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Oz

Amag: Tahil ve tirtinleri igerdikleri Gliiten nedeni ile bazi insanlarda rahatsizliklara neden olabilmektedirler. Bu
hastaliklardan biri olan ¢6lyak, bugday, ¢cavdar, arpa ve bazen de yulaf iirtinlerinin tiiketimi sonucu bagirsakta
ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Hastaligin nedenini olusturan temel etken gliiten proteininin gliadin adli alt
fraksiyonudur. Hastaliga sebep olan gliiten fraksiyonlari gliitenin ve gliadinlerdir. Gliitenin kendi igerisinde ®5,

LMW ve HMW olmak tizere {i¢ alt fraksiyona ayrilmaktadir. Gliadinler ise a(Alfa), ®(Omega), B(Beta) ve
v(Gamma) olmak tizere dort fraksiyondan olusmaktadir.

Materyal ve Yontem: Bu calismada ¢Olyak hastalarina 6zel olarak iiretilen gidalarin analizlerinde
kullanilabilecek ve yasal limitler olan 0-20 mg/kg ile 20-80 mg/kg araliklarinda LOD degerine sahip
kromatografik bir yontem gelistirilmeye ¢aligilmistir.

Bulgular ve Sonug: Yapilan HPLC c¢alismalarinda LOD degeri 31,94mg/kg, LOQ degeri ise 106,47mg/kg
diizeylerinde metot performanslari elde edilmistir. LC MS/MS calismalarinda elde edilen LOD degeri 19,24
mg/kg, LOQ degeri ise 64,13 mg/kg olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Colyak Hastaligi, ELISA, Gliiten, HPLC, LC-MS/MS

Abstract

Objective: Cereals and products may cause disorder in some people due to the Gluten they contain. Celiac, one
of these diseases, is a disease that occurs in the intestine as a result of consumption of wheat, rye, barley and
sometimes oat products. The main cause of the disease is the sub-fraction of gluten protein called gliadin. The
gluten fractions that cause disease are gliiten and gliadins. Gluten is divided into three sub-fractions: w5, LMW
and HMW. Gliadins consist of four fractions: o (Alpha), ® (Omega), B (Beta) and y (Gamma).

Marerials and Methods: In this study, it was tried to develop a chromatographic method that can be used in the
analysis of foods specially produced for celiac patients and has an LOD value between 0-20 mg / kg and 20-80
mg/kg, which are legal limits.

Result and Conclusion: In the HPLC studies, the method performances were obtained at the LOD value of
31,94 mg/kg and the LOQ value at 106,47 mg/kg. LOD value obtained in LC MS/MS studies was determined
19,24mg/kgand LOQ value 64,13mg/kg.

Key words: Deliac Disase, Gluten, HPLC, ELISA, LC-MS/MS
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1.Giris

Beslenmemizde 6nemli bir yer tutan tahil ve tirtinleri
bazi insanlarda rahatsizliklara neden olabilmektedir.
Tahil kaynakli hastaliklardan biri olan ¢élyak,
bugday, cavdar, arpa ve bazen de yulaf liriinlerinin
tiketimi sonucu bagirsakta ortaya cikan bir
hastaliktir. Hastaligin nedenini olusturan temel etken
gliiten proteininin gliadin adl1 alt fraksiyon olup, risk
grubunda yer alan ¢6lyak hastalarinin tiikettikleri
riinlerde bu proteinlerin uygun limitler igerisinde
olup olmadigi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle
gliiten analizleri i¢in hassas bir metoda ihtiyag
duyulmaktadir. ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) metodunun hassasiyeti ve Olg¢lim
sonuglarmin saliim gostermesi gibi dezavantajlar
ortadan kaldiracak kromatografik bir yontem
arayisina girilmis ve HPLC (Yiiksek Performanslh
Si1vi Kromotografisi) ve LC MS/MS (Sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle
spektrometresi) metotlar1 ile kiyaslamasi ihtiyaci
dogmustur. Bu amag¢ i¢cin ELISA-HPLC ve LC-
MS/MS metotlarmin validasyonlari tamamlanmis ve
metotlar aras1 performans kiyaslamalar1 olusturulan
bu metotlar iizerinden yapilmistir. Gerek HPLC
gerekse de LC-MS/MS metotlar1 i¢in yapilan
calismalardan sonra TGK 2012/04’e gore gliiten
icerigi yoniinden sinirlandirilmis olan ¢ok diisiik
gliitenli ve gliitensiz tirtinlerin analizleri i¢in numune
hazirlama asamasinda iyilestirme yapilmas: gerekli
gorilmustiir.

2. Gliiten Proteinini
2.1. Gliiten Proteinini ve Toksititesi

Tahil depo proteinleri etanolde ¢6ziinebilen
prolaminler ve polimerik gliiteninler olmak tizere
baslica iki gruptan olusmaktadir. Prolaminler
bugdayda gliadinler, ¢avdarda sekalinler, arpada
hordeinler, yulafta aveninler olarak
adlandirilmaktadir. Misirda ise bu fraksiyon zeinler
olarak ifade edilmektedir ve ¢olyak hastalari igin
toksik degildir (Ciclitira ve ark. 2005). Uriinlere gore
gliiten proteini ve alt fraksiyonlart Sekil 1’de yer
almaktadir.
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Sekil 1. Gliiten proteini ve alt fraksiyonlar1 (Sealey-
Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008)

Bugdayda depo proteinlerinin biiyiik bir kismini
gliiten proteinleri olusturmaktadir (toplam proteinin
%80-85"). Gliiten proteinleri ise tahil tanesindeki
depo proteinlerinin prolaminler alt sinifina dahildir.
Endospermde bulunan Gliiten proteinleri nisasta
graniillerinin etrafinda stirekli bir matriks
olusturmaktadir. Gliiten proteinleri su veya tuzlu suda
coztinmez nitelikte olup, monomerik gliadinler ve
polimerik gliiteninler olmak {izere iki fraksiyondan
olugmaktadir. Bu iki fraksiyon tanede hemen hemen
esit oranlarda bulunmaktadir (Goesaert ve ark. 2005).
Ayrica gliadinler; a, 8, Y ve o olarak alt fraksiyonlara
da ayrilmaktadir (Ciclitira ve ark. 2005).

Yapilan ¢aligsmalar sonucunda gliadin fraksiyonunun
¢olyak hastalart i¢in toksik, Gliitenin fraksiyonunun
ise daha az toksik oldugu belirlenmistir.
Gliadinlerden de a-gliadinler en toksik olanidir. p ve y
-gliadinler biraz daha diisiik toksisiteye sahip iken, ® -
gliadinler en diusiik toksisiteye sahip gliadin
fraksiyonudur (Ozkaya 1999). Bu fraksiyonlar Sekil
2’de yer almaktadir.

Peptides 1-7 represent all classes
of wheat gluten proteins
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Sekil 2. Bugday gliitenini ve alt fraksiyonlar (Sealey-
Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008)

Her gecen giin degisen beslenme aliskanliklarina
ragmen tahil ve tritinleri diinya niifusunun
beslenmesinde halen 6nemini korumaktadir.
Beslenmemizde 6nemli bir yer tutan tahil ve iiriinleri
bazi insanlarda rahatsizliklara neden
olabilmektedirler. Colyak hastaligi; gliiten ve diger
tahillardaki benzer proteinlerin tiiketilmesi
sonucunda ortaya ¢ikan ve "gliitene hassas bagirsak
sistemi" olarak da bilinen bir gida intoleransidir
(Ozkaya 1999), (Sollid ve Jabri 2005). Bugday,
cavdar, arpa ve bazen de yulaf tirtinlerinin tiikketimi
sonucu bagirsakta ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Hastaligin nedenini olusturan temel etken gliiten
proteininin gliadin adli alt fraksiyonu olup, gliiten
iceren gidalarin tiiketilmesi sonucunda basta
vitaminler ve mineraller olmak tizere viicudun
gereksinim duydugu cesitli besin maddelerinin
emilimi azalmaktadir (Ozkaya 1999, Battais ve ark.
2005). Gliitensiz diyet ile birlikte eksikligi olan
vitamin B,,, folat, demir, kalsiyum, D vitamini
besinsel destek tedavisi olarak verilmelidir (Hopper
ve ark. 2007). Ancak ¢olyak hastalari, gliadinlerin
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homologu olan prolaminleri de i¢eren tritikale, cavdar
ve arpa trinlerinin tiiketiminden de sakinmak
zorundadir. Colyak hastalarinda Gliitenin etkisi ince
bagirsak tizerinde olmaktadir. Sekil 3’de goruldugi
gibi absorpsiyonun yapildig1 ylizey azalip besin alim1
zorlagmaktadir (Ozkaya 1999).

Sekil 3. Sindirim sistemi diyagrami (Niewinski 2008)

Tek tedavi yontemi 6miir boyu siirdiiriilmesi gereken
Gliitensiz diyet uygulamasidir. Bununla beraber
¢Olyak hastalarinin gidalardaki Gliitene hassasiyet
diizeyleri de farklilik gostermektedir. Bazi hastalar iz
miktardaki gliiteni tolere edemezken, digerleri daha
biiylik miktarlarda Gliiteni tolere edebilmektedirler.
Mistr ve piring ise toksik olmayip digerlerinin yerine
kullanilabilmektedir (Urganct 2005, Ciclitira ve ark.
2005).

Onceleri nadir ve kuzey-bati Avrupa’nmin hastalig:
oldugu dustiniilen ¢6lyak hastaliginin, yapilan
calismalarla bugiin biitiin diinyada ¢ok yaygin
oldugu, farkli toplumlarda ortalama %0,3-1 civarinda
gortildugt bilinmektedir (Maki ve Lohi 2004, Farrell
ve Kelly 2002).

2.2.Ticari Analiz Kitleri ve Yeterlilik Test
Sonugclari:

Piyasada ticari olarak bulunan bir ELISA test kiti ile
Fapas T27109AQC nolu negatif gliiten test
materyalinde yapilan analizde teste katilan
laboratuvarlarin %931 dogru sonug bulurken, %7’si
yanlis sonu¢ bulmustur. Yine Fapas T2792B nolu
negatif gliiten test materyalinde yapilan analizde teste
katilan laboratuvarlarin %91°i dogru sonug bulurken
%9’u yanlis sonu¢ bulmustur (Mowat 2003).

Aynm ELISA test kiti Fapas T27106B nolu pozitif
gliiten test materyalinde yapilan analizde, teste
katilan laboratuvarlarin %99’u dogru sonug bulurken
%11 yanlis sonug elde etmistir. 59 mg/kg olan test
materyalinde laboratuvarlar 26,5-79,5 mg/kg
araliginda degisen miktarlarda degerler elde
etmislerdir. Yine Fapas T27109BQC nolu pozitif
gliiten test materyalinde yapilan analizde, teste
katilan laboratuvarlarin %98’1 dogru sonug bulurken
%2’s1 yanlis sonug elde etmistir. 72,6 mg/kg olan test
materyalinde laboratuvarlar 38,1-114,3 mg/kg
araliginda degisen miktarlarda degerler elde
etmislerdir (Anonim 2012b).

Kullanilan ticari ELISA test kiti; negatif var/yok
Fapas test materyalindeki analizlerde yaklasik %8
yanlig sonug vermistir. Yine bu test kitinde yapilan
miktar analizlerinde tirtine gore %18 ile %36 arasinda
bir sapma goriilmektedir (Mowat 2003).

Bu sapma ylizdelerinin TGK 2012/04’e gore gliiten
icerigi yoniinden sinirlandirilmis olan ¢ok diisiik
gliitenli ve gliitensiz gida numunelerinin
degerlendirilmesinde yanlis yorumlara neden
olabilecegi goz ardi edilmemelidir. FAPAS
testlerinden elde edilen sonuglarin sapmalarina gore
ELISA metodunun daha hassas bir metot ile
dogrulanmas1 gerekliligi 6ne ¢ikmaktadir.

(Cizelge 1).

Cizelge 1. ELISA test kiti ile yapilan FAPAS analiz sonuglari

Uriin Kalitatif Sonuc (%) Kantitatif sonuc (mg/kg)
Materyal Cesidi LS LG Dogru Yanhs Ortalama Arahk Sapma (%)
Gliiten Kek T27109AQC 93 7 - - -
negatif Soya T2792B 91 9 - - -
Gliiten pozitif Kek T27109BQC 98 2 72,6 38,1-114,3 36
Soya T27106B 99 1 59 26,5-79,5 18

Kullanilan metotlardaki ¢alismalarin temeli gliiten
proteinini, fraksiyonlar1 tizerinden karakterize
etmektir. Bunun i¢in kromatografik ve jel elektroforez
gibi teknikler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada diger
ekstraksiyon yontemlerinden farkli olarak protein
ekstraksiyonunda enzim protein oranit ve enzim
muamele siiresi optimize edilmistir. Literatiirlerde
belirtilen metotlar ile gliiten fraksiyonlarinin yapisal

ozellikleri, toplam gliiten igerisindeki her bir
fraksiyonun yiizdece orani, bazi uygulamalarin (ist,
emiilsiifiyer vb) etkileri gibi konular incelenmistir.
Calismada gliadin ve gliiteninin alt fraksiyonlar
niceliksel olarak analizleri yapilarak toplam
fraksiyon miktarindan gliiten miktara ulasilmistir

(Cizelge2).
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Cizelge 2. Gliiten analizinde uygulanan yontemler ve caligma ile iliskisi

Literatiir Kullanilan yontem Calismanin amaci Calisma ile iliskisi
Van Eckert ve RP-HPLC, SE-HPLC, RP- Farkli unlardaki gliiten fraksiyonlarini Calismalarda gliiten
ark. 2006 HPLC-ESI-MS, MALDI-TOF, farkli yontemler ile inceleyerek cesitler | fraksiyonlarinin
iizerine etkilerini belirlemek tespitinde kullanilan
Kieffer ve ark. | RP-HPLC, SDS-PAGE Farkli bugday unlarinda basing ve metot, arastirmada
2012 sicaklik uygulamalarinin gliiten lizerine segilen metot ile
etkisi gozlemlemek p?ralelhk .
Gomez ve ark. | RP-HPLC, SDS-PAGE Farkli bugday unlarinda gostermektedir.

2012 emiilsiifiyerlerle ¢6ziinebilir
proteinlerini analiz etmek
3. Materyal ve Metot
3.1. Materyal

Calismalarda kullanilmak tizere Biyomatik
(http://www.biomatik.com) firmasindan temin edilen
Cizelge 3°de yer alan sentetik peptitler segilmistir.

Cizelge 4’te belirtilen limitler igerisindeki 6rnekleri
analiz edebilecek sekilde metotlar valide edilmistir.

Cizelge 3. Calismada kullanilacak sertifikali referans maddeler (Sealey-Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008).

Peptid Dizilim Lot numarasi Molekiiler Formiil OS/aﬂlk N!olekuler

o agirhk

Pl  [LQPONPSQQQPQEQVPL P160121-WF348380 Cg4H135N25029 98.26 1959.16

P2 | TQQPQQPFPQQPQQPFPQ P160121-WF348381 Co7H141N27029 98.24 |2149.37

P3  [VPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL P160121-WF208016 Ci09H175N31035 98.19 12479.80

P4 | RPQQPYPQPQPQY P160121-MX304197 C74H107N21021 98.13 1626.81

PS5 | QPQQPFPQTQQPQQPFPQ P160121-MX348382 Co7H141N27029 98.89 12149.37

P6  |PQQSFP P160121-MX493719 C32H46N5O10 98.87 1702.77

P7 | QPQQPLPQPQQPF P160121-MX348384 C70H105N19020 98.53 1532.73

Cizelge 4. TGK 2012/4 Tebliginde belirtilen “cok diisiik gliitenli” ve “gliitensiz” tirtinler i¢in sinir degerler

Ana Uriin Gurubu
Gliitensiz
Cok Diisiik Gliitenli

Sinir deger
<20 mg/kg
20-80 mg/kg

3.2. Metot
3.2.1. ELISAMetodu

Calismada ELISA metodu i¢in kullanilacak
validasyon parametreleri ISO 5725 (Accuracy of
Measurement Methods and Results Package) ve
21748 (Guidance for the use of repeatability,
reproducibility and trueness estimates in
measurement uncertainty estimation) standartlari ile

Eurachem (2012) talimatlarina gore seg¢ilmistir.
ELISA yonteminin validasyonunda test edilen
parametreler Cizelge 5°de verilmistir. Metot
validasyonu caligsmalar1 asagidaki gibi
gerceklestirilmistir.

Cizelge 5. ELISA yotemi icin metot validasyon parametreleri

ELISA Validasyon Parametreleri
Olgiim Limiti (LOD)
Tespit Limiti (LOQ)
Tekrarlanabilirlik
Tekrartiretilebilirlik

Limit Belirleme

Kesinlik

Aciklama

3xSD

10 x SD

12 caligma

3 giin 6’sar ¢aligma
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3.2.1.1.Numunenin Hazirlanmasi ve Ekstraksiyon

Homojenize edilmis 6rnekten 0,25 g tartilir, tizerine
2,5 mL ticari kit ekstraksiyon soliisyonu eklenir.
Tipiin kapagi kapatilarak iyice karistirilir. Tim gida
orneklerinde ortak olarak ekstraksiyona asagidaki
sekilde devam edilir: 60°C’deki su banyosunda 15 dk
inkiibe edilir. Orneklerin sogumasi beklenir. %68 lik
2-propanolden 7,5 ml eklenir ve iyice karstirilir.
60°C’deki su banyosunda 10 dk inkiibe edilir. 2500 g-
force’de 10 dk santrifiij edilir. Ustteki siipernatant
almarak baska bir viale aktarilir. Bu siipernatant,
baska bir kaba alinip agzi sikica kapatildiktan sonra
25°C’de karanlikta 8 hafta boyunca saklanabilir.
Ornek, 1:12,5 oraninda (1+11,5/80 ul +920 pl) rnek
diliisyonu ile seyreltilir ve son seyreltme faktorii 500
olmaktadir. Hazirlanan son triinden her bir kuyucuk
icin 100°er pl kullanilir. Bu amagla yapilacak olan
metot validasyonunda test edilecek parametreler
Cizelge 7°de verilmistir.

3.2.1.2. ELISA Kit Prosediirii

3.2.1.2.1.0rnek Diliisyon Cozeltisinin
Hazirlanmasi

Ornek diliisyon ¢ozeltisi konsantre olarak
bulunmaktadir. Gerekli oldugu kadariyla 1:5 (1+4)
oraninda distile su ile seyreltilir (6rnegin, 3 mL
konsantrat+12 mL distile su).

3.2.1.2.2. Antikor Enzim Konjugatinin
Hazirlanmasi

Konsantrat olarak bulunmaktadir. Seyreltilmis enzim
konjugat ¢ozeltisinin stabilitesinin diistik olmasi
nedeniyle sadece ihtiya¢ duyulan kadari
seyreltilmelidir. Pipetleme isleminden 6nce, konjugat
konsantresi dikkatli bir sekilde c¢alkalanmalidir.
Konjugat konsantrati distile su ile 1:11 (1+10)
oraninda seyreltilmelidir. Kullanilan suyun, gliadin
ile kontamine olmadigindan emin olunmalidir.

3.2.1.2.3.Yikama Tampon Cozeltisinin
Hazirlanmasi

Kullanimdan 6nce, tampon, distile su ile 1:10 (1+9)
oraninda seyreltilir (6rnegin, 100 mL tampon
konsantrati + 900 mL distile su). Seyreltme
Oncesinde, tamponda olusan kristaller 37°C’lik su
banyosunda ¢6zlindiirtiliir. Coztindiirtilmiis tampon,
2-8°C’de 4 hafta boyunca stabil olarak kalabilir.

3.2.1.2.4. Test Prosediirii

Standartlar ve drnekler i¢in yeterli sayida mikrotiter
kuyucugu plakaya yerlestirilir (Standart ve 6rnek
pozisyonlari, bir kenara not edilmelidir). Belirlenmis
kuyucuklara her bir standart ¢6zeltisinden veya
hazirlanmis Ornekten 100’er pl eklenir ve oda
sicakliginda 10 dk inkiibe edilir (20-25°C). Kuyucuk

icerisindeki sivi dokiilerek, absorban kagidi
kullanilarak, mikrokuyucuk plakasi1 dikkatli bir
bigimde ters diiz edilir (her defasinda 3 kez). Boylece,
mikrokuyucuklar i¢erisinde sivi kalmadigindan emin
olunur. Mikrokuyucuklarin tamami 250 pl
seyreltilmis tampon ¢ozeltisi ile doldurulur ve sivi
tekrar bosaltilir. Ayni islem iki kez daha tekrarlanir.
Her kuyuya 100 pl diliie edilmis (1:11=1+10) enzim
konjugat konulur ve oda kosullarinda 10 dk inkiibe
edilir (20-25°C). Kuyucuk igerisindeki sivi
dokiilerek, absorban kagidi kullanilarak,
mikrokuyucuk plakasi dikkatli bir bigimde ters diiz
edilir (her defasinda 3 kez). Boylece,
mikrokuyucuklar igerisinde s1vi kalmadigindan emin
olunur. Mikrokuyucuklarin tamami 250 pl
seyreltilmis tampon ¢ozeltisi ile doldurulur ve sivi
tekrar bosaltilir. Ayni islem iki kez daha tekrarlanir.
Her bir kuyucuga 50 pl substrat ve 50 ul kromojen
eklenir. Plaka, dikkatli bir sekilde ¢alkalanarak, oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 10 dk boyunca
inkiibe edilir (20-25°C).Her bir kuyucuga 100 pl stop
soltisyonu konularak iyice karistirilir ve absorbansi
450 nm'de ol¢iliir. Buislem 30 dk icinde yapilmalidir.

3.2.1.2.5. Sonu¢ Hesaplama

Ticari ELISA kitine uygun yazilim kullanilarak
hesaplanmaktadir. Kalibrasyon grafiginden okunan
gliadin konsantrasyonu pg/kg (ppb), 500 katsayisi ile
carpilir. Elde edilen sonug¢ gliadin degerini
vermektedir. Gliiten degerine gegmek i¢in sonucun 2
ile ¢arpilmasiyla % olarak hesaplanir.

3.2.2. Kromatogtafik Yontemler

Glitenin kromatografik yontemler ile tespiti protein
yapisinin gastrik enzimler ile par¢alanarak peptidlere
ayrilmasi ve elde edilen peptidlerin tespiti ilkesine
dayanmaktadir. Bu ¢alismada bugdayda bulunan
gliitenin pepsin (P), tripsin (T) ve kimotripsin (C)
enzimleri ile pargcalanmasi sonucunda olusan
peptidlerin HPLC-DAD ve LC-MS/MS ile
tanimlanmasi ve miktar tayini yapilmasi
amaclanmistir. Bu amagla kullanilan metot i¢in cihaz
sartlari Cizelge 7’ de verilmistir.

Metot validasyonu ¢aligsmalar1 asagidaki gibi
gerceklestirilmistir. Calismada HPLC ve LC-MS/MS
metodu icin kullanilacak validasyon parametreleri
ISO 5725 (Accuracy of Measurement Methods and
Results Package) ve 21748 (Guidance for the use of
repeatability, reproducibility and trueness estimates
in measurement uncertainty estimation) standartlari
ile Eurachem (2012) talimatlarina gore segilerek
Cizelge 6°da belirtilmistir (Anonim 2012a, Anonim
2017, Anonim 2019).
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Cizelge 6. Validasyon parametreleri

HPLC ve LC-MS/MS Validasyon Parametreleri

R Olgiim Limiti (LOD)
Limit Belirleme o
Tespit Limiti (LOQ)
Dogrusallik R>>0.99
. Tekrarlanabilirlik
Kesinlik Tekrariiretilebilirlik
Gergeklik Kontrolii Geri Kazanim

LC-MS/MS ve HPLC analizleri i¢in numune
hazirlarken i¢in homojenize 6rnekten 1,5 mL tiiplere
30 mg tartim yapildi. pH 7,4 olan fosfat bufer (FB)
icerisinde T:C oranm1 50:50 olan 1000 ppm’lik enzim
karigimindan 1:10 enzim:protein oranlarina gore
uygun miktarlarda eklendi. FB ile 1 ml’ye
tamamlandi. 38°C’de 2 saat siiresince ¢alkalamali
blok 1siticida inkiibasyona tabi tutuldu. 10 dk 3000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda st
fazdan yeterli miktarda alinarak LC-MS/MS’e 10pl,
HPLC’ye 100pl enjeksiyonlar1 gergeklestirildi.

Hesaplama ve sonug Cizelge 2’de belirtilen sertifikali
peptid standartlar1 hassas terazide tartilip 80:20
ACN:Su (90,025 TFA igeren) igerisinde ¢oziilerek
yaklasik 1000 ppm stok ¢o6zeltiler hazirlandi.
Hazirlanan stok standartlardan 100-10-1 ppm
diizeylerinde ¢alisma miksleri olusturuldu.

Miktarsal analizde kullanilacak kalibrasyon egrisinin
olusturulmasi i¢in gliiten igermeyen piring ununa her

Aciklama
3xSD
10 x SD

4 seviye standart
12 calisma

3 giin 6’sar ¢aligma
12 aligma

bir peptid i¢in 2-5-10-25-50-100ppm
konsantrasyonlarinda c¢alisma mikslerinden ilave
yapilarak numune hazirlamadaki islem basamaklari
aynen uygulanmistir. Kalibrasyon standartlarinin
hazirlanmasinda numune hazirlama islem
basamaklar1 bire bir uygulandigindan sonug
hesaplamada herhangi bir seyreltme faktori
kullanilmamustir.

Elde edilen standart kromatogramlarinda peptidlere
ait piklerin olusturduklar1 alanlar toplanarak
(Atoplam) o standart seviyesinin konsantrasyonuna
(Ctoplam) karsilik gelen tek bir veri olarak
degerlendirilmistir. Analizde kullanilan 7 peptid i¢in
toplam konsantrasyon 14-35-70-175-350-700ppm
olarak gerceklesmistir. Bir standarttaki peptiddlerin
toplam alanlar1 alinarak o standardin mg/kg
konsantrastonuna ulasilmistir. Gliiten hesaplama
fraksiyonlarinin toplami, analiz edilen Ornekteki
gliiten degerini vermistir. Cizelge 7’de gliiten
hesaplanmasi 6zetlenmistir.

Cizelge 7. HPLC gliiten fraksiyonlari {izerinden toplam gliiten analizi

Fraksiyonlar Fraksiyon Alani
[08) al
wl,2 a2
a a3
y ad
wb a5
LMW a6
HMW a’
3.2.2.1. HPLC Yontemi

HPLC yontemi ile yapilan metot validasyonu ve
analiz calismalarinda (Kieffer ve ark. 2007)
kullanilan cihaz parametreleri Cizelge 8’de, analiz

gliiten fraksiyonlarin toplam

Standardin Miktari
Toplam Fraksiyon Alan
P Y (mg/kg)
( A tnplam) ( Ctoplam)

her bir seviye standarttaki her bir seviye standart igin
kargilik gelen konsantrasyon

alani

yapilacak olan peptidlerin kromatogramlar1 Sekil
4°de, dogrusalligi gosteren kalibrasyon grafikleri
Sekil 5’de, verilmistir.
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Cizelge 8. HPLC analizi i¢in

Cihaz marka/model

Agilent-HP1100

Kolon ODS2 C18, 4.6x200 mm
Dedektor/Dalga Boyu DAD/220-360 nm
Kolon Sicaklig 50 °C

Enjeksiyon Hacmi 100 uL

Her enjeksiyon dncesi

Kolon temizleme ¢ozeltisi . " .
Her enjeksiyon dncesi

500 pL %0,1°lik (v/v) trifluoroacetic acid (TFA)

Mobil fazlar A Su (99.9%, v/v) + TFA(0.1%, v/v),
B Acetonitrile (99.9%, v/v) + TFA (0.1%, v/v);
Linear Gradient Zaman A% D%
0.00 85 15
25.00 60 40
25.01 0 100
29.00 85 15
Akis hizi 1 mL/dk
Peptid 1 Peptid 2 Peptid 3 Peptid 4
Peptid 5 Peptid 6 Peptid 7

T T T T T T T T
P i 45 H H H

Sekil 4: HPLC cihazinda elde edilen herbir peptid’e ait kromatogramlarin goriintiileri

i . i

] P1,DADTA [ P2 DADTA ] P3, DADTA [J P4 DADTA
[ Area = 0.09445054* Amt -2.9484886 [ Area = 0.24025267*Amt +8.0898331 [ Area =0.17927568"Amt +2.8201523 [ Area = 0.19991568*Amt -4.1883209
Area ] Rel. Res%(1): -12.423 Area 1Rel Res%(1): 16.863 Area JRel Res%(1): 3.330 Area  Rel. Res%(1): -22.471
250 -
80
200 ]
60
150 o
40 100 3
20 50
0 Correlation: 0.99773 0 Correlation: 0.99678 0 Correlation: 0.99928 0 Correlation: 0.99604
T T T T T T T T
500 500 500 00
7 P5, DADTA T_J P6, DADTA 7] P7.DADTA
Area = 0.22805*Amt +5.9416667 Area = 0.10194127*Amt +1.7406591 [ Area=0.17826088"Amt +2.2267181
Area 1 Rel. Res%(2): -2.539 Area JRel. Res%(1): 12.787 Area 3 Rel. Res%(2): 1.406
| “+
2 50 2
200 4
40
150 4
+ 30 +
100 4
20
50 103
04 Correlation: 0.99595 0+ Correlation: 0.99308 0 Correlation: 0.99964
T T T T T T
500 200 500

Sekil 5. HPLC cihazinda yapilan dogrusallik ¢alismasi sonrasinda herbir peptid’e ait elde edilmis dogrusalliklari.
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3.2.2.2. LC-MS/MS

LC-MS/MS yo6ntemi ile yapilan metot validasyonuve ~ peptidlerin dizilimleri Sekil 6-7-8-9-10-11-12'de yer
analiz ¢alismalarinda kullanilan cihaz parametreleri ~ almaktadir. Bu ¢alismada Sealey-Voyksner ve ark.
Cizelge 9°da verilmistir. Peptidlerin kiitle  (2010) ile Niewinski, M. ve ark. (2008) metotlari
spektrometresi analiz parametreleri Cizelge 10°da  kullanilmugtir.

verilmistir. Calismadan kullanilacak olan sentetik

Cizelge 9. Validasyon Parametreleri

Cihaz marka/model Wathers TQD
Mobil fazlar A Su %95 + ACN %5 (%0,025 TFA)
B Su %5 + ACN %95 (%0,025 TFA)
Zaman(dk)  Akig(ml/dk) % A %B
0 0,8 95 5
2 0,8 95 5
. 4,5 0,8 50 50
Gradient 6 0.8 10 90
7 0,8 10 90
7,1 0,8 95 5
10 0,8 95 5
Desolvation gas flow 1000 L/Hr
Desolvation Temperature 600 °C
Capilary Voltage (kW) 4
Anatilik Kolon Cortecs, C18, 2,7 um-4,6x150mm

Cizelge 10. Peptidlerin kiitle spektrometresi analiz parametreleri

Molekiiler agirlik Pl DI DwTms CV  CE
Peptide 1 1959.16 ggg’;gz; 21;?26322) 883 28 ig
Peptide 2 2149.37 }3Z§§Ei§ ??8554 88; % T30
Peptide 3 2479.80 };Zg:iz; ;ég%z(ﬂ) 8:8; 28 2(3)
Peptide 4 1626.81 g}::z; ‘1“2);,14 8:85 28 gg
Peptide 5 2149.37 Z(l);?g:z) ?;232 8:85 28 5(5)
Peptide 6 702.77 33‘;’3 ;gﬁ 8:85 28 §§
Peptide 7 1532.73 ;2;;?2 233 8(0)5 T30

Peptid 1
LaQPQNPsSQQQ|PQEQV PL
b10 b15+2
4] 2302 Quant ion [M+2H]*2

Confirming ion

b15+2 \ b10
866.5
b5 vz

11 582.3 746.0 |7 [As07
b2
o} - ‘

160 260 3b0 460 560 6b0 760 8b0 9‘00 1dOO 1100 1éOO 1500 1400 15‘00 1éOO
ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)

y2

Q

N

Sekil 6. Peptid 1 dizilim
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Peptid 2

y10

TQQPQQPFJPQQPQQPFPQ

b8
1 04 + Product lon (4.297-4.388 min, 12 scans) (1076.0 -> **) peptide 2 ce opt 1076.d
x
1.4 2442 Quaht 1on [M+2H]*2 Confirming ion
1 '2 y2 be v10
1 1076.3
0.8 a4 \ *
0.6 pa 488.3 be v
10+
0.4 358.2 5V98 4 711.6 841.6|956. 1958
0.2 I| : { l } b10
ol | . nl I |

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Sekil 7. Peptid 2 dizilim

Peptid 3

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

v3
RPQQPYPQPQ |PQY
b10
X1 04 + Product lon (4.199-4.305 min, 14 scans) (814.6 -> **) peptide 6 ce opt 814.d
407.3 Quantion [M+2H]-2 Confirming ion
21 PQ- — ¥ / b10
1.5] 226.1 814.5
. o 12218
1
Ve 996.7
0.5/ 115.3 6333 ° X
il ‘. P \‘ | ILII 11 - L
100 200 300 400 500 600

Sekil 8. Peptid 3 dizilim

Peptid 4

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)

v3
RPQQPYPQPQ |PQY
b10
1 04 + Product lon (4.199-4.305 min, 14 scans) (814.6 -> **) peptide 6 ce opt 814.d
x
407.3 Quar;'tsion [M+2H]-2 Confirming ion
2 PQ* — / b10
‘s 226.1 8145
. e 1221.8
i
e 096.7
0.5/ 115.3 6333 ° A
R S SR R ] Ll o : N I — ‘ . .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Sekil 9. Peptid 4 dizilim

Peptid 5

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

y2

QPQQPFJ PQTQQPQQPF (PQ

b6
1 [P @ a2 i 23wy G075 = pepiee 7 oo 10789
x
243 .9| Quant ion
51 _— vy2 Confirming ion
| 488.4 [M+2H]**
41 va 70759
>
3 N\
b11
2 y7 1308.8
726.3]|842.9 -
1 I b8 b9 y12
| |

100 200 300 400 500 ego 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Sekil 10. Peptid 5 d

izilim

ounts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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.
Peptid 6
y2
PQas |PF
b4
102 | Produetion (5404563 min, 16 scans) (103.4 > =) pepuse 10 co opt 103.a
xX
226.2 Confirzming ion Quant ioh
24 b2 v 354.3 4414/ b4
26313 b3 “7]
1.5q [M+H]
703.5
1 -
198.2
0.5 115.1 326.2
l \ v4 b5
S N 15 AR SV PO A AV O A P R s v o A IR
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
. . o _exe
Sekil 11. Peptid 6 dizilim
o
Peptid 7
v2
QPQaQPLPQ |PQa [PF
b8
«10 4 [+ Product ion (2.662-2.760 min, 14 56ans) (767.1 = **) poptido 9n GE opt.d
1 2¢p2 Quant ion [M+2H]*2
127 4 ¥ Confirming ion
1 v5 b8
0.9 55 9175 / 1270.7
8_8’: 3543 616.3 b6 76:.2 -~ b11
gg g2 502 v’
o R, 241 6) NE] b10
0.34 226.0 1142.8
0.z v1 4824 1051.8
01 1659/ |
o . , - -
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Abundance vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 12. Peptid 7 dizilim

LC-MS/MS de analiz edilen peptidlerin TIC
kromatogramlart ve MRM (Multiple Reaction
Monitoring) gecisleri Sekil 13’de verilmistir.

Elde edilen bu peptidlerin MRM gegisleri ise Sekil
14-15-16-17-18-19-20 *de verilmistir.

Peptidlerin TIC (Toplam Iyon Kromatografisi)

Chromatogram - [17122016_4]

ED File Edit Display Process Tools Window Help = x|
= A s s e s w([@a B0 | @ e« > 53 |

Bugday_sadece_TC_iml

Sekil 13. TIC kromatogramlart ve MRM gecisleri

17122016_4 Sm (Mn. 2x2) 7 MRM of 2 Channels ES+
1004 4.83_ TIC (Peptide_3)
199 Oe3
Area
- e
I )
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) 6: MRM of 2 Channels ES+
100+ ‘215177 TIC (Peptide_2)
Area
- |
o T T T T T T T T |J T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 5.00 7.00 2.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) 5 MRM of 2 Channels ES+
100- 4.62 _ TIC (Peptide_1)
1318 3.06e4
Area
=7 1.60
119 !
© T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 5.00 7.00 8.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) 4: MRM of 2 Channels ES+
1004 428 _ TIC (Peptide_4)
1778 4 68e4
Area
=
o T T T T T T T T —~ T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) 3: MRM of 2 Channels ES+
TIC (Peptide_7)
100+ b
Area
7 A
o alfyon 1|
T T T T T T T T u T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 .00 7.00 8.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) MRM of 2 Channels ES+
457 TIC (Peptide_5)
100+ 103 2.69e3
Area
=3 va
A
o T T T T T T T T L T T T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 .00 5.00 6.00 7.00 2.00 9.00
17122016_4 Sm (Mn, 2x2) : MRM of 2 Channels ES+
1004 462 TIC (Peptide_6)
1986 Sed
= aaa 5.02 fares
el 197
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
1.00 2.00 .00 4.00 5.00 5.00 7.00 8.00 9.00
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Bugday_sadece_TC_1ml
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Sekil 14. Peptid 1 yavru iyon
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Sekil 16. Peptid 3 yavru iyon

Sekil 17. Peptid 4 yavru iyon
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Sekil 18. Peptid 5 yavru iyon Sekil 19. Peptid 6 yavru iyon
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Sekil 20. Peptid 7 yavru iyon
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4.Bulgular ve Tartisma:
4.1.ELISA Bulgulan
4.1.1.LOD LOQ

En dusiik konsantrasyondaki sertifikali standart
madde ayni giin i¢inde 12 defa analize alinarak elde
edilen sonuglarin standart sapmasinin 3 kat1 LOD,

Cizelge 11. LOD-LOQ sonuglari

10 kati LOQ olarak hesaplanmistir. Cizelge 11°de
LOD-LOQ sonuglar1 verilmistir.

Analistler Analist 1 Analist 2

16,16 15,52
14,46 15,81
16,73 15,09
14,26 14,52
17,19 14,81

15 ppm 15,56 14,62
14,72 14,21
14,90 17,01
14,21 15,33
16,05 16,79
15,93 15,15
16,22 16,62

SD 0,945345
LOD 2,84
LOQ 9,45

4.1.2. Tekrarlanabilirlik

Gliitensiz un numunesine 15 ppm diizeyinde ilave
yapilan 6rnek ayni giin icinde 12 defa analize alinarak

elde edilen sonuglarin % RSD hesaplanmistir. Cizelge
12°de Tekrarlanabilirlik sonuglari verilmistir.

Cizelge 12. Tekrarlanabilirlik sonuglari

Paralel Analist 1 Analist 2

14,72 14,21

14,90 17,01

15 ppm 14,21 15,33

16,05 16,79

15,93 15,15

16,22 16,62

Ortalama 15,34 15,85
SD 0,834444 1,120007
RSD 0,054403 0,070656

n-1 5 5
RSD2 0,00296 0,004992
%RSDpool (kisa donem) 6,31

4.1.3. Tekrariiretilebilirlik

Glitensiz un numunesine ilave yapilan ornek farkli
giinlerde (3 giin) i¢inde 6 defa analize alinarak elde

Cizelge 13. Tekrartiretilebilirlik sonuglart
15 ppm
Giin 1

Giin 2

Giin 3

Ortalama
SD
RSD
n-1
RSD2
%RSDpool (uzun donem)

edilen sonuclarmdan % RSD hesaplanmistir. Cizelge
13°de Tekrartiretilebilirlik sonuglart verilmistir.

Analist 1 Analist 2
16,16 15,52
14,46 15,81
16,73 15,09
14,26 14,52
17,19 14,81
15,56 14,62
15,73 15,06

1,1932421 0,51433128

0,0758738 0,03414836

5 5

0,0057568 0,00116611

5,88
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ELISAileyapilan validasyon ¢alismalarinin sonuglari Cizelge 14’de 6zetlenmistir.

Cizelge 14. ELISA Validasyon Calismas1 Ozeti
ELISA VALIDASYON SONUCLARI

PARAMETRELER VERILER
TEKRARLANABILIRLIK VE TEKRAR URETILEBILIRLIK(%RSDpool)
Tekrarlanabilirlik (KISA DONEM) 6.31
Tekrariiretilebilirlik (UZUN DONEM) 5.88
LOD (SDX3) 2.84
LOQ (SDX10) 9.45

ELISA testiile gergeklestirilen analizlere ait numune ve sonuglar1 Cizelge 15-16’da verilmistir.

Cizelge 15. ELISA yontemi ile yapilan numuneler
ELISA yontemi ile yapilan numuneler

Ana Uriin Ozelligi Uriin Paralel Sayist Tekerriir Sayist Toplam
Gliitensiz un 2 6 12

Cizelge 16. ELISA yontemi ile yapilan numune analiz sonuglari

ELISA yontemi ile yapilan numune analiz sonuclari

Ekstraksiyon adeti Paralel 1 (ppm) Paralel 2(ppm) Ortalama
1 <10 <10 <10
2 <10 <10 <10
3 <10 <10 <10
4 <10 <10 <10
5 <10 <10 <10
6 <10 <10 <10
4.2. HPLC Bulgular:

4.2.1.LODve LOQ

Gliitensiz un numunesine 500 mg/kg ilave yapilan  edilen sonuglarin standart sapmasinin 3 katt LOD 10

ornek ayni giin i¢inde 12 defa analize alinarak elde  kati LOQ olarak hesaplanmustir (Cizelge 17).

Cizelge 17. HPLC LOD ve LOQ Degerleri

LOD & LOQ
Tekrar Sayisi ilaved 1.paralel Geri Uygunluk 2.paralel Geri Uygunluk

Teorik Kazanim Kazanim

(mg/kg) (mg/kg) % 80-110 (mg/kg) % 80-110
1 500 467,45 93,49 Uygun 469,91 93,98 Uygun
2 500 488,82 97,76 Uygun 465,54 93,11 Uygun
3 500 486,65 97,33 Uygun 492,21 98,44 Uygun
4 500 491,27 98,25 Uygun 493,33 98,67 Uygun
5 500 471,71 94,34 Uygun 496,74 99,35 Uygun
6 500 466,69 93,34 Uygun 482,22 96,44 Uygun
7 500 468,82 93,76 Uygun 478,78 95,76 Uygun
8 500 492,22 98,44 Uygun 488,85 97,77 Uygun
9 500 491,71 98,34 Uygun 475,74 95,15 Uygun
10 500 477,74 95,55 Uygun 469,92 93,98 Uygun
11 500 469,99 94,00 Uygun 489,21 97,84 Uygun
12 500 488,84 97,77 Uygun 488,84 97,77 Uygun
ORT 480,16 482,61
SS 10,65 10,46
RSDr 0,02 0,02
% RSDr 2,22 2,17
LOD (3ss) 31,94 31,38

LOQ (10ss) 106,47 104,61



44 Ali OZCAN, Ismail AZAR, Arzu YAVUZ, Hakan YAVAS, Emre TOKAT, Vesile CETIN / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 24:44-54 (2020/2)

4.2.2.Dogrusallik

Bu ¢alismada sertifikali referans maddeler kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Selik 21). Hesaplanan

degerler Cizelge 18°de verilmistir.

Cizelge 18. HPLC Dogrusallik degerleri

Kalibrasyon verileri
Kalibrasyon (y=a+bx)

(kons) Y1 (Alan)
100 1398,7
100 1362,9
100 14374
200 2550,6
200 25469
200 2550,7
500 6363.9
500 6273,5
500 6296,9
1000 12455,7
1000 12714,3
1000 12752,0

a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasr)
b (kalibrasyon dogrusunun egimi)

S (residuel standart sapma)

r? (her bir konsantrasyon icin okuma sayisi)

Gluten(Alan)

14000,0
12000,0
10000,0
8000,0
6000,0
4000,0
2000,0
0,0

0 200 400

Sekil 21. HPLC Dogrusallik grafigi

4.2.3. Tekrarlanabilirlik

Glutensiz un numunesine 1400 ve 3500 ppm
(7 peptidin toplam konsantrasyonu) ilave yapilan
ornek ayni giin icinde 12 defa analize alinarak elde

Cizelge 19. HPLC Tekrarlanabilirlik degerleri
Tekrarlanabilirlik

Konsantrasyon:

mg/kg n
1
2
3
4
5
6

Ortalama

Standart sapma

RSD

%RSD

Y2 (Alan) ORT
1398,7 1398,7
1362.,9 1362.9
14374 14374
2550,6 2550,6
2546,9 2546,9
2550,7 2550,7
6363.,9 6363.,9
6273,5 6273,5
6296,9 6296,9
12455,7 12455,7

12714,34 12714,3
12752,0 12752,0
85,90848
12,53205
90,6
0,9999
y =12,53205x + 85,90848
R?=0,99990
)
600 800 1000 1200
=== Dogrusal (Y1 (Alan))

edilen sonuglarin % RSD hesaplanmistir ve Cizelge
19°da verilmistir.

1400 3500
1263,01 3329,62
1283,93 3359

1257,3 3375,25
1280,06 3407,5
1294,43 3363,98
1299,03 3366,85
1279,63 3367,03

16,67 25,21

0,013 0,007

1,30 0,75
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4.2.4. Tekrariiretilebilirlik:

Glutensiz un numunesine 1400 ve 3500 ppm
(7 peptidin toplam konsantrasyonu) ilave yapilan

Cizelge 20. HPLC Tekrartiretilebilirlik degerleri

ornek farkli giinlerde analize alinarak elde edilen
sonuglarin % RSD hesaplanmistir ve Cizelge 20°de
verilmistir.

Tekrariiretilebilirlik Birinci konsantrasyon:

1400 ppm Zaman dilimi 1 2 3 4
Paralel 1 1263,0 12839 12573 1280,1 12944
Paralel 2 12753 1295,2 12658 12753 1286,2
ort 1269,2 1289,6 1261,6 12777 12903
std sapma 8,7 8,0 6,0 34 58
%RSD 0,7 0,6 0,5 03 05

Tekrariiretilebilirlik ikinci konsantrasyon:

3500 ppm Zaman dilimi 1 2 3 4 5
Paralel 1 3329,62 3359 33753 34075 3364
Paralel 2 3389,6 3375,6 34011 34279 3379.8
ort 3359.,6 33673 33882 34177 33719
std sapma 424 1,7 183 144 112
%RSD 13 03 0,5 04 03

4.2.5. Geri Kazanim

Glitensiz un numunesine ilave yapilan 6rnek farkli
giinlerde 12 defa analize alinarak elde edilen

Cizelge 21. HPLC Geri Kazanim degerleri

GeriKazanim

Birinci 1400 3500

konsantrasyon:
n 200ppm 500 ppm

Gliiten 1 1263,01 3329,62

2 1283,93 3359
3 1257,3 3375,25
4 1280,06 3407,5
5 1294,43 3363,98
6 1299,03 3366,85
7 1250,98 3365,18
8 1270,28 3419,99
9 1268,47 3365,86
10  1251,65 3359,97
11 125738 3356,89
12 1293,44 3350,41

% R- Ortalama
% R- Standart
sapma

5 6 8 10 11 12
1299 1251 12703 12684 1251,6 12573 12934
12883 1565,6 1282,6 12715 1260,3 1264,5 1286,8
1293,7 1408,3 12764 1273,0 1256,0 1260.9 1290,1
76 22,5 8,7 6.4 6,1 50 47
0.6 158 0.7 05 0.5 04 04

6 7 8 9 10 11 12
3366,9 3365,2 3420 3365,36 335997 3356,89 335041
33694 33471 34558 3345,1 33812 3316,8 3362,7
3368,1 3356, 34379 3355,5 3370,6 3336,8 3356,6
18 12,8 253 147 150 283 8,7
0,1 04 0,7 04 04 08 03

sonuglarin geri kazanimi hesaplanmistir ve Cizelge
21'de verilmistir.

% r 200 %rs500 AOAC %90-107
ppm ppm gerceklik
kontrolii
90,22 95,13 uygun
91,71 95,97 uygun
89,81 96,44 uygun
91,43 97,36 uygun
92,46 96,11 uygun
92,79 96,20 uygun
89,36 96,15 uygun
90,73 97,71 uygun
90,61 96,17 uygun
89,40 96,00 uygun
89,81 95,91 uygun
92,39 95,73 uygun
90,9 96,2
1,23 0,69
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4.2.6. Belirsizlik

Belirsizlik degerleri Cizelge 22°de verilmistir.

Cizelge 22. Belirsizlik degerleri

TOPLAM BELIRSIZLIK

Parametre Deger (X) w(X) u(X)/xX

Kalibrasyon 100,0 5,12 0,051

Geri kazanim 90,9 0,356 0,004

Tekrarlanabilirlik 1 0,011 0,011

Tekrariiretilebilirlik 1 0,044 0,044

Relatif birlesik belirsizlik 0,069

*Genisletilmis relatif birlesik 0,137

belirsizlik

Toplam birlesik belirsizlik= Relatif birlesik belirsizlik *
Ol¢iim sonucu

*Genisletilmis toplam birlesik Genisletilmis relatif birlesik

belirsizlik belirsizlik*Ol¢iim sonucu

Raporlama X + (Genisletilmis relatif

birlesik belirsizlik) *X
*%95 giiven arahigi, k=2
X :6l¢ciim sonucu (ppm)
GLUTEN
Olc¢iim sonucu (X):

100 ppm

4.3. LC MS Bulgular
43.1. LODveLOQ
En dustik konsantrasyondaki sertifikali standart 10 katt LOQ olarak hesaplanmistir. Hesaplanan

madde ayni giin icinde 12 defa analize alinarak elde ~ degerler Cizelge 23’de verilmistir.
edilen sonuglarin standart sapmasinin 3 katt LOD.
Cizelge 23. LC MS/MS LOD-LOQ Degerleri

LOD-LOQ

Konsantrasyon ppm
82,392
87,020
73,130
84,156
89,398
79,380
69,510
75,993
74,842
76,000

Ortalama 79,18

SD 6,41

S0 XA UN A WN =B
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4.3.2. Dogrusalhk

Bu calismada sertifikali referans maddeler  Hesaplanan degerler Cizelge 24°de ve Sekil 22’de
kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. verilmistir.

Cizelge 24. LC MS Dogrusallik hesaplamalari

Kalibrasyon verileri

X (kons) Y1 (Alan) ORT
14 15,1
35 34,2
70 72,8
175 174,77
350 344.5
700 702.5
a (kalibrasyon dogrusunun kesim noktasi) 15,471
b (kalibrasyon dogrusunun egimi) -139,32
36.9

S (residuel standart sapma)

LC-MS/MS Peptid Grup Kalibrasyonu )= 15,471 - 139,32
12000 R? =0,9999
10000 ot

8000 Jitags

6000 P

4000 ot

2000

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Sekil 22. LS MS Dogrusallik grafigi
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4.3.3. Tekrarlanabilirlik

Glitensiz un numunesine ilave yapilan 6rnek ayni
glin icinde 12 defa analize alinarak elde edilen

Cizelge 25. LC MS/MS Tekrarlanabilirlik verileri

sonuclarin % RSD hesaplanmistir. Hesaplanan
degerler Cizelge 25’de verilmistir.

Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

L. Analist 1L Analist

Birinci konsantrasyon: 10 ppm Birinci konsantrasyon: 10 ppm

. Konsantrasyon n Enj.1 Enj.2 ort L. Konsantrasyon n Enj.1 Enj.2 ort
1 101,95 82,39 92,17 1 89,16 79,38 84,27
2 103,46 87,02 95,24 2 92,47 68,00 80,24
3 86,00 73,13 79,90 3 84,33 69,51 76,92
4 104,10 84,16 94,13 4 84,24 75,99 80,12
5 108,32 89,40 98,86 5 100,03 74,84 87,44
6 124,33 77,01 100,67 6 116,02 76,00 96,01

Ortalama Ortalama 84,17

Standart sapma Standart sapma 6,36

RSD RSD 0,08

L. Analist 1L Analist

ikinei konsantrasyon: 50 ppm ikinei konsantrasyon: 50 ppm

IL.Konsantrasyon n Enj.1 Enj.2 ort IL.Konsantrasyon n Enj.1 Enj.2 ort
1 313,69 221,13 270,71 1 313,61 23429 273,95
2 349,86 27431 312,08 2 349,67 272,24 310,96
3 292,59 241,49 267,04 3 31247 234,62 273,55
4 38542 272,81 329,12 4 366,46 263,73 315,10
5 327,75 245,21 286,48 5 311,03 23483 272,93
6 364,91 270,73 317,82 6 33437 248,98 291,68

Ortalama Ortalama 289,69

Standart sapma Standart sapma 19,45

RSD RSD 0,07

L Analist - %RSDpool L. Analist -% RSDpool 75

4.3.4. Tekrariiretilebilirlik

Glitensiz un numunesine ilave yapilan 6rnek farkli
giinlerde (6 giin) i¢inde 6 defa analize alinarak elde

edilen sonuglardan % RSD hesaplandi. Cizelge 26’da
tekrartretilebilirlik verileri yer almaktadir.

Cizelge 26. LC MS/MS Tekrariiretilebilirlik verileri

Tekrariiretilebilirlik
Birinci konsantrasyon: 10 ppm GUNLER ARASI
Zaman l.zaman  2.zaman  3.zaman 4. zaman 5. zaman 6. zaman ort stdsapma  %RSD
L. Analist 92,1 95,2 79.9 941 98,8 100,6 93,49 735 79
11 Analist 84,2 80,2 76,9 80,1 874 96,0 84,17 6,86 8,2
KISILER ARASI ort 88,2 87,7 784 87,1 93,1 983
std sapma 559 10,61 2,10 991 8,08 330
RSD 0,063 0,121 0,027 0,114 0,087 0,034
Ikinci konsantrasyon: 50 ppm GUNLER ARASI
Zaman dilimi  1.zaman  2.zaman  3.zaman 4. zaman 5. zaman 6. zaman ort stdsapma  RSD
L. Analist 270,7 3120 2670 329,1 2804 3178 29721 26,04 83
1L Analist 2739 310,9 27135 315, 27129 291,6 289,69 19,45 6,7
KISILER ARASI ort M3 31,5 2703 32,1 2197 3047
std sapma 2,290 0,798 4,600 9911 9,584 18,485
%RSD 0,008 0,003 0,017 0,031 0,034 0,061
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4.3.5. GeriKazanim

Gliten igermeyen piring ununa 7 adet peptidin
herbirinden 10 ve 50 mg/kg konsantrasyondaki

sentetik peptidlerden ilave yapildi. Elde edilen
sonuglarin uygunluk degerlendirmesi Cizelge 27°de
yer almaktadir.

Cizelge 27. LC MS/MS Geri Kazanim Uygunluk Degerlendirilmesi

GeriKazamm
Birinci konsantrasyon: 70
enjeksiyol
82,39
87,02
73,13
84,16
89,40
77,01
Ikinci konsantrasyon: 350
Enj. 1
313,69
349,86
292,59
385,42
327,75
12 364,91

AN A WN =3

—
S 2 e ®was

% R- Ortalama
% R- Standart sapma

4.3.6. Belirsizlik

Belirsizlik degerleri Cizelge 28’ de verilmistir.

Cizelge 28. LC MS Belirsizlik Degerleri

TOPLAM BELIRSIiZLiK

Parametre Deger (X)
Kalibrasyon 35,0

Geri kazamim 103,6
Tekrarlanabilirlik 1
Tekrariiretilebilirlik 1

Relatif birlesik belirsizlik

*Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik
Toplam birlesik belirsizlik=
*Genisletilmis toplam birlesik belirsizlik =
Raporlama

*%395 giiven arahg, k=2

X :6l¢iim sonucu (ppm)

Toplam Peptid

Ol¢iim sonucu (X): 35 ppb

Raporlama: 35 E=
0,035 +

4.3.7. Numune hazirlama optimizasyonu

Gliten proteininden beklenen numune hazirlama
sonrasinda belirlenmis olan peptidlerin en fazla
diizeyde elde edilmesine yonelik olarak protein enzim
oraniin belirlenmesi, enzim reaksiyon siiresi ve
ultrasonik uygulamasi ¢esitli 6l¢titlerde denenmistir.

ppm
enjeksiyol ort % R
79,38 80,89 115,6
68,00 77,51 110,7
69,51 71,32 101,9
75,99 80,07 1144
74,84 82,12 1173
76,00 76,51 109,3
ppm
Enj. 2 ort % R
313,61 313,65 89,6
349,67 349,77 99,9
312,47 302,53 86,4
366,46 375,94 107,4
311,03 319,39 91,3
334,37 349,64 99,9
u(X) u(X)/X
2,00 0,057
3,037 0,029
0,083 0,083
0,087 0,087
0,137
0,273
Relatif birlesik belirsizlik * Olgiim sonucu
Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik*Olgiim sonucu
X + (Genisletilmis relatif birlesik belirsizlik) *X
9,56851 ng/kg
0,00957 mg/kg

4.3.7.1. Protein/Enzim oraninin denemesi

Proteinin parcalanarak en fazla miktarda peptid
olusumunun saglanmasina yodnelik uygun
enzim:protein oraninin belirlenmesi ic¢in farkli
diizeylerde (1:10, 1:100, 1:200, 1:400) calisma
yapilmis ve istatiksel olarak degerlendirme
yapilmistir. Istatiksel olarak elde edilen
degerlendirmeler Cizelge:23de verilmis olup en iyi
enzim:protein performansin genel olarak tiim
peptidlericin 1:10 oldugu goriilmiistiir.
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T:C/Protein Orani

Peptid 1
;222 ] Level Le?\?[tegg Std Error Mean
© 5000 1:10 5617.3625 56.257181  5617.36
g § 4000 —| 1:100 3676.7313 56.257181 3676.73
3 8 3000 1:200  2982.9813  56.257181  2982.98
£ % 000 1:400 868.2375 56.257181 868.24
1000 - Level Least Sq Mean
ot 1:10 A 5617.3625
1000 2000 3000 4000 5000 6000 1:100 B 3676.7313
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 2982.9813
1:400 D 868.2375
Peptid 2
1400 Level LeastSq Std Error Mean
1200 — Mean
@ 10004 1:10 1094.7563 11.583340 1094.76
% § 8007 1:100  68.2063 11.583340 68.21
5 g 60907 1:200 1.5938 11.583340 1.59
§ o 4007 1:400  0.3437 11.583340 0.34
202_ Level Least Sq Mean
200 1 1:10 A 1094.7563
-100 100 300 500 700 900 1100 1:100 B 68.2063
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 1.5938
1:400 C 0.3437
Peptid 3
: Level LeastSq Std Error Mean
50007 ' Mean
g 4000 :’f‘ 1:10 1216.2125 86.187745 1216.21
® € 5000 = 1:100 4113.3375 86.187745 4113.34
3 % . ,—;::3:" 1:200 2905.3625 86.187745 2905.36
£ &= 20007 > 1:400 436.5500 86.187745 436.55
10004 . A Level Least Sq Mean
- i 1:100 A 4113.3375
0 500 = 1500 2500 = 3500 = 4500 1:200 B 2905.3625
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:10 C 1216.2125
1:400 D 436.5500
Peptid 4
Level LeastSq Std Error Mean
Mean
@ 1:10  3779.7563 62.466930 3779.76
§ E 1:100 4571.8063 62.466930 4571.81
3 % 1:200 1747.2250 62.466930 1747.22
;—(C" = 1:400 67.6500 62.466930 67.65
Level Least Sq Mean
1:100 LA 4571.8063
0 1000 2000 3000 4000 5000 1:10 B 3779.7563
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 1747.2250
1:400 D 67.6500
Peptid 5
1400 Level LeastSq Std Error Mean
1200 - Mean
g 10007 1:10 834.78750 24.280435 834.788
s & 8907 1:100 131.30625 24.280435 131.306
3 g 6007 1:200 1570000 24.280435 15.700
§ o= 4004 1:400  1.13750 24.280435 1.138
202: Level Least Sq Mean
200 1:10 A 834.78750
100 0 100 = 300 = 500 = 700 = 900 1:100 B 131.30625
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 15.70000
1:400 C 1.13750
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Peptid 6

7000 Level Least Sq Std Error Mean

6000 — Mean
g 5000 1:10 5793.8187 56.756988 5793.82
g E 4000 1:100 3689.4375 56.756988 3689.44
% 8 3000 12200 2986.9250 56.756988 2986.93
g~ 2000 1:400 868.6375 56.756988 868.64
1000 Level Least Sq Mean
o F 1:10 A 5793.8187
1000 2000 3000 4000 5000 6000 1:100 B 3689.4375
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:200 C 2986.9250
1:400 D 868.6375

Peptid 7
Level Least Sq Std Error Mean
Mean
° 1:10 9.9250000 1.1876398 9.92500
S 1:100 2.0625000 1.1876398 2.06250
% _‘é 1:200 4.0937500 1.1876398 4.09375
= § 1:400 0.8812500 1.1876398 0.88125
<

Level Least Sq Mean
1:10 A 9.9250000
1:200 B 4.0937500
© 12 3 4 5 6 7 8 910 1:100 B 2.0625000
T:C/Protein Leverage, P<.0001 1:400 B 0.8812500

Sekil 23. T:C/Protein orani istatiksel degerlendirmesi

4.3.7.2. Enzim Reaksiyon Siiresi Denemesi

istatiksel olarak degerlendirmeleri Cizelge:24‘de
verilmis olup en iyi inkubasyon siiresinin 120dk

Numune hazirlama asamasinda test edilen bir diger
degisken ise en etkin enzim ile muamele siiresidir. Bu

amaca yonelik olarak 30-60-90 ve 120dk 38°C’de

inkiibasyona tabi tutuldu. Elde edilen sonuglarin

oldugu belirlenmistir.

38 °C’de inkubasyon Zamam
Peptid 1
Level Least Sq Std Error Mean
Mean
° 120 3623.5000 56.257181 3623.50
S 30 2974.1000 56.257181 2974.10
% % 60 3171.0000 56.257181 3171.00
= é 90 3376.7125 56.257181 3376.71
<
Level Least Sq Mean
120 A 3623.5000
0 T T T T T T 90 B 3376.7125
2900 3100 3300 3500 3700 60 C 3171.0000
Time Leverage, P<.0001 30 D 29741000
Peptid 2
1400 Level Least Sq Std Error Mean
1200 Mean
® 1000 120 308.93750 11.583340  308.938
g o 30 291.90625 11.583340  291.906
% g 800 60 284.98125 11.583340  284.981
= é 600 — 90 279.07500 11.583340  279.075
©
< 400— = = - =
Soo T e & Level Least Sq Mean
120 A 308.93750
Y T T T T T T 30 A 291.90625
275 280 285 290 295 300 305 310 60 A 284.98125
Time Leverage, P=0.3041 90 A 279.07500
Peptid 3
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Level Least Sq Std Error Mean
5000 — Mean
° 4000 ] 120 2232.1000 86.187745 2232.10
& o i 30 2109.9063 86.187745 2109.91
% § 3000 — 60 2116.9563 86.187745 2116.96
28 g 0 - S 90 2212.5000 _86.187745 _2212.50
§ & 2000 —FEEEEEEEEEE T
1000 — Level Least Sq Mean
. 120 A 2232.1000
0 T T T T T 90 A 2212.5000
2100 2140 2160 2180 2200 2220 60 A 2116.9563
Time Leverage, P=0.6561 30 A 21099063
Peptid 4
Level Least Sq Std Error Mean
5000 — Mean
° 4000 ] 120 2756.9813  62.466930 2756.98
& o i 30 24442312  62.466930 2444.23
% g 60 2382.4375 62.466930 2382.44
= é 90 2582.7875  62.466930 2582.79
=
1000 — Level Least Sq Mean
. 120 A 2756.9813
Y T T T T T T T T 90 A B 2582.7875
2350 2450 2550 2650 2750 30 B C 2444.2312
Time Leverage, P=0.0005 60 C 23824375
Peptid 5
1400 Level Least Sq  Std Error Mean
1200 — Mean
® 1000 - 120 325.23750  24.280435 325.238
& © 8004 30 182.86250 24.280435 182.863
% fé 600 - . - 60 197.95000 24.280435 197.950
- 8 " 90 276.88125 24.280435 276.881
§ @ 4004 - --
=< [ PP e
200 === Level Least Sq Mean
0= 120 A 325.23750
-200 T T T T T T T 90 A 276.88125
180 200 220 240 260 280 300 320 340 60 B 197.95000
Peptid 6
7000 Level Least Sq Std Error Mean
Mean
® 120 3673.4438 56.756988 3673.44
8 o 30 3029.1063  56.756988 3029.11
% é 60 3219.2875  56.756988 3219.29
= é 90 3416.9813  56.756988 3416.98
=
1000 Level Least Sq Mean
120 A 3673.4438
0 T T T T T 90 B 3416.9813
3000 3200 3300 3400 3500 3600 60 C 3219.2875
Time Leverage, P<.0001 30 3029.1063
Peptid 7
Level Least Sq Std Error Mean
Mean
° 120 4.1750000 1.1876398 4.17500
S 30 1.9812500 1.1876398 1.98125
% g 60 4.8062500 1.1876398 4.80625
= é 90 6.0000000 1.1876398  6.00000
=
Level Least Sq Mean
90 A 6.0000000
60 A B 4.8062500
120 A B 4.1750000
Time Leverage, P=0.1244 30 B 19812500

Sekil 24

. 38°C’de inkubasyon zaman istatiksel degerlendirmesi
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5.Sonuc¢

ELISA ve kromatografik yontemler olan HPLC ve
LC-MS/MS yontemine ait validasyon performanslari
Cizelge 29°da 6zetlenmistir.

Bu ¢alismada LOD degerleri ve belirsizlik degerleri
g0z ontinde bulunduruldugunda hem gliitensiz hem
de ¢ok diistik gliitenli gidalarin analizinde ELISA kit
yonteminin basarili oldugu goriillmiistiir.

Cizelge 29. Calismada yer alan ti¢ yontemin 6zet validasyon verileri

LOD LOQ R>>0.99 Tekrarlanabilirlik | Tekrariiretilebilirlik |Belirsizlik
% RSD % RSD PpPm
ELISA 2,84 9,45 - 6,31 5,88 -
HPLC 31,94 106,47 (10,9999 1,30 15,8 100+£13,75
LC- 19,24 63,13 0,9999 8,3 8,8 0,035=+0,009
MS/MS

TGK 2012/04°e gore gliiten igerigi yoniinden
sinirlandirilmis olan ¢ok diisiik gliitenli ve gliitensiz
gidalarda bulunmasi gereken limitler 0-20, 20-100
ppm araliginda oldugu belirtilmistir. HPLC DAD
analiz metodu ¢alismalarinda bu limitleri karsilamak
icin analiz edilmesi gereken peptidler cihazda
goriilmustir. Yapilan HPLC ¢alismalarinda LOD
degeri 31,94mg/kg, LOQ degeri ise 106,47mg/kg
diizeylerinde metot performanslar1 elde edilmistir.
Elde edilen sonuglara gore HPLC metodunun ¢ok
dusiik gliitenli ve gliitensiz gidalarin analizi i¢in
uygun olmadigi gorilmiistiir.

LC-MS/MS ile yapilan ¢alismamizda ise literatiirde
yer alan peptidlerin ana iyonlari, hesaplama ve
dogrulamada kullanilacak olan yavru iyonlar cihaza
tanitilmasi basari ile gerceklestirilmistir. Validasyon
caligmalarimizda her bir peptid i¢in yasal limitleri
karsilayacak LOD ve LOQ degerlerine ayr1 ayr
ulastlmistir. Ancak gliiten i¢in yapilan hesaplama
modeline gore tim bu peptidler kullanilarak grup
kalibrasyonlar1 yapilmistir. Bu durumda gergeklesen

LOD degeri 19,24mg/kg, LOQ degeri ise 64,13mg/kg
olarak gerceklesmistir. Sealey-Voyksner ve ark.
(2010)'nin yapmis olduklar1 ¢calismada yer alan grup
kalibrasyon hesaplama yontemine gore her bir peptid
icin ayr1 ayri hesaplanmis toplam LODt degeri 88,5
mg/kg, toplam LOQt degeri ise 350 mg/kg olarak
tespit edilmistir. Literatiirde yer alan ¢alismaya gore
ihtiya¢ duyulan 0-20 mg/kg ve 20-100 mg/kg
bandindaki rtinlerin analizlerin her iki grubu igin
kullanilabilir bir metoda ulasilamadigi gorilmistiir.
Calismamiz sonucunda gelistirilen LC-MS/MS
yontemi ile 20-100 mg/kg bandindaki iiriinlerin
analizleri yapilabilirligi ortaya konulmustur.

Ayrica gelistirilen LC-MS/MS yo6ntemi sonucunda
ulasmis oldugumuz 19,24mg/kg toplam LODt degeri.
Sealey-Voyksner ve ark. (2010)'nin yapmis olduklari
calismada bulduklar1 toplam LODt degeri olan 88,5
mg/kg’a gore 4,6 kat, toplam LOQt degeri olan 350
mg/kg’a gore 3,9 kat diisiik seviyeler de oldugundan
literatiirdeki metotlara oranla daha hassas bir metot
olusturulmustur.
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