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OZET

UHPLC-MS/MS KUTLE SPEKTROMETRESI iLE PIRINC VE YULAF
ORNEKLERINDE COKLU MIKOTOKSIN TESPITINE YONELIK ANALIZ
METODU GELiSTIRILMESI

Meryem YILDIZ OCAL
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
Ocak 2021; 177 sayfa

Bu ¢alismada, piring ve yulaf orneklerinde eser miktarda bulunabilecek 8 tane
mikotoksin ve metabilitinin kalintilarinin ultra yiiksek performansl sivi kromatografisi-
tandem kutle spektrometresinde (UHPLC-MS/MS) analizi igin yeni bir metot
gelistirilmistir. Analitler, “seyrelt ve enjekte et (dilute and shoot)” ve QuEChERS
ekstraksiyonu kullanilarak ekstrakte edilmistir. Gelistirilen analiz ydnteminin
giivenilirligini test etmek amaciyla metot validasyonu yapilmistir. Seyrelt ve enjekte et
yonteminde en yiiksek verimi elde etmek i¢in ¢6zgen bilesimi ve hacmi, ¢alkalama siiresi
ve hizi parametreleri optimize edilmistir. QUEChERS ekstraksiyonu EN 15662 standart
yontemine gore yapilmustir. Stvi kromatografisi kisminda hareketli fazin bilesimi, akis
hiz1, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi ve gradyen bilesimi parametreleri agisindan en
uygun kosullar belirlenmistir. Kiitle spektrometresinde ise analitlerin yiiksek secicilikte
ve hassasiyette tespit edilebilmesi i¢in sheath ve yardimei gazlarinin akis hizlari, kapiler
ve buharlastirma sicakliklar1 ve sprey voltaji parametreleri optimize edilmistir. Metot
validasyonunda dogrusallik ve 6l¢iim araligi, secicilik, tespit limiti, tayin limiti, dogruluk
ve kesinlik parametreleri belirlenmistir.

Arastirma sonucunda, 1. Basamak QuEChERS yontemi ile analitlerin en fazla
%99,0’u ekstrakte edilebilirken, seyrelt ve enjekte et yonteminde bu oran %98,4’diir. Her
iki yontemde geri kazanim degerlerinin ve bagil standart sapma degerlerinin birbirine
yakin olmas1 seyrelt ve enjekte et yonteminin basarili bir sekilde QUEChERS yontemi
yerine kullanilabilecegini ve boylece ektraksiyon kiti maliyetinden tasarruf
edilebilecegini gostermektedir. Ayrica her iki yontemde de temizleme asamasi olmadan
orneklerin hazirlanmas: ile zamandan ve maliyetten tasarruf edilmistir. Metot
validasyonu sonucunda elde edilen veriler, analiz yonteminin eser miktarda analitlerin
yiiksek secicilik, dogruluk ve kesinlikte analizi i¢in uygun oldugunu gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Mikotoksin, QUEChERS, Seyrelt ve enjekte et, UHPLC-
MS/MS, Validasyon
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AN ANALYSIS METHOD FOR
DETERMINATION OF RESIDUES AND METABOLITE IN RICE AND OAT
BY ULTRA-HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
COUPLED TO TANDEM MASS SPECTROMETRY

Meryem YILDIZ OCAL
PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
January 2021; 177 pages

In this study, a new method was developed for the analysis of the residues and
their metabolites of 8 mycotoxins in rice and oat by ultra-high performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry. All analytes were extracted using “dilute and
shoot” and first step QUEChERS extraction. The developed method was validated to test
the reliability of the analyses. Solvent composition and volume, shaker speed and time
were optimized in dilute and shoot method to obtain the highest yield. QUEChERS
extraction was performed according to EN 15662 method. The optimum conditions were
determined in terms of composition of the mobile phase, flow rate, column temperature,
injection volume and gradient composition in liquid chromatography. Sheath and
auxiliary gas flow rates, capillary and vaporizer temperatures and spray voltage were
optimized to detect the analytes in high selectivity and sensitivity in mass spectrometry.
Linearity, dynamic range, selectivity, limit of detection, limit of quantification, accuracy
and precision were determined in method validation.

As a result of the research, while maximum 99.0% of the analytes can be extracted
with the 1st Step QUEChERS method, this rate is 98.4% in the dilute and shoot method.
The fact that the recovery values and relative standard deviation values are close to each
other in both methods indicates that the dilute and shoot method can be used successfully
instead of the QUEChERS method, thus saving the cost of the extraction kit. In addition,
in both methods, time and cost were saved by preparing samples without a cleaning step.
Data obtained as a result of method validation showed that this method is suitable for
analysis of trace amounts of analytes with high selectivity, accuracy and precision.

KEYWORDS: Dilute and shoot, Multi-mycotoxin, QUEChERS, UHPLC-MS/MS,
Validation
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ONSOZ

Gida giivenilirligi, gidalarda olabilecek fiziksel, kimyasal, biyolojik ve her tiirli
zararlarin bertaraf edilmesi i¢in alinan tedbirlerin biitiiniidiir. Bu amag¢la ham maddeden
baslayarak gidanin tiiketimine kadar tiim asamalarda kontrollerin yapilarak uygun
tedbirlerin alinmasi gerekmektedir. Giiniimiizde gida maddelerinin daha giivenli bir
sekilde tiiketilebilmesi i¢in gerekli uygulamalarin yapilmasina ragmen piyasa
kontrollerinde gidalarin siklikla mikotoksinlerle kontamine oldugu ve tiiketicilerin gida
kaynakli hastaliklara maruz kaldigi goriilmektedir.

Gida ve tarim firiinlerinde mikotoksin kalintisi ciddi ve tiim diinyada yaygin bir
sorundur. Mikotoksin kalintilari, gida giivenligi kapsaminda tiiketici sagligini olumsuz
yonde etkileyen etkenlerden bir tanesidir. Mikotoksinler zehirli kimyasal bilesiklerdir ve
kiif veya mantarlar tarafindan ikincil metabolit olarak iiretilmektedir. Bu mikotoksinler
gida ve yem maddelerinde olusur ve insan ve hayvan saglig1 i¢in biiyiik 6neme sahiptirler.
Gidalarda mikotoksin kalintilar1 yetersiz hasat uygulamalari, yanlis kurutma, paketleme
ve uygun olmayan depolama ve tasima kosullar1 sonucunda ortaya cikmaktadir.
Mikotoksinler insan ve hayvan sagligini tehdit etmekte, gida ve yemlerin israfina bagh
olarak ekonomik kayiplara neden olmakta ve bunun sonucunda uluslararasi ticareti
engellemektedir. Tiim bu sorunlarin ¢éziimii i¢in Oncelikle mikotoksin olusumunu
engelleyen uygun yontemlerin gelistirilmesi, yasal diizenlemeler ve mikotoksin
problemini hafifletmek i¢in bazi uygulamalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Uygun olmayan kosullarda iiretilen ve depolanan {iriinlerde mikotoksin kalintisina
rastlanmaktadir. Bu durum insan sagligi yaninda iilke ekonomisini de olumsuz yonde
etkilemektedir. Gidalarin uygun olmayan sekilde hasati ve sonrasinda yanlis muhafazasi
sonucunda gidalarda olugsacak mikotoksin kalintilarin tespit edilmesi gida giivenligini ve
buna bagli olarak insan ve hayvan sagligini korumak amaciyla iizerinde durulmasi
gereken ¢ok onemli bir konudur. Bu yiizden gidalarda bulunan kalintilarinin kontroll ve
tespiti i¢in giivenilir analitik metotlara ihtiyag¢ vardir.

Bu calismada, gidalarda Ozellikle eser miktarda bulunan kalintilar1 yiiksek
dogrulukta ve kesinlikte tespit edecek uygun analiz yoOnteminin gelistirilmesi
amaglanmistir. Insanlarin giinliik tiiketiminde énemli bir yer tutan piring ve son yillarda
yiiksek besin degerine sahip olmasi ve diyet besin olarak tiiketimi yayginlasan ve ayrica
hayvan yemi olarak da kullanilan yulafta bulunabilecek kalintilarin analizi {izerinde
durulmustur. Calismamizda pirin¢ ve yulafta bulunmasi muhtemel ve insan ve hayvan
sagligi icin tehlike olusturabilecek mikotoksin ve metabolitinin tandem kiitle
spektrometresi ile analizi gergeklestirilmistir. Ornek hazirlama asamasi, analitik
yontemin istenilen amaca uygun olarak basarili bir sekilde uygulanmasi agisindan
onemlidir. Bu amacla, ¢alismamizda ilgili analitlerin gida matriksinden yiliksek verimde
ekstrakte edilmesi amaciyla seyrelt ve enjekte et (dilute and shoot) ekstraksiyonu ve 1.
basamak QUEChERS ekstraksiyonu kullanilmastir.

Tez ¢alismam sirasinda her tiirlii yardim ve destegini esirgemeyen danigman
hocam Sayin Prof. Dr. Muharrem CERTEL’e, ¢alismam sirasinda goriis ve Onerileri ile
bana yol gosteren tez izleme komitesi iiyeleri Sayin Prof. Dr. Mustafa ERBAS’a (Akdeniz
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi) ve Do¢ Dr. Mehmet Fatih CENGIZ’e (Akdeniz
Universitesi  Ziraat Fakiltesi ), A.versicolor Kkufiinin tez ¢alismas1 kapsaminda



kullanimina olanak saglayan Prof. Dr. Ahmet ASAN’a (Trakya Universitesi Fen
Fakultesi Biyoloji Bolumu), kiitle spektrometresinde yaptigim analizlerde degerli
goriisleri ve teknik destekleri ile bana yardimei olan Saymn Ogretim Gorevlisi Dr. Timur
TONGUR’a (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi) ve Ogr. Gor. Taner ERKAYMAZ’ a
(Siileyman Demirel Universitesi Giil ve Giil Uriinleri Arastirma ve Uygulama Merkezi),
tez calismam siiresince bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan Dr. Ogr. U. Ulgen ilknur
KONAK’a (Avrasya Universitesi Mithendislik-Mimarlik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolimi) ve Ogr. Gor. Dr. H. Aydan YATMAZ’a (Gida Giivenligi ve Tarimsal
Arastirmalar Merkezi), her konuda bilgisiyle yardimlarini esirgemeyen Sayi Dr. Ogr. U.
Fundagiill EREM’e (Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii), tez calismam siiresince yardimlarii esirgemeyen Ars. GOr.
Fatma ERSOZ’e (Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi), tez yazimi siiresince
bana bilgisi ile yardimci olan Gida Miihendisi Nisa DURAK’a, tez ¢aligmam siiresince
anlayis1 ve yardimlari ile bana destek olan Ilge Miidiirliigiinde ekip arkadasim Sayin Gida
Miihendisi Tuba DILER’e, mesai arkadasim Deniz Barbaros DIKMEN’e, tez calismam
siiresince anlayigla izinlerimi kullanmama olanak saglayan ilce Miidiiriim Ziraat
Miihendisi Sayin Omiir Ozan CAKAL’a, hayatim boyunca maddi ve manevi destekleri
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
Da :dalton
dk :dakika

eV -elektronvolt

g :gram
kg :kilogram
kV  kilovolt

mbar :milibar

mg  :miligram

mL  :mililitre

mM  :milimolar

mm  :milimetre
MPa :megapascal
ms :milisaniye
ppb  :milyarda bir
psi :pound/inckare
rpm  :devir/dakika

S ‘saniye

\% volt

puL :mikrolitre
um - :mikrometre
% 'ylizde

°C :santigrat derece

, :Ondalik ayiraci olarak virgil kullanilmigtir



Kisaltmalar
ACN
AOAC
APCI
API
CAS
CEN

Cl

CID
dSPE

El

ESI
Eurachem
FAB
FD
GC-MS
GAP
GMP
HACCP
HPLC
ICR
INN
ISO
IUPAC
LC-MS

LD

Asetonitril

‘Resmi Analitik Kimyagerler Dernegi
:Atmosferik basing kimyasal iyonizasyon
:Atmosferik basing iyonizasyon
:Kimyasal Kuramlar Servisi

:Avrupa Standartlar Komitesi

:Kimyasal iyonizasyon

:Carpisma etkili ayrisma

:Dispersif kat1 faz ekstraksiyonu
:Elektron iyonizasyon

:Elektrosprey iyonlasma kaynagi
:Avrupa Analitik Kimya Org(iti

‘Hizli1 atom bombardimani

:Alan desorpsiyonu

:Gaz kromatografi-kutle spektrometresi
:Iyi Tarim Uygulamalar

‘Iyi Uretim Uygulamalar1

:Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar
:Yiiksek performansl sivi kromatografisi
:Iyon siklotron rezonans

:Uluslararasi tescilli olmayan adi
:Uluslararas1 Standardizasyon Komitesi
:Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
:S1v1 kromatografi-kUtle spektrometresi

:Lazer desorpsiyonu



MALDI
MRL
PD
PSA
QaQ
SIMS
TOF
UHPLC

WHO

:Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon
‘Maksimum kalint1 limiti

:Plazma desorpsiyonu

:Primer sekonder amin

:Uclii kuadrupol

:Ikincil iyon kiitle spektrometresi

:Ucus zamanl

:Ultra yiiksek performansli s1vi kromatografisi

:Diinya Saglik Orgiitii

Xi
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GIRIS M. YILDIZ OCAL

1. GIRIS

Gida ve tarim iriinlerinin toksijenik kif tiirleri tarafindan kontaminasyonu ciddi
ve yaygin bir sorundur (Munkvold 2003). Mikotoksinler insan ve hayvan sagligini tehdit
etmekte, uluslararas: ticareti engellemekte, gida ve yemlerin israfina neden olmakta ve
tim bunlar i¢in kaynaklarin arastirmaya yonlendirilmesi, yasal diizenlemeler ve
mikotoksin problemini hafifletmek i¢in bazi uygulamalarin gerceklestirilmesi
gerekmektedir (Hussein ve Brasel 2001; Stoev 2013) . Yetersiz hasat uygulamalari, yanlis
kurutma, paketleme ve uygun olmayan depolama ve tasima kosullar1 kif Uretimi ve
mikotoksin olusum riskini arttirmaktadir.

Gunimuzde genellikle taze drinlerin glvenli saklanmasi igin kimyasal
fumigantlar veya kimyasal bazli koruyucu ajanlar kullanilmaktadir. Ancak tiiketicilerin
giivenli ve kaliteli gidalara olan artan ilgisi ve istegi kimyasallara daha iyi alternatiflerin
arastirilmasini zorunlu hale getirmektedir (Bhat vd 2010). Bu da giivenli gida tiretiminde
ve tlketiminde belirli sistemlerin kullanilmasi ile miimkiin olmaktadir. Temel prensibi,
gida kaynakli tehlikelerin 6nlenmesi, azaltilmasi, kontrol edilmesi veya elimine edilmesi
olan Iyi Tarim Uygulamalar1 (GAP), lyi Uretim Uygulamalari (GMP) ve Kritik Kontrol
Noktalarinda Tehlike Analizi Uygulamalar1 (HACCP) bu sistemlerin baginda
gelmektedir (Malik vd. 2010; Uniisan 2019).

Mikotoksinlere maruz kalmayi en aza indirgemek icin toksinlerin kabul edilebilir
siirin1 belirlemek i¢in uygun mevzuat olmalidir. Bu tiir mevzuat, tarim sektoriinde
kimyasallarin uygunsuz kullanimina, bugday, pirin¢ ve diger iiriinlerin depolanmasinda
onlem alinmasina yardimer olacaktir. Insanlar ve hayvanlarin saghig igin gelecekte bu
urinlerin  uygun sekilde kontrol edilmesi gerekmektedir (Kan ve Meijer 2007;
VanEgmond vd. 2007). Bu acidan gidalarda eser miktarda bulunabilecek kalinti ve
kontaminantlarin belirlenmesi giiniimiizde giderek artan bir ilgi gormektedir (Sun vd.
2012).

Mikotoksinler zehirli kimyasal bilesiklerdir ve kiif veya mantarlar tarafindan
ikincil metabolit olarak iiretilmektedir. Bu mikotoksinler gida ve yem maddelerinde
olusur ve insan ve hayvan saglig1 icin biiylik 6neme sahiptirler. Mantarlar tarafindan
tiretildiginden, gorilinlir kiif kontaminasyonu yiizeysel olmasina ragmen mikotoksinler
hastalikli veya kiiflii tahillarla iligkili bulunmustur. Baz1 gida kaynakli mikotoksinlerin
etkileri akuttur ve siddetli hastalik belirtileri cok hizli ortaya ¢ikar. Gidalarda olusan diger
mikotoksinlerin saglik {izerinde kanserlerin indiiksiyonu ve bagisiklik yetersizligi gibi
daha uzun siireli kronik veya kiimiilatif etkileri vardir (Tola ve Kebede 2016).

Mantarlar bircok organ sistemini etkileyerek insan sagligi iizerinde olumsuz
etkilere neden olabilmektedir. Bu etkiler alerji ve enfeksiyona ek olarak mantarlarin
spesifik kosullarda iirettigi mikotoksin ve organik kimyasallarin neden oldugu cesitli
toksikolojik etkilerdir (Fung ve Clark 2014). Klinisyenler mikotoksinleri genellikle
etkiledikleri organa gore smiflandirmaktadirlar. Bu nedenle mikotoksinler,
hepatotoksinler,  nefrotoksinler,  noérotoksinler, immdinotoksinler vb. olarak
siniflandirilabilir. Hiicre biyologlar1 onlar1 teratojenler, mutajenler, kanserojenler ve
alerjenler gibi genel gruplara ayirir. Organik kimyacilar, kimyasal yapilarina gore
ornegin, laktonlar, kumarinler; biyokimyacilar biyosentetik kokenlerine gore
(poliketidler, amino asitten tiiretilmis vb.); doktorlar ise neden olduklar hastaliklara gore
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ornegin, St. Anthony'nin atesi, stachybotryotoxicosis gibi siniflandirmaya
calismaktadirlar (Bennett ve Klich 2003).

Insan ve hayvan saghig icin gidalardaki ve yemlerdeki mikotoksin olusumunu
etkileyen ¢ok sayida faktdr vardir. Mikotoksin kontaminasyonunu ve iiretimini etkileyen
bu faktorler fiziksel, kimyasal ve biyolojik fakttrler olarak karakterize edilmektedir.
Fiziksel faktorler mikotoksin iiretimi ve mantar kolonizasyonu i¢in elverisli olan sicaklik,
bagil nem ve bocekler gibi gevresel faktorlerdir. Kuraklik, sicaklik artis1 ve bagil nemdeki
artis gibi stresler secici olarak mikotoksijenik mantarlarin kolonizasyonunu ve
metabolizmasimi degistirerek mikotoksin {iretimini degistirebilmektedir. Kimyasal
faktorler arasinda mantar ilaglari ve/veya giibre kullanimi yer almaktadir. Biyolojik
faktorler ise kolonize toksijenik mantar tiirleri ile substrat arasindaki etkilesime dayali
faktorlerdir (Russell vd. 1991; D’Mello ve Macdonald 1997). Uretilen mikotoksinlerin
dogas1 ve miktar1 substrat tiirleri, nem igerigi, mevcut beslenme, sicaklik, ¢evre ortamdaki
nem, mantar kolonisinin olgunlugu, diger mantarlarla birlikte ortaya ¢ikma, diger
mikroorganizmalarla rekabet, stres faktorleri, bocek aktivitesinden dolayi substratin
fiziksel hasar1 ve diger iligkili faktorler gibi c¢esitli faktorlerin etkilesimlerinden
etkilenmektedir (Bhat vd. 2010).

Modern mikotoksikoloji, 1961 yilinda Ingiltere'de ¢ok sayida hayvan kaybinin
iceriginde fisttk bulunan yem tiiketimine bagli olarak aflatoksinin kesfiyle basladi.
Aflatoksinlerin karsinojenitesi, immiinosiipresif dogasi ve aflatoksinlerin sadece
tahillarda depolanma sorunu olmadigi aslinda bazi tahillarin hasat 6ncesi kontamine
oldugunun bulunmasindan sonra toplam mikotoksin sorunu analitik kimyagerleri,
mikrobiyologlari, ziraat miithendisleri, entomologlar, bitki patologlari, bitki yetistiricileri,
genetikgiler, tip ve veterinerlik uygulayicilart ve iireticileri de igeren ¢ok disiplinli bir
konu olmustur. Bu gruplarin kombine etkilesimli ¢abalar1 bir¢ok yeni mikotoksinin ve
hayvan hastaliklariyla ilgisinin kesfedilmesine yol agmistir (Richard 2007)

Bir kiif tiirii birgok farklt mikotoksin iiretebildigi gibi birkac¢ tiir de ayni
mikotoksini Uretebilmektedir. Bir hammaddede Uretilen toksin spektrumu biylk 6lcude
hammaddeye, kontaminasyon tiirii ve bilesimine, ¢evre kosullarina, iklim faktorlerine ve
hasat dncesi tarimsal uygulamalara, hasat, kurutma, depolama gibi isleme uygulamalarin
kirleten bir veya daha fazla mantar tiirtine/susuna baglidir (Chilaka vd. 2017)

Sonug olarak, uygun sicaklikta, uygun olmayan bir sekilde saklanan ve uzun siire
nemi alan tiim mahsuller ve tahillar kiif olusumunu kolaylastirir ve mikotoksin
kontaminasyonuna maruz kalabilir (Ahmad ve Jae-Hyuk 2017). Uygun onlemler
alinmadik¢a mantar buylimesi ve mikotoksin tretimi engellenemez.

Arastirmacilar 400’den fazla mikotoksin ¢esidini izole ve karakterize ettiler. En
onemli ve son derece toksik mikotoksinler arasinda aflatoksin, okratoksin A,
trikotekenler, zearalenon, B1 ve B2 fumonisinler (FB1, FB2), tremorjenik toksinler ve
ergot alkaloidleri bulunmaktadir (Margherita vd. 2012). Gidalarda ve yemlerde sik ve
sorunlu mikotoksin kontaminasyonuna neden olan baglica mantarlar Aspergillus,
Fusarium ve Penicillium turlerinin Gyeleridir (Ahmad ve Jae-Hyuk 2017)

Gida oOrnegindeki mikotoksin seviyesinin belirlenmesi Ornekleme, oOrnek
hazirlama, ekstraksiyon ve enstriimantel ve enstriimantel olmayan tespit yontemlerini
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icermektedir (Ahmad ve Jae-Hyuk 2017). Bir analizin en 6énemli basamag1 olan numune
hazirlama agamasi, analizde sonraki basamaklar1 etkilediginden dolay1 analitlerin
tanimlanmasinda, onaylanmasinda ve miktarinin belirlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu asama, ¢esitli matrikslerden ilgili bilesiklerin izolasyonunu ve/veya
ekstraksiyonunu icermektedir. Matriksten mikotoksinlerin ekstraksiyonu toksinlerin
yapisina baglhdir. Ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciiniin se¢imi farkli kimyasal karisimlar
matriksten toksinlerin izolasyonunda kullanilacak ekstraksiyon yontemini etkilediginden
dolay1 dnemlidir (Turner vd. 2009). Ekstraksiyon ve temizleme asamalarindan sonra
analitlerin tanimlanmasinit saglayacak giivenilir, yiiksek verimli ve etkili analitik
metotlarin uygulanmasi gerekmektedir.

Ince Tabaka Kromatografisi gorsel degerlendirmeye veya enstrimantel
dansitometriye dayanan en eski kantitatif yontemlerden biridir. Mikotoksin analizindeki
son gelismeler ultraviyole, diyot dizisi, fliloresans veya kiitle spektrometri dedektorleri
ile birlestirilen yiliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve azaltilmis kolon
ambalaj malzemesi ile birlestirilen ultra HPLC hem tespit hem de 6l¢iim i¢in hizli ve
uygun kromatografik teknolojiler getirmistir. Son derece gelismis sivi kromatografi
teknikleri, kiitle spektrometrisi ve HPLC ile birlestirilmis kiitle spektrometrik veya
floresan detektorleri siklikla mikotoksin analizinde kullanilirken, sinirli duyarlilik ve
ozgiillik nedeniyle diger kromatografik teknikler nadiren kullanilir. HPLC-FLD
(floresans ile birlestirilmis HPLC) tek mikotoksin analizi i¢in kullanilirken HPLC-MS /
MS (kiitle spektrometresi ile birlestirilmis HPLC), birden fazla mikotoksinin eszamanh
olarak belirlenmesi icin en iyi secimdir (Ahmad ve Jae-Hyuk 2017). Kuadrupol kutle
analizorliniin (6zellikle tglii kuadrupol, QqQ) bulundugu kiitle spektrometresine
baglanan yiiksek performansh sivi kromatografisi, c¢esitli kimyasal kalintilarin nicel ve
onayl1 analizleri i¢in yaygin olarak kullanilan bir analiz teknigidir. Son yillarda analiz
verimini artirmak ve analizin sliresini kisaltmak amaciyla geleneksel yliksek performansl
sivt kromatografisinin (HPLC) yerine ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi
(UHPLC) kullanilmaktadir (Guillarme vd. 2010).

Kontamine gidalarin tiiketimi, deri temasi ve solunum yoluyla mikotoksinlere
maruz kalinmaktadir. Mikotoksinlerin hayvan ve insan gidalarina kontaminasyonu bir¢cok
hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Mikotoksinler hayvanlarda hayvan
verimliliginde azalma, bagisikligin baskilanmasina bagli olarak hastalik olusumunda
artma, hayati organlara zarar, tireme kapasitesine miidahale ve bazi durumlarda 6liim gibi
genis bir etkiye sahiptir. Bazi zehirlenmeler hayvanlarin ve nadiren de insanlarin 6liimiine
neden olmaktadir (Bhat vd. 2010).

Mikotoksinden kaynaklanan insan hastaliklari, sinir tanimadan diinyanin biiyiik
bir boliimiinde goriilmektedir. Su anda bilinen binlerce mantar ikincil metabolitleri vardir
ancak sadece birkac grup giivenlik ve ekonomik acidan énemlidir. Bunlar, esas olarak
Aspergillus tiirleri tarafindan iretilen aflatoksinler (AF'ler); Aspergillus ve Penicillium
tirleri tarafindan iretilen okratoksin A (OTA), ve oOncelikle bircok Fusarium tirleri
tarafindan iiretilen zearalenon (ZEN), fumonisinler (FB) ve trikotekenlerdir (TCs)
(Binder vd. 2007; Streit vd. 2013; Clarke vd. 2014).

Mikotoksinin ekonomik etkisi, insan ve hayvan kaybindan hayvansal iiretimin
azalmasina, kontamine gida ve yemin bertaraf edilmesi ve aragtirma yatirimlarina kadar
oldukca ¢esitlidir (Hussein ve Brasel 2001). Mikotoksinin insanlar ve ¢iftlik hayvanlari
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iizerindeki zararl etkilerinin sonucu olarak diinyadaki ¢cok sayida iilke, tiiketime sunulan
cesitli gidalarda mikotoksin siirlarint belirleyen diizenlemeler uygulamaktadir. 1993
yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO)-Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajans1 AFT,
OTA, TCs, ZEN ve FB'lerin kanserojenik potansiyelini degerlendirmistir (WHO and
IARC 1993; IARC 2002)

Bircok uluslararast ajans mikotoksinler i¢in evrensel diizenleyici sinirlarin
standardizasyonuna ulasmaya calismaktadir. Su anda, 100’iin {izerinde iilkenin gida
endiistrisinde mikotoksinlerle ilgili yasal diizenlemelerinin oldugu bilinmektedir (Hans
vd. 2007). Gegen yiizyilda gida bazli mikotoksinlerde yapilan ¢alismalara gore limitler
belirlenmektedir. EFSA ve Kodeks Alimentarius tarafindan toplanan bilimsel verilerin
Gida Bilimsel Komitesinde degerlendirilmesi ve komitenin goriislerine gore, gida ve
hayvan yemlerinde izin verilen mikotoksin araligi, bir dizi Avrupa direktifleri ve Avrupa
Komisyonu diizenlemeleri ile belirlenmektedir. Bunun sonucunda diger bir¢ok tilkede
gidalart kirletebilecek zararli mikotoksinlerden tiiketicileri korumak icin aflatoksin
limitlerini uygulamaktadir. Komisyon Diizenlemeleri, maksimum seviyelerin gida
tiketimi ile ilgili risk géz Oniinde bulundurularak iyi tarim ve liretim uygulamalariyla
makul bir sekilde ulasilabilen limitlere gore belirlenmesi gerektigi goriisiindedir. Iyi tarim
ve liretim uygulamalar1 gelismelere uyumlulugun kesin olarak takip edilmesini gerektirir.
Bebeklerin, kiiclik ¢ocuklarin ve bagisikligr zayiflamis savunmasiz tiiketici grubuna
mensup olan dezavantajli kisilerin sagliginin korunmasi igin olabilecek en diisiik
mikotoksin seviyelerinin olugturulmas: gerekmektedir. Uluslararas ticaretin gelismesiyle
birlikte mikotoksinlerin gidaya kontaminasyonu ve onlarin toksikolojik &zellikleriyle
ilgili ¢aligmalar da artmistir. Bunun sonucu olarak Avrupa Birliginde mikotoksinlerle
ilgili dlizenlemelerde de degisiklik yapilmistir. Gida maddelerindeki belirli
kontaminatlarin maksimum seviyelerini belirleyen Komisyon Yonetmeligi 466/2001 gida
ve yemlerdeki mikotoksin kontaminasyonuyla ilgili mevcut anlayisa gore bir¢cok kez
Onemli 6l¢iide degistirilmistir. Su anda gidalardaki mikotoksinlerin maksimum seviyeleri
AB 1881/2006 sayili Komisyon Tiiziigi, aflatoksin ve Okratoksin A i¢in 105/2010/EC
ve Fusarium toksinleri ile ilgili 1126/2007/EC Komisyon Tiiziiklerine gore belirlenmistir
(Ukwuru vd. 2017). Ulkemizde ise 1881/2006/EC sayili1 Gidalardaki Belirli Bulasanlarin
Maksimum Limitlerinin Belirlenmesi Hakkinda Avrupa Birligi Komisyon Tiiziigline
paralel olarak hazirlanan TGK- Bulasanlar Yonetmeligine gore gidalarda bulunabilen
belirli bulaganlarin maksimum limitleri belirlenmistir (Anonim 2011).

Gida ve yemlerin giivenligi konusunda artan ilgi mikotoksinlerin tespit edilmesi
icin birgok metodun gelistirilmesine neden olmustur. Potansiyel saglik riskleri ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda olustugundan hassas ve giivenilir metotlarin gelistirilmesi 6nem arz
etmektedir. Gidalardaki ve yemdeki mikotoksin kalintilarin analizinde yaygin olarak
kromotografik yontemler kullanilmaktadir. Sivi  kromatografisi tandem kditle
spektrometresi (LC-MS/MS), mikotoksinlerin ve maskelenmis mikotoksinler dahil
olmak Uzere metabolitlerinin tirevlendirmeye ihtiyagc duymadan diisiik tespit limiti,
analitlerin yapis1 hakkinda bilgi toplama, minumum 6rnek hazirligir ve polaritelerinde
farklilik gosteren ¢ok cesitli analitlerin analizine imkan tanimasi gibi ozellikleriyle en
yeni ortaya ¢ikan analitik metot haline gelmistir (Shephard 2008; Turner vd. 2009;
Berthiller vd. 2007). Kitle spektrometresi, elektriksel veya manyetik alan veya bu ikisinin
birlesimi kullanilarak vakum altinda analitten iyonlarin olugmasi, olusan iyonlarin
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kltle/ylk (m/z) oranlarina gore ayrilmasi, analiz edilmesi ve bu degerlerin 6l¢iilmesine
dayali olarak ¢alismaktadir (Lavagnini vd. 2006).

Gidalarda ¢oklu mikotoksin analizi i¢in seyrelt ve enjekte et metodu (Sulyok vd.
2006; Spanjer vd. 2008; Beltran vd. 2009; Malachova vd. 2014; De Santis vd. 2017;
Franco vd. 2018; Silva vd. 2019; Scarpino vd. 2019; Abreu vd. 2020; Sulyok vd. 2020)
ve 1. Asama QuUEChERS ektraksiyon metodu ( Frenich vd. 2011; Arroyo-Manzanares vd.
2013, 2014; Azaiez vd. 2014; De Colli vd. 2020) siklikla kullanilmaktadir. Bu
ekstraksiyon yontemlerinin yag ve pigment bakimindan yogun matrikslere uygulanmasi
¢cogu zaman zor olabilmektedir. Matriks bilesenlerinin konsantrasyonunun analitlerden
daha fazla olmasi, analit iyonlarin1 baskilamasindan dolay1 analitlerin sinyal seviyesini
ve bdylece ekstraksiyon ve kromotografi verimini olumsuz yonde etkilemekte ve
analitlerin tespitinde giigliiklere neden olmaktadir (Chamkasem vd. 2013). Boyle
durumlarda analiz edilen mikotoksinlerde kayiplara yol ac¢sa da temizleme asamasina
gerek olabilmektedir. Temizleme asamasi olmadan ¢oklu mikotoksinlerin tespitini

saglayan metotlar analit kaybin1 6nlemesi agisindan daha avantajli olmaktadir (Sulyok
vd. 2007).

Piringte mikotoksin kontaminasyonu genellikle bugday veya misirda oldugundan
daha diisiiktiir. Bununla birlikte, pirincin aflatoksin B1, B2, G1, G2 (AFS), sitrinin,
deoksinivalenol (DON), fumonisin B1, B2, B3 (FB), fusarenon-X (Fus.-X), nivalenol
(NIV), okratoksin A (OTA), sterigmatocystin (STE) ve zearalenon (ZEN) gibi
mikotoksinler ile kontamine olduguna dair bazi raporlar vardir (Tanaka vd. 2007). Yulaf,
diger 1liman tahillar gibi, hem hasattan 6nce hem de depolama sirasinda tarlada bir dizi
mantar tarafindan istila edilebilir. Esas olarak Fusarium, Aspergillus ve Penicillium
cinsine ait olan bu mantar tiirlerinden bazilar1, ¢ok gesitli ikincil metabolitler Gretebilir.
Bunlar, olgunlasan taneleri hasat 6ncesi veya hasat sonrasi hayvanlar ve insanlar igin
toksik olabilen mikotoksinlerle kirletme yetenegine sahiptir. Bu toksinlerden bazilari
kanitlanmis veya siiphelenilen kanserojenlerdir. Cogu mikotoksin 1s1ya ¢ok dayaniklidir,
bdylece bir kez olustuktan sonra gida kaynagindan uzaklastirilmas: zordur. Hayvan yemi
icin kullanilan tahillar genellikle daha yiiksek miktarda mikotoksin icermesi muhtemel
yan Qriinleri kullanir. Hayvan dokular1 bu kimyasal bilesikleri alacak ve bu sekilde
mikotoksinler insan gida zincirine yeniden sokulabilecektir. Bu nedenle, 1980'lerin
ortalarindan itibaren insan beslenmesi i¢in yulaf kullantminin daha popiiler hale gelmesi
nedeniyle, birgok c¢alisma yulafin fusariotoksinler (nivalenol, deoksinivalenol,
zearalenon, HT-2 ve T- 2), okratoksinler ve aflatoksinler ile kontamine oldugunu
gostermektedir (Medina ve Magan 2011).

Bu ¢aligmada, daha once yapilmis ¢alismalardan farkli olarak piring ve yulaf
orneklerinde eser miktarda bulunabilecek nivalenol, deoksinivalenol, fumonisin B1,
fumonisin B2, okratoksin A, sterigmatosistin, zearalenon ve tlrevi beta zearalenol
kalintilarinin yiiksek bir dogruluk ve kesinlik ile belirlenmesini saglayacak bir analiz
metodunun gelistirilmesi amaglanmistir. Farkli matriksteki mikotoksin kalintilarinin
izole edilmesi amaciyla karsilagtirmali olarak siv1 faz ekstraksiyon yontemleri (“seyrelt
ve enjekte et (dilute and shoot)” ve 1. asama QuEChERS yontemi kullanilmistir.
Kullanilan ekstraksiyon metotlarinin amaci temizleme asamasi olmaksizin matrikste
bulunan interferasyonlari1 azaltarak enstrimantel sisteme etkilerini minimize etmektir.
Temizleme asamasi olmadan hem zamandan hem de maliyetten tasarruf edilmesi
amaclanmaktadir. En uygun ekstraksiyon kosulu belirlendikten sonra mikotoksin
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kalintilariin karakterize edilmesi amaciyla elektrosprey iyonlasma kaynagia (ESI)
sahip, hassas 6l¢lim yapan ultra yiiksek performansl sivi kromatografisi-tandem kutle
spektrometresinden (UHPLC-MS/MS) yararlanilmustir. Tez kapsamindaki mikotoksinler
piring ve yulafta daha siklikla rastlanmasi ve tiiketiciler i¢in potansiyel toksisitelerine
gore secilmistir. Piyasadan toplanan 49 piring ve yulaf ornegi ve A.versicolor ile
kontamine piring ve yulaf 6rnegi her iki ekstraksiyon yontemiyle hazirlanarak gelistirilen
metotla analiz edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Bitki tiirleri, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve baska
canlilara zararli olan maddelere toksin denilmektedir (Turner vd. 2009). Mikotoksinler,
tarimsal tirtinlerde farkli iklim kosullarinda biiyiiyen Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Alternaria ve Claviceps tiirleri de dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli filamentli mantarlar
tarafindan iiretilen ikincil metabolitlerdir. Mikotoksinler her yerde bulunabilir ve ¢esitli
gida maddelerini ve tarimsal iirtinleri kirletir ve bu iirlinler tiiketildiginde insanlar ve
hayvanlar tizerinde toksik etki yaratir (Majeed vd. 2018; Marin vd. 2013; Atkins ve
Norman 1998).

Gida ve tarimsal {rlnlerin ¢esitli tirlerdeki toksijenik kiifler (mantarlar)
tarafindan kirletilmesi ciddi ve yaygin olarak ihmal edilen bir sorundur. On yillarca siiren
kapsamli arastirmalardan bagimsiz olarak, kiif enfeksiyonu hala zorlu ve ciddi bir sorun
olmaya devam etmektedir (Munkvold 2003). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) tarafindan diinyadaki gidalarin % 25’inin kiiflerle kirletildigi ve mikotoksinlerden
etkilendigi tahmin edilmektedir (Mannon ve Johnson 1985). Kétii hasat uygulamalari,
uygun olmayan kurutma, tagima, paketleme, depolama ve dagitim kosullari mantarlarin
biiyiimesine katkida bulunur ve mikotoksin tiretimi riskini artirmaktadir. Gida zincirinde
mikotoksin olusumu, diinyanin kars1 karsiya oldugu dnlenemez ve ciddi bir sorundur. Bu
nedenle gida giivenliginin saglanmasi agisindan kontrol altina alinmasi gerekmektedir.
Tiiketici giivenligini korumak adina etkili eylemlerin yapildigindan emin olmak igin
mutlaka bir izleme sistemi olmalidir (Bhat vd. 2010; Atkins ve Norman 1998).

Insanlarin mikotoksinlere kars1 reaksiyonlari eski zamanlardan beri bilinmektedir.
Orta Cag boyunca bir¢ok Avrupali i¢in arpa ekmeginin temel gida oldugu zamanlarda
cok sayida ergot zehirlenmesi salginlari ortaya ¢ikmistir. Haliisinasyon, manik depresyon,
kangren, kiirtaj ve dogurganligin azalmasi gibi semptonlara ve agrili 6liimlere neden
olmustur. Zehirlenmeler Claviceps purpurea kiifii ile kontamine tahillarda olusan ergot
mikotoksinine baghdir. Baz1 tarihgiler tarafindan ergot zehirlenmesinin Orta Cagdaki
Avrupa niifusunun sinirlt olmasinin 6nemli bir nedeni olduguna, 18. yiizyilin ortalarinda
patates ve bugdayin temel gida olarak goriilmesiyle de Avrupali niifusunun arttigina
inanilmaktadir (Smith vd. 1994).

Kiifler uygun sicaklik ve nem kosullarinda ikincil metabolit {iretimini
arttirmaktadir. Kiifler tahillarin ve depolanmis yemlerin normal mikrofloralarinin bir
parcasidir fakat mikotoksin olusumu mevcut kiiflere, uygulanan yontemlere, iriiniin
komposizyonuna, hasat, isleme ve depolama uygulamalarina baglidir. Uretilen toksin
miktar1 nem, bagil nem, sicaklik ve fiziki zarar gibi fiziksel, karbondioksit, oksijen,
substrat komposizyonu, pestisit ve fungusit gibi kimyasal ve bitki tir(, stres, bocek ve
spor yiikii gibi biyolojik faktorlere baglidir (Ukwuru vd. 2017).

Mikotoksinler, mantar tiirlerine bagli olarak diinyanin 1liman ve tropikal
bolgelerinde ortaya cikabilir. Etkilenen baslica gida tirlinleri tahillar, findik, kuru meyve,
kahve, kakao, baharatlar, yagh tohumlar, kuru bezelye, fasulye ve meyveler, 6zellikle
elmalardir. Mikotoksinler ayrica, liretiminde kirlenmis arpa, diger tahillar ve {iziimlerin
kullanilmasindan kaynaklanan bira ve sarapta da bulunabilir. Mikotoksinler gida zincirine
bitkisel iirtinler olarak dogrudan girebildikleri gibi hayvanlarin mikotoksin iceren
yemlerle beslenmelerine bagli olarak siit, et ve diger iiriinlerdeki kalint1 seklinde dolayli
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olarak da girebilmektedirler. Genellikle genotipik olarak spesifiktirler, ancak bir veya
daha fazla mantar tiirii tarafindan tiretilebilirler (Turner vd. 2009).

1960’lardan beri yaklasik 400 den fazla mikotoksin tiirii kesfedilmis ve genellikle
yapisal 6zelliklerine ve onemli toksik etkilerine gore gruplandirilmistir. Mikotoksinler
siklopeptitler, polisetoasitler, terpenler ve azotlu metabolitler olarak biyolojik
kokenlerine ve yapilarina bagh olarak siniflandirilmiglardir. Devegowda vd. (1998)
onemli bazi mikotoksinlerin diinya genelinde dagilimin1 kapsamli olarak rapor
etmislerdir. Buna gore Asya ve Afrika kitalarinda aflatoksin major toksin iken
Avustrulyada aflatoksin ve fumonisinler; Kuzey Amerikada aflatoksin, okratoksin,
zearalenone ve vomitoksin; Guney Amerikada aflatoksin, okratoksin, zearalenone,
vomitoksin (DON) ve T-2 toksin; Dogu Avrupa iilkelerinde ZEN ve vomitoksin ve Bati
Avrupa bolgelerinde okratoksin, ZEN ve vomitoksindir. Ancak uluslararasi ticaretin
artmasi ve karantina engellerinin gevsemesiyle bu toksinlerin diinyanin her yerinde tespit
edilmesi ¢ok uzak degildir.

Bilimsel literatiire gore bircok mikotoksin olmasina ragmen bunlarin ¢ogu
laboratuar kosullarinda bulunmustur. Bunlardan sadece nispeten kiiglik bir kismi
gidalarda ve hayvan yemlerinde yeterince yiiksek seviyelerde ve siklikla dogal olarak
olustugu goriilmektedir. Aspergillus, Fusarium, ve Penicillum tirlerine ait kifler
memelilerde ve tahillarda ekonomik kayiplara ve hastaliklara neden olan etkiler
yaratirlar. Kiifler genellikle hasattan dnce tohumu enfekte eden bitki patojeni ve tohum
ve taneleri depolamada enfekte eden ve bitki patojeninden daha az neme ihtiya¢ duyan
depo kifl olarak 2 gruba ayrilirlar. En ¢ok kontamine olan irtinler misir, yerfistigi,
bugday, arpa, yulaf ve siipiirge darisidir (Bennett ve Klich 2003).

Mantarlarin  konak canlida yaptigi hastaliklara mikozis denilmektedir.
Mikotoksikozis toksik mantar toksinlerine deri, solunum ve diyetle maruz kalinmasi
sonucu olusmaktadir (Bennett ve Klich 2003). iskembe mikrofloras1 mikotoksinleri
parcalayabilmektedir. Bu nedenle gevis getirenler insanlara gore daha az
mikotoksinlerden etkilenmektedirler. Gunimizde ilgilenilen ve diinya ¢apinda gidalar
kontamine eden baslica toksinler aflatoksinler, okratoksin A, fumonisinler, patulin,
moniliformin, sterigmatosistin, trikotesenler ve zearalenondur (Atkins ve Norman 1998;
Huffman vd. 2010 ).

Insan saghig riskleri genellikle aflatoksinler, deoksinivalenol, fumonisinler,
okratoksin ve ergot alkoloidleri gibi mikotoksinlerle kontamine olmus gidalarin dogrudan
tikketimi ile iligkilidir. Bu toksinlerin bir kismi hasat oncesi olusurken (aflatoksinler,
DON, ergot toksinleri), bazilar1 da (fumonisinler, okratoksinler) genellikle hasat sonrasi
surecte olusmaktadirlar. Insanlarda mikotoksikozisin genel semptomlar1 kusma, ishal ve
diger gastro-intestinal problemlerdir. Genel olarak mikotokinler bagisiklik sistemini
baskilarlar. Mikotoksinlerin bagisiklik sistemi {izerine etkileri Sharma (1993) tarafindan
daha once miilkemmel bir sekilde gozden gecirilmistir. Hiicre ¢ogalmasi ve protein
sentezini engelleyerek bagisiklik sistemini baskilayabilen mikotoksinlerden ¢cogunlugu
genellikle DON ve T-2 toksini gibi toksinleri igeren trikotesenlerdir.

Bireysel etkilerle karsilastirildiginda mikotoksinlerin ¢oklu olarak o6zellikle
hayvancilikta saglik ve verimlilik iizerine daha biiyilk olumsuz etkiler yarattii
bildirilmektedir (Smith ve Seddon 1998). Mikotoksinler hayvanlarda hayvan
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verimliliginde azalma, bagisikligin baskilanmasina bagli olarak hastalik olusumunda
artma, hayati organlara zarar, lireme kapasitesine miidahale ve bazi durumlarda 6liim gibi
genis bir etkiye sahiptir (Bhat vd. 2010).

Gidalarda mikotoksin kontaminasyonunu Onlemek igin etkili ©6nlemler
almmalidir. Ilk ve en 6nemli 6ncelik, hasattan 6nce tarlada ve hasattan sonra depolamada
mikotoksin liretiminin engellenmesidir. Bir dizi farkli tarimsal uygulama, 6rnegin iiriin
rotasyonu, biiyiliyen direngli ¢esitler, toprak isleme, bocek kontrolii ve bitki hastaliklarinin
biyolojik ve kimyasal kontroli, tarladaki tiriinlerin tiretimini diistiren mikotoksin ureten
mantarlarin biiyliimesini engellemek i¢in gelistirilmistir. Hasat sonrasi 6nlemler depolama
sirasinda mikotoksin iiretiminden kaginmak i¢in cok dnemlidir. Ozellikle nem ve sicaklik
depolama sirasinda kiif olusumunu etkileyen iki ana faktordiir. Gida {iretimi sirasinda
gida maddelerinin detoksifikasyonu i¢in ¢esitli hasat sonrasit yontemler kullanilabilir.
Fiziksel uzaklastirma, daha az toksik bilesiklere kimyasal doniisiim, enzimatik
detoksifikasyon veya yilizeye adsorpsiyonla mikrobiyal degradasyon gibi gida
proseslerinin mikotoksin diizeyi ilizerinde degerli etkilerinin oldugu bildirilmektedir
(Shanakhat vd. 2018).

Genellikle tarim iriinlerinde mikotoksin kontaminasyonunu énlemek igin;
1. Hasat 6ncesi yontemler:

a. dayanikl ¢esitleri kullanma

b. saha yonetimi

c. biyolojik ve kimyasal ajanlarin kullanim1
d. hasat yonetimi

2. Hasat sonrasi yontemler:

a. gelismis kurutma yontemleri

b. iyi saklama kosullari

c. dogal ve kimyasal ajanlarin kullanimi

d. 1sinlama yontemleri kullanilmaktadir.

Iyi Tarim uygulamalari, erken ekim ve kullanimi onerilen bitkisel {iretim
uygulamalari, kurak stresini azaltmak igin sulama, erken hasat, hasat sirasinda ¢ekirdek
hasarmin 6nlenmesi, depolama (yeterli kurutma ve % 13 nemin altinda uygun depolama,
depolama tesislerini temiz ve kuru tutmak ve Iyi Uretim Uygulamalari ile mikotoksin
olusumu 6nlenebilmektedir (Ukwuru vd. 2017).
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2.1. Bashca Mikotoksinler
2.1.1. Okratoksin A

Okratoksinler Penicillium ve Aspergillus cinsi kiifler tarafindan tiretilmektedirler.
Aspergillus ochraceus OTA iireten ilk tiir oldugu i¢in 6nemlidir. 2004 yilinda OTA (reten
benzer Ozellikte ikinci bir tiir bulunmustur ve A.westerdijkiae olarak isimlendirilmistir.
Daha sonraki yillarda benzer yapiya sahip kiif tiri A.steynii tanimlanmistir. Bu kif
tirlerinin A.ochraceus’dan ¢ok daha fazla oranda OTA irettigi tespit edilmistir.
Aspergillus tirleri arasinda Aspergillus carbonarius’un énemli OTA Ureticisi oldugu
bilinmektedir (Gil-Serna vd. 2011).

Okratoksin A (OTA) okratoksinler icerisinde en toksik metabolittir. Okratoksinler
yapisal olarak L-fenilalanine bagli izokumarin tiirevleri ile iliskili bir gruptur. Sekil
2.1’de OTA’nin kimyasal yapist gosterilmektedir. OTA’nin dekloro analogu olan
okratoksin B (OTB), etil esteri okratoksin C, izokumarik tiirevi okratoksin a (Ota) ve
onun dekloro analogu okratoksin § (OT)’dir (El Khoury ve Atoui 2010).

OTA, kristalize, renksiz, suda az ve sulu sodyum bikarbonat ¢ozeltilerinde iyi
¢ozilinebilen ve pKa degeri 7.1 olan zayif asit 6zellikte bir bilesiktir. OTA UV 1s1k altinda
asit ortamlarda yesil, alkali ortamlarda mavi fluoresans verir. OTA asidik veya notral pH’
da, polar ¢oztculerde (etanol, metanol, ksilen ve kloroform gibi) iyi ¢ozunir (EI Khoury
ve Atoui 2010). OTA’nin stabilitesinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Yaygin gida
hazirlama sicakligina dayaniklidir. 250°C'nin tizerinde birkag¢ dakika bekletildiginde
konsantrasyonunun diistiigii belirtilmektedir (Marin vd. 2013).

OTA’nin yapist fenilalaninin yapisina benzerdir ve bu nedenle bobrek ve
karacigerde protein sentezini ve fenil alanin aktivitesini inhibe edebilir (Mantle 2002).
OTA farelerde ve siganlarda karsinojeniktir ve insanlarda hastaliga neden olan etken
madde olarak goriilmektedir. OTA siklikla tiimdrle iliskili olarak bobreklerde goriilen
Balkan Endemik Nefropatiye sebep oldugu bildirilmektedir (Pfohl- Leszkowicz vd.
2002). OTA’nin RNA ve DNA sentezini engelledigi ve memelilerde immiinotoksik,
genotoksik, norotoksik ve embriyotoksik oldugu bilinmektedir (Mantle 2002). OTA
Uluslararas1 Kanser Aragtirmalart Ajans1 (IARC) tarafindan hayvanlar i¢in kanserojen
olduguna dair yeterli kanit oldugu fakat insanlar lizerinde yeterli kanit olmadigini
belirterek insanlar i¢in olas1 karsinojen (Grup 2B) olarak siniflandirmistir.

Ayni substuratta AFBI1 ile birlikte bulunduklarinda AFB1’in mutajenisitesini
arttirdigi bildirilmektedir (Sedmikova vd. 2001).
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Cl

Sekil 2.1. Okratoksin A kimyasal yapisi (EI Khoury ve Atoui 2010)
2.1.2. Fumonisinler

Ik defa 1988 yilinda isole edilen fumonisinler (macrofusin, mw: 721.8,
CasHs9NO1s) oldukga yiiksek karsinojenik etkiye sahiptirler (Gelderblom vd 1988;
Bennett ve Klich 2003) . Sekil 2.2’de Fumonisin B1 ve B2’nin kimyasal yapis1 verilmekte
olup, sekilden de goriildigii tlizere fumonisinler hidrofilik 6zelliktedir ve birgok
mikotoksinden kimyasal yapi olarak farkli olup, organik c¢oéziiclilerde tamamen
cozinebilmektedirler. FBler Alternaria alternata, F. verticillioides, F. proliferatum, F.
Anthophilum ve F. nygamai gibi Fusarium tiirleri tarafindan iiretilmektedir (Bennett ve
Klich 2003). Simdiye kadar izole edilen 28 adet fumonisin bulunmakta olup A, B, C ve
P olarak dort seriden olusmaktadir (Rheeder vd. 2002). FB1, FB2 ve FB3 tahillarin dogal
kontaminantlar1 olarak analiz edilen baslica fumonisinlerdir. F. verticillioides bircok
mikotoksin Uretirken bunlardan en 6nemlisi fumonisin B1(FB1) dir ve IARC tarafindan
Grup 2B (olas1 karsinojenik) olarak siiflandiriimaktadir (Ostry vd. 2017). Karsinojenik
fumonisin B2 (FB2)’nin ilk defa endiistriyel olarak onemli olan Aspergillus niger
tarafindan tretildigi bildirilmistir (Frisvad vd. 2007).

COOH O
COOH

CH;

COOH

COOH O

(H\/\/\‘/\/\/\/\/\‘/\:ACH
e

COOH O
COOH

isi OH OH
COOH Fumonisin B2

COOH O

Sekil 2.2. Fumonisin B1 ve B2’nin kimyasal yapis1 (Kosti¢ vd. 2019)
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Fumonisin Bl in 1sitma islemine dayanikli oldugu, kaynatmadan sonra FBI
seviyesinde azalma olmadigi bildirilmektedir (Alberts vd. 1990). Marin vd. (1995) farkli
su aktivitelerinde (0,968, 0,956, 0,944, 0,925) ve farkl sicakliklarda (25 °C ve 30 °C)
yaptiklar1 ¢aligmada FB1 ve FB2 konsantrasyonunun tiim su aktivite degerlerinde ve
sicakliklarda zamanla artis gosterdigini bildirmektedirler. Toksisitesi 150 °C’nin
uzerindeki proseslerle minimize edilebilmektedir (Marin vd. 2013).

Fumonisinler yapisal olarak sfinganine benzerdir ve FB1 sfingolipid
metabolizmasini bozarak toksik etkilerini gosterir. Bu mekanizmanin etkileri protein
kinaz aktivitesi, hiicre biiylimesi ve farklilagsmasi, hiicre 6liimii (apoptoz), kanserojenlik
ve lipid peroksidasyonuna katilim olarak yansir (Yazar ve Omurtag 2008). Fumonisin
esas olarak karaciger ve bobreklerde etkilidir ve deney hayvanlarinda ciddi toksisiteye
neden olmaktadir (Mazzoni vd. 2011). Hidrofilik 6zellikleri nedeniyle sigirlardan siite
tasinmaz ve yenilebilir dokularda az miktarda FB1 birikir (Richard 2007).

Glinlimiize kadar yapilan calismalarda fumonisinlerin insan saglhigi {izerine
dogrudan olumsuz etkilere neden olduguna dair bir kanit bulunmamaktadir. F.
verticilloides ve fumonisinlerle kontamine olmus misir ve musir iriinlerini tiikketen
insanlarda 0zofagus kanseri goriilme sikliginin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Giiney
Afrika’nin Transkei bdlgesinde ve Cin’de Fusarium tiirleri ile kontamine olmus misir ve
misir Urlinlerini tiiketen insanlarda sirasiyla 6zofagus ve karaciger kanseri goriilme
sikligindaki artis fumonisinler ile iliskilendirilmistir. Ayrica insanlarda noral tiip defekti
(NTD) olusturabilecegi, Meksika-Teksas siirinda goriillen NTD’nin fumonisinler ile
iliskilendirildigi rapor edilmistir (Marin vd. 2013).

Misir ve musir bazli gida ve yemlere ek olarak fumunisinlerin fasulyede, piringte,
stiptirge darisinda, bugday sehriyesinde, koride, act biber tursusunda, polende ve misir
bazli fermente ajanlarda tespit edildigi bildirilmektedir (Ho ve Durst 2003; Kosti¢ vd.
2019).

2.1.3. Trikotesenler

Trikotesenler (TC), genellikle Fusarium tiirii mantarlar tarafindan iretilen ve
kimyasal olarak seskiterpenoidlere ait olan mikotoksinlerdir. Myrothecium, Spicellum,
Stachybotrys, Cephalosporium, Trichoderma, ve Trichothecium tiirleri tarafindan da
uretilebilmektedir (Ueno 1983; Bottalico ve Perrone 2002; Cole vd. 2003). Genellikle
Fusarium tarleri nemli serin ortamlarda mahsilde blyir ve Grini enfekte ederler.
Trikotesenler genel olarak hem depolama / 6giitme hem de gidalarin islenmesi /
pisirilmesi sirasinda ¢ok kararli bilesiklerdir ve yiiksek sicakliklarla bozulmazlar (EFSA
2011; Eriksen ve Alexander 1998).

TC’ler tiim mikotoksinlerin i¢inde kimyasal olarak en fazla ¢esite sahip
olanlaridir. Bugiine kadar 180 den fazla trikotesen ve bunlarin tiirevi isole ve karakterize
edilmistir (Yazar ve Omurtag 2008). Trikotesenler ortak 12,13-epoksitrikotes-9-en (EPT)
halkasi igeren toksin ailesidir. EPT ¢ekirdek yapisina gore A, B, C ve D olmak tizere dort
farkli gruba ayrilirlar. A, B ve C gruplar1 C-8 pozisyonundaki yer degistirmeye bagl
olarak farklilasabilirler. D tipi trikotesenlerde C-4 ve C-15 konumunu birbirine baglayan
ek halka vardir. A ve B tipi izole edilmis toksinlerin biiyiik cogunlugunu olusturmaktadir
(Berger vd. 1999; McCormick vd. 2011).
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Trikotesenler arasinda T-2 toksini, diasetoksiskirpenol (DAS), deoksinivalenol
(DON veya vomitoksin olarak bilinir) ve nivalenol bulunur (Trenholm vd 1986). A
grubundan olan T-2 toksini ve scirpentriol ile B grubuna dahil olan deoksinivalenol
(DON) ve nivalenol (NIV) ve tirevleri tarim {irlinlerinde en ¢ok kontaminasyona neden
olan trikotesenlerdir. DON ve NIV’in dogada bulunma siklig1, T-2 toksini ve scirpentriole
gore daha fazladir (Hsueh vd. 1999). Bunlarin arasinda DON en yaygin ve iizerinde en
¢ok calisilanidir ancak en az toksik olanidir (Bennet ve Klich 2003). Hem T-2 toksini
hem de DAS en toksiktir ve polar olmayan ¢oziiciilerde (6rnegin etil asetat ve dietil eter)
¢Oziintirken, DON ve ana bilesigi nivalenol, alkoller gibi polar ¢oziiciiler icinde ¢6ziiniir
(Trenholm vd. 1986).

TC'lerin Sibirya'da ilk kez 1890'larda insanlarda goriilen “taumelge treide”
(sasirtict tahillar) olarak adlandirilan hastalifa neden oldugundan siiphelenilmektedir.
Trikotesen mikotoksikozun (kabuklu tane toksikozu) kontamine gidalarin (bugday, msir,
piring) tiiketiminin ardindan birka¢ saat sonra ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Mevcut
raporlar Japonya'da (Ueno 1971), Cin (Wang vd. 1993) ve Hindistan'da (Ramakrishna vd.
1989) zehirlenmelerin meydana geldigini gostermektedir. 1990'larda Kuzey Amerika'da
ciddi salgin hastaliklardan biri olan Fusarium kafa yanikligi (Fusarium head blight)
ABD'de tahmini 3 milyar dolarlik ekonomik kayiba yol agmistir (Mc- Mullen vd. 1997).
Trikoten mikotoksikozun ana belirtileri karin agrisi, bulanti, kusma, ishal, bas donmesi
ve bas agrisidir (Bhat vd. 2010). TC’ler 1932 yilinda Rusyada goriilen gastrointestinal
toksik aleukia (ATA) toksikozunun nedeni olarak gorilmektedir (Yazar ve Omurtag
2008). Trikotesenler, 1942-47 wyillar1 arasinda Sibirya yakinlarindaki Orenburg
bolgesinde ki1 geciren dari, bugday ve arpa tiiketimine bagli olarak niifusun %10 undan
fazlasinin oliimiiyle iliskili bulunmustur. Rusya’da yapilan kapsamli arastirmalar
sonucunda Fusarium mantar tiirlerinden bir toksinin ATA’nin etken maddesi oldugunu
ortaya koymustur. Sonu¢ olarak gucli bir trikotesen toksin olan T-2’nin muhtemel ajan
oldugu kanitlanmustir (Yagen vd. 1977; Eriksen 2003). Bu mikotoksin ailesi kusma, ishal,
kilo kaybi, sinir bozukluklari, kardiyovaskiiler degisiklikler, immiinodepresyon,
hemostatik duizensizlikler, cilt toksisitesi, lireme kapasitesinde azalma ve kemik iligi
hasar1 gibi ¢oklu organ etkilerine neden olur (Wannemacher ve Wiener 1997). TC’lerin
1970’lerin sonlarinda Gilineydogu Asya ve Afganistan’daki siviller ve miiltecilere
kimyasal silah olarak Kkullanildig: bildirilmistir. TC’lerden T-2 toksini, DON,
diasetilnivalenol ve NIV kimyasal silah olarak kullanilmaktadir (Sudakin 2003; Steyn ve
Stander 1999).

2.1.3.1. Deoksinivalenol

Vomitoksin veya DON olarak da bilinen deoksinivalenol esas olarak Fusarium
graminearum ve bazi bolgelerde de F. culmorum tarafindan iretilmektedir (Richard
2000). DON bu kiifler tarafindan {iretilen zearalenon toksini ile birlikte bulunabilir.
DON’a genellikle kontamine bugday ve misirdan hazirlanan gida Grinlerinde
rastlanmaktadir (Rotter vd. 1996).

DON birgok hasat sonrasi tiriinde bulundugundan, 6giitme, pisirme ve 1sitma gibi
cesitli gida isleme proseslerinde aktif kalabildigi ve olduk¢a dayanikli oldugu
diistintilmektedir (Petska ve Smolinski 2005). DON ve onun metaboliti olan de-epoksi-
DON’un diisiik miktarlarda yumurtada (Sypecka vd. 2004) ve diisiik seviyelerde birada
(Scott 1996) tespit edildigi bildirilmektedir. Belgika’da yapilan bir ¢alismada da evde
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yetistirilen tavuklardan elde edilen 20 yumurtada DON( 2,6-17,9 ng/g) ve onun metaboliti
de-epoksi-DON’un (2,4-23,7 ng/g) tespit edildigi bildirilmistir (Tangnia vd. 2008). Sekil
2.3’de DON’un kimyasal yapisi verilmistir (Anonymous 1).

DON’la kontamine iiriin tiiketiminin siit sigirlarinda siit tiretiminde azalmaya,
domuzda kusmaya, birgok hayvan tiiriinde bagisiklik sisteminin zayiflamasina ve lireme
performansinda azalmaya neden oldugu bildirilmektedir (Jones vd. 1994; Zhou vd. 2000).
Bu toksinle kontamine bugday ile hazirlanan evcil hayvan yemleri akut toksisiteye neden
olmaktadir. DON bagisiklig1 baskilamaktadir ve bu da hayvanlarda bobrek problemlerine
neden olabilmektedir (Pestka ve Bondy 1994). DON ile kontamine olmus tahil tiikketen
insanlarin da benzer kusma sendromu sergiledigi bildirilmektedir (Bhat vd. 1989). Toksik
seviyelerde bu toksini tiiketen hayvanlarin kaninda veya dokularinda DON’un 6nemli
olgiide tagindig1 gorilmemektedir (Prelusky 1994). Kontamine bugday ve arpada pisirme
ve maltlama isleminin toksin seviyesini olumsuz etkiledigi bildirilmektedir (Richard
2000).

Tarlada bir 6nceki sezondan kalan mahsulde bulunan organizmalar yeni mahsul
icin bulas1 kaynagi olabilmektedir. Organizmalar nemli ve serin ortamlarda iyi ¢alisir ve
mabhsiiliin kontaminasyonu, organizmanin konidyumlarinin riizgarla dagilarak misir
puskdllerine veya anterlerdeki kiigiik tanelere bulasmasiyla meydana gelmektedir.
Mantar konak¢1 kulagina veya ¢igeklere niifus eder ve misirda kulak c¢iiriikliigiine veya
kiiciik tanelerde kafa yanikligi hastaligina neden olur. Belli ¢evresel faktorler geg biiyiime
sezonunda mahsiilde DON’un gelismesine uygundur. Bazi iiriinlerde organizmanin
hastalik yapmasi icin DON {iretimi gereklidir (Richard 2007).

Bocek zararlhilarinin kontrol edildigi ve %14 nemin altinda uygun kosullarda
depolamanin bu toksijenik mantarlar tarafindan tretilen toksinin daha fazla birikimini
minimize edecegi bildirilmektedir (Richard 2007).

OH

Sekil 2.3. Deoksinivalenolun kimyasal yapisi
2.1.3.2. Nivalenol

Nivalenol (3,4,7,15-tetrahidroksi-12,13-epoxytrichothec-9-en-8-on) dogal olarak
Olusan TC’lerin en iyi bilinenlerinden biridir (Yazar ve Omurtag 2008).
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Nivalenol, Fusarium cerealis ve Fusarium poae ve daha az 6lclide Fusarium
culmorum ve Fusarium graminearum gibi Fusarium cinsi mantarlar tarafindan iiretilen
bir mikotoksindir. Bu mantarlar ¢esitli tahil tiriinlerinde (bugday, misir, arpa, yulaf ve
cavdar) ve islenmis tahillarda (malt, bira ve ekmek) bol miktarda bulunur. Kore, Cin ve
diger iilkelerde iiretilen tahillarda ve gidalarda siklikla tespit edilmistir ve gida kaynakl
cesitli hastaliklara yol agtig1 diisiiniilmektedir (Ito vd. 1986).

Trikotesen iireten mantarlar toprak mantarlaridir ve tarlada iiriin {izerinde yetisen
onemli bitki patojenleridir. Kimyasal olarak nivalenol, tip B trikotesene aittir (Eriksen ve
Alexander 1998; IARC 1993). Sekil 2.4’de NIV’in kimyasal yapisi gosterilmektedir
(Anonymous 2).

NIV, memeli hicrelerinde guclu bir protein, RNA, DNA sentezi inhibitérudur ve
in vivo ¢ogalan hiicrelerin nekrozuna neden olur (Ito vd. 1986). Bu nedenle, NIV 6zellikle
lenfoid organlar ve bagirsak mukozasi gibi hizla boliinen dokulara toksiktir (Maragos vd.
2006). NIV’in, HL60 hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptozis) indiikleme
yetenekleri vardir (Ueno vd. 1995). Deney hayvanlarinda NIV'in kanserojenligi
konusunda yeterli kanit yoktur. Ayrica insanlar {izerindeki etkisi ile ilgili hi¢bir veri
mevcut degildir (Yazar ve Omurtag 2008). Tiirkiye’de gidalarda ve yemlerde bulunmasi
ile ilgili yasal bir diizenleme mevcut degildir.

Sekil 2.4. Nivalenolun kimyasal yapisi
2.1.4. Zearalenon

ZEN, kimyasal olarak bir keto grubu ve bir olefinik ¢ift bag tasiyan makrosiklik
B-resorsilik asit lakton (RAL) olarak siiflandirilabilir. ZEN ve metabolitlerinin kimyasal
yapist Sekil 2.5’de gosterilmistir. ZEN’in, asetonitril, metilen kloriir, metanol, etanol ve
aseton gibi ¢oziicililerdeki ¢oziiniirliigi yliksektir. ZEN’in gidalarda pisirme, isleme,
ogiitme ve depolama siiresince dayanikli oldugu ve bozunmanin sadece 150 °C’nin
uistiindeki sicakliklarda veya alkali kosullar altinda oldugu goézlenmistir (Yazar ve
Omurtag 2008; Minervini ve Dell’ Aquila 2008; EFSA 2011).

ZEN’in hayvanlarda olusan metabolitleri: a-zearalenol (aZOL), B-zearalenol (j3-
ZOL), a-zearalanol (a-ZAL), B-zearalanol (B-ZAL) ve az miktarda zearalanon2 (ZAN)
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gibi indirgenmis faz I metabolitleri ve ZEN’in glukoz, siilfat ve glukuronik asit ile
konjuge faz 11 turevleridir (Metzler vd. 2010; Berthiller vd. 2013). aZOL ve B-ZOL en
onemli ZEN tiirevleridir. aZOL ve Ostrojen reseptorleri arasindaki giiclii benzesmeden
dolayl, aZOL ‘un Ostrojenik potansiyeli ZEN ve B-ZOL‘den daha yiiksektir. ZEN
kontaminasyonu genellikle DON ile birlikte cok az da aflatoksinle olur. ZEN’in kismi
olarak yiiksek sicaklikla uzaklastirildigi bildirilmektedir (Zinedine vd. 2007).

Zearalenon domuzlarda vulvovajinit olarak bilinen iireme bozuklugunun nedeni
olarak kesfedilmistir (Moss 2002). Amerika, Avrupa ve Asya’nin iliman bdlgelerindeki
en yaygin Fusarium mikotoksinlerinden biridir (Krska vd. 2003). Baslica F. graminearum
ve F. semitectum tarafindan iretilmektedir (Bhatnagar vd. 2002). Dogal olarak olusan
Ostrojenlere yapisal benzerligi ve insanlarda ve hayvanlarda 6strojenik etkilere yol agmasi
nedeniyle Ostrojenik mikotoksin olarak tanimlanmaktadir (Bennet ve Klich 2003).

Onceden F-2 toksini olarak bilinen ZEN dort hidroksil turevi formunda ortaya
cikabilir. ZEN, Fusarium tirleri tarafindan iretilen steroidal olmayan, 6strojenik bir
mikotoksindir. Fusarium spp tarafindan tiretilen mikotoksinler DON, NIV, T-2 ve DAS’1
da iceren oOstrojenik olmayan TC'ler ve ZEN ve zearalenol dahil mikodstrojenler olmak
iizere iki genel tiptir. ZEN ve baz1 metabolitleri Ostrojen reseptorlerine rekabetci bir
sekilde baglanmaktadir (Yazar ve Omurtag 2008).

ZEN, toksik etkisinin biiyiik ¢ogunlugunu dstrojen reseptorlerine (ER) baglanma
yetenegi ve dolayisiyla, 6zellikle disilerde, lireme sisteminin endokrin regiilasyonunu
bozmastyla iligkili oldugu bilinmektedir (EFSA 2017). ZEN ve metabolitlerinin anabolik
aktiviteleri vardir ve karaciger, bobrek ve immun sistem tizerine toksik etki gdsterirler
(Abbes vd. 2006). Ayrica, hiicre 6liimiinii indiikledigi, lipit peroksidasyonuna neden
oldugu, protein ve DNA sentezini inhibe ederek genotoksik etkiler gosterebilecegi ve
bobrekte fagolizozomal hassasiyete neden olabilecegi bildirilmistir (Gao vd. 2013).

ZEN genellikle misirda bulunur ancak diinyanin ¢esitli iilkelerinde arpa, siipiirge
darisi, cavdar, piring ve bugday gibi diger tirtinlerde de bulunabilir. Genellikle Fusarium
tiirleri kiiflii serin ortam kosullarinda biiyiir ve {iriinii istila eder. Zearalenon esas olarak
bir tarla kirleticisi iken, toksin iiretimi kotii depolama kosullarinda da olabilir (EFSA
2011; Uniisan 2019). ZEN, bugday, arpa, yulaf gibi tahillarda DON ile ve musirda
fumonisinler ile birlikte bulunabilir (Gonzélez vd. 1999).

a

HO

Sekil 2.5. Zearalenon ve tiirevlerinin kimyasal yapilar1 a) zearalenon b) a-zearalenol c)
-zearalenol (Minervini ve Dell’ Aquila 2008)
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2.1.5. Sterigmatosistin

Sterigmatosistin (STE), hayvanlarda farkli toksikolojik, mutajenik ve karsinojenik
etkiler gosteren ve Uluslararast Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC) tarafindan 2B
kanserojen madde olarak siniflandirilan, yaklagik 15 ¢esit kiif tarafindan tiretilen bir
metabolittir. STE nin en 6nemli iireticisi Aspergillus versicolor’in belli suslaridir (Cole
1976; Versilovskis ve De Saeger 2010; Viegas vd. 2018).

Sterigmatosistinin asil tireticisi olan Aspergillus versicolor diisiik su aktivitesinde
(<0,8) gelisebildiginden kserofiliktir. Aspergillus versicolor i¢cin minimum ve maksimum
bliylime sicakliglr 4-40°C, optimum sicaklik ise 30°C’dir. STE {iretimi i¢in optimum
sicaklik 23-29°C arasidir (Atalla vd. 2003).

Sterigmatosistin, agik sar1 renkte igne seklinde kristallesir ve metanol, etanol,
asetonitril, benzen ve kloroformda kolaylikla ¢dziinebilir. Sicak etonolik potasyum
hidroksit ile reaksiyona girer ve metil siilfat ve metil iyodad ile metillenir. Erime noktas1
246°C, maksimum ultraviyole 15131 absorbans1 245-325 nm, molekiiler formiilasyonu
C18H1206 dir. Sekil 2.6’da kimyasal yapisi goriilmektedir (Anonymous 3). Yapisal olarak
Aflatoksin Bl e benzerdir ve aym 7,8 —dihidrofuro (2,3-b)furan yapisina sahiptir
(Rodricks 1969; Tunail 2000).

Sterigmatosistin gidalarda dogal olarak az goriiliir. Bu nedenle gidalarda
bulunmas1 {izerine sinirli sayida arasgtirma gerceklestirilmistir. Sterigmatosistinin
hububatta, ekmekte, kolzada, soya fasulyesinde, peynirde, baharatlarda, kakao
cekirdeginde, sebzelerde, antep fistig1 ¢ekirdeginde, kahve ¢ekirdeginde ve yemlerde
bulunduguna dair arastirma sonu¢ raporlar1 vardir. Ayrica yiiksek seviyelerde
sterigmatosistin, Aspergillus versicolor ile kontamine olmus meskenlerde ve insaat
malzemelerinde de tespit edilmistir (Gravesen vd. 1999; Nielsen vd. 1999; Engelhart vd
2002). Hububatlarin Aspergillus kifleriyle kontaminasyonu, Avrupanin (kuzey,
kuzeybati, kuzeydogu ve orta Avrupa) iklim kosullar1 altinda 6zellikle depolama
sliresince miimkiindiir. Hububatlarin hasattan sonra Aspergillus ile kontaminasyonu,
sterigmatosistin ve AFBI ile Okratoksin A gibi diger toksinlerin olas1 liretiminden dolay1
saglik riski icermektedir (VerSilovskis ve De Saeger 2010).

Aflatoksinler ile yapisal benzerlikleri nedeniyle genotoksisite ve karsinojenisite
dahil benzer toksik etkiler gostermektedirler (Miller ve Trenholm 1994; EFSA Gida
Zincirindeki Kontaminantlar Paneli (CONTAM) 2013). Bununla birlikte, aflatoksinlerin
aksine, sadece STE olusumu ve toksisitesi hakkinda sinirli bilgi mevcuttur.

2013 yilinda Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan gida ve
yemlerde STE hakkinda bilimsel bir goriis sunulmustur. EFSA Gida Zincirindeki
Kontaminantlar Paneli (CONTAM) bu goriisten sorumluydu. Bununla birlikte, Avrupa
ndfusu igin maruz kalma verilerinin olmamasi nedeniyle, STE i¢in maruz kalma marji ve
kanserojen maddeler i¢in yaklasim uygulanamadi ve bu nedenle, STE' nin insan saglig
icin riski karakterize edilemedi. Panelde dogru bir sekilde diyete maruz kalmanin
degerlendirilebilmesi i¢in Avrupa iilkelerinde gida ve yemlerde daha fazla veriye ihtiyag
duyuldugu belirtilmistir (EFSA Gida Zincirindeki Kontaminantlar Paneli (CONTAM)
2013).
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Cek Cumbhuriyeti ve Slovakya’da gidalardaki sterigmatosistin seviyesiyle ilgili
diizenlemeler yapilmigtir. Toksin i¢in izin verilen siir, piring, sebze, un, kiimes
hayvanlari, et ve siit i¢cin 5 pg/kg, diger gidalar i¢in ise 20 pg/kg olarak belirlenmistir.
Diger iilkelerde ise yasal diizenlemeler yoktur. Bu yilizden kontrol ve izleme programlari
da bulunmamaktadir (Stroka vd. 2004). Ulkemizde de vyasal bir dizenleme
bulunmamaktadir.

07N

O O OH
~

Sekil 2.6. Sterigmatosistinin kimyasal yapist

Cizelge 2.1°de bu tez kapsaminda kullanilan mikotoksinler ve metabolitlerinin
uluslararasi tescilli olmayan adi1 (INN), Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(IUPAC) tarafindan belirtilen ad1, Kimyasal Kuramlar Servisi (CAS) tarafindan belirtilen
kayit numaralar1, molekiil formiilii ve molekiil agirligr belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. Mikotoksinler ve metabolitlerinin uluslararasi tescilli olmayan adi (INN),
Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan belirtilen adi,
Kimyasal Kuramlar Servisi (CAS) tarafindan belirtilen kayit numaralari, molekiil
formiili ve molekiil agirlig

INN ad: TUPAC adi CAS Molekdil M.A.
numarasi | formdli (g/mol)
(2S)-2-[[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-
Okratoksin A | ©X0-3:4-dihydroisochromene-7- 303-47-9 | CaoHisCINOs 4038
carbonyl]amino]-3-phenylpropanoic acid
2-[2-[19-amino-6-(3,4-dicarboxybutanoyloxy)-
. 11,16,18-trihydroxy-5,9-dimethylicosan-7- 116355-
Fumonisin B1 ylJoxy-2-oxoethyl]butanedioic acid 83-0 CaaHsoNO1s 7218
2-[2-[19-amino-6-(3,4-dicarboxybutanoyloxy)-
. 16,18-dihydroxy-5,9-dimethylicosan-7-ylJoxy- | 116355-
Fumonisin B2 2-oxoethyl]butanedioic acid 84-1 CasHssNOwe 7058
(1R,2R,3S,7R,9R,10R,12S)-3,10-dihydroxy-2-
. (hydroxymethyl)-1,5-dimethylspiro[8- 51481-
Deelgigivalenol oxatricyclo[7.2.1.02,7]dodec-5-ene-12,2'- 10-8 CasHa00s 296,31
oxirane]-4-one
(1S,2R,3S,7R,9R,10R,11S,12R)-3,10,11-
trihydroxy-2-(hydroxymethyl)-1,5- 23282-
Nivalenol dimethylspiro[8-oxatricyclo[7.2.1.02,7]dodec- C15H2007 312,31
L 20-4
5-ene-12,2'-oxirane]-4-one
(4S,12E)-16,18-dihydroxy-4-methyl-3- 17924-
Zearalenone oxabicyclo[12.4.0]octadeca-1(14),12,15,17- 92-4 C18H220s 318,4
tetraene-2,8-dione
(3S,7R)-15-hydroxy-11-methoxy-6,8,20- 10048- 3043
Sterigmatosistin | trioxapentacyclo[10.8.0.02,9.03,7.014,19]icosa- 13-2 C18H1206 '
1,4,9,11,14,16,18-heptaen-13-one
(4S,8S,12E)-8,16,18-trihydroxy-4-methyl-3- .
p Zearalenol oxabicyclo[12.4.0]octadeca-1(14),12,15,17- ﬁ?g 0 C18H2405 3204
tetraen-2-one

2.2. Ekstraksiyon

Mikotoksinlerin daha siklikla glindeme gelmesi ve insan sagligi tizerindeki ciddi
etkilerinden dolayr gida gilivenligi artan bir ilgi gérmektedir. Boylece gidalardaki
mikotoksinlerin tespit edilmesi i¢in analitik yontemlerin gelistirilmesi 6zellikle 6nem
kazanmaktadir. Bu amagcla; hizli, segici ve hassas yontemler kullanilarak gidalarda
olabildigi kadar diisiik konsantrasyon seviyelerinde bulunabilecek mikotoksin
kalintilarinin tespit edilmesi dnemlidir. Analiz edilen matriksin ¢esitliligi ve yapisina
bagli olarak analitik prosedurler genel olarak ekstraksiyon, temizleme, ayirma, tespit
etme, veri analizi ve dogrulama asamalarindan olusmaktadir. Her bir asama, analizin
dogrulugu, giivenilirligi ve performansi agisindan kendi icerisinde onem arz etmektedir
(Da Silva vd. 2019; Dean 2009).

Numune hazirlama, herhangi bir analitik prosediirde ¢cok énemli bir adimdir. Bu
adimin amaci, temiz 6ziitlerle farkli matrislerde bulunan 6nemli sayida analit i¢in uygun
geri kazanimi saglamaktir. Analitik Kimya'nin mevcut egilimleri basit, hizli, uygun
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maliyetli ve yiksek verimli protokollerle tekrarlanabilirlik, tekrar Gretilebilirlik,
dogruluk, kesinlik, segicilik, hassasiyet ve tespit edilebilirlikten 6diin vermeden hareket
etmeyi icerir. Ayrica, “Yesil Analitik Kimya ’nin 12 prensibiyle baglantili olarak ve ¢evre
kirliligini azaltmak amaciyla, bilim adamlar tiiketilen organik ¢oziiciileri ve reaktanlari
azaltmaya calisiyor, gerekli 6rnek sayisin1 ve boyutunu en aza indirerek, minyatiir ve
otomatik teknikler kullanmaya calismaktadirlar. Bir analitik prosedurin 6rnek
toplamadan veri islemeye kadar tim adimlar1 ¢evre dostu yontemler elde etmek ig¢in
degistirilmeye yatkindir. Numune hazirlamanin genellikle ¢oziiciiler, kimyasal maddeler,
enerji ve zaman gibi yiiksek miktarda kaynak tiikettigi unutulmamalidir. Bu nedenle
analitik bilimi daha verimli ekstraksiyon gelistirmek icin biiyiik ¢aba harcamaktadir
(Gatuszka vd. 2013; Ibanez ve Cifuentes 2017).

Analitik yontemin toplam siiresinin yaklagik 2/3 “linli kapsayan 6rnek hazirlama
asamasl, bir analiz yonteminin basarisi i¢in en dnemli basamagini olusturmaktadir. Bu
asama secilecek tespit yontemini de etkilemektedir (Turner vd. 2009). Gida gibi homojen
yapida olmayan karmasik yapili matrikslerde eser (trace) kalinti ve kontaminantlarin
belirlenmesi icin enstriimental analiz asamasindan 6nce 6rnek hazirlama isleminin uygun
sekilde yapilmasi 6nemlidir. Bu asamada hem siireyi hem de hata kaynaklarin1 azaltmak
icin islem basamaklarini minimize etmek gerekmektedir (Smith 2003).

Secilecek ektraksiyon yontemi analitin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagh
olarak degigsmektedir. Molekiiler agirlik, yiik, ¢oziiniirliik (hidrofobiklik), polarite veya
ucucukluktaki farkliliklara gore uygun ekstraksiyon yontemi seg¢ilmektedir.
Immiinoafinite ve baskili polimerler gibi baz1 ekstraksiyon yontemleri, spesifik yapisal
gruplar i¢in seciciligi kullanir veya biyolojik bir segiciligi taklit ederek istenen analitin
ektraksiyonunu miimkiin kilar. Ekstraksiyonun temel islevi, matriksi analiz i¢in uygun
formda Ornege doniistiirmektir. Ektraksiyon yontemlerinin uygulanis bicimlerinde
farklilik olmasina ragmen; interferans (girisim) olusturan maddeleri uzaklagtirmak,
analitin konsantrasyonunda artig saglamak, analitin ayrilmas1 ve tespiti i¢in uygun forma
donistirmek ve Ornek matriksindeki varyasyondan bagimsiz olarak saglam ve
tekrarlanabilir yontem saglamak gibi ortak amaglar1 vardir. En uygun 6rnek hazirlama
islemi ile analiz siiresinin kisaltilmasi ve hata kaynaklarinin azaltilmasi, duyarlilifin
artirilmasi ve tanimlama, dogrulama ve miktar belirleme islemlerinin dogru bir sekilde
yapilmast miimkiin olmaktadir (Smith 2003; Ridgway vd. 2007; Otles ve Ozyurt 2014).

Ornek materyalinin fizikokimyasal dzelligi ve analiz edilecek toksinin ¢esidine
gore kullanilacak olan ekstraksiyon metodu secilir. Ekstraksiyon ¢ozucusunln segimi,
analitin fiziksel ve kimyasal ozellikleri, ¢6ziicli maliyeti ve gilivenligi, analit olmayan
maddenin ekstraksiyon ¢oziiciisii icindeki ¢oziiniirligii ve ekstraksiyondan sonraki islem
asamalar1 dahil olmak iizere bir¢ok seye baghdir. Ideal olarak, ekstraksiyon ¢oziiclsi
sadece ilgili mikotoksini numune matrisinden ¢ikarmalidir. Bununla birlikte, gidalarin
karmasik yapist ve tamamen spesifik bir ekstraksiyon c¢oziiciistiniin bulunmamasi
nedeniyle, kullanilan ekstraksiyon c¢oziiclisii, hem analit hem de iligkili matrisin
ozelliklerine gore ayarlanmalidir. Istenilen mikotoksinleri uzaklastiracak spesifik bir
¢oziicli bulunmadigindan miimkiin oldugunca ¢ok mikotoksini uzaklastiracak ¢6ziiciiniin
secilmesi amaglanmaktadir (Rahmani vd. 2009; Zhang vd. 2018).

Karmasik matrislerde mikotoksinlerin belirlenmesi ve miktar tayini i¢in sivi
kromatografisi-tandem kdtle spektrometrisine (LC-MS / MS) dayali analitik yontemler
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kullanilmaktadir. Ekstraksiyon isleminden gelen girisimleri azaltarak matris etkilerini
mumkin oldugunca azaltmak amaciyla sivi-sivi ekstraksiyonu, kati faz ekstraksiyonu
(SPE), hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu (ASE), matris kat1 faz dispersiyonu ve seyrelt
ve enjekte et (dilute and shoot) gibi ¢ok cesitli numune hazirlama yontemleri
kullanilmaktadir (Serrano vd. 2013).

2.2.1. Sivi-faz ekstraksiyon

Sivi-faz ekstraksiyon, ¢6zlinen maddelerin kat1 matriksten ¢ozgene gecisini igeren
bir ayirma prosesidir. Uygun organik ¢oziiciiniin se¢imi, analiti en yiiksek verimlilikle
Oziitlemeyi amaglamalidir. Matriks igerisindeki diger bilesiklerin ise ¢dzgende
coziinmemesi gerekmektedir. Bunda ekstrakte edilecek mikotoksinlerin polaritesi 6nemli
bir konudur. Coziiciiniin kolay geri kazanilmasi, toksik olmamasi, yanici olmamasi,
ucuculugu, dayanikliligi, UV 15181 gegirgenligi ve ¢evresel etkileri de dikkate alinmalidir.
Mikotoksinleri ekstrakte etmek icin kullanilan en etkili ¢oziicliler genellikle metanol,
aseton, asetonitril, etil asetat, dietil eter, toluen ve kloroform gibi nispeten polar ¢ozuculer
veya bunlarin karisimlaridir (Rahmani vd 2009). Analitin fizikokimyasal yapisina ve

matrikse bagl olarak ¢oziicii karigimina asit veya bazik tamponlar siklikla eklenmektedir
(Krska vd. 2008; Alshannag ve Yu 2017).

Son yillarda, mikotoksinlerin ektraksiyonunda zamandan ve ekonomiden tasarruf
amagh sivi-faz ekstraksiyon islemini gerceklestirmek i¢in manuel ekstraksiyon
uygulamalarindan (QuEChERS) ve seyrelt ve enjekte et (dilute and shoot) uygulamalari
da kullanilmaktadir.

2.2.1.1. QUEChERS

Analitik kimyagerler ¢ok ¢esitli 6rnek matrislerinden hedef bilesiklerin kalitesi,
Ozgiinliigli, glivenligi ve izlenebilirligi i¢in daha hizli, daha kesin, daha ¢evre dostu ve
daha dogru yontemleri gelistirmek ig¢in siirekli olarak ¢aligmaktadirlar. Bu baglamda
QuEChERS yontemi, numune miktarini ve laboratuar arag geregleri ile birlikte kullanilan
organik ¢oziicli miktarini azaltmasiyla en umut verici, kullanici dostu ve yiiksek verimli
ekstraksiyon metotlarindan biridir (Perestrelo vd. 2019). QUEChERS metodunun en
onemli avantajlar1 ¢ok farkli polaritedeki pestisitlerin yliksek geri kazanimlarina olanak
saglamasi, yiiksek verimli olmasi, daha az ¢aba, zaman ve organik ¢oziicii kullanimi1
nedeniyle son derece basit ve ucuz bir yontem olmasi ve tesadiifi veya sistematik hatalarin
en aza indirilebilmesidir (Yavuz ve Aksoy 2016).

Hizli (quick), kolay (easy), ucuz (cheap), etkili (effective), saglam (rugged) ve
giivenli (safe) kelimelerinin bas harflerinden olusan QUEChERS yontemi, Anastassiades
vd. (2003) tarafindan meyve ve sebzelerde pestisit kalintilarinin analizi igin gelistirilen
bir ekstraksiyon yontemidir. Ektraksiyon ve temizleme asamasi olarak 2 adimdan
olusmaktadir. Orijinal metotda ilk adimda analitler magnezyum siilfat (MgSO4) veya
sodyum Klortr (NaCl) gibi tuzlarin varliginda asetonitril ile ekstrakte edildikten sonra
ikici adimda elde edilen ekstrat susuz MgSOs ve primer sekonder amin (PSA) ile
temizlenmektedir (clean-up) (Arroyo-Manzanares vd 2014). Sonraki yillarda, bu
yontemin performansini artirmak amaciyla igeriginde bazi degisiklikler yapilarak yontem
daha etkili ve verimli hale getirilmistir (Lehotay vd. 2010). Ancak genel olarak bu yontem
iki agsamadan olusmaktadir. Birinci asama, gidalardaki analitlerin susuz magnezyum
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stlfat (MgSO4) veya sodyum kloriir (NaCl) gibi tuzlarin varliginda asetonitril, metanol,
etilasetat veya aseton ile ekstrakte edilmesini; ikinci asama ise elde edilen ekstraktin
susuz MgS04, PSA, C18 veya aktif komiir yardimiyla dispersif kat1 faz ekstraksiyonu
(dSPE) kullanilarak temizlenmesini (clean-up) kapsamaktadir (Bruzzoniti vd. 2014).

Ekstraksiyon ¢oziclsi hedef analite gére modifiye edilebilmektedir. Orijinal
QuEChERS metotta asetonitril, aseton ve etil asetata gére genis polarite araligindaki
pestisitleri ylksek verim ve segicilikle ektrakte edebildigi ve interferans etki
olusturabilecek lipofilik maddeleri, mumlari, yaglari ve pigmentlerin bilesiklerini en az
diizeyde ¢ozdiigi i¢in tercih edilmistir (Anastassiades vd. 2003; Gonzalez-Curbelo vd.
2015). Hedef analitin ekstraksiyon verimini arttirmak igin etil asetat, metanol,
diklorometan, ve hekzan gibi diger organik c¢oziicliler ile birlikte kullanimi kadar
asetonitrilin formik asit, asetik asit ve sitrik asit ile asitlendirildigi baz1 ¢oziici
modifikasyonlar1 Onerilmektedir. Analizin yapilisi olduk¢a esnek olup, analitin ve
matriksin yapisina bagli olarak yontemin uygulanigi degistirilebilmektedir. Matris
etkilerinin azaltilmasi, hassasiyetteki artis ve uygulanan yontemin analitik performansini
belirleyen karmasik matrikslerden hedef analitin geri kazanimi, QuEChERS
protokoliiniin optimizasyonunu hakli gdsteren nedenlerden bazilaridir (Perestrelo vd.
2019).

Bazi uygulamalarda, analitin ekstraksiyon sirasinda stabilitesini saglamak, geri
kazanimimi artirmak ve ortamin pH’simi ayarlamak ve muhafaza etmek amaciyla ilk
asamada asetonitril, asetik asit (%1) ve sodyum asetat ile birlikte kullanilmaktadir
(Lehotay vd. 2005). ilk asamada kullanilan tuzlar, ¢oziicii ile gidanin yapisinda bulunan
su arasinda faz ayrimini saglamaktadir. Hedef analit ve matriksten ekstrakte edilen diger
bilesikler siv1 fazda polaritelerine gore ayrilmakta; analit ¢6zgen fazina gecerken diger
bilesikler su fazina gegmektedir (Bruzzoniti vd. 2014).

Literatiirde ektraksiyonun ikinci asamasinda en yaygin olarak kullamildig:
belirtilen sorbentler PSA, C18 ve aktif komiirdiir. PSA, seker ve organik asitler gibi polar
bilesikleri; C18, yag gibi hidrofobik bilesikleri; aktif komiir ise meyve ve sebze
matrikslerinde  bulunan  klorofil gibi  pigmentler1 uzaklastirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Bu asamada kullanilan susuz MgSOas, ekstraktaki suyu tutmakta ve
matriksten gelen interferans etki yaratan bilesiklerin uygun sorbent tizerinde tutunmasini
artirmaktadir (Bruzzoniti vd. 2014; Moldoveanu ve David 2015; Perestrelo vd. 2019).

“Yesil Kimya” ozellikleri ile birlikte yontemin dogasinda var olan avantajlarin bir
sonucu olarak, ¢evreden, tarimsal ve biyoanalitik matrikslerden farkli bilesik gruplarinin
ekstraksiyonu icin yontem hizla genislemistir. Geleneksel uygulama alaninin Gtesinde,
cok ¢esitli kontaminantlarin, antibiyotiklerin, ilaglarin, uyusturucu ve et, balik, kan, sarap
ve toprak gibi diger bilesiklerin ekstraksiyonu gibi diger alanlarda da kullanilmaya
baslanmustir (Lehotay vd. 2010). Ornek boyutlari dahil birgok degisikligin yapilabilmesi
ve bu esnekliklerle yiiksek geri kazanimlar saglanmasiyla bir cok QUEChERS versiyonu
ortaya ¢ikmustir.

[k ve belki de en alakal1 degisiklikler matriksin pH sina bagl olarak ekstraksiyon
sirasinda iyonizasyon ve / veya bozunma olan pestisitler igin gelistirilmistir. Orijinal
metodun alkali ortama duyarlh pestisitlerde (kaptan, klorotalonil, folpet vb. fungisitler)
stabilite problemine yol agmas1 gibi sakincalar1 formik asit eklenmesi, asetat ve sitrat
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tamponlarin kullanilmasi ile giderilmis ve 6rnek hazirlama yonteminin standardize
edildigi iki 6nemli valide edilmis versiyonu, AOAC Resmi Metot 2007.01 ve EN Metot
15662 daha yaymlanmistir (Yavuz ve Aksoy 2016). Anastassiades ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen CEN Standart Yontem EN 15662 metodu sitrat tamponlama
kullanirken Lehotay tarafindan gelistirilen AOAC Resmi Yontem 2007.01 metodu ise
asetat tamponlama kullanmistir (Santana-Mayor vd. 2019).

QuEChERS bazli ekstraksiyon metotlar1 gidalarda farkli mikotoksinlerin
tespitinde de kullanilmaktadir. Bu ¢caligsmalarin bir kisminda ikinci asama olan temizleme
asamasinin kullanimina ihtiya¢ duyulmadigi belirtilmektedir (Arroyo-Manzanares vd.
2014; Miro-Abella vd. 2017; Annunziata vd. 2017; Reichert vd. 2018; Choochuay vd.
2018; Qian vd. 2018; Meerpoel vd. 2018; Bouafifssa vd. 2018).

2.2.1.2. Seyrelt ve enjekte et (Dilute and Shoot method) ekstraksiyonu

Temizlenmeden ham ekstraktlarin analizine dayanan seyrelt ve enjekte et
yaklagimi, dedektor olarak MS’in kullanildig1 ¢oklu toksin analizi i¢in gelistirilmistir. Bu
teknigin avantaji, LC-MS analizinden 6nce basit seyreltmedir. Bununla birlikte, birlikte
yikanan bilesikler sinyalleri arttirabilir veya baskilayabilir. LC-MS'deki matris etkisi
bilinen bir sorundur ve metodun kullaniminmi sinirlandirmaktadir. Yanlis pozitif veya
negatif sonuglara yol acabilmektedir. Ancak uygun bir numune hazirlama stratejisi
kullanilarak bu etkilesimler belirli bir dereceye kadar ortadan kaldirilabilmektedir.
Baskilama, numuneden numuneye degisir ve her bir matris i¢in dikkatlice arastirilmalidir
(Nelson ve Dolan 2002). Giivenilir sonuglar elde etmek icin standartlarin kor drnege
uygulanmasi gerekir. Ek olarak, kullanilan matriks i¢in farkli seyreltme ¢oziiciilerinden
en uygun olanmi bulmak igin arastirilmalidir (Mol vd. 2008). Iyon baskilama problemi,
en ¢ok tercihen izotop etiketli standartlar kullanilarak ¢oziilebilir. Seyrelt ve enjekte et
yonteminin basarisinin biiyiik Ol¢lide bireysel aletlerin hassasiyetine ve yalnizca en
gelismis ve son derece gelismis LC-MS cihazlarinin kullanilmasiyla ulasilabildigi
bildirilmektedir. Seyrelt ve enjekte et teknigi, analiz maliyetini diisiirmesi ve analiz
stiresini kisaltmasi nedeniyle ¢oklu mikotoksin analizinde sik sik kullanilmaktadir. Fakat
numune ekstraktinin basit seyreltilmesi eger ayrica bir temizleme asamasi
uygulanmamigsa LOQ degerinin artmasina ve diger taraftan 6rnek konsantrasyonu
metodun performansini ciddi sekilde etkileyen matriks etkisine neden olmaktadir. izotop
kullanilmast matriks etkisini ortadan kaldirabilir ancak maliyetin artmasi ve izotop
standartinin  bulunabilirliginin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu yilizden Ornek
hazirlama agamasindan kaginmak ve analiz maliyetini diistirmek igin matriks uyumlu
kalibrasyon kullanilmaktadir (De Santis vd. 2017). Sekil 2.7°de seyrelt ve enjekte et
yonteminin sematik gosterimi verilmektedir.
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Sekil 2.7. Seyrelt ve enjekte et yonteminin sematik gdsterimi
2.3. Ultra Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (UHPLC)

Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), 30 yildan fazla siiredir diinya
capinda laboratuvarlarda kullanilan yaygin bir teknolojidir. Bu teknigin gelismesindeki
baslica etkenlerden biri, etkili ayrim1 saglayabilecek kolon dolgu malzemelerinin evrimi
olmustur. Bu evrimin temel ilkeleri van Deemter denklemi ile literatiirde yer almaktadir.
Bu denklem, dogrusal hiz (akis hizi), plaka yiiksekligi (HETP, veya kolon verimi) ve
partikiil boyutu arasindaki iliskiyi tanimlayan, kromotagrafinin performansini belirlemek
icin kullanilan deneysel bir formiildiir (Swartz 2005; Villiers vd. 2006). UHPLC’de 2 pm
den daha diisiik kolon dolgu malzemesi kullanilirken HPLC ‘de genellikle 3 ile 5 um
arasinda kolon dolgu malzemesi kullanilmaktadir. Kolon dolgu malzemesinin partikiil
boyutu azalirken, verimlilik ve dolayisiyla ¢oziiniirlik de artmaktadir (Sheliya ve Shah
2013). LC'nin kesfinden beri, arastirmacilar ¢oziiniirliigti ve verimliligi artirarak piklerin
ayrimini iyilestirmeye ¢alismaktadirlar. Teorisyenler yillardir kiigiik partikiil boyutunun
kullanimmin yiiksek plaka sayilart ve daha hizli ayirmalarla sonuclandigini ortaya
koymuslaridir. LC'nin tarihine bakildiginda 1950'lerde gelistirilen ilk partikiil capinin
100-200 pm’den giiniimiize gelene kadar 2 pum’nin altina kadar 6nemli bir boyut
diisiisiinii gostermektedir. Partikiil boyutunun azalmasi analiz veriminin artmasi ve analiz
stiresinin kisalmasi agisindan onemli gelismeler saglamistir. 2004 yilinda ise 1,7 pm
boyutunda kuclk partikilli, gozenekli silika malzemesi ticari olarak piyasaya
siriilmiistiir. Partikiil boyutunun zamanla degisimi Cizelge 2.2’de goriilmektedir
(Nguyen vd. 2006).

24



KAYNAK TARAMASI M. YILDIZ OCAL

Cizelge 2.2. Partikill Boyutunun Tarihi (Nguyen vd. 2006)

Yil Partikil boyutu Plakalar/15 cm
1950s 100 pm 200

1967 50 pm 1000
1972 10 um 6000
1985 5um 12000
1992 3-3,5um 22000
1996° 1,5 um 30000
2000 2,5 um 25000
2004 1,7 um 30000

a) Gozeneksin silika veya recineler

Van Deemter denklemi partikil boyutunun kii¢iiltiilmesiyle verimliligin arttigin
gosteriyor ancak partikiil boyutunun kiiciilmesi de sistemde kolon geri basincinin
artmasina neden olmaktadir. Buna bagl olarak, geleneksel HPLC ekipmanlarinin basing
limitinden dolay: yiiksek basing degerlerine kars1 dayanikli bir sistem olan UHPLC cihazi
gelistirilmistir. Geleneksel s1vi kromatografilerinde maksimum geri basing 350-400 bar
arasinda degisirken; UHPLC’de bu deger 1035 bar’a kadar ¢ikabilmektedir (Novakova
vd. 2006; Villiers vd. 2006; Taleuzzaman vd. 2015). MacNair vd. (1997,1999) ultra
yiiksek performansl sivi kromatografisini test ettikleri ¢alismada, hareketli fazin kiiciik
partikiil boyutlu kolon malzemesinden yiiksek basing vasitasiyla gecerken siirtiinmeden
dolayt 1sinma oldugunu; bu 1simin 6zellikle genis captaki kolon igerisinde hemen
dagilmas1 miimkiin olmadig1 i¢in hareketli fazin sicakliginda artisa ve analitin yapisinda
degisimlere neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica kolon igerisinde olusan sicaklik
dalgalanmalar1 analitin tespit zamaninin degismesine ve pikte bant genislemesine yol
acarak analizin gilivenilirligini azalttig1 bildirilmektedir. Bu olumsuz durumu elimine
etmek amaciyla yapilan ¢alismalar sonucunda kolon ¢apmin azaltilmasinin 1yi sonug
verdigi tespit edilmistir (Nguyen vd. 2006; Novakova vd. 2006; Villiers vd. 2006).

Partikiil boyutunun yani sira yiiksek basingta basarili bir pik ayrimi elde etmek
i¢in sabit fazin yani kolon dolgu materyalinin kalitesi ve stabilitesi de onemlidir. Silika
bazli kolonlar yiiksek basinca karsit mekanik olarak dayaniklidir; ancak sirli pH
araliginda calismasi ve bazik analitlerde sinyal piklerinde kuyruk olusturmasi agisindan
dezavantajlart mevcuttur. Polimer bazli kolonlarin kullanimi bu smirlamay1 ortadan
kaldirabilir fakat bu kolonlarin diigiik verimlilikleri ve smirli kapasiteleri agisindan
sorunlar vardir. 2000 yilinda iki materyalin en 1yi avantajlari kullanilarak hibrit kolon
materyali {liretimi yapilmistir. Bu kolonlar yiiksek verimlilikle, genis pH araliinda
kullanilabilen ve mekanik olarak dayanikli kolonlardir. Fakat UPLC i¢in gerekli gelismis
mekanik dayanmiklilifi saglamak i¢in ikinci jenerasyon kopriilii etil hibrid (BEH)
teknolojisi gelistirilmistir. Gliniimiizde bu teknoloji kullanilarak C18, C8, fenil ve amid
fonksiyonel gruplarini igeren hibrit kolon dolgu materyalleri iiretilmektedir. Boylece sert
islem kosullarinda kolon performansi yliksek ve Omrii uzun olabilmektedir (Swartz
2005).

UHPLC’nin avantajlart;

e Analiz siiresinin kisalmasi
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e Yiksek verimlilikte ayrim saglanmasi,

e Hassasiyetin artmasi

e Coklu kalint1 analizlerinde kullanilabilmesi

e Maliyetin azalmasi

e Daha az ¢6zgen tiketimidir
Dezevantajlari;

Artan basing nedeniyle kolonun daha fazla bakima ihtiya¢ duymasi ve kullanim
omriiniin azalmasidir. Partikiil boyutunun 2 pm civarinda oldugunda yiiksek basincin
olumsuz etkisi olmaksizin benzer veya daha yiiksek performans elde edildigi
bildirilmistir. Ayrica daha diisiik partikiil boyutunda kolonun kullanimi sinirhidir (Sheliya
ve Shah 2013).

UHPLC en altta pompa, pompanin lizerinde 6rnekleyici ve en Ustte dedektor
olmak tizere 3 temel kisimdan olusmaktadir. Sekil 2.8°de UHPLC cihazinin temel
kisimlar1 belirtilmistir. Cihazin en iistiinde analizde kullanilacak hareketli fazlar1 i¢eren
siseler bulunmaktadir. Bu siselerden belirli bir hat boyunca ¢Gzgen pompaya
iletilmektedir. Burada analizde gradiyent eliisyon kullanilmasi durumunda hareketli
fazlar karistirilarak, hareketli faz bilesimi istenilen oranda hazirlanmakta ve pompa
yardimiyla kolona iletilmektedir. Bu arada analiz edilecek 6rnek ornekleyicide vial
icerisinden siringa araciligiyla enjeksiyon valfine baglhh olan o6rnek lupuna
aktarilmaktadir. Buradan da hareketli fazin akitilmasiyla 6rnek kolona taginmaktadir.
Kolondan gecen bilesikler kisa wuzunlukta bir baglanti yardimiyla dedektore
iletilmektedir. Yaygin olarak kullanilan dedektorler; ultraviyole/goriiniir 151k (UV/Vis),
fotodiyot (PDA) ve refraktif indekstir (RI) (Anonymous 2010).
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Sekil 2.8. UHPLC cihazimnin kisimlari (Anonymous 2010)
2.4. Kutle Spektrometresi

Kiitle spektrometrisi (MS) yliksek hassasiyeti, seciciligi, dogrulugu ve yiiksek
verim yetenegine sahip olmasi nedeniyle bir¢ok bilimsel alanda kullanilan en giiglii
analitik tekniklerden biridir. Molekiiler agirligin  ve elemental bilesiminin
belirlenmesinden kompleks biyo organik molekiillerin ve polimerlerin yapisinin analizine
kadar ¢esitli analitik problemleri ¢6zmek icin kullanilmaktadir (Zagorevskii 2003). Sivi
kromatografinin (LC) kiitle spektrometresi ile birlestirilmesi baz1 bilesiklerin miktarinin

belirlenmesi ve daha kesin tanimlanmasina imkan sagladigi i¢in tercih edilmistir (Andrey
2003).

Kiitle spektrometresi, her bir bilesigin ve atomun yiiklii iyonlara (genellikle
pozitif) donistiiriilerek molekiiler kiitlesini belirleyen bir analiz teknigidir. Cogu zaman,
molekiiliin yapis1 da belirlenebilmektedir. Bu teknik, bir analit ile ilgili yiiksek segicilik
ve hassasiyette kantitatif bilgi saglanmasi acisindan da essiz bir nitelige sahiptir. Bu
yiizden, bu cihaz bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmasinda, bilesiklerin miktarinin tespit
edilmesinde ve bilesiklerin kimyasal ve yapisal 6zelliklerinin belirlenmesinde fizik,
kimya, tibbi kimya, eczacilik bilimi, jeoloji, kozmo kimya, niikleer bilim, malzeme
bilimi, arkeoloji, petrol endiistrisi, adli tip ve ¢evre bilimi gibi ¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir (Dass 2007).

Kiitle spektrometresi iyon kaynagi, kiitle analizorii ve detektor olmak iizere 3
temel kisimdan olusmaktadir. Kiitle spektrometresinde temel adimlar asagida
belirtilmistir.

1-Iyonizasyon: Numune (analit) kiitle spektrometresinin iyon kaynagina aktarilir;
analiz edilen bilesigin iyonlar1 iretilir ve gaz fazina doniistiirtliir;

2-Iyonlar, kiitle-yiik oranlarmna gére ayrilir ve analiz edilir;
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3-Iyonlar tespit edilir ve ilgili sinyaller kaydedilir, depolanir ve bir kitle
spektrumuna doniistiirtilir.

Analizorler ve dedektorler, giicli vakum pompalama sistemleri gerektiren 10—
10° Torr gibi diisiik basinglarda ¢alismalidir. fyonlar ve arka plan molekiilleri arasindaki
carpismalarin 6nlenmesi gerektiginden, basarili bir kiitle analizi i¢in bu ¢ok énemlidir.
(Zagorevskii 2003; Dass 2007; Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009). Kiitle
analizort, dedektorler ve bir¢ok iyon kaynagi ¢alismasi sirasinda diisiik basinca yani
yiiksek vakum ortamina gereksinim duyuldugu i¢in cihazin pompa sistemine ihtiyaci
vardir. Ayrica, detektdr tarafindan alinan sinyallerin kaydedilmesi i¢in de bilgisayar
tabanli bir veri sistemi gerekmektedir. Bilgisayar, sinyallerin m/z degerlerine gore bagil
bollugunu grafik halinde kiitle spektrumu seklinde gostermektedir (Dass 2007; Westman-
Brinkmalm ve Brinkmalm 2009).

Elektronik sistem
yﬂtle . , Veri
ynag izorii Detektdr sistemi
r

Ll

Kutle spektrumu

Sekil 2.9. Kiitle spektrometresinin genel kisimlari (Dass 2007)

Sekil 2.9°da kiitle spektrometresinin temel kisimlart belirtilmistir. Bu temel
kisimlar;

Ornek girisi: Numuneyi iyon kaynagina aktarir. Atmosferik basingtan iyon
kaynagi vakumuna aktarim yapilirken numunenin molekiil biitiinliigiiniin korunmasi
gerekmektedir.

Iyon kaynagi: Notr drnek molekiillerini gaz faz iyonlarina doniistiiriir.

Kiitle analizorii: Iyon tiirlerini ayirir ve kiitle analizi yapar. Iyonlarin hareketini
kontrol etmek icin kiitle analizérlerinde manyetik ve / veya elektrik alanlar kullantlir.

Dedektor: Kiitlelerine gore ayrilmis iyonlarin iyon yiikiinii artirir ve 6lger.

Veri sistemi: Kaydeder, isler ve depolar. Veriler insanin gorebilecegi forma
(bilgisayar taramasi veya yazici ¢iktisi olarak) doniistiiriiliir.

Vakum sistemi: Kiitle spektrometresinde diisiik basing saglar. Bir¢ok cihaz
optimal vakum sistemi saglamak i¢in farkli pompa sistemi kullanir. iyon kaynaginda
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genellikle 107 ile 1078 torr, kitle analizériinde ise 1078 torr gibi daha diisiik basing
gereklidir.

Temel kisimlarin yiliksek vakum altinda calismasi, olusan iyonlarin baska
bilesikler ile ¢arpismasini veya etkilesime girmesini engelleyerek ortamda serbestce
hareket etmesini saglamaktadir. Carpisma, molekiiler iyonlarin parcalanmasina ve ayrica
iyon-molekul etkilesimlerinden dolayr farkli tiirlerin ortaya ¢ikmasina yol
acabilmektedir. Bunun sonucunda da duyarlilik azalmakta, 6l¢tim belirsizligi artmakta ve
¢Oziiniirlik diismektedir (Dass 2007).

Bilesiklerin notral formunun aksine iyonlarin hareketini ve yoniinii degistirmek
daha kolay oldugu i¢in kiitle spektrometresinde Olgiimler yiklii pargaciklarla
gerceklestirilir. Elektrik ve manyetik kuvvetler uygulayarak, iyonik tiirlerin enerjisi ve
hiz1 kontrol edilebilir ve her ikisi de ayrilmalarina ve tespit edilmelerine yardimci olur.
Buna karsilik, ndtr gaz fazindaki tiirler rastgele ve amagsiz bir sekilde hareket ederler.
Iyonlasma, analit molekiillerinin veya atomlarinin yapisindan bir elektron
uzaklastirilmasi veya yapisina bir proton ilave edilmesi sonucunda gaz-fazi iyonlarina
dontstiiriilmesi ile ger¢ceklesmektedir. Bu dontisiim sirasinda agiga ¢ikan enerji, molekiilii
belirli baglardan kirarak karakteristik parcalarina (fragment) ayirmaktadir (Dass 2007).

2.4.1. Tyonizasyon kaynaklar

MS cihazina veya uygulamasina bakilmaksizin, MS analizindeki ilk adim hedef
analitlerin s1v1 veya kati fazdan iyonize gaz fazina dontstiiriilmesidir. Analitlerden yiiklii
pargaciklarin olusturulmasi1 (iyonizasyon) cesitli teknikler ile gerceklesmektedir.
Iyonizasyon kaynaginin segimi MS analizini 6nemli 6lgiide etkilemektedir (Awad 2015).
Bazi iyon kaynaklar diisiik basing altinda bazilar1 ise atmosferik basingta calisir ve
yapilari birbirinden farklidir. Iyon kaynagi, yiiksek algilama hassasiyeti i¢in bir gereklilik
olan yiiksek iyonizasyon verimliligi, kararli iyon demeti, diisiik enerjili yayilma,
minimum arka plan iyon akimi ve numunelerle minimum capraz bulasma gerekliligini
saglamalidir (Dass 2007). Iyonizasyon metodunun se¢imi MS’den elde edilecek kalitatif
ve kantitatif verileri 6nemli olgiide degistirebilmektedir. Ideal iyonizasyon segimi,
istenilen uygulama kadar analitin yapisina da baglidir (Awad 2015).

Analitin iyonizasyonu, herhangi bir bilesik sinifinin kiitle spektrometresi ile
analizinde ilk 6nemli ve zorlu adimdir. Basarili bir kiitle spektrometrik deneyin anahtari,
biiyiikk 6l¢iide notr bir bilesigi gaz fazindaki iyonik tiire doniistiirme yaklagiminda
yatmaktadir. Yillar icinde c¢ok cesitli iyonizasyon teknikleri kullanilabilir hale geldi,
ancak hicbirinin evrensel bir ¢ekiciligi yoktu. Bazi tekniklerde iyonizasyon, sirasiyla bir
radikal katyon veya anyon {iretmek i¢in bir analit tarafindan bir elektronun
uzaklastirilmas1 veya yakalanmasi yoluyla gergeklestirilir. Digerlerinde, sirasiyla [M +
H] * veya [M — H] " iyonlarin1 vermek i¢in bir proton eklenir veya ¢ikarilir. Alkali metal
katyonlar1 (6rnegin Na * ve K ") ve anyonlarla (6rnegin CI) eklenme de baz1 yontemlerde
gozlenir. Belirli bir yontemin sec¢imi, biiylik 6lciide arastirilan 6rnegin dogasina ve
istenen bilgi tirne gore belirlenir (Dass 2007).

Kiitle spektrometresi son 50 yil siiresince siirekli bir degisim ve gelisim icerisinde

olmustur. Yeni iyonizasyon teknikleri ile yeni yontemlerin gelistirilmesi bu cihazin
kullanim alanmi da genisletmistir. Ilk olarak kullanilan iyonizasyon yontemleri; alan
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desorpsiyonu (FD), plazma desorpsiyonu (PD), ikincil iyon kiitle spektrometresi (SIMS),
lazer desorpsiyonu (LD), hizli atom bombardimant (FAB) ve termosprey (TS)
iyonlagtirmadir. Bu metotlardan bazilar1 simdi ¢ok az biliniyor ancak hepsi yeni
tekniklerin gelistirilmesine zemin hazirlamistir (Cole 2010).

Gliniimiizde ise en yaygin kullanilan teknikler; elektron iyonizasyon (elektron
carpmasi-El), kimyasal iyonizasyon (CI), matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon
(MALDI) ve atmosferik basing iyonizasyondur (elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve
atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI)) (Wang ve Turnipseed 2012). Iyonlasma
sirasinda meydana gelen pargalanma derecesine bagli olarak, bu yontemler, sert (hard) ve
yumusak (soft) iyonizasyon teknikleri olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir. Cizelge 2.3de
bazi iyonizasyon modlar1 verilmektedir (Dass 2007). Sert iyonizasyon kaynaklar1 gaz
fazindaki ve diisiik molekiil agirligindaki (<1000 Da) 6rnekler i¢in; yumusak iyonizasyon
kaynaklar ise diisiik uguculuktaki ve yiiksek molekiil agirligindaki sivi veya kati 6rnekler
icin kullanilmaktadir. Bu yiizden, EI ve CI teknikleri genellikle gaz kromatografisinde;
ESI ve MALDI ise sivi kromatografisinde kullanilmaktadir (Bush 2000). Ayrica bu
iyonizasyon kaynaklarindan bazilari diisiik basing ortaminda ¢alisirken (EI, CI, MALDI),
bazilar1 (ESI, APCI) ise atmosferik basingta ¢alismaktadir (Dass 2007).

Elektron iyonizasyon (EI) ilk defa 1918 yilinda Dempster tarafindan kullanilan en
eski iyonizasyon tekniklerinden biridir. EI tekniginde, gaz fazindaki 6rnek molekiilleri
diisiik basing altinda (10°-10"° tor) tungsten veya renyum filamentinden yayilan yiiksek
enerjili elektronlar (70 eV) ile bombardimana ugramaktadir. Genellikle diisiik molekiil
agirlikl bilesikler ucucudur ve molekiil agirligi 1-800 Da arasindaki molekiillerin analizi
yapilmaktadir. Iyonizasyon ¢emberinde hizlandirilmis  elektronlardan  bazilart
buharlagmis notral molekiillerle g¢arpisir ve carpisma sirasinda hedef molekiiliin
yapisindan bir elektron koparak molekiil pozitif iyon (molekiiler iyon) haline
doniismektedir. Eger analit yiiksek elektron affinitesine sahipse molekiiliin yapisina
elektron eklenmesi sonucunda negatif iyonlar olusmaktadir; ancak negatif iyondan
yararlanilarak yapilan dlgiimler smirhdir. Iyonizasyon isleminin gergeklesmesi igin
bombardiman yapilan elektronlarin kinetik enerjilerinin, molekulln iyonizasyon
enerjisini agmasi ¢ok Onemlidir. El’'nin yiiksek vakum ortaminda gergeklesmesi
molekiiller aras1 ¢carpismay1 engellemektedir (Busch 2003; Somogyi 2008; Dass 2007).
EI'nin uygulanmasindaki énemli bir sinirlama, analitlerin iyonizasyondan 6nce gaz fazi
molekiilleri olarak mevcut olmasi gerekliligidir. Bu kisitlama, birgok termal olarak
kararsiz ve ugucu olmayan bilesigi El icin erisilemez hale getirir. Baz1 bilesiklerin
ucuculugu kimyasal tiirevlendirme ile artirilabilir. Bununla birlikte, bu ek numune igleme
adimi, eser miktarda numune i¢in pratik bir ¢éziim degildir. Ayrica, tiirevlendirme
tamamlanmadiginda ve tiiretilmis alanlarin sayis1 bilinmediginde orijinal bilesigin
molektler kutlesinin belirlenmesinde belirsizlik yaratabilir. ElI'nin diger bir ciddi
sinirlamasi, bir¢ok bilesigin EI kosullar1 altinda stabil olmamasidir. EI tekniginin
uygulanmasindaki en Onemli sinirlama, elektron bombardimani sirasinda analit
molekiiliine kazandirilan fazla enerji ile molekiiliin hizli bir sekilde parcalanmasi
sonucunda molekiiler iyonun kiitle spektrumunda gézlenememesi veya diisiik sinyal giicli
(intensity) vermesinden dolay1 diger sinyallerden ayirt edilmemesidir (Vestal 2001; Dass
2007). Sekil 2.10’da elektron iyonizasyon kaynaginin semasi verilmistir.
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Cizelge 2.3. Iyonizasyon modlar1 (Dass 2007)

Molekdiler iyonizasyon

Atomik iyonizasyon Ornek fazi  Mod Basing”
Termal iyonizasyon Gaz faz Elektron iyonizasyon HV
Kirvileim kaynagi Kimyasal iyonizasyon v
Kizdirma desarji Foto iyonizasyon HV
Endiiktifli eslesmis plazma Alan iyonizasyon HV
Rezonans iyonizasyon Yari kararli atom bombardiman HV
Sivi faz Termosprey LV
Atmosferik basing CI AP
Atmosferik basing PI AP
Elektrosprey AP
Kat1 faz Plasma desorpsiyonu HV
Alan desorpsiyonu HV
Ikincil iyon MS HV
Hizl1 atom bombardomant HV
Matriks destekli lazer desorpsiyon HV
"HV, yiiksek vakum, IV, orta vakum, LV, diisiik vakum, AP, atmosferik basing
Buharlagmis
analit molekiillen _ .
Iyvomzasyon
\ cemberi
~.
Iyon Omek girisi
E < Kovucu }
.-/_
Filament © © o © ——
© ©
— © . © Miknatis
. o ©© |
@ 9 o ©
seate .ol s Al S A e s
S "i'l@lll@q-'.i M B N
1~ ®ce ]
-~ | &+ |
~ +
— 0 —
Elektron — ()" =— Odaklanma lenslen
demeti ve plakalar

Sekil 2.10. Elektron iyonizasyon (EI) kaynaginin semasi1 (Somogyi 2008)

CI teknigi,

Munson ve Field

tarafindan gelistirilmis ve baslangigta

hidrokarbonlara ve petro kimyasallara uygulanmistir (Vestal 2001). CI, analitin (molekiil)
bir proton transfer islemi yoluyla iyonize edildigi bir gaz fazi1 iyon molekiili
reaksiyonudur. CI teknigi, molekiiliin par¢alanmasini azaltmakta ve molekiiler iyonlarin
olusumunu artirmaktadir. Bu agidan, EI teknigine gore daha yumusak bir iyonizasyon
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teknigidir (Bush 2000; Ardrey 2003). Ancak EI teknigi ile kiyaslandiginda hassasiyeti
daha diisiiktiir (Li vd. 2015). EI tekniginde analit direkt olarak elektron 1sinina maruz
kalarak iyonlasirken; CI teknigi 3 asamada gerceklesmektedir. Birinci asamada, kismi
basinct numune basincindan 10 ila 100 kat daha yiiksek olan reaktif gaz, 200-500 eV
elektron 1smni1yla bombardiman edilerek 0.1 ila 1 torr basingta iyonize edilir. ikinci
adimda, iyon-molekiil reaksiyonlar1 ile bir veya daha fazla kararli reaktif iyon iretilir.
Son olarak, numune molekiilleri, kararli reaktif iyonlar1 ile gaz fazi iyon-molekdl
reaksiyonlar ile iyonize edilir. En yaygin kullanilan reaktif gazlar; metan, isobiitan ve
amonyaktir. Digerlerine kiyasla daha diisiik protein afinitesine sahip oldugu i¢in i¢lerinde
en yaygin kullanilan metan (CH4) gaz1 iyonlagsarak CH5+ iyonlarini olusturmaktadir ve
bu iyonlar analit molekdlleri ile reaksiyona girerek pozitif yiklerini analite gecirmektedir
(Ardrey 2003; Dass 2007; Somogyi 2008; Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009).
Hem EI hem de CI teknigi, en degerli, sicakliga dayanikli polar biyolojik bilesiklerin
iyonizasyonunda yetersiz kalmistir (E1 Aneed vd. 2009).

Iyonizasyonun vakum ortaminda degil de atmosferik basing ortaminda meydana
geldigi tekniklere genel olarak atmosferik basing iyonizasyon (API) teknikleri
denilmektedir. Bu kapsamda yer alan atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) ve
elektrosprey iyonizasyon (ESI), 6zellikle s1ivi kromatografisi-kutle spektrometresi sistemi
icin kullanim alan1 ¢ok yaygin olan tekniklerdir. Bu tekniklerde, EI ve CI tekniklerine
gore analit molekulinde daha az pargalanma gozlenmekte, molekdler iyon biylk oranda
korunmakta ve bdylece duyarlilik ve secicilik artmaktadir (Li vd 2015). Ozellikle
karmasik yapili 6rneklerde yapilan eser miktardaki bilesiklerin analizinde bu durum ¢ok
onemlidir. En fazla 1500 Da kiitle araligina sahip nispeten daha az polar ve termal olarak
kararli bilesiklere uygulanmaktadir. CI teknigi ile ayn1 iyonlagsma ilkesine sahip olan
atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) tekniginin CI tekniginden farki,
iyonlagsmanin atmosferik basing ortaminda gerceklesmesidir. Boylece 6rnek molekiilleri
ve reaktif iyonlar arasinda daha fazla iyon-molekiil etkilesimi gercekleserek iyonizasyon
verimi ve tespit hassasiyeti onemli diizeyde artmaktadir (Dass 2007). Bu iyonizasyon
teknigi numunelerin  kaynaga puskiirtiilmesi ac¢isindan ESI ile benzerlikler
gostermektedir. APCI tekniginde, analit molekiilleri buharlastirilabilsin diye ornekler
400°C’nin istiinde 1sitilmig iyonizasyon kaynagina piskiirtiiliir. Bu da bu teknigin 1s1ya
duyarl bilesiklerin analizine uygun olmadigin1 gostermektedir (Somogyi 2008 ). Sekil
2.11°de APCI’nin temel bilesenleri belirtilmistir. Bu teknikte sivi kromatografisinden
gelen hareketli faz ve icerisindeki analit molekiilleri, sicak nebulizer probundan (350-500
°C) yardimci (auxiliary) gaz (N2) esliginde gegerek ¢ok ince partikiiller (sprey) halinde
dagilmaktadir. Ortamda analit partikiillerinden daha fazla miktarda bulunan hareketli faz
partikiilleri, korona desarj1 (corona discharge) tarafindan saglanan elektron akisina maruz
kalmada éncelige sahiptir. Iyon haline gecen hareketli faz partikiilleri veya yardimci gaz
(N2™ veya N4"), analit partikiilleri ile etkilesime girerek yiiklerini (genellikle proton
transferi) onlara aktarmaktadir. Boylece analit molekiilleri iyon haline gegmektedir (Dass
2007; Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009; Li vd 2015). APCI teknigi, steroid
tlrevleri, bOcek ilaglari, lipitler ve farmasdtik ilaglar gibi kiiciik molekiillerin analizinde
kullanilmaktadir (Somogyi 2008 ).
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Sekil 2.11. APCI iyon kaynaginin temel bilesenleri (Somogyi 2008)
2.4.2. Elektrosprey iyonizasyon

Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ¢ok c¢esitli sivi faz numunelerine uygulanabilen
bir API teknigidir. ESI, giinimiizde kimyasal ve biyokimyasal analizlerde en yaygin
kullanilan iyonizasyon tekniklerinden biridir. Kiitle spektrometresi ile birlestirilmesi sivi
orneklerde molekiiler kompozisyonun belirlenmesine olanak saglamistir. Elektrosprey
iyonizasyon kitle spektrometresi (ESI-MS) ile proteinler, peptitler, oligonikleotitler,
karbonhidratlar, polisakkaritler gibi biiylik ve ugucu olmayan biyo molekiillerin ve diger
iyonizasyon yontemleri kullanildiginda buharlagamayacak kadar biiylik veya kirilgan
diger bilesiklerin kiitle belirlemesi yapilabilmektedir (Wilms 2011). ESI-MS glinimuzde
bir¢ok cesitli ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz basit inorganik kimyasallar ve
karmasik biyolojik yapilarda kalitatif ve Kkantitatif ¢aligmalarda kullanilmaktadir
(Yamashita ve Fenn 1984) ESI, yumusak iyonizasyon, yliksek iyon iletimi, diislik akis
hizlarinda yiiksek hassasiyet, biiylik biyomolekiilleri ve kovalent olmayan kompleks
bilesikleri analiz edebilmesi ve gelismis kiitle dogrulugu saglamasi nedenleri ile en
yaygin kullanilan iyonizasyon teknigidir (Bokman 2002).

Ik kiitle spektrometresi 1912'de icat edildi ve o zamandan beri sadece kiigiik
inorganik molekiillerin analizinden, kiitle sinirlamasi olmaksizin biyolojik makro
molekiillerin analizine kadar zamanla gelismistir. Sert iyonizasyon tekniklerinin
kullanilmas1 proteinler, niikleik asitler ve kompleks karbonhidratlar gibi kompleks
biyomolekiillerin yikimi ile sonuglanmistir. Elektrosprey iyonizasyonu (ESI) ve matriks
destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) gibi yumusak iyonizasyon
tekniklerinin  gelistirilmesi  sonucu  biyomolekiillerin iyonlara  doniistiiriilmesi
gerceklestirilmistir. Yumusak iyonizasyon, iyonizasyon islemi sirasinda analite minimum
diizeyde i¢ enerjinin aktarildigini ve parcalanmanin diisiik oldugunu ifade etmektedir (EI-
Aneed vd. 2009).

Elektrosprey kavrami 1968'de Malcom Dole tarafindan kesfinden sonra ESI-MS
ile biyolojik makromolekiillerin analizi John Fenn'e 2002 yilinda kimya alaninda Nobel
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odili kazandirmistir (Dass 2007; Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009). ESI,
zamanla LC-MS sistemlerinde kullanilan en 6nemli arayliz parcasi olmustur. APCI
teknigi gibi atmosferik basing altinda gergeklesen ESI, APCI tekniginin aksine, ylksek
molekiil agirlikli, 1s1ya duyarli ve polar bilesiklerin iyonizasyonu i¢in kullanilmaktadir
(Blasco ve Pic6 2007). Adindan da anlasilacagi gibi, elektro sprey iyonizasyonu, yogun
bir elektrik alaninin etkisi altinda yiiksek yiiklii damlaciklarin iretildigi bir prosesdir
(Dass 2007).

ESI-MS'de kullanilan elektro sprey iyon kaynagi iki elektrotlu bir sistemdir.
Birinci elektrot veya calisma elektrotu, yiiklii damlaciklarin iiretildigi noktada veya bu
noktanin yukarisina yerlestirilen ¢ozelti ile temas halinde olan metal kapiler tuptur. Bu
elektrot, yayict (emitter) elektrot olarak adlandirilmakta ve analitik agidan reaksiyonlar
bu elektrotta meydana gelmektedir. fkinci elektrot veya karsit (counter) elektrot ise, kiitle
spetrometresinin bir parc¢asi olan 6rnekleme konisi (sampler cone) veya drnegin analizdre
gecisini saglayan giris kapiler aparatlarindan biridir (De la Mora 2000; Berkel ve Kertesz
2007).

Iyonlasma yontemleri arasinda ESI, atmosferik basingta ince bir igneden
ptskiirtiilen bir soliisyonun i¢inden dogrudan iyonlar {iretmesi agisindan benzersizdir.
ESI tekniginin prensibi, siirekli akis halinde olan ve analit molekiillerini iceren ugucu
polar ¢dzgenin, atmosferik basingta, paslanmaz celik kapiler tiipten (yayici elektrot)
gecerken, bu tiipiin u¢ kismina yiiksek elektrik voltaji (3-6 kV) uygulanmasi sonucunda
kapiler tiipiin ucu ile analizoriin girisi (sampler cone veya heated capillary, karsit elektrot)
arasinda olusan elektriksel alanda yiiklii damlaciklar halinde dagilmasina dayanmaktadir.
Y18in ¢oziicli iginde bulunan iyonlar veya daha dogrusu, nétr ¢oziicli molekiillerinin son
buharlagsmas1 gerceklestiginde damlacikta olusan iyonlar, iyon mercekleriyle odaklanir
ve kitle spektrometresine gecirilmek tzere deliklerden 6rneklenir (Ho vd. 2003; Berkel
ve Kertesz 2007; Dass 2007; EI Aneed vd. 2009). Kapiler tiipiin dis yiizeyinden, sivi ile
ayni eksen dogrultusunda akan sheath gaz (kuru N2) sprey olusumunu daha iyi hale
getirmekte ve ayni zamanda kapilerin ucundan gelen yiiklii partikiillerin analizdriin
girisine ulasmasina yardimci olmaktadir (Banarjee ve Mazumdar 2012).

ESI tekniginde, ¢ozeltiden gaz fazi iyonlarinin olusumu 3 temel asamadan
olusmaktadir. (1) yiikli damlaciklarin olusumu (2) ¢6zgenin buharlastirilmas: (3) ytik
orani yiiksek damlaciklardan gaz faz iyonlarn olusumu. Biitiin asamalar atmosferik
basing altinda gergeklesmektedir (Ho vd. 2003; Kebarle ve Verkerk 2010).

Ik asamada, kapiler tiipiin iginden gecen siviya giiclii elektriksel alan
uygulandiginda yiik dagilimi gerceklesecektir. Kolombik ve dipol ¢ekim kuvvetlerinin
etkisiyle sivinin yapisindaki yilikler Coulomb yasasina bagli olarak ayrilmaktadir. Eger
siv1 yeterince iletkenlige sahipse, elektroforetik hareket, ayrisan katyonlar1 (pozitif
modda) elektriksel alanin en kuvvetli oldugu noktaya (kapilerin ug¢ ylizeyi) dogru
iletirken, anyonlar1 ise iki elektrotu birbirine baglayan ve bunlara elektrik potansiyeli
saglayan metal tel lizerinden yiizeyden uzaklastirmaktadir. Bu yilik ayrim1 sivida yeni bir
kuvvetin olusmasina neden olmakta ve sivinin ylizey gerilimi bu kuvveti etkisiz hale
getiremedigi zaman s1v1 kapilerin ucunda konik bir yap1 halini almaktadir. Bu yapiya
Taylor konisi denilmektedir. Ayrilma kuvvetinin yiizey geriliminden daha gii¢lii oldugu
yeterli yiiksek potansiyel altinda sivi, koninin tepe noktasindan damlaciklar halinde
ayrilacaktir (Gaskell 1997; Bokman 2002; Kebarle ve Verkerk 2010).
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Ikinci asamada, elektrosprey ucun ¢ikisinda olusan yiiklii damlaciklar ortamdaki
potansiyel degisimden dolay1 sheath gaz akisinin yardimiyla kiitle spektrometresinin
analizor girisine (karsit elektrot) dogru siiriiklenmektedir. Yukli damlaciklar
stiriiklenirken, sicak azot gazi (yardimci gaz) uygulanmasiyla ¢dzgen buharlagsmakta ve
yiiklii damlaciklarin boyutu azalmakta ancak yiik miktar1 sabit kalmaktadir. Damlacik
boyutu azalirken, yiizeydeki yiikk yogunlugu ve dolayisiyla yiiklerin elektrostatik itme
giicii artmaktadir. Sonug olarak, belirli bir noktada (Rayleigh limit) damlaciklar stabil
olmayan bir hal almakta ve Kolombik kuvvetler yilizey gerilimini asarak damlaciklarin
boliinmesine (fizyon) neden olmaktadir. Bu islem, neredeyse hi¢ ¢oziici molekiili
bulunmayana ve yalnizca protonlanmig (veya protonu giderilmis) analit molekiilleri olana
kadar devam edebilir. Bu noktada damlacik tipik olarak kiigiik, yiliksek yiiklii, yavru
damlaciklarindan olusan bir figkirmaya neden olur (Cole 1997; Somogyi 2008; Kebarle
ve Verkerk 2010). Cézgen damlaciklardan buharlastiginda, damlaciklarin pH, viskozite,
yiizey gerilimi ve hidrofobiklik gibi 6zellikleri degisebilmektedir (Bokman 2002).

Ugiincii asamada, devam eden ¢dzgen evaporasyonu ile birlikte damlacik boyutu
oldukea kiiclilmekte ve siirekli parcalanma sonucunda damlaciklarin yapisindaki analit
iyonlar1 gaz fazinda aciga ¢ikmaktadir. Damlaciklardan iyonlarin desorpsiyonu iyon-
kalintt modeli (charge-residue model (CRM)) ve iyon desorpsiyon modeli (ion-
desorption model (IDM)) olmak iizere 2 farkli mekanizmayla aciklanmaktadir. CRM
modeline gore ¢oziicli evaporasyonu ve boliinme damlacik boyutu sadece bir tek molekiil
icerene dek bircok kez tekrarlanmaktadir. Son solvent buharlastiginda bu molekiil
damlaciklarin ytikiinii koruyarak ortam gazina birakilir. IDM modelinin temeli de ¢6ziicti
buharlagmasi ve damlacik boliinmesine dayanir. Ancak ¢6ziinmis iyonlarin gaz fazina
birakilmasi ylizey ylik yogunlugundan kaynaklanan elektrik alan1 yeterince yiiksek ancak
Rayleigh kararsizlik sinirindan diisiik oldugu ara damlacik boyutunda (10 to 20 nm)
gerceklesir.

Iyonlar, CRM veya IDM tarafindan gaz fazina aktarildiktan sonra, kiitle
spektrometresi iginde kiitle-yiik oranina gére analiz edilmeye hazirdirlar (Békman 2002;
Dass 2007; Kebarle ve Verkerk 2010) . Sekil 2.12°de ESI sisteminde iyonlarin olusumu
ve Sekil 2.13’de Yiiklii damlaciklardan iyonlarin gaz fazina desorpsiyonu belirtilmistir
(Dass 2007; Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009).

35



KAYNAK TARAMASI M. YILDIZ OCAL

Gaz akist
e ——— Karstt elektrot
e

L | Yiksek voltyy [ ()

Sekil 2.12. ESI’de iyon olusumu (Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009)
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Sekil 2.13. Yiiklii damlaciklardan iyonlarin gaz fazina desorpsiyonu a) yiik-kalintt modeli
b) iyon desorpsiyon modeli (Dass 2007)

Cok yiiksek algilama hassasiyeti (attomolden femtomole) ESI-MS'nin ayirt edici
Ozelligidir. Bununla birlikte, bu kadar yiiksek hassasiyet seviyelerine ulasmak i¢in gesitli
faktorlerin kontrol edilmesi gerekir. Bir analizin hassasiyetinin belirleyicilerinden biri,
yiik aktarim siire¢lerinin isleyis kolayligidir. Analit konsantrasyonu, pKa (veya pKb) ve
PA degerleri, yiizey aktivitesi, elektrolitlerin veya diger tiirlerin varligi, pH ve numune
molekiiliiniin sekli ve boyutu genellikle analit iyon akimim etkileyen faktorlerden
bazilaridir.

Asidik ozellikteki analitler icin pKa veya bazik 6zellikteki analitler igin pKb
degeri analitin proton (H atomu) alarak veya vererek yiik kazanacagin1 ve buna bagl

olarak iyonizasyon modunun pozitif veya negatif olacagini belirlemek agisindan
6nemlidir (Dass 2007; Kebarle ve Verkerk 2010).

Iyonizasyon verimliligi, akis hizi, arayiiz tasarimi, ¢dziicii bilesimi ve analit
ozellikleri gibi bir dizi faktorden etkilenir. Genel olarak, ES yayiciya siv1 akis1 azaldikca
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iyonizasyon verimliligi artar. Bu artisin nedeni, daha diisiik akis hizlarinda daha kiigiik
yikli damlaciklarin {iretilmesidir. Daha kiiclik damlaciklar, daha verimli solvent
buharlagmasini saglar ve gaz fazi iyonlar1 olusturmak i¢in daha az Kolombik fizyon
olaymna ihtiyag¢ vardir. Daha kii¢iik baslangi¢ damlaciklar1 ve analit molekiilii bagina artan
yiik miktari, daha diisiik yiizey aktivitesine sahip analitlerin iyonizasyonunu ve
kantitasyonu iyilestirir ve matrisin baskilama etkilerini azaltir. Genel olarak ESI kaynag:
1-10 pL/dk akis hizinda ¢alismaktadir. Sprey, daha yliksek akis hizlarinda biiyiik boyutta
damlaciklar olusturarak elektriksel akimda soruna yol actifi igin islem stabil
olmamaktadir (Page vd. 2007; Dass 2007).

Coziicii bilesiminin ESI kiitle spektrumu {izerinde Onemli etkileri vardir.
Oncelikle ¢oziicii kiimelerinin olusumu, arka plan kimyasal giiriiltiiniin kaynagimi
olusturur. Ideal ¢éziicii analit i¢inde kiimelenmemelidir. Ayrica ¢oziicii bilesimi, stvilarin
yiizey gerilimini diislirmesi ve gaz faz iyonlarinin olusumunu kolaylastirmasi agisindan
da onemlidir. Saf su gibi yiiksek yiizey gerilimine sahip sivilarin elektrosprey islemi
metanol, etanol, izopropanol ve asetonitril gibi c¢oziiciilere kiyasla daha zor
gerceklesmektedir (Manisali vd 2006; Page vd 2007; Dass 2007). Ancak gradiyent
sistemlerde saf su hareketli faz bilesiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle,
¢ogu organik analitin ESI yaniti, daha yiliksek organik ¢6ziicii oran1 igeren ¢ozeltilerde
daha yiiksektir. Bu daha yiiksek yanit, daha ugucu bir ¢6ziicii kullanildiginda analitin daha
verimli bir gekilde ¢oziilmesi ve yiizey geriliminin azalmasina bagli olarak sprey
stabilitesinin artmasinin bir sonucu olabilir. Yiizey gerilimi yiiksek sivilara elektrosprey
ile iyonlasmasi igin daha yiiksek kapiler voltaji uygulanmaktadir. Ornegin, metanoliin
iyonlagmast i¢in gerekli olan kapiler voltaji 2,2 kV iken, suyun iyonlagmasi i¢in gerekli
olan voltaj 4 kV’tur (Cech ve Enke 2001; Kebarle ve Verkerk 2010).

Yardimer gazin ve kapiler tiiplin sicaklik degerleri iyonlagma {izerine etkilidir.
Yardimci1 gazin sicakligi, ESI probunun ucunda olusan damlaciklarin analizore gidis
yolunda ¢ozgenin buharlasarak uzaklasmasi agisindan 6nemlidir (Janusson vd 2015).
Damlaciklardan agia ¢ikan yiiklii analitlerin bazilar1 6rnekleme konisi veya yiiksek
vakum ve atmosferik basingta tutulan ve genellikle 0,2 mm i¢ ¢ap, 60 mm uzunluk ve
100-300°C' ye 1sitilmis olan kapiler tlipten gegerek kiitle spektrometresinin analizériine
salinir. Isitilmis kapiler, icinden gecgen iyonlarin tamamen ¢oziilmesini saglamaktadir.
Kurutma gazi ve 1sitilmig kapiler kullanilmasi, sistemin saglamligini arttirarak iyonlarin
kiime olusum derecesini azaltmaktadir (Banarjee ve Mazumdar 2012).

Yardimci ve sheath gaz akis hizlar1 da iyonlagsma isleminde etkilidir (Janusson vd
2015). ESI islemi sonucunda, analitin iyonlar1 ile birlikte nétral formlar1 da sprey
icerisinde mevcuttur. Notral molekdllerin, iyonlar ile analizére girmemesi igin sprey
kapilerinin yoOniiniin, kiitle spektrometresinin girisi ile ayni eksen dogrultusunda
olmamas1 gerekmektedir. Genellikle gaz fazina gegen kiiclik damlaciklar spreyin dis
bolgesinde daha yogun oldugu i¢in ESI probunun, analizdr girisinden ¢ok az eksen dis1
olacak sekilde konumlandirilmasi iyonlarin nétral formlarina gére daha ¢ok analizore
girmesini saglamaktadir. Elektrosprey ignesi, 6rnekleme deliginden yanal olarak uzaga
hareket ettirildiginde, daha biiyiik iyonlara verilen yanit, daha kiiciik iyonlarin
tepkisinden 6nemli 6l¢iide daha fazla azalmaktadir (Cech ve Enke 2001; Bokman 2002).

Iyonlasmayi etkileyen diger bir faktdr analit konsantrasyonudur. Damlacik yiizey
alanina paralel olarak yiizeydeki iyon miktar1 da smirli olmaktadir. Analit
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konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumda, damlacik yiizeyi tamamen analit iyonlar1 ile
doldugu zaman fazla iyonlar damlaciklarin i¢ kisminda sikigsmaktadir (Bokman 2002).

Sekil 2.14’de Iyon Max yapis1 ve Cizelge 2.4’de Kiitle spektrometresinde
kullanilan mevcut iyonizasyon yontemlerinin ¢esitli 6zelliklerinin 6zeti belirtilmistir.

(needle)

7 ESI piiskiirtiicii — 7

s (nozzle)

hl
Ivon

sweep
konisi

Sekil 2.14. Ton Max yapist (Manisali vd. 2006)

Transfer
Kapileri

N

A

.

Skimmer

Cizelge 2.4. Kiitle spektrometresinde kullanilan mevcut iyonizasyon ydntemlerinin
cesitli 6zelliklerinin 6zeti ( E1-Aneed vd. 2009)
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2.4.3. Analizorler

Kiitle spektrometresinin performansi biiylik 6l¢iide kiitle analizoriiniin tasarimina
ve ilgili iyon optigine baglhdir. Kiitle analizori, tiim iyonlar kiitle/yiik (m/z) oranlarina
gore ayirmak ve tlim ayrilan iyonlar1 tek bir odak noktasina toplamak olmak tizere iki
hayati iglevi yerine getirmektedir. Bu kisimda, iyonlarin hareketleri manyetik ve/veya
elektriksel alan ile gergeklesmektedir. Bu alanda hareketli yiiklii bir parcacik sahip oldugu
momentuma (kiitle.hiz) ve kinetik enerjiye bagli olarak diger bir yiiklii parcaciktan
ayrilmaktadir. Bu temel 6zelliklere dayanarak galisan manyetik sektor, kuadrupol (Q),
kuadrupol iyon tuzag (QIT), ugus zamanlh (TOF), orbitrap ve iyon siklotron rezonans
(ICR) analizorleri gliniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kiitle analizérlerinin ¢alisma performansi asagida belirtilen 6zelliklerine gore
degerlendirilmektedir (Dass 2007; El Aneed vd. 2009; Hart-Smith ve Blanksby 2012).

e Kiitle aralig1 (analiz edilebilen en yiiksek m/z degeri)

e ¢Oziintirlik (komsu iki iyonu ayirabilme yetenegi)

e verim (tek bir iyonizasyon isleminde olusan ilgili iyonlarin orani)
e dogruluk (6l¢iilen kiitle degeri ile tam kiitle degeri arasindaki fark)

e dinamik aralik (Glgiilebilen en yiiksek sinyal degerinin en diisiik sinyal
degerine orani)

e hiz (birim zamanda elde edilen spektrumlarin sayisi)

e hassasiyet (analitin belirli bir giiven araliginda tespit edilebilen en diisiik
miktart)

Tandem MS (MS/MS) yetenegi, kapasitesi, kiiclik boyut ve diisiik maliyette kiitle
spektrometresinin diger istenilen oOzellikleridir. Tandem MS kompleks karigimlarin
analizine yardimci olmaktadir (Dass 2007).

Mikotoksin kalint1 analizinde kuadrupol, kuadrupol iyon tuzagi, ugus zamanh ve
orbitrap analizorleri kullanilmaktadir. Ancak en ¢ok kullanilant ii¢lii kuadrupol
analizoriidiir. Ugus zamanl kiitle analizorii tiglii kuadrupole gore mikotoksin analizinde
daha az kullanilmaktadir. Her sistem mikotoksin kalint1 analiz uygulamalar1 acisindan

kendine 6zgii tasarimu, islevi ve performansi bakimindan avantajlara ve dezavantajlara
sahiptir (Malik vd. 2010).

Kuadrupol, bugiine kadar laboratuvarlarda en yaygm kullanilan kiitle
analizoérudir. Dort kutuplu bu kitle analizorinin prensibi ilk olarak 1950'lerde Nobel
odiilli fizik¢i Paul Wolfgang tarafindan tanimlanmis ve GC-MS igin ¢ok uygun bir iyon
filtresi olmustur. Bu analizor, sadece kiitle analizorii olarak kullanilmamakta; sik sik iyon
transfer optigi ve carpisma hiicresi (collision cell) olarak da kullanilmaktadir. Sekil 2.15
‘de kuadropol kiitle analizériinlin temsili gosterilmis olup, tekli kuadrupol, birbirine
paralel 4 metal cubuktan olusmaktadir. Her zit yiiklii metal cubuk ¢ifti birbiriyle
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elektriksel olarak baglidir ve bir ¢ift cubuk ile digeri arasinda radyo frekansi (RF) voltaji
uygulanmaktadir. RF voltajina ilave olarak dogru akim (DC) voltaji da uygulanarak
iyonizasyon c¢emberinde olusturulan iyonlarin g¢ubuklar arasindan geg¢mesi
saglanmaktadir. Belirli voltaj oranlarinda (DC/RF) sadece istenilen m/z degerindeki
iyonlar detektore ulagmaktadir. Kiitle ayrimi, elektrotlara uygulanan DC ve RF
potansiyellerinin olusturdugu yiiksek frekansl elektriksel alanda iyonlarin sabit titresim
hareketi ile saglanmaktadir. Diger iyonlar kararsiz yoriingelerinden dolay1 ¢ubuklar ile
carpismakta ve detektdre ulasamamaktadir. Bu, belirli bir iyonun seg¢ilmesine veya
voltajlar1 degistirerek tarama yapilmasina izin verir (Blasco ve Pic6 2007; Dass 2007; El-
Aneed vd. 2009).

fyon
kaynagi

Sekil 2.15. Kuadropol kiitle analizort (EI-Aneed vd. 2009)

Kuadrupol kiitle analizoriiniin birincil kullanimi, diisiik kiitleli bilesiklerin analizi
icindir. ESI'nin ortaya ¢ikmasi ve ¢ok yiiklii iyonlar liretme 6zelligiyle birlikte, yiiksek
kitleli biopolimerler de rahatlikla analiz edilebilmektedir. Diigiikk maliyet, mekanik
basitlik, yiiksek tarama hizlar, yiiksek iletim, artan duyarlilik, iyonlarin ilk enerji
dagilimimdan bagimsizlik ve dogrusal kiitle aralig1, kuadrupol kiitle analizoriiniin diger
yararli Ozellikleridir. Buna ek olarak, iyon kaynagi goreceli olarak daha yiiksek
basinglarda calistirilabilir, bu da kuadropollerin indiiktif olarak baglanmis plazma (ICP),
gaz kromatografisi (GC), siv1 kromatografisi (LC) ve kapiler elektroforez (CE) ile
baglanmasini pratik olarak miimkiin kilmaktadir (Dass 2007).

Tekli sistemler genel olarak EI ile calisan GC-MS cihazlarinin bir pargasi
olmustur. Bunun nedeni, EI ile hedef molekiiliin ytiksek enerjili elektronlar ile ¢arpigarak
birgok fragmente ayrilmasidir. Boylece analizérde istenilen kitledeki fragment ilave bir
ayirma islemine gerek kalmadan analiz edilebilmektedir. Bu analizér LC sistemi ile
birlikte de kullanilabilmektedir. Ancak ESI veya APCI islemlerinde iyonlar fragmentlere
ayrilmadan molekiillerin proton kazanmasi veya kaybetmesi ile olustugundan dolay1 tekli
sistemler ile yapilan taramalarda molekiil yapisi ile ilgili ¢ok az bilgiye ulagilmaktadir.
Kuadrupol sistemler ¢oziiniirliik, secicilik ve kiitle dogrulugu agisindan yetersiz oldugu
icin giniimuzde tekli analizérin yerine tandem (MS/MS) veya yiiksek ¢ozindrltkli (HR)
kiitle spektrometreleri kullanilmaktadir. Ciinkii karmasik yapili matrikslerle yapilan
analizlerde ilgili analitin dogru ve giivenilir bir sekilde tespit edilmesi dnemlidir (Blasco
ve Pico 2007; Wang ve Turnipseed 2012).
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Tandem MS / MS tekniklerinin hizli gelisimi, yumusak iyonizasyon tekniklerinin
(ESI, nano-ESI ve MALDI) tanitilmasiyla birlikte hizlanmistir. Yumusak iyonizasyon
teknikleri genellikle molekuler kitle tayini icin ¢cok ©6nemli olan bozulmamus,
parcalanmayan iyonlar1 saglar. Bununla birlikte, bir molekiiler kiitle (dogru bile olsa),
sadece yapisal izomerlerin olas1 varlig1 nedeniyle bilesigin yapist hakkinda yeterli bilgi
saglamaz. Ornegin, YAGFL ve AFGLY peptitleri tam olarak ayn1 MW'ye sahiptir, ancak
dizileri bakimindan 6nemli 6l¢iide farklilik gosterirler. Tandem kiitle spektrometresi,
orijinal olarak kararli, par¢alanmayan iyonlar hakkinda yapisal bilgi elde etmek i¢in paha
bi¢ilmez bir analitik tekniktir. Tek asamali MS ve ardisik MS / MS arasindaki temel fark,
iyonizasyon kaynaginda olusan iyonlarin ardisik asamali bir kiitle analizorii ile
ayrilmasidir. Sorun, kaynaktan ¢ikan iyonlarin bir karistmin belirli bilesenlerinin
molekiiler iyonlarini temsil edebilmesi veya daha diisiik m/z iyonlarinin bazilarinin daha
biliylik m/z oranina sahip iyonlarin fragmanlari olabilmesidir (yani, bunlar bir éncii —
Parcacik iliskisi). Iyonizasyondan énce bir ayirma teknigi (GC veya HPLC) kullanilsa
bile, bir karistmin farkli bilesenlerini temsil eden iyonlarin aym1 alikonma zamaninda
tespit edilmesi birlestirme (coelution) meydana getirebilir. Bununla birlikte, tandem kiitle
spektrometresi ile, herhangi bir tek iyon se¢ilebilir ve ardindan segilen iyonun parcalarini
olusturmak i¢in etkinlestirilebilir (Somogyi 2008).

Tandem kiitle analizorleri

Tandem kiitle spektrometresi, daha sonra ayrismaya ve ardindan parca veya iiriin
iyonlarinin iiretimine tabi tutulabilen bir spesifik m/z (yani 6nciil) izolasyonuna dayanir.
Bu amaca ulagmak i¢in, birden fazla kiitle analizorii bir seri halinde baglanabilir, boylece
ilk analizor tarafindan iyon izolasyonu gergeklestirilir, ardindan ¢arpisma hiicresinde iyon
parcalanmas1 yapilirken, son analizér fragman iyonlarii m/z degerlerine gore ayirir.
Sekil 2.16°da tekli ve tandem kitle spektrometresinin karsilastiriimasi gosterilmistir (El
Aneed vd. 2009).

Tyon k &
yon aynazt Kiitle analizérii

r S s — — BE=
:":“:L‘J Ao :\ ’\/'z '
®e 0 0 - _—-a{\:bq)—. >C<> -
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fyon kaynas MS, I} Of AVri§mast

Sekil 2.16. Tekli (iistte) ve tandem (altta) kiitle spektrometresinin karsilastirilmas: (El-
Aneed vd. 2009)

Kuadrupol iyon tuzagi (QIT), ¢cogunlukla dort kutuplu iyon tuzag: olarak bilinen
Paul tuzagi, 1958'de Paul ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis ve bu katki Wolfgang
Paul'a 1989 Nobel Fizik Odiiliinii kazandirmistir. Kuadrupol iyon tuzagi, hem gazlarin
belirli bir siire hapsedilebildigi bir iyon deposu olarak hem de dnemli bir kiitle aralig1 ve
degisken kiitle ¢oziiniirligiine sahip bir kiitle spektrometresi olarak islev goren bir

41



KAYNAK TARAMASI M. YILDIZ OCAL

cihazdir. QIT nin ¢l elektrot yapisi, Sekil 2.17°de belirtilmis olup, merkezde halka
seklinde bir elektrot ve her biri bir hiperbolik geometriye sahip iki 6zdes u¢ kapak
elektrottan olugsur. Calisma prensibi kuadrupol analizorii ile aynidir; aralarinda geometrik
sekil agisindan fark vardir. Bu sistem, merkezde halka seklinde metal bir elektrot ve bu
elektrodun her iki tarafin1 kapatan hiperbolik iki elektrottan olusan {i¢ boyutlu bir yapidir.
Bu sekilde iyonlarin hapsoldugu bir alan yaratilmistir. Iyon hareketleri kuadrupol
analizoriinde oldugu gibi DC ve RF potansiyelleri ile saglanmaktadir. DC
potansiyelindeki artis ile birlikte istenilen m/z’ye sahip iyonlar, diger iyonlarin tuzaktan
ayrilmasi sonucunda onlardan ayrilmaktadir. Iyonlar1 tuzagm merkezinde tutmak ve
iyonlarin sogumasini saglamak i¢in tuzagn icine yaklasik 107 tor basingta helyum (He)
gaz1 gonderilmektedir. Daha sonra RF potansiyelindeki artis ile birlikte de tuzagin i¢inde
kalan iyonlar ¢ikarilmakta ve detektore iletilmektedir (March 1997; Dass 2007; Blasco
ve Pic6 2007; Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009).

Girig ba§1§él e Halka elektrot
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Sekil 2.17. Kuadropol iyon tuzagi yapisi (Blasco ve Pic6 2007)

Kuadrupol ucus zamanl kiitle spektrometresi (QToF), TOF tiiplinden 6nce dort
kutuplu bir kiitle filtresinin uygulandigi, gida toksik analizi alaninda kullanilmaya
baslanan bir bagka tandem kiitle spektrometresidir. Dogrusal TOF kiitle spektrometresi
cok basittir. Yalnizca bir iyon hizlandirici bélge, bir ugus tiipii ve bir detektorden olusur.
Teoride, tiim iyonlar hizlanma sirasinda ayn1 potansiyel farkini yasarlar ve sonug olarak,
ucus tiipiiniin baslangicinda ayn kinetik enerjiye ve dolayisiyla kiitlelerine bagli olarak
farkl hizlara sahiptirler. Bu nedenle dedektore varis siireleri kiitleleri ile orantilidir ve
artan kiitle sirasina gore dedektore ulasirlar. Basit bir dogrusal TOF aletinin en biiylik
eksikligi, ayn1 m/z iyonlarinin ugus zamani degisimlerinden kaynaklanan yetersiz kiitle
¢coziiniirligidiir. Sonug olarak, modern TOF cihazlari, ¢Oziniirliigi artirmak icin
genellikle reflektorler kullanir. QToF da, bir carpisma hiicresi (Q1 q2 TOF) olarak ikinci
bir radyo frekansi (rf) - yalnizca kuadropol eklenerek bir adim daha ileri gotiirilmiistiir.
TOF analizorii daha sonra g2'de olusan fragman iyonlar1 i¢in dogru kiitle verileri
saglamak i¢in kullanilir. QToF, tek MS'de ve MS / MS calisma modlarinda calisabilir.
Ilkinde, ilk kuadropol bant gecis modunda c¢alistirilir ve analiz, ToF analiz6riinde
gerceklestirilir. MS/MS igin, birinci kuadropolda bir 6ncl iyon segilir, ikincisi
carpismanin neden oldugu ayrismayi {iiretir ve parca iyonlarmin kiitle analizi ToF
analizoriinde gergeklestirilir. Tandem MS yetenekleri sayesinde, driin iyonu tam
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spektrumlari elde edilir ve bir iyon kromatogramini yeniden olusturmak i¢in herhangi bir
iyon segilebilir (Blasco ve Picd 2007).

Ucglii kuadrupol (QqQ) kantitatif analizlerde en yaygin kullanilan ve 1970’lerin
sonunda piyasaya siiriilen tandem kiitle analizériidiir. Bu MS/MS cihaz1 ¢ ardisik
kuadrupolden (Q1 g2 Q3 ; Q:kitle ¢oziimleyen kuadrupol, q: sadece rf kuadrupol)
olugmaktadir. Bunlardan ilki (Q1) ve sonuncusu (Q3) kiitle filtresi olarak kullanilmakta;
ikinci kuadrupolde ise m/z se¢imi veya taramasi1 yapilmamaktadir. Ikinci kuadrupolde,
ilk kuadrupolde secilen oncii iyonun fragmentlere ayrilmasi gerceklesmektedir. Bu
amagla hiicreye azot (N2) veya argon (Ar) nétral gazlar1 doldurulmaktadir. Ilk ve sonuncu
kuadrupollere DC ve RF uygulanilirken; ortadaki kuadrupole sadece RF uygulanarak
burada olusan tiim iyonlarin diger kuadrupole gecisi saglanmaktadir. Ik kuadrupolde
istenilen m/z degerindeki oncii (precursor) iyon segilerek ikinci kuadrupole gegmekte;
buradaki gaz ile ¢arpisan iyonlar fragmentlerine ayrilmakta ve bu fragmentlerin hepsi
ticiincii kuadrupole aktarilmaktadir. Her 6ncii iyonun iirlin iyonlarina par¢alanma enerjisi
ana iyonun kimyasal yapisinin farkli olmasindan dolay:1 ayni degildir. Bu yiizden ikinci
kuadrupolde ¢arpigsma enerjisi degerinin oncii iyonlara gore optimize edilmesi 6nemlidir.
Ucgiincii kuadrupolde éncii iyona 6zgii olusan iiriin (product) iyonlarin taramasi yapilip
bu iyonlar secildikten sonra detektore aktariimaktadir (Blasco ve Pico 2007; Dass 2007;
El-Aneed vd. 2009; Westman-Brinkmalm ve Brinkmalm 2009). Sekil 2.18’de Uglii
kuadrupol sistemi ve Cizelge 2.5‘de Uglii kuadrupol sistemde uygulanabilen MS/MS
tarama modlar1 belirtilmistir.

Q1 q2 Q3

Onmcii (precursor) ivon Uriin (product) iyon
SIM SCAN
| | | — | | "
s} - »
» (e i~ —
P . -

I — | |

Carpisma hiicresi
Kiitle secimi Kiitle ayrim

Sekil 2.18. Uclii kuadrupol sistemi (Blasco ve Pic6 2007)
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Cizelge 2.5. Uglii Kuadrupol sistemde uygulanabilen MS/MS tarama modlar1 (Somogyi
2008)

Tarama modu Kuadrupol 1 (Q1) Kuadrupol 2 (Q2) Kuadrupol 3 (Q3)

Uriin iyonu Istenilen m/z seg Iyon aktivasyonu / m/z pargalarini tara
ayrigmast

neil iyon Belirli bir parganin Iyon aktivasyonu / Pargay1 seg ve izle

ebeveynlerini tara, F ayrigmast

Nétral kayip Tara Iyon aktivasyonu / Notr kiitle degisimi ile tara
ayrigmast

Secili/Goklu Reaksiyon . ijon 7 sec Iyon aktivasyonu / — .

izleme (SRM veya AvIISmas Istenilen pargay1 se¢ ve izle

MRM) yrs

Iyon-molekiil Istenilen m/z seg Iyon-molekiil reaksiyonlar1  Reaksiyon diriinlerini tara

Cogu ardistk MS/MS uygulamasinda {iriin iyon tarama modu, se¢ilen (6ncii) bir
iyonun yapisal bilgilerini elde etmek igin kullanilir. Uriin iyon taramalarinmn cesitliligi,
kantitasyon ve kinetik caligmalar i¢in yararlt bir teknik olan ¢oklu reaksiyon izlemede
(MRM) de kullanilir. Oncii iyon tarama modunda, belirli bir par¢a iyonu (F) olusturan
tim Onciiler tespit edilir. Bu modda, ikinci kuadrupol parcanin verilen m/z degerine
ayarlanir ve ilk kuadrupol yazilimin 6nciil iyon spektrumunu yeniden olusturabilmesi i¢in
taranir. Bagka bir deyisle, yazilim belirli bir par¢anin olustugu 6nciil iyonlar1 bulur. Nétr
kay1p taramasinda hem birinci hem de ikinci kuadrupol eszamanl bir sekilde taranir, yani
taramalar1 noétrlerin istenen kiitlesi kadar kaydirilir. Notr kayip 6l¢timleri, bu nedenle,
ozellikle analitin laboratuar (veya dogal) modifikasyonlarinin tespiti i¢in kullanighdir.
Daha yiiksek hassasiyet istenirse, ikinci kuadrupol parcalarin genis bir kiitle araliginda
taranmaz, bunun yerine, yalnizca segilen bir parcayr veya parcalari izler (SRM veya
MRM taramalar1). Secili reaksiyon izleme modu (SRM) - tekli veya ¢oklu (MRM) -
analitik prosediirlerde tespit limitini gelistirir. Q1 ve Q3 kuadrupol tek bir kiitlede
sabitlenmistir. (Blasco ve Pic6 2007; Somogyi 2008 ).

Dedektor, analizérde m/z oranlarina gore ayrilan iyonlarin enerjilerini elektrik
enerjisine doniistiirerek, verilerin bilgisayar sisteminde insan gozii tarafindan kolayca
algilanabilen big¢imde goriintiilenmesini  saglamaktadir. Hassasiyet, dogruluk,
coziiniirliik, tepki stiresi, kararlilik, genis dinamik aralik ve diisiik giiriiltii, herhangi bir
iyon dedektoriinde aranan en onemli Ozelliklerdir (Dass 2007; Medhe 2018). Kiitle
spektrometrelerinde kullanilan dedektérler iki ana kategoriye ayrilmaktadir. ilk grupta,
yiiksek hassasiyetli izotop oranlarinin 6l¢iildiigli sektor analizorleri ile birlikte kullanilan,
fotograf plakasi ve Faraday kab1 gibi gelen sinyalleri dogrudan 6lgen dedektorler; ikinci
grupta ise sintalasyon sayici ve elektron ¢ogaltict gibi gelen sinyalleri yeterli yogunlukta
vermek amaciyla artiran sinyal cogalticinin (multiplier) kullanildigi detektorlerdir.
Dedektdr se¢imi uygulamaya bagli olarak degismektedir (Evans 1990).
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2.5. Metot Validasyonu

Analitik bilgiler, iiretilen {iriiniin, liretim siirecini degerlendirmek i¢in kararlar
alinmasinda, {irliniin yasal sinirlara uygunlugunun kontroliinde, hukuki islerde,
uluslararasi ticarette karar almada, saglik sorunlari ve ¢evre ile ilgili konular olmak {izere
cesitli amagclar i¢in kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda her giin sayisiz laboratuvarda gesitli
nedenlerle binlerce test ve Olgiim yapilmaktadir. Bu testler ticaret i¢in mallart
degerlendirmenin bir yolu olarak, saglik hizmetlerini desteklemek, igme suyu, gida ve
yem kalitesini kontrol etmek, bir alagimin temel bilesiminin ugakta kullanimina
uygunlugunu test etmek, cezai sorusturmalarda viicut sivilarmin adli analizi gibi
neredeyse toplumun her yoniinii bir sekilde analitik caligmalarla desteklemektedir.
Analitik Slglimleri gerceklestirmenin maliyeti yiiksektir ve bu sonuglara dayanarak
verilen kararlar da ek maliyetler ortaya cikabilir. Ornegin, gidanin tiiketim igin uygun
olmadigin1 gosteren testler tazminat taleplerine neden olabilir; yasaklanmis ilaglarin
varligin1 dogrulayan testler para cezasi, hapis cezasi ve hatta bazi iilkelerde idam cezasi
ile sonuglanabilir. Agikgasi, dogru bir 6lglim yapmak ve sonucun dogru oldugunun
gosterilebilmesi onemlidir. Sonug olarak, analitik sonuglarin iireticisi sadece sonuglarin
giivenilir olmalarini degil ayn1 zamanda sonuglarin kullaniciya giiven veren tiim unsurlari
icermesini saglamalidir (Boqué vd. 2002; Anonymous 2014).

Bir analitik 6l¢ilimiin amaci; tutarli, glivenilir ve dogru verilerin elde edilmesidir.
Valide edilmis analitik metotlarin bu amaca ulasmada biiyiik bir rolii vardir. Metot
validasyonu sonucunda elde edilen veriler, iyi bir analitik ¢alismanin ayrilmaz bir pargasi
olarak, analitik sonuglarin kalitesini, giivenilirligini ve tutarliligini sorgulamak amaciyla
kullanilmaktadir. Bir metot, belirli bir ama¢ icin kullanilacaginda, performans
ozelliklerinin yeterli oldugunun gosterilmesi gerektiginde valide edilmelidir. Validasyon
caligmasi, yeni bir metot gelistirildiginde veya bir analitik metot, rutin analizlerde
kullanilmaya baglanmadan 6nce ve bagka bir laboratuvarda kullanilmak amaciyla transfer
edildiginde metodun giivenilirligini ve tutarliligini kontrol etmek amaciyla yapilmalidir.
Ayrica metot uzun bir aradan sonra tekrar kullanilacaginda ve farkli 6zellikte bir cihaz
veya matriks kullanilmasi gibi metot sartlarinin veya parametrelerinin degistigi
durumlarda da valide edilmis bir metodun tekrar validasyonu yapilmalidir. Metot
validasyonu, sanayi komiteleri ve dizenleyici kurumlardan literatirde baylk ilgi
gormiistiir (Huber 2010; Anonymous 2014; Chauhan vd. 2015). Validasyon verilen
kullanim veya verilen uygulamanin gerektirdigi kadar kapsamli olmalidir. Validasyonun
kapsami, uygulamaya, yapilan degisikliklere ve uygulanacak metodun durumuna
baghdir. Validasyon ayrica, standart metotla yeni metodun sonuglarinin denkligini
gostermek igin gereklidir.  Metot validasyonu temel olarak, analitik gerekliligin
tanimlandig1 ve uygulanacak metodun ihtiya¢ duyulan gereksinimi karsilayacak yetenege
sahip oldugunun onaylanmasi siirecidir. Bu, 6zellikle kalite yonetimi ve akreditasyon
baglaminda 6nemli bir konudur (Peters vd. 2007; Anonymous 2014).

Yasalarin ve kalite standartlarinin, analitik metotlarin validasyonunu gerektiren
analitik laboratuvarlar {izerinde etkisi vardir. Yasalar validasyon kelimesini dogruca
kullanabilir, 6zel parametreler listeleyebilir veya “test edilen metot kullanim amaci igin
uygun olmali” seklinde validasyonu yorumlayabilir. Validasyon gereksinimleri i¢in farkl
kuruluglar tarafindan saglanan yonergelerin kapsami biiyiik 6l¢iide degisir, ancak
validasyonun amaci her zaman gecerli bir analitik test sonuglar1 elde etmektir. Metot
validasyonu, dogrudan nicel verilerin kalitesini etkiledigi icin metot gelistirme ile
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yakindan ilgilidir. Validasyon sayesinde gelistirilen metodun kabul edilebilirligi giivence
altina alinmaktadir. Gelistirilen analitik metodun validasyon ihtiyaci, uluslararasi rekabet,
yiiksek ticari ve market degerine sahip iiriinlere kalite standarti getirmek ve tenik
nedenlerle ortaya ¢ikmistir. Analitik metotlarin validasyonuna iliskin bir¢ok kurulusun
farkli ihtiyaglar1 karsilayan bilgi kaynaklar1 mevcuttur. Bu ylzden, metot validasyonu
icin rehberlik yapacak uygun kaynagin secilip uygulanmasi énemlidir. Temel olarak bu
kaynaklar Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC), Uluslararasi
Standardizasyon Komitesi (1SO), Avrupa Analitik Kimya Orgiitii (Eurachem) ve Resmi
Analitik Kimyagerler Dernegi (AOAC International) gibi bagimsiz bilimsel kuruluslar
tarafindan saglanmaktadir. Bu kuruluslar, ulusal/bolgesel diizenleyici otoritelerden ve
uluslararasi diizenleyici standart ve uygulamalar1 olusturan uluslararas1 kuruluslardan
olusmaktadir. Kullanilacak metot ISO, Avrupa Standartlar Komitesi (CEN), AOAC gibi
uluslararasi standart onaylayan kuruluslar tarafindan valide edilmis ise kullanici, kendi
kullanim1 i¢in metodun sadece var olan performans verilerini dogrulamaya ve/veya
saptamaya ihtiya¢ duyacaktir. Dolayisiyla bu yaklagim, metodu kullanan laboratuvarin ig
yiikiinii azaltacaktir (Huber 2010; Kay ve MacNeil 2012; Anonymous 2014; Chauhan vd.
2015).

Analitik metotlar spesifik uygulamalarin gereksinimleri dikkate alinarak valide
edilmelidir. Bu ylizden metot validasyonu i¢in, metodun gereklilik listesini karsilayan ve
bir¢ok farkli uygulamada kullanilabilecek genel bir yol olarak tek bir yontemin oldugunu
diisinmek yanilticidir. Aksine, tanimlama, amaglanan bir kullanim i¢in 06zel
gereksinimlerin, yontemin performans yeteneklerinin  belirlenmesinden  dnce
tanimlanmasi gerektigi anlamina gelir (Boqué vd. 2002). Analitik sistemin tanimlanmasi
metotun tlirli ve amaci, dl¢iilen analitin tiirii ve konsantrasyonu, materyal veya matriksin
tiiriine gdre hangi metotun kullanilacagi ve metot protokoliinii igerir. Iyi bir analizin
temeli, analitik gerekliligin acik bir spesifikasyonuna dayanir. Ikincisi, asgari amaca
uygunluk kriterlerini veya belirli bir sorunu ¢6zmek i¢in yontemin karsilamasi gereken
farkli performans kriterlerini yansitir. Performans parametrelerinin se¢imi analitik
yontemin durumuna gore degismektedir. Yontem daha once uluslararasi protokole gore
tamamen valide edilmisse, genis kapsamli laboratuvar igi (in-house) validasyonun
yapilmast gerekmezken, laboratuvar i¢i yeni gelistirilen metoda ait herhangi bir
performans kriteri belirlenmemisse miimkiin oldugu kadar c¢ok sayida validasyon
parametresinin (tam validasyon) incelenmesi gerekmektedir (Taverniers vd. 2004). Genel
olarak metot validasyonu igin incelenmesi Onerilen performans kriterleri; dogrusallik
(linearity), ol¢iim aralig1 (range), secicilik (selectivity), tespit limiti (limit of detection-
LOD), tayin limiti (limit of quantification-LOQ), dogruluk (accuracy) ve kesinliktir
(precision) (Taverniers vd. 2004; Peters vd. 2007; Huber 2010; Kay ve MacNeil 2012).

Secicilik, tespit edilecek analitin matriks igerisinde bulunan safsizliklar, bozunma
riinleri ve diger matriks bilesenlerinden ayirt edilerek Olgiilmesini ifade etmektedir.
Analitik yontemlerin ¢ogunda, 6l¢lim asamasinda iiretilen sinyalin numunedeki girisim
yapan bilesiklerin varligindan degil, yalnizca ilgili analite bagl oldugundan emin olmak
gerekir. Bu nedenle, analitik yontemin segiciligini (veya 6zgiilligiinii) test etmek gerekir.
Bir metodun segciciligi genellikle, ilgilenilen analitin numunelerde girisim yapan belirli
bilesenlerin yaninda 6l¢iilebilme yeteneginin calisilmasiyla incelenir (Boqué vd. 2002;
Huber 2010; Eldin 2011; Anonymous 2014). Bunun igin, kér numuneye (analiti
icermeyen Ornek) farkli konsantrasyonda aranan analit eklenerek girisim unsurlariin
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olusup olusmadigi incelenmektedir. Sivi kromatografide secicilik, optimum kolonun
secilmesi ve mobil faz bilesimi, kolon sicakligi ve detektor dalga boyu gibi kromatografik
kosullarin ayarlanmasiyla elde edilir. Kromatografik ayirmanin yani sira, numune
hazirlama asamasit da en iyi segicilik i¢in optimize edilebilir. Gliniimiizde yiiksek
¢ozuntrlikli kiitle spektrometrik cihazlarin kullanilmasi eser miktardaki analitlerin
belirlenmesinde ¢ok iyi segicilik saglanmaktadir. Uygun bir kalibrasyon modelinin se¢imi
analit miktarinin giivenilir bir sekilde tespit edilmesi i¢in 6nemlidir. Bu nedenle, analit
konsantrasyonu ile cihazda vermis oldugu sinyal arasindaki iliski incelenmelidir. Bu
acidan, dogrusallik ve 6l¢lim aralig1 analitik ¢alismalarda belirlenmesi gereken iki 6nemli
parametredir. Tiim kantitatif yontemlerde, analit konsantrasyonlarinin veya analitik
metodun uygulanabilecegi 6zel degerlerin araliginin yani 6l¢iim araliginin belirlenmesi
gerekir. Dogrusallik, analit konsantrasyonu ile sinyalin dogru orantili olarak degistigi alt
ve st sinirlar belirtmektedir. Analizlerde analitlerin 6l¢iim araligi bu sinirlar igerisinde
olmalidir. Olgiim arahiginin alt smirini, tayin limiti (LOQ) degeri belirlemektedir.
Calisma araliginin en iist sinir1 analitik duyarlilikta belirgin bir bozulmanin gézlendigi
derisimdir. (Boqué vd. 2002; Taverniers vd. 2004; Peters vd. 2007; Huber 2010; Kay ve
MacNeil 2012).

Analitik yontemin dogrulugu, analiz sonucunda elde edilen verilerin gergek
degere yakinligini ifade etmektedir. Dogruluk, gerceklik ve kesinlik parametrelerini
kapsamaktadir. Gergeklik, bir degerin bilinen ger¢ek degere yakinligini (sapma-bias)
belirtmektedir. Bu deger, bir 6l¢lim metodunun gercek sonucu verebilme kabiliyetini
ifade eden sistematik hatalardan etkilenmektedir. Gergek deger, sertifikali referans
maddelerin kullanildig1 valide edilmis bir metot uygulanarak belirlenmektedir. Ancak
sertifikali referans madde ve metodun bulunmadigr durumlarda geri kazanim g¢aligmasi
yapilarak da belirlenebilmektedir. Bu kapsamda validasyon calismasinin yapilacagi
matrikse (blank) tespit edilecek analit bilinen konsantrasyonda ilave edilerek analiz
edilmektedir. Kesinlik ise, ayn1 Ornekten elde edilen 6l¢iim sonuglarinin birbirine
yakinligini ifade etmektedir. Kesinlik tekrarlanabilirlik (repeatability), ara kesinlik
(intermediate precision) ve tekrar iiretilebilirlik (reproducibility) olmak tizere 3 farkli
sekilde belirlenmektedir. Tekrarlanabilirlik, sonuglar arasindaki en kiigiik varyasyonu
vermesi beklenen, bir analistin, ayn1 laboratuvarda, ayni cihazla kisa bir zaman araliginda
gerceklestirdigi Olgiimlerin dagiliminin Slgiisiidiir. Tekrar iiretilebilirlik ise sonuglar
arasindaki en yliksek varyasyonu vermesi beklenen, ayni metodu kullanan laboratuvarlar
aras1 sonuglarin dagiliminin Slgiistidiir. Bu iki u¢ nokta arasinda “ara kesinlik”, ayni
laboratuvarda farkli giinlerde farkli analistler tarafindan yapilan Olgiimlerin
varyasyonudur. Bir metodun kesinligi standart sapma veya bagil standart sapma (RSD)
degeri ile belirlenmektedir (Taverniers vd. 2004; Peters vd. 2007; Huber 2010; Kay ve
MacNeil 2012; Anonymous 2014).

Analit sinyalinin kor numune sinyalinden ayrilmasi ve uygun bir kesinlikte
sonuclarin elde edilmesi eser miktarda analit konsantrasyonlarinda calisilmasi
durumunda daha da dnem arz etmektedir. Bu durum igin tespit limiti ve tayin limiti
kavramlar1 olusturulmustur. Tespit limiti, ornek igerisinde yer alan analitin tespit
edilebilen ancak degeri tam olarak Olclilemeyen en diisiik miktarnt ya da
konsantrasyonudur. Kromatogramda bu deger, analit pikinin yiiksekliginin (sinyal-S)
temel taban cizgisinden (baseline) yani gurulti seviyesinden (N) en az 3 kat ylksek
olmasmi ifade etmektedir. Tespit limitinin altinda kalan nicel verilerin olglimii
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yapilabilmektedir ancak bu degerlerin 6lgiimiindeki belirsizlik gercek degerden oldukga
yiiksek oldugu i¢in dl¢timler dogru ve kesin olmamaktadir. Tayin limiti ise bir kimyasal
Olctim isleminin bir analiti yeterli sekilde nicelendirme yetenegini gosteren bir
performans oOzelligidir ve kabul edilebilir bir hassasiyet ve dogruluk diizeyinde
belirlenebilen en diisiik analit miktar1 veya konsantrasyonu olarak tanimlanir ve
raporlama limiti olarak da bilinmektedir. Genellikle tespit limiti ve tayin limiti en diigiik
konsantrasyonda analitin 6rnek korii lizerine eklenerek yapilan ¢oklu analiz sonuglarinin
standart sapmasinin hesaplanmasi ile elde edilmektedir. Belirlenen standart sapmanin 3
ile carpilmasi sonucunda tespit limiti, 10 ile carpilmasi sonucunda tayin limiti
hesaplanmaktadir. Bu sayilar, sirasiyla dlglimlerde maksimum kabul edilebilir bagil
belirsizlik yiizdeleri olan %33 ve %10 degerlerinin karsilig1 olan katsayilardir (Boqué vd.
2002; Taverniers vd. 2004; Peters vd. 2007; Huber 2010; Kay ve MacNeil 2012).

2.6. Gidalarda Kiitle Spektrometresi Kullanilarak Yapilan Mikotoksin Kalinti
Analizi Calismalan

Sulyok vd. (2006) tarafindan yapilan bir galismada, bugday ve musirda 39
mikotoksin herhangi bir temizleme islemi olmadan seyrelt ve enjekte et yontemi ile
ekstrakte edildikten sonra LC-ESI-MS/MS cihaz1 kullanilarak analiz edilmistir.
Ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziicli oranlart ACN/H2O/HAC 79+20+1 (v/v/v) dir. Analizde
gradiyent eliisyon kullanilmistir ve analiz siiresi 42 dakikadir. Bugdayda geri kazanim
degeri %32,2’nin altinda bagil standart sapma ile %43-104; misirda ise %40,4’lin altinda
bagil standart sapma ile %57-110 araliginda bulunmustur. LOD degeri bugdayda 0,03-
170 ppb; misirda ise 0,03-220 ppb olarak tespit edilmistir. Sulyok vd. (2007) bu
caligmalarinin kapsamini 39 analitten 87 analite ¢ikararak genisletmis ve yine seyrelt ve
enjekte et yontemi kullanarak HPLC-ESI-MS/MS ile analizini yapmislardir. Ogiitiilmiis
ekmek kirintilarinda bir 6nceki ¢calismadaki ekstraksiyon ¢6ziicii bilesimini kullanmiglar
ve gradiyent eliisyon kullanilarak yapilan analizin siiresi pozitif ve negatif modda toplam
42 dakikadir. LOD degeri 0.02-225 ppb, geri kazanim degeri % 22,8’in altinda bagil
standart sapma ile % 31-285 olarak belirlenmistir. Berthiller vd. (2007) Sulyok vd. (2006)
‘nin ¢alismasinin daha da genisletildigini ve 90 mikotoksin ve metabolitinin tahillarda
LC-ESI-MS/MS ile analiz edildigini bildirmektedir. Gradiyent eliisyon kullanilarak
yapilan analiz negatif ve pozitif iyonizasyon modunda toplam 45 dakika stirmektedir.
LOD degeri 0,03-30 ppb araliginda hesaplanmigtir.

Cin’de gidalarda ve yemde yapilan bir diger ¢alismada 17 Aspergillus, Fusarium
ve Penicillium toksini LC-MS/MS (ii¢lii kuadrupol) cihazi ile analiz edilmistir. Ornekler
ACN/H20 84+16 (v/v) ekstraksiyon ¢oziiciisii ile ekstrakte edilmis ve kat1 faz ektraksiyon
kartusu ile temizleme islemi yapilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilarak yapilan analiz
pozitif iyonizasyon modunda 6,5 dakika negatif iyonizasyon modunda 4 dakika
stirmektedir. Dogrusallik 17 mikotoksin i¢in 0,99’un {izerinde korelasyon katsayis1 ile 10
pozitif iyon icin 0,05-20 ppb, 7 negatif iyon icin 0,5-50 ppb araliginda elde edilmistir.
%70-119 arasinda geri kazanim saglanmistir (Ren vd. 2007).

Lattanzio vd. (2007) tarafindan italya’da yapilan bir diger ¢alismada misirda farkli
polariteye ve kimyasal yapiya sahip 11 mikotoksin LC-ESI-MS/MS (t¢lu kuadrupol) ile
analiz edilmistir. Etkili bir ekstraksiyon saglamak icin fosfat tamponlu bir ¢ozelti ve
ardindan metanol ile ¢ift ekstraksiyon uygulanmis temizleme asamasinda da bu
mikotoksinlerin antikorlarini i¢ceren ¢oklu toksin immiino affinite kolon kullanilmistir.
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Gradiyent eliisyon kullanilarak yapilan analiz 56 dakika siirmektedir. LOD degeri 0,3-4,2
ppb arasinda hesaplanmistir. Geri kazanim %13’{in altinda bagil standart sapma ile %79
‘un tlizerinde elde edilmistir. Hollanda’da yerfistigi, antep fistigi, bugday, misir, misir
gevregi, kuru liziim ve incirde yapilan calismada ornekler ACN/H.O 80+20 (v/v)
ekstraksiyon cozeltisi ile ekstrakte edildikten sonra 33 mikotoksin LC-ESI-MS/MS ile
analiz edilmistir. Gradiyent eliisyonla yapilan analizin siiresi 30 dakikadir. Aflatoksinler
ve OTA i¢in LOQ degeri 1 ppb, DON i¢in 50 ppb ve diger toksinler igin ise 10-200 ppb
araliginda hesaplanmistir. Geri kazanim ¢alismalarinda mikotoksinler %26-126
oranlarinda elde edilmistir (Spanjer vd. 2008).

Beltran vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli gida maddelerinde 11
mikotoksin ACN/H20 80+20 (v/v) % 0,1 asetik asitli ekstraksiyon ¢ozlcusu ile ekstrakte
edilerek UHPLC-MS/MS (Ugli kuadrupol) ile analizi yapilmistir. Matriks uyumlu
yapilan kalibrasyonda dogrusal aralik 0,99°un lizerinde korelasyon katsayisi ile aflatoksin
ve OTA i¢in 0,05-100 ppb, diger toksinler i¢in 1-100 ppb degerinde elde edilmistir. LOD
ve LOQ degerleri sirastyla DON igin 25-45 ppb, 80-150 ppb; HT-2 igin 2-5 ppb, 6,5-15
ppb ve diger toksinler i¢in ise 0,1-1 ppb ve 0,3-3,5 ppb olarak hesaplanmistir. Geri
kazanim oran1 % 20’nin altinda bagil standart sapma ile %70-110 araliginda elde
edilmistir. Frenich vd. (2009) tarafindan yapilan bagka bir calismada misir, ceviz, biiskivi
ve kahvaltilik ¢erezler ACN/H20 80+20 (v/v) ile ekstrakte edilerek 12 mikotoksin
UHPLC-MS/MS (ii¢lii kuadrupol) cihazi ile analiz edilmistir. Matriks uyumlu yapilan
kalibrasyonda dogrusal aralik 0,98’in lizerinde korelasyon katsayisi ile aflatoksin M1 igin
0,1-10 ppb, diger toksinler i¢cin 1-100 ppb degerinde elde edilmistir. Gradiyent eliisyon
kullanilarak yapilan analizin siiresi 8,5 dakikadir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,01-
2,1 ppb ve 0,03-6,3 ppb olarak hesaplanmistir. Geri kazanim degeri 5 ve 50 ppb’de %25
'in altinda bagil standart sapma ile %70-108,4 olarak elde edilmistir.

Romagnoli vd. (2010) tarafindan kahvaltilik ¢erezler ve bebek gidalarinda yapilan
calismada 4 mikotoksin LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Gradiyent eliisyonda yapilan
analiz 30 dakika strmektedir. Ekstraksiyonda coklu mikotoksin immuno affinite kolon
kullanilmistir. LOD degeri DON i¢in 60 ppb, diger toksinler i¢in 10 ppb olarak
hesaplanmistir. Tiim toksinler igin korelasyon katsayis1 r? =0,999 olarak DON igin 60-
480 ppb, ZEN icin 10-60 ppb ve T-2 ve HT-2 igin ise 10-80 ppb araliginda dogrusallik
elde edilmistir. Tiim analitler igin %60-100 arasinda geri kazanim saglanmistir. Frenich
vd. (2011)’nin yaptiklar1 baska bir c¢aligmada yumurta ornekleri QUEChERS ile
ekstraksiyon yapildiktan sonra daha fazla bir temizleme asamasina ihtiya¢ duyulmadan
10 mikotoksin UHPLC-MS/MS (iiglii kuadrupol) ile analizi yapilmigtir. Matriks uyumlu
yapilan kalibrasyonda dogrusal aralik 0,98’in {izerinde korelasyon katsayisi ile elde
edilmistir. Garidiyent eliisyon kullanilarak yapilan analiz 7 dakika siirmektedir. 10, 25,
50 ve 100 ppb’de geri kazanim ¢alismasi yapilmis ve AFG1 ve OTA’da 10 ppb ve
AFG2’de 50 ppb haricinde % 25’in altinda bagil standart sapma ile % 70-110 araliginda
geri kazanim elde edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,5-5 ppb ve 1-10 ppb
araliginda hesaplanmastir.

Piring, bugday, yulaf ve arpayi igeren tahilda mikotoksin analizi i¢in yapilan diger
bir ¢aligmada 11 tane mikotoksin ACN/H2O/HAc 79+20+1 (v/v/v) ile ekstraksiyonundan
sonra herhangi bir temizleme asamasi olmadan LC-MS/MS (lc¢lu kuadrupol) ile analizi
yapilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilarak 25 dakika siire igerisinde 6rnekler analiz
edilmistir. LOD degeri 0,01-20 ppb, LOQ degeri ise 0,02-40 ppb olarak hesaplanmustir.
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Geri kazanim degeri %76,8-108,4 ve bagil standart sapma degeri %6,8-14,4 araliginda
degismektedir (Soleimany vd. 2012). Juan vd. (2012) tarafindan yapilan ¢oklu
mikotoksin analizinde bugday, yulaf, arpa ve kilgiksiz bugday ACN/H20 84+16 (v/v)
ekstraksiyon ¢Ozucusu ile ekstrakte edilerek 12 mikotoksin LC-MS/MS (li¢lu kuadrupol)
ile analiz edilmistir. Tiim mikotoksinler i¢in 0,992 nin {izerinde korelasyon katsayisiyla
dogrusallik elde edilmistir. Gradiyent elisyonda yapilan analiz 15 dk siirmektedir. LOQ
degeri 2,5-25 ppb arasinda hesaplanmistir. Geri kazanim tiim analitler i¢cin %70 ‘in
iizerinde elde edilmis ve tekrarlanabilirlik bagil standart sapmast %11’in altinda
belirlenmistir.

Abia vd. (2013) tarafindan tahil, findik ve onlarin iiriinlerinde yapilan bir
calismada 69 mikotoksin ve metaboliti ACN/H2O0/HAc 79+20+1 (viviv) ile
ekstraksiyonundan sonra herhangi bir temizleme asamasi olmadan LC-ESI-MS/MS (¢l
kuadrupol) ile analizi yapilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilarak 20,5 dakika sure
icerisinde ornekler analiz edilmistir. LOD ve geri kazanim degerleri sirastyla 0,0002-5
ppb ve % 37- 582 araliginda tespit edilmistir. Tayvan’da piring, misir, bugday ve
yerfistiginda yapilan bir diger calismada ekstraksiyonda immiino affinite kolon
kullanilmis ve 11 mikotoksin LC-MS/MS cihazi ile analiz edilmistir. Gradiyent eliisyon
kullanilarak yapilan analiz 9 dakika siirmektedir. Matriks uyumlu kalibrasyon
kullanilmigtir. LOD degeri FB1 ve FB2 i¢in 20 ppb diger toksinler i¢in ise 5 ppb’nin
altinda hesaplanmistir. Geri kazanim degeri %15’in altinda bagil standart sapma ile %70-
120 arasinda elde edilmistir (Tang vd. 2013).

Arroyo-Manzanares vd. (2013) tarafindan gerezler ve ¢ekirdeklerde yapilan ¢oklu
mikotoksin analizinde UHPLC-MS/MS cihaz1 kullanilmis ve 14 mikotoksin analiz
edilmistir. Aflatoksinler disindaki diger toksinler QUEChERS 1n ilk asamasina dayali
olarak ektrakte edilmistir. Gradiyent eliisyonda yapilan analizin siiresi 8 dakikadir.
Matriks uyumlu kalibrasyonda tim analitler i¢cin 0,99’un iizerinde korelasyon katsayisi
ile dogrusallik elde edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,17-45,1 ppb ve 0,57-
150 ppb olarak hesaplanmistir. Metodun kesinligi her zaman %11 ‘in altinda ve geri
kazanim degeri %60,7-104,3 arasinda elde edilmistir. 2014 yilinda Arroro-Manzanares
vd. (2014) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada 15 tane mikotoksin UHPLC-MS/MS
(tiglii kuadrupol) ile analiz edilmistir. Calismada karabugday, kinoa, amarant tohumlari
ve piring QUEChERS yodntemi ile ekstraksiyonu yapildiktan sonra daha fazla bir
temizleme asamasina ihtiya¢ duyulmadan cihaza enjekte edilmistir. Gradiyent programda
yapilan analizin siiresi 8 dakikadir. Matriks uyumlu yapilan kalibrasyonda dogrusal aralik
0,9953-0,9993 korelasyon katsayist ile 0,23-10000 ppb degerinde elde edilmistir.
Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik degeri tiim konsantrasyonlarda %12’nin altinda ve tiim
mikotoksinler i¢in geri kazanim degeri %60-103,5 arasinda belirlenmistir. LOQ degeri
ise 0,23-233 ppb olarak hesaplanmistir (Arroyo-Manzanares vd. 2014).

Ispanya’da yapilan bir diger ¢alismada kuru meyvelerde QuEChERS ydntemiyle
ektraksiyon yapildiktan sonra ileri bir temizleme agamas1 yapilmadan 16 mikotoksin LC-
ESI-MS/MS (iiglii kuadrupol) ile analiz edilmistir. 0,0998’in {iizerinde korelasyon
katsayis1 ile dogrusallik elde edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0,08-15 ppb ve
0,2-45 ppb olarak hesaplanmistir. Geri kazanim degeri %60-135 ve giini¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik sirasiyla < %9-20 elde edilmistir ( Azaiez vd. 2014). Malachova vd.
(2014) tarafindan 4 farkli matrikste 295 kiif ve bakteri metabolitinin seyrelt ve enjekte et
yontemi kullanilarak LC-MS/MS ile analizi yapilmistir. Matriks olarak bebekler igin
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yiiksek su igerikli elma piiresi, ylksek yag igerikli findik, yiiksek nisasta ve diisiik su
icerikli misir ve zor ve benzersiz yapisiyla yesil biber secilmistir. Ekstraksiyon ¢oziicii
bilesimi ACN/H20/HAc 79+20+1 (v/v/v) ‘dir. Analiz negatif ve pozitif modda 15,5 dk
stirmistir. LOD degeri 0,006-134,6 ppb, LOQ degeri 0,021-448,6 ppb olarak
hesaplanmaistir. Baz1 analitler i¢in geri kazanim orani %70-120 arali§inin disinda olsa da
tekrarlanabilirlik ¢ogunda (%89-97) kabul edilebilir deger olan %:20’nin altinda
belirlenmistir.

Desmarchelier vd. (2014) tarafindan yapilan baska bir calismada 7 farkli matrikste
15 mikotoksin HPLC-MS/MS ile analiz edilmistir. Ekstraksiyonda QUEChERS yontemi
uygulanmis ve temizleme asamasi immino affinite kolon ile yapilmistir. Gradiyent
eliisyon kullanilarak yapilan analiz 19 dakika siirmektedir. Tiim analitler i¢in 0,99’un
tizerinde dogrusallik elde edilmistir. LOQ degeri aflatoksin ve OTA igin sirasiyla 0,05-
0,25 ppb’dir. Geri kazanim %71-118 arasinda, kesinlik %33’lin altinda bagil standart
sapma ile ve %78-117 arasinda dogruluk elde edilmistir. Belgika’da 3 farkli gesitteki
stiplirge darisinda 23 mikotoksin LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Ekstraksiyonda
metanol ve etil asetat ¢ozeltisi kullanilmis ve temizleme kat1 faz ektraksiyon kartusu ile
yapilmustir. Gradiyent eliisyonda yapilan analizin siiresi 28 dakikadir. Matriks uyumlu
yapilan kalibrasyonda tiim analitler i¢in 0,9 un lizerinde dogrusallik elde edilmistir. LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 1,2-50 ppb ve 2,5-100 ppb olarak hesaplanmistir.
Tekrarlanabilirlik %7-22 ve ara kesinlik %14-44 arasinda bagil standart sapma olarak
elde edilmistir (Ediage vd. 2015).

De Santis vd. (2017) tarafindan tahil bazli 6rneklerde 7 tane (AFB1, OTA, DON,
FB1, T-2, HT-2, ZEN) mikotoksin seyrelt ve enjekte et yontemi ile ekstrakte edildikten
sonra LC-MS/MS cihazi kullanilarak analiz edilmistir. Ekstraksiyonda en iyi sonug
ACN/H2O/HAc 79+20+1 (v/v/v) ¢bziicli oranlarinda elde edilmistir. Gradiyent eliisyon
ile yapilan analizin siiresi 16,5 dakikadir. Dogrusallik korelasyon katsayisinin
belirlenmesiyle test edilmis ve tiim analitler i¢in 0,9901-0,9997 korelasyon katsayisi ile
dogrusallik elde edilmistir. Bagil standart sapma % 6-20 olarak belirlenmistir.
Dogrulugun gostergesi olarak yapilan geri kazanim ¢alismalar1 sonucunda % 52-119
araliginda degerler elde edilmistir. LOQ degeri 0,06-20 ppb olarak belirlenmistir. Giiney
Kore’de yapilan bir bagka calismada kahverengi piring, misir, dari, siipiirge daris1 ve
karisik tahillarda 13 mikotoksin immino affinite kolonla temizlendikten sonra LC-
MS/MS ile analiz edilmistir. Dogrusallik 0,993’iin {izerinde korelasyon katsayisi ile 1,3-
53 ppb araliginda elde edilmistir. Geri kazanim %0,1-14,3 bagil standart sapma ile
%73,9-133 arasinda elde edilmistir (Kim vd. 2017).

Fildisi sahili’nde piring, misir ve yer fistig1 liriinlerinde bulunabilecek 77 tane
mikotoksinin analizi Manizan vd. (2018) tarafindan yapilmistir. Ekstraksiyon islemi
QuEChERS ile yapilmis ve analiz i¢in UHPLC-MS/MS kullanilmistir. LOD ve LOQ
degerleri de sirasiyla 0,005-125 ppb ve 0,01-250 pbb araliginda hesaplanmistir.
Brezilya’da yapilan bir diger ¢calismada misir unu, bugday unu, piring ve fasiilyede 9
mikotoksin LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Ekstraksiyonda seyrelt ve enjekte et yontemi
uygulanmis ve ¢oziicii olarak ACN/H2O/HAc 80+20+0,1 (v/v/v) kullanilmistir.
Gradiyent eliisyonda yapilan analizin siiresi 10 dakikadir. Tiim analitler i¢in 0,99’un
tizerinde korelasyon katsayisi ile dogrusallik elde edilmistir. LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 0,12-6,1 ppb ve 0,3-18,8 ppb arasinda hesaplanmistir. Ttiim analitler igin % 93-
111 arasinda geri kazanim saglanmistir (Franco vd. 2018).
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Jedziniak vd. (2019) tarafindan yapilan baska bir ¢oklu mikotoksin analizinde 8
mikotoksin LC-MS/MS (ii¢lii kuadrupol) ile analiz edilmistir. Hayvan yeminde yapilan
analizde ekstraksiyonda diliisyon ve immuno affiniti kolonun (IAK) etkinligi
karsilagtirilmistir. Coziicli olarak ACN/H20/formik asit 79+20+1 (v/v/v) kullanilmistir.
Gradiyent eliisyonda analiz 16 dakika siirmektedir. Geri kazanim diliisyon prosediiriinde
%88-110, IAK prosediiriinde %78-120 araliginda elde edilmistir. Diliisyon ve IAK
prosediirlerinde laboratuvar igi tekrar iiretilebilirlik sirasiyla %7,8-22,4 ve %12-35,5
olarak elde edilmistir. Diliisyon yonteminde kesinlik ve dogrulugun daha iyi oldugu,
islem basamaginin azlig1 nedeniyle daha az zamanda ¢oklu analizlerde kolaylik sagladigi
ote yandan IAK prosediiriinde temizleme asamasinda kolon kullanilmasimin tecriibe
gerektirdigi, daha ¢ok zaman aldig1 ve de pahali oldugu belirtilmektedir.

Brezilya’da piringte yapilan bir ¢aligmada 10 tane mikotoksin analizi yapilmistir.
Bu amacla seyrelt ve enjekte et ekstraksiyon yontemi ve UHPLC-MS/MS (ugli
kuadrupol) cihazi kullanilmistir. Gradiyent eliisyonun kullanildigi analizin siiresi 7
dakikadir. Dogrusallik AFB1 ve AFB2 i¢in 0,3-9 ppb; AFG1, AFG2, citrioviridin ve
OTA icin 0,5-18 ppb; DON ve ZEN icin 25-900 ppb ve FB1 ve FB2 i¢in 50-1800 ppb
degerleri arasinda 0,9998’in iizerinde bir korelasyon katsayisi ile tespit edilmistir. LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 0,3-51,5 ppb ve 0,5-103,1 ppb araliginda hesaplanmistir. Geri
kazanim ¢alismalarinda %3,1-18,3 bagil standart sapma ile %85,9-104,6 degerleri elde
edilmistir (Da Silva vd. 2019). Scarpino vd. (2019) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada ise misir ve bugdayda eser miktarda bulunabilen 17 tane mikotoksinin analizi
yapilmistir. Seyrelt ve enjekte et ekstraksiyon yontemiyle matriksten ekstrakte edilen
mikotoksinler direkt olarak ve temizleme kartusu ile temizlenmis olmak {izere 2 farkl
sekilde HPLC-ESI-TQ-MS/MS (li¢li kuadrupol) cihazi ile analiz edilmistir. Gradiyent
elisyon kullanilarak yapilan analiz negatif iyonizasyon modunda 15 dakika, pozitif
iyonizasyon modunda ise 13 dakika siirmektedir. Analiz i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi
analitlerin konsantrasyonuna gore fakli degerlerde hazirlanmistir. Bu araliklarda uygun
korelasyon katsayist (> >0,99) ile dogrusallik elde edilmistir. Geri kazanim
caligmalarinda mikotoksinler %41-134 oranlarinda elde edilmistir. Bagil standart sapma
ise %1-28 araliginda tespit edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,3-3 ppb ve 1-10
ppb araliginda hesaplanmistir. Abreu vd. (2020) tarafindan kakaoda yapilan bir ¢alismada
QUEChERS ve seyrelt ve enjekte et yaklasimina dayanilarak ekstrakte edilen 42
mikotoksin LC-MS/MS cihazi ile analiz edilmistir. Gradiyent eliisyon kullanilan analizin
stiresi 8,5 dakikadir. 42 mikotoksinden 34’1 nicel 8 tanesi nitel olarak belirlenmistir. LOQ
degerleri 1-33 ppb arasinda hesaplanmistir. ZEN’in de dahil oldugu 4 toksinde geri
kazanim orani istenilen %70-120 degerinin arasinda tespit edilmistir. Ekstraksiyon
asamasinda NaCl ilave edilmesi ve -70 °C’de 15 dk bekletilmesinin matriks etkisini
azalttig1 ve ileri bir temizleme agsamasina ihtiya¢ duyulmadig belirtilmistir. De Colli vd.
(2020) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada 42 mikotoksin temizleme asamasi olmadan
QUEChERS yontemiyle ektrakte edilerek UHPLC-MS/MS (iiglii kuadrupol) cihazi ile
analiz edilmistir. Analizde 2 farkli gradiyent eliisyon kullanmilmistir ve analiz siiresi
toplam 19 dakikadir. Metot birkac¢ analitin disinda diger tim analitler i¢in 0,99’un
iizerinde korelasyon katsayis1 ile dogrusallik goOstermistir. Laboratuvar ici tekrar
iiretilebilirlik kosullarinda, gergeklik % 78-158 arasinda, kesinlik ise %1,7-49,9 arasinda
elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Aragtirmada kullanilan 13 farkli markaya ait 39 piring 6rnegi ve 10 farkli kavuzlu
ve kavuzsuz yulaf 6rnegi Antalya’da bulunan marketlerden ve Konya ve Corumdaki
isletmelerden temin edilmistir. Piring Ornekleri; 33 tanesi ambalajli olarak, 1 6rnek
kavuzlu piring, diger 5 6rnek dokme olarak ambalajsiz, yulaf ornekleri ise 2 Ornek
islenmis yulaf ezmesi, 2 6rnek kavuzsuz ve diger 6 ornek ise kavuzlu olarak temin
edilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan nivalenol, deoksinivalenol, beta zearalenol,
fumonisin B2, zearalenon, okratoksin A ve sterigmatosistin standartlart Sigma-Aldrich
Co., (USA) firmasindan, fumonisin Bl standarti ise Cayman Chemical (USA)
firmasindan temin edilmistir. Standartlarin saflik dereceleri ve saklama kosullar1 Cizelge
3.1°de belirtilmistir. Aspergillus versicolor kiifii Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji boliimii 6gretim iiyesi Porf. Dr. Ahmet ASAN’dan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Standartlarin saflik derecesi ve depolama sicakligi

Standart Saflik (%) Saklama
sicakligi (°C)
Nivalenol (N1V) 99,4 -20
Deoksinivalenol (DON) 99 -20
Beta zearalenol (Beta-ZOL) 98 -20
Fumonisin B1 (FB1) 95 -20
Fumonisin B2 (FB2) 97,5 -20
Zearalenon (ZEN) 99 -20
Okratoksin A (OTA) 98,7 -20
Sterigmatosistin (STE) 98 -20

Standart ¢ozelti hazirlama, ekstraksiyon ve kromatografik analiz agamalarinda
metanol, asetonitril, aseton, formik asit, asetik asit, amonyum format (Sigma-Aldrich,
Almanya), amonyum asetat (Merck, Almanya) kimyasallar1 kullanilmistir. Kimyasallar
LC-MS sistemlerinde kullanilmaya uygun analitik safliktadir. Ultra saf su Milli-Q
(Millipore, Fransa) sistemi ile elde edilmistir. Naylon filtre (0,22 pm) Millipore (Irlanda)
firmasindan ve QuUEChERS ekstraksiyon kitleri Agilent (ABD) firmasindan temin
edilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Standart cozeltilerin hazirlanmasi

Her bir mikotoksin stok c¢ozeltisi, derisimi 1000 ppm olacak sekilde
¢oziiniirliiklerine bagli olarak metanol, asetonitril veya metanol ve aseton karisiminda
hazirlanmistir ve -18 °C’de amber renkli tiiplerde muhafaza edilmistir. Arastirmada
kullanilan mikotoksinlerin tamamini iceren mix standart karisim metanol ile
hazirlanmistir ve analizler bu karisim kullanilarak yapilmistir.

3.2.2. Ekstraksiyon yontemleri

Pirin¢ ve yulaf 6rnekleri, QUEChERS ve seyrelt ve enjekte et (dilute and shoot)
yontemleri ile 2 farkli sekilde ekstraksiyon islemine tabi tutularak analiz edilmistir.

3.2.2.1. QUEChERS yodntemi

Piring ve yulaf drneklerinin QUEChERS yodntemine gore ekstraksiyonu i¢in CEN
Standart Yontem EN 15662 metodu uygulanmaistir.

Orneklerin ekstraksiyon asamasinda, pargalayicida (Waring Commercial 7010
HS, USA), 6giitiilen 5 g numune 50 mL’lik santrifiij tiipiine tartilarak tizerine 10 mL ultra
saf su ilave edilmistir ve 30 s elle calkalanmistir. Sonra, tizerine 15 mL %1 ’lik asetik asit
iceren asetonitril ilave edilerek tekrar 30 s elle ¢alkalanmistir. Daha sonra, Agilent EN
QUECHERS ektraksiyon kiti (4 g MgSOa, 1 g NaCl, 1 g sodyum sitrat dihidrat, 0,5 g
sodyum hidrojensitrat seskihidrat) ilave edilmistir ve 1,5 dk elle ¢alkalanmustir. Tiipler,
20 °C’de 4000 rpm’de 5 dk santrifiij (Eppendorf 5810R, Almanya) edilmistir. Tipler
santrifiij isleminden sonra 0,22 um’lik naylon filtreden gegirilerek viallere aktarilmis ve
analiz edilmistir.

3.2.2.2. Seyrelt ve enjekte et (dilute and shoot) ekstraksiyonu

Ekstraksiyon asamasi i¢in pargalayicida (Waring Commercial 7010 HS, USA),
ogiitiilen 5 g numune 50 mL’lik santrifiij tiipline tartilarak tizerine 15 mL’lik %1 lik asetik
asit iceren asetonitril ilave edilerek 90 s elle calkalanmistir. Sonra VWR Std 5000
calkalayict (USA) kullanilarak piring 6érnekleri 200 rpm de 5 dk, yulaf 6rnekleri ise 300
rpm de 10 dk ¢alkalanmustir.

Tiipler, 20 °C’de 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra ekstrakt 0,22 um’lik
naylon filtreden gecirilmis ve viallere aktarilarak analiz edilmistir.

3.2.3. Ultra yiiksek performans sivi kromatografisi

Aragtirmada Accela Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (Thermo
Scientific, ABD) cihaz1 kullanilarak kromatografik ayrim Hypersil Gold (50 mm x 2,1
mm, 1,9 um, Thermo Scientific, ABD) kolonu ile yapilmistir. Hareketli faz bilesimleri
asagida Dbelirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra mobil fazlar sonikatérde 10 dk
bekletilmistir.

Hareketli faz (A): % 0,1 asetik asit /su
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Hareketli faz (B): % 0,2 asetik asit /metanol

Kolon akig hiz1 0,5 mL/dk, kolon sicakligi 30 °C ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir.

Gradiyent eliisyon kullanilarak yapilan analizin siiresi 8 dakikadir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Hareketli faz oranlari

Dakika A faz1 (%) B fazi1 (%)
0 80 20

1 80 20 } Analitlerin tespit edilmesi
2,5 80 20

g 8 igg }- Kolonun yikanmasi

7 80 20

3 80 20 }- Kolonun sartlandirilmasi
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Sekil 3.1. Gradiyent eltisyon gorinim

3.2.4. Kutle spektrometresi

Analizin kiitle spektrometresi ile yapilan kisminda TSQ Quantum Access Max
(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazi kullanilmigtir. Analizler pozitif iyon modunda
gerceklestirilmistir.  Kromatografik degerlendirmelerin  yapilmasinda Xcalibur 2.1
yazilimi kullanilmistir. Analizérde tespit yapilirken cihazin kontrol panelinde belirtilen
tarama (scan) ve iyon kaynagi (HESI) parametrelerinin degerleri Cizelge 3.3°de

belirtilmistir.

Cihazin kiitle kalibrasyonu i¢in Polytyrosine, 1-3-6 (m/z 182, 508, 997) pozitif
iyon mod kalibrasyon ¢ozeltisi kullanilmistir. Cihazin kalibrasyonu ve ayarlama (tune)
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islemi TSQ serisi baslangi¢ klavuzunda belirtildigi gibi yapilmistir (Anonymous 2008).
Cihazin ayarlama islemi yapilirken elde edilen ekran goriintiisii Ek-1 ve EK-2’de
verilmistir. Cihazda Exactive Tune 2.0 ve Xcalibur 2.1 yazilim1 kullanilmastir.

Cizelge 3.3. Kontrol panelindeki parametrelerin degerleri

HESI Panelindeki
parametreler

Sheath gaz basinci (Arb) 40
Yardime1 gaz basinci (Arb) 20
Sprey voltaji( kV) 3,5
Kapiler sicaklig1 (°C) 250
Buharlastirma sicakligi (°C) 350
Kapiler voltaj1 (V) 35
Tube lens voltaji (V) 82

3.2.5. Metot validasyonu

Metot validasyonu, Avrupa Birligi Komisyon Karari’na (N0:2002/657/EC) uygun
olarak yapilmis olup bu kapsamda asagidaki parametreler degerlendirilmistir
(Anonymous 2002).

3.2.5.1. Dogrusallik ve 6lciim arahg

Olgiim araligmin belirlenmesi, metodun uygulama araliginin belirlenmesi
acisindan O6nemlidir. Dogruluk ve kesinlik c¢aligmalar1 bu araligi kapsayacak
konsantrasyonlarda yapilmaktadir. Dogrusallik, kalibrasyon egrisinde olgiilen analit
konsantrasyonunun ve Ol¢iim cihazindan elde edilen yanmitin dogru orantili olarak
goriildiigli araliktir. Her bir analit i¢in matriks uyumlu kalibrasyon grafigi alti farklh
konsantrasyonda OTA, STE ve FB2 ( 0, 5, 10, 20, 50, 100 pg/kg) ZEN, DON, FB1 ve
Beta-ZOL (0, 25, 50, 100, 250, 500 pg/kg), NIV(0, 250, 500, 1000, 2500, 5000 pg/kg)
hazirlanmisg ve her bir konsantrasyon i¢in iki tekrarli okuma yapilmistir. Elde edilen
sonuglarin dogrusalligi, korelasyon katsayisi (r?) hesaplanarak degerlendirilmistir.

3.2.5.2. Secicilik

Secicilik, analiz i¢in uygulanan metodun, analiti 6rnek matriksindeki diger
bilesiklerden ayirt edebilme yetenegidir. Secicilik, koér numunelerin ve belirli
konsantrasyonda analitleri igeren zenginlestirilmis numunelerin analizi sonucunda elde
edilen kromatogramlarin karsilastirilmas:  ile belirlenmistir. Kromatogramlarda
analitlerin alikonma zamanlarinda olast girisim unsurlariin olup olmadig1 kontrol
edilmistir (Kaklamanos vd. 2013).

3.2.5.3. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ)

Tespit limiti, zemin gurultisinden farkli olarak tespit edilebilen fakat degeri tam
olarak 6l¢iilemeyen en diisiik analit konsantrasyonudur. LOD’nin belirlenmesi i¢in 6rnek
kori tizerine toksin standart karisimindan cihazda goriilebildigi ve tekrarlanabilirliginin
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yapilabildigi en diisiik konsantrasyonda analitler ilave edilerek ayn1 giin i¢erisinde 10 ayr1
analiz yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen degerlerin standart sapmasi
hesaplanmis ve bu degerin 3 kat1 LOD degeri olarak belirtilmistir. Tayin limiti ise, kabul
edilebilir dogrulukta ve kesinlikte dlgiilebilen en diisiik analit konsantrasyonudur. LOQ,
LOD’nin tespit edilmesi i¢in yapilan analizler sonucunda hesaplanan standart sapmanin
10 kat1 alinarak belirlenmistir.

3.2.5.4. Dogruluk ve kesinlik

Dogruluk, analiz sonucunda elde edilen verilerin gergek degere; kesinlik ise
Olclim sonuglariin birbirine yakmligimi ifade etmektedir. Dogruluk, laboratuvar
orneklerinin dogrusal araliktaki belirli konsantrasyonlarda OTA, STE ve FB2 igin (5, 20,
50 pg/kg), ZEN, DON, beta-ZOL ve FB1 ic¢in (25, 100, 250 pg/kg) ve NIV icin (250,
1000, 2500 pg/kg) standart maddeler ile zenginlestirilerek yapilan geri kazanim
calismalar1 sonucunda elde edilen degerler; kesinlik ise elde edilen bu degerlerin bagil
standart sapmasi (%RSD) ile degerlendirilmistir. Geri kazanim orani (%R) ve yiizde bagil
standart sapma degerleri sirastyla 3.1 ve 3.2°deki denklemler kullanilarak hesaplanmastir.

%R = zenginlestirilmis 6rnegin belirlenen konsantrasyonu « 100 31
o zenginlestirme konsantrasyonu (3.1)

standart sapma
%RSD = - x 100 (3.2)
ortalama geri kazanim

Kesinligin, tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik olmak iizere 2 ayr1 6lgiimii
mevcuttur. Tekrarlanabilirlik, ayni giin igerisinde 3 farkli konsantrasyonda yapilan ve her
bir konsantrasyonda 6 kez tekrarlanan analiz sonucunda elde edilen degerlerin; tekrar
uretilebilirlik ise, tekrarlanabilirlik calismasinin 3 farkli giinde yapilmasi sonucunda elde
edilen degerlerin bagil standart sapmasi1 hesaplanarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. infuzyon

Tez galismasinda kullanilan mikotoksinlerin tespit edilebilmesi i¢in dncelikle her
bir analitin par¢alanma iyonlarinin olustugu ¢arpisma enerjileri belirlenmistir. Bu amacla,
her bir analitin kiitle spektrometresine konsantrasyonu 1 pug/mL olacak sekilde hazirlanan
standart ¢ozeltilerinin ayr1 ayri inflizyonu yapilmistir. Her bir analite 6zgii ve yogun
olarak bulunan parcalanma iyonlarinin en az ikisi secilmistir. Caligmalar tam tarama ve
pozitif iyon tespit modunda gergeklestirilmistir. Tarama aralig1 ana (molekiiler) iyon ve
parcalanma iyonlarini igerecek sekilde se¢ilmistir. Cizelge 4.1°de ¢alismada kullanilan
mikotoksinlerin belirlenen ana iyonlari, molekiiler iyon, par¢alanma iyonlari, ¢arpisma
enerjileri ve alikonma zamanlar1 verilmistir. Sekil 4.1-4.8de mikotoksinlere ait inflizyon
goriintlileri verilmistir.

Calismada kromatografik ayrim i¢in ters faz kromatografi teknigi kullanilmistir.
Bu ¢alismada kullanilan kolon (Hypersil GOLD, Thermo Scientific, ABD) ile en fazla
1250 bar basingta, 60 °C sicaklikta ve pH 2-11 araliginda calisilmaktadir. Kromatografik
kosullar1 belirlemek amaciyla hareketli faz bilesimi, akis hizi, 6rnek enjeksiyon miktari,
kolon sicaklig1 ve gradiyent eliisyon orani kosullar1 belirlenmistir. Calismada mikotoksin
karisimini igeren mix kullanilmistir. Analizler SRM modunda gergeklestirilmistir. SRM
gecisleri i¢in daha 6nce yapilan inflizyon sonucunda tespit edilen ana iyon, parcalanma
iyonlar: ve garpisma enerjileri kullanilmistir. Her bir analit i¢in alikonma zamanlart SRM
gecisleri goz Oniinde bulundurularak degerlendirilmistir. Pargalanma iyonlarindan
absorbansi daha yiiksek olan miktar analizi i¢in digeri ise tanimlama i¢in se¢ilmistir.
Ekstrakte iyon kromatogramlarinda her iki iyon pikinin tamamiyla Ortiismesi ve drnek
ekstraktinda olgiilen iyon oran degisiminin Avrupa Birligi Komisyon Karari’nda
(N0:2002/657/EC) ve SANTE/12089/2016’da belirtildigi gibi (x %30 ) olmasi goz
ontinde bulundurulmustur (Anonymous 2002, 2016). Ayrica optimize edilmis UHPLC-
ESI-MS/MS minimum en az ii¢ tanimlama gerekliligi olan alikonma zamani, molekdiler
agirlik ve karakteristik pargalanma iyonlari sartin1 karsilamaktadir.
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Cizelge 4.1. Analitler icin belirlenen ana iyon, molekiler iyon, parcalanma iyonlari,
carpisma enerjileri ve alikonma zamani (RT)

.. Carpisma
Analit Ana Mo!ekuler Parcalanma enerjileri RT

lyon lyon Iyonlar (eV)
Nivalenol 313 [M+H]* 175/201 18/18 0,49
Deoksinivalenol 297 [M+H]"  249/203/280,9 15/18/20 0,75
Fumonisin B1 723 [M+H]*  335/353/705 35/35/35 4,29
Beta Zearalenol 321 [M+H]"  303/285/267 10/10/10 4,34
Fumonisin B2 706 [M+H]*  336/354/318 35/35/35 4,46
Okratoksin A 426 [M+Na]* 261/279 25/25 4,46
Zearalenone 319 [M+H]"  283/301/187 15/15/15 4,47
Sterigmatosistin 325 [M+H]* 310/281 25/25 4,52
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Sekil 4.8. Sterigmatosistin’e ait inflizyon goriintiisii
4.2. UHPLC’de Metot Gelistirme

Metot olusturma asamasi ilk 6nce Ultra Yiiksek Basing Sivi Kromatografi
(UHPLC) kisminda gergeklestirilmistir. UHPLC’de metot gelistirmenin ilk asamasi
kromatografik modun veya teknigin se¢imidir. Bu caligmada ters-faz kromatografi
kullanilmistir. Tez faz kromatografi en yaygin HPLC ayirma teknigidir ve hidrofobik
kisimlara sahip olan ve baskin bir polar karaktere sahip olmayan bilesiklerin ayriminda
kullanilmaktadir. Burada sabit faz apolar, hareketli faz ise polar 6zellige sahiptir. Bu
yontem polar ve iyonik analitlerin analizi icin oldukca uygundur. Literatiirde mikotoksin
analizi i¢in yapilan ¢aligmalarda genel olarak analitlerin ayrimi igin ters-faz kromatografi
uygulanmistir. Kromatografik yontem se¢ildikten sonra analitlerin iyi bir sekilde ayrimini
saglayacak kosullarin se¢imi, metot gelistirmenin diger asamasidir. Kromatografik
ayrimlarda kolon dolgu maddesinin, partikiil boyutunun, kolon uzunlugunun, akigin
gradiyent veya izokratik olmasinin, hareketli fazin akis hizinin, sicakligin ve enjeksiyon
hacminin etkileri vardir (Niessen 2006; Moldoveanu ve David 2013).

Ters-faz kromatografide analitin 1ki faz arasindaki dagilimi, analitin
hidrofobisitesine bagli olarak adsorpsiyon-desorpsiyon seklinde doniisiimlii olarak
degismektedir. Duragan faz bir hidrofobik karaktere sahiptir ve mobil faz, bir polar veya
kismen polar karaktere sahiptir. Mobil faz tipik olarak kismen sulu, kismen organik bir
coziiclidiir ve sabit fazdan daha polardir. Sabit fazin analitlerin tutulmasina ve ayrilmasina
etkisinin arastirildigr ¢alismalarda genel olarak mikotoksinlerin C18 dolgu materyalinin
oldugu sabit fazda iyi sonug verdigi, diger benzer kolonlardan daha iyi ayirma verimliligi
ve hassasiyeti gosterdigi tespit edilmistir (Moldoveanu ve David 2013; Frenich vd. 2014).
Bu ¢alismada kullanilan kolonun (Hypersil GOLD, Thermo Scientific, ABD) 6zelligi, 18
karbonlu hidrokarbondan (Cis) olusan apolar sabit faz iizerine polar bilesiklerin ilave
edilmesidir (endcapped). Boylece polar bilesiklerin tutulmasinda daha yiiksek verim elde
edilmesine ilave olarak bu 6zellikteki bilesiklerin kuyruk olusumu 6nlenmekte ve diizgiin
pik sekilleri elde edilmektedir. Ayrica analizde yiiksek oranda su fazi iceren hareketli
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fazlarin (%100’e kadar) kullanimina olanak saglamaktadir. Bu kolon ile en fazla 1250 bar
basingta, 60 °C sicaklikta ve pH 2-11 araliginda g¢alisilmaktadir (Anonymous 2013).
LC’de metot gelistirme asamasinda kullanilan hareketli faz bilesimi, akis hiz1 ve kolon
sicakligi parametrelerinin degerleri kolonun bu 6zellikleri dikkate alinarak belirlenmistir.
Literatiir calismalarinda kolon partikiil capinin azaltilmasinin (<2 um), kolon etkinligini
arttirarak piklerin daha keskin ve simetrik olmasini sagladigi belirlenmistir. Prensipte
sabit akis hizinda kolon i¢ ¢ap1 ne kadar kiiciik olursa dogrusal hiz o kadar yiiksek
olmaktadir. Bu da analiz siiresinin daha kisa olmasi anlamina gelmektedir (Kromidas
2017). Ayrica yapilan bir ¢alismada, 50 ve 150 mm uzunlukta ayni dolgu materyaline
(C18) sahip iki kolonun ayirma kapasitesi incelendiginde, her iki kolonun da benzer
etkinlikte ayirma sagladigi ancak kisa kolonda analiz siiresinin daha kisa oldugu
belirtilmektedir (Da Silva vd. 2019 ).

Hareketli faz secimi, kromatografik ayrimin basarisini etkileyen kritik adimlardan
bir tanesidir. Coztictler, kullanilacak HPLC ¢esidine, analitlerin yapisina, duragan fazin
secimine ve analitlerin 6l¢iimiinde kullanilan dedektére bagli olarak secilmektedir.
Hareketli fazin se¢imi, analit iyonizasyonu ve kiitle spektrometresinin duyarlilig
acisindan da analizde etkili olmaktadir (Blasco ve Pico 2007; Moldoveanu ve David
2013). Mikotoksinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan mobil fazlar, temelde sulu bir ¢ozelti ve
bir organik ¢oziicii, metanol veya asetonitrilin karigimlaridir. Genel olarak, mobil faz
katki maddeleri veya modifiye ediciler, iyon bollugunu arttirmak, sodyum eklentilerini
baskilamak ve kromatografik tepe seklini iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir (Frenich vd.
2014). Kromatografik ayrimlarda kullanilan hareketli fazin se¢ciminde viskozite énemli
bir parametredir. Diisiik viskoziteli sivilar belirli akis hizinda yiiksek viskoziteli sivilara
gore daha diisiik basing olusturmaktadir. Bu nedenle HPLC’de diisiik viskositeli sivilar
tercih edilmektedir. Sivi kromatografisinde yaygin olarak kullanilan su, metanol ve
asetonitrilin viskoziteleri sirasiyla 1, 0,6 ve 0,37 mPA.s’dir. Suyun viskozitesi baz
aliarak, 1’den biiylik viskozite degerine sahip sivilar sistemde yiiksek basinca neden
olduklarindan s1v1 kromatografisi i¢in uygun degildir. Kolonda olusan basing maksimum
akis hizim kisitlamakta ve boylece toplam analiz siiresini etkilemektedir (Meyer 2010;
Moldoveanu ve David 2013). Hareketli fazin akig hizinin belirlenmesinde pik seklinin ve
sinyal miktarinin yanisira fazin sistemde olusturdugu basing da goz Oniinde
bulundurulmustur.

Analizde hareketli faz i¢in kullanilacak organik sivilar belirlendikten sonra
kromatografik ayrimda gradiyent veya izokratik eliisyondan hangisinin kullanilacag:
belirlenmistir. Gradiyent ( ayirma siiresince ¢oziicii bilesiminin modifikasyonu) eliisyon
genellikle 2 ¢ozeltinin farkli oranda karistirilmasi ile elde edilmektedir. 3 veya 4
¢ozeltinin kullanimi yaygin degildir. Gradiyent eliisyonun rolii, kismi sulu ¢ozeltide
organik ¢ozulcl gibi mobil fazin belli bilesenini artirmaktir. Mobil faz bilesimi ayrimin
saglanmasi, hizli ayirma ve analitlerin Ol¢iimiinii etkilemeden dedektore teslimini
saglamak i¢in uygun sekilde se¢ilmektedir (Moldoveanu ve David 2013). Literatrde
yapilan ¢alismalar incelendiginde ¢oklu mikotoksin analizinde analitlerin farkli kimyasal
yapilarindan dolay1 gradiyent eliisyonun ¢ogunlukla kullanildigi goriilmektedir (Sulyok
vd. 2006; Berthiller vd. 2007; Abia vd. 2007; Ren vd. 2007; Frenich vd. 2009; Romagnoli
vd. 2010; Soleimany vd. 2012; Arroro-Manzanares vd. 2014; De Santis vd. 2017; Da
Silva vd. 2019; Scarpino vd. 2019; Abreu vd. 2020). Bu yiizden, bu ¢alismada gradiyent
eliisyon kullanilmistir. Analizde gradiyent eliisyon kullanildiginda su-organik faz oranlari
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iyonizasyonda olduk¢a 6nemlidir. Organik sivilarin ESI’de iyonizasyonu iletkenliklerine
ve yiizey gerilimlerine bagli olarak azalmakta veya artmaktadir. Yiizey gerilimi yiiksek
olan sivilarin iyonizasyonda stabil sprey olusturmasi ve yukli damlaciklardan
buharlasarak uzaklagsmasi olduk¢a zor olmaktadir. Bu yiizden, yiizey gerilimi metanol
veya asetonitrile gore daha yuksek olan suyun hareketli fazda %70-80 oranindan fazla
kullanilmas1 duyarlilig1 azaltmaktadir. Ancak, yliksek oranda organik faz kullanilmas1 da
duyarhiligin azalmasina neden olmaktadir. Ciinkii saf organik ¢ozgenlerin iletkenlikleri
olduk¢a diisliktiir. Hareketli fazda belirli oranlarda suyun kullanilmasi damlacik
olusumunu iyilestirmektedir (Blasco ve Pic6 2007).

Hareketli faz ile iligkili olarak genellikle mobil faz katkilar1 veya modifiye ediciler
iyon bollugunu arttirmak, sodyum eklentilerini baskilamak ve kromatografik pik seklini
iyilestirmek amaciyla hareketli faz asetik asit, formik asit, amonyum asetat ve amonyum
format gibi katkilar ilave edilerek hazirlanmaktadir (Frenich vd. 2014). Asetik asit
(CH3COOH) ve formik asit (HCOOH) bu amagla en yaygin kullanilan diisiik molekiil
agirlikli, ugucu organik asitlerdir ve hareketli fazda genel olarak %0,1-0,3 konsantrasyon
araliginda bulunmaktadir. Bu asitlerin yaygin kullanilmasmin 2 ana sebebi vardir.
Bunlardan birincisi, bircok kromatografik ayrimin analit tutulmasi ve pik sekli agisindan
asidik kosullarda daha iyi gergeklesmesidir. Ikincisi ise birgok kiitle spektrometresi
6lciminun molekdllere proton ilavesi sonucunda molekiiler iyon [M+H]* olusmasina
olanak saglayan pozitif iyon modunda yapilmasidir (Emmert 2006). Asitlerin yanisira,
analitlerin asitlere duyarli oldugu veya diisiik pH’da ayriminin saglanamadigi ve nétral
kosullarin gerekli oldugu durumlarda bu asitlerin yerine amonyum asetat (CH3COONH4)
ve amonyum format (HCOONHy4) gibi ucucu tuzlari hareketli faza ilave edilmektedir.
Ancak asitlerle kiyaslandiginda bu tuzlarin kullaniminda bazi sinirlamalar mevcuttur.
Bunlardan bir tanesi bu tuzlarin organik ¢dzgenlerde ¢6ziiniirliigiiniin diisiik olmasidir;
digeri ise gradiyent akista pH degisimlerine neden olmasidir. Bu tuzlarin suda
coziinlirligii oldukea iyidir, metanolde orta diizeyde ve asetonitrilde ise oldukea diisiiktiir.
Bu o6zellikleri hareketli fazin asetonitril secildigi kosullarda sistemde sorunlara neden
olmaktadir. Diger yandan tuzlar tarafindan saglanan hafif asidik pH hem pozitif hem de
negatif iyon modunda tespitin yapilmasina olanak saglamaktadir (Emmert ve Leitner
2006; Soleimany vd. 2012). Genel olarak ESI sisteminin kullanildigi durumlarda
amonyum format ve amonyum asetatin 0,5-10 mM konsantrasyon araliginda
kullanilmalar1 iyonizasyon kaynaginin etkinligi agisindan 6nemlidir (Kromidas 2008;
Frenich vd. 2014).

Bu kisimda su ve sivi faz olmak {izere iki hareketli fazin bilesimindeki
degisimlerin analitlerin cihazda gosterdigi sinyal biylkligii Uzerine etkisinin
belirlenmesinin yanisira akis hizi, kolon sicakligi ve enjeksiyon hacmi degerleri de
incelenmistir. Analitlerin mix standart karigimi1 metanol ile seyreltilmistir. Analizler mix
standart karisimi1 kullanilarak yapilmistir. UHPLC cihazinda metot gelistirme asamasinda
baslangi¢ parametreleri olarak Arroyo-Manzanares vd. (2014) tarafindan LC-MS/MS
cihaz1 kullanilarak gelistirilen hareketli faz bilesimleri, akis hizi, kolon sicakligi ve
enjeksiyon hacmi degerleri baz alinmistir. Bu degerler; hareketli faz (A) % 0,3 formik
asit, 5 mM amonyum format/su, hareketli faz (B) %0,3 formik asit, 5 mM amonyum
format/MeOH, kolon akis hiz1 0,4 mL/dk, kolon sicakligi 35 °C ve enjeksiyon hacmi 5
uL’dir. Kiitle spektrometresinde kullanilan parametreler ise sheath gaz akis hizi 30 birim,
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yardime1 gaz akis hizi 10 birim, sprey voltaji 3,2 kV, kapiler sicakligr 250 °C, kapiler
voltaji 35 V, tube lens voltaji 82 V ve buharlastirma sicakligi 300 °C’dir.

4.2.1. Hareketli faz B’de asetonitril (MeCN) veya metanol (MeOH) kullanilmasinin
analiz sonuclarina etkisi

Ters-faz kromatografide iyonize olan analitlerin tutulmasi biiyiik 6l¢iide onlarin
iyonizasyon ve ¢oziinme durumlarina bagli olarak degismektedir. Bu 6zellikleri hareketli
fazin pH’sina, iyonik siddetine, uguculuguna, yiizey gerilimine, viskositesine,
iletkenligine, iyonik kuvvetine ve dielektrik sabiti gibi dzelliklerine ve faza ilave edilen
katkilarin pKa’sina bagli olarak ESI sisteminde analitin iyonlasmasi iizerinde etkili
olmaktadir. Ters-faz kromatografide yaygin olarak kullanilan organik sivilar asetonitril
ve metanoldiir. Bu sivilarin viskozite, ylizey gerilimi ve dielektrik sabiti gibi fiziksel
ozellikleri analizin segiciligini oldukca etkilemektedir. Ayrica organik fazin se¢iminde
ekstraksiyon ¢ozgeni ve hareketli fazin sulu kismu ile karisabilir 6zellikte olmasi dikkate
alinmalidir (Peri-Okonny 2001; Moldoveanu ve David 2013).

Bu asamada hareketli faz A (% 0,3 formik asit, 5 mM amonyum format/su) sabit
tutulup B fazinda metanol (%0,3 formik asit) yerine asetonitrilin (%0,3 formik asit)
kullanilmasimin piklerin sinyal biiyiikliigiine ve sekline etkisi incelenmistir. Cizelge
4.2°de belirtildigi iizere metanol kullanilarak yapilan analizlerde analitlerin tespiti
deoksinivenol hari¢ asetonitrile gore daha ge¢ olmustur. Sekil 4.9°da STE’nin iki
hareketli faz (MeCN-MeOH) kullanilarak elde edilen kromatogramlari verilmistir.

Cizelge 4.2. Analitlerin MeCN ve MeOH’daki tespit zamani ve sinyal miktari

Analit Tespit zamani Sinyal seviyesi
(RT, dk) (Ortalama + Std Sapma)

Nivalenol MeCN 0,04 5,91E3 +0,1
MeOH 0,84 3,39E4 +0,11
Deoksinivalenol MeCN 0,62 6,06E3 +0,06
MeOH 0,45 1,57E4 +0,13
Fumonisin B1 MeCN 4,0 4,99E5 +0,11
MeOH 4,58 2,96E5 +0,04
Beta Zearalenol MeCN 4,17 2,26E4 +0,15
MeOH 4,61 2,01E5 +0,2

Fumonisin B2 MeCN 4,16 2,76E5 £0,3
MeOH 4,77 5,02E5 +0,19
. MeCN 3,89 3,96E3 +0,04
Okratoksin A MeOH 2,92 VI 1012
Zearalenol MeCN 4,47 5,88E3 +0,32
MeOH 4,75 6,50E3 +0,09

Sterigmatosistin MeCN 4,48 5,30E5 +0,2
MeOH 479 6,29E5 +0,11

*Akis hiz1 0,4 mL/dk, kolon sicakligi 35 °C, enjeksiyon hacmi 5 pL.

Analitlerin tespit zamaninda en fazla 0,8 dk’lik bir kayma tespit edilmistir. Bu
durumun nedeninin metanoliin viskozitesinin asetonitrile goére daha yiiksek olmasindan
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kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ancak pik alanlar1 incelendiginde, analitlerin Fumonisin
B1 hari¢ metanolde daha yiiksek sinyal verdigi belirlenmistir.

Literatiirde mikotoksinlerin kromatografik ayriminda hareketli faz olarak
asetonitrilin, metanoliin veya karigimlarinin kullanildigi, ancak metanoliin daha ¢ok
tercih edildigi calismalarin mevcut oldugu belirlenmistir. Kromatografik analizlerde
asetonitrilin tercih edilmesinin baslica nedeni diisiik viskozitesinden dolay1 kolonda
diisiik basing olusturmasidir. Metanol kullaniminda ise sulu faz ile 6zellikle %40-50
oraninda karisiminda en yiiksek basing degeri gdzlenmektedir. Buna karsin, asetonitrile
kiyasla hem fiyat1 daha ucuzdur hem de daha az toksiktir. Ayrica metanoliin polaritesinin
daha yiliksek olmasi hareketli faza ilave edilen katkilarin (tampon) sistemdeki akis
hatlarinda ¢okmesini engellemektedir (Garcia-Alvarez-Coque vd. 2015). Frenich vd.
(2009) tarafindan yapilan ¢alismada da hareketli faz olarak metanol kullanildiginda tiim
analitlerde 6zellikle DON, T-2 ve HT-2 gibi trikotesenler icin asetonitrile gore
duyarliligin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Soleimany vd. (2012) tarafindan
tahillarda mikotoksin tespitine yonelik gelistirilen metotta da mobil faz olarak asetonitril
ve metanol kullaniminin degerlendirildigi ve tiim analitler i¢in metanolde daha diisiik
giirliltii elde edildigi ve bu nedenle metanol kullanilmasina karar verildigi
belirtilmektedir. De Santis vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada ise asetonitril ve
metanolle yaptiklar1 denemelerde 6nemli bir fark olmadigi, metanoliin daha ¢evre dostu
olmas1 nedeniyle tercih edildigi bildirilmektedir. Da Silva vd. (2019) tarafindan yapilan
caligmada da asetonitril kullanildiginda FB1 ve FB2’de istenmeyen asimetriler goriildiigi
ve bu nedenle metanoliin tercih edildigi bildirilmektedir.

RT: 0.00-8.01 SM: 9G

4.48 NL: 5.10E5

100 Base Peak m/z=

309.50-310.50 F: + ¢ ESI
SRM ms2 325.000
[280.999-281.001,
80 309.999-310.001] MS
mix_MeCl

0.06 053 0.73 111 1.45 1.69 2.07 253 3.00 3.13 350 3.84 4.28 4/\65 472 520 5.66 5.86 6.36 6.53 6.85 7.30 7.75
4.79 NL: 6.16E5
Base Peak m/z=
309.50-310.50 F: + ¢ ESI
SRM ms2 325.000
[280.999-281.001,
80 309.999-310.001] MS
mix_meoh

4.90 5.25
490 525 sa0

032 045 080 123 1.38 180 208 2.29 256 2.83 3.04 327 3.63 4.08 454 592 618 641 687 716 759 7.90

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 05 10 15 20 25 30 35 4.0 a5 5.0 55 6.0 65 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.9. Sterigmatosistin’in iki hareketli faz (MeCN-MeOH) kullanilarak elde edilen
kromatogramlari

Hem sinyal miktar1 hem de ayirma giicii agisindan analizlere metanol kullanilarak

devam edilmesine karar verilmistir. Hareketli fazda metanol kullanildiginda metotta
kullanilan kolon sicaklig1 ve enjeksiyon hacmi degerleri degistirilmemistir.
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4.2.2. Hareketli faz A (% 0,3 formik asit, 5 mM amonyum format/su) sabit
tutularak, hareketli faz B’de (metanol) farkhh konsantrasyonlarda formik, asetik
asit, amonyum format ve amonyum asetat kullaniminin analiz sonuc¢larina etkisi

Hareketli faz B i¢in metanol belirlendikten sonra farkli iyonlastirma ajanlarinin
(formik ve asetik asit) ve bunlarin konsantrasyonlarinin piklerin sekline ve sinyal
miktarma etkisi arastirilmistir.

4.2.2.1. Formik asit

Hareketli faz B’de farkli konsantrasyonlarda (%0,1, 0,2 ve 0,3) formik asit
kullaniminin analitlerin sinyal miktarina etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuglar1 Cizelge 4.3°de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 3,60, 3,51 ve
3,03’tiir. Analitlerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hareketli fazla yapilan analiz
sonugclari incelendiginde pik sekillerinde ve tutulma siirelerinde farklilik gézlenmemistir.
Yapilan istatistik analizi sonucunda konsantrasyon farkinin FB1,beta-ZOL, OTA ve ZEN
tizerinde 6nemli derecede etkili oldugu diger analitler i¢in ise konsantrasyon farkinin
sinyal miktar1 {izerinde 6nemli derecede etkili olmadig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda formik asit ilavesinin sinyal miktarina etkisi

Analit 9%0,1 %0,2 %0,3
Nivalenol 1,22E4+0,84 2,86E4+0,62 3,52E4+0,9
Deoksinivalenol 8,74E3+0,9 1,20E4+0,25 1,20E4+0,27
Fumonisin B1 4,44E5°+0,56 5,83E5°+0,17 5,13E5%+0,23
Beta Zearalenol 4,23E4%+2,30 2,34E5°+0,12 2,81E5°+0,47
Fumonisin B2 5,64E5+0,28 5,35E5+0,38 5,26E520,76
Okratoksin A 1,83E4%+2,08 5,87E4°+0,2 5,10E4%°+0,52
Zearalenol 1,22E4%+0,27 6,64E4%°+2 03 9,50E4°+3,68
Sterigmatosistin 8,68E5+2,30 7,48E5+0,08 7,24E5+0,18

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

Analitlerden NIV, beta-ZOL ve ZEN’ in sinyal miktari konsantrasyon farki
arttik¢a artmakta iken STE ve FB2’de sinyal miktarinda diisiis tespit edilmistir. DON‘da
once artis sonra ise sabit kaldigi, FB1 ve OTA’da ise konsantrasyon farkinin 6nce sinyal
miktarm arttirdigl sonra ise diisiise neden oldugu gorilmistiir. Tiim analitler birlikte
degerlendirildiginde %0.2 formik asit ilavesinin diger konsantrasyonlara gore sinyal
miktari iizerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir.
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4.2.2.2. Asetik asit

Hareketli faz B’de farkli konsantrasyonlarda (%0,1, 0,2 ve 0,5) asetik asit
kullaniminin analitlerin sinyal miktarna etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuclar1 Cizelge 4.4°de verilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirastyla 3,85, 3,70 ve
3,22’dir. Analitlerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hareketli fazla yapilan analiz
sonuglari incelendiginde pik sekillerinde ve tutulma stirelerinde farklilik gézlenmemistir.
Yapilan istatistik analizi neticesinde konsantrasyon farkinin FB1, beta-ZOL, FB2 ve STE
tizerinde 6nemli derecede etkili oldugu diger analitler i¢in ise konsantrasyon farkinin
sinyal miktar1 tizerinde 6nemli derecede etkisinin olmadigr goriilmistiir. Asetik asit
konsantrasyonu arttik¢ca FB1 ve FB2’nin sinyal miktarinda artig gozlenirken DON’da tam
tersi olarak sinyal miktarinda diisiis tespit edilmistir. Beta-ZOL, OTA, STE ve NIV’de
konsantrasyon farki arttikca dnce sinyal miktarinda artis sonra ise diislis gozlenirken
NIV’de baslangi¢ sinyal miktarina gére daha fazla diislis gozlenmistir. ZEN’de ise tam
tersi olarak sinyal miktarinda once diisiis sonra ise artis gozlenmistir. TUm analitler
birlikte degerlendirildiginde analitlerden beta-ZOL, OTA, ZEN ve STE’de en yiiksek
sinyal miktarmin %0,2 asetik asit ilavesinde elde edildigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda asetik asit ilavesinin sinyal miktarina etkisi

Analit %0,1 %0,2 %0,5

Nivalenol 3,19E4+ 2,63 3,27E4+2)9 2,40E4+1,61
Deoksinivalenol 1,21E4+0,23 1,16E4+0,15 9,62E3+1,39
Fumonisin B1 4,49E5%+0,42 6,08E5°+0,69 6,16E5°+0,13
Beta Zearalenol 1,71E5%+0,05 4,20E5°+0,15 2,78E5°40,36
Fumonisin B2 4,76E5°+0,16 5,53E5%+0,42 5,66E5°+0,1
Okratoksin A 3,39E4+0,91 5,39E4+0,15 4,19E4+0,23
Zearalenol 6,55E4+0,81 1,31E5+0,35 6,54E4+0,09
Sterigmatosistin 6,91E5%0,77 1,11E6°+0,08 1,09E6°+0,07

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.2.2.3. 1 mM Amonyum format ve amonyum asetat

B fazinda | mM Amonyum format ve Amonyum asetat kullaniminin analitlerin
sinyal miktarina etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz sonuclar1 Cizelge 4.5°de
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belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 5,50 ve 5,60 dir. Analitlerden NIV,
DON ve OTA’nin sinyal miktar1 amonyum format ilavesinde daha yiiksek iken diger
analitlerin sinyal miktarinin amonyum asetat ilavesinde daha yiksek oldugu tespit
edilmistir.

Cizelge 4.5. | mM Amonyum format ve Amonyum asetat ilavesinin sinyal miktarina
etkisi

Analit 1 mM Amonyum format 1 mM Amonyum asetat
Nivalenol 3,08E4+0,07 3,04E4+0,5
Deoksinivalenol 9,24E3%3,20 8,62E310,6
Fumonisin B1 3,62E5+0,10 4,51E5+0,13
Beta Zearalenol 1,61E5+0,06 3,80E5+0,47
Fumonisin B2 3,72E5%0,25 4,93E5+0,1
Okratoksin A 1,28E4+0,25 1,08E4+0,16
Zearalenol 3,84E4+1,04 1,38E5+0,16
Sterigmatosistin 4,77E5+0,35 8,95E5+0,54

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir

4.2.2.4. Hareketli faz B’de formik, asetik asit ve amonyum format ve amonyum
asetat kullaniminin sinyal seviyesi iizerine etkilerinin karsilastirilmasi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan asetik asit/MeOH, formik asit/MeOH ve 1
mM amonyum format ve amonyum asetat ile yapilan analizler sonucunda; en yuksek
sinyal miktar1 elde edilen %0,2 formik asit/MeOH, %0,2 asetik asit/MeOH ve 1 mM
amonyum format ve amonyum asetatin karsilagtirilmast yapilmistir. Belirlenen bu
konsantrasyonlardaki analit kromatogramlari Sekil 4.10-4.17’de gosterilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, analitlerin en yiiksek sinyal miktar1 ZEN hari¢ diger analitler igin
asetik asit kullanildiginda elde edilmistir. Hafif asidik kosullarda ¢aligilmasi
mikotoksinlerin kromatografik ayrimmi kolaylagtirmakta ve kiitle spektrometresinde
iyonizasyonunu artirmaktadir. Literatiirde mikotoksinlerin analizi i¢in yapilan
caligmalarda fumonisinlerin yapisinda 4 karboksilik grubun bulundugu ve iyi bir pik
seklinin elde edilmesi i¢in asidik kromatografik kosullarin kullanilabilecegi
bildirilmektedir (Sulyok vd. 2006). Bu ¢alismadaki analiz sonuglari incelendiginde de
benzer sekilde fumonisinlerin sinyal miktarinin %0,2 asetik asit ilavesinde en yiiksek
degeri verdigi tespit edilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

NL: 2.41E4

Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ES| SRM ms2
313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_0.2formikasit

NL: 5.32E4

Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ES| SRM ms2
313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_0.2asetikasit

NL: 3.03E4

Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_1mmamonyumformat

NL: 2.68E4

Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_1lmmamonyumasetat
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|
odozz  [1087 0% 205 204278 330 415 427 501 520 557 g9 634 701 1% 7.1
100 0.74
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100 073
077
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Sekil 4.10. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin nivalenol’iin

sinyal seviyesi Uzerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 1.33 5.03 NL: 1.02E4
2.89 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + c ESI
SRM ms2 297.100 [202.999-203.001,
250 248.999-249,001, 280.899-280.901] MS
410 4911 5.09 ) ]
507010 157 316 450 5.29 585 mix_0.2formikasit
l\ 057 0.88 Aﬂ ots 1 45 ﬁ m N\ M o J\ 652655 701 765
ol L ha A [UAlLTe 215 | Non s \ |3 b J R 730 fg
100 2 R NL: 1.26E4
136 = Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + c ESI
T 245 A SRM ms2 297.100 [202.999-203.001,
50 35 s | 757 248.999-249.001, 280.899-280.901] MS
002 084 1.01 1?5 2.«26 256 558 3-3"1 « .?5 y ’,‘\;’k 537 548 579 630 693 735 ’f\ 794 mix_0.2asetikasit
i w Lol o2 \ >
JECrI 0 I LY sl 1L Y YL A T T 1
100 o6 7.86 NL: 1.15E4
] 85 Base Peak miz= 248.50-249.50 F: + C ESI
] 405 757 | SRMMS2297.100 202999-203.001,
. 327 “ 524 543 64g ; 248.999-249.001, 280.899-280.901] MS
4 450 4, 7.18 '\ I. mix_1mmamonyumformat
] 2172 377,38 11548 599 gsg 681 | i
] 2, H 265 B \ f" /H\ I i f’\ﬁ }'\ i ’\
ol 06 A T 280 i, | M M A A S S
100 NL: 9.05E3
B 738 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + c ESI
] 505 6.18 . SRM ms2 297.100 [202.999-203.001,
s0] 214 493 > r 744 248.999-249.001, 280.899-280.901] MS
] 2.24 362 448 f 6.91 mix_lmmamonyumasetat
] 1 93 ’ “ 250 320 K 4.03 ‘W 6.63 \
] 093 281 37 11 ’L V ol [
o4 026 082 ‘ﬂ La /\ \J.A i (DN /‘/'\ F\ /\.N\.(\ /J ) ) Al ) 6.28 ‘L\ "‘ M|
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Time (min)
Sekil 4.11. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin

deoksinivalenol’iin sinyal seviyesi lizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA

M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.56 NL: 5.95E5
B Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + c ESI
] SRM ms2 723.100 [334.999-335.001,
50] | 352.999-353.001, 705.099-705.101] MS
4 ’ | mix_0.2formikasit
01022 057 107120 178 214 269 318 343 3.4 422 _!\ 497 517 584 601 648 699 7.16 7.41 7.97
100 456 NL: 6.56E5
B Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + c ESI
] ’ SRM ms2 723.100 [334.999-335.001,
50 | 352.999-353.001, 705.099-705.101] MS
4 | mix_0.2asetikasit
01 030059 004 147 174 219 251 302 351 382 43 ,‘\ 466 518 581597 638 696  7.68 7.85
100 457 NL: 3.69E5
| Base Peak m/z=334.50-335.50 F: + c ESI
] SRM ms2 723.100 [334.999-335.001,
50-] \ 352.999-353.001, 705.099-705.101] MS
4 ' mix_1mmamonyumformat
] |
01040070 120 177 205 245 283 327 363 404 450 /'\ 491 512 587 648 6.74 734 773
100~ 457 NL:4.41E5
‘ Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + c ESI
] \ SRM ms2 723.100 [334.999-335.001,
50 { 352.999-353.001, 705.099-705.101] MS
. ‘ mix_1mmamonyumasetat
q 056 073 1.12 169 1.91 228 2.89 3.34 3.83 403 433/’\ 499 540 597 616 670 690 733 7.76
0 HHWH“m“m“HwmWHwmWm‘mwm‘mwm‘mwm“m‘
0.0 05 10 15 20 25 3.0 35 40 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.12. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin fumonisin B1’in

sinyal seviyesi Uzerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G
4.60

H
o
iy

3]
=]
T I

030 079 102 158 220 244 g0y 361 368 402 438 \ (502529 557 648 7.0 744

=]

NL: 2.42E5

Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESISRM ms2
321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
302.999-303.001] MS mix_0.2formikasit

,_.
o
g

|
\
)

028 036 145 185 241 328 342 386 K487 507 553 598 648 667 722 768

NL: 4.30E5

Base Peak m/z=302.50-303.50 F: + ¢ ESISRM ms2
321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
302.999-303.001] MS mix_0.2asetikasit

4560
100+ 450
] o 43

AMS 490 599 626 60 712 757
A lfb\ N\,MJ\J‘H

\ 777

7] 030 073

A
R

iy WiA

NL: 1.56E5

Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
302.999-303.001] MS mix_1mmamonyumformat

0.28 0.69

NL: 3.47E5

Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESISRM ms2
321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
302.999-303.001] MS mix_1mmamonyumasetat

Time (min)

Sekil 4.13. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin beta zearalenol’iin

sinyal seviyesi tzerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA

M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G
100 473 NL: 5.61E5
Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + c ESI
] I SRM ms2 706.000 [317.999-318.001,
50 ’ 335.999-336.001, 353.999-354.001] MS
i mix_0.2formikasit
0 043 072 1.06 1.30 176 2.10 260 2.83 342 3.71 3.94 4.61 { \ 511 560 591 631 6.79 7.04
100 474 NL: 5.83E5
Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + c ESI
] ’ SRM ms2 706.000 [317.999-318.001,
50] 335.999-336.001, 353.999-354.001] MS

i
n

025 059 099 144 205 243 293 349 376 409 452 || 489 520

592 6.29 658 6.94

mix_0.2asetikasit

108 475 NL: 3.89E5
ﬂ‘\ Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢ ESI
] \ SRM ms2 706.000 [317.999-318.001,
0 335.999-336.001, 353.999-354.001] MS
507 ~ mix_1mmamonyumformat
o] 028 070 088 1.48 206 240 284 335 3.78 3.98 4.16 /\15.08 534 580 6.03 633 6.70 7.14 7.39 7.80
100 475 NL: 5.00E5
B Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + c ESI
] SRM ms2 706.000 [317.999-318.001,
0 335.999-336.001, 353.999-354.001] MS
50 \ mix_lmmamonyumasetat
ol 057075 112 168 215 243 288 312 366 386 4.28 454 1488 511 569 611 649
T

0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0

Time (min)

55

8.0

Sekil 4.14. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin fumonisin B2 ’nin
sinyal seviyesi Uzerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G
100 473 NL:5.73E4
4 Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
] ¢ ESISRM ms2 426.000
. [260.999-261.001, 278.999-279.001]
4 MS mix_0.2formikasit
o] 041057 107130 150 210 262 285 343 o1 422431 1497512553 617 651676 753 77
100 473 NL: 6.47E4
4 Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
] ¢ ESISRM ms2 426,000
50-] | [260.999-261.001, 278.999-279.001]
] '\ MS mix_0.2asetikasit
(1014 059 098 136 180 216244 331 371 377 42 494 .\ 521 547 694 711 745 780
100 472 NL: 1.45E4
4 f‘ Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
] 433 ¢ ESISRM ms2 426,000
. \ 528 [260.999-261.001, 278.999-279.001]
4 363 \ MS mix_1mmamonyumformat
] 0042911 [\,
(1,038 050 087 123 179 206 242 297 354 A W A | 7.49
100 NL: 1.20E4
4 Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
] ¢ ESISRM ms2 426.000
o] [260.999-261.001, 278.999-279.001]
i 370' MS mix_1mmamonyumasetat
011 053 069 107 166 193 257 288 355 759

0.0 0.5 10 15 20 25 30 35 4.0 45 5.0

Time (min)

8.0

Sekil 4.15. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin okratoksin A’nin
sinyal seviyesi Uzerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 474 NL: 8.07E4
B Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + c ESI
] SRM ms2 319.000 [186.999-187.001,
50] 282.999-283.001, 300.999-301.001] MS
414 \ mix_0.2formikasit
] . 7. 53
(1028 070096 149 160 200 272281 349 “P 448 || 520 561 621 645 671 742 )0 782
100 474 NL: 1.06E5
B ﬁ Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + C ESI
] ,. SRM ms2 319.000 [186.999-187.001,
501 282.999-283.001, 300.999-301.001] MS
4 ‘ \ mix_0.2asetikasit
] 4.00
(1022 093 097 13 163108 222 267 350 378 7,7 434 ;’ 1485 524 585 g4 7.31 740 757
100— 474 477 6.12 NL: 3.10E4
2 39’ = Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + c ESI
] | 5.86 725 SRM ms2 319.000 [186.999-187.001,
50 373 416 | | /481 55 )\ | 699, 1 7.30  282.999-283.001,300.999-301.001] MS
] 367( 1 ¢ |l U‘(M f . (\5;/31 ‘U‘ “6/\27\ \ f/k\ N{\ 749 mix_1lmmamonyumformat
] 352 °°% \ (T VAR AT
] 124 177 22 4\ i \/ AR WAL /
o’ip"’?4 T YU e o Y s ‘:’V\M’V\w’/ LA i /W W i /"\’] ;
100~ 474 NL: 149E5
f Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢ ESI
] l SRM ms2 319.000 [186.999-187.001,
50] ‘ 282.999-283.001, 300.999-301.001] MS
4 \ mix_1mmamonyumasetat
] 437 5 16 669 691
1 032065 116 133 152 216 272 289 325 354 391 L 519 594 639 118 7.45
0 HH\HH\\H\\\\H\\H\\\H\\\H\\H\\\HH\HH\HH\HH\HH\HH\\\H\\H\\
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Sekil 4.16. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin zearalenon’un
sinyal seviyesi Uzerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 478 NL: 7.42E5
4 Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
] ¢ ESISRM ms2 325.000
504 [280.999-281.001, 309.999-310.001]

MS mix_0.2formikasit

4019 069 0.95 153 189 221  2.71 2.87 3.24 402 423 468 | | 493 522 562 6.26 654 7.01 7.49 7.69

0 478 NL: 1.16E6

100 f. Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
] ¢ ESISRM ms2 325.000
\ [280.999-281.001, 309.999-310.001]

MS mix_0.2asetikasit

1 044 081 131 186 202 255 293 3.52 3.77 4.28 5.14 536 582 608  6.57 7.21 7.60 7.83

108 479 NL: 452E5
4 Base Peak m/z=309.50-310.50 F: +
] [ ¢ ESISRM ms2 325.000

50 ' [280.999-281.001, 309.999-310.001]

MS mix_1mmamonyumformat

I
1011 060 081 151 169 203 241 2388 3.10 371 417 468|488 518 555 609 645 686 716 773
4.79 NL: 8.56E5

1007 Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
] ’ ¢ ESISRM ms2 325.000
501 . [280.999-281.001, 309.999-310.001]
MS mix_Immamonyumasetat
4 033 069 127 169 1.92 240 302 326 351 417 460} 505 530 578 639 663691 737 798
O o L o B L L s B R B R EmE R m
0.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6.0 6.5 70 75 80

Time (min)

Sekil 4.17. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin sterigmatosistin’in
sinyal seviyesi Uzerine etkisi

4.2.3. Hareketli faz B’de %0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve
amonyum asetat kullaniminin analiz sonuclarina etkisi

Hareketli faz B’de %0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve amonyum
asetat kullanimin analitlerin sinyal seviyesine etkileri incelenmistir. Analitlere ait
kromatogramlar Sekil 4.18-4.25’te gosterilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100+ 0.76 NL: 5.32E4
] Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
80 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
] 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
60 294.999-295.001] MS mix_0.2asetikasit
407 ('
4 \
20 427 5.20 713
1.64 g - 6.34
o102 | L%W h 205204 278 330 415 40 SCLTG 857 629 7 TOL f R4
0.38 NL: 1.61E4
1003 Base Peak miz= 174,50-175.50 F: + ¢ ES| SRM ms2
80 ‘ 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
] 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
60 294.999-295.001] MS
4 0; | 043 mix_02asetikasit_1mmamonyumformat
1| | 2-ﬂ23 410 464 500 698
207 . 377 ), m | 576 :
i 3.04 | 5.40 6.10 7.26
oA fl ossazs 12 Jam M) LY. O ol N 7R O
6.33 NL: 1.09E4
1004 | Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
goq 034 ‘ 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
3 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
60 6.00 f 294.999-295.001] MS
405 0.37 362 3 460 5 22 563 f 665 695 747 mix_02asetikasit_1mmamonyumasetat
e I o2 1.89 2.70 J' 494 H i ﬂh o | M 7.\,0
B |04 143 }\ 20 \ p \ u / J il “ i J fw NI 1
0 1 2 3 6 7 8
Time (m|n)

Sekil 4.18. % 0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin nivalenol’lin sinyal seviyesi lizerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 5.06 NL: 1.26E4
142 491 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
80 136 ESI SRM ms2 297.100
345 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
60 358 757 280.899-280.901] MS mix_0.2asetikasit
445
40 002 084 101 16;[95 226256 31 395 473 537 548 579 630 69 735 | 704
209 2.68 6.23 1
e e | LT N
100 0.44 NL: 9.38E3
Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
80 ESISRM ms2 297.100
268 6.64 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
60 264 748 280.899-280.901] MS
049 230 . mix_02asetikasit_1mmamonyumformat
409 034 h‘l 129 Lf% 4 ‘ 454 537 I ’1 o
177 | 4.02 | 484 6.36 {
03, ﬂ .\%62 058 ,!"\ . J\. 313 3.:13’\ ﬂ \\ Msoo’q s75 84 | 68 | [ |
od TR S 1 LAY O | O O N AN OO0 A | AUV 2 LA A

NL: 9.61E3

Base Peak m/z=248.50-249.50 F: + ¢
ESISRM ms2 297.100
[202.999-203.001, 248.999-249.001,
280.899-280.901] MS
mix_02asetikasit_1mmamonyumasetat

40
Time (min)

45

Sekil 4.19. % 0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin deoksinivalenol’iin sinyal seviyesi iizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.56 NL: 6.56E5
3] | Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
805 ESISRM ms2 723.100
] [334.999-335.001, 352.999-353.001,
60 705.099-705.101] MS mix_0.2asetikasit
405
203
01 030059 094 147 174 219 251 302 351 3682 439)1466 518 581597 633 696  7.68 7.85
100+ 4.56 NL: 4.67E5
B Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
805 ESISRM ms2 723.100
| [334.999-335.001, 352.999-353.001,
60 705.099-705.101] MS
405 mix_02asetikasit_1mmamonyumformat
20

1020 053 087 120 157 211 254 301318 385 407 1\4/.72 533 590 639 674 694 748 7.95
100+ 457 NL: 5.66E5
3] “\ Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢

ESISRM ms2 723.100

3 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
60 705.099-705.101] MS

] mix_02asetikasit_1mmamonyumasetat

3022 071087 135 191 238 297 336 403 443 || 466 506 540 572 621 6.60 6.84 7.20 7.40 7.69

L i o e L o o e 5L e e e e e e e
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0
Time (min)

Sekil 4.20. % 0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin fumonisin B1’in sinyal seviyesi iizerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.60 NL: 4.30E5
Base Peak m/z=302.50-303.50 F: + ¢ ESISRM ms2
80 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
60 302.999-303.001] MS mix_0.2asetikasit
40
,1 028036 08 145 185 241 267 328 342 385 439 437507 553 598 648 667 7.22 768
100 4.60 NL: 2.87E5
Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
80 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
60 302.999-303.001] MS
0 mix_02asetikasit_1mmamonyumformat
20
037 050 151 170 217 245 292 365 471 413 !' 495 509 583 587 676  7.78 790
108 = 459 NL: 151E5
Base Peak m/z=302.50-303.50 F: + ¢ ESISRM ms2
80 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
60 302.999-303.001] MS
538 561 622 65 mix_02asetikasit_1mmamonyumasetat
3 /},\;\/1;‘\ AN A
IR
147 154 188 2557?.(‘34 322 3.67 \ u‘?/( \
‘/Iwy' T 'x”y e "x"’\y/i‘xi“f T T T T T T T T T T T T T T T T T ot 1
1 2 3 4 5 6 7 8

Time (min)

Sekil 4.21. % 0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin beta zearalenol’{in sinyal seviyesi lizerine etkisi
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RT: 0.00-800 SM: 9G
100, 474
807
60
407
207

025 059 099 144 205 243 293

0

349 376 409 452 | 489 529 592 6.29 6.58 6.94

7.54

NL: 5.83E5

Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
ESISRM ms2 706.000
[317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_0.2asetikasit

4.74

100+
807

60

407
20

139 170 211

o 273 301 320 368 4.07 4.56!

10.02 043 0.78

|
‘\7747.,83 556 595 6.30 6.53 6.99 7.31 7.47

NL: 4.75E5

Base Peak m/z=335.50-336.50 F: + ¢
ESISRM ms2 706.000
[317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS
mix_02asetikasit_1mmamonyumformat

4.74

100+
807

60
409

20

0’ 516 566 6.03

\
\
|

0.30 089 137 192 238 298 3.36 359 4.07 4.37

6.55 6.88 7.23 761

NL: 4.61E5

Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
ESISRM ms2 706.000
[317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS
mix_02asetikasit_1mmamonyumasetat

L e B B
0.5 15 20 25 35 4.0 45
Time (min)

0.0 50 6.5 7.0

8.0

Sekil 4.22. % 0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat

kullaniminin fumonisin B2’nin sinyal seviyesi lizerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 473 NL: 6.47E4
] Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
807 ¢ ESISRM ms2 426.000
] [260.999-261.001,
60 278.999-279.001] MS
B mix_0.2asetikasit
40
207
(1014 050 098 136 180 216 244 268 331 377 420 45{‘ 521547 594 637 694 7.1 745 780
474 NL: 3.38E4
1007 ﬂ. Base Peak miz= 260.50-261.50 F: +
807 [ ¢ ESISRM ms2 426.000
] [260.999-261.001,
60 278.999-279.001] MS
] mix_02asetikasit_1mmamonyumfor
40; mat
] |
204 0.12 | 533
oAl %05 1@ 179211 284301317 392402 [, | 14917 742 753
472 NL: 9.06E3
1005 ”‘ 599 Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
. . : 6.58 ¢ ESISRM ms2 426.000
3 . | [260.999-261.001,
603041 413 ‘ o2 . 714 720 278.999-279.001] MS
203 016 387 450 ' 523 1 763 mix_02asetikasit_1mmamonyumaset
] I | p’l ' 501 | 837 626 6.66 'l at
= LI ) e L)
3/1024 o085 120 184212231 298 346 || [\ UL W TN AL AT A AW N G 2
0\\H\\\H\\\H\HH\HM\\\\\\HH\\\\'\\H\\\\\H\\'\H\HM\HH\HHHHMH\\
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 70 75 80
Time (min)

Sekil 4.23. % 0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat

kullaniminin okratoksin A’nin sinyal seviyesi lizerine etkisi
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RT:0.00-8.00 SM: 9G
100
80

60
407

204 4.00
1 3.78 434
oz 350 378 )\ i

093 097 132 163 198 222 287

4.74

\ 485524 5gs

6.48

731 740 757

NL: 1.06E5

Base Peak m/z=282.50-283.50 F: + ¢
ESISRM ms2 319.000
[186.999-187.001, 282.999-283.001,
300.999-301.001] MS mix_0.2asetikasit

100
80

60
407

207
] 406 417 4.47
o] 028 053 091 125 ol h

189 228 292 302

533 286 604

641 6.90 7.10 749 7.81

NL: 7.37E4

Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
ESISRM ms2 319.000
[186.999-187.001, 282.999-283.001,
300.999-301.001] MS
mix_02asetikasit_1mmamonyumformat

1004

80
607 415

W

409
3006 044 175
20 f\ | 0.77 150

\
L L) 1o

391 402
283 326 353 ¥

6.38 658 867 706 741

} /J\, \ f‘«l”\,wlﬂ { ,\’,\j\w\ ’,r\

NL: 2.97E4

Base Peak m/z=282.50-283.50 F: + ¢
ESISRM ms2 319.000
[186.999-187.001, 282.999-283.001,
300.999-301.001] MS
mix_02asetikasit_1mmamonyumasetat

0.0 0.5 10 15 20 25 3.0 35
Time (min)

0 ‘HwHH“‘H“m‘mmummwwHH‘HH‘mm‘Hpm“m“mwm
0

8.0

Sekil 4.24. % 0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin zearalenon’un sinyal seviyesi iizerine etkisi

RT. 0.00-8.00 SM: 9G

100 478 NL: 1.16E6
3] Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
80 ¢ ESISRM ms2 325.000
B [280.999-281.001,
607 309.999-310.001] MS
407 mix_0.2asetikasit
204
O: 044 081 131 186 2.02 255 293 352 3.77 4.28 \ 514 536 5.89 6.08 7.21 7.60 7.83
100 478 NL: 8.50E5
] Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
80 ¢ ESISRM ms2 325.000
B [280.999-281.001,
607 309.999-310.001] MS
] mix_02asetikasit_1mmamonyumfor
40; | mat
209 \.
01 035 071 119 141 201 232 301 333 349 399 451 J (488 517 569 635 657 7.04 732 771
100 478 NL: 6.21E5
3] \ Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
80 \ ¢ ESISRM ms2 325.000
] [280.999-281.001,
60 l 309.999-310.001] MS
] ' mix_02asetikasit_1mmamonyumaset
40 at
207 \l
] 0.39 088 130 1.84 207 254 298 337 3.64 391 462 ¢ 5.05 538 6.04 626 6.65 687 732 7.75
O o B B L I e e o L e e
0.0 05 10 15 2.0 25 30 35 4.0 45 5.0 55 6.0 70 75 8.0

Time (min)

Sekil 4.25. % 0,2 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin sterigmatosistin’in sinyal seviyesi iizerine etkisi

Hareketli faz bilesimine ilave olarak katilan 1 mM amonyum format ve amonyum
asetatin analitlerin sinyal seviyesinde artisa neden olmadigi, analitlerin timunde %0,2
asetik asitte sinyal miktarmin en yiiksek oldugu ve iyonlasmada daha etkili oldugu tespit

edilmistir.
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4.2.4. Hareketli faz B ( %00,2 asetik asit/MeOH; pH:3,70) sabit tutularak A fazinda
formik, asetik asit ve 1 mM amonyum format ve amonyum asetat kullaniminin
analiz sonuclarina etkisi

4.2.4.1. Formik asit

Hareketli faz A’da farkli konsantrasyonlarda (%0,1, 0,2 ve 0,3) formik asit
kullaniminin analitlerin sinyal miktarina etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuglar1 Cizelge 4.6°da belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 2,70, 2,55 ve
2,42°dir. Analiz sonuglari incelendiginde NIV ve DON hari¢ diger analitlerin pik
sekillerinde ve tutulma siirelerinde farklilik gézlenmemistir. Sekil 4.26-4.27°de farkli
konsantrasyonlarda formik asit ilavesinin NIV ve DON’un pik sekli ve sinyal seviyesine
etkisine ait kromatogramlar verilmistir. Konsantrasyon farkinin analitlerin sinyal miktari
tizerine istatistiki olarak 6nemli derecede etkisinin olmadig1 ve sinyal miktarinin NIV ve
FB2’de konsantrasyon farki arttikca arttig1, STE’de ise tam tersi olarak sinyal miktarinda
azalma oldugu goriilmiistiir. DON’da konsantrasyon farki arttik¢a sinyal miktarinda dnce
azalma sonra artig gozlenirken, FB1, beta-ZOL, OTA ve ZEN’de 6nce artis sonra ise
azalma tespit edilmistir. FB1 ve beta-ZOL’da her ne kadar 6nce artig sonra azalma tespit
edilse de ilk baglangi¢ konsantrasyonuna gore %0,3 formik asitte %0, 1’e gore artis oldugu
goriilmektedir. Tiim analitler agisindan hem sinyal miktar1 hem de pik sekilleri agisindan
%0,3 formik asit ilavesinin diger konsantrasyonlara gore daha iyi sonug¢ verdigi
gOrilmiistir.

Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda formik asit ilavesinin sinyal miktaria etkisi

Analit %0,1 %0,2 %0,3

Nivalenol 4,33E4+1,28 5,33E4+0,33 5,66E4+0,23
Deoksinivalenol 1,01E4+0,48 7,30E3+1,39 1,33E4+0,11
Fumonisin B1 8,80E5+0,49 9,79E5+0,13 9,06E5+0,38
Beta Zearalenol 7,84E5+1,42 1,01E6+0,03 9,24E5+1,65
Fumonisin B2 8,87E5+1,75 1,06E6+0 1,11E6+0,05
Okratoksin A 4,25E4+0,11 4,27E4+1,51 4,03E4+0,54
Zearalenol 2,17E5+0,08 3,15E5+0,42 2,14E5+0,56
Sterigmatosistin 9,34E5+2,06 7,79E5%0,2 6,04E5+0,83

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir
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RT: 0.04-2.16 SM: 9G

100 072 NL: 3.42E4
] Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM
] ms2 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
80 240.999-241.001, 268.999-269.001,
] 284.999-285.001, 294.999-295.001] MS
] 0.77 mix_A_0.1formikasit
60
40
20
{1 o013 02 o3 049 063 o8 05 110 120 124 187 147 161 166 179 185 1.94 200 215
o . - X A 10 120 1. . 61 1 79 185 194 2 .
100 0.74 NL: 5.56E4
4 Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESISRM
] ms2 313,000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
80] 240.999-241.001, 268.999-269.001,
— 284.999-285.001, 294.999-295.001] MS
] mix_a_0.2formikasit
60 / 0.80
207
20
] AN 131
o1 010 017 025 035 o048 064 \ 101 111 121 N\ 144 155 160 173 181 193 2.02 207
100 074 NL: 5.82E4
] \ Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM
| ms2 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
80] \ 240.999-241.001, 268.999-269.001,
: I\ 284.999-285.001, 294.999-295.001] MS
] | mix_a_0.3formikasit
A
o |\
— \
] \
, [
20 \
] / \ 102
01005 015 030 038 052 062 ) \ 091 A 117 125 138 144 152 1.68 183 196 205 216
e e e
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
Time (min)

Sekil 4.26. Farkli konsantrasyonda formik asit ilavesinin nivalenoliin pik sekli ve sinyal

seviyesi Uzerine etkisi

RT: 0.04-2.16 SM 9G

100 0.94 133 NL: 5.55E3
4 197 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: +
1 1.38 § ¢ ESI SRMms2 297.100
80] 188 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] 280.899-260.901] MS
] 119 mix_A_0.1formikasit
60-] \
407005
iy 129
] 0.60
20] A
ol 016 023 0.30 035 048 / \ 071 079 085 111 / 151 150 168 177 213
100 31 NL: 6.31E3
] 140 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: +
] ¢ ESISRMms2 297.100
80] [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] 280.899-260.901] MS
] mix_a_0.2formikasit
60 164
] 056
40]
] 0os 101
20 084 \ / 181 /\
] 0.38
01008 010 03 /\ 050 064 076 105113 ) 157 173 196 212
100 122 NL: 141E4
] Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: +
] | ¢ ESISRMms2 297.100
80-] [202.999-203.001, 248.999-249.001
, ’ | 280.899-280.901] MS
] mix_a_0.3formikasit
0] 135 “
] Al
40 \ |
B | [ s
2] 0.41 o5 \ N 5
7 0.47 0. 084 \ A/ 158 170 b
] 079 VAVARY 207
0004 015 027 U-Eﬂ/\/ \ 065 0.72 097 105 112 125 / \ AT / \\/
LA B L L A s B R
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Time (min)

Sekil 4.27. Farkli konsantrasyonda formik asit ilavesinin deoksinivalenoliin pik sekli ve

sinyal seviyesi Uzerine etkisi

4.2.4.2. Asetik asit

Hareketli faz A’da farkli konsantrasyonlarda (%0,1, 0,2 ve 0,5) asetik asit
kullaniminin analitlerin sinyal miktarina etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuglar1 Cizelge 4.7°de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 3,22, 3,08 ve
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2,65’dir. Analiz sonuclar1 incelendiginde analitlerin pik sekillerinde ve tutulma
stirelerinde farklilik gbzlenmemistir. Ayrica konsantrasyon farkinin DON ve STE harig
diger analitlerin sinyal miktar1 iizerine istatistiki olarak Onemli derecede etkisinin
olmadigi tespit edilmistir. Bu nedenle daha az kimyasal kullanimi1 ve kolon dmrii dikkate
almarak en diisiik konsantrasyon segilerek diger A fazi denemeleri ile karsilagtiriimistir.

Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlarda asetik asit ilavesinin sinyal miktarina etkisi

Analit %0,1 %0,2 %0,5
Nivalenol 5,10E4+ 2,01 5,86E4+0,8 7,64E4+0,41
Deoksinivalenol 6,79E3%+1,87 8,36E3%°+0,47 1,46E4"+0,3
Fumonisin B1 1,20E6+0,08 1,21E6+0,17 1,04E620

Beta Zearalenol 1,28E6+0,07 1,33E6+0,09 1,29E6+0,02
Fumonisin B2 1,30E620,09 1,35E60,05 1,20E6+0,17
Okratoksin A 7,63E4%0,2 8,82E4+0,87 7,57E4+1,59
Zearalenol 2,45E520,01 2,62E520,3 2,42E5%0,26
Sterigmatosistin 7,13E5°+0,25 6,32E5%+0,07 5,91E5%+0,43

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
* Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.2.4.3. 1 mM amonyum format, 1 mM amonyum asetat

Hareketli faz A’da 1mM amonyum format ve amonyum asetat kullaniminin
analitlerin sinyal miktarina etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz sonuglar1 Cizelge
4.8’de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 5,89 ve 6,37°dir. Analiz
sonuglart incelendiginde analitlerin pik sekillerinde ve tutulma stirelerinde 6nemli bir
farklilik gézlenmemistir. Tiim analitler i¢in amonyum format ilavesinde sinyal miktarinin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.8. 1 mM Amonyum format ve amonyum asetat ilavesinin sinyal miktarina

etkisi
Analit 1 mM Amonyum format 1 mM Amonyum asetat
Nivalenol 3,50E4+1,53 4,27E4+0,22
Deoksinivalenol 1,19E4+0,13 7,86E3+1,93
Fumonisin B1 7,28E5+0,35 5,77E5+0,35
Beta Zearalenol 5,73E5+0,8 2,97E5+0,03
Fumonisin B2 8,12E5+0,84 6,75E5+0,94
Okratoksin A 7,48E4+1,37 4,96E4+0,9
Zearalenol 1,54E5+0,31 6,42E4+0,03
Sterigmatosistin 8,63E5+0,7 4,56E5+1,39

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir

4.2.4.4. Hareketli faz A’da formik, asetik asit ve amonyum format-amonyum asetat
kullaniminin sinyal seviyesi iizerine etkilerinin karsilastiriimasi

Hareketli faz A’da formik, asetik asit ve 1 mM amonyum format ve amonyum
asetat kullanimin analitlerin sinyal seviyelerine etkileri incelenmistir. Analitlere ait
kromatogramlar Sekil 4.28-4.35’de gosterilmistir.

RT. 0.00-8.01 SM: 9G

100+ 0.74 NL: 5.82E4
4 Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
50 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
] 294.999-295.001] MS mix_A_0.3formikasit
] \
1 038 | |102 152 168 254 283 331 367 410 452 433 542 555 5y 656 737 762
1087 0.70 NL: 6.52E4
4 '*\ 075 Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
50 . 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
4 ‘ 294.999-295.001] MS mix_a_0.1asetikasit
] 0.82
o1 055 U 194 206 253 85 339 409 442 5-2175'31, 537 588 648 705 724 763
100— 0.68 NL: 4.58E4
;\ Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
50 1072 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
] ‘\ 294.999-295.001] MS mix_a_lmmamonyumformat
] 1079
S A 150 228 275290 3% 416 4440515 555 g3 601 738 758
100+ 0.77 NL: 4.42E4
P Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] . 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
50 081 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
4 294.999-295.001] MS mix_a_lmmamonyumasetat
] 512 5.8 7.18
1 o ,} 088 146 183 503 250 334 348 402 N e W
O e e T e T T e e e e e e [ e e e e e e
0 1 2 3 4

Time (min)

Sekil 4.28. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin nivalenol’iin
sinyal seviyesi Uzerine etkisi
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RT: 0.00-8.01 SM: 9G

100 142 NL: 1.41E4
B Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + c ESI
. 135 468 SRM ms2 297.100 [202.999-203.001,
o , | 497 507 248.999-249.001, 280.899-280.901] MS
4 1.53 2. I mix_A_0.3formikasit
T oae 085 /\1 ﬂ 192 2'474'\ s 2'193'*3"0 7 387370 4'6'0'1\ 1‘n«l M sﬁfz 516 701 705 e
F036 o 22 (M P, MU NAa o KA an MU ML A e2 L)
129 NL:5.47E3
- 0.96
100 064 1.35 453 Base Peak miz= 248.50-249.50 F: + ¢ ESI
J 154 431| 494 gqe SRM ms2 297.100 [202.999-203.001,
o] 059 i 202 313 335 447 l werl T ses 772 248.999-249.001, 280.899-280.901] MS
1025 | . . M ‘\. \ \"r‘ 265 A | \{\ ’\ J‘5:44 f\ 722 ‘l\ mix_a_0.1asetikasit
10 \
R J\ AN AL 200 ) soafl, )| 22 LA [ seslloos 643 cer [ |
100~ 2.76 NL: 1.10E4
i ' 331 481 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + c ESI
] SRM ms2 297.100 [202.999-203.001,
83
s0] 0.08 1-,%7 ﬁ 534 248.999-249.001, 280.899-280.901] MS
] J\ 170 254 466 ' /4‘\ 5.04 1 587 mix_a_lmmamonyumformat
. 224 254 || 289 || 344 1 87 624 709 747
1l 038 \ 9 g 7 352 415 | 7.88
ol 0% f\z'llf— b e dVia AR 2K I\ I il /I‘ [ O ey VY B
1004 NL: 6.49E3
Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + c ESI
] 0.76 471 639 SRM ms2 297.100 [202.999-203.001,
. |49 1. 267 548 f 6.74 248.999-249.001, 280.899-280.901] MS
] 056’ . \ [ 15 r 362 440 ”4,.,76 543 . , 7.40 7.58 mix_a_lmmamonyumasetat
] ' \ ) | ) . N 6.3 ] i
1 oso] || 125V} J\ 202 225 || 30533 [lazs az | N saofl 62 | | 7o) | 7
O I B B L L B e o o e o B I L B L T T T T

0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.29. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin
deoksinivalenol’iin sinyal seviyesi lizerine etkisi

RT: 0.00-8.01 SM: 9G

100 455 NL: 8.79E5
B Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢ ESI
] SRM ms2 723.100 [334.999-335.001,
50] 352.999-353.001, 705.099-705.101] MS
] mix_A_0.3formikasit
039.,03 0.64 085 131 202 222 283315332 381 416 \| 491 550 573 6.37 6.66 7.07 7.30 7.79
100 453 NL: 1.26E6
B Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + c ESI
] SRM ms2 723.100 [334.999-335.001,
50 352.999-353.001, 705.099-705.101] MS
4 | mix_a_0.1asetikasit
ol 0.23 055 0.99 1.26 189 224 251 278 325 3.78 4.06 ]\ 4.80 5.06 5.33 6.07 6.47 6.69 738 7.71
100— 4.56 NL: 7.03E5
B | Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + c ESI
] “ SRM ms2 723.100 [334.999-335.001,
50] 352.999-353.001, 705.099-705.101] MS
i I\ mix_a_lmmamonyumformat
0 027 074 110 158 186 215 288 3.05 3.30 3.92 435 J\ 483 513 558 591 6.40 6.92 754
100 4.56 NL: 6.01E5
I Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + c ESI
] ‘\ SRM ms2 723.100 [334.999-335.001,
50] | 352.999-353.001, 705.099-705.101] MS
i I \. mix_a_lmmamonyumasetat
40.11 041 113 154 204 221 285 331 375 4.48,,1’ L,‘LGQ 533 588 6.10 6.81 704 753 7.76
O T e e e e e o = = e e L S
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 .5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0

Time (min)

Sekil 4.30. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin fumonisin B1’in
sinyal seviyesi Uzerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.01 SM: 9G

100- 4.60 NL: 1.04E6
4 Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 284.999-285.001, 284.99_9-285.001, 3_02.9_99-303.001,
4 302.999-303.001] MS mix_A_0.3formikasit
1028 071 1.04 140 193 212 261 333 389 451 [|473 512 546 610 655 7.08 7.59 7.80
1087 4.60 NL: 1.33E6
Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] ‘ 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 ’ 284.999-285.001, 284.999-285,001, 302.999»303.001,
1 ’ 302.999-303.001] MS mix_a_0.1asetikasit
ol 026 043 0.94 1.39 1.79 205 257 281 3.15 3.77 408 !\ 496 516 561 608 660 692 7.64 7.95
100+ 4.60 NL: 6.30E5
Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
1 026 302.999-303.001] MS mix_a_lmmamonyumformat
1 ) 039 098 160 230 292 345367 433 ’ 3493 556 594 6.83 7.10 7.30
e 260 NL: 2.99E5
ﬂ Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] \ 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 1 284.999-285.001, 284.939-285,001, 302.999-303.001,
: ’lL 516 302.999-303.001] MS mix_a_lmmamonyumasetat
o: Ofs 077 145 207240 288 389 428 433 [\ = "\ 527557 613 660 6.88 745 7.91
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 T T T T T T
0 1 2 3 s 5 6 7 ;

Sekil 4.31. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin beta zearalenol’iin
sinyal seviyesi Uzerine etkisi

RT: 0.00-8.01 SM: 9G

100 4.72 NL: 1.07E6
B \ Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + c ESI
] SRM ms2 706.000 [317.999-318.001,
50 335.999-336.001, 353.999-354.001] MS
4 \ mix_A_0.3formikasit
01 038064 085141164 223 284 335 373 429 450 | 502 55 612 661690 749 7.72
100 4.70 NL: 1.36E6
Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + c ESI
] SRM ms2 706.000 [317.999-318.001,
50] 335.999-336.001, 353.999-354.001] MS

mix_a_0.1asetikasit

007 071 100 127 196 229 278 3.01 379 406 456 |\ 496 547 564 638 6.65 7.8 7.57

474 NL: 7.52E5
Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢ ESI
SRM ms2 706.000 [317.999-318.001,
335.999-336.001, 353.999-354.001] MS

,_‘
o
g

] |
507 ' \\ mix_a_lmmamonyumformat
o: 026 074 110 157 1.88 2.05 239 309 331 375 4.25 452 ,r\ 486 558 576 651 6.71 690  7.60
100+ 474 NL: 6.08E5
\ Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + c ESI
] ’ SRM ms2 706.000 [317.999-318.001,
50-] 335.999-336.001, 353.999-354.001] MS
B mix_a_lmmamonyumasetat
O: 0.22 0.62 113 153 2.02 222 257 3.30 351 3.72 4.49 J\\ 511 5.68 6.28 6.64 6.90 7.53 7.70
T

0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.32. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin fumonisin B2 nin
sinyal seviyesi Uzerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.01 SM: 9G

100 474 NL: 4.41E4
B Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 426.000
50 [260.999-261.001, 278.999-279.001]
4 MS mix_A_0.3formikasit
1 057 113 148 157 407 V4 531 598 6.63 867 7.35 7.50
o 0.26 “ Y 242258 320 370 408 77 |\ p 997 551 97 003 3 g0 TP L
100+ 473 NL: 7.77E4
| Base Peak miz= 260.50-26150 F: + ¢
] | ESISRM ms2 426.000
50 ’\. [260.999-261.001, 278.999-279.001]
4 I MS mix_a_0.1asetikasit
] \
01 02 070 126 179195 235 265 296 340 378 409 4.@0} \486 551 577 608 664 6’_?1 718 7.41 781
100 471 NL: 8.45E4
Base Peak m/z=260.50-261.50 F: + ¢
] I ESISRM ms2 426.000
50 ” [260.999-261.001, 278.999-279.001]
4 ' \ MS mix_a_lmmamonyumformat
|
ol 026 0.33 126 178 208 2.38 305 356 426 447 | L | 481 5}?1 590 608 677 686 718 735 796
100— 4.70 NL: 5.58E4
| Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 426.000
50 l [260.999-261.001, 278.999-279.001]
4 1 MS mix_a_lmmamonyumasetat
] | 501
1007 041 103 124 194 219 255 2.84 3.31 350 3.74 417 447 |\ 555 607 663 711 7.31 7.54
L R E L R o B e e L B e = SR

0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.33. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin okratoksin A’nin
sinyal seviyesi Uzerine etkisi

RT: 0.00-8.01 SM: 9G

100 474 NL: 2.53E5
4 Base Peak m/z=282.50-283.50 F: + ¢ ESI
] SRM ms2 319.000 [186.999-187.001,
501 282.999-283.001, 300.999-301.001] MS
4 i mix_A_0.3formikasit
4 \
1018 075 093 136 1.89 2.24 289 317 352 406 428 || 505517 544 622 656 699 748 788
100 474 NL: 2.45E5
l Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢ ESI
] SRM ms2 319.000 [186.999-187.001,
501 282.999-283.001, 300.999-301.001] MS
4 mix_a_0.1asetikasit
o] 028 083 148167 217246 302 358390 423 |\ 506 537 567 624 661 7.02 7.47 7.68
100 474 NL: 1.32E5
i Base Peak m/z=282.50-283.50 F: + ¢ ESI
. ( SRM ms2 319.000 [186.999-187.001,
50 “ 282.999-283.001, 300.999-301.001] MS
4 \ mix_a_lmmamonyumformat
] 035086119 137 155 231 290 329 368 432 439 } | 508 5.34 544 6.06 667 700 746 789
103 474 NL: 6.40E4
i Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢ ESI
] \ SRM ms2 319.000 [186.999-187.001,
501 ’ 282.999-283.001, 300.999-301.001] MS
] k 522 mix_a_lmmamonyumasetat
] 035 100 107 147 174 183 262 313 346 391 412 456} nJ\ 551 567 648 g 732 749
0 HH\HH\\H\\\\H\HH\H\\\\H\\\H\\HH\H\'\\HH\\H\\HH\HH\H\\\\H\\
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Time (min)

Sekil 4.34. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin zearalenon’un
sinyal seviyesi Uzerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT. 0.00-8.01 SM: 9G

100 478 NL: 6.62E5
g ﬁ Base Peak m/z=309.50-310.50 F: + ¢
] ’\ ESISRM ms2 325.000
50-] | [280.999-281.001, 309.999-310.001]
] ’ ll MS mix_A_0.3formikasit
ol 037067 112 143 198220 281 341357 419 467|488 522 537 633 690 7.39 7.62
100 4.78 NL: 6.95E5
] | Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: + ¢
. | ESISRM ms2 325.000
0] l [280.999-281.001, 309.999-310.001]
] l MS mix_a_0.1asetikasit
o 018 060 101 147 192 250 2.79  3.26 367 391 431 470 | 498 555 591 6.11 654 718 751 7.67
100 4.78 NL: 8.14E5
] l\ Base Peak miz= 309.50-31050 F: + ¢
] “ ESISRM ms2 325.000
50: ' | [280.999-281.001, 309.999-310.001]
4 ' \ MS mix_a_lmmamonyumformat
ol 041 062 121 160 181 215 2.86 3.08 354 398 4.24 453 ,' ‘\\,4.92 5.26 563 627 679 709 745 7.82
100 4.78 NL: 5.54E5
B Base Peak m/z=309.50-310.50 F: + ¢
] . ESISRM ms2 325.000
50 [280.999-281.001, 309.999-310.001]
] ’ l\ MS mix_a_lmmamonyumasetat
4025 052 093 1.24 156 210 250 3.07 3.30 354 413 449 } | 519 536 585 6.13 665 697 747 786
O T e e e T R e e e L e R R R

0.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 70 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.35. Formik, asetik asit ve amonyum format, amonyum asetatin sterigmatosistin’in
sinyal seviyesi Uzerine etkisi

Elde edilen sonuclara gore, analitlerden NIV, FB1, beta-ZOL ve FB2’nin en
yiksek sinyal miktar1 asetik asit kullanildiginda elde edilmistir. Tiim analitler birlikte
degerlendirildiginde % 0,1 asetik asit ilavesinin iyonlagsmada daha etkili oldugu tespit
edilmistir.

4.2.5. Hareketli faz B (%0,2 asetik asit/MeOH, pH: 3,70) sabit tutularak A fazinda
(% 0,1 asetik asit/su) asetik asit ile birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM
amonyum asetat kullaniminin analiz sonuclarina etkisi

Hareketli faz A’da asetik aside ilave olarak 1 mM amonyum format ve amonyum
asetat kullaniminin analitlerin sinyal miktarina etkisini incelemek amaciyla yapilan analiz
sonuglar1 Sekil 4.36-4.43’de belirtilmistir. Hareketli fazin pH degerleri sirasiyla 3,22,
3,86 ve 4,86’dir. Analiz sonuglart incelendiginde DON hari¢ diger analitlerin pik
sekillerinde ve tutulma siirelerinde 6nemli bir farklilik gdézlenmemistir. Elde edilen
sonuclara gore, ilave olarak amonyum format veya amonyum asetat kullanimimnin NIV,
FB1, beta-ZOL, FB2 ve ZEN’in sinyal miktarinda artisa neden olmadigi, en yuksek sinyal
miktarinin asetik asit yalniz basina kullanildiginda elde edildigi tespit edilmistir. Bu
nedenle A fazinda %0,1 asetik asit kullanilmasi uygun goriilmiistiir.
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BULGULAR VE TARTISMA

M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 0.70 NL: 6.52E4
3] Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
80 LQ.]5 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
9 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
60 294.999-295.001] MS mix_A_0.1asetikasit
404
209 0.82
1 oss)| 1087 104 206 258 5g5 450501 409 4gp S5 53758 71 724 763
108 0.77 NL: 2.54E4
| Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESISRM ms2
80 . 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
q 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
60 294.999-295.001] MS
e “,Q-,85 mix_a_0.1asetik_lmmamonyumformat
] | 6.90 7.86
20 J | 231 347 410 4H 530 ]
01030 | 110 185 22 ) 2es 3% Jae | 4% g0 B0 eso V)\\ s |
1004 0.76 NL:2.19E4
3] } Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
80 \ 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
q ' 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
60 294.999-295.001] MS
] mix_a_0.1asetik_lmmamonyumasetat
“9-36 4.10 7.27
\ I Afl 500 542 573 609 718 | 741
1091 114 214 241 302 333368 |43 | ) A5i€ 835 TBNE
Dot e pa e A s e e R Mt M R M T \ T I Mt e !
1 2 3 5 6 7 8
Time (min)

Sekil 4.36. % 0,1 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 m
kullaniminin nivalenol’lin sinyal seviyesi iizerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G
1004

129

135
/‘ 154

‘J' '!J’I Mf

0.9
0.64 453

431

803 494
6 535

S

3.13

265 ﬂ

241 |\ 304 I‘

335 588

5.44

461 ﬁ

l
\

059
0.25

Il

3.97
4

S

| |

I

2

o

o
1004

J

,l)’\\ 564 ’ 608 643 661

L == )\

\ ,
5

80
60
40

445 470

435\

Il

1401
082 135

S

297 337

274 ﬂ ‘
i | 368

i

7.78

506 533 ’
6.60 6.82 7.27 7.61 }\

207 “
o3 008““ 1.09 , 238 260 | )\ 544 612
1004

80

4.83
4.58

60

499

0.24 ﬂ

558
441 6.67
ﬁ 5,04 6.00
/

1
'{T f l 561
308 | \ h
|\ 047 081 114] 216 267 289330 354 ﬂ \ f“ ¥ M“O ;,\ " 635 \880 736 775

05 15 7.0

56
'ﬂ 2.28 3.96
0

2

o

0.0
Time (min)

Sekil 4.37. % 0,1 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 m
kullaniminin deoksinivalenol’iin sinyal seviyesi Uzerine etkisi
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M amonyum asetat

NL:5.47E3

Base Peak m/z=248.50-249.50 F: + ¢
ESISRM ms2 297.100
[202.999-203.001, 248.999-249.001,
280.899-280.901] MS
mix_A_0.1lasetikasit

NL: 1.00E4

Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
ESISRM ms2 297.100
[202.999-203.001, 248.999-249.001,
280.899-280.901] MS
mix_a_0.1lasetik_Immamonyumformat

NL:9.01E3

Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
ESISRM ms2 297.100
[202.999-203.001, 248.999-249.001,
280.899-280.901] MS
mix_a_0.1asetik_Immamonyumasetat

M amonyum asetat



BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 453 NL: 1.26E6
B Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
80 ESISRM ms2 723.100
3 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
60 705.099-705.101] MS
] mix_A_0.1asetikasit
40 - -
|
O: 0.23 055 0.99 1.26 1.89 2.24 251 2.78 3.00 3.78 4.06 || 480 506 5.33 6.07 6.47 6.69 738 7.71
100 4.56 NL: 5.06E5
3] n Base Peak m/z=334.50-335.50 F: + ¢
80 ESISRM ms2 723.100
3 . [334.999-335.001, 352.999-353.001,
60 \ 705.099-705.101] MS
0 | mix_a_0.1asetik_lmmamonyumformat
203
O: 0.26 087 128 1.88 2.08 2.62 2.84 3.51 3.70 4.08 4.37J '\,4:77 523 539 599 626 6.67 6.90 7.22  7.80
100 455 NL: 5.34E5
] h Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
80 \ ESISRM ms2 723.100
q I [334.999-335.001, 352.999-353.001,
607 ' 705.099-705.101] MS
] mix_a_0.1asetik_lmmamonyumasetat
1006 046 100 146 191 2.13 270 321 381 401 ’\4:70 532 583 605 634 682 7.05 7.56
O R L T B e L i L e e

0.0 05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.38. % 0,1 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin fumonisin B1’in sinyal seviyesi iizerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100+ 4.60 NL: 1.33E6
| Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
80 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
q 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
60 302.999-303.001] MS mix_A_0.1asetikasit
404
203
0107043 094 139 170 205 257 281 315 377 408 || 495 516 561 608 660 692 764 795
100+ 4.60 NL: 4.36E5
| Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
804 . 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
3 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
60 | 302.999-303.001] MS

| \ mix_a_0.1asetik_1mmamonyumformat

19% g5 15 166 244 266 2,99 329 409 423 J\f‘J@,_ABS,j.As 612 641 691 727 7.73
1087 459 NL: 3.47E5
] Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
80 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
3 I 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
60 | 302.999-303.001] MS
4 O: ' | mix_a_0.1asetik_Immamonyumasetat
20E o2t “48
g .
] }\ 080 127 160 203 212 293 386 429 441 ] \xag 7.9
O T T T T T e T e T e e T T
0 3 4 8

Sekil 4.39. % 0,1 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin beta zearalenol’{in sinyal seviyesi lizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.70 NL: 1.36E6
| Base Peak m/z=335.50-336.50 F: + ¢
807 ESISRM ms2 706.000
9 [317.999-318.001, 335.999-336.001,
60 353.999-354.001] MS
403 \ mix_A_0.1asetikasit
207 ‘
01007 071100 127 196 229 278 3.01 379 406 456 || 496 547 564 638 665 7.18 757
100+ 4.73 NL: 5.87E5
3] | Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
80 ESISRM ms2 706.000
3 [317.999-318.001, 335.999-336.001,
60 353.999-354.001] MS
405 mix_a_0.1asetik_Immamonyumformat
203 !\
] 029 081 129 178 211 266 284 344 368 4.07 4.672} \ 519 573 590 6.34 6.61 691 7.37 793
108 473 NL: 5.45E5
| ﬂ Base Peak m/z=335.50-336.50 F: + ¢
804 ESISRM ms2 706.000
3 ” [317.999-318.001, 335.999-336.001,
60 353.999-354.001] MS
4 OE I\ mix_a_0.1lasetik_1mmamonyumasetat
207 1
0: 0.09 046 100 146 1.88 2.07 249 2.71 329 360 4.01 443 } \\ 5.08 538 5.99 6.59 716 7.56
TTT T T T T T[T T T T[T T T I [ T T T [T T T T[T T T T T I T T T T T T I T T T[T T T I [T T I T [T T T T T T T I TTTTI[TTTT]

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.40. % 0,1 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin fumonisin B2 nin sinyal seviyesi lizerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 473 NL:7.77E4
3] Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
80 ¢ ESISRM ms2 426.000
B [260.999-261.001,
60 278.999-279.001] MS
| mix_A_0.1asetikasit
40
205 681
0102 070 126 179195 235 26529 340 378 409 460 {486 562577608 664 5 18 741781
100 4.70 NL: 8.39E4
3] Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
804 ¢ ESISRM ms2 426.000
E [260.999-261.001,
60 278.999-279.001] MS
| mix_a_0.1asetik_Immamonyumform
40 l at
20 N \
01011 063085 140 189 208 238 282 3'»,9 368 408 436 | \_4,;,;93,5»11 585 621 647 702 7.22 195
100+ 4'67975.,71 NL: 4.80E4 ) '
] r Base Peak m/z= 260.50-261.50 F: +
80 ¢ ESISRM ms2 426.000
7 I\ [260.999-261.001,
60 \ 278.999-279.001] MS
] mix_a_0.1asetik_Immamonyumaset
40 l at
20 | 4.86 7.29
4005 083 101 159 192 214 265 3.02 3.25 355 4',??74-—13 | W56 541 612 639651 675 736
O o o o AL L e o B B BB R E R ]
0.0 0.5 1.0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6.0 6.5 70 75 8.0

Time (min)

Sekil 4.41. % 0,1 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin okratoksin A’nin sinyal seviyesi lizerine etkisi
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.74 NL: 2.45E5
3] Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
803 ESISRM ms2 319.000
B [186.999-187.001, 282.999-283.001,
604 300.999-301.001] MS
] mix_A_0.1asetikasit
40 -
204
o 028 083 148 167 217 24 300 358 401423 |\ 506 537 567 624 661 702 747 768
100 473 NL: 1.10E5
| Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
803 ESISRM ms2 319.000
7 [186.999-187.001, 282.999-283.001,
604 300.999-301.001] MS
2 ] mix_a_0.1asetik_lmmamonyumformat
204 3.06
I Rt e N N vt | W W B S I O R
100 473 NL: 1.00E5
3] }\ Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
80 ESISRM ms2 319.000
3 ' [186.999-187.001, 282.999-283.001,
60 300.999-301.001] MS
2 | ' mix_a_0.1asetik_Immamonyumasetat
20 4.79
J 032 092 135 145 93 300333 368 389 444 |\ 50553 604 631 567 103 735 775
O o o L e e B B B L L B e e e o e e o e R RN e
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0

Time (min)

Sekil 4.42. % 0,1 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin zearalenon’un sinyal seviyesi iizerine etkisi

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.78 NL: 6.95E5
] | Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
80 , ¢ ESISRM ms2 325.000
B [280.999-281.001,
607 309.999-310.001] MS
| mix_A_0.1asetikasit
40
20 \
O: 018 060 101 147 192 250 279 3.26 367 391 431 4701498 516 591 6.11 654 7.18 7.51 7.67
1004 477 NL: 8.54E5
] | Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
80 ' ¢ ESISRM ms2 325.000
k| ’ [280.999-281.001,
60 | 309.999-310.001] MS
| mix_a_0.1asetik_1mmamonyumform
409 \ at
20 |
O: 028 086 1.04 1.28 177 2.05 252 2.68 3.39 360 4.08 453 ! 1493 521 5.95 645 6.74 7.12 745 799
100 477 NL: 6.32E5
3] Base Peak m/z= 309.50-310.50 F: +
803 | ¢ ESISRM ms2 325.000
B [280.999-281.001,
607 309.999-310.001] MS
| mix_a_0.1asetik_1mmamonyumaset
AOt \ at
20 |
1 043 093 112 156 192 214 261 322 342 386 421 453 \4:92 504 555 617 635 668  7.23 7.66
L o L o o B o o L L o e o o L e e e e e e e
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0

Time (min)

Sekil 4.43. % 0,1 asetik asitle birlikte 1 mM amonyum format ve 1 mM amonyum asetat
kullaniminin sterigmatosistin’in sinyal seviyesi lizerine etkisi

4.2.6. Akis hizim belirlemek icin yapilan analizlerin sonuclari

Calisma kapsaminda kullanilan her bir mikotoksinin farkli akis hizlarinda (0,3,
0,4, 0,5 ve 0,6 mL/dk) belirlenen sinyal miktarlar1 ve pik sekilleri tespit edilmistir.
Literatlirde genel olarak iyonizasyon veriminin akis hiz1 diistiik¢e arttig1 belirtilmektedir.
Bu artisin baslica nedeni ise diisiik akis hizinda spreyde daha kiigiik yiiklii damlaciklarin
olugmasidir. Bu damlaciklardan ¢6zgenin uzaklagmasi daha kolay oldugu igin analizore
giren yiikli partikiillerin miktar1 artmaktadir (Page vd. 2007). Yapilan bu calismada
analitlerin sinyal miktarinin yiiksek akis hizinda (0,6 mL/dk) diistiigii tespit edilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

Akis hizi ayn1 zamanda analitlerin kolonda etkili bir sekilde ayrimi ve keskin pik
sekillerinin elde edilmesi agisindan da 6nemlidir. Pik seklinin diizgiin olmasi miktar
belirleme calismalarinda dikkate alinmaktadir. Kromatografide ideal kosullarda pik
sekilleri genellikle Gaussian egrilerine benzemektedir ve simetriktir. Ancak ¢alisma
sirasinda bir¢ok pikin Onilinde (fronting) genisleme veya arkasinda kuyruk (tailing)
olusumundan dolay1 simetrik olmadig1 gbzlemlenmistir. Kolonda meydana gelen bant
genislemesi analitlerin kolonda kalma siiresi ve hareketli fazin akis hizi ile baglantilidir.
Pikin arkasinda olusan kuyruk analitin sabit faz ile arasindaki adsorpsiyon, dniinde olusan
genisleme ise kolonun fazla yiiklenmesi veya analitin kolondaki kimyasal reaksiyonu
sonucunda olusmaktadir (Dong 2006). Sekil 4.44-4.51 incelendiginde diisiik akis
hizlarinda (0,3 ve 0,4 mL/dk) 6zellikle nivalenol ve deoksinivalenol analitlerinde piklerin
oniinde genisleme veya arkasinda kuyruk olusumu belirlenmistir. Diistik akis hizlarinda
bu analitlerin piklerinin genis olmasi sabit faz ile daha fazla etkilesime girdiklerini
gostermektedir. Sonuglar incelendiginde 0,5 mL/dk akis hizinin hem analitlerin vermis
oldugu sinyal miktar1 hem de pik sekilleri agisindan en 1yi sonucu verdigi tespit edilmistir.

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 112 NL: 191E5
B I\ Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] \ 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
50 \ 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
| 294.999-295.001] MS mix_30QuL/dk
ol 038 084 | \\12? 142 192 258 315332357 428 488 511 570591 661 684 753 7.80
0.92 NL: 1.30E5
100 \

\ Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESISRM ms2

| 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_40QuL/dk

15
o
[

\

\ 129 191 237 284 327 362 463 489 516 530 567 643 667 743 768

01028 059 | 3
o 0,75 NL: 1.33E5

| Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + c ESI SRM ms2
l 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,

13
=]
LT T

\ 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001
\ 294.999-295.001] MS mix_500uL/dk
‘
o102t | Y093 124 215229 239 299 360 379 397 469 505 579 6.08 678 763 775
100~ 064 NL: 6.66E4
B 4 Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 313,000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
s0] \ 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
] ,\ 294.999-295.001] MS mix_ 60QuL/dk
otz | \ 114 161 228 240 325360 458472 4% 528 572 590 669 734 755
P T e e SR e e e R S e
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)

Sekil 4.44. Nivalenol i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 208 NL: 7.20E4
Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] 212 ESISRM ms2 297.100
0] 12 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] 2_02}, 1\\2327 280.899-280.901] MS mix_300 pL/dk
W
1010 055 112 154 VI 267 289 336 370 405 44 5o0 589 554 603 617 677 719 752 775
N og 168 NL: 3.48E4
172 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] I ESISRM ms2 297.100
o] | [202.999-203.001, 248.999-249.001,
1 e L},l,.,79 230 102 o6 280.899-280.901] MS mix_400pL/dk
] 42 057 242 276 336 34 450 492 500 b
A A R0T 088 2 | (AT A ST 59 ss eae ) 708 730 772
100~ 135 NL: 1.58E4
Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] ],,1,.,40 ESISRM ms2 297.100
o] | [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] 096 228\ 511 7.35 768 280.899-280.901] MS mix_500L/dk
1 oss 0.33{\ /”v \&1-49,,1.,66 28 30745 392 439 487 595 015 653 715 |
0 T AN A A » Aol AT A i A A 520 = N A s
100~ 120 782 NL:9.83E3
116 * 755 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] 460 : I ESISRM ms2 297.100
0] J\ [202.999-203.001, 248.999-249.001,
10.02 2,02 270 4, 6.01 739 ’ 280.899-280.901] MS mix_600pL/dk
] 036 069 1 206 f\ 12 328 379 4,%5 l\
15 Pl W 550 0 i fisar h M .allass 535 ss2)lsraese 712 )| ||,]
L e e
05 10 15 20 25 30 35 0 45 50 55 60 65 70 75 80

Time (min)

Sekil 4.45. Deoksinivalenol i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.95 NL: 8.89E5
q Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
] \ ESISRM ms2 723.100
507 g [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] 705.099-705.101] MS mix_300uL/dk
0*0.279 049 087 1.16 150 193 2.17 247 2.66 3.23 381 4.20 4.69 \,,5,.,08 5.69 6.17 6.58 6.98 750 7.96
100— 4.58 NL: 9.98E5
Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
507 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] ! 705.099-705.101] MS mix_400.L/dk
o] 035 085 112 142 163 222 258 2.77 2.96 328 383 424 || 501 545 588 625 6.67 7.08 7.30 7.97
100 434 NL: 8.65E5
q Base Peak m/z=334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50] [334.999-335.001, 352.999-353.001,
B } 705.099-705.101] MS mix_500 uL/dk
0l 031 081110132 190 226 265 303 335 381420 \74.,47 4.84 534 556 587 645 665 713  7.70
100 4.18 NL: 7.76E5
q Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50] [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] k 705.099-705.101] MS mix_600HL/dk
1 0.29 049 1.09 1.24 1.74 2.34 263 329 358 4.00 |\ 4.33 464 520 543 6.03 6.39 6.70 7.03 7.42 7.83
L e e 5L e e e e

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0
Time (min)

Sekil 4.46. Fumonisin B1 igin farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100+ 5.04 NL: 1.81E6
] | Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] 302.999-303.001] MS mix_300uL/dk
0 O}‘\lz, 0.52 1.18 140 1.94 261 2.88 356 3.78 4.33 4.84 |\ 522 560 597 6.80 7.17 7.95
100 464 NL: 1.19E6
+ Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
J 032 302.999-303.001] MS mix_400uL/dk
] f‘,Q-,SS 097 129 174 1.94 256 315 358 4.03 435 || 475518 548 6.14 671 7.08 7.34 7.63
1087 439 NL: 7.44E5
[ Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESISRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
1 026 302.999-303.001] MS mix_500pL/dk
] J/\ 0.36 0.87 147 1.72 2,15 2.67 2.89 352 416 |\ 471 5.35 596 6.60 6.85 7.60 7.86
0 771 NL: 5.29E5
1007 Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
501 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] O-ﬂﬂ 302.999-303.001] MS mix_60quL/dk
0: ]\. 090 1.19 153 194 244 2385 309 3.37 408|440 513 5.78 6.13 648 7.03 723 777
T T T e T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (min)

Sekil 4.47. Beta Zearalenol i¢in farkli akig hizlarina ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100+ 513

W

’\
\

] )’ | 533

020 049 0.87 1.16 175 217 242 269 3.18 3.33 3.81 420 4.66 4.92 5.88 6.39

NL: 7.88E5

Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
ESISRM ms2 706.000
[317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_300uL/dk

679 7,08 7.44 795

473

085 1.11 1.40 1.76 217 2.73 2.88 3.14 352 4.02 4.32 458 || 491 548 569 6.1

N
o
iy

a
?

0.29 6.70 6.85

NL: 7.73E5

Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
ESISRM ms2 706.000
[317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_400uL/dk

7.26 747

4.49

l

50 \

0.46 1.09 1.32 190 228 266 3.03 3.36 3.97 4.32 ,\ 481 5.04 5.64 6.05

NL: 6.40E5

Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
ESI SRM ms2 706.000
[317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_500uL/dk

6.67 6.87 7.07 7.50 7.73

4.33

457 6.20

025 069 1.09 1.67 1.84 244 262 325 353 3.75 498 5.36 554

NL: 5.80E5
Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
ESISRM ms2 706.000
[317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_600pL/dk

6.77 7.15 733 7.83

LS e LA
0.0 05 1.0 15

3.0

4.0
Time (min)

Sekil 4.48. Fumonisin B2 i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 517 NL: 1.14E5
Base Peak m/z= 260.50-261.50
1 | F: + ¢ ESISRM ms2 426.000
o] | [260.999-261.001,
1 , \ 278.999-279.001] MS mix 3001 /dk
01028 046 108 1.34 150 218 247 286 3.22 378 411 473 501 | '\5,.'?,55'—3,,5.,78 6.22 6.67 722 n
100 477 NL: 8.46E4
\\ Base Peak m/z= 260.50-261.50
1 F: +¢ ESISRM ms2 426.000
50 [260.999-261.001,
] 278.999-279.001] MS mix_400 UL/dk
ol 035 085 136154 212 258 292 310 331 372 423 460 \;4}?9 521 540 596 634 689 7.10 7}%6 8
100 451 NL: 7.05E4
f Base Peak m/z= 260.50-261.50
] I F:+ ¢ ESI SRM ms2 426,000
50 [260.999-261.001,
1 278.999-279.001] MS mix_500ML/dk
(1010 047 100 127 180 204 228 267 309 350 404 438 f 1\ 505 552 586 605 664 6'/?9 TAT 727 775
100 432 NL: 4.99E4
ﬂ Base Peak miz= 260.50-261.50
] F: +c ESISRM ms2 426.000
0] [260.999-261.001,
] 278.999-279.001] MS mix_600 HL/dk
1 167 4.84 6.96
1 026 065 110 {199 234 251 284 320 350 393 || 462 | 51 549 603 610 655 69 722
B o o e o o o . L s e e e s

0.0 05 10 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.49. Okratoksin A igin farkli akis hizlarina ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 5.19 NL: 3.38E5
B Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
1 | ESISRM ms2 319.000
501 [186.999-187.001, 282.999-283.001,
1 ’ 300.999-301.001] MS mix_300 HL/dk
] 4
1 o,f_srg.ﬁz 107 155 207 227 306 326 378 421 483 j\ 540 581 6.15 6.42 6.87 7.20 7.66
h og 477 NL: 1.87E5
Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] | ESISRM ms2 319.000
501 . [186.999-187.001, 282.999-283.001,
1 i 300.999-301.001] MS mix_400 pL/dk
1 oa |
i 102 133 179 217 241 289 328 423 438466\ 530 544 649 659 113 762
100 450 NL: 1.49E5
B Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 319.000
501 i [186.999-187.001, 282.999-283.001,
] | 300.999-301.001] MS mix_500 pL/dk
] 027 032 a2 ||
1 i 100 139 170 204 247 304 329 381 23 || 477 482 541 610 6.60 691 7.30 7.66
108 433 NL: 4.25E4
] | Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
1 ESISRM ms2 319.000
501 [186.999-187.001, 282.999-283.001,
1023 00 300.999-301.001] MS mix_600HL/dK
et
3 /1 062 o 125 159 209 Zf? 264 506 329 410 5;?—1} 41 460 508 574 87 628 601 697 726 733
[0 o o e LA e e S O B |
00 05 1.0 15 2.0 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0 75 8.0

Time (min)

Sekil 4.50. Zearalenon i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
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RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 5.25 NL: 8.42E5

4 Base Peak m/z= 309.50-310.50

] F:+c ESISRM ms2 325.000
50 l [280.999-281.001,

] \ 309.999-310.001] MS mix_300 pL/dk
o] 042 078 125 154 186 242 260 2.92 3.22 3.80 4.35 451 4.82 \ 544 579 6.22 6.77 7.04 7.27 7.73

481 NL: 6.88E5

100; )\ Base Peak m/z= 309.50-310.50

] F:+ ¢ ESISRM ms2 325.000
50: [280.999-281.001,
] 309.999-310.001] MS mix_400 HL/dk
-1 0.23 0.54 112 166 1.83 2.05 273 2.95 324 369 3.94 4.26 457 r \\ 4.96 5.43 564 6.21 663 693 738 781
100+ 455 NL: 6.18E5
] A Base Peak m/z= 309.50-310.50

1 F: + ¢ ESISRM ms2 325.000
50 [280.999-281.001
] 309.999-310.001] MS mix_500 paL/dk

|

50

1015 046 094 116 149 192 234 270 302 333 373 423 ] 1480 516 552572 622 662 7.02 7.23 758
1007 [ Base Peak m/z= 309.50-310.50
] ‘ F: + ¢ ESISRM ms2 325.000
\‘ 300.999-310.001] MS mix_600uL/dk

737 NL: 6.13E5
[280.999-281.001,
002 079 102 146 201 240 294 339 390 |1446 476 547 572 591 646 682 7.07 757

L e e |
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.51. Sterigmatosistin i¢in farkli akis hizlarina ait kromatogramlar
4.2.7. Kolon sicakhi@ini belirlemek icin yapilan analizlerin sonuc¢lari

Hareketli faz akis hizt 0,5 mL/dk olarak belirlendikten sonra farkli kolon
sicakliklarmin (20, 30, 40 ve 50 °C) sinyal miktar1 ve pik sekli lizerine etkisi
incelenmistir. Kolon sicakligr analit ile durgun faz arasindaki etkilesimi, hareketli fazin
viskozitesini ve durgun faz yapisinin hareketli faz i¢erisinde ¢6ziinmesini etkilediginden
kromatografik ayrimlar lizerine dogrudan etki etmektedir. HPLC'de yiiksek sicakligin
kullanilmasi, UHPLC daha kiigiik partikiillerin kullanilmasiyla benzer olarak daha iyi
performans ve daha kisa analiz siiresi saglamaktadir. Kolon sicakligi arttiginda,
kromatografik ayirma iglemi daha hizli hale gelir ve genel olarak daha fazla verim elde
edilmektedir. Ancak kromatografik analizde yiiksek sicakliklarin kullanilmasi sicakliga
duyarl bilesiklerin yapisinin olumsuz etkilenmesine neden oldugu gibi hareketli fazda
baloncuk olusumuna ve kromatogramda hayalet veya negatif piklerin goriinmesine de
neden olmaktadir. Bunlara ilaveten sicaklik artis1 pik ¢oziiniirliiglinii diisiirmektedir.
Ayrica 50 veya 60 °C’nin lizerindeki sicakliklarda sabit fazin yapisinda ¢oziinmeler
olabilmekte ve buna bagl olarak kolonun kullanim omrii azalmaktadir. Sonug olarak,
LC’de uygun bir kolon sicakligi kontrolii, 6nemli pik ¢iftlerinin ¢oziniirligi veya
bireysel 6rnek bilesiklerinin tutunma siirelerine gore tanimlanmasi agisindan gereklidir
(Kromidas 2000; Heidorn 2016). Sekil 4.52-4.59 incelendiginde sicaklik artisinin genel
olarak analitlerin sinyal miktarim1 arttirdigi ancak deoksinivalenol analitinin
kromatogramdaki pik sekillerinin 40 °C’de ve tizerinde bozuldugu ve sinyal seviyesinin
azaldig tespit edilmistir (Sekil 4.53). Kolon sicakliginin artig1 analitlerin eliisyonunu
hizlandirmasina ragmen ayirma etkinliginin diismesine neden olmustur. Analiz sonuglari
incelendiginde 30 °C sicaklikta yapilan analizlerin hem sinyal miktar1 hem de pik sekli
acisindan en iyi sonuglari verdigi tespit edilmistir. Bu nedenle 30 °C sicaklikta analizlere
devam edilmistir.
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RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100+ NL: 6.64E4
1 Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
1 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
0] 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
1 \ 294.999-295.001] MS mix_20°C
o Joaz | o7 162 221 269 308 361 384 432 8408 55 647 675 603 742
1004 0.70 NL: 5.76E4
] "L 073 Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
1 \ 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
0 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
] \ 294.999-295.001] MS mix_30°C
4 1
0l 052} 1 0.95 171 215 283 302 324 412 422 464 483 555 597 6.65 7.30 7.69
1004 0.66 NL: 7.42E4
I Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
1 | \ 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
0] 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
] 294.999-295.001] MS mix_40°C
1 1
o000 1082 147 216 260 289 345 388 408 457 491 530 589 609 650  7.09 759
100 0.62 NL: 1.03E5
Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
1 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
0] \ 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
] \\ 294.999-295.001] MS mix_50 °C
o 1 o050/ \ 0.80 1 25 1. 67 1 91 265 301 349 3.88 4.52 4.63 4'?2 533 578 634 6.79 7.16 7.51
T T T R e R i o e o Ras e o L Mt e o e Maniannas
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (min)

Sekil 4.52. Nivalenol i¢in farkl: sicakliklara ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 127 NL: 2.10E4
g Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 297.100
. | [202.999-203.001, 248.999-249.001,
1 ot [ . 185 00 . +I. v 7.05280.899-280.901] MS mix_20°C
7021 0.79 \142 1 =77 243 272 425 )" 4.63 503 @2 2 724
ol & 1\.‘\- A A NA Fa R 3'3'77\3)?4 A A n Ta 533 586 819 A M /ﬂl
NL: 1.55E4
1007 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 297.100
0] [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] 56 6.76 738 7gp 280.899-280.901] MS mix_30°C
] h
o I 5% ea omo | 7
100- NL: 8.42E3
Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 297.100
0] [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] 3.?8 563 714 7.8 280.899-280.901] MS mix_4°C
] 1 7.08
o] )| 384 423 449 457 535 fl 6.04 626 f)\\ 758 768/\
100~ “NL: 8.77E3
-10.04 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 297.100
0] 03 W i 335 7.78 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] [ 469 9 280.899-280.901] MS mix_50°C
] 256 443 ,,zo
Bl 'M ‘ l 188 216 2.90 ’ 3.77 i
ol [ Al f\/ [ A ML sor sas 592 623 6a9 7.40 765 [\ 3
\\u“u\“Hwuu‘HHUu\“uuHu‘uH‘HHUu\“HuuH‘HH‘HH“H”
00 05 10 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (min)

Sekil 4.53. Deoksinivalenol i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100— 421 NL: 7.43E5
e Base Peak m/z=334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] 705.099-705.101] MS mix_20 °C
o 0.30 0.67 0.83 1.24 1.52 193 2.15 2.56 3.08 325 384 \ 441 4.66 547 567 6.16 6.72 698 742 7.63
100 421 NL: 7.63E5
Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
1 . ESISRM ms2 723.100
50] ‘ . [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] I\ 705.099-705.101] MS mix_30°C
o 0.12 0.53 107 164 184 214 241 282 319 352 383 [|4.29 461 521 563 586 6.32 6.69 696 7.33 7.83
100 4.17 NL: 8.33E5
4 Base Peak m/z=334.50-335.50 F: + ¢
] \ ESISRM ms2 723.100
50] [334.999-335.001, 352.999-353.001,
4 705.099-705.101] MS mix_40°C
01007 068 121 155 197 244 280 314 331 356 405|1429 513520 584 655 673 729 772
100~ 412 NL: 8.79E5
e Base Peak m/z=334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] 705.099-705.101] MS mix_50°C
10.16 059 1.13 1.64 226 262 2.83 342 3.99 1.27 4.79 510 569 6.14 6.53 6.90 741 7.65
O A T T e e e
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0

Time (min)

Sekil 4.54. Fumonisin B1 i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

1004 4.25 NL: 3.66E5
B Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] l 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 021 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] ﬂ 302.999-303.001] MS mix_20°C
7 929 069 118 170 216 252 2.98 3.20 405 || 458 502 552 586 647 7.01 7.43 7.67
h 037 425 NL: 4.15E5
bl Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] I 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
507 021 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
15 302.999-303.001] MS mix_30 °C
] }‘ 070 103 1.33 194 229 267 303 356 391 || 455 477 559 6.03 6.61 7.14 7.52 7.70
1087 421 NL: 6.22E5
f\ Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] \ 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
so] ' 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
Jo21 302.999-303.001] MS mix_40 °C
q ,ﬂx 0.60 129 157 206 232 292 3.66 4-04} 1433 451 542 592 638 7.09 741 7.87
e 716 NL: 7.08E5
g Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
0] 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] 302.999-303.001] MS mix_50°C
Jo21
o] 028 110 132 190 214 265 324 344 407 |\ 451 465 522 558 611 679 732 784
s R e e e e A I I e e A A A S
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (min)

Sekil 4.55. Beta Zearalenol igin farkli sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G
4.36 NL: 5.80ES

1007 Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢

] ESISRM ms2 706.000

o] [317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_20°C

024 071 120142 178 215 255 3.25 344 388 424|448 5.11 5.50 580 6.14 6.43 7.03 752 7.79
4.36 NL: 5.61E5
Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 706.000
50 [317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_30°C

0.01 052 0.85 117 150 1.99 214 2,66 2.88 3.16 355 420 | 443 482 513 5560 6.31 649 694 7.09 7.82
1004 432 NL: 6.33E5
] /\ Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢

] ’ ESISRM ms2 706.000
| [317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_40 °C

0.72 125 154 199 244 3.03 331 355 4.18 f\ 452 479 520 555 598 6.37 6.89 750 7.84
427 NL: 7.01E5
Base Peak m/z=335.50-336.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 706.000
] [317.999-318.001, 335.999-336.001,
353.999-354.001] MS mix_50°C.

0.11 059 120 154 1.74 225 263 311 366 4.12 k 4.55 5.13 546 589 624 6.62 681 7.13 7.46

L B o s o R e e e e N A mm e
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 50 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

o

Sekil 4.56. Fumonisin B2 i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

— 436 NL: 6.54E4
4 Base Peak m/z= 260.50-261.50
b F: + c ESI SRM ms2 426.000
0] [260.999-261.00L,
] | 278.999-279.001] MS mix_20 °C
01 % 082 126 143 184 204 252 289 325 344 398 /\4555 4.85 523 553 607 6.39 661 695 729 757
100 436 NL: 6.18E4
| Base Peak m/z= 260.50-261.50
b | F:+ c ESI SRM ms2 426.000
50 [260.999-261.00L,
p ) 278.999-279.001] MS mix_30°C
ol 044 086117 161 214 240 290319352 398 ||458 536 554 579 633 579 695 734 784
100~ 432 NL: 5.82E4

Base Peak m/z= 260.50-261.50
F:+c ESISRM ms2 426.000
[260.999-261.001,
278.999-279.001] MS mix_40°C

o
=}
LT

5.71
01022 077 121 154 193 243 285 331 364 4.11, 4975l >T 58O 669 686 715 7.60
e 428 NL: 6.64E4
i Base Peak m/z= 260.50-261.50
] I F: + c ESI SRM ms2 426.000
1 [260.999-261.001,
] 278.999-279.001] MS mix_50°C
\ 571 618
1024 062 106 141 24 231 263 281307 349 4101452 520 5687 A 664694 734 780
Y \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Time (min)

Sekil 4.57. Okratoksin A igin farkli sicakliklara ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100- 438 NL: 5.33E4
] | Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] { ESI SRM ms2 319.000
50 [186.999-187.001, 282.999—283.001,
192 . 300.999-301.001] MS mix_20°C
ol 1 M 076 124 188 227 237 306 342362 414|451 475 515 582 643 649 % TS
1o 236 NL: 350E4

4 Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 319.000
[186.999-187.001, 282.999-283.001,
300.999-301.001] MS mix_30°C

4.46
073 167 177 194 559 *2° 310 370 444 ) o 462 510 560 592 621 654 67 708 750 788
232 NL: 7.43E4
ﬂ Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
1 ESI SRM ms2 319.000
o] [186.999-187.001, 282.999-283.001,
] 300.999-301.001] MS mix_40°C
1 063 112 123 174 2.30 289 330 374 400 \ 449 470 546 596 626 675 743 758
103 727 NL: 1.30E5
Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] ’ ESISRM ms2 319.000
50 [186.999-187.001, 282.999-283.001,
1 ’ 300.999-301.001] MS mix_50°C
] 024 |
4~ 063 1.33 1.60 1.82 238 2.70 322 359 406 |\ 4.66 483 560 589 6.53 736 147 777
O o L A A A B o B B L e e N m ]
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Time (min)
Sekil 4.58. Zearalenon icin farkl sicakliklara ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G
4.40 NL: 4.54E5

1007 '\ Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F: +c ESISRM ms2 325.000

l [280.999-281.001,
309.999-310.001] MS mix_20°C

1 0.38 0.69 127 153 1.75 214 255 3.10 3.26 3.56 3.86 4.04 \ 453 494 550 568 584 652 670 7.18 7.60 7.79

441 NL: 4.97E5

e | Base Peak m/z= 309.50-310.50
] l F:+c ESISRM ms2 325.000

[280.999-281.001,
309.999-310.001] MS mix_3C°C

1 0.39 0.86 134 170 214 255 3.07 3.53 3.83 4.33 | \ 4.56 4.99 553 5.84 6.42 7.04 741 759
4.36 NL: 5.14E5

100 B Base Peak m/z= 309.50-310.50
] | F:+c ESISRM ms2 325.000
\ [280.999-281.001,
50 ‘ 309.999-310.001] MS mix_40°C
4015 057 090 129 179 227 2,84 3.14 356 377 423 J\ 475 523 5.86 607 653 6.75 7.43 7.67
0 231 NL: 5.80E5

Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F:+c ESISRM ms2 325.000
[280.999-281.001,
309.999-310.001] MS mix_50°C

1015 0.52 1.02 1.60 2.12 242 273 3.03 320 3.84 417 )L4.45 4.88 535 554 6.09 635 6.96 7.11 759 7.90

O o e LA o B o s e L o e e L e e e o e e e

0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 70 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.59. Sterigmatosistin i¢in farkli sicakliklara ait kromatogramlar
4.2.8. Enjeksiyon hacmini belirlemek i¢cin yapilan analizlerin sonuc¢lari

0,5 mL/dk akis hizt ve 30 °C kolon sicakligi secildikten sonra enjeksiyon
hacminin (5, 10, 15 ve 20 upL) analitlerin pik sekli iizerine etkisi incelenmistir.
Kromatografik ayrimlarda kolona enjekte edilen miktar bant genislemesi, pikin oniinde
genisleme veya arkasinda kuyruk olusumu agisindan 6nemlidir. Gereginden fazla 6rnek
hacminin kullanilmasi sonucunda pikler genislemekte ve asimetrik olmaktadir; ayni
zamanda analitlerin tespit zamam degismektedir (Meyer 2010). Sekil 4.60-4.67
incelendiginde enjeksiyon hacmi arttikca DON analitinin kromatograminda pik
sekillerinde bozulmalar ve tespit zamanlarinda degisimler belirlenmistir. Ayrica ZEN ve
STE kromatogramlarinda 10 pL’den sonra sinyal seviyelerinde azalma gorilmektedir.
(Sekil 4.66-4.67). Enjeksiyon hacminin 10 pL se¢ilmesi hem pik sekilleri hem de buna
bagli olarak miktar tayininde dogru sonuclarin elde edilmesi agisindan Gnemlidir.
Analitlerin diisiik enjeksiyon hacminde de oldukca yiiksek sinyal degerlerine ulagsmasi
fazla ornek miktarmin kullanilmasin1 6nlemektedir. Bu durum ayni zamanda kiitle
spektrometresinde analizorde olusacak kirliligin azaltilmasi ac¢isindan da 6nemlidir.
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 NL:7.21E4
] Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ES| SRM ms2
] 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
o] 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
. 294.999-295.001] MS mix_5p|_
ol 317 360 403 469 495 535 597 6.16 654 7.04 7.68 -
100 NL: 8.33E4

e | Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESISRM ms2

] 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,

50 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
\ 294.999-295.001] MS mix_10pL

0.34 1\0.92 161 222 246 304 3.67 441 468 475 543 591 656 686 742 7.95

NL: 8.65E4

Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESISRM ms2
313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_15pL

222 261 316 350 421 477 555 571 598 632 656 7.13 7.73 784
NL: 7.83E4
Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_20p|_

6.36
T

220 248 312 364 398 435 461 524 567 695 7.24  7.92
R T e Bt s S e R

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)

Sekil 4.60. Nivalenol i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

b 127 NL: 1.88E4
q Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] 123 ESISRM ms2 297.100

50 i 130 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
1 o { 23 81 295 3.29 4.41 737 786 280.899-280.901] MS mix_5p|_
+ 0.43 \ 401 425 444 701 '
ol P sl 157 Noms 2a9 288 || 30840 BRI 52 ga 82 e TP o |,
100+ a 7.23 NL: 1.01E4

Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
ESISRM ms2 297.100

3.05 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
041 661 089 263 284 7 | agp 379, o 461 52 736 7 4, 280899-280.901] MS mix 104
2 b 230 | I ' \ﬂ 583 /.36 7.
20 AL A 0 UL o 8T | ass [lsaz 588 614 649 703 |\ 78,
.09 NL: 7.88E3
4.25 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] 1.25 3.10 ESISRM ms2 297.100
451 462 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
I 215 262 — 7.9! g ;
048 089 H\ ' 197 1 k }4 360 M 488 591 621 735 7 0 280.899-280.901] MS mix_15pL
A _L.£
ot an A af WA MVIASM A [lssafser J| JIl [ s2os56 | fesz s i 4

NL: 2.16E4

Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
ESISRM ms2 297.100
[202.999-203.001, 248.999-249.001,
280.899-280.901] MS mix_20p|_

3.56
_2.37 2.77 409 461 59 645 gg7 7(‘2 772
[n312 341 \373 &, N 477 540 w738 A
LI e e e e e
35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0

Time (min)

Sekil 4.61. Deoksinivalenol i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.20 NL:7.71E5
] Base Peak m/z=334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] J 705.099-705.101] MS mix_5u|
o 050 081 1.26 1.56 211 250 303 324 382 1443 462 502 557 599 6.36 659 7.05 745 7.85
100— 421 NL: 7.95E5
e Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] 705.099-705.101] MS mix_10p_
0l 029 0.72 128 164 206 2.65 3.04 3.20 3.70 /‘ | 4.28 491 530 5.79 6.38 6.89 7.14 7.64 7.87
100— 4.20 NL: 8.59E5
e Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
1 ESISRM ms2 723.100
50 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] 705.099-705.101] MS mix_15pL
o 0.31 0.50 0.92 1.26 1.47 1.95 230 2.49 3.24 342 3.67 J\ 4.45 5,05 550 5.88 6.12 6.36 6.79 7.36 7.99
100+ 2.20 NL: 8.39E5
q Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50] [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] 705.099-705.101] MS mix_20pL
| 044 0.73 1.07 1.48 1.81 2.00 2.82 3.08 331 3.73 4.14 433 483 5.34 6.10 6.26 6.49 6.73 742 793
L L e e

0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75
Time (min)

Sekil 4.62. Fumonisin B1 i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100— 4.24 NL: 4.93E5
bl Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] 0.51 | 302.999-303.001] MS mix_Sp|_
17
41
] /\030 069 132 157 226 274 316 3.99 406 \ 453 464 533 582 6.45 685 7.23 751
100 425 NL: 4.39E5
4. Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
503 0.21 ‘ 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
10 ‘ 302.999-303.001] MS mix_104L
Oi /034 084 134 185 219 255 324 382 415\ 455 466 523 565 606 651 695 7.45 7.84
100 4.24 NL: 4.21E5

Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESISRM ms2
321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
507 021 \ 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
» 302.999-303.001] MS mix_15[L

1 | \
] J\ 034 096 138 1.59 244 279 329 3.97 404 }\ 4.46 458 5.66 5.88 6.32 7.16 7.36 7.73
1037 475 NL: 4.82E5
| Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2

] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,

50 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
1022 302.999-303.001] MS mix_20pL
17

0: /‘1\ 0.32 050 159 1,88 230 279 3.10 358 4.1,5,,/'\ 458 464 561 613 653 695 7.24 7.64

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 T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (min)

Sekil 4.63. Beta Zearalenol i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100— 4.35 NL: 6.52E5
] Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 706.000
50 [317.999-318.001, 335.999-336.001,
] 353.999-354.001] MS mix_5p |
0: 050 0.76 126 1.50 1.81 2.07 245 294 3.53 4.21 4.86 5.09 5.40 6.07 6.38 6.91 7.18 7.84
100— 4.35 NL: 5.29E5
e Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 706.000
503 [317.999-318.001, 335.999-336.001,
] 353.999-354.001] MS mix_10pL
0: 0.18 076 1.06 158 207 254 270 3.04 320 370 422 || 4.45 480 5.50 6.09 6.29 6.89 7.06 7.50 7.75
100— 4.35 NL: 6.01E5
e Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
1 ESISRM ms2 706.000
50 [317.999-318.001, 335.999-336.001,
] \ 353.999-354.001] MS mix_15pL
0:0.07 0.38 1.17 146 169 1.95 230 256 3.05 3.25 3.95 4.23 \4,.47 491 5.17 567 594 6.32 6.90 7.16 7.55
100+ 4.35 NL: 6.47E5
Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 706.000
50 [317.999-318.001, 335.999-336.001,
4 ’ 353.999-354.001] MS mix_20p_
] |
004 044 092 132 148 181 249 267 308 330 393 420|451 509 543 562 592 631  6.87 718  7.69
L e e B o e I T e o e e o e e o L A e e B e o e e e A B S 50 B e o e e e e o |

0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.64. Fumonisin B2 i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 434 NL: 6.58E4
Base Peak m/z= 260.50-261.50
] F: + ¢ ESISRM ms2 426.000
o] [260.999-261.001,
] k 278.999-279.001] MS mix_5uL
o] 050 064 069 113 199 218 259 291 333 372 396 | 43455 531 S8 535664 703 T 771
100 NL: 6.71E4
B Base Peak m/z= 260.50-261.50
] F: + ¢ ESISRM ms2 426.000
o] [260.999-261.001,
] k 278.999-279.001] MS mix_10jL
] 650
01022 027 091 162 196 212 251 321 333 384 “16/\ 462 505 537 570 595 "7 683 7.10 744 789
100 235 NL:6.72E4
Base Peak m/z= 260.50-261.50
b F: +c ESISRM ms2 426.000
o] [260.999-261.001,
] 278.999-279.001] MS mix_15{1L
1 044 091 111 1.43 170 211 2.40 272 305 3.39 397 /\\4156 476 516 560 619 640 680 705 758
108 235 NL: 8.63E4
] Base Peak m/z= 260.50-261.50
] F:+c ESISRM ms2 426.000
0] \ [260.999-261.001,
] I 278.999-279.001] MS mix_20jL_
Jo10 065 100 132 166 192 247 278 331 346 389 413 | \,(}’47,4,.,76 531 573599616 68 722 755 782
S o L A B s e e o s B L e s
00 05 10 15 20 25 30 35 45 50 55 60 65 70 75 80

Time (min)
Sekil 4.65. Okratoksin A i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

1004 436 NL:5.17E4
Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
1 ESISRM ms2 319.000
0] [186.999-187.001, 282.999-283.001,
1 028 300.999-301.001] MS mix_5p|_
1 4 oes 424
o /| 088 118 157 195 90 257 98 371 41LAA Y /\470 531 568 609 639 673 7.12 737 7.70
100- 436 NL: 8.59E4
+ Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] I ESISRM ms2 319.000
0] [186.999-187.001, 282.999-283.001,
1 024 027 f 300.999-301.001] MS mix_10pL
o: N /\63’7’ 087 129 159 214 254 287 332 390 4-2?}\ 483 487 532 580 626 685 7.02 751 7.88
100 436 NL: 3.86E4
Base Peak m/z=282.50-283.50 F: + ¢
] ESI SRM ms2 319,000
5o 026 [186.999-187.001, 282.999-283.001,
/k 300.999-301.001] MS mix_15pL
1 1.10 183 426 554 7.47
ol / 234 098 ) 162 183200 56 gqy 326 410 426 | 462 49 o 57 587 635 700 724 1" 7.8
100+ 4.36 NL: 4.40E4
Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 319.000
507 024 030 [186.999-187.001, 282.999-283.001,
300.999-301.001] MS mix_20pL
] 1.82 2.73 3. 95 6.26
3 ) \osa 114" A 203 ) o287 354 T N84 470 552 576 ) 635 7.10 723 768
o HHUHu\Hu\Hu\Hu\HuHH\Hu\Hu\HH\HH\HH\HM\HH\HH\HH\
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Time (min)

Sekil 4.66. Zearalenon i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G
4.40 NL: 4.40E5

1007 Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F:+c ESISRM ms2 325.000
50 [280.999-281.001,
\ 309.999-310.001] MS mix_5p|
o 0.35 0.50 0.75 137 175 220 250 2.84 3.04 359 3.89 \ 4.49 493 523 5.66 6.15 650 7.04 7.23 7.45 7.89
100— 4.40 NL: 6.34E5
+ Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F:+c ESISRM ms2 325.000
50 ' [280.999-281.001,
] 309.999-310.001] MS mix_10p |
0 0.09 054 072 119 1.62 220 261 3.04 3.57 4.26 ! \ 451 492 533 559 6.29 6.61 6.83 7.28 7.69 7.99
100- 4.40 NL: 5.00E5
Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F:+c ESISRM ms2 325.000
50 [280.999-281.001,
] 309.999-310.001] MS mix_15uL
bl 041 0.88 1.13 1.47 1.97 243 2.73 3.19 3.38 3.87 4.30 454 482 515 559 591 631 6.82 7.11 7.34 7.99
108 4. 40 NL: 4.71E5
Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F: +c ESISRM ms2 325.000
50 [280.999-281.001,
] 309.999-310.001] MS mix_20p|
40.07 0.62 091 147 179 231 258 2.77 3.33 358 4.29 460 500 5.35 557 6.09 6.26 6.77 7.10 7.37 7.87
0 \HuuH\HH\HH\HH\HH\HH\HH\HH\HH\HH\HH\HHMMHHHMH‘H
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 5.0 55 6.0 6.5 70 75 8.0

Tlme (mln)
Sekil 4.67. Sterigmatosistin i¢in farkli enjeksiyon hacmine ait kromatogramlar
4.2.9. Gradient denemeleri

Bu calismada %5 ‘den %20’ye degisen oranlarda (%5, %10, %15 ve %?20)
baslangic mobil faz B denemeleri yapilmistir. Sekil 4.68-4.75 incelendiginde analitlerin
cogunda artan metanol oraniyla birlikte pik sekli ve sinyal seviyesinde artis gdzlenmistir.
Ozellikle DON igin %20 metanol baslangi¢ degerinde en iyi pik sekli ve sinyal seviyesi
elde edilmistir (Sekil 4.69). Tiim analitler i¢in pik sekli, sinyal seviyeleri ve alikonma
zamanlar1 goz 6nlinde bulundurularak %20 metanol baslangi¢ orani se¢ilmistir. Frenich
vd. (2009) tarafindan yapilan ¢oklu mikotoksin analizinde de benzer sekilde baslangi¢
metanol seviyesi arttikca pik seklinin ve duyarlili§in arttig1, analiz siiresinin kisaldig
ancak %40 metanol baslangic degerinde ise pik sekillerinin kotiilestigi belirtilmektedir.
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G
100 1.08 NL: 6.77E4
7 Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_%5

1.85 2.11 2.46 334 365 408 483 510 518 585 630 673  7.36 7.74

NL: 7.51E4

Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
| 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,

503 | 240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
\ 294.999-295.001] MS mix_%10

032 | 116 147 216 265 203 332 391 439 494 542 583612 g7p 742 762
061 NL: 1.03E5
B Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESISRM ms2
. 313.000 [174.999-175.001, 200.999-201 001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,

e 10.67 294.999-295.001] MS mix_%15

0.30 / \%7?‘1,-12,1,.437 176 238 313 354 395 445 479 524 565 587 643 708 762

050 NL: 8.93E4
Base Peak m/z= 174.50-175.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
313.000 [174.999-175.001, 200.999-201.001,
240.999-241.001, 268.999-269.001, 284.999-285.001,
294.999-295.001] MS mix_%20

726 7.71
T T

103 149 220 246 295 314 371 416 492 505 51 560 626 671
e T Tt ‘

1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)

Sekil 4.68. Nivalenol icin farkli gradiyente ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 248 NL: 9.81E3
g 2.36 469 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] Y : ESISRM ms2 297.100
0] ||| 257 [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] Lo7 T 410 5.00 662 7.10 218 280.899-280.901] MS mix_%5
] : 183 227 |1 ! ) 10 4.16 | 7.
ol026 053 10 {178 T3, }) {290 300 385 T g0 ‘f\ A 551 593 601 fe7 J\ﬁ, 5 752
100 155 NL: 8.54E3
+ 4.68 Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] 1.52 | y ESISRM ms2 297.100
50 019 048 198 A [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] 0.87 339 4y l 479 5.99 6.61 7 gg 280:899-280.901] MS mix %10
1 \ noszﬁ N\l 5% 242 208 I - 4'3'6'*/\ /k sas Ot 7 | 738 7% )
ol Il 1052/ 110 W/ e A\ a0ap 1 | £ h Nhese )| 7aa 738 ™
100 1.00 4.66 NL: 9.84E3
1014 1.04 Base Peak m/z=248.50-249.50 F: + ¢
1 022 W' ESISRM ms2 297.100
5o AN 768 [202:999-203001, 248.999-249.001,
g J 060 l 127 11 10 388 522 565 o 7-49ﬂ 7 g 280-899-280.901] MS mix_%15
0- Lafia i A/\ Nip 220 276 315 3:32,/\ 418 | /IU\ A5'5B—A 576 587 659 681 " A )L
100+ 0.75 NL: 1.34E4
B Base Peak m/z= 248.50-249.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 297.100
5o [202.999-203.001, 248.999-249.001,
] l 42 481 ¢ 0o 280.899-280.901] MS mix_%20
1 057 115 161 50 o5g 268 330 347 g4 4.64A . 6 7.69
. A NN Y e ¥ A A2 Jasta ) {561 602 628 695 738 \
0 L o L e s e e e L e e e
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.69. Deoksinivalenol i¢in farkli gradiyente ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100+ 4.40 NL: 6.51E5
] Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
4 705.099-705.101] MS mix_%5
0: 030 054 099 1.31 147 216 237 288 3.47 365 4,3,1,!\,4.,48 485 550 575 629 647 698 744 7.63
100— 437 NL: 7.22E5
e Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
503 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
B 705.099-705.101] MS mix_%10
0: 0.07 059 0.87 1.17 174 217 2.65 2.81 3.16 3.77 4.15/’\47.52 510 552 5.72 6.23 6.64 714 739 7.78
100— 4.33 NL: 7.29E5
e Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
1 ESISRM ms2 723.100
50 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] 705.099-705.101] MS mix_%15
0: 0.29 0.73 0.89 122 1.43 1.88 2.08 2.69 3.05 3.29 3.81 4.08 | \4.,54 515 555 591 621 6.61 7.00 7.26 7.82
100— 4.29 NL: 7.87E5
q Base Peak m/z= 334.50-335.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 723.100
50 [334.999-335.001, 352.999-353.001,
] 705.099-705.101] MS mix_%20
1 o033 o7 092 146 220 2.38 3.14 3.30 3.81 1/ 4.40 491 5.12 556 6.10 6.40 6.99 7.46 7.66
L e e e L I e e o e e o o o B e e e o B L A e e |
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Sekil 4.70. Fumonisin B1 i¢in farkli gradiyente ait kromatogramlar
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BULGULAR VE TARTISMA M. YILDIZ OCAL

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

1004 4.45 NL: 4.62E5
] ‘ Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
507 026 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] 302.999-303.001] MS mix_%5
o J ' 041 086 123 175 242 307 362 4.17 427 } {473 404 576 629 6.61 7.08 7.37 7.70
100— 4.43 NL: 5.39E5
B ’l Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
0] 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] o.ﬁe 302.999-303.001] MS mix_%10
Oi /L 086 127 160 204 238 279 315 414 419 |\ 475481527 604 666 762 779
100 4.38 NL: 6.06E5
B 'l Base Peak m/z=302.50-303.50 F: + ¢ ESISRM ms2
] 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
0] \ 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] 302.999-303.001] MS mix_%15
7 026 \
] f\ 036 060 145 200 244 290 398 4.28)1449 511 531 595 6.38 6.80 7.08 7.50 7.95
mgi 233 NL: 6.00E5
B Base Peak m/z= 302.50-303.50 F: + ¢ ESI SRM ms2
] \ 321.000 [266.999-267.001, 266.999-267.001,
50 284.999-285.001, 284.999-285.001, 302.999-303.001,
] \ 302.999-303.001] MS mix_%20
102 \
o] L 052 131 1.88 2.09 278 339 361 4.13] | 448 492 574 611 631 6.97 7.46 7.66
L A R A R B BARE MM MY RN LAARE ARR Raas Rans nas nans Rans Mad nans Ras Ran Ras Rans Rnas naas mane Aas R Rant Rans Race Rans Aane Ruas nane nane nans
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (min)

Sekil 4.71. Beta Zearalenol i¢in farkli gradiyente ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

1008 454 NL:4.72E5
] r\ Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 706.000
50 . [317.999-318.001, 335.999-336.001,
] \ 353.999-354.001] MS mix_%5
O: 031 053 0.78 128 145 216 2.39 2.88 347 3.64 3.84 439 |} 4.64 5.04 569 6.10 6.43 6.69 7.06 7.24 7.60
100— 452 NL: 4.65E5
e p Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
] . ESISRM ms2 706.000
50 ' [317.999-318.001, 335.999-336.001,
B \ 353.999-354.001] MS mix_%10
] |
o 0.34 059 092 1.07 158 2.15 2.64 319 3.62 4.11 435 !\ 4.68 5.9 549 585 6.11 6.75 7.01 7.33 7.52
100— 4.49 NL: 5.16E5
e Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
1 ESISRM ms2 706.000
50] [317.999-318.001, 335.999-336.001,
] 353.999-354.001] MS mix_%15
0: 0.35 0.70 0.88 1.42 1.87 2.08 254 2.77 3.18 353 3.94 442 506 532 576 6.16 6.36 692 7.29 7.99
1004 446 NL: 4.75E5
q Base Peak m/z= 335.50-336.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 706.000
50] [317.999-318.001, 335.999-336.001,
4 353.999-354.001] MS mix_%20
1 034 081 130 178 202 2.39 261 314 329 349 407 } \ 498 534 585 629 6.79 7.16 7.33 7.61
L e L e e
0.0 1.0 20 25 3.0 35 4.0 5 5.0 5, 6.5 7. 0
Time (min)

Sekil 4.72. Fumonisin B2 i¢in farkli gradiyente ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 456 NL: 7.85E4
] I Base Peak m/z= 260.50-261.50
] F: + ¢ ESI SRM ms2 426,000
o] [260.999-261.001,
] 278.999-279.001] MS mix_%5
01 030 089090 132 150 221237 285 327 350 383 4.23 467 509 560 580 619 655 674  7.31 7.50 7,57
100 254 NL: 8.68E4
] i Base Peak m/z= 260.50-261.50
] F: + ¢ ESI SRM ms2 426,000
o] [260.999-261.001,
] 278.999-279.001] MS mix_%10
o1 926 064 086 111 158 216 265 3.4 344 3.80 4.06 \ 476 502 563 595 650 707 724 778
o 2.49 NL: 6.14E4
4 \ Base Peak m/z= 260.50-261.50
] l F: + ¢ ESISRM ms2 426.000
o] [260.999-261.001,
] H 278.999-279.001] MS mix %15
1 031 063088 121 170 188 209 266 318 372 407 l | ™87 535 55592 657 678 710 723 44
108 247 NL: 6.11E4
] I Base Peak m/z= 260.50-261.50
] | F: +c ESISRM ms2 426.000
0] [260.999-261.001,
] 278.999-279.001] MS mix_%20
Jo1s o069 124 172 195 2.36 281 3.08 328 344 413 427 | | 472 498 515 560 601 625 661  7.18 774
O Sl e B A B e B e O L A A e B e
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Time (min)
Sekil 4.73. Okratoksin A i¢in farkli gradiyente ait kromatogramlar
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RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100— 457 NL: 7.02E4
] Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 319.000
5] 028 [186.999-187.001, 282.999-283.001,
1™ 300.999-301.001] MS mix_%5
b 27 6 4.66  4.84
ol /1036 o088 151 1.87 255 278 341 360 414 443 /\\" 7 7" 515 580 635 680 7.8 7.58
100~ 455 NL: 9.88E4
Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 319.000
0] [186.999-187.001, 282.999-283.001,
b 300.999-301.001] MS mix_%10
o 9% 056 088 153 177 211 268 311 344 404 30 507 535 587 6.15 646 680 717 7.7
100 450 NL: 9.82E4
+ Base Peak m/z=282.50-283.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 319.000
5o \ [186.999-187.001, 282.999-283.001,
‘ 300.999-301.001] MS mix_%15
o] 027 073 109 146 183 256 272 300 345 386 423 | 479 521 572 599 650 7.03 724 790
1004 47 NL: 1.01E5
Base Peak m/z= 282.50-283.50 F: + ¢
] ESISRM ms2 319.000
5o [186.999-187.001, 282.999-283.001,
300.999-301.001] MS mix_%20
1 o027
] FL033 057 112 179 205 253 283 336 375 440 || 486 522544 548 616 656 678 7.32  7.87
O S e e e L L e B B e e e R B L
0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

Time (min)

Sekil 4.74. Zearalenon i¢in farkli gradiyente ait kromatogramlar

RT: 0.00-8.00 SM: 9G

100 4.60 NL: 5.78E5
Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F: +c ESISRM ms2 325.000
503 [280.999-281.001,
309.999-310.001] MS mix_%5
o 0.24 0.66 0.83 132 181 225 285 3.14 3.65 421 |\ 486 519 539 586 6.24 6.65 7.23 7.60
100 4.58 NL: 6.11E5
Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F: +c ESISRM ms2 325.000
50 [280.999-281.001,

309.999-310.001] MS mix_%10

1 035 0.64 123 159 2.05 250 282 320 342 376 4.04 447 )\ 4.97 5.23 556 6.27 643 6.82 7.13 7.49 7.80

1037 455 NL: 6.79E5
Base Peak m/z= 309.50-310.50
] F: + ¢ ESISRM ms2 325.000
50 [280.999-281.001,
309.999-310.001] MS mix %15
|
J019 049 080 121 169 190 237 258 313 330 405 422 |\ 469 497 559 583 618 663 7.05 7.24  7.69
103 251 NL: 5.48E5
] I Base Peak m/z= 309.50-310.50
] ]l F: + ¢ ESI SRM ms2 325.000
[280.999-281.001,

50 { 309.999-310.001] MS mix_%20

10.14 047 081 1.43 166 1.88 2.38 2.85 3.00 352 3.89 4.23 }\ 483 511 541 578 6.19 643 693 7.13 7.56 7.95

Time (min)
Sekil 4.75. Sterigmatosistin i¢in farkli gradiyente ait kromatogramlar
4.2.10. UHPLC’de olusturulan analiz metodu

Yapilan analizler sonucunda analitlerin pik sekilleri ve sinyal miktarlar1 agisindan
en uygun hareketli faz bilesimlerinin asagida belirtilen sekilde olmasina karar verilmistir.
Bu kosullarda en uygun kolon akis hizinin 500 pL/dk, kolon sicakligmin 30°C ve
enjeksiyon hacminin 10 uL oldugu tespit edilmistir.

Hareketli faz (A): % 0,1 asetik asit/su
Hareketli faz (B): % 0,2 asetik asit /MeOH

Analiz siiresi 8 dakikadir, ancak ilk 4,6 dakikasinda tiim analitler tespit edilmistir.
Sonraki 6. dakikaya kadar stirede kolondan %2100 organik faz akitilarak kolonun
temizlenmesi amaglanmistir. Son 2 dakikalik siirede de hareketli fazlarin analiz baglangi¢
oranlari kolondan akitilarak kolonun bir sonraki enjeksiyon i¢in sartlanmasi saglanmistir.
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4.3. HESI Parametrelerinin Belirlenmesi

UHPLC cihazinda analitlerin daha ytiksek pik alani verdigi, daha iyi pik sekli ve
ayrim gosterdigi metot belirlendikten sonra kiitle spektrometresi kismindaki
parametrelerin belirlenmesine gecilmistir. Bu asamada, iyonlagmay1 ve olusan iyonlarin
kltle analizorline iletimini saglayan sheath ve yardimci gazlarin akis hizlari, kapiler ve
buharlastirma sicakliklar1 ve sprey voltaji degerleri tespit edilmistir. Analitlerin
yapisindan dolay1 pozitif iyonlasma modu (ESI+) kullanilmistir.

4.3.1. Kapiler ve buharlastirma sicaklik degerleri

ESI ile olusan yiiklii damlaciklar 1sitilmis kapilere dogru iletilirken 1sitilmis azot
gazi ile bu damlaciklardan yiiklii partikiiller agiga ¢ikmaktadir. Bu ylizden kapiler ve azot
gazinin (sheath gaz) sicakliginin iyonlarin analizore iletiminde Onemli etkisi vardir.
Kapiler sicakligi 100-300°C araliginda ayarlanabilmektedir (Banerjee ve Mazumdar
2012). Diisiik sicakliklarda iyonlarin transfer verimi yiiksek sicakliklara gére daha iyi bir
sekilde gerceklesmektedir. Bu durum, kapilerin i¢indeki yiiklii damlaciklarin boyutu ve
sayist ile ilgilidir. Diisiik kapiler sicakliginda, damlacik boyutu daha biiyliktiir ve daha
diisiik hizda hareket etmektedir. Bu durum, damlaciklarin kapilerin i¢ duvarina carparak
yok olmasina engel olmaktadir. Sicaklik artis1 ise ¢dzgenin uzaklagsmasina yardimci
olarak damlacik boyutunun kiiclilmesine ve gaz faz iyonlarin sayisinin artmasina yol
acmaktadir. Ancak bu durum yiiklii taneciklerin hizinda artisa neden oldugu i¢in kapilerin
i¢ duvarma carparak sinyalde kayiplara neden olmaktadir. Bu yiizden sicaklik ayarinin
1yi bir sekilde yapilmasi gerekmektedir (Page vd. 2007). Buharlastirma sicakligi, ESI’de
olusan iyonlarin analizore iletimini saglayan azot gaziin 1sitilmasini saglayarak sinyal
miktarina 6nemli diizeyde etki etmektedir. Spreyde olusan damlaciklardan ¢6zgenin
uzaklastirilmasi analizore giren iyonlarin miktarinda artis saglamaktadir (Ho vd. 2003).

Cihazin kullanim rehberinde (Anonymous 2009) akis hizina bagl olarak kapiler
sicakliginin 240-380 °C arasinda oldugu ve literatiirde yer alan ¢alismalar incelendiginde
ise genel olarak buharlastirma sicakliginin kapiler sicakligindan daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu bilgilere dayanarak bu ¢alismada Cizelge 4.9’°da belirtilen degerler
kullanilmistir. Kapiler ve buharlastirma sicakligini belirlerken yapilan analizlerde sheath
ve yardimci gaz degerleri sirasiyla 30 ve 10; sprey voltaj1 3,2 kV’tur. Analiz sonuglari
incelendiginde kapiler ve buharlastirma sicakliklarinin analitlerin sinyal miktar: lizerine
istatistiki olarak onemli derecede etkisinin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.9). En
yiiksek sinyal miktart NIV, OTA ve STE analitlerinde kapiler sicakligi 250°C’ye ve
buharlastirma sicakligi 350°C’ye ayarlandiginda elde edilmistir. Diger analitlerde farkli
uygulamalarda en yilksek sinyal miktar1 elde edilmis olup, analitlerin tiimii
degerlendirildiginde kapiler sicakliginin 250°C ve buharlastirma sicakliginin 350°C
olmasina karar verilmistir.
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Cizelge 4.9. Kapiler ve buharlastirma sicakliklarinin sinyal miktarina etkisi

Kapiler sicakligi(°C) 250 300
Buharlastirma

sicakligi (°C) 300 350 400 350 400
Nivalenol 1,02E5%+0,19  1,32E5°+0,11 0,83E4ab+4,34  |8,89E4%+0,12  6,02E4%+0,02
Deoksinivalenol 2,27E4+0,36 1,46E4+0,95 1,96E4+0,47 2,56E4+0,08 2,49E4+0,12
Fumonisin B1 7,38E5%+0,01 8,57E5%+0,27 1,04E6°+0,04 1,11E6°+0,06 1,10E6°+0,11
Beta zearalenol 5,90E5%+0,43 8,28E5°+0,01 1,14E6°+0 1,01E6°+0,01 1,13E6°+0,11
Fumonisin B2 5,45E5%+0,84 6,02E5%+0,09  6,65E5°°+0,49 5,56E5%+0,08  7,38E5°+0,1
Okratoksin A 5,98E4%+1,64 8,25E4°+0,27 8,19E4°+0,26 8,14E4°+0,2 8,04E4°+0,2
Zearalonone 8,49E4%+3 55 9,40E4%+0,18 1,19E5%+0 1,18E5%+0,01 1,70E5°+0,13
Sterigmatosistin 5,47E5%+0,06 6,79E5°+1,06 6,48E5%+0,01 6,56E5%+0,08  6,58E5%+0,11

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir

*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir
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4.3.2. Sheath ve yardimci gaz degerleri

Sheath gaz kapilerden kapilerin ucuna gelen sivinin iyi bir sekilde spreye
donilisiimii agisindan O6nemlidir. Bu gaz aymi zamanda ESI probunda olusan yiikli
damlaciklarin analizér girisine iletimini de saglamaktadir. Yardimci gaz ise olusan yiiklii
damlaciklardan ¢6zgenin uzaklastirilmasini saglayarak boyutunun azaltilmasinda rol
almaktadir (Banerjee ve Mazumdar 2012). Cihazin kullanim kitabinda belirtildigi {izere
400 pL ve yukarisinda akis hizinda sheath ve yardimci gaz igin minimum degerler
sirasiyla 30 ve 10°dur (Anonymous 2008). Bu bilgiye dayanarak analizde kullanilmak
Uzere belirlenen sheath ve yardimer gaz degerleri ve sinyal miktarina etkileri Cizelge
4.10’da belirtilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, DON, FB1, FB2 ve OTA
analitlerinde en yuksek sinyal miktar1 sheath gaz 40 ve yardimci gaz 20 olarak
ayarlandiginda elde edilmistir. Analitlerin %50’sinde sheath gaz 40 ve yardimci gaz 20
degerinde en yiiksek sinyal miktar1 elde edildiginden bu parametrelerde denemelere
devam edilmistir.

Cizelge 4.10. Sheath ve yardimcet gaz degerlerinin sinyal miktarina etkisi

Sheath gaz(Arb) 40 50

Yardimer gaz(Arb) 10 20 10 20
Nivalenol 1,17E5%+0,02  2,05E5°+0,04 |1,42E5%+0.04 2,07E5°+0,06
Deoksinivalenol 1,56E4°+0,06 2,97E4°+0,05 |1,59E4%+0,02 2,49E4°+0,02
Fumonisin B1 9,18E5%+0,17 1,20E6°+0,15 |[8,90E5%+0,21 9,10E5%+0,07
Beta zearalenol 7,33E5%+0,11 1,37E6°+0,05 |9,24E5°+0,08 1,44E6°+0,05
Fumonisin B2 5,83E5+0,1 6,10E5+0,14 |6,02E5+0,03 5,83E5+0,1
Okratoksin A 3,61E42+0,13 8,17E4°+0,04 |6,38E4°+0,07 6,42E4°+0,12
Zearalonone 9,10E4%+0,14 2,13E5°4+0,1 |1,38E5°+0,03 2,76E5%+0,06
Sterigmatosistin 5,13E5%+0,10 4,97E5%+0,05 |6,06E5%+0,47 5,77E5°°+0,05

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.3.3. Sprey voltaj degerleri

Sprey voltaji kapilerin ¢ikisindaki uca uygulandigindan, burada olusturdugu
elektiriksel alan ile s1v1 ylizeyinden yiiklii damlaciklarin olusarak ayrilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Metanol ilavesinin olmadig1 sulu ¢ozeltiler ile stabil sprey olusumu
oldukca zor veya imkansizdir. Sulu ¢6zeltinin oraninin arttigi durumlarda stabil sprey
olusumu, voltajin arttirllmasi ile gézlemlenmistir (Cech ve Enke 2001). Bu bilgiye
dayanarak analizde kullanilmak {izere belirlenen sprey voltaji degerleri ve sinyal
miktara etkileri Cizelge 4.11°de belirtilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde,
FB1, FB2, OTA ve STE analitlerinde en yiiksek sinyal miktarina 3,5 kV degerinde
ulagildig: tespit edilmistir.
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Cizelge 4.11. Sprey voltajinin sinyal miktarina etkisi

Sprey voltajikV) 3 3,5 4

Nivalenol 2,46E5b+ 0,06 2,12E5a+0,12 2,26E5ab+0,06
Deoksinivalenol 4,14E4b+0,08 3,69E4a+0,08 4,17E4b+0,05
Fumonisin B1 1,06E6+0,13 1,11E6+0,12 1,08E6+0,03
Beta Zearalenol 1,45E6a+0,08 2,11E6b+0,13 2,49E6¢+0,02
Fumonisin B2 5,44E5a+0,09 6,98E5c+0,04 6,67E5b+0,05
Okratoksin A 6,74E4b+0,08 7,44E4c+0,09 6,16E4a+0,19
Zearalenol 1,77E5a+0,04 4,84E5b+0,23 6,07E5¢c+0,05
Sterigmatosistin 5,12E5a+0,11 5,77E5b+0,05 5,61E5b+0,13

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.4. Seyrelt ve Enjekte Et Ekstraksiyon Yonteminin Gelistirilmesi

Bu yontemde oncelikle numuneyi temsil edebilecek 6rnek miktar: literatiirde
benzer ¢alismalar dikkate alinarak 5g olarak belirlenmistir (Scarpino vd. 2019; Da Silva
vd. 2019). Seyrelt ve enjekte et yontemi farkli kimyasal yapiya sahip mikotoksin
gruplarinin analizinde maliyeti diisiirmek ve 6rnek hazirlama siiresini azaltmak amaciyla
siklikla kullanilmaktadir (Sulyok vd. 2006; De Santis 2017). Bu yontemde ornek
ekstraktinin basit seyreltilmesi LOQ degerinin artmasina neden olabilmektedir. Diger
taraftan Ornek konsantrasyonu giiclii matriks etkisinden dolayr metot performansini
etkilemektedir. izotop kullanilmasi matriks etkisinin iistesinden gelinmesi amaciyla
kullanilabilir ancak bu da ekstra maliyet artisina neden olmaktadir. Bu nedenle 6rnek
hazirlama siiresini kisaltmak ve maliyeti diisiirmek i¢in matriks uyumlu kalibrasyon
kullanilmaktadir. Ekstraksiyonu etkileyen degiskenler arasinda ekstraksiyon ¢dzgeni,
miktar1 ve ekstraksiyon siiresi parametreleri gelmektedir. Bu nedenle ekstraksiyon
cozeltisinin, kullanilacak ¢ozelti miktarinin ve ¢alkalama siiresi ve hizinin ekstraksiyon
verimi iizerine etkileri incelenmistir.

4.4.1. Ekstraksiyonda kullanilan ¢ézgenin belirlenmesi

Ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziicli bilesimi ¢oklu toksin analiz metodunun
gelistirilmesinde analitlerin farkli kimyasal yapilarindan dolay: kritik parametrelerden
biridir (Sulyok vd. 2006). Literatiirde mikotoksinlerin farkli kimyasal yapilarindan dolay1
ekstraksiyon ¢ozgeni olarak MeOH ve ACN’in farkli oranlarda sulu karigiminin ve
asetonitrilin sulu karigiminin asetik asitle asitlendirilerek kullanildig1 goriilmektedir
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(Sulyok vd. 2006; Sulyok vd. 2007; De Santis vd. 2017; Franco vd. 2018; Da Silva vd.
2019). Sulyok vd. (2006) tarafindan bugday ve misirda 39 mikotoksinin tespitine yonelik
yaptiklar1 ¢alismada seyrelt ve enjekte et yonteminde analitlerin farkli yapisindan dolay1
ACN ve MeOH’un farkli sulu ¢ozeltileri asetik asit ilave edilerek ve ilave edilmeden test
edilmis ve tiim analitler i¢in en iyi ekstraksiyonun ACN/H20/HAc 79+20+1 (v/viv)
ekstraksiyon ¢ozeltisi kullanildiginda elde edildigi belirtilmistir.

De Santis vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada da ¢oklu mikotoksin analizinde
seyrelt ve enjekte et yonteminde c¢Ozgen olarak CH3OH:HO 80:20,
CH3CN:H20:CH3COOH 79:20:1 ve EtOH:H20 2:1 test edildigi ve geri kazanim ve
tekrarlanabilirlik bagil standart sapmasina gére CH3CN:H,O:CH3COOH 79:20:1’in
tercih edildigi bildirilmistir. Franco vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada seyrelt ve
enjekte et yonteminde ¢6zgen olarak asetonitril:su: asetik asit (80:20:0,1) kullanildig
bildirilmistir. Da Silva vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada seyrelt ve enjekte et
yonteminde ¢6ziicii bilesiminin (asetonitril:su 9:1 v/v ve 8:2 v/v) ve asetik asit ilavesinin
(%1 ve %2) test edildigi ve en iyi kosulun asetonitril:su 8:2 v/v ve % 2 asetik asit
ilavesinde elde edildigi belirtilmistir. Bu ekstraksiyon tekniginin optimizasyonu genel
olarak uygun ekstraksiyon ¢dzgeninin se¢imi ile baslamaktadir. Kullanilacak ¢6zgenin
ilgili analitleri ¢ozerek matriksten ayrilmasini saglarken diger matriks bilesiklerinin
ekstraksiyonunu en aza indirmesi gerekmektedir. Bu yuzden, ¢dzgenin polaritesi hedef
analitin polaritesine yakin olmalidir. Polar olmayan ve lipofilik bilesikler i¢in genel
olarak hegzan ve pentan gibi polar olmayan ve su ile karismayan ¢ézgenler kullanilirken;
polar yapida olan asetonitril, metanol ve su, polar ve hidrofilik 6zellikteki bilesiklerin
ekstraksiyonunda kullanilmaktadir (Carabias-Martinez vd. 2005). Ayrica ¢dzgen
seciminde ekstraksiyondan sonra analiz i¢in kullanilacak teknigin de gbz Oniinde
bulundurulmasi gerekmektedir. LC sistemlerde hareketli faz olarak kullanilan asetonitril
ve metanoliin ekstraksiyonda kullanilmasi ekstraktlarin dogrudan cihaza enjeksiyonuna
olanak saglarken, diger ¢ozgenlerin kullanilmasi durumunda evaporasyon gibi ek
islemlerin yapilmasi gerekmektedir (Luthria vd. 2004).

Bu c¢alismada, literatiirdeki ¢6zgen bilesimi de dikkate alinarak mikotoksinlerin
polar yapisindan dolay1 ¢dzgen olarak asetonitril tercih edilmis ve asetonitrilin hem tek
olarak hem su ile karisimi1 (ACN:H20 80:20 v/v) ve hem de asetik asit (%1) ilave edilerek
test edilmistir. Her bir deneme de ¢dzgen miktar1 10 ml ve 15 ml olarak denenmistir.
Cozgen bilesiminin ve karigim oranlarinin ekstraksiyon verimi tizerine etkisi analitlerin
cihazda vermis oldugu sinyal seviyesi ile degerlendirilmistir. Analiz sonuglar1 Cizelge
4.12 ve 4.13’de belirtilmistir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, analitlerin ¢ogunun ekstraksiyonunda
asetonitrilin sulu karisiminin en yiiksek geri kazanim degerlerini verdigi tespit edilmistir.
Ancak ¢aligma kapsaminda degerlendirilen analitlerden OTA tolere edilebilen en diisiik
iist limite sahip oldugundan degerlendirme bu toksine gore yapilmistir. Benzer sekilde
Da Silva vd. (2019) yaptiklari ¢alismada seyrelt ve enjekte et yoOnteminin
optimizasyonunda ¢alisma kapsamindaki analitlerden en diisiik tolere edilebilir {ist limite
sahip olan AFB1’e gore karar verildigi bildirilmektedir. Tez kapsamindaki analitlerden
OTA’nin cihazda vermis oldugu sinyal miktar1 piringte ACN % 1 asetik asit icerdigi
durumda elde edildiginden tercih edilmistir. Her iki matriks i¢in 15 ml de ¢alisilmas1 ve
ekstraktin temiz olarak eldesi daha rahat oldugu i¢in ¢6zelti hacmine 15 ml olarak karar
verilmistir. Ekstrakt igerisinde analitler disinda diger bilesiklerin yogun olarak bulunmasi
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kromatografik analizde sorunlara neden olmaktadir. LC-MS analizinde hem kolon émri
acisindan hem de kiitle analizoriinilin kirliligi agisindan ekstraktin miimkiin oldugunca
temiz olmas1 6nemlidir.

Cizelge 4.12. Piringte ¢6zgen bilesiminin ve karigim oranlarinin sinyal miktarina etkisi

Cozgen bilesimi ACN ACN ACN:H20 ACN:H20 O/f‘liﬁsit ACN -%1a.asit
10 mL 15 mL 10 mL 15mL 10 mL 15 mL

Nivalenol 8,96E4°+0,01 8,49E4°+0,5 7,34E45+0,14 5,45E4%+0,25 8,47E4°+0,02 7,34E4°+0,4

Deoksinivalenol 4,78E3+1,47 4,53E3+0,19  3,46E3+0,9  3,34E3+0,69 3,54E3+0,48 2,75E3+0,44
Fumonisin B1 ~ 3,84E3%+0,92 3,27E5%+0,55 1,13E4°+0,01 7,31E3+1,21 4,68E3%+0,96 4,09E3%+0,24
Beta zearalenol  2,23E5%+0,03 2,01E5%+0,02  2,96E5°+0,08 2,68E5°+0,14 2,61E5°+0,12 2,17E5%+0,02
Fumonisin B2~ 3,81E4%+0,29 3,14E4%+0,1 6,09E4°+0,06 5,39E4°+0,25 3,20E4°+0,26 3,66E4%+0,17
Okratoksin A 2,57E3%0,41 2,33E3%0,13  3,32E3*+0,14 3,06E3%+0,21 5,83E3"+1,13  4,07E3*%0,7
Zearalonone 5,13E4%+0,36 3,78E4%+0,17  4,16E5°+0,07 3,54E5%+0,05 1,28E5¢+0,08 1,01E5P+0,06
Sterigmatosistin  7,20E4°+0,34 5,07E4°+0,43  2,13E5°+0,09 5,04E4°+0,43 7,05E4°+0,02  4,71E4°+0,26

*Degerler ortalama =+ standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

Cizelge 4.13. Yulafta ¢6zgen bilesiminin ve karisim oranlarinin sinyal miktarina etkisi

Cozgen bilesimi ACN:H20 ACN:H20  ACN %la.asit- ACN %la.asit
ACN-10 Ml ACN-15mL 10 mL 15mL 10 mL 15 mL
Nivalenol 2,76E5>*+0,06 2,91E5°+0,19 2,51E5%+0,04 2,37E5%+0,02 2,63E5%°+0,08 2,67E5%°+0,08
Deoksinivalenol  7,72E3+0,29 5,61E3+0,66 5,67E3+0,28 5,54E3+1,23 6,16E3+0,4 6,57E3+0,8
Fumonisin B1 3,562E4+0,09 3,14E4+0,06 3,54E4+0,39  3,94E4+0,01 3,78E4+0,08 3,84E4+0,64
Beta zearalenol ~ 4,10E5°+0,35 5,02E5%+0,04 3,22E5°+0,01 3,67E5P+0,08 4,23E5°+0,01  4,98E59+0,21
Fumonisin B2 2,80E45+0,24 2 47E43+0,27 2,21E4%+0,22 4,06E4°+0,35 2,42E4%+0,06 1,79E4%+0,08
Okratoksin A 5,46E3+2,4 3,64E3+0,04 555E3+1,57 4,66E3+0,84 4,50E3+0,9 4,65E3+0,08
Zearalonone 8,80E42+0,06 8,72E4%+0,45 8,53E4%+0,15 8,43E4%+0,4 1,10E5°+0,04  1,19E5°+0,11
Sterigmatosistin  2,27E4+0,19 2 10E4+0,13 9,82E4+7,69  1,63E4+0,08 2,31E4+0,3 2,0E4+0,17

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkli harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir

4.4.2. Calkalama siiresi ve hizinin belirlenmesi

Ekstraksiyonda kullanilacak ¢6zgen bilesimi ve hacmi belirlendikten sonra
uygulanacak ¢alkalama hizi ve siiresinin analitlerin sinyal seviyesine etkisini belirlemek
amaciyla piring ve yulaf 6rneklerine 15 ml %0,1 asetik asitli ACN ¢ozeltisi ilave edilerek
elle 1 dk galkalanmus ve tiipler Sekil 4.76’de gériiniimii verilen VWR Std 5000 galkalayici
(USA)’da 4 (200 rpm), 5 (250 rpm) ve 6 (300 rpm) ayarinda 5,10 ve 15 dk ¢alkalama
islemine tabi tutulmustur. Tipler, 20 °C’de 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra
ekstraktlar 0,22 pm’lik naylon filtreden gecirilerek viale alinmis ve analitlerin cihazda
verdikleri sinyal seviyeleri dl¢lilmiistiir.

Ekstraksiyon agsamasindan sonra ekstraktlarin dogrudan cihaza enjekte edilmesi
hem cihazin LC kisminda kolonun tikanmasina ve kullanim 6mriiniin azalmasina hem de
ozellikle MS kismindaki pargalarin kirlenmesine ve tikanmasina yol agarak analitlerin
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seciciliginin azalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle ekstraktlar 0,22 pm’lik naylon
filtreden gegirilip cihaza enjekte edilmistir.

Sekil 4.76. Calkalama isleminin goriiniimii

Cizelge 4.14-4.15"de analitlere ait degerler verilmektedir. Veriler incelendiginde
uygulamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli farkin oldugu, piringte analitlerden NIV,
FB1, beta-ZOL, FB2 ve OTA’nin 200 rpm de 5 dk ¢alkalamada yiksek sinyal seviyesine
ulagildigi, yulafta ise analitlerden NIV, FB1, beta-ZOL, ZEN ve STE’nin 300 rpm’de 10
dk calkalamada yiiksek sinyal seviyesine ulasildigi gorilmektedir. Yulaf matriksinin
kabuklu olmasindan dolay1 ¢alkalama hizi ve siiresi arttik¢a genel olarak baslangi¢ sinyal
seviyesine gore artis oldugu, analitlerin gogunda 300 rpm de 10 dakika ¢alkalamada en
yiiksek sinyal seviyesi elde edildigi goriilmektedir. Bu nedenle piringte ¢calkalama iglemi
200 rpm de 5 dk; yulafta ise 300 rpm de 10 dk olacak sekilde karar verilmistir. Frenich
vd. (2009) tarafindan yapilan c¢aligmada, mikotoksinlerin T-2 ve HT-2 hari¢ baska
calkalama islemine ihtiyag duymadan sadece vorteksle ekstrakte edilebilecegini;
yaptiklar1 ¢alismada da 10 dakikaya kadar ekstraksiyonda pik alaninin arttigini, daha
sonra ise sabit kaldigin1 bu nedenle ekstraksiyon siiresinin 10 dk olarak belirlendigi
belirtilmektedir.
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Cizelge 4.14. Piringte analitlerin sinyal miktarlarinin ekstraksiyon hizina (200, 250 ve 300 rpm) ve ekstraksiyon slresine (5, 10 ve 15 dk)

bagli olarak degisimi
Hiz (rpm) 200 250 300
Sure (dk) 5 10 15 5 10 15 5 10 15
Nivalenol 3,38E49+0,12 2,76E4°+0,04 2,57E4%+0,04 2,4TE4*+0,04 2,71E4°+0,09  3,26E49+0,04 3,03E4°+0,08  3,23E4%+0,07 2,73E4°+0,08
Deoksinivalenol  2,55E3%+0,05 1,68E3%+0,13  3,97E39+0,03 1,89E3"+0,02 2,94E37+0,07  2,06E3%+0,04 1,85E3"+0,05 2,21E3%+0,09  1,48E3*+0,03
Fumonisin B1 2,14E49+0,07 2,55E3%+0,06  2,85E3"+0,05 2,65E3%+0,06 3,08E3°+0,03 2,66E3%*+0,05 5,45E3°+0,05 2,54E3%+0,07 2,02E32+0,09
Beta zearalenol 1,26E5°+0,04 1,21E5%°+0,09 1,12E5%°+0,08  1,04E5°t0,02 1,26E5°+0,04  1,08E5*+0,03 1,16E5%°+0,06 1,26E5°+0,05 1,26E5+0,05
Fumonisin B2 4,56E49+0,05 1,91E4%+0,09  2,43E4°+0,08 1,85E4%+0,06 2,57E4°+0,04  1,78E4°+0,03  1,99E4°+0,02  1,88E4%+0,03 1,96E4°+0,01
Okratoksin A 4,01E3%+0,09 3,23E3%+0,08 3,27E3%+0,03 2,55E3"+0,06 2,25E3%+0,06  3,47E3°+0,04 2,77E3°+0,03  2,80E3°t0,02  2,44E3°+0,07
Zearalonone 6,66E49+0,05 6,32E4+0,08  7,43E4"+0,08 5,86E4*+0,04 5,06E4*+0,05  6,18E4%+0,03 6,47E41+0,04 5,73E4°+0,07  6,01E4cd+0,09

Sterigmatosistin

1,94E4*°+0,07

1,74E4%+0,06

1,81E4%+0,1

2,42E4%+0,09

1,68E4°+0,03

2,17E4%+0,04

2,14E4%9+0,02

1,81E4%+0,1

2,17E4%+0,04

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir
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Cizelge 4.15. Yulafta analitlerin sinyal miktarlarinin ekstraksiyon hizina (200, 250 ve 300 rpm) ve ekstraksiyon suresine (5, 10 ve 15 dk)
bagli olarak degisimi

Hiz (rpm) 200 250 300
Siire (dk) 5 10 15 5 10 15 5 10 15

Nivalenol 1,03E5*+0,01 1,07E5%+0,03 9,79E4°+0,02 9,82E4%+0,03 1,12E5%+0,09  1,239E5%+0,12  1,30E5*+0,1  1,60E5°+0,12  9,73E4%+0,03
Deoksinivalenol 1,90E3*+0,1 3,21E3%0,09 2,86E3°40,14 2,84E3°40,06 2,96E3%+0,14  2,24E3P+0,07 291E3%+0,09  2,72E3%+0,1  2,38E3":0,03
Fumonisin B1 1,48E4°+0,03 1,96E4+0,05 1,66E4%+0,15 1,86E4+0,09 1,77E4%+013  226E4%+0,15  2,43E4*+0,1  2,68E4°+0,15  2,60E4%=0,1
Beta zearalenol 2,08E5°+0,13 2,24E5%+0,06 2,22E5%+0,04 2,35E5%+0,16 2,30E5%+0,16  2,66E5%+0,24 245E5%+015  2,79E540,01  2,16E5*+0,05
Fumonisin B2 1,34E5*+0,06 1,60E5%+0,1 1,51E5%+0,1 1,86E5°40,15 1,74E5%+0,17 1,81E5°+0,1  171E5%+0,1  1,61E5¥+014  1,88E5°+0,05
Okratoksin A 4,90E3°+0,1 1,81E3%£0,09 2,22E3%+0,09 5,31E3°+0,2 2,36E3%0,15 270E3%+0,2  2,10E3®+006  2,34E3%+0,08  2,07E3®+0,04
Zearalonone 5,41E4°0,1 4,51E4*+0,09 6,39E4°+0,13 4,95E4°+0,06 532E4%+0,13  7,56E4™+0,16  6,81E4°+0,1  757E4%0,15  562E4°0,08
Sterigmatosistin 1,95E4°+0,02 1,65E4"+0,15 1,70E4+0,16 1,62E4%+0,18 9,13E3+0,07  160E4™+019  141E4°+01 196E4°+0,14 1 74E4*+0,04

*Degerler ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir
*Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir
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4.5. Metot Validasyonu

Gelistirilen metotlarin gecerliligini saglamak amaciyla laboratuvar i¢i metot
validasyonu yapilmistir. Bu amagla, dogrusallik ve 6lgtim araligi, segicilik, tespit limiti
(LOD), tayin limiti (LOQ), dogruluk ve kesinlik parametreleri belirlenmistir. Metot
validasyonu i¢in kullanilan ham verilerin tamami Ek 3-6’da verilmistir.

4.5.1. Dogrusallik ve 6lciim arahig:

Metot validasyonunda oncelikle analitlere ait kalibrasyon grafiginin belirlenmesi
gerekmektedir. Kalibrasyon modeli, dogrusallik deneylerine ve analit konsantrasyonunun
sinyal ile iliskisinin sekline gore secilmektedir. Kalibrasyon grafikleri, analit
konsantrasyonlar ile bu konsantrasyonlarda analitlerin cihaz dedektoriinde gosterdikleri
yanit arasindaki iliskiyi gostermektedir. Bu iliski korelasyon denklemi ile ifade
edilmektedir ve denkleme ait Korelasyon katsayisinin (%) > 0,999 olmasi denklemin
kabul edilebilir oldugunu belirtmektedir. Kalibrasyon grafikleri en diisiik analit
konsantrasyonundan baslanarak en az 6 nokta (kor dahil) ile ¢izilmelidir. Olgiim araligs,
kalibrasyon grafigi elde edilirken kullanilan en diisiik ve en yiiksek konsantrasyonlar ile
tanimlanmaktadir (Araujo 2009; Kay ve MacNeil 2012).

Kalibrasyon grafigi cizdirilirken belirlenen konsantrasyonlardaki standart
cozeltiler uygun ¢oziicl ile hazirlanmaktadir. Ancak, matriks numuneleri ¢oziicii ile
hazirlanan kalibrasyon grafikleri ile degerlendirildiginde, matriksin ig¢inde bulunan
bilesenlerin analit sinyallerini etkiledigi gozlemlenmistir. Buna bagl olarak, analitlerin
miktar1 dogru bir sekilde hesaplanamamaktadir. Bu durum matriks etkisi olarak
bilinmektedir ve matriks kaynakli girisim unsurlarimin neden oldugu bu olumsuzlugu
elimine etmek i¢in matriks uyumlu kalibrasyon grafikleri olusturulmaktadir (Lopes vd.
2012).

Kalibrasyon grafikleri, analitik metodun kullanilacagi farkli bilesimdeki
matrikslerin her biri i¢in belirlenmelidir. Bu durum, matriks yapisindaki farkli girisim
unsurlarinin cihazda verdigi yanitin farkli olmasindan ve analitlerin ekstraksiyon (geri
kazanim) diizeyinin matrikse bagli olarak degismesinden kaynaklanmaktadir
(Anonymous 2014). Bu yiizden, bu calismada metot validasyonu igin piring ve yulaf
orneklerinde mikotoksinleri icermeyen 2 farkli matrikse sahip numuneler secilmistir. Bu
numuneler, piring ve kabuklu yulaf érnekleridir.

Kalibrasyon grafiklerinin ¢iziminin matriks uyumlu yapilmasi1 miktar belirleme
caligmalarinda dogru sonuclarin elde edilmesi agisindan onemlidir. Matriks etkisi,
matriksten gelen girisim unsurlarindan kaynaklanan ve ESI islemi sirasinda analitlerin
Iyonizasyonu iizerine iyon baskilama veya artirma seklinde etkisi olan bir durumdur. Bu
durumda bilesigin iyonlasma verimliligi hedef analitle birlikte ayrisan maddelerin
varhigindan &tiirii  degismektedir (Taylor 2005). Ornek ekstraksiyonu, ekstraktin
temizlenmesi ve kromatografik iglemler LC-MS analizlerinde uygulanmasi zorunlu olan
ve matriks etkisini azaltan uygulamalardir. Ancak hangi islem uygulanirsa uygulansin
matriks etkisini tamamen elimine etmek miimkiin degildir. Bunun sonucunda, 6rnekte
bulunan girisim unsurlar1 analitle etkileserek analitin dedektorde vermis oldugu yaniti
degistirmektedir veya kendileri dedektorde yanit olusturmaktadir. Bu yiizden, LC-MS’de
miktar belirleme c¢alismalarinda analiz sonucunun dogrulugunu artirmak amaciyla
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matriks uyumlu kalibrasyon grafiklerinin cizilmesi gerekmektedir (Kruve vd. 2015; Kay
ve MacNeil 2012, Wang ve Turnipseed 2012). Literatiir c¢alismalarinda da
mikotoksinlerin pirin¢g (Arroyo-Manzanares vd. 2013; Da Silva vd 2019), yenilebilir
tohum ve fistik ( Arroyo-Manzanares vd. 2014), karisik tahil bazli iiriinler (Bltran vd.
2009, De Santis vd. 2017) ve tahillar (Frenich vd. 2009; Soleimany vd 2012; Scarpino
vd. 2019) gibi gidalarda yapilan analizlerinde genel olarak matriks uyumlu kalibrasyon
kullanilmustir.

Matriks uyumlu kalibrasyon grafikleri ¢izilirken hazirlanan konsantrasyonlarin,
ornegin ekstrakt icerigini yansitmasi gerekmektedir. Bu ylizden, bu ¢alismada 2 farkl
matriksten “seyrelt ve enjekte et” ve QUEChERS ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
ekstraklara artan konsantrasyonda standart karisim ¢o6zeltisinden ilave edilmistir.
Kalibrasyon grafikleri OTA, STE ve FB2 ( 0, 5, 10, 20, 50, 100 pg/kg); ZEN, DON, FB1
ve Beta-ZOL (0, 25, 50, 100, 250, 500 pg/kg); N1V(0, 250, 500, 1000, 2500, 5000 ug/kg)
olmak iizere 6 noktali olacak sekilde olusturulmustur. Kalibrasyon grafikleri belirtilen bu
degerlere karsi dedektoriin vermis oldugu yanita goére cizilmistir. Analitik 6l¢iim
araliklart genel olarak analitlerin maksimum kalinti miktart (MRL) baz alinarak
belirlenmektedir (Wang ve Turnipseed 2012). Ancak bu g¢alismanin en énemli amaci,
piring ve yulafta eser miktarda bulunan kalintilarin tespit edilebilmesi i¢in tandem kiitle
spektrometresinden yararlanarak ¢ok diisiik konsantrasyonlarda 6l¢tim yapabilmektir. Bu
amagla, LOQ degerlerine gore kalibrasyon grafiginin baslangi¢ konsantrasyonu
belirlenmis ve 6 noktali olacak sekilde konsantrasyonlar ayarlanmistir. Kalibrasyon
grafikleri cizilirken kullanilacak modelin belirlenmesi dogru sonuglarin elde edilmesi
acisindan &nemlidir (Kay ve MacNeil 2012). Bu ¢alismada, 2 > 0,999 degerleri ile tiim
kalibrasyon grafiklerinde dogrusal model uygulanmistir. Bu model uygulanarak elde
edilen kalibrasyon denklemleri Cizelge 16-20°de belirtilmistir. Literatiirde tahillarda
mikotoksinlerin analiz edildigi caligmalarda (Sulyok vd. 2006; Soleimany vd 2012,
Malachova vd. 2014; De Santis vd. 2017) dogrusal kalibrasyon grafigi kullanilmistir.
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Cizelge 4.16. Standartlarla hazirlanan analit verilerini temsil eden en iyi dogru
denklemleri ve korelasyon katsayist

Analit Denklem Korelasyon katsayisi (r?)
Nivalenol y=3957,53+135,234x 09998
Deoksinivalenol y=1593,77+270,829x 0,9998
Fumonisin B1 y=-26728,1+7325,7x 0,9998
Beta zearalenol y=74330,5+19569,4x 0,9999
Fumonisin B2 y=-65756,2+15596,5x 0,9994
Okratoksin A y=1004,66+5843,84x 0,9997
Zearalenon y=6298,59+6119,38x 0,9999
Sterigmatosistin 0,9998

y=-11001,3+38372,1x

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir

Cizelge 4.17. Piring 6rneginde QuEChERS ile yapilan ekstraksiyon sonucunda analit
verilerini temsil eden en 1yi dogru denklemleri ve korelasyon katsayisi

Analit Denklem Korelasyon katsayis1 (%)
Nivalenol y=-872,363+30,4084x 0,9997
Deoksinivalenol y=-409,707+181,548x 0,9999
Fumonisin B1 y=-20951+7162,65x 0,9999
Beta zearalenol y=139403+21753x 0,9999
Fumonisin B2 y=25275,1+50376,4x 0,9999
Okratoksin A y=4562,74+8032,24x 0,9999
Zearalenon y=67504,9+7658,86x 0,9998
Sterigmatosistin y=25422,2+55301,5x 0,9998

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir
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Cizelge 4.18. Piring 6rneginde “seyrelt ve enjekte et” yontemi ile yapilan ekstraksiyon
sonucunda analit verilerini temsil eden en iyi dogru denklemleri ve korelasyon katsayisi

Analit Denklem Korelasyon katsayisi (r?)
Nivalenol y=4063,58+38,3485x 0,9997
Deoksinivalenol y=348,956+238,162x 0,9999
Fumonisin B1 y=-17126,4+6258,07x 0,9998
Beta zearalenol y=240412+20895,2x 0,9998
Fumonisin B2 y=-56647,4+44981,1x 0,9998
Okratoksin A y=5688,64+4346,7X 0,9999
Zearalenon y=64226,8+6955,41x 0,9997
Sterigmatosistin y=29500,4+61786,8x 0,9999

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir

Cizelge 4.19. Yulafta QuUEChERS ile yapilan ekstraksiyon sonucunda analit verilerini
temsil eden en 1yi dogru denklemleri ve korelasyon katsayisi

Analit Denklem Korelasyon katsayis1 (%)
Nivalenol y=1429,01+40,7201x 0,9999
Deoksinivalenol y=5076,09+125,675% 0,9999
Fumonisin B1 y=-10356,3+6383,36x 0,9999
Beta zearalenol y=149172+10345,2x 0,9998
Fumonisin B2 y=-36105,6+40435,8x 0,9997
Okratoksin A y=3885,02+1626,43x 0,9999
Zearalenon y=45176,4+3187,66X 0,9999
Sterigmatosistin y=2340,78+41745,3x 0,9999

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir
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Cizelge 4.20. Yulafta “seyrelt ve enjekte et” yontemi ile yapilan ekstraksiyon sonucunda
analit verilerini temsil eden en iyi dogru denklemleri ve korelasyon katsayis1

Analit Denklem Korelasyon katsayisi (r?)
Nivalenol y=-433,403+45,7657x 0,9999
Deoksinivalenol y=866,381+268,053x 0,9999
Fumonisin B1 y=-13350,8+6368,36x 0,9999
Beta zearalenol y=359990+16599,8x 0,9999
Fumonisin B2 y=-22586+42504x 0,9999
Okratoksin A y=7969,69+3442,83x 0,9999
Zearalenon y=46913,4+4749,02x 0,9999
Sterigmatosistin y=24983,8+48936,9x 0,9999

*Denklemde ‘x’ analit konsantrasyonunu, ‘y’ alanini ifade etmektedir

Piring ve yulaf oOrneklerinde iki farkli ektraksiyon yontemiyle elde edilen
kalibrasyondan 4.1°deki denkleme gore hesaplanan matriks etkisi Cizelge 4.21°de
gorilmektedir.

Matriks etkisinin derecesi biiyiikk Olclide analit/matriks bilesimine baglhdir.
Matriks etkisini 6l¢gmek i¢in her martriks i¢in her bir analitin sinyal arttirma/baskilanmasi
(SSE) matriks uyumlu kalibrasyon grafiginin egiminin standart ¢ozelti ile hazirlanan
kalibrasyon grafiginin egimine oraninin yiizdesi alinarak hesaplanmistir (Beltran vd.
2009).

matriks uyumlu kalibrasyonun egimi
SSE (%) = — —— x 100 (4.1
standart ¢ozelti kalibrasyonunun egimi

Mevzuatta matriks etkisi ile ilgili kabul edilebilir bir aralik yoktur. Malachova vd.
(2014) yaptiklar1 calismada %90-110 arasinda matriks etkisine sahip analitlerin matriks
etkisinden etkilenmediklerini kabul ettiklerini bildirmektedir. Buna goére pirincte ve
yulafta her iki ektraksiyon yonteminde de analitlerin %12,5‘1 %90-110 arasinda matriks
etkisine sahiptir. Seyrelt ve enjekte et yonteminde her iki matriks igin analitlerin
%37,5 inde hafif baskilama gozlenirken (SSE %72-89), QUEChERS ydnteminde piringte
analitlerin %25’inde, yulafta ise %062,5’inde daha fazla baskilama (SSE<%72)
gortlmektedir. Her iki ekstraksiyon yonteminde piring ve yulaf matrikslerinde FB2
analitinde matriks etkisinin sinyal seviyesini oldukca arttirdigt (SSE>%110)
gortlmektedir. Matriks etkisinin analitlerin sinyal seviyesini artirma/baskilama etkisini
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miimkiin oldugunca ortadan kaldirarak analiz sonucunun dogrulugunu artirmak amaciyla
matriks uyumlu kalibrasyon kullanilmistir.

Cizelge 4.21. Matriks etkisi (% SSE)

PIRINC YULAF

Seyrelt ve Seyrelt ve

QUEChERS enjekte et | QUEChERS enjekte et
Nivalenol 22,5 28,4 30,1 33,8
Deoksinivalenol 67,0 87,9 46,4 99,0
Fumonisin B1 97,8 85,4 87,1 87,0
Beta zearalenol 111,2 106,8 52,9 84,8
Fumonisin B2 323,0 288,4 259,2 2725
Okratoksin A 137,4 74,4 27,8 59,0
Zearalenon 125,2 113,7 52,1 77,6
Sterigmatosistin 1441 161,0 108,8 127,5

4.5.2. Secicilik

Tandem kitle spektrometrelerinin (MSMS), yiiksek ¢oziintrlik gictne sahip
olmasi analizlerde segiciligin artmasini saglamaktadir. Bu durum matrikste 6zellikle eser
miktarda bulunan analitlerin diger matriks bilesiklerinden ayrilabilmesinde 6nemlidir.
Analitin alikonma zamaninda bagka bir kromatografik sinyalin olmamasi kimyasal veya
matriks etkilesiminin olmadigini1 goéstermektedir (Frenich vd. 2009). Gelistirilen metodun
seciligini belirlemek amaciyla 2 farkli matriksteki kor numuneler ve farkli
konsantrasyonda standart karisim ilave edilen numuneler QUEChERS ve “seyrelt ve
enjekte et” yontemi ile ekstrakte edilip analiz edilmistir. Analitlere ait kromatogramlar
Sekil 4.77-4.80’de verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde analizlerin yiiksek
secicilikte yapildig: belirlenmistir.
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Sekil 4.77. Kor (0 ppb) ve standart karigim ilave edilmis piring Orneklerine ait
kromatogramlar (ekstraktlar seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilmistir)
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Sekil 4.77. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis piring Orneklerine ait
kromatogramlar (ekstraktlar seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilmistir) (devami)
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ppb) ve standart karisim ilave edilmis yulaf Orneklerine ait
kromatogramlar (ekstraktlar seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilmistir)
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Sekil 4.78. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis yulaf Orneklerine ait
kromatogramlar (ekstraktlar seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilmistir) (devami)
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Sekil 4.79. Kor (0 ppb) ve standart karisim ilave edilmis piring Orneklere ait
kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)
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kromatogramlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde edilmistir)
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karisim ilave edilmis yulaf Orneklerine
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4.5.3. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ)

Analitler i¢in bulunan LOQ degerlerinin, o analite ait MRL degerinin altinda veya
daha ¢ok tercih edilen miktar olan 2 MRL degerinde olmas1 gerekmektedir (Kay ve
MacNeil 2012). Daha once de belirtildigi tizere iilkemizde 1881/2006/EC sayili
Gidalardaki Belirli Bulaganlarin Maksimum Limitlerinin Belirlenmesi Hakkinda Avrupa
Birligi Komisyon Tiizligiine paralel olarak hazirlanan TGK- Bulasanlar Yo6netmeligine
gore gidalarda bulunabilen belirli bulasanlarin maksimum limitleri belirlenmistir. Bu
yonetmelikte aflatoksinler (B1, B1+B2+G1+G2 ve M1), OTA, Patulin, DON, ZEN ve
fumonisinler (FB1+FB2) i¢in maksimum limit belirlenmis olup, tez c¢alismasi
kapsamindaki NIV, beta ZOL ve STE i¢in gegerli bir limit bulunmamaktadir. Bu
caligmada analitlerin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,1-9,80 ve 0,32-32,67 pg/kg
araliginda tespit edilmistir (Cizelge 4.22).

Literatiirde tahillarda seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilen ekstraktlar
LC/ESI-MS/MS ile analiz edilmis ve mikotoksinlerin LOD degerleri 0,03-220 pg/kg
olarak belirlenmistir (Sulyok vd 2006). Berthiller vd (2007) Sulyok vd (2006) ‘nin
caligmasimin daha da genisletildigini ve 90 mikotoksin ve metabolitinin tahillarda LC-
ESI-MS/MS ile analiz edildigini bildirmektedir. LOD degeri 0,03-30 ppb araliginda
hesaplanmistir. Frenich vd. (2009) tarafindan tahillarda yapilan diger bir ¢alismada
ACN/H20 (80/20v/v) ile basit ekstraksiyondan elde edilen ektraktlar UHPLC-MS/MS ile
analiz edilmis ve mikotoksinlerin LOQ degerleri 0,03-6,30 pg/kg arasinda tespit
edilmistir. Beltran vd (2009) tarafindan yapilan bir calismada farkli gida maddelerinde 11
mikotoksin ACN/H20 80+20 (v/v) % 0,1 asetik asitli ekstraksiyon ¢ozlcusu ile ekstrakte
edilerek UHPLC-MS/MS (iiglii kuadrupol) ile analizi yapilmistir. LOD ve LOQ degerleri
sirastyla DON i¢in 25-45 ppb, 80-150 ppb; HT-2 igin 2-5 ppb, 6,5-15 ppb ve diger
toksinler icin ise 0,1-1 ppb ve 0,3-3,5 ppb olarak hesaplanmistir. Romagnoli vd (2010)
tarafindan kahvaltilik gerezler ve bebek gidalarinda yapilan ¢alismada 4 mikotoksin LC-
MS/MS ile analiz edilmistir. LOD degeri DON i¢in 60 ppb, diger toksinler i¢cin 10 ppb
olarak hesaplanmustir. Frenich vd (2011)’nin yaptiklar1 baska bir ¢alismada yumurta
ornekleri 1. basamak QuEChERS ile ekstraksiyon yapildiktan sonra daha fazla bir
temizleme asamasmna ihtiya¢ duyulmadan 10 mikotoksin UHPLC-MS/MS (lgli
kuadrupol) ile analizi yapilmistir. Calismada LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,5-5 ppb
ve 1-10 ppb araliginda hesaplanmistir.

Tahillarda mikotoksin tespitine yonelik yapilan baska bir ¢alismada
ACN/H20/asetik asit (79/20/1 viviv) ile basit ekstraksiyondan sonra ileri bir temizleme
asamasina ihtiya¢c duyulmadan elde edilen ekstraktlar LC-MS/MS ile analiz edilmis ve
analitlerin LOQ degerleri 0,02-40 ng/g arasinda tespit edilmistir (Soleimany vd. 2012).
Juan vd (2012) tarafindan yapilan ¢oklu mikotoksin analizinde bugday, yulaf, arpa ve
kilgiksiz bugday ACN/H20 84+16 (v/v) ekstraksiyon ¢6zilicisu ile ekstrakte edilerek 12
mikotoksin LC-MS/MS (ii¢lii kuadrupol) ile analiz edilmistir. LOQ degeri 2,5-25 ppb
arasinda hesaplanmistir. Tang vd. (2013) tarafindan piring, misir, bugday ve yerfistiginda
yapilan bir diger ¢alismada ekstraksiyonda immiino affinite kolon kullanilmis ve 11
mikotoksin LC-MS/MS cihazi ile analiz edilmistir. LOD degeri FB1 ve FB2 i¢in 20 ppb
diger toksinler i¢in ise 5 ppb’nin altinda hesaplanmistir.

Arroyo-Manzanares vd (2013) tarafindan yenilebilir ¢erezler ve ¢ekirdeklerde
yapilan c¢oklu mikotoksin analizinde UHPLC-MS/MS cihaz1 kullanilmis ve 14
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mikotoksin analiz edilmistir. Aflatoksinler disindaki diger toksinler QuEChERS’1n ilk
asamasina dayali olarak ektrakte edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,17-45,1
ppb ve 0,57-150 ppb olarak hesaplanmistir. Tahillarda yapilan diger bir c¢alismada,
Arroyo-Manzanares vd (2014) tarafindan temizleme asamasi olmadan QuEChERS
yonteminin ilk asamasi kullanilarak elde edilen ekstraktlar UHPLC-MS/MS cihazi ile
analizi yapilmis ve mikotoksinlerin LOQ degerlerinin 0,23-233 pg/kg araliginda oldugu
belirlenmistir. Azaiez vd. (2014) tarafindan yapilan bir diger calismada kuru meyvelerde
QUECHhERS yontemiyle ektraksiyon yapildiktan sonra ileri bir temizleme asamasi
yapilmadan 16 mikotoksin LC-ESI-MS/MS (iiglii kuadrupol) ile analiz edilmistir. LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 0,08-15 ppb ve 0,2-45 ppb olarak hesaplanmustir.

Desmarchelier vd (2014) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada 7 farkli matrikste
15 mikotoksin HPLC-MS/MS ile analiz edilmistir. Ekstraksiyonda QUEChERS yOntemi
uygulanmis ve temizleme asamasi immino affinite kolon ile yapilmistir. LOQ degeri
aflatoksin ve OTA igin sirastyla 0,05-0,25 ppb’dir. Pirincin de i¢inde bulundugu
karmagik tahil bazli iirlinlerde mikotoksin analizi i¢in seyrelt ve enjekte et yontemi
kullanilarak elde edilen ekstraktlar LC-MS/MS ile analiz edilmis ve mikotoksinlerin LOQ
degerlerinin 0,06-20 pg/kg araliginda oldugu tespit edilmistir (De Santis vd. 2017).
Franco vd. (2018) tarafindan pirincin de i¢inde bulundugu farkli matrikslerde yapilan
diger bir caligmada yine seyrelt ve enjekte et yontemi kullanilmis ve ekstraksiyon
sonucunda LC-MS/MS cihazinda analiz edilen 6rneklerdeki mikotoksinlerin LOQ
degerlerinin 0,3-18,8 ng/kg araliginda oldugu tespit edilmistir. Piringte yapilan bir diger
calismada mikotoksin analizinde seyrelt ve enjekte et yontemi kullanilarak elde elde
edilen ekstraktlar UHPLC-MS/MS cihazi ile analiz edilmis ve analitlerin LOQ degerinin
0,5-103,1 pg/kg araliginda degistigi tespit edilmistir (Da Silva vd. 2019). Scarpino vd
(2019) tarafindan gerceklestirilen bir caligmada ise misir ve bugdayda eser miktarda
bulunabilen 17 tane mikotoksinin analizi yapilmistir. Seyrelt ve enjekte et ekstraksiyon
yontemiyle matriksten ekstrakte edilen mikotoksinler direkt olarak ve temizleme kartusu
ile temizlenmis olmak tizere 2 farkli sekilde HPLC-ESI-TQ-MS/MS (l¢li kuadrupol)
cihazi ile analiz edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,3-3 ppb ve 1-10 ppb
araliginda hesaplanmistir.

Cizelge 4.22. Analitlere ait LOD (ug/kg) ve LOQ degerleri (ug/kg)

QUEChERS Seyrelt ve enjekte et
Piring Yulaf Piring Yulaf
LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
Nivalenol 6,31 21,02 6,36 21,22 980 3267 589 19,64

Deoksinivalenol 0,87 2,92 1,38 4,60 0,61 2,04 1,34 4,48
FumonisinB1 1,81 6,02 1,03 3,42 1,67 5,57 0,80 2,67
Beta zearalenol 0,75 2,49 0,76 2,52 0,92 3,07 0,69 2,29
FumonisinB2 0,11 0,37 059 1,97 0,13 0,44 055 1,85
Okratoksin A 0,25 0,82 0,10 0,32 0,16 0,52 0,14 0,47
Zearalenone 0,78 2,60 0,82 2,73 0,61 2,03 0,97 3,23
Sterigmatosistin 0,32 1,05 041 1,36 0,32 1,07 040 1,32
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Abreu vd (2020) tarafindan kakaoda yapilan bir ¢alismada QuUEChERS ve seyrelt
ve enjekte et yaklagimina dayanilarak ekstrakte edilen 42 mikotoksin LC-MS/MS cihazi
ile analiz edilmistir. LOQ degerleri 1-33 ppb arasinda hesaplanmistir. De Colli vd (2020)
tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada yulafta 42 mikotoksin temizleme asamasi olmadan
QUEChERS yontemiyle ektrakte edilerek UHPLC-MS/MS (iiglii kuadrupol) cihazi ile
analiz edilmistir. Yapilan ¢alisgmada LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,14-33 pg/kg ve
0,5-100 pg/kg arasinda elde edilmistir.

4.5.4. Dogruluk ve kesinlik

Literatiir kisminda da belirtildigi gibi dogruluk, analiz sonucunda elde edilen
deger ile gergek degerin birbirine yakinligini ifade etmektedir. Dogrulugun tespiti igin
sertifikali referans madde ve referans metot kullanmilmaktadir. Ancak, bunlarin
bulunmadigr durumlarda dogruluk geri kazanim c¢alismasi ile belirlenmektedir. Bu
caligmada, gelistirilen analiz metodunun dogruluk calismasi i¢in kér numuneler olarak
secilen piring ve yulafa OTA, STE ve FB2 igin 5, 20 ve 50 pg/kg; ZEN, DON, FB1 ve
Beta-ZOL icin 25,100 ve 250 pg/kg; ve NIV igin (250, 1000 ve 2500 pg/kg) olmak tizere
3 farklh konsantrasyonda standart karigimdan ilave edilmistir. Bu degerler ¢aligmanin
Ol¢iim araliginda bulunmaktadir ve geri kazanim calismasi her bir konsantrasyonda 6
tekrarlt yapilmistir. Kesinlik ise 6l¢iim sonuglarinin birbirine yakinligini ifade etmektedir
ve birbirinden bagimsiz analiz sonuglarmmin arasindaki tutarliligt gostermektedir.
Kesinlik, dogrulugun bir bilesenidir ve tekrarlanabilirlik ve tekrar Gretilebilirlik olarak 2
Ol¢iimii mevceuttur. Bu calismada, tekrarlanabilirlik ayn1 giin igerisinde kdr numunelerin
yukarda belirtildigi gibi 3 farkli konsantrasyonda zenginlestirilerek her bir
konsantrasyonda 6 tekrarli yapilan analiz sonucunda elde edilen degerlerin; tekrar
uretilebilirlik ise tekrarlanabilirlik calismasinin 3 farkli giinde yapilmasi sonucunda elde
edilen degerlerin bagil standart sapmasi (%RSD) hesaplanarak degerlendirilmistir.
Cizelge 4.23-4.24°de iki farkli ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktlarin
analiz edilmesi sonucunda elde edilen verilere goére hesaplanan % geri kazanim oranlari
ve bagil standart sapma degerleri verilmistir. Cizelgelerde tekrarlanabilirlik giin i¢i RSD
ve tekrar Uretilebilirlik ise glinler aras1t RSD olarak belirtilmistir.

Literatiirde gidalarda mikotoksin kalintilarinin yapildig1 analizlerde genel olarak
validasyon ¢aligmasi i¢in bu grubun MRL degeri veya bu degerin 1/2 konsantrasyonu (0,5
MRL) kullanilmistir. Analitik metotlarin validasyon ¢alismasinda baz alinan Avrupa
Birligi Komisyon Karari’na gore 10 pg/kg konsantrasyonda yapilan ¢alismalar icin geri
kazanim degeri %60-115, tekrarlanabilirlik RSD’si <%20, tekrariiretilebilirlik RSD’si ise
<%30 olarak kararlastirilmigtir. Metot validasyonunun bu konsantrasyonun altindaki
degerlerde yapildigi durumlarda RSD degerlerinin miimkiin oldugunca diisiik olmasi
gerektigi belirtilmistir (Anonymous 2002).

Elde edilen sonuglara gore, analitlerin geri kazanim oranlarinin piringte
QUEChERS yodnteminde %72,2-98,6 ve seyrelt ve enjekte et yonteminde %70,8-97,9;
yulafta QUEChERS yonteminde %73,2-99,0 ve seyrelt ve enjekte et yonteminde %71,0-
98,4 degerleri arasinda degistigi tespit edilmistir. Giin ici RSD degerlerinin piringte
QUECHhERS yonteminde %1,0-9,5 ve seyrelt ve enjekte et yonteminde %0,7-12,9; yulafta
QUEChERS yodnteminde %0,7-6,9 ve seyrelt ve enjekte et yonteminde %1,0-7,4 degerleri

arasinda; giinler aras1 RSD degerlerinin piringte QUEChERS ydnteminde %0,9-17,9 ve
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seyrelt ve enjekte et yonteminde %0,7-18,8; yulafta QUEChERS ydnteminde %0,3-19,1

ve seyrelt ve enjekte et yonteminde %0,6-19,2 degerleri arasinda degistigi belirlenmistir.

Veriler incelendiginde bu ¢alismada elde edilen sonuglarin standartlara uygun
oldugu gozlemlenmistir. Her iki ektraksiyon yoOntemiyle elde edilen geri kazanim
oranlarinin birbirine yakin oldugu ve QUEChERS yonteminde geri kazanimin piringte %
0,7-1,4; yulafta %0,6-2,2 arasinda yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica her iki
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen degerlerin hem giin i¢ci hem de gilinler arasit RSD
degerlerinin birbirine yakin oldugu, seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilen giin igi
RSD degerlerin yulafta %0,3-0,5 arasinda daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Sulyok vd
(2006) tarafindan bugday ve misirda yapilan mikotoksin analizinde validasyon ¢aligsmasi
her bir analit i¢in farkli konsantrasyonda olmak iizere 3,30-4000 pg/kg dizeyinde
yapilmigtir ve seyrelt ve enjekte et yonteminde geri kazanim degerleri en diisiik
konsantrasyonda %40.4’{in altinda bagil standart sapma ile %57-110 araliginda elde
edilmistir. Frenich vd. (2009) tarafindan tahil ve iirlinlerinde yapilan caligmada tek
basamakli ekstraksiyon yontemi uygulanmis ve geri kazanim oranlar1 % 20,4 {in altinda
bagil standart sapma ile % 70,2-108,4 arasinda tespit edilmistir. Beltran vd (2009)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise farkli gida maddelerinde 11 mikotoksin ACN/H>0O
80+20 (v/v) % 0,1 asetik asitli ekstraksiyon ¢ozicusu ile ekstrakte edilerek UHPLC-
MS/MS (iiclii kuadrupol) ile analizi yapilmistir. Geri kazanim orani1 % 20’nin altinda
bagil standart sapma ile %70-110 araliginda elde edilmistir.

Romagnoli vd (2010) tarafindan kahvaltilik ¢erezler ve bebek gidalarinda yapilan
calismada 4 mikotoksin LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Tiim analitler i¢in %60-100
arasinda geri kazanim saglanmigtir. Frenich vd (2011)’nin yaptiklar bagka bir caligmada
yumurta oOrnekleri QUEChERS ile ekstraksiyon yapildiktan sonra daha fazla bir
temizleme agamasma ihtiya¢ duyulmadan 10 mikotoksin UHPLC-MS/MS (lgli
kuadrupol) ile analizi yapilmistir. 10, 25, 50 ve 100 ppb’de geri kazanim calismasi
yapilmis ve AFG1 ve OTA’da 10 ppb ve AFG2°de 50 ppb haricinde % 25’in altinda bagil
standart sapma ile % 70-110 araliginda geri kazanim elde edilmistir. Soleimany vd.
(2012) tarafindan tahillarda mikotoksin tespitine yonelik yapilan calismada ileri bir
temizleme asamasina ihtiya¢ duymadan basit ekstraksiyonla yapilan ¢aligmada ise geri
kazanim oran1 % 76,8-108,4 arasinda tespit edilmistir.

Juan vd (2012) tarafindan yapilan ¢oklu mikotoksin analizinde bugday, yulaf, arpa
ve kilgiksiz bugday ACN/H20 84+16 (v/v) ekstraksiyon ¢oziicusu ile ekstrakte edilerek
12 mikotoksin LC-MS/MS (lglli kuadrupol) ile analiz edilmistir. Geri kazanim tiim
analitler i¢cin %70 ‘in lizerinde elde edilmis ve tekrarlanabilirlik bagil standart sapmasi
%11’in altinda belirlenmistir. Arroyo-Manzanares vd (2013) tarafindan yenilebilir
cerezler ve ¢ekirdeklerde yapilan ¢oklu mikotoksin analizinde UHPLC-MS/MS cihazi
kullanilmis ve 14 mikotoksin analiz edilmistir. Metodun kesinligi her zaman %11 ‘in
altinda ve geri kazanim degeri %60,7-104,3 arasinda elde edilmistir. Arroyo-Manzanares
vd. (2014) tarafindan pirincinde i¢inde bulundugu farkli matrikslerde 1. basamak
QuEChERS ile temizleme asamasi1 uygulanmadan yapilan ekstraksiyondan elde edilen
ekstraktlarda mikotoksinlerin geri kazanim oranlar1 %12 nin altinda bagil standart sapma
ile % 60,0-103,5 arasinda tespit edilmistir.

Malachova vd. (2014) tarafindan 4 farkli gida matriksinde 295 bakteriyal ve
fungal metabolitin tespitine yonelik yapilan ¢alismada bu tez ¢alismasi kapsamindaki
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analitler i¢in geri kazanim oran1 %44-158 arasinda tespit edilmistir. Azaiez vd. (2014)
tarafindan yapilan bir diger calismada kuru meyvelerde QuEChERS yoOntemiyle
ektraksiyon yapildiktan sonra ileri bir temizleme asamasi yapilmadan 16 mikotoksin LC-
ESI-MS/MS (iicli kuadrupol) ile analiz edilmistir. Geri kazanim degeri %60-135
arasinda elde edilmistir. Desmarchelier vd (2014) tarafindan yapilan bagka bir calismada
7 farkli matrikste 15 mikotoksin HPLC—MS/MS ile analiz edilmistir. Ekstraksiyonda
QuEChERS yontemi uygulanmis ve temizleme asamasi immino affinite kolon ile
yapilmistir. Geri kazanim %71-118 arasinda, kesinlik %33’lin altinda bagil standart
sapma ile ve %78-117 arasinda dogruluk elde edilmistir.

De Santis vd. (2017) tarafindan pirincinde i¢inde bulundugu karmasik tahil
tiriinlerinde mikotoksin tayini {izerine yapilan ¢aligmada seyrelt ve enjekte et yontemi
uygulanmis ve geri kazanim oranlar1 %20°nin altinda bagil standart sapma ile %52-119
arasinda tespit edilmistir. Franco vd. (2018) tarafindan yapilan ¢calismada benzer sekilde
seyrelt ve enjekte et yontemi uygulanmig ve piringinde i¢inde bulundugu farkli
matrikslerde geri kazanim oranlart %93-111 arasinda tespit edilmistir. Da Silva vd.
(2019) tarafindan piringte yapilan diger bir calismada ise yine seyrelt ve enjekte et
yontemi kullanilmistir ve validasyon ¢alismasi 3 farkli konsantrasyonda OTA igin 1,5,
3,0 ve 4,5 pg/kg; DON ve ZEN igin 50, 100 ve 150 pg/kg; FB1 ve FB2 igin 100, 200 ve
300 pg/kg’da gergeklestirilmistir. Geri kazanim degerlerinin %3,1-18,3 bagil standart
sapma ile %85,9-104,6 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Scarpino vd. (2019) tarafindan bugday ve musirda Aspergillus ve Fusarium
mikotoksinlerinin tespitine yonelik yapilan ¢calismada da ekstraksiyon seyrelt ve enjekte
et yontemi ve Oasis Prime HLB kartusu kullanilarak yapilmis ve geri kazanim oranlari
misirda seyrelt ve enjekte et yonteminde %62-106, Oasis Prime HLB metotta ZEN (%41)
hari¢ %63-114; bugdayda seyrelt ve enjekte et ve Oasis Prime HLB metotta FB1 harig (
%41 ve %44) sirastyla %63-128 ve %61-125 arasinda tespit edilmistir.

Abreu vd (2020) tarafindan kakaoda yapilan bir calismada QuUEChERS ve seyrelt
ve enjekte et yaklasimina dayanilarak ekstrakte edilen 42 mikotoksin LC-MS/MS cihazi
ile analiz edilmistir. ZEN’in de dahil oldugu 4 toksinde geri kazanim orani istenilen %70-
120 degerinin arasinda tespit edilmistir. De Colli vd (2020) tarafindan yapilan bir diger
caligmada yulafta 42 mikotoksin temizleme asamasi olmadan QuEChERS yontemiyle
ektrakte edilerek UHPLC-MS/MS (liglii kuadrupol) cihazi ile analiz edilmistir.
Laboratuvar i¢i tekrar tretilebilirlik kosullarinda, gergeklik % 78-158 arasinda, kesinlik
ise %1,7-49,9 arasinda elde edilmistir.
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Cizelge 4.23. Piring ile yapilan analizlere ait geri kazanim oranlar1, giin i¢i ve glinler arasi bagil standart sapma degerleri

QUEChERS Seyrelt ve enjekte et
1. konsantrasyon 2. konsantrasyon 3. konsantrasyon 1. konsantrasyon 2. konsantrasyon 3. konsantrasyon
% Giin % Gin % Giin % Gin % Gin % Gin
ortalama  ici, Gunler ortalama i¢i, Glnler ortalama ici, Gunler ortalama ici, Gunler ortalama i¢i, Guinler ortalama ici, Gunler
geri % arasi, geri % arasi, geri % arasi, geri % arasi, geri % arasi, geri % arasi,
kazannom RSD %RSD kazanom RSD %RSD kazannm RSD %RSD kazanim RSD %RSD kazannm RSD %RSD kazanom RSD  %RSD
Nivalenol 98,5 1,0 0,9 85,0 43 13,5 94,0 3,6 14,3 93,1 1,3 18,7 90,9 6,2 8,7 92,4 3,5 18,4

Deoksinivalenol 96,6 2,0 15 91,4 4,5 16,8 93,6 47 10,2 97,9 0,8 0,73 94,9 58 13,5 90,3 59 12,5
Fumonisin B1 82,2 57 7,1 85,8 54 12,2 73,6 73 16 84,3 51 4,6 75,6 5,0 15,8 70,9 6,4 18,8
Beta zearalenol 98,4 1,3 0,9 87,3 4,2 15,6 82,1 4,0 14,4 95,4 2,2 18 88,9 4.8 12,5 85,6 8,5 6,0
Fumonisin B2 75,2 4,7 4,9 78,0 6,2 9,3 72,4 6,7 10,2 80,6 4,7 54 82,3 129 154 70,8 6,5 16,5

Okratoksin A 85,5 1,7 1,6 87,9 72 14,9 85,5 4,5 16,2 95,7 15 0,8 91,0 7,1 7,6 90,2 58 12,1
Zearalenone 98,6 1,4 1,7 95,6 4,5 15,7 76,5 9,2 10,6 97,9 0,7 0,9 95,3 39 17,9 91,8 4,3 11,5
Sterigmatosistin 73,9 2,9 3 73,7 9,5 15,1 72,2 7,1 17,9 81,4 11,8 138 89,6 4,9 17,3 79,1 4,2 16,7
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Cizelge 4.24. Yulaf ile yapilan analizlere ait geri kazanim oranlari, giin i¢i ve giinler arasi bagil standart sapma degerleri

QUEChERS Seyrelt ve enjekte et
1. konsantrasyon 2. konsantrasyon 3. konsantrasyon 1. konsantrasyon 2. konsantrasyon 3. konsantrasyon
% Giin % Gin % Gin % Gin % Giin % Gin
ortalama igi, Gunler ortalama ici, Gulnler ortalama ici, Gunler ortalama i¢i, Gunler ortalama i¢i, Gunler ortalama i¢i, Ginler
geri %  arasi, geri %  arasi, geri %  arasi, geri %  arasi, geri %  arasi, geri % arasi,
kazannm RSD %RSD kazanim RSD %RSD kazannm RSD %RSD kazanim RSD %RSD kazanim RSD %RSD kazanim RSD %RSD
Nivalenol 99,0 1,0 1,1 954 43 131 94,3 5,7 8,9 94,3 1,1 1,2 95,5 74 16,6 95,5 57 15,8
Deoksinivalenol 98,7 1,6 0,7 97,8 41 153 95,1 48 10,7 97,3 1,4 1,0 92,9 33 168 93,6 54 10,9
Fumonisin B1 96,5 1,9 1,6 93,5 38 171 81,5 6,9 137 95,3 32 3,5 92,6 42 126 80,5 4,9 16,4
Beta zearalenol 97,8 0,7 0,7 94,9 3,7 148 96,9 35 158 98,4 1,2 1,2 97,2 44 106 96,4 5,0 9,0
Fumonisin B2 934 4,5 4,6 81,8 46 174 83,9 37 176 81,8 53 53 84,7 48 158 93,5 3.8 15,6
Okratoksin A 98,6 1,0 0,3 95,8 4,7 141 94,1 58 134 97,6 1,0 0,8 92,6 57 173 934 4,9 11,0
Zearalenone 98,1 1,0 1,0 94,9 38 141 92,2 53 1272 97,1 1,0 0,6 90,2 50 12,3 90,2 5,8 17,2

Sterigmatosistin 76,1 3.3 4,6 78,2 54 173 73,2 41 191 74,0 31 2,6 73,7 6,3 19,2 71,0 6,6 16,2
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4.6. Referans Metot ile Gelistirilen Metodun Karsilastirilmasi
Cizelge 4.25te referans metot ile gelistirilen metodun karsilagtirilmasi verilmistir.

Cizelge 4.25. Referans metot ve gelistirilen metodun karislastirilmasi

Referans metot Gelistirilen metot
Mobil faz :%gf’n(ii:grm'k asit, 5mM A:%0,1 asetik asit:su

B %603 formilcasit SmM - 5: 940,2 asetik asit:MeOH
Ornek 1. basamak QUEChERS+azot 1. Basamak Seyrelt ve
hazirlama altinda kurutma QUEChERS enjekte et
Dogrusalik  Korelasyon katsayisi (12)
NIV 0,9978 0,9997 0,9997
DON 0,9970 0,9999 0,9999
FB1 0,9977 0,9999 0,9998
FB2 0,9993 0,9999 0,9998
OTA 0,999 0,9999 0,9999
ZEN 0,9988 0,9998 0,9997
STE 0,9982 0,9998 0,9999
LOD/LOQ
NIV 69,8/233 6,31/21,02 9,80/32,67
DON 5,45/18,2 0,87/2,92 0,61/2,04
FB1 0,2/0,65 1,81/6,02 1,67/5,57
FB2 0,30/1,01 0,11/0,37 0,13/0,44
OTA 0,14/0,48 0,25/0,82 0,16/0,52
ZEN 6,82/22,7 0,78/2,60 0,61/2,03
STE 0,10/0,32 0,32/1,05 0,32/1,07
Geri
kazanim(%)
NIV 60,0-70,1 85,0-98,5 90,9-93,1
DON 81,0-97,6 90,3-97,9 90,3-97,9
FB1 62,8-91,5 73,6-85,8 70,9-84,3
FB2 70,9-97,8 72,4-78,0 70,8-82,3
OTA 94,2-102,8 85,5-87,9 90,2-95,7
ZEN 72,3-98,2 76,5-98,6 91,8-97,9
STE 62,1-98,5 72,2-73,9 79,1-89,6
Gunici %
RSD
NIV 3,3-7,5 1,0-4,3 1,3-6,2
DON 2,3-9,8 2,0-4,7 0,8-5,9
FB1 0,7-7,3 5,4-7,3 5,0-6,4
FB2 1,3-7,5 4,7-9,3 4,7-12,9
OTA 1,8-8,3 1,7-7,2 1,5-7,1
ZEN 1,5-9,9 1,4-9,2 0,7-4,3
STE 3,5-10,3 2,9-9,5 4,2-11,8
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UHPLC cihazinda metot gelistirme asamasinda baslangi¢c parametreleri olarak
Arroyo-Manzanares vd. (2014) tarafindan gelistirilen metot referans olarak kullanilmis
olup, Cizelge 4.25’ten goriilecegi lizere referans metotta 6rnek hazirlama asamasinda 1.
basamak QUEChERS ekstraksiyonundan sonra azot altinda kurutma islemi yapilmistir.
Gelistirilen metotta QUEChERS ve seyrelt ve enjekte et ekstraksiyonundan sonra ilave
bir islem uygulanmadan 6rnegin cihaza enjeksiyonu yapilarak analiz gerceklestirilmis ve
boylece 6rnek hazirlama siiresi kisaltilmistir. Dogrusallik ¢alismasinda referans metotta
analitlerin tumu igin 0,9970 Uzerinde dogrusallik elde edilirken gelistirilen metotta
0,999’un iizerinde dogrusallik elde edilmistir.

Tespit ve tayin limiti ¢aligmalarinda NIV, DON, FB2 ve ZEN i¢in gelistirilen
metotta daha diisiikk degerler elde edilirken FB1, OTA ve STE igin referans metodun
degerleri gelistirilen metottan daha diisiiktiir. Bunun nedeninin seyrelt ve enjekte et ve 1.
basamak QuEChERS tan sonra ilave bir islenmin uygulanmamasinin analitlerin LOD ve
LOQ degerini arttirmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Geri kazanim ve tekrarlanabilirlik (Giin i¢i %RSD) ¢alismalarinda, FB2 ve OTA
icin referans metotta daha yiiksek geri kazanim ve daha diisiik giin i¢i % RSD degerleri
elde edilmis ancak diger analitlerde gelistirilen metotta daha yiiksek geri kazanim ve daha
diisiik tekrarlanabilirlik degerlerine ulasilmigtir. Referans metotta geri kazanim degerleri
%60,0-102,8 iken gelistirilen metotta %70,8-98,6 degerleri arasinda elde edilmistir. Giin
ici %RSD referans metotta 10,3’ten kigiik iken gelistirilen metotta 12,9 degerinden
kiigiik olarak tespit edilmistir.

4.7. Orneklerin Analizi

Calisma kapsaminda 39 piring ve 10 yulaf 6rnegi ile Aspergillus versicolor ile
kontamine piring ve yulaf drnekleri her iki ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilip
gelistirilen metot ile analiz edilmistir. Sekil 4.81°de goriintiisii verilen ve calisma
stiresince pasaji yapilan A. versicolor kift ile kor piring ve yulaf drnekleri kontamine
edilmis ve etiivde 25 °C’de 10 giin inkiibe edilmistir. Pozitif 6rnekler Q/q iyon oranindaki
sapma ile dogrulanmistir. Bunun i¢in tiim pozitif 6rneklerin iyon oranlar1 hesaplanmis ve
standart madde iyon orani ile karsilastirilarak % sapma degeri olarak Sekil 4.82-4.93 ‘da
verilmigstir. Sekillerde kontaminasyon diizeyi ppb olarak parantez iginde gosterilmistir.
39 piring 6rneginden 10’unda (%25.6) 9,1-24,4 ppb arasinda FB1, A. versicolor ile
kontamine piring ve yulaf 6rneklerinde ise sirasiyla 49,6-69,5 ppb arasinda STE ve 6,3-
9,7 ppb arasinda FB1 tespit edilmistir. Analiz edilen 10 yulaf 6rneginde mikotoksin tespit
edilmemistir.
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4.81. A. versicolor kifl géranimi
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Sekil 4.82. A. versicolor ile kontamine piring 6rneginde STE iyon oranlar1 (ekstraktlar
QuEChERS ile elde edilmistir)
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Sekil 4.83. A. versicolor ile kontamine piring 6rneginde STE iyon oranlari (ekstraktlar
seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilmistir)
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Sekil 4.84. A. versicolor ile kontamine yulaf 6rneginde

QUECHERS ile elde edilmistir)

AT 398467 SME9G
FT-455 ML 329ES
1004 A 110345 Berser Pesborn/e= 309 5031050
F: + c E31SRMm=2 325,000
w0 260 555261 001
309999310001 MS 135
o L=l
Emek=3,44 —
(Q/9)im=x=3, Sapma=-13,6%
(66.2)
0] RT412 AT4W
A1 A 1285
{EE- -]
-
1004 A T04TS
a4 E
A9-310001] MS 1S
a0 ¥ anersooor
70
[SE
50
e
0
203 BT 448
Ao 324
ek RT413 RT435 RT-473
AR 1058 Af 4 A 1852
20 i £t 48 aa
Tirne imin|

140

STE iyon oranlar1 (ekstraktlar



BULGULAR VE TARTISMA

M.YILDIZ OCAL

RT- 403-480 SM 8G

RT:4.55 NL: 145E6
100 AAC 4833740 Base Peak m/z=
309.50-310.60 F: + ¢ ESI SRM
%0 ms2 325.000
[280.999-281.001
80 309.999-310.001] MS ICIS
std-100ppb
@ 70
s Q
fui @ (@ /qlas=,11
s
2 50
2
& 40
3
= 3
20
10
14, NL: 3.52E5
o AAC 1175607 Base Peak miz=
280.50-28160 F: + ¢ ESI SRM
%0 ms2 325.000
[280.999-281.001
80 309.999-310.001] M5 ICIS
std-100ppb
70
& (a)
50
40
30
20
10

R T o o o o T A SR
41 42 43 44 45 46 4T
Time (min)

48

RT:

Relative Abundance

403-480 SM: 9G
RT:4.56

100 AA 1185787

©
nl

- o
I

(Q/A)smmer=4,41

o oW oo @

RT:456
AA 268595

=]
AT TR T TR

RT:441
AA 1137

104 RT:414 RT:4.23
1 An 4043 AA 2123

Time (min)

41 42 43 44 45 46

NL:4.33E5

Base Peak m/z= 309.50-310.50
F: +¢ ESI SRMms2 325000
[280.999-281.001,
309.999-310.001] MS ICIS
y10-aversicolor

Sapma=+7,3%
(69,5)

NL:9.61E4

Base Peak m/z= 280 50-281.50
F: + ¢ ESI SRMms2 325000
[280.999-281.001,
309.999-310.001] MS ICIS
y10-aversicolor

1
48

Sekil 4.85. A. versicolor ile kontamine yulaf 6rneginde STE iyon oranlar1 (ekstraktlar
seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilmistir)
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Sekil 4.86. Piring (P1) 6rneginde FBI1 iyon oranlari (ekstraktlar seyrelt ve enjekte et

yontemi ile elde edilmistir)
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Sekil 4.87. Piring (P3) 6rneginde FBI1 iyon oranlari (ekstraktlar QuEChERS ile elde
edilmistir)
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Sekil 4.88. Piring (P6) orneginde FBI1 iyon oranlari (ekstraktlar QUEChERS ile elde
edilmistir)
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Sekil 4.89. Piring (P8) orneginde FBI1 iyon oranlar (ekstraktlar QUEChERS ile elde
edilmistir)
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Sekil 4.90. A. versicolor ile kontamine piring 6rneginde FB1 iyon oranlar1 (ekstraktlar
QuEChERS ile elde edilmistir)
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Sekil 4.91. A. versicolor ile kontamine piring 6rneginde FB1 iyon oranlari (ekstraktlar
seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilmistir)
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Sekil 4.92. A. versicolor ile kontamine yulaf 6rneginde FB1 iyon oranlari (ekstraktlar
seyrelt ve enjekte et yontemi ile elde edilmistir)
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Sekil 4.93. A. versicolor ile kontamine yulaf 6rneginde FB1 iyon oranlari (ekstraktlar

QuEChERS ile elde edilmistir)
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5. SONUCLAR

Mikotoksinler, gidalarda bulunabilen ve insan saglhigini tehdit eden baslica
toksinlerdendir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve diger uluslararas1 drgiitler, hem insan
hem de hayvan saglig1 i¢in mikotoksine maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikan risklere
dikkat cekmektedir. Gidalarda olumsuz sartlar sonucunda olusabilecek mikotoksin
kalintilar1 insan sagligini olumsuz yonde etkilemektedir. Kalintilarin neden oldugu saglik
problemleri 6zellikle beslenmede 6nemli bir yeri olan piring ve insan ve hayvan
beslenmesinde kullanilan yulafin tiikketiminden dolay1 daha da 6nem arz etmektedir. Bu
acidan gidalarda eser miktarda bulunabilecek kalint1 ve kontaminantlarin belirlenmesi
giintimiizde giderek artan bir ilgi gérmektedir. Bu c¢alismada, piringte ve yulafta eser
miktarda bulunabilecek 8 tane (1 tanesi metabolit) mikotoksin kalintilarinin UHPLC-
MS/MS cihazi kullanilarak yiiksek c¢oziiniirliikte analizi yapilmistir. Analitlerin
matriksten ekstraksiyonu icin QUEChERS ve seyrelt ve enjekte et ekstraksiyonu olmak
tizere 2 farkli yontem kullanilmigtir.

QuEChERS ekstraksiyonu genel olarak gidalardaki pestisit kalintilarinin
analizinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Ancak bu ydntemin son yillarda
mikotoksin kalint1 analizinde de uygulandigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, bu ekstraksiyon
islemi i¢in CEN Standart Yontem EN 15662 yontemi uygulanmistir. Seyrelt ve enjekte
et yonteminde ekstraksiyonun yapildigi standart bir yontem bulunmamaktadir. Analiz
edilecek bilesiklerin fiziksel ve kimyasal yapisina ve Ozelliklerine bagli olarak farkli
cesitte analitler ic¢in uygulanabilmektedir. Bu c¢alismada piring ve yulaftan
mikotoksinlerin  yiiksek verimlilikte ekstraksiyonunun gerceklesmesi amaciyla
ekstraksiyonda kullanilan ¢ozgen bilesimi ve hacmi ve matriksle etkilesim stiresi ve
calkalama hiz1 parametreleri optimize edilmistir. Ekstraksiyonda kullanilacak ¢6zgenin
seciminde analitlerin matriksten ekstrakta ytliksek oranda, diger matriks bilesenlerinin ise
en az miktarda gegmesi amaglanmistir. Bu durum goz 6niinde bulundurularak asetonitril
% 1 asetik asit ile karistirilarak kullanilmigtir. Parametrelerin optimizasyonu sonucunda
en ylksek verim piringte 200 rpm de 5 dk ve yulafta 300 rpm de 10 dk degerlerinde elde
edilmistir.

Ekstrakte edilen analitler tek bir enjeksiyon ile 8 dk (4.6 dk analitlerin tespiti-3.4
dk kolon yikama ve sartlandirma) icerisinde tespit edilmistir. Kiitle spektrometresinde
analitlerin miktar tayini i¢in dogru sonuglarin elde edilmesi amaciyla s1vi kromatografisi
kisminda diizgiin pik seklini ve yeterli sinyal biyiikliglnii saglayan bir metot
gelistirilmistir. Metot gelistirme asamasinda hareketli fazin akis hizi, kolon sicakligi ve
enjeksiyon hacmi parametreleri agisindan en uygun kosullar belirlenmistir. Bu ¢aligmada
en iyi analiz kosulu olarak akis hiz1 0,5 mL/dk, kolon sicakligi 30 °C ve enjeksiyon hacmi
10 pL olarak belirlenmistir.

Kiitle spektrometresinde ise analit miktarlarinin yiiksek segicilikte ve hassasiyette
tespit edilebilmesi icin cihaz parametreleri optimize edilmistir. ESI kisminda analitlerin
iyonlagmasin1 ve olusan iyonlarin kiitle analizoriine iletimini saglayan parametrelerin
optimizasyonu sonucunda analitlerden MS’de en 1yi yanitin, sheath ve yardimci gazlarin
akis hizlar sirasiyla 40 ve 20, kapiler ve buharlagtirma sicakliklari sirasiyla 250 °C ve
350 °C ve sprey voltaji degeri 3,5 kV oldugu durumda alindig1 belirlenmistir.
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Gelistirilen analiz yonteminin giivenilirligini ve tutarliligin test etmek amaciyla
metot validasyonu c¢alismasi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 2 farkli matrikste (piring ve
kabuklu yulaf) 3 farkli konsantrasyonda OTA, STE ve FB2 icin 5, 20 ve 50 pg/kg; ZEN,
DON, FB1 ve Beta-ZOL igin 25,100 ve 250 pg/kg; ve NIV igin (250, 1000 ve 2500
ug/kg) ve 3 farkli giinde 6 tekrarli geri kazanim c¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalar 2
farkli ekstraksiyon yonteminde uygulanmistir. Bu ¢alismada 2 farkli matrikste tiim
analitlerin matriks uyumlu kalibrasyon ile elde edilen korelasyon katsayilart 0,999’un
iizerinde elde edilmistir. Ekstraksiyon veriminin belirlenmesi amaciyla yapilan geri
kazanim ¢alismalarinda, QuUEChERS yodntemi ile analitlerin en fazla %99,0’u ekstrakte
edilebilirken, seyrelt ve enjekte et yonteminde bu oran %98,4’diir. Ayrica her iki
yontemle elde edilen verilerin bagil standart sapmasinin yakin oldugu; seyrelt ve enjekte
et yonteminde bagil standart sapmanin %19,2°den, QUEChERS yo6nteminde ise
%19,1°den kiiciik oldugu belirlenmistir. Her iki yontemde geri kazanim degerlerinin ve
bagil standart sapma degerlerinin birbirine yakin olmasi seyrelt ve enjekte et yonteminin
basarili bir sekilde QUEChERS yontemi yerine kullanilabilecegini ve bdylece ektraksiyon
kiti maliyetinden tasarruf edilebilecegini gostermektedir. Her iki yontemde de temizleme
asamasi kullanilmadan ekstrakt 0,22 pum naylon filtreden gecirilerek temiz bir ektrakt elde
edilmis ve boylece ekstraksiyon siiresi kisaltilmistir. Validasyon ¢alismasi sonucunda
analitlerin LOQ degerleri 0,37-32,67 ng/kg araliginda tespit edilmistir. LOQ degerinin
diisiik olmasi, cihazin performansinin eser miktarda analitlerin tespiti ve miktarinin
belirlenmesi acisindan uygun oldugunu gdstermektedir.

Sonug olarak, yapilan bu ¢alisma ile piring ve yulafta eser miktarda bulunan
mikotoksin ve metabolitlerinin hem 1. basamak QUEChERS hem de seyrelt ve enjekte et
yontemiyle yiiksek oranda matriksten alinmasi saglanmistir ve analitlerin analizi yiksek
secicilik, dogruluk ve kesinlikte gerceklestirilmistir. Gelistirilen analiz metodu
kullanilarak 39 piring ve 10 yulaf 6rneginde ve Aspergillus versicolor ile kontamine
piring ve yulafta yapilan analiz sonuglarina gore 39 piring 6rneginden 10’unda (%25,6)
yasal limitin oldukga altinda 9,1-24,4 ppb arasinda FB1, A. versicolor ile kontamine
piring ve yulaf 6rneklerinde ise sirasiyla 49,6-69.5 ppb arasinda STE ve 6,3-9,7 ppb
arasinda FB1 tespit edilmistir. A. versicolor kift ile birlikte FB1’in tespit edilmesi
kontamine ornekte Fumonisin Bl iireticisi kiiftin de varligin1 gostermektedir. Pozitif
ornekler iyon oranlari ile dogrulanmistir. Analiz edilen 10 yulaf 6rneginde mikotoksin
tespit edilmemistir.
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EKLER M.YILDIZ OCAL

Ek 3. Piringte yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler (seyrelt ve
enjekte et)

Nivalenol

250 ppb 1000 ppb 2500 ppb
1. gun 2.gln 3.gun 1. gun 2.g0n 3.gun 1. gun 2.g0n 3.gun
229,045 232,646 234,593 937,880 944,970 829,400 2313,525 2285,075 2205,925
232,932 235,288 233,847 930,270 947,630 804,700 2381,300 2398,750 2203,100
239,602 231,743 232,668 924,770 952,940 807,960 2378,475 2393,625 2200,150
235,100 234,303 232,642 931,550 963,230 869,620 2423,475 2413,000 2279,375
232,227 234,025 230,731 930,560 956,840 911,690 2253,275 2358,400 2213,400
235,080 232,675 233,387 945,940 954,290 810,230 2242,375 2378,950 2257,075
Deoksinivalenol
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gln 2.gun 3.gln 1. gln 2.gln 3.gun 1. gln 2.g0n 3.gun
24,725 24,477 24,433 90,220 97,339 96,906 223,535 229,608 217,113
24,829 24,610 24,498 97,413 96,301 97,486 213,820 217,550 216,040
24,814 24,208 24,150 85,415 97,102 96,037 217,720 248,998 221,393
24,751 24,424 24,577 77,081 97,278 96,081 212,358 241,233 218,678
24,398 24,491 24485 95,093 96,221 98,749 237,095 249,443 213,685
24,705 24,385 24,528 98,344 96,729 98,875 219,133 248,678 216,180
Fumonisin B1
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gln 2.gin 3.gln 1. gln 2.gln 3.gun 1. gln 2.gin 3.gun
20,762 20,586 22,485 79,352 71,317 76,610 193,855 163,525 160,990
19,966 21,649 21515 83,339 71,860 76,092 187,780 170,945 161,075
20,097 20,864 20,099 81,634 73,224 78,424 189,088 158,758 173,935
19,544 22,213 20,881 79,304 71,429 70,578 180,175 173,233 193,533
19,494 21,256 21,922 78,294 72,189 72,387 188,970 180,300 177,035
20,689 21,587 23571 77,127 74512 73,825 187,243 175,183 174,115
Beta zearalenol
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gln 2.gin 3.gun 1. gln 2.gun 3.gin 1. glin 2.gun 3.giin
23,834 23,809 24,133 81,045 93,942 93,469 195,085 217,655 227,663
23,098 24,945 24,167 80,644 88,949 91,183 190,863 224,280 242,373
23,378 24,665 22,933 83,126 93901 91,407 190,280 221,555 234,985
23,760 24,243 23,956 84,164 91,618 89,662 189,175 220,800 223,125
23,191 23,809 23,440 85,057 90,371 91,207 189,305 219,160 226,640
23,504 24,091 23,827 88,023 90,243 91,498 187,665 215,335 230,408
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EKLER M.YILDIZ OCAL

Ek 3. Piringte yapilan validasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler (seyrelt ve
enjekte et) (devami)

Fumonisin B2
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gin 2.gun 3.gun 1. gun 2.gin 3.gun 1. gun 2.gln 3.g0n
3,876 4,622 4,029 20,009 14,723 18,342 35,442 35,673 34,724
3,898 4,106 4,031 20,853 14,916 17,757 37,348 39,731 34,273
3,948 4,116 4,311 20,388 15,526 16,184 34,623 37,998 33,394
3,839 3,961 4,063 15,089 13,746 16,505 37,953 36,941 31,514
3,885 4,067 4,092 15,162 14,652 14,869 35,590 34,775 32,741
3,819 3,913 3,959 16,058 15,560 15,979 37,895 35,003 31,361
Okratoksin A
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gln 2.gun 3.gun 1. gln 2.g0n 3.gun 1. gln 2.gln 3.g0n
4,741 4,686 4,879 17,165 18,788 19,712 43,178 46,404 43,401
4,827 4,755 4,795 16,820 17,832 19,115 45,918 50,377 42,908
4,744 4,911 4,672 16,276 18,081 19,545 41,018 48,673 43,507
4,731 4,740 4,850 16,275 18,536 19,255 44,734 50,772 43,568
4,761 4,779 4,923 16,561 20,181 19,178 44196 45,183 44,965
4,775 4,753 4,692 16,506 19,157 18,870 45,297 44,721 42,583

Zearalenone

25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gln 2.gin 3.gin 1. gln 2.gin 3.gun 1. gln 2.gln 3.gin
24,454 24,448 24,419 90,313 98,525 90,333 237,196 237,623 219,340
24,381 24,460 24,454 93,525 96,959 91,128 236,362 238,493 220,188
24,192 24,261 24,739 93,208 98,202 102,586 233,316 231,950 212,425
24,586 24,747 24,703 90,333 97,703 94,605 242,884 238,100 218,580
24,800 24,610 24,279 91,128 97,483 98,807 234,819 226,598 217,423
24,418 24,559 24575 93,601 97,827 97,848 236,430 236,555 213,713
Sterigmatosistin
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. glin 2.gun 3.gin 1. gln 2.gun 3.giln 1. gln 2.gun 3.gun
4,824 3,727 3,619 18,802 16,251 16,584 40,070 41,854 37,727
4,610 3,816 3,706 19,184 18,057 17,751 41,305 42,436 38,400
4,872 3,778 3,737 19,010 17,487 18,259 39,615 39,083 38,060
4,778 3,737 3,774 18,530 18,530 16,802 40,268 38,580 37,368
4,642 3,740 3,811 18,108 17,637 17,166 40,716 41,101 38,047
4,701 3,821 3,861 18,779 18,779 16,930 40,342 40,435 36,713
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EKLER M.YILDIZ OCAL

Ek 4. Yulafta yapilan validasyon g¢alismasi sonucu elde edilen ham veriler (seyrelt ve
enjekte et)

Nivalenol

250 ppb 1000 ppb 2500 ppb
1. gun 2.gln 3.gln 1. gun 2.gun 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln
235,605 239,728 236,595 1001,750 961,200 991,680 2008,525 2491,700 2448,050
229,454 237,543 236,083 995970 965,670 1002,190 2401,525 2488,000 2410,800
231,196 239,260 238,533 994,180 983,030 961,970 2426,625 2476,175 2378,650
232,682 236,170 236,823 996,750 802,860 980,430 2059,950 2465,450 2389,800
232,943 236,388 236,385 986,580 817,690 979,150 2444925 2439,875 2325,550
235,084 235423 235,085 1012,010 796,320 965,660 2463,225 2448,150 2428,275
Deoksinivalenol
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gun 2.gun 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln
23,906 24,340 24,535 92,722 95,632 92,484 240,415 221,005 242,103
23,152 24,488 24,377 92,564 96,124 92,350 244,133 228,710 239,785
24,481 24,745 24,075 86,798 96,252 91,997 242,465 211,585 240,428
24,417 24,328 24,308 91,633 96,605 92,048 235,950 200,670 244,083
24,150 24,296 24,631 91,168 97,207 92,742 236,920 242,210 241,240
24,006 24,383 24,209 85,875 94,876 92,372 239,040 218,405 241,855
Fumonisin B1
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gun 2.gun 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln
24,281 24,795 23,820 94,518 92,501 94,281 204,518 191,915 205,215
24,517 24,459 22,386 95,953 86,147 93,295 200,358 190,755 201,753
24,189 24,282 22,773 95,650 88,023 92,857 200,093 197,518 205,305
24,149 24,430 23,095 93,866 85,685 92,559 215,890 197,468 204,510
23,688 24,514 22,414 98,847 87,155 94,421 209,130 177,400 210,905
24,062 24,088 22,827 95,861 87,939 96,866 217,635 187,558 205,800
Beta zearalenol
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gln 2.gun 3.gun 1. gln 2.gun 3.gun 1. glin 2.gun 3.gun
24,493 24,855 23,854 90,833 99,957 100,648 247,138 220,378 251,660
24,820 24,730 24,722 91,085 100,033 98,961 249,915 223,535 250,073
24,517 24,823 23,958 91,443 99,486 99,218 249,710 223,598 249,145
24,627 24,785 24,838 87,576 101,452 100,548 248,588 224,688 248,453
24,318 24,965 24,692 94,365 100,870 99,932 249,850 232,895 246,650
24,639 24,733 24,531 95,193 100,110 98,788 249,078 223,770 249,045
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EKLER M.YILDIZ OCAL

Ek 4. Yulafta yapilan validasyon g¢alismasi sonucu elde edilen ham veriler (seyrelt ve
enjekte et) (devami)

Fumonisin B2
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gun 2.gUn 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln
4,184 4,385 3,919 18,000 16,097 16,702 48,281 46,981 44,922
3,982 4,302 3,903 18,117 17,192 16,231 47,641 47,438 45,743
3,929 4,285 3,882 17,352 16,018 15,838 48,088 47,428 46,477
4,093 4,240 3,930 18,025 16,228 16,563 47,843 47,537 41,932
4,268 4,246 3,751 18,233 16,398 17,507 47,881 48,138 46,021
4,499 4,250 3,814 16,770 16,152 17,539 48,786 46,937 43,523
Okratoksin A
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gln 2.gln 3.gun 1. gln 2.gun 3.gun 1. gln 2.g0n 3.gun
4,934 4,945 4,819 18,456 17,100 19,864 45,934 47,739 47,009
4,830 4,930 4,820 19,928 18,300 19,392 43,175 47,187 46,013
4,882 4,847 4,881 18,913 18,698 19,522 44,635 49,175 49,136
4,874 4,886 4,934 18,765 18,171 19,768 42,744 47,797 47,608
4,780 4,901 4,906 19,401 16,636 18,628 42,564 48,803 49,549
4,844 4911 4,874 17,650 17,076 17,138 44,655 49,219 47,269
Zearalenone

25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gun 2.gun 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln
24,720 24,072 24,337 89,418 96,710 82,331 233,225 225,688 235,335
24202 24,127 24354 85,048 95262 88,406 229,575 232,015 227,445
24630 24,133 24,099 88983 93,735 92917 204,868 226,560 227,760
23,701 24,308 24,254 83,034 91,651 87,315 221,253 242,613 237,188
24,095 23,988 24557 91986 97,662 87,972 195,785 240,763 225,380
24430 24340 24,286 90,091 94290 86,038 199,218 228,793 225,993
Sterigmatosistin
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gln 2.gln 3.gin 1. gln 2.gin 3.gin 1. gln 2.gin 3.gun
3,648 3,707 3,689 15,363 14,761 14,989 39,565 34,692 34,064
3,952 3,608 3,535 14,979 16,267 15,637 36,644 35114 31,526
3,891 3,710 3,763 14,652 14,963 12,266 38,118 35875 33,728
3,897 3,661 3,564 15,352 15,212 13,233 36,445 36,280 34,299
3,739 3,763 3,630 14,486 14,383 13,701 36,477 39,765 32,212
3,879 3,709 3,709 15,573 14,966 14511 33,716 37,583 32,911
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EKLER M.YILDIZ OCAL

Ek 5. Piringte yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler
(QUEChERS)

Nivalenol

250 ppb 1000 ppb 2500 ppb

1. gun 2.gUn 3.gln 1. gun 2.gun 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln

249,971 244,632 243,880 886,910 829,800 800,840 2270,950 2282,325 2491,750
247,708 246,032 244,335 868,430 820,320 824,910 2292,075 2298,975 2513,375
246,911 243,967 245,287 905,500 820,510 828,250 2278,600 2262,625 2460,175
249,018 248,422 247,092 926,490 838,140 839,980 2304,850 2286,100 2407,050
252,647 245,067 245,380 914,290 836,680 846,320 2300,575 2314,900 2394,575
247,241 243,825 243,902 868,430 816,540 831,850 2331,425 2336,100 2478,525

Deoksinivalenol
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gun 2.gln 3.gln 1. gun 2.gun 3.gln 1. gin 2.gun 3.gln
24,442 23,897 24,274 91,561 89,233 87,911 241,845 237,863 214,303
24,393 23,980 24,835 92,629 89,365 87,671 243,220 240,420 219,960
24,653 24,480 23,692 92,759 89,781 88,785 243,710 242,370 229,748
24,716 23,397 23,930 100,542 89,620 88,888 242,658 241,393 214,658
24,435 23,530 24,306 99,384 89,792 89,055 239,583 241,415 220,318
24,708 24,430 23,204 99,450 89,370 89,385 239,535 240,973 220,025
Fumonisin B1
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gun 2.gun 3.gln 1. gun 2.gun 3.gln 1. gin 2.gun 3.gln
19,604 20,429 21,141 81,475 89,275 88,299 178,308 194,698 189,130
19,813 20,951 22,210 83,620 93,164 83,341 188,145 189,098 176,495
18,257 20,435 20,908 81,956 93,339 84,759 179,868 187,823 158,758
19,259 21,379 21,893 84,707 88,776 83,415 185,720 191,585 149,233
18,655 22,053 21,203 81,326 88,605 75,497 193,915 191,710 191,763
19,652 21,689 21,535 83,358 91,913 87,692 160,985 195,250 185,858
Beta zearalenol
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gln 2.gin 3.glin 1. gln 2.gln 3.gln 1. gln 2.gln 3.gun
24,631 24,658 24,294 93,049 85,416 84,120 211,910 208,915 188,690
24,690 24,717 24,771 94,484 85,263 84,001 211,265 208,800 193,790
24,287 24,705 24,971 94,809 85,664 83,518 211,370 217,153 195,903
24,789 24,932 24,963 88,272 84,531 85,438 210,268 212,105 197,150
24,300 24,782 24,261 90,637 86,246 85,043 207,243 211,195 194,495
24,328 24,749 23,788 88,782 85,638 85,769 206,055 207,705 198,670
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EKLER M.YILDIZ OCAL

Ek 5. Piringte yapilan validasyon calismasi sonucunda elde edilen ham veriler
(QUECHhERS) (devami)

Fumonisin B2
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gin 2.gUn 3.gln 1. gin 2.gUn 3.gln 1. gin 2.gln 3.gln
3,521 3,809 3,724 16,735 15,081 14,104 36,344 38,814 32,742
3,591 3,818 3,818 16,774 15,024 14997 34,259 38,900 37,193
3,591 3,924 3,731 16,946 15,501 14,373 33,372 38,978 35,125
3,600 3,843 4,201 16,434 15930 14,937 33,240 40,693 33,094
3,579 3,781 3,889 16,714 15194 14,984 35,221 38,969 34,753
3,562 3,990 3,739 17,190 15,035 14,620 35615 37,682 36,300
Okratoksin A
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gln 2.gln 3.gun 1. gln 2.gln 3.gun 1. gln 2.g0n 3.gun
4,218 4,227 4,335 14,044 17,827 17,816 44,764 41,457 43,430
4,410 4,197 4,320 15,533 18,626 18,253 44,175 45,158 41,064
4,230 4,184 4,348 16,102 17,734 18,136 43,710 43,028 39,722
4,370 4,198 4,310 18,665 18,583 18,402 43,096 43,043 39,543
4,275 4,228 4,263 16,909 17,289 18,829 43,258 44,530 39,985
4,129 4,285 4,299 17,013 18,194 18,583 43,132 45,7005 40,452
Zearalenone

25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gun 2.gun 3.gln 1. gin 2.gun 3.gln 1. gin 2.gln 3.gln
24,235 24,912 24,800 90,801 96,174 100,073 180,075 175,600 234,593
24,452 24,719 24,994 95981 93,999 99,913 183,163 183,828 221,198
24,600 24,789 25,143 87,565 89,707 99,019 177,913 184,360 177,718
24,434 24,899 24,871 94,126 94,548 101,946 190,298 184,093 227,895
23,853 24,617 24,899 94,037 99,617 101,748 183,633 185503 187,343
24,065 24,967 24,881 96,558 89,491 95,694 182,643 194,753 188,350
Sterigmatosistin
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gln 2.gln 3.gin 1. gln 2.gln 3.gun 1. gln 2.gin 3.gun
3,784 3,805 3,576 14,255 13,922 14,094 35917 37,206 31,775
3,832 3,731 3,839 16,285 14,167 17,637 37,369 37,515 38,749
3,612 3,712 3,898 13,574 13,873 17,223 35528 38,400 37,515
3,711 3,644 3,517 13,814 13,786 15,413 32,109 38,503 33,124
3,644 3,572 3,806 15,136 13,331 13,101 32,692 37,368 36,248
3,743 3,743 3,590 13560 15,632 16,571 33,311 40,759 36,428
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EKLER M.YILDIZ OCAL

Ek 6. Yulafta yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda e¢lde edilen ham veriler
(QUECHERS)

Nivalenol

250 ppb 1000 ppb 2500 ppb
1. gun 2.gun 3.gln 1. gun 2.g0n 3.gln 1. gun 2.gln 3.gun
250,626 241,948 249,740 940,170 980,670 915,790 2473,425 2215,125 2375,250
249,206 247,495 248,000 971,090 998,420 935,010 2468,350 2141,250 2449,950
247,782 248,185 249,393 957,690 1037,360 915,260 2489,750 2234,775 2431,400
248,186 249,255 246,773 971,130 981,450 906,060 2470,250 2309,125 2320,125
251,478 248,438 242,810 977,020 975,040 907,980 2468,825 2037,300 2360,725
249,434 245,928 246,490 971,200 970,640 864,090 2433,725 2251,225 2495,450
Deoksinivalenol
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gun 2.gun 3.gln 1. gun 2.gln 3.gln 1. gun 2.gun 3.gln
25,813 24,428 24,620 99,796 95,257 103,887 248,660 228,233 239,340
24,155 24,232 24,730 101,725 96,975 100,281 245,835 222,663 240,463
24,960 24,895 24,905 97,113 93,881 100,047 238,483 222,105 249,235
24,994 24,988 24,450 99,806 87,149 100,836 237,705 233,540 248,168
24,329 24,685 24,616 97,736 97,098 98,713 245,820 229,093 248,683
24,882 24,288 24,603 99,435 90,860 99,208 249,060 210,048 244,120
Fumonisin B1
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gln 2.gln 3.gln 1. gln 2.gln 3.gln 1. gln 2.gln 3.gun
23,535 23,763 24,320 87,046 89,370 92,950 227,265 206,338 196,148
23,780 24,408 24,410 94,651 93,980 96,549 223,140 207,378 192,188
23,795 24,596 24,871 91,445 96,140 97,006 206,825 205,398 188,210
23,782 23,792 24,602 90,547 95,703 97,585 199,048 203,463 189,178
23,324 23,825 24,551 88,023 94,277 98,153 199,088 233,520 182,193
23,470 24,437 24,002 88,372 95,039 96,283 203,195 216,010 190,300
Beta zearalenol
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gln 2.gln 3.gln 1. gln 2.gln 3.gln 1. gln 2.gln 3.gun
24,739 24,255 24,415 96,732 90,330 98,869 238,180 239,300 243,168
24,537 24,098 24,543 97,502 88,330 98,756 228,250 249,078 247,693
24,413 24,453 24,365 96,890 89,599 97,782 228,583 249,130 250,930
24,301 24,308 24,350 96,556 90,002 93,792 228,445 251,323 251,880
24,230 24,480 24,637 96,693 92,197 96,921 230,495 249,425 238,098
24,401 24,664 24,487 98,593 93,444 96,129 243,283 247,108 246,973

176



EKLER M.YILDIZ OCAL

Ek 6. Yulafta yapilan validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ham veriler
(QUECHhERS) (devami)

Fumonisin B2
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gin 2.gUn 3.gln 1. gin 2.gln 3.gln 1. gun 2.gUn 3.gln
4,447 4,827 4,381 15,668 16,050 17,487 42,878 42,245 42,197
4,535 4,777 4,473 16,067 16,136 17,727 43,109 41,833 40,318
4,308 4,663 4,575 15236 15,035 16,454 43,987 41,073 38,625
4,700 4,802 4,505 15,508 16,233 17,224 44,368 41,622 41,432
4,850 4,991 4,665 16,739 16,095 17,057 44,653 42,075 40,564
4,860 4,918 4,659 16,907 15891 16,798 41532 42,982 40,017
Okratoksin A
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gln 2.gun 3.gln 1. gln 2.g0n 3.gun 1. gln 2.gln 3.g0n
4,941 4,973 4,836 19,889 19,366 18,573 49,844 49,804 41,637
4,956 4,860 4,950 19,988 19,837 19,012 46,612 44,904 43,664
4,916 4,963 4,968 19,859 19,280 18,064 45,985 49,266 42,444
4,940 4,878 4,851 20,113 17,182 18,085 49,872 49,045 46,950
4,980 4,916 4,942 19,665 19,737 17,818 50,231 46,775 45,147
4,972 4,976 4,989 20,215 19544 18,818 49,691 48,637 46,075
Zearalenone
25 ppb 100 ppb 250 ppb
1. gun 2.gun 3.gln 1. gin 2.gln 3.gln 1. gun 2.gun 3.gln
24,230 24,693 24,690 98,768 94,609 88,071 243,285 220,578 209,835
24577 24459 24978 97,449 96,165 93,888 248,048 224,198 225,610
25,125 24,635 24,304 98,889 94,535 92,874 244,258 226,670 228,273
24,677 24556 24,254 97,603 97,018 87,860 237,983 223,460 212,515
24,382 24,344 24238 97,260 97,877 89,035 238,075 241,740 216,223
24,425 24,3564 24,454 97,288 97,165 92,107 244,225 243,145 220,648
Sterigmatosistin
5 ppb 20 ppb 50 ppb
1. gln 2.gin 3.gln 1. gln 2.gin 3.gin 1. gln 2.gln 3.gin
3,662 4,003 3,927 15268 17,290 15,641 37,073 38,934 34,665
3,651 3,847 3,846 15,754 15,239 15393 36,937 38,853 35,462
3,669 3,946 3,925 14,898 17,177 15679 37,310 39,156 34,897
3,648 3,780 3,871 14508 15,746 15573 36,688 37,583 35,796
3,657 3,721 3,758 14,012 15949 15,994 35,758 37,364 34,084
3,559 3,728 3,801 14642 16,319 16,438 35,719 37,063 35,442
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