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Glüten Analizinde HPLC, LC-MS/MS Yöntemlerinin ELISA ile Karşılaştırılması 

Comparison of HPLC, LC-MS / MS Methods with ELISA in Gluten Analysis
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Öz

Amaç: Tahıl ve ürünleri içerdikleri Glüten nedeni ile bazı insanlarda rahatsızlıklara neden olabilmektedirler. Bu 
hastalıklardan biri olan çölyak, buğday, çavdar, arpa ve bazen de yulaf ürünlerinin tüketimi sonucu bağırsakta 
ortaya çıkan bir hastalıktır. Hastalığın nedenini oluşturan temel etken glüten proteininin gliadin adlı alt 
fraksiyonudur. Hastalığa sebep olan glüten fraksiyonları glütenin ve gliadinlerdir. Glütenin kendi içerisinde ω5, 
LMW ve HMW olmak üzere üç alt fraksiyona ayrılmaktadır. Gliadinler ise α(Alfa), ω(Omega), β(Beta) ve 
γ(Gamma) olmak üzere dört fraksiyondan oluşmaktadır.

Materyal ve Yöntem: Bu çalışmada çölyak hastalarına özel olarak üretilen gıdaların analizlerinde 
kullanılabilecek ve yasal limitler olan 0-20 mg/kg ile 20-80 mg/kg aralıklarında LOD değerine sahip 
kromatografik bir yöntem geliştirilmeye çalışılmıştır.

Bulgular ve Sonuç: Yapılan HPLC çalışmalarında LOD değeri 31,94mg/kg, LOQ değeri ise 106,47mg/kg 
düzeylerinde metot performansları elde edilmiştir. LC MS/MS çalışmalarında elde edilen LOD değeri 19,24 
mg/kg, LOQ değeri ise 64,13 mg/kg olarak tespit edilmiştir.
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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 glüten and gliadins. Gluten is divided into three sub-fractions: ω5, LMW 
and HMW. Gliadins consist of four fractions: α (Alpha), ω (Omega), β (Beta) and γ (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 / kg and LOQ value 64,13mg / kg.
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Şekil 2. Buğday glütenini ve alt fraksiyonları (Sealey-
Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008)

Şekil 1. Glüten proteini ve alt fraksiyonları (Sealey-
Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008)

1.Giriş

Beslenmemizde önemli bir yer tutan tahıl ve ürünleri 
bazı insanlarda rahatsızlıklara neden olabilmektedir. 
Tahıl kaynaklı hastalıklardan biri olan çölyak, 
buğday, çavdar, arpa ve bazen de yulaf ürünlerinin 
tüketimi sonucu bağırsakta ortaya çıkan bir 
hastalıktır. Hastalığın nedenini oluşturan temel etken 
glüten proteininin gliadin adlı alt fraksiyon olup, risk 
grubunda yer alan çölyak hastalarının tükettikleri 
ürünlerde bu proteinlerin uygun limitler içerisinde 
olup olmadığı büyük önem taşımaktadır. Bu nedenle 
glüten analizleri için hassas bir metoda ihtiyaç 
duyulmaktadır. ELISA (Enzyme-Linked Immuno 
Sorbent Assay) metodunun hassasiyeti ve ölçüm 
sonuçlarının salınım göstermesi gibi dezavantajları 
ortadan kaldıracak kromatografik bir yöntem 
arayışına girilmiş ve HPLC (Yüksek Performanslı 
Sıvı  Kromotografisi)  ve LC MS/MS (Sıvı 
k r o m a t o g r a fi - k ü t l e  s p e k t r o m e t r e s i / k ü t l e 
spektrometresi) metotları ile kıyaslaması ihtiyacı 
doğmuştur. Bu amaç için ELISA-HPLC ve LC-
MS/MS metotlarının validasyonları tamamlanmış ve 
metotlar arası performans kıyaslamaları oluşturulan 
bu metotlar üzerinden yapılmıştır. Gerek HPLC 
gerekse de LC-MS/MS metotları için yapılan 
çalışmalardan sonra TGK 2012/04’e göre glüten 
içeriği yönünden sınırlandırılmış olan çok düşük 
glütenli ve glütensiz ürünlerin analizleri için numune 
hazırlama aşamasında iyileştirme yapılması gerekli 
görülmüştür. 

2. Glüten Proteinini

2.1. Glüten Proteinini ve Toksititesi

Tahıl depo proteinleri etanolde çözünebilen 
prolaminler ve polimerik glüteninler olmak üzere 
başlıca iki gruptan oluşmaktadır. Prolaminler 
buğdayda gliadinler, çavdarda sekalinler, arpada 
h o r d e i n l e r ,  y u l a f t a  a v e n i n l e r  o l a r a k 
adlandırılmaktadır. Mısırda ise bu fraksiyon zeinler 
olarak ifade edilmektedir ve çölyak hastaları için 
toksik değildir (Ciclitira ve ark. 2005). Ürünlere göre 
glüten proteini ve alt fraksiyonları Şekil 1’de yer 
almaktadır.

Buğdayda depo proteinlerinin büyük bir kısmını 
glüten proteinleri oluşturmaktadır (toplam proteinin 
%80–85'i). Glüten proteinleri ise tahıl tanesindeki 
depo proteinlerinin prolaminler alt sınıfına dahildir. 
Endospermde bulunan Glüten proteinleri nişasta 
granüllerinin etrafında sürekli  bir  matriks 
oluşturmaktadır. Glüten proteinleri su veya tuzlu suda 
çözünmez nitelikte olup, monomerik gliadinler ve 
polimerik glüteninler olmak üzere iki fraksiyondan 
oluşmaktadır. Bu iki fraksiyon tanede hemen hemen 
eşit oranlarda bulunmaktadır (Goesaert ve ark. 2005). 
Ayrıca gliadinler; α, β, γ ve ω olarak alt fraksiyonlara 
da ayrılmaktadır (Ciclitira ve ark. 2005).

Yapılan çalışmalar sonucunda gliadin fraksiyonunun 
çölyak hastaları için toksik, Glütenin fraksiyonunun 
ise  daha  az  toks ik  o lduğu bel i r lenmiş t i r. 
Gliadinlerden de α-gliadinler en toksik olanıdır. β ve γ 
-gliadinler biraz daha düşük toksisiteye sahip iken, ω -
gliadinler en düşük toksisiteye sahip gliadin 
fraksiyonudur (Özkaya 1999). Bu fraksiyonlar Şekil 
2’de yer almaktadır.
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Her geçen gün değişen beslenme alışkanlıklarına 
rağmen tahıl ve ürünleri dünya nüfusunun 
beslenmesinde halen önemini korumaktadır. 
Beslenmemizde önemli bir yer tutan tahıl ve ürünleri 
b a z ı  i n s a n l a r d a  r a h a t s ı z l ı k l a r a  n e d e n 
olabilmektedirler. Çölyak hastalığı; glüten ve diğer 
tahıllardaki benzer proteinlerin tüketilmesi 
sonucunda ortaya çıkan ve "glütene hassas bağırsak 
sistemi" olarak da bilinen bir gıda intoleransıdır 
(Özkaya 1999), (Sollid ve Jabri 2005). Buğday, 
çavdar, arpa ve bazen de yulaf ürünlerinin tüketimi 
sonucu bağırsakta ortaya çıkan bir hastalıktır. 
Hastalığın nedenini oluşturan temel etken glüten 
proteininin gliadin adlı alt fraksiyonu olup, glüten 
içeren gıdaların tüketilmesi sonucunda başta 
vitaminler ve mineraller olmak üzere vücudun 
gereksinim duyduğu çeşitli besin maddelerinin 
emilimi azalmaktadır (Özkaya 1999, Battais ve ark. 
2005). Glütensiz diyet ile birlikte eksikliği olan 
vitamin B , folat, demir, kalsiyum, D vitamini   12

besinsel destek tedavisi olarak verilmelidir (Hopper 
ve ark. 2007). Ancak çölyak hastaları, gliadinlerin 



2.2.Ticari Analiz Kitleri ve Yeterlilik Test 
Sonuçları:

Piyasada ticari olarak bulunan bir ELISA test kiti ile 
Fapas T27109AQC nolu negatif glüten test 
materyalinde yapılan analizde teste katılan 
laboratuvarların %93’ü doğru sonuç bulurken, %7’si 
yanlış sonuç bulmuştur. Yine Fapas T2792B nolu 
negatif glüten test materyalinde yapılan analizde teste 
katılan laboratuvarların %91’i doğru sonuç bulurken 
%9’u yanlış sonuç bulmuştur (Mowat 2003).

Aynı ELISA test kiti Fapas T27106B nolu pozitif 
glüten test materyalinde yapılan analizde, teste 
katılan laboratuvarların %99’u doğru sonuç bulurken 
%1’i yanlış sonuç elde etmiştir. 59 mg/kg olan test 
materyalinde laboratuvarlar 26,5-79,5 mg/kg 
aralığında değişen miktarlarda değerler elde 
etmişlerdir. Yine Fapas T27109BQC nolu pozitif 
glüten test materyalinde yapılan analizde, teste 
katılan laboratuvarların %98’i doğru sonuç bulurken 
%2’si yanlış sonuç elde etmiştir. 72,6 mg/kg olan test 
materyalinde laboratuvarlar 38,1-114,3 mg/kg 
aralığında değişen miktarlarda değerler elde 
etmişlerdir (Anonim 2012b).

Kullanılan ticari ELISA test kiti; negatif var/yok 
Fapas test materyalindeki analizlerde yaklaşık %8 
yanlış sonuç vermiştir. Yine bu test kitinde yapılan 
miktar analizlerinde ürüne göre %18 ile %36 arasında 
bir sapma görülmektedir (Mowat 2003).

Bu sapma yüzdelerinin TGK 2012/04’e göre glüten 
içeriği yönünden sınırlandırılmış olan çok düşük 
g lü tenl i  ve  g lü tens iz  g ıda  numuneler in in 
değerlendirilmesinde yanlış yorumlara neden 
olabileceği göz ardı edilmemelidir. FAPAS 
testlerinden elde edilen sonuçların sapmalarına göre 
ELISA metodunun daha hassas bir metot ile 
doğrulanması  gerekli l iği  öne çıkmaktadır.      
(Çizelge 1).

Tek tedavi yöntemi ömür boyu sürdürülmesi gereken 
Glütensiz diyet uygulamasıdır. Bununla beraber 
çölyak hastalarının gıdalardaki Glütene hassasiyet 
düzeyleri de farklılık göstermektedir. Bazı hastalar iz 
miktardaki glüteni tolere edemezken, diğerleri daha 
büyük miktarlarda Glüteni tolere edebilmektedirler. 
Mısır ve pirinç ise toksik olmayıp diğerlerinin yerine 
kullanılabilmektedir (Urgancı 2005, Ciclitira ve ark. 
2005). 

Önceleri nadir ve kuzey-batı Avrupa’nın hastalığı 
olduğu düşünülen çölyak hastalığının, yapılan 
çalışmalarla bugün bütün dünyada çok yaygın 
olduğu, farklı toplumlarda ortalama %0,3-1 civarında 
görüldüğü bilinmektedir (Maki ve Lohi 2004, Farrell 
ve Kelly 2002).
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Şekil 3. Sindirim sistemi diyagramı (Niewinski 2008)

Çizelge 1. ELISA test kiti ile yapılan FAPAS analiz sonuçları

Kullanılan metotlardaki çalışmaların temeli glüten 
proteinini, fraksiyonları üzerinden karakterize 
etmektir. Bunun için kromatografik ve jel elektroforez 
gibi teknikler kullanılmaktadır. Bu çalışmada diğer 
ekstraksiyon yöntemlerinden farklı olarak protein 
ekstraksiyonunda enzim protein oranı ve enzim 
muamele süresi optimize edilmiştir. Literatürlerde 
belirtilen metotlar ile glüten fraksiyonlarının yapısal

özellikleri, toplam glüten içerisindeki her bir 
fraksiyonun yüzdece oranı, bazı uygulamaların (ısı, 
emülsüfiyer vb) etkileri gibi konular incelenmiştir. 
Çalışmada gliadin ve glüteninin alt fraksiyonları 
niceliksel olarak analizleri yapılarak toplam 
fraksiyon miktarından glüten miktarına ulaşılmıştır  
(Çizelge 2).
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homoloğu olan prolaminleri de içeren tritikale, çavdar 
ve arpa ürünlerinin tüketiminden de sakınmak 
zorundadır. Çölyak hastalarında Glütenin etkisi ince 
bağırsak üzerinde olmaktadır. Şekil 3’de görüldüğü 
gibi absorpsiyonun yapıldığı yüzey azalıp besin alımı 
zorlaşmaktadır (Özkaya 1999).
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Çizelge 2. Glüten analizinde uygulanan yöntemler ve çalışma ile ilişkisi

3. Materyal ve Metot 

3.1. Materyal

Çalışmalarda kullanılmak üzere Biyomatik 
(http://www.biomatik.com) firmasından temin edilen 
Çizelge 3’de yer alan sentetik peptitler seçilmiştir. 

Çizelge 4’te belirtilen limitler içerisindeki örnekleri 
analiz edebilecek şekilde metotlar valide edilmiştir.

Çizelge 3. Çalışmada kullanılacak sertifikalı referans maddeler (Sealey-Voyksner ve ark. 2010, Niewinski 2008).

Çizelge 4. TGK 2012/4 Tebliğinde belirtilen “çok düşük glütenli” ve “glütensiz” ürünler için sınır değerler

3.2. Metot

3.2.1. ELISA Metodu

Çalışmada ELISA metodu için kullanılacak 
validasyon parametreleri ISO 5725 (Accuracy of 
Measurement Methods and Results Package) ve 
21748 (Guidance for the use of repeatability, 
reproducibi l i ty  and t rueness  es t imates  in 
measurement uncertainty estimation) standartları ile 

Eurachem (2012) talimatlarına göre seçilmiştir. 
ELISA yönteminin validasyonunda test edilen 
parametreler Çizelge 5’de verilmiştir. Metot 
v a l i d a s y o n u  ç a l ı ş m a l a r ı  a ş a ğ ı d a k i  g i b i 
gerçekleştirilmiştir.

Çizelge 5. ELISA yötemi için metot validasyon parametreleri
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3.2.1.1.Numunenin Hazırlanması ve Ekstraksiyon

Homojenize edilmiş örnekten 0,25 g tartılır, üzerine 
2,5 mL ticari kit ekstraksiyon solüsyonu eklenir. 
Tüpün kapağı kapatılarak iyice karıştırılır. Tüm gıda 
örneklerinde ortak olarak ekstraksiyona aşağıdaki 
şekilde devam edilir: 60ºC’deki su banyosunda 15 dk 
inkübe edilir. Örneklerin soğuması beklenir. %68’lik 
2-propanolden 7,5 ml eklenir ve iyice karıştırılır. 
60ºC’deki su banyosunda 10 dk inkübe edilir. 2500 g-
force’de 10 dk santrifüj edilir. Üstteki süpernatant 
alınarak başka bir viale aktarılır. Bu süpernatant, 
başka bir kaba alınıp ağzı sıkıca kapatıldıktan sonra 
25ºC’de karanlıkta 8 hafta boyunca saklanabilir. 
Örnek, 1:12,5 oranında (1+11,5/80 µl +920 µl) örnek 
dilüsyonu ile seyreltilir ve son seyreltme faktörü 500 
olmaktadır. Hazırlanan son üründen her bir kuyucuk 
için 100‘er µl kullanılır. Bu amaçla yapılacak olan 
metot validasyonunda test edilecek parametreler 
Çizelge 7’de verilmiştir.

3.2.1.2. ELISA Kit Prosedürü

3 . 2 . 1 . 2 . 1 . Ö r n e k  D i l ü s y o n  Ç ö z e l t i s i n i n 
Hazırlanması

Örnek dilüsyon çözelt isi  konsantre olarak 
bulunmaktadır. Gerekli olduğu kadarıyla 1:5 (1+4) 
oranında distile su ile seyreltilir (örneğin, 3 mL 
konsantrat+12 mL distile su).

3 . 2 . 1 . 2 . 2 . A n t i k o r  E n z i m  K o n j u g a t ı n ı n 
Hazırlanması

Konsantrat olarak bulunmaktadır. Seyreltilmiş enzim 
konjugat çözeltisinin stabilitesinin düşük olması 
neden iy le  sadece  ih t iyaç  duyu lan  kadar ı 
seyreltilmelidir. Pipetleme işleminden önce, konjugat 
konsantresi dikkatli bir şekilde çalkalanmalıdır. 
Konjugat konsantratı distile su ile 1:11 (1+10) 
oranında seyreltilmelidir. Kullanılan suyun, gliadin 
ile kontamine olmadığından emin olunmalıdır.

3 . 2 . 1 . 2 . 3 . Y ı k a m a  Ta m p o n  Ç ö z e l t i s i n i n 
Hazırlanması

Kullanımdan önce, tampon, distile su ile 1:10 (1+9) 
oranında seyreltilir (örneğin, 100 mL tampon 
konsantratı + 900 mL distile su). Seyreltme 
öncesinde, tamponda oluşan kristaller 37ºC’lik su 
banyosunda çözündürülür. Çözündürülmüş tampon, 
2-8ºC’de 4 hafta boyunca stabil olarak kalabilir.

3.2.1.2.4. Test Prosedürü

Standartlar ve örnekler için yeterli sayıda mikrotiter 
kuyucuğu plakaya yerleştirilir (Standart ve örnek 
pozisyonları, bir kenara not edilmelidir). Belirlenmiş 
kuyucuklara her bir standart çözeltisinden veya 
hazırlanmış örnekten 100’er µl eklenir ve oda 
sıcaklığında 10 dk inkübe edilir (20-25ºC). Kuyucuk 

içerisindeki sıvı dökülerek, absorban kağıdı 
kullanılarak, mikrokuyucuk plakası dikkatli bir  
biçimde ters düz edilir (her defasında 3 kez). Böylece, 
mikrokuyucuklar içerisinde sıvı kalmadığından emin 
olunur.  Mikrokuyucukların tamamı 250 µl 
seyreltilmiş tampon çözeltisi ile doldurulur ve sıvı  
tekrar boşaltılır. Aynı işlem iki kez daha tekrarlanır. 
Her kuyuya 100 µl dilüe edilmiş (1:11=1+10) enzim 
konjugat konulur ve oda koşullarında 10 dk inkübe 
edilir (20-25ºC). Kuyucuk içerisindeki sıvı 
döküle rek ,  absorban  kağ ıd ı  ku l lan ı la rak , 
mikrokuyucuk plakası dikkatli bir biçimde ters düz 
e d i l i r  ( h e r  d e f a s ı n d a  3  k e z ) .  B ö y l e c e , 
mikrokuyucuklar içerisinde sıvı kalmadığından emin 
olunur.  Mikrokuyucukların tamamı 250 µl 
seyreltilmiş tampon çözeltisi ile doldurulur ve sıvı 
tekrar boşaltılır. Aynı işlem iki kez daha tekrarlanır. 
Her bir kuyucuğa 50 µl substrat ve 50 µl kromojen 
eklenir. Plaka, dikkatli bir şekilde çalkalanarak, oda 
sıcaklığında ve karanlık ortamda 10 dk boyunca 
inkübe edilir (20-25ºC).Her bir kuyucuğa 100 µl stop 
solüsyonu konularak iyice karıştırılır ve absorbansı 
450 nm'de ölçülür. Bu işlem 30 dk içinde yapılmalıdır.

3.2.1.2.5. Sonuç Hesaplama 

Ticari ELISA kitine uygun yazılım kullanılarak 
hesaplanmaktadır. Kalibrasyon grafiğinden okunan 
gliadin konsantrasyonu µg/kg (ppb), 500 katsayısı ile 
çarpılır. Elde edilen sonuç gliadin değerini 
vermektedir. Glüten değerine geçmek için sonucun 2 
ile çarpılmasıyla % olarak hesaplanır. 

3.2.2. Kromatogtafik Yöntemler

Glütenin kromatografik yöntemler ile tespiti protein 
yapısının gastrik enzimler ile parçalanarak peptidlere 
ayrılması ve elde edilen peptidlerin tespiti ilkesine 
dayanmaktadır. Bu çalışmada buğdayda bulunan 
glütenin pepsin (P), tripsin (T) ve kimotripsin (C) 
enzimleri ile parçalanması sonucunda oluşan 
peptidlerin HPLC-DAD ve LC-MS/MS ile 
t an ımlanmas ı  ve  mik ta r  t ay in i  yap ı lmas ı 
amaçlanmıştır. Bu amaçla kullanılan metot için cihaz 
şartları Çizelge 7’de verilmiştir. 

Metot validasyonu çalışmaları aşağıdaki gibi 
gerçekleştirilmiştir. Çalışmada HPLC ve LC-MS/MS 
metodu için kullanılacak 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) standartları 
ile Eurachem (2012) talimatlarına göre seçilerek 
Çizelge 6’da belirtilmiştir (Anonim 2012a, Anonim 
2017, Anonim 2019).
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LC-MS/MS ve HPLC analizleri için numune 
hazırlarken için homojenize örnekten 1,5 mL tüplere 
30 mg tartım yapıldı. pH 7,4 olan fosfat bufer (FB) 
içerisinde T:C oranı 50:50 olan 1000 ppm’lik enzim 
karışımından 1:10 enzim:protein oranlarına göre 
uygun miktarlarda eklendi. FB ile 1 ml’ye 

otamamlandı. 38 C’de 2 saat süresince çalkalamalı 
blok ısıtıcıda inkübasyona tabi tutuldu. 10 dk 3000 
rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında üst 
fazdan yeterli miktarda alınarak LC-MS/MS’e 10µl, 
HPLC’ye 100µl enjeksiyonları gerçekleştirildi.

Hesaplama ve sonuç Çizelge 2’de belirtilen sertifikalı 
peptid standartları hassas terazide tartılıp 80:20 
ACN:Su (%0,025 TFA içeren) içerisinde çözülerek 
yaklaşık 1000 ppm stok çözeltiler hazırlandı. 
Hazırlanan stok standartlardan 100-10-1 ppm 
düzeylerinde çalışma miksleri oluşturuldu. 

Miktarsal analizde kullanılacak kalibrasyon eğrisinin 
oluşturulması için glüten içermeyen pirinç ununa her

b i r  p e p t i d  i ç i n  2 - 5 - 1 0 - 2 5 - 5 0 - 1 0 0 p p m 
konsantrasyonlarında çalışma mikslerinden ilave 
yapılarak numune hazırlamadaki işlem basamakları 
aynen uygulanmıştır. Kalibrasyon standartlarının 
hazı r lanmasında  numune hazı r lama iş lem 
basamakları bire bir uygulandığından sonuç 
hesaplamada herhangi bir seyreltme faktörü 
kullanılmamıştır.

Elde edilen standart kromatogramlarında peptidlere 
ait piklerin oluşturdukları alanlar toplanarak 
(Atoplam) o standart seviyesinin konsantrasyonuna 
(Ctoplam) karşılık gelen tek bir veri olarak 
değerlendirilmiştir. Analizde kullanılan 7 peptid için 
toplam konsantrasyon 14-35-70-175-350-700ppm 
olarak gerçekleşmiştir. Bir standarttaki peptiddlerin 
toplam alanları alınarak o standardın mg/kg 
konsantrastonuna ulaşılmıştır. Glüten hesaplama 
fraksiyonlarının toplamı, analiz edilen örnekteki 
glüten değerini vermiştir. Çizelge 7’de glüten 
hesaplanması özetlenmiştir.

Çizelge 7. HPLC glüten fraksiyonları üzerinden toplam glüten analizi

3.2.2.1. HPLC Yöntemi

HPLC yöntemi ile yapılan metot validasyonu ve 
analiz çalışmalarında (Kieffer ve ark. 2007) 
kullanılan cihaz parametreleri Çizelge 8’de, analiz

yapılacak olan peptidlerin kromatogramları Şekil 
4’de, doğrusallığı gösteren kalibrasyon grafikleri 
Şekil 5’de, verilmiştir.
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Çizelge 8. HPLC analizi için

Şekil 4: HPLC cihazında elde edilen herbir peptid’e ait kromatogramların görüntüleri

Şekil 5. HPLC cihazında yapılan doğrusallık çalışması sonrasında herbir peptid’e ait elde edilmiş doğrusallıkları.
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3.2.2.2. LC-MS/MS

LC-MS/MS yöntemi ile yapılan metot validasyonu ve 
analiz çalışmalarında kullanılan cihaz parametreleri 
Çizelge 9’da verilmiştir.  Peptidlerin kütle 
spektrometresi analiz parametreleri Çizelge 10’da 
verilmiştir. Çalışmadan kullanılacak olan sentetik

peptidlerin dizilimleri Şekil 6-7-8-9-10-11-12'de yer 
almaktadır. Bu çalışmada Sealey-Voyksner ve ark. 
(2010) ile Niewinski, M. ve ark. (2008) metotları 
kullanılmıştır.

Çizelge 9. Validasyon Parametreleri

Çizelge 10. Peptidlerin kütle spektrometresi analiz parametreleri

Şekil 6. Peptid 1 dizilim
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Şekil 7. Peptid 2 dizilim

Şekil 8. Peptid 3 dizilim

Şekil 9. Peptid 4 dizilim

Şekil 10. Peptid 5 dizilim
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Şekil 11. Peptid 6 dizilim

Şekil 12. Peptid 7 dizilim

LC-MS/MS de analiz edilen peptidlerin TIC 
kromatogramları ve MRM (Multiple Reaction 
Monitoring) geçişleri Şekil 13’de verilmiştir.

Elde edilen bu peptidlerin MRM geçişleri ise Şekil 
14-15-16-17-18-19-20 ̀ de verilmiştir.

Peptidlerin TIC (Toplam İyon Kromatografisi)

Şekil 13. TIC kromatogramları ve MRM geçişleri 
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Şekil 14. Peptid 1 yavru iyon Şekil 15. Peptid 2 yavru iyon 

Şekil 16. Peptid 3 yavru iyon Şekil 17. Peptid 4 yavru iyon 
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Şekil 18. Peptid 5 yavru iyon Şekil 19. Peptid 6 yavru iyon 

Şekil 20. Peptid 7 yavru iyon 
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4.Bulgular ve Tartışma:

4.1.ELISA Bulguları

4.1.1.LOD LOQ

En düşük konsantrasyondaki sertifikalı standart 
madde aynı gün içinde 12 defa analize alınarak elde 
edilen sonuçların standart sapmasının 3 katı LOD,

10 katı LOQ olarak hesaplanmıştır. Çizelge 11’de 
LOD-LOQ sonuçları verilmiştir.

Çizelge 11. LOD-LOQ sonuçları

4.1.2. Tekrarlanabilirlik

Glütensiz un numunesine 15 ppm düzeyinde ilave 
yapılan örnek aynı gün içinde 12 defa analize alınarak

elde edilen sonuçların % RSD hesaplanmıştır. Çizelge 
12’de Tekrarlanabilirlik sonuçları verilmiştir.

Çizelge 12. Tekrarlanabilirlik sonuçları

4.1.3. Tekrarüretilebilirlik

Glütensiz un numunesine ilave yapılan örnek farklı 
günlerde (3 gün) içinde 6 defa analize alınarak elde

 edilen sonuçlarından % RSD hesaplanmıştır. Çizelge 
13’de Tekrarüretilebilirlik sonuçları verilmiştir.

Çizelge 13. Tekrarüretilebilirlik sonuçları
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ELISA ile yapılan validasyon çalışmalarının sonuçları Çizelge 14’de özetlenmiştir.

Çizelge 14. ELISA Validasyon Çalışması Özeti

4.2. HPLC Bulguları

4.2.1. LOD ve LOQ

Glütensiz un numunesine 500 mg/kg ilave yapılan 
örnek aynı gün içinde 12 defa analize alınarak elde

edilen sonuçların standart sapmasının 3 katı LOD 10 
katı LOQ olarak hesaplanmıştır (Çizelge 17).

ELISA testi ile gerçekleştirilen analizlere ait numune ve sonuçları Çizelge 15-16’da verilmiştir.

Çizelge 15. ELISA yöntemi ile yapılan numuneler

Çizelge 16. ELISA yöntemi ile yapılan numune analiz sonuçları

Çizelge 17. HPLC LOD ve LOQ Değerleri
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4.2.2. Doğrusallık

Bu çalışmada sertifikalı referans maddeler kullanılarak kalibrasyon eğrisi çizilmiştir (Şelik 21). Hesaplanan 
değerler Çizelge 18’de verilmiştir.

Çizelge 18. HPLC Doğrusallık değerleri

Şekil 21. HPLC Doğrusallık grafiği

4.2.3. Tekrarlanabilirlik

Glütensiz un numunesine 1400 ve 3500 ppm             
(7 peptidin toplam konsantrasyonu) ilave yapılan 
örnek aynı gün içinde 12 defa analize alınarak elde

edilen sonuçların % RSD hesaplanmıştır ve Çizelge 
19’da verilmiştir.

Çizelge 19. HPLC Tekrarlanabilirlik değerleri
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4.2.4. Tekrarüretilebilirlik: 

Glütensiz un numunesine 1400 ve 3500 ppm             
(7 peptidin toplam konsantrasyonu) ilave yapılan

örnek farklı günlerde analize alınarak elde edilen 
sonuçların % RSD hesaplanmıştır ve Çizelge 20’de 
verilmiştir.

Çizelge 20. HPLC Tekrarüretilebilirlik değerleri

4.2.5. Geri Kazanım

Glütensiz un numunesine ilave yapılan örnek farklı 
günlerde 12 defa analize alınarak elde edilen

sonuçların geri kazanımı hesaplanmıştır ve Çizelge 
21' de verilmiştir.

Çizelge 21. HPLC Geri Kazanım değerleri
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4.2.6. Belirsizlik

Belirsizlik değerleri Çizelge 22’de verilmiştir.

Çizelge 22. Belirsizlik değerleri

4.3. LC MS Bulgular

4.3.1. LOD ve LOQ

En düşük konsantrasyondaki sertifikalı standart 
madde aynı gün içinde 12 defa analize alınarak elde 
edilen sonuçların standart sapmasının 3 katı LOD.

10 katı LOQ olarak hesaplanmıştır. Hesaplanan 
değerler Çizelge 23’de verilmiştir. 

Çizelge 23. LC MS/MS LOD-LOQ Değerleri
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4.3.2.  Doğrusallık

Bu çalışmada sertifikalı referans maddeler 
kullanılarak kalibrasyon eğrisi çizilmiştir.

Hesaplanan değerler Çizelge 24’de ve Şekil 22’de 
verilmiştir.

Çizelge 24. LC MS Doğrusallık hesaplamaları

Şekil 22. LS MS Doğrusallık grafiği
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Çizelge 25. LC MS/MS Tekrarlanabilirlik verileri

4.3.3. Tekrarlanabilirlik

Glütensiz un numunesine ilave yapılan örnek aynı 
gün içinde 12 defa analize alınarak elde edilen

sonuçların % RSD hesaplanmıştır. Hesaplanan 
değerler Çizelge 25’de verilmiştir.

4.3.4. Tekrarüretilebilirlik

Glütensiz un numunesine ilave yapılan örnek farklı 
günlerde (6 gün) içinde 6 defa analize alınarak elde

edilen sonuçlardan % RSD hesaplandı. Çizelge 26’da 
tekrarüretilebilirlik verileri yer almaktadır.

Çizelge 26. LC MS/MS Tekrarüretilebilirlik verileri
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Çizelge 27. LC MS/MS Geri Kazanım Uygunluk Değerlendirilmesi

4.3.5. Geri Kazanım

Glüten içermeyen pirinç ununa 7 adet peptidin 
herbirinden 10 ve 50 mg/kg konsantrasyondaki

sentetik peptidlerden ilave yapıldı. Elde edilen 
sonuçların uygunluk değerlendirmesi Çizelge 27’de 
yer almaktadır.

4.3.6. Belirsizlik

Belirsizlik değerleri Çizelge 28’de verilmiştir.

Çizelge 28. LC MS Belirsizlik Değerleri

4.3.7. Numune hazırlama optimizasyonu

Glüten proteininden beklenen numune hazırlama 
sonrasında belirlenmiş olan peptidlerin en fazla 
düzeyde elde edilmesine yönelik olarak protein enzim 
oranının belirlenmesi, enzim reaksiyon süresi ve 
ultrasonik uygulaması çeşitli ölçütlerde denenmiştir.

4.3.7.1. Protein/Enzim oranının denemesi

Proteinin parçalanarak en fazla miktarda peptid 
o luşumunun sağ lanmas ına  yönel ik  uygun 
enzim:protein oranının belirlenmesi için farklı 
düzeylerde (1:10, 1:100, 1:200, 1:400) çalışma 
yapılmış ve istatiksel olarak değerlendirme 
yap ı lmış t ı r.  İ s t a t ikse l  o la rak  e lde  ed i len 
değerlendirmeler Çizelge:23‘de verilmiş olup en iyi 
enzim:protein performansın genel olarak tüm 
peptidler için 1:10 olduğu görülmüştür.
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4.3.7.2. Enzim Reaksiyon Süresi Denemesi

Numune hazırlama aşamasında test edilen bir diğer 
değişken ise en etkin enzim ile muamele süresidir. Bu 

0amaca yönelik olarak 30-60-90 ve 120dk 38 C’de 
inkübasyona tabi tutuldu. Elde edilen sonuçların

istatiksel olarak değerlendirmeleri Çizelge:24‘de 
verilmiş olup en iyi inkubasyon süresinin 120dk 
olduğu belirlenmiştir.
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Şekil 23. T:C/Protein oranı istatiksel değerlendirmesi
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Şekil 24.  38 C’de İnkubasyon zamanı istatiksel değerlendirmesi
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TGK 2012/04’e göre glüten içeriği yönünden 
sınırlandırılmış olan çok düşük glütenli ve glütensiz 
gıdalarda bulunması gereken limitler 0-20, 20-100 
ppm aralığında olduğu belirtilmiştir. HPLC DAD 
analiz metodu çalışmalarında bu limitleri karşılamak 
için analiz edilmesi gereken peptidler cihazda 
görülmüştür. Yapılan HPLC çalışmalarında LOD 
değeri 31,94mg/kg, LOQ değeri ise 106,47mg/kg 
düzeylerinde metot performansları elde edilmiştir. 
Elde edilen sonuçlara göre HPLC metodunun çok 
düşük glütenli ve glütensiz gıdaların analizi için 
uygun olmadığı görülmüştür.

LC-MS/MS ile yapılan çalışmamızda ise literatürde 
yer alan peptidlerin ana iyonları, hesaplama ve 
doğrulamada kullanılacak olan yavru iyonları cihaza 
tanıtılması başarı ile gerçekleştirilmiştir. Validasyon 
çalışmalarımızda her bir peptid için yasal limitleri 
karşılayacak LOD ve LOQ değerlerine ayrı ayrı 
ulaşılmıştır. Ancak glüten için yapılan hesaplama   
modeline göre tüm bu peptidler kullanılarak grup 
kalibrasyonları yapılmıştır. Bu durumda gerçekleşen 

Çizelge 29. Çalışmada yer alan üç yöntemin özet validasyon verileri

LOD değeri 19,24mg/kg, LOQ değeri ise 64,13mg/kg 
olarak gerçekleşmiştir. Sealey-Voyksner ve ark. 
(2010)'nın yapmış oldukları çalışmada yer alan grup 
kalibrasyon hesaplama yöntemine göre her bir peptid 
için ayrı ayrı hesaplanmış toplam LODt değeri 88,5 
mg/kg, toplam LOQt değeri ise 350 mg/kg olarak 
tespit edilmiştir. Literatürde yer alan çalışmaya göre 
ihtiyaç duyulan 0-20 mg/kg ve 20-100 mg/kg 
bandındaki ürünlerin analizlerin her iki grubu için 
kullanılabilir bir metoda ulaşılamadığı görülmüştür. 
Çalışmamız sonucunda geliştirilen LC-MS/MS 
yöntemi ile 20-100 mg/kg bandındaki ürünlerin 
analizleri yapılabilirliği ortaya konulmuştur. 

Ayrıca geliştirilen LC-MS/MS yöntemi sonucunda 
ulaşmış olduğumuz 19,24mg/kg toplam LODt değeri. 
Sealey-Voyksner ve ark. (2010)'nın yapmış oldukları 
çalışmada buldukları toplam LODt değeri olan 88,5 
mg/kg’a göre 4,6 kat, toplam LOQt değeri olan 350 
mg/kg’a göre 3,9 kat düşük seviyeler de olduğundan 
literatürdeki metotlara oranla daha hassas bir metot 
oluşturulmuştur.
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5. Sonuç

ELISA ve kromatografik yöntemler olan HPLC ve 
LC-MS/MS yöntemine ait validasyon performansları 
Çizelge 29’da özetlenmiştir.

Bu çalışmada LOD değerleri ve belirsizlik değerleri 
göz önünde bulundurulduğunda hem glütensiz hem 
de çok düşük glütenli gıdaların analizinde ELISA kit 
yönteminin başarılı olduğu görülmüştür.
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