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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KECIBOYNUZUNDA GC/MSMS iLE ETILEN OKSIT ANALiZI METOT
GELISTIRME VE VALIDASYON CALISMALARI

Hasan ATCA
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Ramazan SEVIK

Bu arastirmada, gida tirinlerinde sterilizasyon amaciyla flimigant olarak kullanilan etilen
oksit (EO) kalintistnin miktar tayinini saglamak amaciyla metot sartlarinin gelistirilmesi
ve elde edilen metodun kec¢iboynuzu matriksinde valide edilmesi amag¢lanmistir. Metodun
ekstraksiyon isleminde solvent olarak asetonitril, saflastirma safhasinda Quecher’s kiti ve
analiz edilmesinde GC/MSMS cihazi kullanilmistir. Validasyon siirecinde igeriginde EO
icermedigi bilinen ke¢iboynuzu numunesine EO ve 2-CE (2-Kloroetanol) ile kirletme

yapilmis ve elde edilen veriler ile 6l¢lim belirsizligi hesaplanmustir.

Validasyonda, segicilik / spesifiklik, 6l¢iim araligi / dogrusallik, tekrarlanabilirlik, tekrar
tiretilebilirlik, geri kazanim ve saglamlik parametreleri ¢alisiimistir. Yapilan validasyon
ve Olglim belirsizligi ¢alismalar1 sonucunda; EO igin 6lgtim limiti 100 pg/kg ve geri
kazanim oranm1 % 103,01, genisletilmis belirsizlik sonucu 0,11 olarak bulunmustur.
Validasyon sonucunda elde edilen analiz verileri istatistiksel testlerle karsilastirilmis ve

uygun olarak degerlendirilmistir.

2024, x + 45 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kegiboynuzu, Etilen Oksit, 2-Kloroetanol, Validasyon



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

METHOD DEVELOPMENT AND VALIDATION STUDIES FOR ETHYLENE
OXIDE ANALYSIS WITH GC/MSMS IN CAROB BEAN
Hasan ATCA
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Ramazan SEVIK

In this study, it was aimed to develop method conditions for the quantification of ethylene
oxide (EO) residue used as fumigant for sterilization in food products and to validate the
obtained method in carob matrix. Acetonitrile was used as solvent in the extraction
process of the method, Quecher's kit was used in the purification phase and GC/MSMS
device was used in the analysis. During the validation process, carob samples known to
be EO-free were contaminated with EO and 2-CE (2-Chloroethanol) and the

measurement uncertainty was calculated from the data obtained.

In validation, selectivity / specificity, measurement range / linearity, repeatability,
reproducibility, recovery and robustness parameters were studied. As a result of the
validation and measurement uncertainty studies, the measurement limit for EO was 100
ug/kg, the recovery rate was 103,01% and the expanded uncertainty result was 0,11. The
analysis data obtained as a result of validation were compared with statistical tests and

evaluated as appropriate.

2024, x + 45 pages

Keywords: Carob bean, Ethylene Oxide, 2-Chloroethanol, Validation
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1. GIRIS

Gidalar belirli bir siire¢ igerisinde yetisen veya iiretilen ve sonrasinda insanlarin
tilketimine sunulan maddelerdir. Gidalarin tiiketilmeden once sicaklik, nem, 1s1k vb.
kosullar goz oniine alinarak muhafaza edilmesi gerekmektedir. Bu muhafaza isleminde
siiregelen fakli teknikler kullanilmakta olup; iiriiniin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yapisinin korunmasi esas alinmaktadir. Yapinin korunma siirecinde kimi zaman kimyasal
kimi zaman da fiziksel islemler uygulanarak {iriiniin raf dmrii uzatilmaya calisilmaktadir.
Ancak yapilacak olan iglem {iriiniin goriintiisiinii, tadin1 ve besin degerini olumsuz yonde

etkilememeli; Uirtiniin raf 6mrini uzatmalidir.

Gida maddeleri ¢esitli (biyolojik, kimyasal, fiziksel vb.) sebeplerden dolayi
bozulabilmektedir. Bozulamaya sebep olan etmenleri ortadan kaldirmaya yonelik ¢esitli
(kurutma, 1s1l islem, fermantasyon, tuzlama, dumanlama, konserveleme, dondurma,
sogukta muhafaza, kimyasal maddelerle muamele) gida muhafaza yontemleri
gelistirilmistir (Aydemir ve Atasever 2007). Ornegin, siit {iriinlerinin korunmas1 amaciyla
pastOrizasyon ve sterilizasyon islemleri uygulanirken, 1sil isleme duyarli gidalar i¢in

1sinlama ve fiimigasyon islemleri uygulanmaktadir.

Baharattaki mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmast igin fiimigasyon, termal
inaktivasyon ve 1simmlama ile soguk pastorizasyon gibi ¢esitli yontemlere literatiirde
siklikla rastlanmaktadir (Abbas ve Halkman 2003). Fiimigasyon amaciyla bazi iiriinlerde
tiitsii ajanlar1 kullanilirken bazen de etilen oksit gibi kolay buharlasabilen kimyasal
koruyucular kullanilabilmektedir. Ancak bu koruyucu kimyasallar iiriinde bazi kalintilar
birakmakta ve insan sagligina olumsuz etki gosterebilmektedirler. Piyasaya sunulan
tiriinler cesitli denetim mekanizmalariyla (Rutin denetim, Sinir kontrolleri vb.) kontrol
sirasinda analiz edilmekte ve kalintilar tespit edilebilmektedir. Ornegin Avrupa Birligi
(AB) ithal edilen iiriinlerin bazilarinda etilen oksit (EO) maddesine rastlanmis, Gida ve
Yem i¢in Hizli Alarm Sistemi -Rapid Alert System for Food and Feed- (RASFF) ile
tirtinlerin bazilarini geri ¢agirma bazilarini da sinir kontrollerinde reddederek gida tirtinii

olarak tiiketimi engellenmistir (Anonim 2020).



Etilen Oksit, findik, baharat, kurutulmus meyveler, siit tozlar1 ve tahillar gibi diisiik su
aktivitesine sahip gidalarin mikroorganizma ve bodceklerden korunmasi igin

fiimigasyonda kullanilmaktadir (Dudkiewicz vd. 2022).

Etilen oksit ilk kez 1859'da Charles Adolphe Wurtz tarafindan 2-kloroetanoliin bir baz ile
tepkimeye girmesi ile sentezlenmistir. Kimya endiistrisinde etilen glikol, glikol eterler,
polimerler ve ylizey aktif madde iiretiminde, ila¢ sektoriinde, inert gazlarla birlestiginde
tibbi ekipmanlarin sterilizasyonunda kullanilmaktadir. Bunun yam sira tekstilde,

kozmetikte, tarim ve gida sektorlerinde de oldukga 6nemlidir (Dolmaseven 2023).

Etilen oksit 1960 yilindan bu yana sterilizasyon amacl kullanilmaktadir. Ayrica saglik
sektorliinde malzemelerin sterilizasyonunda, ilag sektoriinde vb. sterilizasyon amagl
kullanilmaktadir. Etilen oksit, soluma veya deri yoluyla niifuz etmektedir. iki farkli yolla
metabolize edilmektedir. Etilen oksidin sivi ve gaz formlarinin ciltle temasi yaniklara ve

alerjik reaksiyonlara neden olabilir (Dikmetas vd. 2020).

Avrupa Birligi, ¢esitli gida ve tarim {irtinlerinde hem EO hem de onun birincil metaboliti
2-kloroetanol (2-CE) igin 0,02 ila 0,1 mg/kg arasinda degisen maximum residue limit
(MRL) belirlemistir ( Anonim 2022). Ulkemizde ise Avrupa Birligi mevzuat1 baz alinarak
hazirlanan “Tirk Gida Kodeksi Pestisitlerin - Maksimum Kalinti  Limitleri
Yonetmeligi’nde EO i¢in 0,02-0,1 mg/kg arasinda degisen MRL belirlenmistir (TGK
2021).

Bu ¢alismada keciboynuzunda GC/MSMS ile etilen oksit analizi metodu gelistirilmesi ve
etilen oksit kalintisinin tespitinde kullanilan analiz metodunun valide edilmesi

amaclanmastir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Keciboynuzu

Dogu Akdeniz ve Ortadogu’ya 6zgii bir tiir olan kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.),
Leguminosae familyasi icerisinde yer almaktadir. Cok eski ¢aglardan bu yana bilinen bu
tiirtin, en az 4000 y1l 6ncesinde kiiltiire alindig1 tahmin edilmektedir (Giibbiik vd. 2016).
Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait olup igerisinde sert c¢ekirdekleri bulunan
baklalardan olusmaktadir (Sariduman 2023). Leguminoseae (Fabaceae) familyasina ve
Caesalpinaceae alt familyasina ait bir aga¢ olan kegiboynuzu, “harnup”, “harup”,
“boynuz” isimleri ile de bilinmektedir (Sener 2022). Ke¢iboynuzu agacinin tohumu
bugday ve arpa gibi tahillarin tohumunun yapisina benzer yapida tohuma sahiptir. Taze
meyve olarak da tiiketilebilen kegiboynuzunun cekirdekleri, gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilan dogal bir gida katki maddesi olan gam iiretiminde, meyvesi ise toz
haline getirildiginde sekerleme f{iriinlerinde kakao ikamesi olarak kullanilmaktadir

(Sariduman 2023). Kegiboynuzu bilesen 6zellikleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Keciboynuzu (100 g i¢in) bilesen 6zellikleri (Tiirkomp, int. Kyn.3).

Bilesen Birim Ortalama Minimum Maksimin
Enerji kcal 293 290 298
Enerji kJ 1226 1213 1247
Su g 12,22 12,00 12,46
Kiil g 2,47 2,15 2,56
Protein g 4,18 3,69 5,98
Azot g 0,67 0,59 0,96
Yag, toplam g 0,69 0,57 0,78
Karbonhidrat g 54,61 53,25 55,99
Lif, toplam diyet g 25,83 23,43 27,11
Lif, suda ¢oziiniir g 2,68 2,10 4,21
Lif, suda ¢6ziinmeyen g 23,14 19,22 24,62
Sakaroz g 16,40 13,75 17,50
Glukoz g 8,96 3,25 13,16
Fruktoz g 11,47 5,23 15,97
Laktoz g 0,00 0,00 0,00
Maltoz g 0,06 0,00 0,29
Tuz mg 12 10 17
Demir mg 2,20 1,25 5,44
Fosfor mg 211 85 681
Kalsiyum mg 311 251 361
Magnezyum mg 119 63 326
Potasyum mg 992 843 1215
Sodyum mg 5 4 7
Cinko mg 1,45 0,61 4,27
Selenyum ug 2,5 0,0 5,9



https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-enerji-2
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=ENERC
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-enerji-559
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=TR_ENERJ
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-su-1
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=WATER
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-kul-5
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=ASH
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-protein-3
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=PROT
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-azot-109
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=NT
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-yag-toplam-4
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=FAT
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-karbonhidrat-155
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=CHO
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-lif-toplam-diyet-11
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=FIBT
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-lif-suda-cozunur-12
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=FIBSOL
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-lif-suda-cozunmeyen-13
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=FIBINS
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-sakaroz-10
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=SUCS
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-glukoz-100
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=GLUS
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-fruktoz-6
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=FRUS
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-laktoz-8
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=LACS
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-maltoz-9
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=MALS
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-tuz-461
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=NACL
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-demir-fe-22
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=FE
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-fosfor-p-24
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=P
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-kalsiyum-ca-21
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=CA
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-magnezyum-mg-23
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=MG
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-potasyum-k-25
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=K
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-sodyum-na-26
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=NA
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-cinko-zn-27
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=ZN
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/component_result-selenyum-se-30
https://turkomp.tarimorman.gov.tr/foodanalysisresult-keciboynuzu-kuru-376?comp=SE

2.2 Etilen Oksit

Etilen oksit (Cas no:75-21-8), kiitlesi 44,05, en basit siklik eterdir. Renksiz bir gaz veya
stvidir ve tatl, eterik bir kokusu vardir. Kisa C-C bagina ve gergin agilara sahip etilen

oksit molekiilii Sekil 2.1'de gosterilmektedir (Rebsdat ve Mayer 2000).

Sekil 2.1 Etilen oksit yapis1 (Dolmaseven 2023).

Etilen oksit ilk olarak 1859'da, potasyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilarak
etilenklorohidrinden hidroklorik asidi elimine ederek hazirlayan Charles Adolphe Wurtz
tarafindan tanimlanmistir. Wurtz'un kesfine dayanan klorohidrin prosesi ile endiistriyel
tiretim 1914'te baglamigtir. O zamandan bu yana etilen oksidin tiretimi ve 6nemi giderek

artmustir (Rebsdat ve Mayer 2000).

1931'de Lefort, etilenin dogrudan katalitik oksidasyonunu kesfetmistir. Bu, yavas yavas
Klorohidrin prosesinin yerini almistir. Su anda etilen oksit, etilenin hava veya oksijenle
dogrudan oksidasyonu yoluyla iiretilmektedir. Diinya ¢apinda yillik iiretim kapasitesi 15
x 10° tonun iizerinde olmas1 onu énemli bir endiistriyel kimyasal haline getirmektedir.
Etilen oksidin kendisi dezenfektan, sterilizasyon maddesi ve fiimigant olarak
kullanilmaktadir. En 6nemli tiirevi olan etilen glikol (Cas no:107-21-1), antifrizde (araba
radyatorleri) ve polyester elyaflarin ( elyaflar, polyester elyaflar, polyesterler) iiretiminde
kullanilmaktadir (Rebsdat ve Mayer 2000). Ayni zamanda fizyolojik siire¢lerin bir

sonucu olarak endojen olarak iiretilmektedir (Lynch vd. 2022).

Etilen oksit reaktif bir epoksit ve gii¢lii bir biyosit oldugundan, gida maddelerinin ve tibbi
ekipmanlarin fiimigasyonu ve sterilizasyonu icin kiiciik bir miktar (toplam {iretimin
%1'inden azi) kullanilir. Yiiksek koku esigi (900 - 1260 mg/m?®) nedeniyle duyusal olarak

tanima, saglik agisindan tehlike konusunda yeterli uyar1 saglamamaktadir (Bruyn 1987).



Etilen oksit, mikroorganizmalarin hiicre duvari ile reaksiyona girerek geri doniislimsiiz
alkalilesmeye sebep olan bir sterilan olarak c¢alismaktadir (Zenciroglu 2005). Baharat
endiistrisinde Salmonella ve E. coli gibi mikrobiyal gelisimi 6nlemek, bakteri yiiklerini,
maya ve kiifii, koliformlar1 ve diger patojenleri azaltmak i¢in kullanilmaktadir. Bitki,
baharat, tohum gibi iriinlere zarar verebilecek yiiksek sicakliktaki islemlerin yerine

kullanilmaktadir (Anonim 2022).

Baharatlarda yapilan bir ¢alismada, mezofilik aerobik bakteri sayisinda 2,5 log birimi
azalma etilen oksit (600 g/m?, 25 °C, 6 saat) ve 5 kGy 1sinlama ile saglanabilmistir. Bu
fiimigasyon ve 1smmlama uygulamasinda koliform bakteri ve E. coli timiyle
indirgenmistir (Abbas ve Halkman 2003). Etilen oksit, maksimum kalint1 limitleri ile
ilgili 396/2005 sayili European Commission (EC) yonetmeliginde listelenen bir
pestisittir. Bu pestisitin AB'de gidalarda kullanim1 1991 yilindan itibaren yasaklanmistir.
Ancak 9 Eyliil 2020'de Belgika, Hindistan'dan gelen susam tohumlarinda yiiksek diizeyde
EO tespit etmistir. Bu seviye 30,1 mg/kg olup, susam i¢in Avrupa MRL'sini (0,05 mg/kg)
asmistir. Bunu takiben, RASFF veri tabanina kaydedilen EO ile kontamine olmus
gidalarin sayis1 Eyliil ayinda 2 iken Kasim 2020'de 169'a yiikselmistir ( Dudkiewicz vd.
2022). Agustos 2020-Agustos 2021 tarihleri arasindaki RASFF etilen oksit bildirim
grafigi Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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EO ile ilgili RASFF bildirimlerinin sayist

Sekil 2.2 2020-2021 yili RASFF EO bildirim grafigi (Dudkiewicz vd. 2022 kaynagindan
esinlenmistir).



Susamdaki Salmonella sorunu sadece Hindistan ile sinirli kalmamistir. Yillar gegtikge
Afrika'nin gesitli iilkelerinden gelen susam tohumlarinda da Salmonella'ya rastlanmistir.
Bu, Uganda (Aralik 2016), Nijerya ve Sudan (Haziran 2017) ve Etiyopya (Ocak 2019)
mengeli susamin ithalat kontrollerinin artirilmasimi gerektiren AB diizenlemelerinin
uygulamaya koyulmasina neden olmustur. Kontrollerin siklig1 baslangigta %50 olarak
belirlenmis ve daha sonra Sudan ve Uganda 6rneginde (Mayis 2020'den itibaren) %20'ye
distiriilmiistir (Anonim 2020).

Temmuz ve Agustos 2021'de EO bulagmis iiriinlere iligkin bildirimlerin sayisi yeniden
artmistir. Bu kez EO'nun MRL'nin {izerinde tespit edildigi ana gida gruplart siit tirinleri
(stit, buz ve tathilar dahil), gida katki maddeleri ve tatlandiricilar, diyetetik gidalar,
takviyeler ve giliclendirilmis gidalardir. Bu iiriin gruplar1 arasinda ¢ok sayida bildirimde
(vaklasik %30), ornegin dondurmada koyulastiric1 veya stabilizator olarak kullanilan

kegiboynuzu gami (E410) yer almaktadir(Dudkiewicz vd. 2022).

Bu pestisit, dondurma iiretiminde ikincil bilesenler olarak kullanilan stabilizator
karisimlar1 yoluyla besin zincirine girmistir. Sonug olarak, ¢cogu durumda nihai iiriinde
pestisit kalintisinin tespit edilip edilmeyecegine bakilmaksizin, AB ¢apinda bir¢ok iilkede
uygunsuz kalinti igeren tiim tiriinler geri ¢ekilmistir veya geri ¢agrilmistir ( Bessaire vd.
2021).

Buharlasma ve matris bilesenleriyle reaksiyonlar, EO'nun gidalardaki ana yayilma
yollaridir. EO fiimigasyonunun ardindan, iriinler havalandirilirsa, fiimigasyona tabi
tutulan {irtinlerdeki EO seviyeleri hizla diiser. Tipik olarak, EO seviyeleri flimigasyondan
sonraki 2 hafta i¢inde 1 ppm'in altina diiser. Havalandirma olmadiginda veya numuneler
kapatildiginda EO seviyeleri daha yavas diiser. EO'nun gida iirlinlerinden
uzaklastirilmasina bazen vakum veya daha yiiksek sicakliklar uygulanarak hizlandirilir.
Ikincisi bazen gida iiriinlerinin duyusal 6zelliklerini olumsuz yonde etkiler (Anonim

2020).

Sivi etilen oksit ve su her oranda tamamen karigabilir. Klatrat olusumundan kaynaklanan
nispeten yiiksek erime noktalar1 6zellikle dikkat ¢ekicidir. Klatratlar bir kafes yapis1 igine
alinmis organik molekiillerden olusur. Bu durumda kafes, her biri 46 su molekiilii i¢eren

birim hiicrelerden, alt1 biiyiik olan (14 kenarli, tetradekahedra) ve iki kiigiik olan (12
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kenarli, dodecahedra) iki tiir bogluktan olusan bir buz kafesidir. Klatratlarin, etilen oksitin
giderek yogunlasan sulu ¢ozeltilerinden kristallestirilmesi saglanirsa yogunluklari ve EO
icerikleri de artar. EO ilk 6nce su kafesinin alt1 tetradekahedral boslugunu doldurur,
ardindan dodekahedral bosluklarin %20-40'm1 doldurur (Rebsdat ve Mayer 2000).

Cizelge 2.2°de sulu EO soliisyonlarinin fiziksel 6zellikleri gosterilmektedir.

Cizelge 2.2 Sulu EO soliisyonlarinin fiziksel 6zellikleri (Rebsdat ve Mayer 2000).

EOigerigi  Erime noktas1  Kaynama Noktas1  10°C’de yogunlugu Alevlenme
(%) (°C) °C (g/L) noktasi (°C)
0 0.0 100 0.9991

0.5 415

1 -0.4 31

2 3

3 -1.3

5 -1.6 58 0.9988 -2

10 5.6 42.5 0.9980

20 10.4 32 0.9945 -21

30 11.8 27 0.9882 -28

40 10.4 21 0.9792 -35

60 7.8 16 0.9534 -45

80 3.7 13 0.9194 -53
100 -112.5 10.4 0.8826 -57

EO gida ile temas ettiginde matrise bagli olarak etilen glikol, 2-kloroetanol ve 2-
bromoetanol olugabilmektedir. Son ikisi sirasiyla kloriir ve bromiir iyonlarinin varliginda
olusmaktadir. Dietilen glikol ve dioksan da bir dereceye kadar olusmaktadir. Metil
bromiir ile flimigasyonun EO ile fiimigasyondan Once yapildigi ve yiiksek bromiir
kalintilar1  biraktigi  durumlarda, 2-bromoetanol olusum seviyeleri ¢ok yiiksek
olabilmektedir. EO ayrica amino asitler, piirinler ve yag asitleri gibi matris bilesenleriyle

dogrudan reaksiyona girerek hidroksi-etil eklentileri olusturmaktadir (Anonim 2020).

Etilen oksit bitkilerde metabolizmanin bir {iriinii olarak olusabilir. Ornegin, Faba
fasulyesinin, her yerde bulunan bir bitki biliylime hormonu olan etilenin enzimatik
oksidasyonu yoluyla EO iirettigi gosterilmistir. Etilen birgok bitki tarafindan
tiretilmektedir, ancak Hintli ihracat¢ilar da dahil olmak iizere isletmeler bunu iiriinlerin,

Ozellikle de meyvelerin yapay olarak olgunlastirilimast i¢in de kullanmaktadir
(Dudkiewicz vd. 2022).



EO'nun, etilenin enzimatik olarak katalize edilmis oksidasyonu yoluyla dogal olarak
olusabilecegi gosterilebilir; CYP-450 oksidazlari icermektedir. Bu hem bakteriler hem de
bitkiler i¢in kanitlanmistir. Bagirsak kanalindaki bakteriyel aktivite yoluyla insan
viicudunda etilenin EO'ya endojen oksidasyonu Ehrenberg ve arkadaslar1 tarafindan rapor

edilmistir (Anonim 2020).

Etilen gaz seklinde bir hormondur. Kimyasal bilesimi ¢ok basit olmasina ragmen,
bitkilerdeki fizyolojik etkisi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile goriilebilmektedir.
Bitkilerde yiiksek aktiviteli ve ¢ok yonlii etilen gazinin pratik yoldan elde edilebilmesi,
etileni serbest kilan bilesiklerin bulunmasini gerektirmistir. Bu maddeler ¢iceklenmeyi
tesvik etmektedir. Etli meyve ve sebzelerde olgunlasma lizerine etki etmekte, ceviz,
zeytin, kiraz, visne vb. meyve dokiilmesini tesvik ederek seyreklesmeyi saglamaktadir

(Kumlay ve Eryigit 2011).

Muz, narenciye, armut, domates, kavun, ananas gibi meyve tiirlerinin olgunlastirilmasi
ve sarartilmasinda etilen gazi kullanilmaktadir. Etilenin meyveyi olgunlastirma seklinde
uyarmast ile klorofilin yapisinin bozulmasi ve diger pigmentlerin sentezlenmesi, hiicre
duvariin parcalanmasi ile meyve yumusamasi, meyve kokusunu olusturan ugucu
bilesiklerin sentezlenmesi, solunumun hizlanmasi ve nisastanin sekere doniismesi gibi

metabolik olaylar meydana gelmektedir (Algiil vd. 2016).

Etilen oksit, N2, CO. veya dikloroflorometan ile patlayict olmayan bir karisim olarak
kullanildiginda miikemmel bir dezenfektan, sterilizasyon maddesi ve fiimiganttir. Gaz
gdzeneklere, ambalajlara veya giysilere niifuz eder. Ornegin hastanelerdeki cerrahi
aletleri sterilize etmek veya baharatlardan, kiirklerden vb. =zararhilar1 ve
mikroorganizmalar1 uzaklastirmak i¢in kullanilabilir (Rebsdat ve Mayer 2000).
Baharatlarin ve aromatik bitkilerin lezzet verici 6zellikleri igerdikleri ugucu yaglardan
kaynaklanmaktadir. Bu {riinler giineste kurutma, depolama ve tasima esnasinda
mikrobiyel bulagmaya maruz kalabilmektedir. Bu yiizden satisa sunulmadan once
buharla, etilen oksitle veya isinlama ile muamele edilebilmektedir (Aydemir ve Atasever
2007).

EO sterilizasyon islemi 6n kosullandirma, sterilizasyon dongiisii ve havalandirma gibi

asamalar1 icermektedir. EO uygulamasindan 6nce tibbi cihazlarin belirli bir sicaklik ve
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nemde 6n kosullandirilmasi, {irliniin bagil nemini kontrol etmeye yardimec1 olmakta ve
sterilizasyon dongiisiinlin siiresini azaltmaktadir. EO ile elde edilen sterilizasyon,
mikroorganizmalarin nem igeriginden etkilenmektedir. Diislik nem seviyeleri mikrobiyal
direnci artirabilmektedir (Jagadeeswaran ve Chandran 2022). Biitiin ve o6giitiilmiis
baharatin mikrobiyel kontaminasyonu, <10* bakteri diizeyine indirmek igin 20-25 °C 'da
6-8 saat siireli %10 bagil nemde (ya da daha yiiksek bagil nemde daha kisa siireli) ve 500-
750 mL etilen oksit/ m® konsantrasyonda etilen oksit uygulamasi ve kalinti problemleri
Coretti tarafindan yapilan calismada ele almmistir. Ogiitiilmiis hardal disinda fiimige
edilmis baharatta renk ve koku kayb1 olmadig1, havalandirma ve birkag haftalik depolama
sonunda EO kalintisinin flimigasyon, depolama ve paketleme kosullarina gore degismek
tizere genellikle 50-100 ppm oldugu, iyi havalandirilmis olmak kaydi ile etilen
klorohidrin gibi toksik etilen oksit tlirevlerinin tuzlanmis iirlinlerde Onemsiz

konsantrasyonlarda bulunabilecegi gosterilmistir ( Coretti 1978).

Farkli kaynaklardan gelen EO / 2-CE kalintilari, 6zellikle tespit edilen seviyelerin ¢ok
diisiik oldugu (6rn. <0,1 mg/kg) ve EO'nun tedarik zinciri boyunca fiimigant olarak
kullaniminin dogrulanamadigi durumlarda, risk yonetimi kararlart alinirken dikkate

alinmalidir (Bessaire vd. 2021).

Etilen oksitin faydalar: risklerinden daha agir basmaktadir. Bununla birlikte, uygunsuz
veya yetersiz havalandirma yiiziinden olusan veya tamir edilemez doku hasarma yol
acabilecek etilen oksit kalintilart ile ilgili olan saglik tehlikelerinden haberdar olmak
gerekmektedir (Erbil 2007).

2.2.1 Etilen Oksidin Saghga Zararlarn

Gida fiimigasyonu i¢in EO kullanimi, sagliga olumsuz etkileri nedeniyle diinya ¢capinda
bir¢ok iilkede agamali olarak kaldirilmistir. Almanya'da, gidalarda kalan EO kalintilarin
toksikolojik etkileri nedeniyle 1981 yilinda gidalar EO ile fiimigasyonu yasaklanmuistir.
1985 yilinda Cin, EO kullanimini sadece bos depolarla sinirlandirmistir. 1986'da
European Economic Community (EEC), EO'nun bitki koruma iriinii olarak
pazarlanmasini ve kullanilmasini yasaklamis, ancak bazi kii¢ilik 6l¢ekli gegici muafiyetler

ulusal diizeyde uygulanmaya devam etmistir. 1991 yilinda EEC, Kategori 2 kanserojen



ve mutajen olarak siniflandirildigr igin saglik riskleri nedeniyle aktif bilesen olarak EO

iceren tiim bitki koruma tirlinlerini tamamen yasaklamigtir (Anonim 2020).

Etilen oksit, proteinler ve deoksiriboz niikleik asit (DNA) dahil biyolojik
makromolekiillerdeki niikleofilik gruplar tarafindan kolayca agilabilen, oldukg¢a gergin 3
tiyeli halkas1 nedeniyle giiclii bir elektrofildir. Makromolekiiler niikleofilik gruplarla
reaksiyona girmenin yani sira, hayvanlarda ve insanlarda etilen oksit i¢in diger
biyotransformasyonlar, glutatyonla konjugasyon ve etilen glikol olusturmak i¢in hidrolizi

iceren iki detoksifikasyon yolunu igermektedir (Allemang vd. 2022).

Etilen oksit solundugunda kolaylikla emilmekte, viicuda dagitilmakta ve hizla metabolize
edilmektedir. Buna gore ¢ogu organ, kimyasalin ve metabolitlerinin esdeger dozlarimni
almaktadir. Proteinlerin ve DNA'nin alkilasyon derecesi, farkli organlar ve kan arasinda
biraz farklillk gostermektedir. Insanda ve kemirgenlerde bilesigin dokulardaki yari

omriiniin 9-10 dakika oldugu tahmin edilmektedir (Bruyn 1987).

Insanlarda etilenden bazi endojen olusumlar vardir ve hiicrelerarasi sivida kesfedilmistir.
Atmosferi Kkirletici olarak dogal gazda, sigara dumaninda ve dizel egzozunda
bulunabilmektedir. Etilen oksit dogada nadir olmasina ragmen biyolojik etkisi, tim
biyolojik sistemlerin DNA ve riboniikleik asit (RNA) evrimi iizerinde temel bir etkiye
sahip olabilmektedir (Rebsdat ve Mayer 2000).

Etilen oksidin gevreye girisinin ana yolu, iiretim, tagima, depolama, nakliye ve kullanim
sirasinda buharlagsma ve aciga c¢ikan gazlar nedeniyle atmosfere karigmasidir. Sterilant
veya fiimigant olarak uygulanan etilen oksidin ¢ogu atmosfere karisacaktir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'nde katalitik oksidasyonla iiretilen etilen oksit tonu basina
{iretim kayiplarinin 13 kg oldugu tahmin edilmektedir (Bruyn 1987). Insanlarin etilen
okside maruz kalmasmin baslica yollari, mesleki, tiiketici veya cevresel maruziyet
yoluyla meydana gelebilecek soluma ve yiyeceklerle alinmasidir. Etilen oksit son derece
patlayici ve reaktif oldugundan, islenmesi i¢in kullanilan ekipman genellikle sikica kapali
ve yiiksek otomasyonlu sistemlerden olusmaktadir. Bu da mesleki maruziyet riskini
azaltmaktadir (NIH, Int. Kyn.1). Ozellikle DNA'ya zarar verme yonii ile insanlarda kalici
hastaliklara sebebiyet vermesi gibi nedenlerle tespiti olduk¢a dnemlidir (Dolmaseven
2023).
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Sterilizasyon ve havalandirma siirelerinin uzun olmasi, sivilarin sterilizasyonunun
yapilamamasi, paketlemede kumas kullanilamamasi, alev bastirici ile karistirilmazsa gaz
yanici ve patlayici etki yaratmasi, toksik artik veya artiklar birakmasi, kullanici hatalarina
acik olmasi, reaktif olmasi, zehirli olmasi ve kanserojen 6zelligi olmasi etilen oksitin
dezavantajlarindandir (Akga 2022). Kanser diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenidir ve
2020'de yaklasik 10 milyon oliime neden olacagi bildirilmektedir. Meme kanseri,
kadinlarda akciger kanserinden sonra kanserden kaynaklanan ikinci 6liim nedenidir ve
2020'de teshis edilen toplam yeni vakalarin %12,5'ine karsilik gelmektedir (Jamil vd.
2022). Lenfoma ve 16semi, mesleki olarak etilen oksit maruziyetiyle iligkili oldugu en sik
bildirilen kanserlerdir. Mide ve meme kanserleri de etilen oksit maruziyetiyle iliskili
olabilmektedir (NIH, int. Kyn.1).

Etilen oksit maruziyeti olanlarda gebelik diisiiklerinin fazla oldugu bilinmektedir.
Finlandiya'daki bir ¢aligmada 80 hastanede sterilizasyon islerinde galisan kadinlarin, ayni
hastanelerde diger islerde calisanlara gore daha fazla diisiik yapmis olduklar1 goriilmiistiir

(Bilir 2002).

Hava icindeki etilen oksit konsantrasyonuna maruz kalma hayvan ve insanlarda genetik
materyalin  bozuldugunu gosterir bulgulara yol a¢mistir. Ayrica hemoglobin
alkilizasyonu, programlanmis DNA sentezi, kardes kromatit degisiklikleri, kromozal
aberasyonlar ve fonksiyonel sperm anomalileri goriilebilmektedir. Etilen oksit sivi
formunun gbze temasta géz irritasyonu kornea yaralanmasi, cilde temasinda siddetli
irritasyon, donma ve su toplamasi olabilmektedir. Yutulmasi gastrik irritasyon ve
karaciger hasarina yol acabilmektedir. Etilen oksit buharlarinin inhalasyonu solunum
irritasyonu, akciger yaralanmasi, bas agrisi, bulanti, kusma, dispne, diyare ve siyanoza
yol acgabilmektedir (Zenciroglu 2005). Diisiik konsantrasyonlara bile siirekli maruz

kalmak koku duyusunun uyusmasina neden olabilmektedir (FAO, Int. Kyn.1).

2.3 2-Kloroetanol

Etilen oksit ile kararsiz hidrojen atomlar1 iceren bilesikler arasinda c¢ok cesitli
reaksiyonlar meydana gelmektedir; bu nedenle bu tiir bilesikler genellikle tiirevler

tiretmek i¢in kullanilmaktadir (Rebsdat ve Mayer 2000). EO'nun gida bilesenleriyle olan
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ana reaksiyonlari, 2-kloroetanol, 2-bromoetanol ve etilen glikol gibi {riinlerle

sonuglanmaktadir (Dudkiewicz vd. 2022).

2-Kloroetanol (Cas no: 107-07-3), tekstil baski boyalar1 igin bir antioksidan ve diger
endiistriyel maddelerin tiretiminde endiistriyel bir ¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Ayrica

EO ve etilen glikol sentezinde bir ara iiriin olarak kullanilmaktadir (Allemang vd. 2022).

EO'nun yiiksek uguculugu (kaynama noktasi 10,4°C) nedeniyle hizla dagilmasinin
ve/veya ortam kosullart altinda kloriir gibi niikleofillerle reaksiyona girerek daha az
ucucu metabolit 2-kloroetanol (kaynama noktasi 129°C) olusturmasinin beklendigini
belirtmek 6nemlidir. Dolayistyla, Avrupa Birligi Komisyon Tiiziigii 396/2005'e gore
kalint1 tanimi, EO art1 2-CE'nin toplamidir ve EO olarak ifade edilmektedir (Bessaire vd.
2021).

Analitik yontemler esas olarak otlar, baharatlar, kurutulmus sebzeler, kuruyemisler,
tahillar vb. kuru gidalar icin gelistirilmistir. Ustelik kullanilan yaklasimlar ¢ok cesitlidir;
yani EO, asit islemiyle (HC1 / NaCl) 2-CE'ye tamamen doniistiiriilebilmekte veya 2-CE,
alkali islemiyle tekrar epoksite doniistiirtilebilmektedir (Bessaire vd. 2021). Sekil 2.3°de

EO ve 2-CE dontisiim tepkimeleri gosterilmektedir.

Sitokrom
Cl Hocl Psso+0, O

I~ 7 H,C=CH, A

2-Kloroetanol Etilen Oksit

HO

Sekil 2.3 Etilenden EO ve 2-CE'ye olasi kimyasal ve biyolojik yollar (Bessaire vd. 2021
kaynagindan esinlenmistir).

2-CE, bir klorohidrin fonksiyonel grubu iceren nispeten kiigiik bir alifatik bilesik
oldugundan, potansiyel analoglar alkil zincir uzunlugunda kiigiik degisikliklerle bir

Klorohidrin (veya bromohidrin) iskelesine sahip olmaktadir (Allemang vd. 2022).
Gidalarda 2-kloroetanol tespit edilmesi genellikle pestisit etilen oksidin tedarik zincirinin

bir asamasinda kullanildig1 varsayimina dayanmaktadir. Epidemiyolojik kanitlar sinirh

olmasina ragmen, hayvanlarda yeterli kanit ve genotoksik hususlara dayanarak

12



International Agency for Research on Cancer (IARC) tarafindan insanlar igin kanserojen
(Grup 1) olarak siniflandirilmistir (Allemang vd. 2022).

2-CE olusumunun pestisit uygulamasinin yani sira alternatif yollar1 da etilenin klor ve su
ile reaksiyonudur. Olefinlerin ilave klorlanmast literatiirde iyi bir sekilde tarif edilmistir.
Hipoklor6z asit, olefinik ¢ift baga hizla eklenerek 2-CE elde edilebilmektedir. Hipoklorit
yaygin olarak su dezenfektani olarak kullanilmaktadir ve etilen 6nemli ve yaygin bir bitki
hormonudur. Bu da bazi durumlarda eser miktarda 2-CE bulunmasinin her zaman EO'nun
fiimigant olarak kullanimiyla iligkili olmayabilecegi anlamina gelmektedir (Bessaire vd.
2021).

Tamamen teorik bir perspektiften bakildiginda, bitkilerde endojen olarak iiretilen etilen
enzimatik olarak EQ'ya oksitlendiginde ve ayrica bitki i¢inde 2-CE'ye doniistiiriildiigiinde
EO ve 2-CE gidada bulunabilmektedir. Etilen teorik olarak hipokloritle (suda bulunan
klorla) reaksiyona girerek 2-CE'yi olusturabilmektedir. Bu, susamin igslenmesi sirasinda

(1slatma, yikama) veya tarimsal sulama esnasinda gergeklesebilmektedir (Anonim 2020).

Yiyeceklerde kalan ve dolayisiyla agizdan alinan herhangi bir dontisiime ugramamig EO
kalintis1, asidik kosullarin ve yiiksek kloriir konsantrasyonlarinin meydana geldigi

midede kismen 2-CE'ye doniismesi beklenmektedir (Anonim 2020).

EO, buharlagma veya reaksiyonlar yoluyla gidada hizla kaybolur, bu nedenle tiiketicilerin
gida tiiketimi yoluyla EO ile ilgili kalintilara maruz kalmasi esas olarak EO reaksiyon
tiriinleri ile ilgili olacaktir ve bunlardan en 6nemlisi 2-CE'dir. 2-CE, mevcut MRL kalintt
tanimina dahil edildigi i¢in yasal olarak da 6nemlidir. Sindirilen 2-CE, alkol dehidrojenaz
tarafindan 2-kloroasetaaldehide ve son olarak 2-kloroasetik aside oksitlenmektedir. Hem
2-kloroasetaldehit hem de 2-kloroasetik asit glutatyon konjugasyonu yoluyla detoksifiye
edilmektedir. 2-kloroasetaldehit toksikolojik olarak 2-CE'den daha kritiktir ve European
Chemicals Agency (ECHA) tarafindan Kategori 2 kanserojen olarak siniflandirilmigtir
(Anonim 2020). Hava sorunlart nedeniyle filizlenmeyi hizlandirmak igin {iziim
asmalarina 2-CE bazi1 Tayvanli gift¢iler tarafindan uygulanmistir. Bu uygulamayla kazara
kendilerini zehirlenme riski meydana gelmistir. Metabolik asidoz, inat¢1 hipotansiyon,
solunum yetmezligi, nobet ve komada kendini gdsteren siddetli veya 6liimciil zehirlenme,

oral, deri veya inhalasyon maruziyeti yoluyla ortaya ¢ikabilmektedir (Chen vd. 2010).
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EC yonetmeligi 396/2005, EO ve tiirevi olan 2-kloroetanol (EO olarak ifade edilen her
iki Kimyasalin toplami olarak) i¢in 0,02 ila 0,1 mg/kg seviyelerinde MRL'ler verirken,
ABD'de EO i¢in MRL gidanin tiiriine bagl olarak 7 ila 50 mg/kg, 2-kloroetanol i¢in 940
mg/kg'dir. Kanada'da EO i¢in MRL'ler 7 mg/kg ve 2-kloroetanol i¢in 940 mg/kg
diizeyindedir (Dudkiewicz vd. 2022).

German Federal Institute for Risk Assessment (BfR) yakin zamanda 2-CE'nin
toksisitesini degerlendirmistir. 2-CE'nin kesin olmayan toksikolojik tablosu goz oniine
alindiginda, ihtiyat yaklasiminin izlenmesine ve 2-CE'nin EO ile esit derecede toksik
olduguna karar verilmistir (Anonim 2020). Cizelge 2.3’te EO ve 2-CE'nin bazi

fizikokimyasal 6zellikleri belirtilmistir.

Cizelge 2.3 EO ve 2-CEnin fizikokimyasal 6zelliklerinin yaygin ¢oziiciilerle karsilastirilmasi
(Anonim 2020).

Bilesen Logkow  Molekiiler agirlik 20 °C’de buhar basinc1 ~ Kaynama noktasi
EO -0.3 44.05 1.45 bar 10.4 °C
Asetonitril -0.34 41.05 0.1 bar 80.2 °C
Etanol -0.3 46.07 0.06 bar 78.5°C
Su --- 18.02 0.02 bar 100 °C
2-CE 0.14 80.52 0.007 bar 129 °C

2.4 2-Bromoetanol

Benzer sekilde 2-bromoetanol (2-BE), EO'nun gidadaki bromiirlerle reaksiyonunun bir
uriintiidiir. 2-CE ve EO'ya benzer toksikolojik ozelliklere sahiptir. Yani ciddi cilt
yaniklarina ve goz hasarina neden olur, ayrica ciltle temasinda ve solundugunda akut
toksiktir. 2-CE aksine, 2-BE, 396/2005 sayili EC yonetmeliginde MRL'yi
belirtmemektedir. Bunun nedeni muhtemelen gidalardaki kloriirlere kiyasla bromiir
seviyelerinin daha diisiik olmasidir. Dolayisiyla 6nemli konsantrasyonlarda EO ile
kirlenmis gidalarda 2-BE olusma potansiyeli diisiiktir (Dudkiewicz vd. 2022). Sekil
2.4’de 2-BE kimyasal yapis1 gosterilmektedir.
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HO\/\Br

Sekil 2.4 2-BE kimyasal yapis1 (Merck, Int. Kyn.4).
2.5 Etilen Oksit Analizinde Uygulanan Baz1 Metotlar

European Union Reference Laboratory for Residues of Pesticides Requiring Single
Methods (EURL-SRM) tarafindan 2020 yilinda yayinlanan analiz raporunda bu analizin
yapilisinin Quecher’s metoduyla saflastirma ve asetonitril (ACN) ile ekstrakte etme
seklinde gergeklestirildigi belirtilmistir. 2 + 0,02 g numune tartilmig ve tizerine 10 mL
ACN ilave edilerek 15 dk calkalanmistir. Burada numunenin saflastirma basamaginda
lipid ve yag asitlerini uzaklastirmak i¢in Quecher’s kiti C1s/PSA/MgSO4 (25/25/150
mg/mL) ilave edilerek 1-2 dk daha karigtirilmig ve 3000 g’de santrifiij edilerek kati kisim
filtre edilerek ayristirtlmistir. Elde edilen sivi 6rnek cihaz vialine alinarak GC/MSMS
cihazinda okutulmasi saglanmistir. Sekil 2.5 Quecher’s ve Qoil metotlarindaki faz
ayrisimlar gosterilmistir (Anonim 2020). Bu metotta uygulanan GC sartlar1 ve Multiple
Reaction Monitoring (MRM) verileri Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5’te verilmistir.

Y

QuEChERS
(ACN'de lipitlerin tamamen (Lipidlerin ACN
¢6ziindiigii durum) tarafindan ¢&ziilebilecek
Omegin. meyveler ve miktar1 astig1 durum)

sebzeler.

Sekil 2.5 Lipitlerin rolii ve pestisitlerin polaritelerine bagli olarak fazlar arasinda boliinmesi

acisindan QuEChERS ve QuOil'e genel bakis (Anonim 2020 kaynagindan
esinlenmistir).
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Cizelge 2.4 EURL-SRM EO metot sartlari (Anonim 2020).

GC Thermo Trace 1310 ile TriPlusRSH Autosampler

Enjeksiyon Gerstel KAS 6

MSMS Thermo TSQ 8000

Kolon J&W HP-VOC GC Kolon, 30 m, 0.20 mm, 1.10 pum, Parti
n0:19091R-303

On Kolon Fused Silica Tubing, Deactivated, Cap: 0.25 mm, Agilent
J&W, uzunluk: 3 m

Mobil Faz / Akis Helyum, 1 mL sabit akis

Enjeksiyon Modu Split 1:4

Enjeksiyon Hacmi 2 uL

Enjeksiyon Is1 Programi 90°C'de baslayin ve 0,8 dakika tutun, 12°C/s artigla 250°C'ye
¢ikin, 10 dakika tutun,

Kolon Is1 Program Baslangic: 45 °C, 2 dakika tutuldu, artarak 4,1 dakikada
150°C'ye ulasilds; 5,1 dakikada 280°C'ye ulasildi, 16.
dakikaya kadar kalindi

MS Parametreleri Kiitle ekseni ayar modu: LowMass

Iyonizasyon modu: EI
Transfer hatti sicakligi: 250°C;
Iyon kaynagi sicakligi: 270°C

Cizelge 2.5 EURL-SRM EO ve 2-CE MRM detaylar1 (Anonim 2020).

Bilesen Adi  Alikonma Siiresi dk  Ana Iyon Yavru Iyon Collision Energy
(m/2) (m/2) (CE)
44 14 20
EO 2.57 44 28 5
44 29 5
48 16 20
EO D4 2.57 48 30 5
80 31 5
2-CE 4.61 80 43 5
82 31 5
84 33 5
2- CE D4 461 86 33 5

Agilent firmasi tarafindan uygulama kilavuzuyla 2022 yilinda yayinladigi bilgide etilen
oksit analizinin asidik ortamda Klor ilavesiyle etilen oksitten 2-CE elde edilmis ve
analizin akis1 2-CE iizerinden devam etmistir. Burada 2 g numune 50 mL’lik santrifiij
tiipiine tartilmis ve 10 ng/g seviyesinde EO ile kirletme uygulanmistir. Uzerine 2 mL saf
su,2 mL 0,2 N H2SO4 ve 1 mL doygun tuzlu su ¢6zeltisi ilave edilmistir. 20 dk ultrasonik
karistiricida karigtirilmis, 1 saat 50 °C’de su banyosunda bekletilmistir. Sonrasinda oda
sicakligina gelmesi saglanmis ve vortekslenmistir. 5 mL etil asetat ilave edilerek 10 dk
karnigtirilmistir. 8000 rpm’de 5°C’de 5 dk santrifiijlenmistir. Olusan sivi fazdan 1 mL
aliarak Quecher’s temizleme kitine konularak ¢alkalanmis ve 5000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Son haldeki s1vi kisim analiz vialine alinarak GC/MSMS cihazinda okutulmasi

gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda 10 ng/g seviyesindeki EO’nun geri kazanim orani
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%82,3 olarak bildirilmistir (Anonim 2022). Bu metotta uygulanan GC sartlar1 ve kiitle
spektroskopisi (MS) verileri Cizelge 2.6 ve Cizelge 2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.6 Agilent EO uygulama kilavuzu GC sartlari (Anonim 2022).

GC Kosullan
Kolon Agilent VF-624 ms, 60 m x 0.25 mm, 1.4 um (p/n CP9103)
Inlet Agilent Multimode Inlet 5190-2293, splitless liner, Enjeksiyon Hacmi: 2 pL

Enjeksiyon Pulsed Splitless, 0,8 dakikaya kadar 25 psi, 1,25 dakikada 40 mL/daklik
Modu temizleme akisi

Inlet Sicaklign ~ 250°C
Kolon Firini 2 dk 60 °C, 10 °C/dk artisla 150 °C, 40 °C/dk artisla 250 °C, 20 dk sabit

Tastyic1 Gaz % 99.9995 saflikta Helyum 1.0 ml/dk, sabit akis modu

Cizelge 2.7 Agilent EO uygulama kilavuzu MS sartlar1 (Anonim 2022).
MS Kosullari

Quadropol Sicaklig1 150 °C

Iyon Kaynag1 Sicaklig EI 280 °C
Tasiyic1 Hat Sicakligi 250 °C

MRM Etilen Klorohidrin igin Gegisler 82 & 31 (CE: 5)

80 & 43 (CE: 5)
80 & 31 (CE: 5)

EMV Modu Kazanim Fakt6rii: 10
Her Gegis igin Bekleme Siiresi 75
Solvent Gecikmesi 9.5
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Validasyon calismasi i¢in igeriginde EO ve 2-CE tespit edilmeyen kegiboynuzu

numuneleri Afyonkarahisar Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii’nden temin edilmistir.

Bu ¢aligmada Shimadzu 2030 GC, Shimadzu MSMS / TQ8050NX, Shimadzu AOC-20i
autosampler, Rxi-624 Sil MS 30m x 1,40um x 0,25mm kolon, helyum ve argon gazlar
(99,999 saflikta), Blendtech blender, Shimadzu terazi (TX4202VN), Centurion sogutmali
santrifiij (K2015R), Hydra ultrasonik su banyosu (UC-DP18), vorteks, Heidolph
calkalayici, MS grade ultra saf su (Carlo Erba, batch number: V3C703303C), MS grade
asetonitril (J.T Baker, Lot no: 2222905860), NaCl (Chem Lab, batch number:
30.9703103), HCI (Honeywell, Lot no: M040A), EO (Accustandard, Cas No: 75-21-8)
ve 2-CE (Accustandard, Cas No: 107-07-3) standartlar1 ve 0,22 PTFE (Chrom Fil, Lot
no: 20220319001) membran filtre kullanilmustir.

3.2 Metot

Gida matriksindeki pestisitlerin belirlenmesinde g¢ogunlukla aseton, etil asetat ve
asetonitril gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin hepsi de analitlerin geri
kazanimlarinda biiyiik bir basar1 saglamaktadir. Yapilan denemelerde meyve ve
sebzelerde ekstraksiyon asamasinda asetonitril kullanmanin, aseton ve etil asetatla
karsilagtirildiginda girisim sorunlarini azalttigi ve bu nedenle, Quecher’s yonteminde
ekstraksiyon ¢ozgeni olarak kullanilmasinin daha uygun oldugu belirlenmistir (Erkaymaz
2017, Anonim 2020).

Literatiir arastirmalarindaki metot sartlar1 géz Oniine alinarak uygulanacak olan metot
degerlendirilmistir. Literatiir bilgilerinde belirtildigi gibi EO disiik sicakliklarda
buharlasabilmesi goz Oniine alindiginda bu maddenin tiirevlendirilerek 2-CE’ye
dontistiiriilmesi analiz stabilitesi icin daha uygun olacagi degerlendirilmektedir. Bu
doniistiirme islevinin yapilabilmesi igin gerekli olan asit ortam i¢in 0,2 N HCI; klor iyonu
kaynag1 i¢in de doygun NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir (Wenio vd. 2023). Tiirevlendirme

sonrasinda numunenin saflastirma basamaginda iki agamali1 Quecher’s kitleri kullanilmis;
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birinci asgamada magnezyum siilfat ve sodyum asetat, ikinci asamada PSA, magnezyum

stilfat ve C1g kullanilmistir (Anonim 2022).

Bu ¢alismada tekrarlanabilirlik ve geri kazanim ¢aligsmalar1 ayni laboratuvarda, ayni cihaz
ve metotla, ayn1 uygulama kosullar1 altinda, iki farkli analist tarafindan ve iki fakli
konsantrasyonda 5 tekrarli olarak analizler gergeklestirilmistir (Anonim 2021).
Calismalar aynm1 kosullar altinda farkli zamanlarda iki farkli analist tarafindan
tekrarlanarak laboratuvar ici tekrar iiretilebilirlik verileri elde edilmistir. Ayrica
secicilik/spesifiklik, dogrusallik ve saglamlik parametreleri de calisilarak veriler elde

edilmistir (Anonim 2018a).

Ulkemiz mevzuatinda yiiriirliikte olan Tiirk Gida Kodeksi Pestisitlerin Maksimum Kalintt
Limitleri Yo6netmeligi’nde belirtildigi tizere iiriin sinifina bagli olarak 0.02 mg/kg ila 0.1
mg/kg degisen mevzuat limitleri yer almaktadir (TGK 2021). Bu degerlere bakildiginda
EO i¢in verilen mevzuat limitinin EO ve 2-CE toplamimnin EO olarak cinsinden
degerlendirilmesi ifade edilmistir. Yani {lirlinde hem EO varligit hem de 2-CE varligi
dikkate alinarak toplam limit EO cinsine ¢evrilmesi gerekmektedir. 2-CE i¢in EO cinsine
cevirme katsayis1 Tirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddelerinin Spesifikasyonlar
Hakkinda Y6netmeligin Ek-2 boliimiinde belirtildigi lizere 0,55 olarak hesaplanmaktadir.
Tespit edilen 2-CE, 0,55 olan ¢evirme katsayisiyla ¢arpilmakta ve elde edilen deger tespit
edilen EO ile toplanarak toplam EO sonucu elde edilmektedir (TGK 2017).

3.2.1 Standartlarin Hazirlanmasi

Bu calismada EO 5000 pg/mL ve 2-CE 100 pg/mL standartlar1 kullanilmistir. Bu
standartlardan EO i¢in 250, 10 ve 1 pg/mL; 2-CE i¢in 10 ve 1 pg/mL ara stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Standart hazirlama amaciyla solvent olarak GC MS grade asetonitril
kullanilmistir (Anonim 2020, Anonim 2021).

3.2.2 Kromatografik Sartlar

Numunelerde kalint1 olarak bulunmasi beklenen ana analit olan 2-CE, giiclii molekiil i¢i
hidrojen baglarina atfedilen, boyutuna gore oldukea diisiik bir uguculuk gostermektedir.

Ayrica matriste ve GC analizi sirasinda olduk¢a kararlilik géstermektedir. 2-CE ve
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EO'nun standart LC/MSMS o6l¢iimiine uygun olmamasi ve her iki bilesigin de
GC/MSMS'ye uygun olmasi, ikinci yaklasimi odaklanilacak ilk segenek haline
getirmektedir (Anonim 2020). Bu ¢alismada kullanilan GC/MSMS c¢alisma sartlar1 ve
MRM verileri Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 GC/MSMS cihaz bilgileri ve ¢aligsma sartlari.

GC Shimadzu TQ8050NX

Enjeksiyon Shimadzu AOC

MSMS Shimadzu 2050

Kolon Rxi-624 Sil MS 30m x 1,40um x 0,25mm kolon

Mobil Faz / Akis Helyum ve Argon Gazlari, 1,8 mL sabit akis

Enjeksiyon Modu Splitless

Enjeksiyon Hacmi 2 uL

Enjeksiyon Sicaklig 70°C

Kolon Sicaklik Programi Baslangic: 35 °C, 2,5 dakika tutuldu, dakikada 15°C artarak

150°C'ye ulasildi; dakikada 35°C artarak 230°C'ye ulasildi
ve 1 dk sabit kalindi
MS Parametreleri Kiitle ekseni ayar modu: LowMass
Iyonizasyon modu: EI
Transfer hatt1 sicakligi: 250°C;
Iyon kaynag sicakligi: 270°C

Cizelge 3.2 EO ve 2-CE analitlerine ait GC/MSMS cihazindaki MRM verileri.

Analit Q1-Ana iyon Q3-Yavru iyon Collision Energy
(m/z) (m/z) (CE)
44.00 28.00 5.00
Ethylene Oxide 44.00 29.00 5.00
44.00 14.00 20.00
80.00 43.00 5.00
80.00 44.00 5.00
2-Chloroethanol 80.00 31.00 5.00
79.00 42.00 6.00
82.00 31.00 8.00

3.2.3 Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrileri matrix-matched olarak hazirlanmistir. Kalibrasyon kurvesi
kullanilarak analiz edilen numunede bulunan kalinti konsantrasyonu hesaplanmistir
(Anonim 2021). Kalibrasyon egrisi ¢izdirmek amaciyla, esit konsantrasyondaki EO ve 2-
CE mix stoklarindan Cizelge 3.3’de belirtilen hacimlerde kirletme yapilarak, blank-20-
50-100-250 pg/kg konsantrasyonlarindaki numunelerle 5 noktali kalibrasyon grafigi elde
edilmistir. Kalibrasyon grafigi olusturulurken hazirlanacak konsantrasyonlar igin

kullanilan standart miktarlar1 Cizelge 3.3°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3 Kalibrasyon grafigi standart kullanim miktarlari.
Kalibrasyon ~ Konsantrasyon =~ Numune 200 pg/kg EO ve 1 mg/kg EO ve 2-CE

Noktalar1 (ng/kg) Miktar (g)  2-CE miks Stok miks Stok
Alinan Hacim Alinan Hacim

1 Blank 2 - -

2 20 2 130 ul

3 50 2 65 ul

4 100 2 130 pl

5 250 2 325 ul

3.2.4 Etilen Oksit Analizi

Analize alinacak olan numune Oncelikle homojenize edilmistir. Bu ¢alismada
homojenizasyon amaciyla Blendtech marka blender ile numune 6giitiilerek homojenize
edilmistir. Homojenize edilmis 6rnekten 2 g numune 50 ml’lik santriflyj tiipline
tartitlmistir. 1 ml 0,2 N HCI, 2 ml doymus NaCl ¢ozeltisi (Wenio vd. 2023) ve 7 ml
asetonitril eklenmistir (Erkaymaz 2017, Anonim 2020). 60°C Ultrasonik su banyosunda
30 dk bekletilmistir. Su banyosundan cikarilan numuneler oda sicaklifina ulagmasi
saglanmis ve 10 dk dinlendirilmistir. Uzerine 3,2 g magnezyum siilfat ve 0,8 g sodyum
asetat eklenmistir. Bu asamada ¢esitli firmalardan temin edilebilecek hazir pestisit analiz
kitleri kullanilabilmektedir. 10 dk kuvvetlice ¢alkalanmis ve 10 dk 10°C’de 4000 rpm
devirde santrifiij edilmistir. Ust faz 15 ml’lik santriflij tiiptine aktarilmistir. 0,2 g PSA,
0,6 g magnezyum siilfat ve 0,2 g Cis ilave edilmistir (Anonim 2022). Bu asamada gesitli
firmalardan temin edilebilecek hazir pestisit analiz kitleri kullanilabilmektedir. 10 dk
kuvvetlice calkalanmis ve 10 dk 10°C’de 4000 rpm devirde santrifiij edilmistir. Ust faz
0,22 um’lik PTFE filtrelerden gegirilerek cihaz vialine alinmistir.

3.2.5 Validasyon

Bu metodun validasyon (gecerli kilma) caligmasi, asagidaki parametreler goz Oniine
aliarak yapilmstir;

o Secicilik (Selectivity) / Spesifiklik (Specificity)

e Dogrusallik (Linearity)

e Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

e Laboratuvar ici tekrar tiretilebilirlik (Reproducibility)

e Geri kazanim (Recovery)

e Saglamlik (Robustness / Ruggedness)
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3.2.6 Olciim Belirsizligi

Uygulanan analiz metodunun o6lgiim belirsizligine etki eden belirsizlik bilesenleri
asagidaki sekilde tanimlanmistir;

e Tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik

e Laboratuvar igi tekrar iiretilebilirlikten gelen belirsizlik

e Geri Kazanimdan gelen belirsizlik

3.2.7 [Istatistiksel Analizler ve Degerlendirmeler

Bu ¢alismada Grubb’s testi, her bir calisma setinde laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirlik ve
tekrarlanabilirlik parametrelerinde sapan degerler olup olmadigini istatistiksel olarak
kontrol etmek i¢in kullanilmistir. Grubb’s testi hesaplamalar1 uygun olarak elde edilmistir
(Anonim 2014).

Bu c¢alisgmada analiz sonuglarini istatistiksel olarak karsilastirmak i¢in F ve t testleri
uygulanmustir. F testi ile elde edilen veri setlerinin iki standart sapmasi arasindaki farkin
anlamli olup olmadigini; elde edilen veri setlerindeki ortalamalar arasindaki farkin
anlamli olup olmadigi t testi ile kontrol edilmistir. Karsilastirma testlerindeki

hesaplamalar uygun olarak elde edilmistir (Anonim 2014; Anonim 2018a).

Uygulanan metot sartlarinda meydana gelebilecek olana kiiciik degisikliklerin metodun
sonucuna etki ederek anlamli bir farkin olup olmayacagi Youden istatistigi kullanilarak
metot saglamligi kontrol edilmistir. Saglamlik ¢alismasinda, 7 faktorlii Youden deney
deseni olusturulmus ve hesaplanan veriler laboratuvar igi tekrar tretilebilirlik bilesik
standart sapma degeriyle karsilastirilmustir. Tlgili hesaplama ve degerlendirmeler uygun
olarak elde edilmistir (Anonim 2014; Anonim 2018a).

Tekrarlanabilirligin ve laboratuvar i¢i tekrar iretilebilirligin kontroliinii saglamak
amaciyla tekrarlanabilirlik relatif standart sapmasi ve laboratuvar igi tekrar tiretilebilirlik
relatif standart sapmasi hesaplanmistir. Hesaplanan relatif standart sapmalar Horwitz
esitliginde hesaplanan relatif standart sapma degerleri ile karsilagtirilmigtir. Hesaplamalar

ve karsilastirmalar uygun olarak yapilmistir (Anonim 2014; Anonim 2018a).
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Yapilan ¢alismada % geri kazanim oranlarinin hesaplanmasi Anonim (2018a)’e gore
yapilmistir. Disiik (100 pg/kg) ve yiiksek (200 pg/kg) konsantrasyon igin %70-%120
ortalama geri kazanim oran aralig1 belirlenmistir (Anonim 2021). ilgili hesaplama ve

degerlendirmeler uygun olarak elde edilmistir (Anonim 2018a, Anonim 2021).

Lineerlik (Dogrusallik) calismasinda elde edilen veriler residiiel standart sapma ve
regresyon analiziyle degerlendirilmistir. Residiiel standart sapma degerinin < £ %20
oldugu goriilmiistiir. Residiiel standart sapma ve korelasyon katsayis1 (R?) Anonim

(2018a)’e gore hesaplanmustir.

Yapilan bu c¢alisma sonucunda elde edilen veriler kullanilarak O&lgiim belirsizligi
hesaplanmistir. Olgiim belirsizligi hesaplamalart Anonim (2012) ve Anonim (2018b)
kaynaklarinda belirtilen formiillere gore yapilmustir. Olgiim belirsizligi, 6l¢iim belirsizligi
bilesenleri olan tekrarlanabilirlik, laboratuvar i¢i tekrar tretilebilirlik ve geri kazanim
relative standard deviation (RSD) degerleriyle birlestirilmis standart belirsizlik ve

genisletilmis belirsizlik degerleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR
4.1 Validasyon Calismalar:

Validasyon, ulusal/uluslararasi kabul gérmiis standartlara gore, bir metodun veya 6lgiim
prosediiriiniin belirlenen amaclara uygunlugunu ve performansini yazili olarak ortaya
koymak i¢in yapilan test ve dlgme islemleridir (Anonim 2018a). Analitik bir prosediiriin
dogrulugunu ortaya koymak amaciyla yapilan validasyon caligmalari, laboratuvarda
kullanilan prosediir ¢er¢evesinde yontemin ihtiyaglarini ve performansini karsilamak i¢in
olusturulan siireclerdir. Metot validasyonlarinda dogruluk, kesinlik, secicilik,
dogrusallik, caligma aralig1, saglamlik, vb. kullanilan validasyon parametreleridir (Capraz
2024). Bu arastirmada fiimigant olarak kullanilan EO kalintisinin validasyon g¢aligmasi
yaptlmistir. Validasyon c¢alismalarinda uygulanan analiz metodu EO ve 2-CE
kalintilarinin iirliniin igeriginde var olabilecegi degerlendirilmis ve metot sartlar1 buna
gore olusturulmustur. Uriiniin iceriginde var olabilecek EO kalintisinin asidik ortamda
klor iyonu varliginda EO’dan daha stabil bir madde olan 2-CE’ye tiirevlendirilmesi
saglanmistir. Bu c¢alismada GC/MSMS cihaziyla segicilik, dogrusallik (linearite),
dogruluk (geri kazanim), kesinlik (tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik) ve saglamlik
(robustness / ruggedness) ¢alismalart yapilmistir. Valide edilen sonuglar Cizelge 4.1-

4.20, kromatogramlar ise Sekil 4.1-4.2 araliginda verilmistir.

4.2 Secicilik (Selectivity) / Spesifiklik (Specificity)

Secicilik, metodun diger analitlerin, matrikslerin ve/veya potansiyel girisim Yyapan
materyallerin varliginda hedef analiti 6lgebilmesidir (Anonim 2018a). Yapilan ¢aligmada
kullanilan GC/MSMS cihaz1 ile EO ve 2-CE maddelerinin retention time (RT)
belirlenmistir. Par¢alanma Oncesi ana iyon kiitleleri, CE ve par¢alanma sonrasinda olusan

yavru iyon kiitleleri ile cihaz kosullar1 optimize edilmistir.

Bu c¢alismada kontrol numunesi olarak esit konsantrasyonda EO ve 2-CE standartlari
keciboynuzu numunesine spike yapilarak cihaza verilmistir. Kullanilan metoda gore 2-
CE maddesinin Cizelge 3.2°de belirtildigi gibi ana kiitleleri 79, 80 ve 82 olarak tespit
edilmistir. Analiz sonucunda GC/MSMS cihazinda parg¢alanma iyonu olarak 31, 42, 43

ve 44 kiitleli iirlinlerin meydana geldigi tespit edilmistir. Bu tespit edilen iyonlara ait
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piklerin ayni anda geldigi, bunlarin disinda baska bir pik gelmedigi goriilmiistiir. Bu
calismaya ait kromotogram verisi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Ethylene Oxide
51084
RT=2141
10000 A
e
% . s e e S, o . —
C'vcol""l""l T I T T T T I T 1 T TIVETT] T T T T T T T I T I
W oo 13 14 15 8 T 18 19 200 21 22 23 24 25 26 a7 28 29 30 3 R 33
RT (min)
Sekil 4.1 EO standardi GC/MSMS kromotogrami.
2-Chloroethanol
5 86
RT=6570
10000 1
1\
{1\
°a ,““ \“‘\
e Y — —
T e e e e e et B
60 61 62 63 64 65 66 O 68 69 0 1T 12 374 ) 6 17 8 19
T (min)

Sekil 4.2 2-CE standardi GC/MSMS kromotogramu.
4.3 Dogrusallik (Linearite)

Dogrusallik, analit konsantrasyonu ile test sonuglarmnin orantili olarak elde
edilebilmesidir (Anonim 2018a). Dogrusallik c¢alismasinda uygulanacak analit
konsantrasyonlar1 validasyon c¢alismasindaki tiim konsantrasyonlar1 kapsayacak sekilde
yapilmas1 gerekmektedir. Yapilan bu ¢aligmada dogrusallik kontrolii i¢in kalibrasyon
egrisi ¢izilmistir. Kalibrasyon egrisi kegiboynuzu numunesinde matrix-matched olarak
hazirlanmistir  (Anonim  2021). Kalibrasyon egrisi, blank-20-50-100-250 pg/kg
konsantrasyonlarindan blank dahil 5 noktali olarak hazirlanmis ve her bir nokta tiger kez
okutulmustur. Kalibrasyon grafigi olusturulurken hazirlanacak konsantrasyonlar icin
kullanilan standart miktarlar1 Cizelge 3.3’te gdsterilmistir. Ongoriilen konsantrasyon
araliklar i¢in tespit edilen kalibrasyon fonksiyonlarinin uygunlugu, residual < + %20
kosuluna gore degerlendirilmistir. Kalibrasyona ait veriler Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Cizelge

4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.3 EO kalibrasyon grafigi.
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% Residuel

Sekil 4.4 EO residiiel kontrol grafigi.

Cizelge 4.1 Ke¢iboynuzu matriksinde EO lineer 6l¢iim sonuglari.

y =398,7431x+3776,059

Kalibrasyon Grafigi R? =0,999861
°
®
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon
% Residuel (Gorsel Degerlendirme)
-
* ¢ 'Y
&
50 100 150 200 250 300
-
* . '

xi (konsantrasyon)

Xi (Konsantrasyon)  Yi(Alan)  Xitesaplanan  SPMa=Xi Hesaplanan- Xi % Sapma
0 4083,00 0,77 0,77 e
0 2786,00 -2,48 2483 e
0 3417,00 -0,90 09 e
20 11432,00 19,20 0,8 4

20 11321,00 18,92 1,078 5,39
20 12885,00 22,84 -2,844 -14,22
50 26899,00 57,99 -7,99 -15,98
50 21910,00 45,48 4,522 9,044
50 21144,00 43,56 6,443 12,886
100 49593,00 114,90 -14,903 -14,903
100 40913,00 93,14 6,865 6,865
100 40656,00 92,49 7,51 7,51
250 113382,00 274,88 -24,88 -9,9516
250 102680,00 248,04 1,96 0,7844
250 94914,00 228,56 21,44 8,5748
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4.4 Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Tekrarlanabilirlik, kisa bir zaman araliginda ayni ¢alisma kosullari altindaki kesinligi
ifade eder, ayn1 zamanda, deneme-igi (intra assay) olarak da adlandirilir (Ertas vd. 2018).
Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda ayni laboratuvarda, ayni cihaz ve metotla, ayni uygulama
kosullar1 altinda, iki farkli analist tarafindan iki fakli konsantrasyonda 5 tekrarli olarak
analizler gergeklestirilmistir (Anonim 2021). Bu c¢alismada igeriginde EO ve 2-CE
kalintilar1 tespit edilmemis kegiboynuzu numunesi EO ve 2-CE (EO cinsinden diisiik 100
ng/kg, yiksek 200 pg/kg) ile zenginlestirilmistir. Elde edilen veriler kullanilarak Grubb’s
degerlendirmeleri, standard deviation (SD), RSD ve %RSD degerleri hesaplanmustir.
Metoda uygun sekilde analiz edilen numunelere ait sonuclar Cizelge 4.2-4.7°de

verilmistir.

Cizelge 4.2 Keciboynuzu tekrarlanabilirlik diisiik konsantrasyon (100 pg/kg).

Analizi Yapanlar I. Analist Il. Analist
Numune

1 98,758 101,985
2 106,286 107,071
3 99,982 102,651
4 109,83 100,114
5 105,384 104,679
Ortalama (ORT) 104,048 103,300
SD 4,603 2,666
Minimum (Min) 98,758 100,114
Maksimum (Max) 109,830 107,071
Grubb’s Low (GL) 1,149 1,195
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun
Grubb’s High (GH) 1,256 1,415
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun
Grubb's Olciitii 1,672 1,672
N 5 5
Hedef RSD 20 20
%RSD 4,424 2,581
Degerlendirme Uygun Uygun
RSD 0,044 0,026
RSDbirlesik 0,036

En Kétii Durum (RSD) 0,044

27



Cizelge 4.3 Keciboynuzu tekrarlanabilirlik diisiik konsantrasyon F testi (100 pg/kg).

Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 104,048 103,3
Varyans 21,18538 7,105776
Gozlem 5 5
df 4 4
F 2,981430881
P(F<=f) tek-uglu 0,157563767
F Kritik iki-u¢lu 6,388232909

Cizelge 4.4 Keciboynuzu tekrarlanabilirlik diisiik konsantrasyon t testi (100 pg/kg).

Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 104,048 103,3
Varyans 21,18538 7,105776
Gozlem 5 5
Birikimli Varyans 14,145578
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 8
t Stat 0,31445699
P(T<=t) tek-uglu 0,380609214
t Kritik tek-uglu 1,859548038
P(T<=t) iki-uglu 0,761218428
t Kritik iki-uglu 2,306004135

Cizelge 4.5 Ke¢iboynuzu tekrarlanabilirlik yiiksek konsantrasyon (200 pg/kg).

Analizi Yapanlar I. Analist Il. Analist
Numune

1 201,689 203,707
2 207,699 202,714
3 205,329 208,156
4 216,718 212,011
5 214,772 200,751
ORT 209,241 205,468
SD 6,348 4,554
Min 201,689 200,751
Max 216,718 212,011
GL 1,190 1,036
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun
GH 1,178 1,437
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun
Grubb's Olciitii 1,672 1,672
n 5 5
Hedef RSD 20 20
%RSD 3,034 2,217
Degerlendirme Uygun Uygun
RSD 0,030 0,022
RSDbirlesik 0,027

En K&tii Durum (RSD) 0,030
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Cizelge 4.6 Keciboynuzu tekrarlanabilirlik yiiksek konsantrasyon F testi (200 pg/kg).

Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 209,2414 205,4678
Varyans 40,3029253 20,7429797
Gozlem 5 5
df 4 4
F 1,942967013
P(F<=f) tek-uglu 0,267913524
F Kritik iki-uglu 6,388232909

Cizelge 4.7 Keciboynuzu tekrarlanabilirlik yiiksek konsantrasyon t testi (200 pg/kg).

Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 209,2414 205,4678
Varyans 40,3029253 20,7429797
Gozlem 5 5
Birikimli Varyans 30,5229525
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 8
t Stat 1,079972252
P(T<=t) tek-uglu 0,155817278
t Kritik tek-uglu 1,859548038
P(T<=t) iki-u¢lu 0,311634555
t Kritik iki-uglu 2,306004135

Cizelge 4.8 Ke¢iboynuzu tekrar iiretilebilirlik diisiik konsantrasyon (100 pg/kg).

Analizi Yapanlar I. Analist Il. Analist
Numune

1 105,384 104,679
2 94,069 104,758
3 101,017 95,974
4 103,899 109,746
5 105,082 106,453
ORT 101,890 104,322
SD 4,700 5,098
Min 94,069 95,974
Max 105,384 109,746
GL 1,664 1,637
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun
GH 0,743 1,064
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun
Grubb's Olciitii 1,672 1,672
n 5 5
Hedef RSD 20 20
%RSD 4,613 4,887
Degerlendirme Uygun Uygun
RSD 0,046 0,049
RSDbirlesik 0,048

En Kétii Durum (RSD) 0,049
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4.5 Laboratuvar I¢i Tekrar Uretilebilirlik (Reproducibility)

Laboratuvar i¢i tekrar iretilebilirlik ¢alismasinda ayni laboratuvarda, ayni cihaz ve
metotla, farkli zaman araliklarinda, iki farkli analist tarafindan iki fakli konsantrasyonda
5 tekrarli olarak analizler gerceklestirilmistir (Anonim 2021). Bu ¢alismada igeriginde
EO ve 2-CE kalintilart tespit edilmemis keciboynuzu numunesi EO ve 2-CE (EO
cinsinden diisiik 100 pg/kg, yiiksek 200 pg/kg) ile zenginlestirilmistir. Tekrarlanabilirlik
calismasinda elde edilen besinci veriler laboratuvar igi tekrar iiretilebilirligin ilk verisi
olarak alinmustir. Elde edilen veriler kullanilarak Grubb’s degerlendirmeleri, SD, RSD ve
%RSD degerleri hesaplanmistir.Metoda uygun sekilde analiz edilen numunelere ait

sonuglar Cizelge 4.8-4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.9 Ke¢iboynuzu tekrar tiretilebilirlik diisiik konsantrasyon F testi (100 pg/kg).

Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 104,322 101,8902
Varyans 25,9918965 22,0907877
Gozlem 5 5
df 4 4
F 1,176594373
P(F<=f) tek-uglu 0,439283512
F Kritik iki-uglu 6,388232909

Cizelge 4.10 Keciboynuzu tekrar tiretilebilirlik disiik konsantrasyon t testi (100 pg/kg).

Degisken 1 Degisken 2

Ortalama
Varyans

Gozlem

Birikimli Varyans

Ongoriilen Ortalama Farki

df

t Stat

P(T<=t) tek-uglu
t Kritik tek-uglu

P(T<=t) iki-uglu
t Kritik iki-uglu

104,322 101,8902
25,9918965 22,0907877
5 5
24,0413421
0
8
0,784184952
0,227760638
1,859548038
0,455521275
2,306004135
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Cizelge 4.11 Keciboynuzu tekrar iiretilebilirlik yiiksek konsantrasyon (200 pg/kg).

Analizi Yapanlar I. Analist I1. Analist
Numune

1 214,772 200,751
2 207,456 191,414
3 197,189 203,157
4 199,552 212,077
5 205,9 198,404
ORT 204,974 201,161
SD 6,947 7,515
Min 197,189 191,414
Max 214,772 212,077
GL 1,121 1,297
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun
GH 1,410 1,453
Grubb's Degerlendirme Uygun Uygun
Grubb's Olgiitii 1,672 1,672
n 5 5
Hedef RSD 20 20
%RSD 3,389 3,736
Degerlendirme Uygun Uygun
RSD 0,034 0,037
RSDbirlesik 0,036

En Ko6tii Durum (RSD) 0,037

Cizelge 4.12 Keciboynuzu tekrar tiretilebilirlik yiiksek konsantrasyon F testi (200 pg/kg).

Degigken 1 Degisken 2
Ortalama 201,1606 204,9738
Varyans 56,4790573 48,2557282
Gozlem 5 5
df 4 4
F 1,17041146
P(F<=f) tek-uglu 0,441234203
F Kritik iki-uglu 6,388232909

Cizelge 4.13 Kegiboynuzu tekrar tiretilebilirlik yiiksek konsantrasyon t testi (200 ug/kg).

Degisken 1 Degisken 2
Ortalama 204,9738 201,1606
Varyans 48,2557282 56,4790573
Gozlem 5 5
Birikimli Varyans 52,36739275
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 8
t Stat 0,833161346
P(T<=t) tek-uglu 0,214462465
t Kritik tek-uglu 1,859548038
P(T<=t) iki-uglu 0,42892493
t Kritik iki-uglu 2,306004135
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4.6 Geri kazanim (Dogruluk)

Geri kazanim (dogruluk), analitin gercek (referans) degeri ile analiz isleminden elde
edilen sonucun yiizde (%) orani olarak ifade edilebilmektedir. Analiz ¢alismasi esnasinda
olusabilecek hatalara kars1 bir kontrol mekanizmasi olarak kullanilabilmektedir. Yapilan
calismada igeriginde EO ve 2-CE tespit edilmemis kegiboynuzu numunesi esit
konsantrasyonlarda EO ve 2-CE (EO cinsinden diisiik 100 pg/kg, yiiksek 200 pg/kg) ile

zenginlestirilmistir. Burada gosterilen sonuglar Tekrarlanabilirlik ¢alismasindan elde

edilmistir (Anonim 2018a).

Geri Kazanim diisiik konsantrasyon sonuclar1 Cizelge 4.14°de, yiiksek konsantrasyon

sonuclar1 Cizelge 4.15°de, tiim konsantrasyonlar ortalama geri kazanim sonuglar1 ve t

testi Cizelge 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4.14 Keciboynuzu geri kazanim degerleri diisiik konsantrasyon (100 pg/kg).

Analizi yapanlar I. Analist I1. Analist
Kabul Kriteri (%GK) Min: %70, Max:%120 Min: %70, Max:%120
Numune
% GK Uygunluk % GK Uygunluk
1 98,76 Uygun 101,99 Uygun
2 106,29 Uygun 107,07 Uygun
3 99,98 Uygun 102,65 Uygun
4 109,83 Uygun 100,11 Uygun
5 105,38 Uygun 104,68 Uygun

Cizelge 4.15 Keciboynuzu geri kazanim degerleri yiiksek konsantrasyon (200 pg/kg).

Analizi yapanlar I. Analist Il. Analist
Kabul Kriteri (%GK) Min: %70, Max:%120 Min: %70, Max:%120
Numune
% GK Uygunluk % GK Uygunluk
1 100,84 Uygun 101,85 Uygun
2 103,85 Uygun 101,36 Uygun
3 102,66 Uygun 104,08 Uygun
4 108,36 Uygun 106,01 Uygun
5 107,39 Uygun 100,38 Uygun
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Cizelge 4.16 Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlar i¢in ortalama geri kazanim sonuglar1 ve t testi.

% Geri Kazanim Oran1 ORT 103,68
SD 3,116250945
n 20
Standart belirsizlik u(x)=Sd/karekdk(n) 0,696814895
t testi 5,274930298
t Ol¢iitii 2,093024054
Relatif belirsizlik 0,006721105

4.7 Saglamhik (Robustness / Ruggedness)

Saglamlik bir metodun veya analiz prosediiriiniin uygulama esnasinda meydana gelmesi
muhtemel olan kiiclik degisikliklere karsin analiz degerlerindeki sapma olarak
tanimlanabilir. Burada degiskenler pH, sicaklik, calkalama siiresi ve numune miktari
olabilecegi gibi kimyasal malzemelerin saflig1 ve farkli kimyasallar da olabilmektedir.
Bu calismada metot saglamliginin kontrol edilmesi icin segilen parametreler Cizelge

4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17 Saglamlik parametreleri.

Parametreler Ana Metot Degerleri Degisen Metot Degerleri
Calkalama Stiresi A 10 dk a 8 dk
Su Banyosu siiresi B 30 dk b 25 dk
Su Banyosu sicakligi C 60 °C c 57°C
Ikinci calkalama D 10 dk d 8 dk
Sanrifiij Sicakligt E 10 °C e 12 °C
Santrifiij Devri F 4000 rpm f 3000 rpm
Kolon Akis Hiz1 G 1,8 ml g 1,6 ml

Cizelge 4.17’te gosterildigi gibi 7 parametrede degisiklikler yapilarak her Keciboynuzu
numunesine 2-CE ve EO (EO cinsinden 100 pg/kg) ile kirletme uygulanarak iki tekrarlt
analiz sonuglari elde edilmistir. Elde edilen analiz sonuglari ile Cizelge 4.18’de belirtilen
Youden Deney Deseni olusturularak laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirlik standart sapmasi
baz alinarak degerlendirilmistir (Anonim 2018a). Saglamlik degerlendirmelerine ait

veriler Cizelge 4.19°da verilmistir.
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Cizelge 4.18 Youden kismi faktoriyel (7 faktorlii) saglamlik testi deney deseni ve sonuglari.

Test No

Parametre Deger

1 2 3 4 5 6 7 8
A-a A A A A a a a a
B-b B B b b B B b b
C-c C c C c C c C o
D-d D D d d d d D D
E-e E e E e e E e E
F-f F o f f F F f F
G-g G 9 9 G g G g
Birinci Analiz Sonucu 97,6 1026 977 1003 1005 97,4 992 98,0
(neke)
Ikinci Analiz Sonucu 98,9 100,9 1004 1025 996 968 99,0 1043
(ng/kg)
Ortalama (ug/kg) 98,2 101,8 99,0 1014 1000 97,1 991 101,

Cizelge 4.19 Saglamlik degerlendirmesi.

Parametre Deger Fark (Di) Farklar Karesi (Di?) SD Degerlendirme
A-a 31 9,79 1,67 Degisiklik Onemli Degil
B-b -3,5 12,22 1,87 Degisiklik Onemli Degil
C-c -4,997 24,97 2,67 Degisiklik Onemli Degil
D-d 2,653 7,04 1,42 Degisiklik Onemli Degil
E-e -6,847 46,88 3,66 Degisiklik Onemli Degil
F-f 3,785 14,33 2,02 Degisiklik Onemli Degil
G-g -6,103 37,25 3,26 Degisiklik Onemli Degil

Laboratuvar igi tekrar iiretilebilirlik — SDgiresik 4,90

4.8 Olgiim Belirsizligi

Olgiim belirsizligi, belirli bir 6l¢iim prosediiriiniin performans karakteristigi degil, 6l¢iim
prosediirii kullanilarak elde edilen sonuglardir (Ertas vd. 2018).

Burada ayr bir c¢aligma yapilmamis olup; tekrarlanabilirlik, laboratuvar ig¢i tekrar
uretilebilirlik ve geri kazanim c¢alismalarindan elde edilen relatif belirsizlikler

kullanilarak hesaplamalar yapilmistir. Uygulanan analiz metodunun belirsizlik bilesenleri
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Sekil 4.5’te, belirsizlik bilesenleri grafigi Sekil 4.6’da gosterilmistir. EO ig¢in
tekrarlanabilirlik, tekrar firetilebilirlik ve geri kazanim belirsizlikleriyle hesaplanan

birlesik belirsizlik ve genisletilmis 6l¢iim belirsizligi Cizelge 4.20°de gosterilmistir.

TEKRARLANABILIRLIK GERCEKLIK

N N\

f 'S SONUC (ng’kg)
TEKRAR URETILEBILIRLIK

Sekil 4.5 Belirsizlik bilesenleri.

Cizelge 4.20 EO toplam belirsizlikleri ( k=2 %95 giiven araliginda verilmistir).
Belirsizlik bilesenleri Toplam Belirsizlik ve Belirsizlik Biitcesi
Tekrarlanabilirlik 0,03176
Tekrar tiretilebilirlik 0,04201
Geri kazanim 0,00672
Birlesik Belirsizlik 0,05309
Genisletilmis Bel. 0,10619
Genisletilmis Bel. (%) 10,62

Keciboynuzu Belirsizlik Kaynaklari
Birlesik Belirsiziik [ o0,0
Geri kazanm | 1,6
Tekrariiretilebilirlik [ 62,6
Tekrarlanabilirik [ 35,8

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Sekil 4.6 Belirsizlik bilesenleri grafigi.

35



5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Tartisma

Wenio vd. (2023) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yaklasik 4 g guar gam 50 mL falcon
tiipe tartilmis, iizerine 10 mg/L konsantrasyonunda EO standardindan birinci seviye igin
11 pL ve ikinci seviye i¢in 110 pL kirletme uygulanmistir. Sonrasinda 100 pL internal
standart ilave edilmis ve 30 saniye vortekslenmistir. 10 °C’de sogutulmus buzlu su
banyosunda 30 dk bekletilmistir. 0,2 N HCI i¢iren ACN (1,7 mL HCI + 98,3 mL ACN)
soliisyonundan 10 mL ve doymus NaCl ¢o6zeltisinden 1 mL ilave edilmis ve 30 dk
calkalanmistir. 0,5 g MgSOg4 ilave edilerek 3000 rpm’de 2 dk santrifiijlenmistir.
Maksimum 4 mL siipernatant ile ekstrakte edilerek GC/MSMS’de analiz edilmistir.
Yapilan ¢alismada sonucunda 0,011 mg/kg seviyesindeki konsantrasyonda %101,4 geri

kazanim ve 1,5 RSDwR (%) elde edilmistir.

Bessaire vd. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 5 g dondurma numunesi 50 mL
falcon tlipe tartilmis ve buzlu su banyosuna konulmustur. Numunede 0,02 mg/kg
konsantrasyonunda olacak sekilde 2,5 pg/mL internal standarttan 40 pL ilave edilmis ve
vortekslenmistir. 5 mL doymus NaCl ve 100 puL seyreltilmis siilfirik asit ( 0,05 M, suda)
ilave edilerek seramik homojenizer ile homojenize edilmistir. 60 °C’lik yatay calkalamali
su banyosunda 2 saat EO’den 2-CE’ye tiirevlendirilmistir. Siire sonunda 10 dk buzlu suda
sogutulmus ve 10 mL ACN ilave edilerek 1 dk 1500 rpm’de karistirilmistir. Kullanima
hazir Quecher’s tuzlar ilave edilmis ve 3 dk karistirilmistir. 4000 x g devirde, 10 °C’de
5 dk santrifiij edilmistir. 6 mL siipernatant, i¢erisinde MgSQO4, PSA and Cis bulunan 15
mL’lik falcon tiipe aktarilmistir. 1 dk ¢alkalama ve 4000 x g devirde, 10 °C’de, 5 dk
santrifiijleme sonrasinda 2,5 mL silipernatant yeni bir 15 mL tipe alinmis ve oda
sicakliginda azot gazi ile 0,5 mL’ye konsantre edilmistir. Konsantre islemi sonrasinda
17000 x g devirde, 4°C, 10 dk santrifiij edilmis ve sivi kissm GC/MSMS vialine

alinmistir. Bu ¢alisma sonucunda %95 geri kazanim ve % 28 RSD oran1 bulunmustur.

Tateo ve Bononi (2004) tarafindan ¢esitli biberlerde yapilan bir ¢alismada, 2 g numune
tartilarak 2 mL 0,02 N H2SO4 ve 200 mL doymus NaCl ¢ozeltisi ilave edilmistir. Numune,
30 dakika boyunca ultrasonik bir banyoda karistirilarak 60°C'de 2 saat boyunca 80 mL

etil asetat ile iki kez ekstrakre edilmistir. Etil asetat faz1 her seferinde susuz sodyum siilfat
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(3 g) lizerinden filtrelenmis, kat1 kalint1 {i¢c kez 10 mL etil asetat ile yikanmis ve elde
edilen siv1 fazin tiimii kapali bir sisede toplanmistir. Ekstrakt, doner bir buharlastiricinin
vakumunda yaklasik 1 mL'ye kadar konsantre edilmis ve daha sonra hacim etil asetat ile
seyreltilerek viale alinmis ve GC/MS cihaziyla analiz edilmistir. Bu ¢alismada EO igin

91 ng/L konsantrasyonda %84 geri kazanim orani elde edilmistir.

Literatiir ve mevzuat kapsamindaki bilgiler géz o6niine alindiginda, etilen oksitin yiiksek
ucuculugu, ¢ok reaktif bir madde olmasi ve gida {iriinlerindeki klor kaynaginin yaygin bir
sekilde bulunabilmesinden dolay1 uygulanacak olan metot sartlarinin hem EO hem de 2-
CE maddesinin var olabilirligi dikkate alinarak secilmistir. Etilen oksitin uguculugu ve
birgok {irlinle hizlica reaksiyona girmesi dikkate alindiginda, serbest halde EO
bulunmasinin diisiik bir ihtimal olabilecegi; var olsa bile diger bilesenlere bagli olarak
kalabilecegi degerlendirilmistir (Anonim 2020). Ayrica analiz prosediiriiniin
tirevlendirme yapilmadan gergeklestirilmesi durumunda etilen oksitin yiiksek ugucu
0zelliginin olmast nedeniyle geri kazanim oraninin diisiirebilecegi Ongoriilmiistiir.
Buradaki matriks bilesenlerine bagli olan etilen oksitin asidik ortam ve klor iyonu kaynagi
sayesinde daha kararli madde olan 2-CE doniismesi amaglanmistir. Uriiniin iceriginde 2-
CE maddesinin bulunmas1 durumunda, analiz prosediirii siiresince herhangi bir etkilesime
girmeden ekstrakte edilebilecegi diistiniilmiistiir. Hal boyle iken, iiriindeki EO ve 2-CE
bulunabilirligi Ongdriilmiis ve yapilan caligmalarda igeriginde EO ve 2-CE tespit
edilmemis ke¢iboynuzu numunesine esit konsantrasyonlarda EO ve 2-CE igeren standart

karigimi hazirlanarak kirletme yapilmistir.

Hedef analitlerin tespit edilmesini saglamak amaciyla GC/MSMS cihazinda MRM metot
sartlar1 olusturulmus ve analitlere ait anne iyon, yavru iyon ve CE bilgileri Cizelge 3.2°de
belirtilmistir. MRM  verileri  uygulanarak segicilik/spesifiklik  ¢aligmalariyla
kromotogramlar incelendiginde hedef analite girisim yapabilecek herhangi bir pikin
bulunmadig1 goriilmiistiir. Bu kapsamda elde edilen GC/MSMS kromotogramlar Sekil
4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Yapilan ¢alismada Lineerlik (dogrusallik) kontroliinii saglamak amaciyla iceriginde EO
ve 2-CE tespit edilmemis keciboynuzu numunesine Cizelge 3.3’te belirtilen miktarlarda
kirletme yapilarak blank-20-50-100-250 pg/kg konsantrasyonlarinda 5 noktali

kalibrasyon verileri elde edilmistir. Kalibrasyona ¢alismasinda elde edilen veriler Sekil
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4.3, Sekil 4.4 ve Cizelge 4.1’de gosterilmistir. Yapilan kalibrasyonun lineer 6zellik
gosterdiginden, residiiel standart sapma degerinin < + %20 oldugundan ve korelasyon

katsayisinin 0,99’dan yiiksek oldugundan uygun olarak degerlendirilmistir.

Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda igeriginde EO ve 2-CE igermeyen numuneye Cizelge
3.3’te belirtilen miktarlarda kirletme yapilarak veriler elde edilmistir. Tekrarlanabilirlik
calismasi iki farkli analist tarafindan disik (100 pg/kg) ve yiiksek (200 pg/kg)
konsantrasyonlarda calisilmistir. Bu c¢alismada elde edilen veriler Cizelge 4.2-4.7°de
gosterilmistir. Tekrarlanabilirlik calismasindaki tiim analiz sonuglarinin Grubb’s testine
gore uygun olup sapan deger bulunmadig goriilmiistiir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasindaki
her bir veri setinde relatif standart sapma (%RSD) degerleri hesaplanmis ve Horwitz
esitliginden hesaplanan relatif standart sapma (PRSD) degerleri ile karsilastirildiginda
disik oldugu goriilmiis ve uygun olarak degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik
calismasinda elde edilen veriler konsantrasyonlarina gore F ve t testlerine tabi tutulmus;
F degerinin F Kritik iki-uc¢lu degerinden ve t Stat degerinin t Kritik iki-uglu degerinden
kiiglik oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara gore veri gruplari ve kisiler arasinda %95 giiven
araliginda istatistiksel olarak anlamli bir kesinlik farki bulunmadigindan yapilan ¢alisma

uygun olarak degerlendirilmistir.

Laboratuvar igi tekrar iretilebilirlik ¢alismasinda numune Cizelge 3.3’te belirtilen
konsantrasyonlara gére EO ve 2-CE standart stok karigimiyla kirletme yapilarak Cizelge
4.8-4.13’te belirtilen veriler elde edilmistir. Bu asamada farkli zamanlarda iki farkli
analist tarafindan diistik (100 pg/kg) ve yiiksek (200 pg/kg) konsantrasyonlarda ¢aligiimig
ve elde edilen tiim analiz sonuglarinin Grubb’s testine gére uygun olup sapan deger
bulunmadigi goriilmiistiir. Laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirlik caligmasinda elde edilen
veriler konsantrasyonlarina gore F ve t testlerine tabi tutulmus; F degerinin F Kritik iki-
uclu degerinden ve t Stat degerinin t Kritik iki-uclu degerinden kiigiik oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglara gore veri gruplar ve kisiler arasinda %95 giiven aralifinda
istatistiksel olarak anlamli bir kesinlik farki bulunmadigindan yapilan ¢aligma uygun

olarak degerlendirilmistir.

Geri kazanim ¢aligmasinda elde edilen veriler 4.6 Geri kazanim (Dogruluk) bdliimiinde
gosterilmistir. Burada diisiik konsantasyonda %98,76 ila %109,83 arasinda geri kazanim

degerleri elde edilmis ve Cizelge 4.14’te gosterilmistir. Geri kazanim yiiksek
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konsantrasyonda ise %100,38 ila %108,36 arasinda degerler elde edilmis ve Cizelge
4.15’te gosterilmistir. Diisiik ve yiiksek konsantrasyon calismalarindan ortalama geri
kazanim degeri %103,68 olarak hesaplanmis ve Cizelge 4.16°’da gdsterilmistir. Bu
calismanin kontroliinde diistik ve yiiksek konsantrasyon i¢in %70-%120 ortalama geri
kazanim orani araliklari belirlenmis ve tiim analiz sonuglariin geri kazanim oranlari bu

geri kazanim orani kriterlerine gore uygun olarak degerlendirilmistir (Anonim 2021).

Kec¢iboynuzu matriksine EO kalintisinin tespit edilebilmesi i¢in uygulanan metot
sartlarinin, analiz prosediiriiniin uygulama esnasinda meydana gelebilecek kiigiik
degisikliklerden etkilenip etkilenmedigi kontrol edilmesi amaciyla saglamlik ¢aligmasi
yapilmistir. Yapilan bu calismada Youden deney deseni (7 faktorlii) uygulanarak Cizelge
4.17°de belirtilen parametrelere gore degisimler incelenmis ve Cizelge 4.18°de belirtilen
sonugclar elde edilmistir. Burada hesaplanan sapmalar, laboratuvar igi tekrar tiretilebilirlik
standart sapmasindan (SDgiresik = 4,903) kiiglik oldugu goriilmiis ve uygulanan metotta

belirlenen parametreler agisindan saglam olarak degerlendirilmistir (Anonim 2018a).

Olgiim belirsizligine ait bilesenler Sekil 4.5te belirtilmistir. Burada tekrarlanabilirlik,
laboratuvar i¢i tekrar {iretilebilirlik ve geri kazanim verilerinden elde edilen RSD
degerleriyle birlesik belirsizlik degeri ve genisletilmis Ol¢iim belirsizligi degeri
hesaplanmistir. Cizelge 4.20°de belirtildigi gibi genisletismis Ol¢iim belirsizligi degeri
%10,62 olarak hesaplanmustir.

5.2 Sonuc¢

Yapilan bu ¢alismada keg¢iboynuzunda GC/MSMS ile etilen oksit analizi metodu
gelistirilmesi ve etilen oksit kalintisinin tespitinde kullanilan analiz metodunun valide
edilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda uygulanan dogrusallik, segicilik / spesifiklik, geri
kazanim, tekrarlanabilirlik, laboratuvar i¢i tekrar {retilebilirlik ve saglamlik
parametrelerine uygun sekilde valide edilmistir. Geri kazanim oran1 %103,68 ve
hesaplanan Ol¢iim belirsizligi % 10,62 olarak hesaplanmistir. Ancak etilenin bitkisel
tirtinlerde bir hormon olarak bulunabilirligi, oksitlenmesi sonucu EO olusumu ve klor
iyonu varliginda 2-CE’ye dontiisebildigi gdz oniine alindiginda % 50 l¢tim belirsizliginin
kullanilmasinin daha uygun olacag diistiniilmektedir (Cetinkaya ve Diler 2017). EO gida

tirtinlerinde klor iyonu varliginda 2-CE ye doniismesi, bir¢ok bilesenle reaksiyona girerek
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baglanmas1 ve diislik sicakliklarda uguculugunun goéz Oniine alinmasiyla analiz i¢in
uygulanan kalibrasyonun EO ve 2-CE maddelerinin mix seklinde spike yapilarak matrix-
matched olarak yapilmasimin hem EO tespiti hem de 2-CE tespiti i¢in daha dogru olacagi
kanaatine varilmistir. Matriksin ke¢iboynuzu secilmesine ragmen bitkisel {iriinlerin genel
ozellikleri dikkate alindiginda bitkisel kaynakli diger matrikslere de uygun olabilecegi
degerlendirilmektedir. Bununla birlikte hayvansal iiriinlerde iiriin igerigi nedeniyle bu
metot sartlarinda matriks etkisi gosterebileceginden, bu metodun gelistirilerek bu

tirlinlere de uygulanabilir hale getirilmesi saglanabilecegi diistiniilmektedir.
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