektorlii olan YPSK yontemidir. Ayirmalar
genellikle kapali uglu oktadesil silika kolonlar kullanilarak yapilmaktadir. Analiz
dalga boyu olarak 276 nm tercih edilmektedir. Gidalarda patulin sentezi asidik
ortamda gerc¢eklesmektedir. Optimum pH degeri 3,0-6,5 arasindadir. Patulinin diisiik
pH degerlerinde daha kararli oldugu belirtilmistir. Bundan dolay1 analizlerde asidik
ortamlar tercih edilmektedir. Mobil fazlarda organik ¢oziicii olarak % 3 - % 10
araliginda asetonitril tercihli olarak kullanilmigtir. Ortamdaki patulinin kararliligim
pH degeri 6nemli diizeyde etkileyebilmektedir. (Moake, M.M, 2004) Patulin kaybs,
pH degeri 6-8 arasinda degisen tampon cozeltilerde farkli olmaktadir (Artik, N.B,
1992).

Baz1 galigmalarda kiitle spektrometresi (MS), sivi kromatografisi (LC) ve gaz
kromatografisi (GC) kullanilarak patulin tayini yapilmistir. Llovera ve arkadaslari
2000 yilinda yaptiklari ¢alismada, elektronik basing kontrollii gaz kromatografisi ile
yaptiklari patulin tayininde, tayin limitini 4 pg/L olarak tespit etmislerdir ( Llovera,
M., 1999). Roach ve arkadaslar1 da 2002 yilinda yaptiklar1 calismada TMS (Trimetil
silal) olarak patulin kullanmis ve patulin tayini yapmislardir ( Roach J.A.G., 2002).

Diger bir calismada ise Sewran ve arkadaslar1 (2000), YPSK ve MS kullanarak tayin
limitini 4 pg/L olarak belirlemisler ve YPSK/UV ile yapilan karsilagtirmada tam
benzerlik (R=0,99) tespit etmislerdir (Sewram V., 2000).

Uygun ve Eksi 2000 yilinda yaptiklart ¢alismada Geipel ve arkadaslari (1981),
Babsky (1985), ISO 8128 (1993), Brause ve ark. (1996 ) tarafindan belirlenen 4 adet

YPSK yontemini karsilastirmiglardir. Yontemlerin tekrarlanabilirlikleri, varyasyon
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katsayilari, uygulanabilirlik ile degerlendirmeler yapilmis ve en yeterli yontemin ISO

8128 (1993) oldugu sonucuna varilmistir (Uygun M. ve ark, 2000).

Elvira M.S.M. ve ark. 2008 yilinda asidik (su—asetonitril-HCIO, ((97:3):0.01%, v/v,
pH ~3)) ve asidik olmayan (su-asetonitril(97:3,v/v,pH~8)) mobil faz kullanarak
furfuraldehitleri ~ (2-furfural  (2-F),  5-methylfurfural (5-MF) and  5-
hydroxymethylfurfural (5-HMF) ve patulin tayini yapmislardir. Asidik olmayan
mobil fazda 2-furfural ile patulinin st Giste geldigi gdzlenmistir. Asidik mobil fazda
ayrilmalarin etkin oldugu tespit edilmis ve devaminda Hollanda balinda, kesme
sekerde, dogal sekerde v.s. 2-F,5-MF,5-HMF ve patulin tayinleri yapilmistir. (Elvira
M.S.M, 2009)

Li J.K. ve arkadaglar1 2005 yilinda kat1 faz oziitlemeli YPSK yontem ile siv1 faz
Oziitlemeli YPSK yoOntemini karsilagtirmiglar ve kati faz oziitlemeli YPSK
yonteminin geri kazanim acisindan daha iyi, daha hizli ve giivenilir bir yontem

oldugunu ortaya koymuslard: (Li J.k. ve ark, 2005).

Bir diger arastirmada 2005 yilinda Baert K. ve arkadaslari bulanik elma sularinda ve
elma sularinda patulinin kati parcaciklardaki proteinlere baglanarak geri kazanim
yiizdesinin diismesine neden oldugu ve YPSK-UV'de baglanan patulinin tespit
edilemedigi tizerinde durulmustur. Bu baglanmanin ortami asidik yaparak en aza
indirilebilecegi belirtilmistir. Bu baglanmanin LC-MS ile tespitinin yapilabilecegi

sonucuna varilmistir (Baert, K. 2005).

Bir diger arastirmada Katerere, D.R. ve arkadaslar1 2006 yilinda kat1 kurutulmus
elma pargalarinda patulinin elde edilmesi hususunda dipektinizasyon yontemini
kullanarak yeni bir metot gelistirmis ve gelistirilen yontem gecerli kilinmistir

(Katerere, D.R., 2006).
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Moake, M.M., ve ark.'nma gore Diinya saglk orgiti (WHO), Avrupa Birligi
mevzuatlar1 ¢ergevesinde belirlenen uluslararasi kriterlerin ortaya koydugu patulin
miktar1 (50 ppb) ve bu miktarin giinlik alim1 (0,4 pg/kg; viicut agirligi/giin)
konusunda bebekler, c¢ocuklar ve yetiskinler {izerindeki etkilerini inceleyen
calismalar yapilmistir. Elma suyu ve elma kaynakli gidalarin ¢ocuklarda tiiketim
orant 6,4 g/kg; viicut agirligi/giin iken, yetiskinlerde bu oran 1,0 g/kg; viicut
agirhigi/giin'diir. Dolayisiyla bu durum ¢ocuklarin patulin zehirlenmesi riski ile karsi

karstya olduklarini ortaya koymaktadir (Brondon E.F.A., 2006; Plunket L.M, 1992).

Bu calismalarin yaninda kaynaklarin bir kismi1 da piyasada iiretilen meyve suyu,
elma ve elma tiirevi meyve sularinda bulunma ihtimali olan patulin miktarlarinin
hesaplanmas1 hususundaki ¢aligmalardir. Bebek gidalarinda yapilan analizlerde LOD
1-2 pg/kg arasinda, LOQ’nun ise 3-3,9 pg/kg arasinda oldugu goriilmektedir. G.
Cano-Sancho (2009) tarafindan Ispanyanin Katalonya eyaletinde yapilan bir
aragtirmada maksimum patulin miktart 9,6 ug/kg olarak tespit ettikleri

goriilmektedir.

Yapilan diger caligmalar Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.1. Elma ve Elma tiirevi gidalarda ve bebek gidalarinda yapilan analizler
ile bulunan degerler

Yapilan Calismalar ~ Alikonma LOD Geri Patulin
zamani (ng/kg)/ kazanim .
LOQ (%) miktar1
(ng/ke) (ng/ke)
Bonerba, E. ve -- 1/3 % 95 3-10
Ark.,2010, (italya)*
Marin,S. ve ark, HMF: 8-9, % 94,6, %
i *
2011 (Ispanya) Patulin:9-10  2,1/- 80,9,% 0
dakika 72,7
Barreira,M.J. ve Patulin 11- 1239 % 53.9 74 -
* 213. 0 03-% ,
ark., 2010 12 dakika
Sancho, G.C. ve 90,9,
- 2,08/6,25 72,7815, 9,6
ark., 2009 * 80,9
Piemontese,L.ve _
13,71 dakika  0,2/0,5-1,2 13
ark., 2005
ElviraM.S.M, 2009 135 dakike 0,09/0,26 % 91-94 13,6
LiJ.k.veark, 2005 9,482 dakika  0,005/-- % 91-114 -

* Bebek gidalarinda yapilan analizler
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Genel Bilgi

Bu boliimde bebek gidalarinda YPSK yontemiyle patulin tayininde kullanilan

cihazlar, kimyasallar ve yontem hakkinda bilgi verilmistir.

4.2. Kullanilan Cihazlar

4.2.1. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Cihazi

Bebek gidalarinda YPSK yontemiyle patulin tayininde, Shimadzu marka YPSK
cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Sistemde, sistem kontrol {initesi (CBM 20A),
pompa (LC20 AD), dedektér (SPDM 20A Foto Diyod Array), kolon firmm1 (CTO 20
AC) ve gaz giderme iinitesi (DGU 20 A) bulunmaktadir.

Yapilan calismada, Phenomenex Synergy (4 pm, 250 mm Xx 4,6 mm ID),
Phenomenex Luna C18 (2) 100A° (5 um, 250 mm x 4,6 mm ID) ve Phenomenex
Gemini C18 110 A (3 um, 250 mm x 4,6 mm ID) kolonlar1 kullanilmistir. Bu
calismada kolonlarin alikonma zamanlar1 incelenmis ve kolon sicaklig: 25, 30, 35 ve
40 °C’ de incelenerek kolon se¢imi yapilmis, en uygun kolon sicakligi belirlenmistir.
Bu caligmalar neticesinde Phenomenex Gemini C18 110 A (3 um, 250 mm X 4,6 mm
ID) kolonunda gerceklestirilmistir. Bu kolon, asidik ve bazik bilesikler icin siklikla

kullanilan yeni jenerasyon bir kolondur. Calisma pH aralig 1-12’dir.

4.2.2. pH/liyon Metre

YPSK mobil fazinin pH o6lgiimlerinde Metleer Toledo MA 235 pH/ iyon analiz
cihazi kullanilmigtir. Hanna HI 1332 Ag/AgCl kombine cam elektrottan

yararlanilmugtir.
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4.2.3. UV Spektrofotometresi

Spektroskopik titrasyonlar, Perkin Elmer Lambda 25 model cihaz kullanilarak
gergeklestirilmistir.

4.2.4. Doner buharlastirici

Omneklerin 6ziitleme asamasindan sonra buharlastiriimalar stuard markali déner
buharlastirici (rotavapor) ile yapilmistir.

4.2.5. Ultrasonik Banyo

Hazirlanan mobil fazlar ultrasonik banyo ile degaze edilmistir. Standardlarin
¢Oziinmesinde kullanilmistir.

4.2.6. Terazi

Numune tartimlar1 Mettler Toledo markali terazide yapilmistir. (0,0001 gr.)

4.2.7. Kat1 Faz Oziitleme Diizenegi

Supelco markali, Kat1 faz 6ziitleme diizenegi ve Waters marka OASIS HLB 1 cc kat1

faz kartusu kullanilmistir.
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Resim 4.1. Kat1 faz 6ziitleme diizenegi

4.2.8. Vorteks Karistirica

Biosan markali, Vorteks VI1-Plus karistirici numune hazirlama asamasinda ve

enjeksiyon oncesinde kullanilmistir.

4.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya YPSK safliktadir.



Cizelge 4.1. Calisilan kimyasallar ve 6zellikleri
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Kimyasalin Adi Kullanim amact Aciklama
Patulin (4-hidroksi- 4H- Standart olarak UV @ 276 nm,
furol [3,2-c] piran—2(6H)-

1) C;HsO4

Hidroksi metil furfural (5-
HMF)
Sodyum hidroksit

KBr

Susuz Sodyum Siilfat

Asetonitril
Metanol
Kloroform

n-Hexan

Etil asetat

Asetik asit

Sodyum karbonat
Perklorik asit
Sodyum Bikarbonat

Potasyum hidrojen fitalat

I¢ standart olarak

Mobil faz pH’sinin ayarlanmasinda,

Kolonda tutunmayan tiiriin kolonu terk
etme zamanini belirlemede,

Cozelti igindeki suyu almak igin,

Hareketli faz olarak kullanilmistir.
Standartlar1 ¢6zme isleminde,
Patulinin ¢6ziilmesinde,

Kat1 faz 6ziitlemesinde kartusta tutunan
patulinin alinmasinda,

Numunelerin hazirlanmasi asamasinda
Mobil fazin pH'sin1 ayarlamak i¢in
Yikama ile safsizliklar1 ayirmak i¢in
Ortamu asidik tutmak i¢in

Fenolik safsizliklar1 uzaklastirmak igin

pH metre i¢in kalibrasyon ¢ozeltisi

MA: 154,12 g/mol

UV @ 280 - 285 nm,
CsHe03, MA:126,1 g/mol
Merck, analitik saflikta
Merck, analitik saflikta

Merck
Standardi)

(Referans

Merck , YPSK safliginda
Merck , YPSK safliginda
Merck, YPSK safliginda

Merck, YPSK safliginda

Merck, analitik saflikta
Merck, analitik saflikta
Merck analitik saflikta
Merck analitik saflikta
Merck analitik saflikta
Merck

(Referans Deger Standardi)

Deger
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4.4, Kullanilan Cozeltiler

4.4.1. Patulinin YPSK Ayiriminda Kullanilan Cozeltileri

4.4.2. %5 (viv) Asetonitril -Su Tkili Karisimm

100 mL’lik stok ortam igin 95 mL saf su alinmis, iizerine 0,1 mL perklorik asit ve 5

mL asetonitril ilave edilmistir.

4.4.3. %10 (v/v) Asetonitril -Su Tkili Karigim

100 mL’lik stok ortam i¢in 90 mL saf su alinmis, {izerine 0,1 mL perklorik asit ve 10
mL asetonitril ilave edilmistir.

4.4.4. %15 (viv) Asetonitril -Su Ikili Karisim

100 mL’lik stok ortam i¢in 85 mL saf su alinmais, lizerine 0,1 mL perklorik asit ve 15

mL asetonitril ilave edilmistir.

4.45. %15 (v/v) Asetonitril -Su Tkili Karisimi (15 mM Asetik Asit)

100 mL’lik stok ortam i¢in 85 mL saf su alinmis, lizerine 15 mL asetonitril ilave
edilmistir. Bu ortama 15 mM olacak sekilde derisik asetik asit ilave edilmistir. pH
ayarlamalarinda su-asetonitril karigiminda hazirlanmis NaOH’den (1M) gerekli

miktar ilave edilmistir.

4.4.6. Potasyum Hidrojen Fitalat Cozeltisi

CsHa(COOK)(COOH), primer standart pH referans ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. 2
saat 110°C’da kurutulmustur. 0,05 molal derisimde kullanilmistir.Calismalarda

gerekli ¢ozeltiler, kullanilacaklart giin hazirlanmiglardir.
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4.4.7. Potasyum Bromiir Cozeltisi

Calisilan kosullarda kapasite faktorlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan KBr ¢ozeltisi,
derisimi % 0,01 (w/v) olacak sekilde suda hazirlanmistir. KBr’nin hazirlanan bu
cozeltisinden 20 pL enjekte edilerek kolonda tutunmayan tiire 6zgii t, alikonma

zamani belirlenmistir. Calisma dalga boyu 200 nm’dir.

4.4.8. Patulin ve HMF Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

TS EN 15890/Ocak 2011 sayil1 Tiirk Standardina gére 5 mg patulin standard: etil
asetatta c¢oziiliir. Cozelti 25 mL’lik Sl¢iilii balona aktarilir ve hacmi yaklasik 200
g/mL patulin iceren bir ¢ozelti hazirlama icin etil asetatla isaret ¢izgisine tamamlanir.

Stok ¢ozeltisi -20 °C derecede saklanir.

10 mg HMF 50 mL ultra saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

4.4.9. Patulin Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

TS EN 15890/Ocak 2011 sayili Tiirk Standardina gore stok soliisyondan azot gazi
altinda 1000 pl (1 ml) buharlastirthir ve 10 pg/mL patulin elde etmek icin 20
ml.etanol'de ¢oziiliir. Cozeltin kesin konsantrasyonu belirlemek i¢in 250 nm ve 350
nm arasinda 1 cm lik kuartz hiicrelerde referans olarak etanol kullanilarak absorbans

grafigi elde edilir. Maksimum absorbansi elde etmek i¢in dalga boyu tayin edilir.

Apar-xMx100
£xh (4.1)

Ppar =

Anaks: Absorbans grafiginde maksimum absorbansi,
M: patulinin molar kiitlesi (M=154 g/mol),
¢: Etanoldeki patulinin molar absorbans katsayis1 (burada 1460 m2/mol)

b: kuvartz hiicrenin eni,



47

Bu ¢ozeltiyi yaklagik -20 °C de buzdolabinda saklanir. Bu saklama kosullarinda
birkag ay boyunca saklanabilir. Cozelti 6 haftadan daha eski ise ¢0zeltinin
konsantrasyonunu tekrar tayin edilir. Cozelti kullanilmadan once oda sicakligina

geldiginden emin olunur.

4.4.10. Patulinin Kalibrasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Patulin stok ¢ozeltisinden 0,5 ppm’lik patulin ¢ozeltisi hazirlandi. HMF’nin stok
¢ozeltisinden 1 ppm. lik ¢6zelti hazirlandi. 0,5 ppm. lik patulin stok ¢ozeltiden 0,001
ppm., 0,0025 ppm., 0,005 ppm., 0,01 ppm., 0,015 ppm., 0,02 ppm. 0,05 ppm.
Patulin, 1 ppm.lik HMF ¢o6zeltisinden 0,025 ppm HMF olacak sekilde kalibrasyon
cozeltileri hazirlandi. 0,025 ppm. HMF i¢ Standart olarak kullanilmistir.

4.5. Bebek Gida Numunesinin Hazirhk Asamasinda Kullanilan Cozeltiler

45.1. Asetik Asit Tampon Cozeltisi, pH 4

Saf suyun pH degeri 4,0 olacak sekilde asetik asit ile hazirlanmistir.

4.5.2. Sodyum Karbonat Cozeltisi, %1,5 (w/v)

1,5 g tartilmis sodyum karbonattan 100 mL’lik 6l¢iilii balona alinmis, az miktarda

suda ¢oziilmiis ve 6lcii ¢izgisine kadar tamamlanmaistir.

4.5.3. Sodyum Bikarbonat Cozeltisi, % 1 (w/v)

1,0 g tartilmis sodyum karbonattan 100 mL’lik 6l¢iilii balona alinmis, az miktarda

ultra saf suda ¢6ziilmiis ve 6l¢ii ¢izgisine kadar tamamlanmistir.
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4.5.4. Asetik Asit Cozeltisi, % 0,1 (v/v)

0,1 mL asetik asit 100 mL'lik 6l¢iilii balona alinmis ve ultra saf su ile 6l¢ii ¢izgisine

kadar tamamlanmuistir.

4.6. Eliisyon Cozeltisi

Etil asetat ve n-hexan % 60:40 (v/v) olacak sekilde hazirlanmigtir.

4.6.1. Deneyde Kullanilan Numuneler

Deneylerde marketlerde satilan toplam 6 adet iiriin numune olarak alinmistir.
Bunlardan 3 adedi elma piiresi igeren bebek gidasi, 3 ise bebekler i¢in elma suyu ve

elma orani yiiksek karisik meyve sularindan olusmaktadir.
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Cizelge 4.2. Deneyde kullanilan numunelerin 6zellikleri

Numunenin Tanimi

Son Kullanma Tarihi

Meyve Orant

8699745003548  barkod
no.lu Bebek ve Kiiciik
cocuk ek gidast Bebelac
Elma

markali  Havug

Piiresi

14.092013

% 62 elma, % 33 havu¢%

5 konsantre elma suyu

9062300117032  barkod
no.lu Bebek ve Kiiciik
cocuk ek gidasi Organik
elmali havug piiresi (Hipp

markali)

30.08.2013

% 25 elma, % 70 havug

8699745000363  barkod
nolu Bebek ve Kiiciik
cocuk ek gidas1 organik
meyveli karigimlar

(milupa markali)

31.01.2014

% 34,03 iliziim suyu,
% 17 elma, % 10 havug

% 4 muz

9062300116844  barkod
nolu Bebek ve Kiiciik
cocuk ek gidas1 organik

elma suyu (Hipp markali)

31.05.2013

% 100 elma suyu

8697404760221 barkod
nolu bebek ve kiiciik
cocuk ek gidas1 Organik
karigtk  meyve  suyu

(Bambini markalr)

07.06.2012

8692971556390  barkod
no.lu Bebek ve Kiiciik
cocuk ek gidas1 organik
elma suyu (herobaby

markali)

08.03.2012

% 100 elma suyu
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4.7. Yontem

4.7.1. Sivi Kromatografik Ayirmanin Optimizasyonu

Bu calismada %5 ACN (0,1 mL perklorik asitli) mobil faz hazirlanmis ve alikonma

zamani ve pik simetrileri ve ayrilmalar incelenmistir.

Bazik bilesiklerde kolon se¢iminin énemli olmasindan dolayr % 10 ACN (0,1 mL
Perklorik Asit’li) mobil fazda Phenomenex -Gemini C18 110 A°, 250 mm X 4,6 mm
x 3 um (1.Kolon), henomenex-Synergy Hydro RP 80 A°, 250 mm X 4,6 mm X 4 um
(2.Kolon), Phenomenex — Luna C18 (2) 100 A°, 250 mm X 4,6 mm X 5 um

(3.Kolon) kolonlar karsilastirilmis ve en uygun kolon se¢ilmistir.

Yine ayn1 mobil fazda kolon sicakliklar karsilagtirilmistir. En uygun sicakligin 40 °C
belirlenmesinin ardindan % 15 (v/v) Asetonitril -Su Ikili Karisim1 (perklorik asitli)

mobil fazda 30, 35, 40 °C kolon sicakliginda ayni ¢alisma tekrarlanmustir.

Kromatogramlarda piklerin etkin ayrilmamalari {izerine pH’1n mobil fazin tizerindeki
etkileri incelenmis ve pH=2,5, pH=3,0, pH=3,5, pH=4,0’de ayrilmalarin etkinligi

incelenmistir.

4.7.2. Sivi - Stvi Oziitlemesi

Numuneden 5 gram alinir. 10 mL saf su ilizerine eklenir. 3 kez 25 mL etil asetat ile
ayrilir. Her bir ayrimda siddetli bir sekilde 1 dakika g¢alkalanir. Organik fazlar bir
araya toplanir ve 10 mL % 1,5' lik Sodyum Karbonat ¢ozeltisi ile yikanir. Yikama
islemi 10 sn siirer. Organik faz en kisa siirede ayrilir. Sulu faz tekrar 10 mL etil
asetat ile ayrima tabi tutulur. Organik fazlar birlestirilir ve lizerine 5 damla saf asetik
asit eklenir. Organik faz 40 °C su banyosunda nitrojen gazi altinda kurutulur.
Kurutulan numune derhal 1 mL asetik asit tampon ¢ozeltisinde ¢oziiniir. YPSK

cihazina enjeksiyon yapilir (Li, J.K., 2007).
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4.7.3. Kati1 — Siv1 Oziitlemesi

Bonerba (2010) ve arkadaslarinin kullanmis olduklar1 metot bazi degisimle birlikte
kullanilmistir.10 gram numune alinir iizerine 10 mL ultra saf su eklenir. Numune 15,
25, 50 mL farkli hacimde etil asetat ile ayrima tabi tutulur. Yaklagik 10 dakika
siddetli bir sekilde karistirilir. Organik fazlar bir araya toplanir. 9 mL % 1,5'luk
sodyum karbonat ¢ozeltisiyle yikanir. Siddetli bir sekilde karistirilir ve sodyum
karbonatli ¢ozelti tekrar 10 mL etil asetat'la ¢alkalanir. Organik fazlar bir araya
toplanir ve lizerine 4 gram sodyum siilfat (susuz) eklenerek karisim igindeki su alinir.
Suyu alinan organik faz rotavapor ile kurutulur. Kuruyan numune 2 mL kloroformda

¢Ozilir.

Waters Oasis HLB 1 cc’lik kati faz kartusu kullanim kilavuzuna gore kati faz
Oziitlemesi asagidaki gibi Sekil 4.1°deki semaya gore yapilir.



1 mL metanol ile akis hizi saniyede 2 damla olacak

sekilde kartus sartlandirilir.

v

1 mL su ile akis hiz1 saniyede 2 damla olacak sekilde

sartlandirilir.

1 mL numune kartusa ytiklenir

'

1.Yikama : Kartus % 1'lik Sodyum bikarbonatla akis hiz1

saniyede 1 damla olacak sekilde yikanir.

\ 4

2.Yikama : Kartus 1 mL % 0,1'lik asetik asit ¢ozeltisi ile

akis hiz1 saniyede 1 damla olacak sekilde yikanir.

'

Kartus yaklasik 3-4 dakika vakum yapilarak kurutulur.

\

1 mL eliisyon ¢ozeltisi (Etil asetat ve n-hexan % (60:40)
2 defa akis hiz1 saniyede 1 damla olacak sekilde kolondan
gecirilir.

v

Elde edilen eliisyon ¢o6zeltisi Ny gazi ile kurutulur.
Kurutulan numune 0,2 mL mobil fazda (% 15'lik
asetonitril, 0,114 mL asetik asit) ¢oziilir ve YPSK'ya
enjekte edilir.

Sekil 4.1. Kat1 faz 6ziitleme semasi

52
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5. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

5.1. Kromatografik Ayirmanin Optimizasyonu

% 5 ACN (0,1 mL perklorik asitli) mobil faz hazirlanmis ve Sekil 5.1°de oldugu gibi
patulinin alikonma zaman1 10,271 dakika oldugu tespit edilmistir. Sekil 5.1'den de
goriildiigli gibi patulin pikinin seklinin bozuk oldugu ve kuyruklanma faktoriiniin

hesaplanamadig1 goriilmiistiir.

TS EN ISO 15890/Ocak 2011 sayili Tirk Standardina gdére mobil faz ylizdesi
ayarlanmis ve yapilan ¢alismada perklorik asidin pik sekli, pik simetrileri, alikonma
zamant, kuyruklanma faktorleri agisindan uygun olmadig: Sekil 5.1 ve Sekil 5.2'deki
kromatogramlardaki patulin ve HMF pik sekillerinden de anlagilmaktadir.

Bu alikonma zamaninin yiiksek olmasindan dolayr mobil fazda ACN oraninin %

10’a ¢ikarilmasina karar verilmistir.

AU

10.72T

8 Patulin

1.433

Sekil 5.1. % 5 ACN'li patulin kromatogrami
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Cizelge 5.1. Kolonlarin karsilastirilmasi

HMF Patulin

1.Kolon®* 2.Kolon® 3.Kolon® | 1.Kolon 2.Kolon 3.Kolon

tR 6,692 6,771 6,652 10,304 8,644 8,942
N 23672 18374 1,688 10889 5479 204
Tf 1,241 1,223 1543 0,777 -- 0,580

a 1.Kolon: Phenomenex — Gemini C18 110 A° ,250mmx4,6mmx3um
b 2.Kolon: Phenomenex — Synergy Hydro RP 80 A° ,250mmx4,6mmx4um
¢ 3.Kolon: Phenomenex — Luna C18(2) 100 A°® ,250mmx4,6mmx5um

Cizelge 5.1’den goriilen calisma % 10 ACN (0,1 mL perklorik asitli) anlasilacag
gibi teorik tabaka sayisi ve kuyruklanma faktorii dikkate alindiginda en iyi kolonun

Gemini C18 110 A°, 250 mm X 4,6 mm X 3 um oldugu anlasilmistir.

Cizelge 5.2°de goriildiigii gibi % 10 ACN (0,1 mL perklorik asitli) mobil fazda
kolon sicakliklar1 karsilastirilmis ve alikonma zamani agisindan en uygun kolon

sicakliginin 40 °C olmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 5.2 Kolon sicaklik faktoriiniin etkisi (% 10 ACN, 0,1 mL perklorik asitli)

HMF Patulin
25°C 30 °C 35°C 40 °C 25°C 30°C 35°C 40°C

tr 6,651 6,716 6,294 5,959 8,579 8,638 7,77 7,244
N 23576 23356 24015 | 20691 1044 5848 5149 5211
tf 1,203 1,244 -- 1,164 - - - -

Cizelge 5.2°de goriildiigii gibi % 15 (v/v) Asetonitril -Su Ikili Karigimi (Perkloric
Asit’ll) mobil faz hazirlanarak 30, 35, 40 °C kolon sicakliginda ve % 15 ACN igeren
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mobil fazda alikonma zamanlari, etkin tabaka sayist ve kuyruklanma faktorleri

incelenmis ve alikonma zamani agisindan bu mobil fazin deney siiresini etkin bir

sekilde azalttigi gozlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda mobil fazin % 15 lik ACN

cozeltisi ve kolon sicakliginin da 40 °C olmas1 gerektigi sonucuna varilmistir. Bu

durum Sekil 5.2° de acik¢a goriilmektedir.

AU

4.0
3.5

3.0]

2.0]
157
1.04

0.5

Patulin

05]
-1.09
159

-2.0]

2.5

0.0—

0.0

0.5 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 min

Sekil 5.2. 40 °C’de % 15 ACN (0,1 mL perklorik asitli) patulin ve HMF
kromatogrami

Cizelge 5.3. Kolon sicaklik faktoriiniin etkisi % 15 (v/v) asetonitril-su ikili
karisimi (perklorikasitli)

HMF Patulin

30 °C 35°C 40 °C 30°C 35°C 40 °C
tr 5,090 4,962 4,859 6,226 6,005 8,638
N 19961 19657 19482 440,673 3135 5848
tf 1,268 1,311 1,344 - - -

Kolon ficaklik faktoriiniin etkisi % 15 (v/v) asetonitril -su ikili karigimi (perklorik

asitli) mobil fazda kromatogramlarin piklerin ayrilmamasi ve kuyruklanma
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faktorlerinin patulin ve HMF nin birbirinden ayrilmadig1 ve piklerin iist iiste geldigi
gorilmistir. Bu durum pH=2,5’da da ayni sekilde oldugu Cizelge 5.3’den de

anlagilmaktadir.

Daha sonra mobil fazin pH=4’e getirildiginde en etkin ayrilmaya ve en etkin

alikonma zamanina sahip oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak mobil faz igin % 15 (v/v) asetonitril -su ikili karigimi1 (15 mM asetik
asit) c¢ozeltisi tizerinde ¢alismanin uygun olacagma karar verilmistir. Bu durumda
Sekil 5.3’de de goriildiigii gibi piklerin ayrilma etkinliklerinin iyi olmasi ve alikonma
zamaninin su ana kadar patulin iizerinde yapilan deneyler literatiirde incelendiginde

en iyi alikonma zamani oldugu sdylenebilir.

Cizelge 5.4. Mobil faza pH’sinin etkisi

HMF Patulin

2,5 3,0 4,0 2,5 3,0 4,0
tr 7,435 6,869 4,816 7,353 6,798 5,720
N 7077 7024 20864 5928 5529 23484
Tf 0,862 0,889 1,312 - - 1,299
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Sekil 5.3. 40 °C de % 15 ACN (15 mM asetik asitli) patulin ve HMF spektrumu

Cizelge 5.5. Sistem uygunluk parametreleri (40 °C’de % 15 ACN (15 mM asetik
asitli) mobil faz ve Gemini C18 110 A°® 250 mm x 4,6 mm X 3 um
kolon igin)

Bilesik  Alikonma Kapasite  Segicilik Kolon Ayirma  Kuyruklanma

Adi zamani Faktori (o) Etkinligi ~ Giicii Faktorii
(tr) (k) (N) (R)
Patulin 5,720 0,594 1,737 23484 4,197 1,299

HMF 4,816 0,342 -- 20864 -- 1,312
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5.2. Metodun Geg¢erli Kilinmasi

5.2.1. Kalibrasyon Dogrusu ve Metot Performans Parametreleri (Validasyon
Parametreleri)

Y=n+m*X

] Parametre Hata
4,0 5
] n 0,06562 0,03219
m 74,37597 1,4317
3,5 1
s0d T sb N P

0,99926 0,0595 6 <0.0001

patulin / HMF Alan Orani

1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0,0 1,0x10? 2,0x107 3,0x107 4,0x10” 5,0x107

Derisim (ppm)

Sekil 5.4. Kalibrasyon dogrusu
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Sekil 5.5. Patulinin UV-Spektrumu

Bu ¢alismada yukarida bahsedildigi gibi stok ¢ozeltiden 1000 pl (1 mL) azot gazi
altinda kurutulmus ve 10 ppm’lik patulin elde etmek i¢in 20 mL etanolde ¢oziilmus
ve UV spektrofotometrede dl¢tim yapilmis ve 10 ppm’lik patulinin 9,1 ppm oldugu
tespit edilmistir.

Kalibrasyon dogrusunun hazirlanmasi i¢in i¢ standard olarak HMF kullanilmilmustir.
Patulin 0,001 ppm ile 0,05 ppm arasinda alt1 noktadan deger alinarak kalibrasyon
grafigi olusturulmustur. HMF ise 0,025 ppm olarak alinmistir. Kalibrasyon dogrusu,
her bir derisim degeri i¢in elde edilen patulin ve HMF pik alaninin HMF (i¢ standart)
pik alanina oranimnin, patulin derisimi degerine kars1 grafigi olusturulmustur. Ornek
olarak elde edilen kromatogram Sekil 5.6’da asagida verilmistir. Patulin analizi i¢in
olusturulan  kalibrasyon fonksiyonu y=74,376x+0,06562; 1°=0,9984 olarak

saptanmistir.
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mAU
1Ch1-276nm,4nm (1.00)
3.01Ch2-282nm,4nm (1.00) PATULIN

2.0

1.5

0.5

0.0]

7‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 min

Sekil 5.6. Kalibrasyon kromatogrami (0,05 ppm patulin 0,025 ppm HMF)

Cizelge 5.6. Patulin tayinine ait kalibrasyon verilerinin istatistiksel degerlendirilmesi

Regresyon Denklemi® Y =74,376x+0,06562
Egimin Standart Hatas1 1,4317

Kesisimin Standart Hatasi 0,03219

Korelasyon Katsayist (r) 0,9992

Kalibrasyon Aralig1 (ppm) 0,001-0,05

Teshis Sinir1 (ppm) 0,000502

Tayin Alt Sinirt (ppm) 0,001521

* Y = n+ mx; X: ppm biriminde derisim, y: patulin/HMF (i¢ standart alan orani

degerleri), n: kesisim, m : egim

Patulin analizinde kesinlik ve dogruluk c¢aligmalar1 i¢in yapilan giin igi

tekrarlanabilirlik degerinden en kiigiik derisimin Standart sapmasindan teshis Sinir1
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(LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ) hesaplanmistir. Patulin igin; teshis sinir1 (LOD)
0,000502 ppm, tayin limiti (LOQ) kabul edilen patulin i¢in; 0,001521 ppm
(Cizelge 5.6) olarak saptanmustir.

Geri kazanim ¢alismalari i¢in 0,1 ppm.lik (UV-tayini sonrasi patulin miktari=0,095
ppm) patulin Oziitleme Oncesi eklenmis ve geri kazanim % 94,84 olarak
hesaplanmistir. Geri kazanim c¢alismasina yonelik kromatogram Sekil 5.7°de

verilmigtir.

nAU

14 2.347

107

4.777

5.701

Sekil 5.7. Geri kazanim ¢aligmas1 yapilan numuneye ait kromatogram

Kesinlik ve dogruluk ¢alismalart i¢in yapilmis patulinin 0,005 ppm ve 0,02 ppm’lik
degerleri i¢in giin i¢i ve giinler aras1 ¢aligmalar yapilmis ve sonuglar Cizelge 5.7°de

verilmistir.
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Cizelge 5.7. Patulin tayinine ait giin i¢i, giinler aras1 bulgular

Calisilan bilesiklerin
derisimleri (ug/ml)

Giin i¢i

Glinler arasi

% Ortalama Geri

% Ortalama Geri

Patulin Kazanim + %BSS Kazanim + %BSS
0,005 ppm 98,4+ 1,22 92,85+ 4,22
0,02 ppm 100,45 +1,13 95,8+ 8,58

Cihazin tekrarlanabilirligi i¢in ise 5’er adet Ol¢lim alinmis ve sonuglar Cizelge

5.8.’de verilmistir.

Cizelge 5.8. Cihazin tekrarlanabilirlik sonuglari

0,005 ppm. lik Patulin

0,02 ppm. lik Patulin

Numune alani/i¢

standart alan1 orani

Bulunan patulin

Numune alant/ig

standart alan1 orani

Bulunan patulin

0,43033 0,00491 1,56694 0,02019
0,40068 0,00451 1,54046 0,01984
0,43580 0,00499 1,60224 0,02067
0,42702 0,00487 1,54161 0,01985
0,40432 0,00456 1,57831 0,02035
Ortalama 0,00477 Ortalama 0,02018
Standart Sapma 0,00022 Standart Sapma 0,00035
BSS 451125 BSS 1,73492

Gegerli kilma parametreleri Cizelge 5.9°da verilmistir.



Cizelge 5.9. Gegerli kilinma parametreleri
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Regresyon Denklemi®

Y =74,376x+0,06562

Dogrusallik Egim 74,376
Egimin Standart Hatas1 1,4317
Kesisimin Standart Hatas1 0,03219
Korelasyon Katsayisi () 0,9992
Kalibrasyon Aralig1 (ppm) 0,001-0,05
Tayin/Teshis Limiti ~ Teshis Sinir1 (ppm) 0,000502
Tayin Alt Sinir1 (ppm) 0,001521
Kesinlik 0,005 ppm. lik Patulin igin
o ' 98,4 + 1,22
(Giin i¢i) % Ortalama Geri Kazanim + % BSS
0,02 ppm. lik Patulin i¢in
PP N 100,45+ 1,13
% Ortalama Geri Kazanim + % BSS
Kesinlik 0,005 ppm. lik Patulin igin
' 92,85+ 4,22
(Giin arast1) % Ortalama Geri Kazanim + % BSS
0,02 ppm. lik Patulin i¢in
PP N 95,8+ 8,58
% Ortalama Geri Kazanim + % BSS
Cihazin 0,005 ppm. lik patulin i¢in % BSS 4,51
Tekrarlanabilirligi 0,02 ppm. lik patulin i¢in % BSS 1,73
Segicilik Faktorii(ot)
Patulin 1,737

Gegerli kilma caligmasindan sonra Cizelge 4.2°de belirtilen piyasada bulunan bebek

gidalari tizerinde analizler yapilmistir. 3 adet kat1 faz 6ziitlemesi ve 3 adet de siv1 faz

Oziitlemesi olmak lizere toplam 6 adet bebek gidasi lizerinde analizler yapilmistir.

Yapilan analizlerde patuline rastlanmamisken bebek gidalarinda HMF’nin mevcut

oldugu goziikkmektedir. Yapilan analizlere ait kromatogramlar Sekil 5.8, Sekil 5.9,
Sekil 5.10, Sekil 5.11, Sekil 5.12 ve Sekil 5.13'de asagida verilmistir.
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mAU
1Extract-276nm,4nm (1.00)
Ch1-282nm,4nm (1.00)

1.50
1.25
1.0(%?
0.757
o.smf
0.255
o.ocrf
-0.255
I e L L L L
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 35 4.0 45 50 min
Sekil 5.8. 8699745003548 barkod nolu iiriiniin kromatogrami
mAU
EAdract276nm dnm (1.00)
25 h2-282nm 4nm (1.00) HMF
20
15—:
107
e .
- k patulin
=
0]
| | [ | | | | !
0.0 1.0 210 30 £ 2.0 8.0 7.0 min

Sekil 5.9. 9062300117032 barkod nolu {iriiniin kromatogrami
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mAU
JExtract-276nm,4nm (1.00)
0-ch1-282nm,4nm (1.00)

-250
-500
-750]

-1000]

-12507

-1500]

-1750] |

-2000]

-2250

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 min

Sekil 5.10. 9062300116844 barkod nolu {iriiniin kromatogrami

mAU
1Extract-276nm,4nm (1.00)
30&’Ch2-282nm,4nm (1.00)

Sekil 5.11. 8697404760221 barkod nolu iiriiniin kromatogrami
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“-Extract-276nm,4nm (1.00)
-Ch2-282nm,4nm (1.00)

Sekil 5.12. 8699745000363 barkod nolu iirliniin kromatogram1

mAU
1250 —Extract-276nm,4nm (1.00)
+Ch2-282nm,4nm (1.00)

[y

o

o

o
|

750

500

N

a1

o
|

Sekil 5.13. 8692971556390 barkod no.lu iiriiniin kromatogrami

min
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5.3. SONUC VE ONERILER

Stok ¢ozeltinin belli siirelerde miktar tayinin yapilmasi gerektigi TS EN ISO
15890/Ocak 2011 sayili Tiirk Standardinda belirtilmistir. Bu siire 4-6 hafta olarak
belirlenmistir. Ancak patulinin saklama kosullarinin zorlugu ve calisma esnasinda
oda kosullarindan etkilenmesinden dolay1 spektroskopik yontem ile hazirlanan ana

Standart ¢ozeltinin derigimi haftalik olarak kontrol edilmelidir.

Yapilan caligmalarda i¢ standart olarak kullanilan HMF pikinin perklorik asit
kullanildig1 durumda piklerde ikiye yarilma gozlenmistir. Varlova ve arkadaslarina
gore (2009), HMF asidik ortamda levunelik asit (4-oksopentanoik asit) ve formik
asite kolayca dontisebilmektedir. Mobil fazin optimizasyonunda % 10 ACN (0,01
mL.Perklorik asit'li) mobil fazda karsilasilan bu durum, 15 mM asetik asit tamponu
kullanarak (pH 4) HMF asimetri faktori yaklasik 1 olacak sekilde diizgiin pik verdigi

gorilmistir.

Mobil faz olarak % 5 ACN (0,01 mL perklorik asit) ve % 10 ACN (0,01 mL
perklorik asit) kullan1ldig1 durumlarda patulin pikinin diizgiin olmadig Sekil 5.1 ve
Sekil 5.2'den de goriilmektedir. Bu durum mobil fazin asetik asitle tamponlanarak
pH'sinin 4'e ayarlandig1 durumda pik sekillerinin diizeldigi ve alikonma zamanlarinin
ve asimetri faktorii daha iyi oldugu gozlenmistir. Bu durumda TS EN ISO
15890/Ocak 2011 standardinda mobil faz olarak perklorik asitli mobil faz kullanimi
perklorik asitin patulinin yapisina etki ettiginden dolayr kullanilmasi uygun

olmamaktadir.

Mobil faz yiizdesi belirlendikten sonra 1.Kolon: Phenomenex — Gemini C18 110 A°,
250 mm x 4,6 mm X 3 um kolon se¢imi ile birlikte % 15 ACN (15 mM Asetik
Asit’li) mobil faz kullanarak, en uygun kolon sicakligim1 40 °C olarak tespit edip,

akis hizin1 1 mL/dk olarak ayarlandiginda alikonma zamaninin 6 dakikanin altina
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diisecegi ve bu durumun kaynaklarda belirtilen alikonma zamanlarinin yaklagik

olarak yaris1 kadardir. Dolayisiyla deney siiresi yartya indirilmistir.

Kaynaklar incelendiginde Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi bebek gidalarinda patuline
3-10 ppm diizeyinde rastlanmis olmasina ragmen, Tiirkiye'de satilan bebek
gidalarindan alinan numuneler {izerinde yapilan analizlerde 8697404760221 ve
9062300117032 barkod nolu iiriinlerde tayin limitinin altinda patuline rastlanmamis
diger irlinlerde patuline rastlanmamistir. Fakat HMF miktarinin oldukg¢a fazla

oldugu goriilmiistiir.
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