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OZET

Patulin, basglica olarak Penicillium tiirleri tarafindan iiretilen bir mikotoksindir. Bagta elma olmak iizere birgok meyve, meyve
suyu, badem, findik gibi gidalarda sentezlendigi bilinmektedir. insan ve hayvan saghg iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle
cesitli gidalarda patuline ait maksimum bulunma limitleri belirlenmistir. Bu nedenle, giiniimiizde dogru ve giivenilir patulin
tespit yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu ¢alismada, HPLC yodntemiyle patulin varliginin tespiti ve miktar tayini i¢in
metot validasyon ¢aligmasi yiiriitiilmiis ve metot performans parametreleri belirlenmistir. Validasyon ¢alismasi sonucuna gore
5.0, 25.0 ve 50.0 pg/mL patulin konsantrasyonlarina sahip tampon ¢ozelti igerisindeki standart patulin ¢ozeltileri igin metoda
ait geri kazanim (%) ve tekrarlanabilirlik (% RSDr) degerleri ayn1 giin ve farkli giinlerde yapilan ¢alisma sonuglarina gore
kabul edilebilir limitler i¢indedir. Ayrica, metoda ait belirsizlik biitgesinde kalibrasyon egrisinden, geri kazanimdan ve
tekrarlanabilirlikten gelen bilesenler hesaplanmig ve % 95 giiven araliginda (k=2) 5.0 (ug /mL) + 1.8449 (ng /mL), 25.0 (ug
/mL) =+ 0.7974 (ug /mL) ve 50.0 (ng /mL) + 0.0819 (ug /mL) olarak rapor edilmistir. Valide edilmis bu yontem ile elma
suyuna digsaridan 5 pg/mL olacak sekilde eklenen patulinin giivenilir tayini de gergeklestirilmis. Metoda ait 6l¢iim belirsizligi
araliginda kabul edilebilir % geri kazanim ve % RSDr degerleri ile elma suyu orneklerindeki patulin miktar1 3.678 pg /mL
olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Patulin, HPLC, Metot validasyonu, Olgiim belirsizligi

SINGLE LABORATORY VALIDATION OF HPLC METHOD FOR PATULIN
DETERMINATION

ABSTRACT

Patulin is a mycotoxin that is produced mainly by Penicillum species. It is known to be synthesized in many foods such as
fruits, especially apple, fruit juices, almonds and hazelnuts. Due to its adverse effect on human and animals, the maximum
limits of patulin have been determined in certain foods. Therefore, accurate and reliable detection methods are required for
patulin nowadays. In this study, method validation study was carried out for determination and quantification of patulin by
HPLC method and method performance parameters were determined as results. Based on validation results obtained at the
same day and different days, the recovery (%) and repeatability (RSDr %) values for standard patulin solutions prepared in
buffers at the patulin concentration of 5.0, 25.0 and 50.0 mg /mL were found within the acceptable limits. Moreover, the
contribution of uncertainties from calibration curve, recovery and repeatability were calculated and the results were reported as
5.0 (ug /mL) £+ 1.845 (ug /mL), 25.0 (ng /mL) £+ 0.797 (ug /mL) and 50.0 (pg /mL) + 0.082 (ng/mL) within the confidence
level of 95% (k=2). Also, a reliable determination of patulin added to the apple juice at 5 ug /mL was performed with this
validated method. In the range of method’s measurement uncertainty, patulin amount were determined as 3.678 pg /mL in
apple juice samples.

Keywords: Patulin, HPLC, Method Validation, Measurement uncertainty

1. GIRIS

Patulin ozellikle Penicillum olmak tizere Aspergillus, Paecilomyces ve Byssochlamys gibi mantarlarinin gesitli tiirleri
tarafindan ikincil metabolit olarak iiretilen bir mikotoksindir[1,2]. Patulin, 4-hidroksi- 4H-furo [3, 2- C] piran-2 (6H)-on olarak
da bilinir. Kapali formiilii C7HgO4, molekiil agirhg 154,12 g/mol ve yogunlugu 1,52 g/cm®tiir. Su, etil alkol, aseton, etil
asetat ve kloroformda ¢ok iyi ¢6ziindiigii bilinmektedir [3]. Dogada toprak, hava ve su gibi dogal kaynaklarda bulunmasinin
yani sira ortam sicakligi, pH, siire, ortamdaki besin maddeleri ve ozmotik basinca bagl olarak 6zellikle elma ve elma iirtinleri
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gibi gidalarda da bulunmaktadir. ik olarak suda ¢oziinebilir genis kapsamli bir antibiyotik olarak kullanilan patulin, daha
sonralar1 insan ve hayvan saghgi iizerinde olumsuz etkileri nedeniyle toksin olarak degerlendirilmistir [2-6]. Insan ve hayvan
saglig1 tizerindeki etki mekanizmasi incelendiginde siilfidril gruplarina karsi gosterdigi yiiksek baglanma afinitesinden dolay1
bir¢ok enzimin fonksiyonlarimi degisme veya engelleme durumlari belirlenmistir [2,7,8]. Patulin {ireten mantarlarin ¢esitli
meyve ve meyve triinlerinde bulunmasi sonucu akut, kronik ve hiicre seviyesinde saglik problemlerine sebep oldugu
bilinmektedir [1]. Yapilan ¢aligmalarda elma, liziim, kiraz, armut, kayisi, hurma, ¢ilek, nektarin, ahududu, karadut, beyaz dut,
seftali, erik, domates, muz, yaban mersini, siyah kus iiziimii, badem, ceviz, yer fistig1 ve findik gibi kontamine olmus iiriinlerin
tiiketimi bagirsak iltihabi, kusma, bobrek hasari, 6dem, sindirim sisteminde siskinlik, kanama, dejenerasyon ve bunun gibi akut
semptomlara sebep oldugu bulunmustur. Bunlarin yani sira patulinin nérotoksik, immunotoksik, genotoksik, teratojenik ve
karsinojenik etkilerinin oldugu da belirtilmektedir [9-16].

Immunolojik, ndrolojik, karsinojenik ve gastrointestinal saglik problemine neden olmasi nedeniyle pek ¢ok iilkede maksimum
bulunma limitleri belirlenmistir [17-22]. Codex Alimentarius ile Gida ve Ilag Dairesi (FDA) elma sular1 ve elma igerikli diger
gida trilinleri i¢in izin verilen en yiiksek diizeyi 50 pg/kg olarak belirlemis, Avrupa Birligi ise bu {ist smir1 elma suyu
iiriinlerinde 50 pg/kg, kat1 elma iiriinlerinde 25 pg/kg ve bebek mamalarinda 10 pg/kg olarak belirlenmistir [6]. Ulkemizde ise
2011 yilinda 28157 sayili resmi gazetede yayinlanan “Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi”’nde Avrupa Birligine
uyumlu olarak patulin i¢in elma suyunda maksimum limit 50 pg/kg olarak belirtilmistir [23]. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
iilkemizde patulin igeren elma suyu &rneklerine rastlanmistir. Ornegin; 1994 yilinda yapilan galismada bir firmanim degisik
zamanlarda trettigi 215 adet elma suyu 6rneginden 98 tanesinde standartlar iizerinde patulin miktar1 tespit edilmis [24], 2001
yilinda yapilan ¢alismada ise piyasadaki 45 elma suyu orneginin 42’sinde 50 pg/L diizeyinin iizerinde patulin saptanmistir
[25]. Dolayisiyla, patulin varliginin tespit edilmesi ve miktar tayininin yapilmasi ¢ok énemlidir. Literatiire bakildiginda, ince
tabaka kromatografisi (TLC), gaz kromotografisi (GC) ve gaz-kromatografisi kiitle spektroskopisi (GC-MS) ile patulin ve
patulin tiirevlerinin tayinine yonelik ¢aligmalar bulunmaktadir [26-28]. Giiniimiizde patulin tayini i¢in siklikla kullanilan metot
Ultraviyole (UV) ya da fotodiyot (DAD) dedeksiyon ile HPLC metodudur [29-31]. Analitik Kimyagerler Dernegi (AOAC)’nin
yayinladig: standart metoda gore elma sularinda patulin tayini 276 nm’de UV dedektor ile gergeklestirilmektedir [32].

Bu caligma kapsaminda, patulin tayini i¢in belirlenen HPLC metodunun tek laboratuar metot validasyon c¢alismasi yapilmis ve
bu verilerle metoda ait 6l¢iim belirsizligi belirlenmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1 Kimyasallar ve ¢ozeltiler

Caligmada kullanilan patulin (> %98.0), HPLC analizinde kullanilan asetik asit (%99.0) ve asetonitril (%99.0) Sigma
Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
Caligmalar 0.01 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle 0.1 M tampon ¢ozelti
40 g NaCl, 1 g KClI, 7.2 g NazHPO4 ve 1.2 g KH2PO4 tartilarak 500 mL distile suda ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir. Daha sonra bu
tampon ¢6zelti 1/10 oraninda seyreltilerek 0.01M olarak patulin ¢6zeltilerinin hazirlanmasinda kullanilmistir.
Stok patulin ¢ozelti 0.01 M fosfat tampon ¢6zeltisi (pH 7.4) kullanilarak hazirlanmigtir. 5 mg patulin 1 mL 0.01 M fosfat
tampon ¢ozeltisi icerisinde ¢Oziilmiistir. Standart patulin ¢ozeltileri ise stok ¢o6zeltinin 0.01 M fosfat tamponu ile
seyreltilmesiyle elde edilmistir. Hazirlanan stok ve standart patulin ¢ozeltileri -20°C’de saklanmugtir.
Elma suyu 6rnekleri marketten temin edilen %99.5 elma suyu konsantresinden tretilmis ve 11.35 °Briks degerine sahip elma
suyu 6rnekleridir. Elma sular1 ¢alisma boyunca 4°C’de saklanmistir.

2.2 HPLC Kosullari

HPLC analizi i¢in Agilent 1260 Infinity cihazi kullanilmistir. Standart patulin ¢ozeltileri filtrelendikten sonra 250 mm
uzunlugunda, 4.6 mm ¢apinda C18 kolonunda (ACES C18 250 mm*4.6 mm, 5 um parcacik boyutu) DAD detektorii ile 276
nm ‘de analiz edilmistir. Analiz kosullar1; 25°C sicaklik, 1.0mL/dak akis hizi, 20 pL enjeksiyon hacmidir ve % 0.1 asetik asit
iceren asetonitril:su (10:90, h:h) mobil fazdir. Patulin miktar tayini her 6rnek i¢in ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

2.3 Metot validasyon ¢alismasi

Bu ¢alisma kapsaminda yapilan metot validasyon ¢alismasinda degerlendirilen parametreler 6zgiinliik, dogrusallik, tespit
ve tayin limitleri, ger¢eklik ve tekrar edilebilirliktir. Tiim metot validasyon ¢aligmalar1 stok patulin ¢ozeltisinin fosfat tampon
¢ozelti ile seyreltilmesiyle elde edilen farkli konsantrasyonlardaki standart patulin ¢ozeltileri ile gerceklestirilmistir.

Ozgiinliik (specificity) analiz yonteminin hedef analiti matrikste bulunabilecegi diisiiniilen diger bilesenler varliginda dogru
ve 0zgiin olarak tanima ve 6lgme yapabilmesidir. Yani diger bilesenler (safsizliklar, matriks bilesenleri ve bozulma iiriinleri)
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varliginda hedef analite ait alikonma zamaninda sadece analite ait piklerin gozlenmesidir. Potansiyel bilesenlerin matrikse
disaridan eklenmesi ya da matriksin ¢esitli stres durumlarina (1s1l islem, asidik/bazik ortam, 151k vb.) maruz birakilmasiyla
bozulmus tiriinlerin elde edilmesi ile olusan yeni matriksin analiz edilmesiyle degerlendirilir. Hedef analit ve diger bilesenlerin
HPLC kromatogramindaki piklerin etiketlenmesi ve ¢oziiniirliiklerinin incelenmesiyle analiz edilir.

_ (t; —t;)
Rs =2 m (1)

Coziniirlik formiiliinde Rs ayirim giicilini, t1 ve t; iki pike ait alikonma zamanlarini, w1 ve w,’de pik genisliklerini temsil
etmektedir. Genellikle, hedef analite ait pik ile diger bilesene ait en yakin pik arasindaki kabul edilen ¢oziiniirlik degeri
Rs>2"dir [33].

Bu calismada, sicaklik stres kosullart altinda patuline ait pikler degerlendirilmistir. Stok ¢ozeltinin fosfat tampon ¢ozelti ile
seyreltilmesi ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart patulin ¢ozeltileri (5.0, 25.0 ve 50.0 pg/mL) 40°C, 50°C, 60°C
ve 80°C sicaklikta 4 saat boyunca inkiibe edilmis ve ¢ozeltiler belirlenen HPLC kosullarinda analiz edilmistir. Elde edilen
kromatogramlardan patuline ait pik ve ona en yakin pik arasindaki ¢oziiniirliik degerleri her sicaklik i¢in yukarida belirtilen
formiille (1) hesaplanmustir.

Metodun dogrusallig1 (linearity) belirli bir konsantrasyon araliginda analitten alinan cevabin analit konsantrasyonuyla orantilt
olmasidir. Bu parametre kalibrasyon egrisinin olusturulmasiyla analiz edilir. Her konsantrasyon i¢in konsantrasyona karsilik
metodun verdigi cevaba ait grafik olusturulur ve regresyon formiilii (y=ax+b) ve korelasyon katsayisi (R?) hesaplanir. Bu
degerin 0.99a esit ya da 1’e yakin olmasi beklenir [34].

Bu galismada, HPLC analizi ile patulin miktar tayininin yapilabilmesi i¢in kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu amagcla,
fosfat tampon ¢ozeltisi (0,01M, pH 7.4) igerisinde 0.01-50 pg/mL araliginda gesitli konsantrasyonlarinda hazirlanan standart
patulin ¢o6zeltileri liger tekrarli olarak belirlenen HPCL kosullarinda analiz edilmistir. Bu patulin ¢6zeltilerine ait alan degerleri
kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

Metoda ait tespit limiti (Limit of Detection, LOD) analitin tespit edilebildigi en diisiik analit konsantrasyonudur. LOD
hesaplamast igin farkli yaklagimlar bulunmaktadir. Ornegin; en diisiik konsantrasyondaki érnegin sinyali ile kor drnegin sinyali
degerlendirilerek sinyalin giiriiltiiye oran1 hesaplanmaktadir. Bu oranin 3’e 1 ya da 2’ye 1 olmasi1 kabul edilebilir degerlerdir
[35]. Bu ¢alismada kullanilan metotta patulin konsantrasyonu kalibrasyon egrisinin formiiliinden hesaplandigi i¢in kalibrasyon
egrisinin egimi ve regresyon dogrusundaki y kesisim noktasinin standart sapmasi kullanilarak LOD degeri hesaplanmuistir.

Kullanilan formiil asagida belirtilmistir.
SD

egim

LOD = 3.3 ()

Tayin limiti (Limit of Quantification, LOQ) ise analitin miktar tayininin yapilabildigi en diisiik analit konsantrasyonudur.
LOD gibi LOQ da farkli yaklagimlarla hesaplanmaktadir. En diisiik konsantrasyondaki 6rnegin sinyalinin kor 6rnegin sinyaline
oranmin 10 olmasi beklenmektedir [35]. Bu ¢alismada ise LOQ hesaplamasinda asagida belirtilen formiilden yararlamilmustir.

LOQ =10 (3)

egim

Gergeklik (trueness) parametresi 6l¢iim sonuglarinin gercek degere yakinligi ile ifade edilir ve dogrulugun (accuracy) bir
parametresidir. Metoda ait geri kazanim (%) degerleri sonug¢larin gergekligi hakkinda bilgi vermektedir. Bu degerlerin
hesaplanmasi i¢in stok patulin ¢ozeltisinden fosfat tampon ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanan ve son konsantrasyonlar1 5.0,
25.0 ve 50.0 pg/mL olan standart patulin ¢ozeltileri HPLC ile analiz edilmis ve kalibrasyon egrisine ait formiilden
yararlanilarak patulin miktarlar1 hesaplanmistir. Bu konsantrasyonlara ait metodun geri kazanim (recovery) degerleri asagida
belirtilen formiil (4) ile hesaplanmuistir.

C
Geri Kazamim (%) = C—l * 100 4
2

Bu formiilde verilen C; kalibrasyon egrisinden hesaplanan konsantrasyon degerini (ug/mL), C; ise bilinen konsantrasyon
degerini (ug/mL) ifade etmektedir.
Kesinlik (Precision) parametresi dlgiim sonuglarimin birbirlerine olan yakinligi hakkinda bilgi verir ve dogrulugun ikinci
parametresidir. Bu parametre tekrarlanabilirlik degerleri (rolatif standart sapma, % RSDr) ile ifade edilir ve rastgele hatalarin
dagilimin1 gostermektedir. 5.0, 25.0 ve 50.0 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan standart patulin ¢ozeltileri i¢in kalibrasyon
egrisine ait formiilden yararlanilarak ortalama patulin miktarlari ve standart sapmalari hesaplanmistir. Bu {i¢ konsantrasyona ait
metodun % RSDr degerleri asagida belirtilen formiil (5) ile hesaplanmistir.
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SD
%RDSr =

ort

%100 (5)

Bu formiilde verilen SD kalibrasyon egrisinden hesaplanan konsantrasyon degerinin standart sapmasini (ug/mL), Cort ise
kalibrasyon egrisinden hesaplanan konsantrasyon degerinin ortalamasini (ug/mL) ifade etmektedir.

Laboratuvarda patulin miktar tayini i¢in kullanilan HPLC yo6nteminin 6l¢iim belirsizliginin hesaplamak amaciyla bu calisma
kapsaminda Ti¢ belirsizlik bileseni belirlenmis ve bu bilesenlere ait formiiller asagida belirtilmistir.
Kalibrasyon egrisinden gelen 6l¢iim belirsizligi (lineerlik);

_~\2
u(cal) = % LI 0

p m SXX

(6)

Tekrarlanabilirlikten gelen 6l¢iim belirsizligi;

,RSDrZ
u(RSD) = |— (7)

Geri kazanimdan gelen 6l¢lim belirsizligi;

sm?
U(REC) = Rec m (8)

Bu formiillerde verilen s kalibrasyon egrisinin kesisim noktasinin standart sapmasini, b kalibrasyon egrisinin egimini, p
6lglim sayisini, m kalibrasyon egrisindeki 6l¢iim sayisini, Co kalibrasyon egrisinden hesaplanan konsantrasyon degerini, c’
kalibrasyon egrisindeki konsantrasyonlarinin aritmetik ortalamasimi, sxx tiim konsantrasyonlarin aritmetik ortalamasindan
farklarinin karelerinin toplamini, n tekrar sayisini, Rec geri kazamim degerini, sm disaridan patulin eklenen tampon ¢ozeltinin
standart sapmasini ve cm disaridan patulin eklenen tampon ¢ozeltinin konsantrasyon degerini ifade etmektedir.

Ug farkl1 patulin konsantrasyonu (5.0, 25.0 ve 50.0 ug/mL) icin bu ii¢ bilesene ait belirsizlikler yukarida belirtilen formiiller (6,
7 ve 8) ile hesaplanmis ve degerlerin kareler toplaminin karekokii alinarak birlestirilmis 6l¢iim belirsizligi hesaplanmustir.
Birlestirilmis 6l¢iim belirsizligi,

u = Ju(cal)? + u(RSD)? + u(Rec)? 9)

Birlestirilmis 6l¢iim belirsizligi istenen giivenilirlik limitine gore se¢ilmis kapsam faktorii ile ¢arpilarak genisletilmis 6l¢iim
belirsizligi hesaplanir. Bu ¢caligmada % 95 giiven araliginda kapsam faktorii k=2 alinmig ve genisletilmis 6lgtim belirsizligi (U)
asagida verilen formiil sonucuna gore belirlenmistir.

U=kx*u (10)
2.4 Elma sularinda patulin analizi

Digaridan 5.0 pg/mL konsantrasyonunda patulinin eklenen elma sularinda patulin analizi i¢in patulin elma sularindan ISO
8128 standart metoduna gore ektrakte edilmistir [36]. Bu yonteme gore, patulin igeren elma sulari esit hacimlerde etil asetat ile
karistirilmis ve karisim iki faza ayrilana kadar oda sicakliginda bekletilmistir. Ust faz temiz bir tiipe alindiktan sonra altta kalan
faza tekrar etil asetat eklenmistir ve bu iglem iki kere daha tekrar edilmistir. Temiz tiipte toplanan etil asetat fazt 2 mL sodyum
karbonat ¢ozeltisi (14 g/L) ile karistirilmis ve etil asetat fazi alindiktan sonra kalan sodyum karbonat fazi tekrar etil asetat ile
temizlenmistir. Toplanan etil asetat fazi iizerine bir iki damla asetik asit damlatilmis ve vakum altinda evapore edilmistir.
Evaporasyondan sonra kalan pelet 0.01 M fosfat tampon ¢6zeltisi igerisinde ¢6ziinmiis ve ayni kosullarda HPLC ile analiz
edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Metot validasyonu metodun gegerli kilinmasi yani metot parametrelerinin belirlenmesi ig¢in metodun performans

kriterlerine uygunlugunun degerlendirilmesidir [37]. Metot validasyonu standart olarak kullanilan bir metodun laboratuarda ilk
defa uygulanmasi durumunda, laboratuarda kullanilan bir metotta degisiklik yapildigi durumda, gegerliligi belirlenmis bir
metodun baska bir laboratuarda kullanimi ya da metodun farkli cihaz ve farkli kisi tarafindan uygulanmasi durumunda, iki
farkli metodun karsilastirilmasi durumunda ve metot performans parametrelerinin belirlenen kontrol sinirlarinin disina ¢ikmasi
durumunda yapilmaktadir. Metotlara ait performans parametreleri metoda ve uygulama amacina gore kategorize edilir ve
tanimlama ya da kalitatif analizlerde 6zgiinliik parametresi 6nem kazanmaktadir. Miktar tayini i¢in uygulanan metotlarda ise
Ozgunlik, dogrusallik, ¢alisma araligi, tespit ve tayin limitleri, dogruluk, gerceklik ve kesinlik parametreleri test edilir.
Patulinin insan ve hayvan sagligi iizerindeki olumsuz etkilerinin belirlenmesinden sonra bir¢ok iilke, elma suyu gibi
mikotoksin olusumuna elverisli olan gidalarda maksimum bulunma limitleri belirlenmistir [6,23]. Bu nedenle, patulinin
kantitatif analizlerinin yapilmasi biiyiik 6nem kazanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda patulin miktarinin bulunmasima yonelik
belirlenen kromatografik bir yontemin metot validasyon ¢alismasi yuriitilmiistur.
Metot validasyon parametresi olarak ilk degerlendirilen parametre 6zglnliiktiir. Patulin ile 1s1l islem sonrasi olusan ve girigim
yapma olasilig1 bulunan maddelerin kromatogramdaki alikonma zamanlari ve piklerin genislikleri temel alinarak ayirim giigleri
hesaplanmistir. Sekil 1, 1s1l islem uygulanmamus, farkli konsantrasyonlardaki standart patulin ¢6zeltilerine ait kromatogramlari
gostermektedir. Patulin i¢in belirlenen HPLC kosullarinda alikonma zamani 7.14 dakika olarak belirlenmistir. Bu ¢ozeltilerin
40°C, 50°C, 60°C ve 80°C sicaklikta 4 saat boyunca 1sil isleme maruz kalmasi sonrasi orneklerin HPLC sonuglari
karsilagtirildiginda tiim sicakliklardaki her patulin konsantrasyonu icin Rs degeri en az 2.1 bulunmustur. Bu sonug, metodun
Ozgiinliikk parametresi agisindan kabul edilebilir oldugunu gostermektedir.
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Sekil 1. Kalibrasyon egrisinin olugturulmasinda kullamilan farkli patulin konsantrasyonlarina sahip standart patulin
¢ozeltilerin kromotogramlar1 (7.144 degeri patuline ait alikonma zamanini temsil etmektedir, her 6rnek i
tekrarli olarak ¢aligilmistir).

Lineerite ya da dogrusallik parametresi metodun uygulama araliginin 6lgiim araligina gére belirlenmesi i¢in degerlendirilen
bir parametredir. Bu parametrenin bulunmast i¢in bilinen analit konsantrasyonlarina karst metodun yanitina ait kalibrasyon
egrisinden yararlanilir. EuroChem rehber dokiimanina gore en az alti farkli konsantrasyondaki ornegin tiicer tekrarh
okunmasiyla olusturulan kalibrasyon egrisi kabul edilirken [37], ISO standardina gore [38] en az ii¢ farkli konsantrasyondaki
Ornegin en az ikiser tekrarli sonuglarina gore olusturulmasi gerekmektedir. Bu ¢aligmada her bir konsantrasyon ticer tekrarli
olacak sekilde 0.01-50 ug/mL konsantrasyon araliginda 8 farkli standart patulin ¢6zeltisi ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Patulin konsantrasyonlara karsilik HPLC kromatogramlarinin pik alan degerleri ile olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil 2A’da
gosterilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi bu egriye ait formiil y=312.445x-3.479 (R?>=0.999) olarak belirlenmis ve bu
kalibrasyon grafigine ait degerler Tablo 1°de belirtilmistir. Ayrica, bu formiilden yararlanarak bilinen patulin
konsantrasyonlarina karsilik hesaplanan patulin konsantrasyonlarina ait lineer regresyon grafigi Sekil 2B’de gosterilmistir.
Sonug olarak, bu grafikler ve Tablo 1°de verilen degerler dogrultusunda ¢aligma araligimin dogrusal oldugu sonucuna
varilmistir.
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Sekil 2. A) Patulin konsantrasyonuna karst HPLC alan degerleri ile olusturulan kalibrasyon grafigi; B) Dogrusallik
degerlendirmesi igin kalibrasyon egrisinden hesaplanan patulin konsantrasyonlariyla bilinen degerlere karsi
olusturulan grafik.

Tablo 1. Standart patulin ¢ozeltileri ile olugturulan kalibrasyon egrisine ait parametreler
Egim 312.445 Egimin Standart sapmasi 0.851

Kesigim noktasi -3.479 Kesisim noktasi Standart sapmasi  16.893

Kalibrasyon araligi  0.01-50 pg/mL vy degerlerinin standart sapmasi 47.772

RZ 0.999 LOD (pg/mL) 0.505

Ry’ 0.999 LOQ (pg/mL) 1.529

Olgiim yapilan metotlarda Slgiime ait sonuglarin gercek/referans degere yakinligi ve 6lgiim sonuglarimin birbirlerine

yakinligi dogruluk hakkinda bilgi verir. Dolayisiyla, dogruluk (accuracy), icerisinde gergekligi (trueness) ve kesinligi
(precision) barindirir.
Gergeklik parametresi sertifikali referans malzeme kullanimi, valide edilmis metot kullanimi ya da yeterlilik test sonuclariyla
belirlenmektedir. Bu ii¢ durumun olmadigi kosullarda ise, metoda ait geri kazanim degerinin hesaplanmasiyla metodun
gercekligi hakkinda bilgi edinilir. Digsaridan bilinen miktarlarda (en az {i¢ farkli konsantrasyonda) eklenen analitin metodun
cevabina (en az 5 tekrar) gore hesaplanan miktarinin degerlendirilmesiyle sonuglarin kalitesi belirlenir [35]. Bu c¢aligmada
digaridan ti¢ farkli konsantrasyonda patulin eklenen tampon ¢ozeltisinin HPLC metoduyla analizi gergeklestirilmis ve metodun
geri kazamim (%) degerleri hesaplanmugstir (Tablo 2). Ayni giin icerisinde yapilan tekrarli ¢aligmalar sonucunda en diisiik ve en
yiiksek geri kazanim degerleri 5 ug/mL patulin ¢ozeltisi igin % 92.875 ve % 95.333 olarak; 25 ug/mL patulin ¢dzeltisi i¢in %
92.669 ve % 93.929 olarak; 50 pg/mL patulin ¢ézeltisi i¢in ise % 94.232 ve % 100.477 olarak hesaplanmistir. Geri kazanim
degerinin kabul edilebilir degeri konsantrasyon ve analizin amacina gore degiskenlik gosterebilir. Ornegin; Codex
Alimentarius’un gidalarda veteriner ilag kalintilarina ait analizler i¢in kabul edilebilir geri kazanim (%) degerleri 1 ug/kg ve
diisiik konsantrasyonlarda % 50-120; 1-10 ng/kg araligr i¢in % 60-120; 10-100 pg/kg araligi igin % 70-110 ve 100 pg/kg ve
daha yiiksek konsantrasyonlarda % 80-110 olarak belirtilmistir [39]. Buna karsilik SANCO dokiimanina gore validasyon
caligmalar1 kapsaminda gergeklestirilen geri kazanim ¢aligmalarinda % 70-120 araligi esas alinmaktadir [34]. Bu ¢alisma
sonuglarma bakildiginda {i¢ farkli konsantrasyon degeri i¢in metodun geri kazanim degerleri (Tablo 2) % 70-% 120 arasinda
oldugundan geri kazanim degerleri kabul edilir degerlerdir. Ayni patulin konsantrasyonlarina sahip orneklerin farkli glinlerde
ayni metotla elde edilen analizi sonuglarina bakilacak olunursa (Tablo 3) geri kazanim degerlerinin yine kabul edilen aralikta
oldugu goriilmektedir. En diisiik ve en yiiksek geri kazanim degerleri, 5 pg/mL patulin ¢ozeltisi i¢in % 77.162 ve % 95.140
olarak; 25 pg/mL patulin ¢dzeltisi i¢in % 88.571 ve % 103.235 olarak; 50 pg/mL patulin ¢ozeltisi i¢in ise % 93.520 ve %
97.201 olarak hesaplanmuistir.

290



NOHU Miih. Bilim. Derg. / NOHU J. Eng. Sci. 9(1): 285-296

HPLC METODU ILE PATULIN TAYININDE TEK LABORATUVAR METOT VALIDASYON GCALISMASI

Tablo 2. Ug farkli konsantrasyona sahip patulin ¢ozeltilerine ait ayn1 giin icerisinde ayn1 kosullarda yapilan tekrarli ¢alisma

sonuglari

Eklenen Bulunan patulin Geri kazanim (%) Tekrarlanabilirlik

Patulin konsantrasyonu konsantrasyonu RSDr (%)

(ng/mL) (ug/mL)

50 50.239 100.477 1.832
47.341 94.681 1.031
50.008 100.017 2.341
47.220 94.439 3.359
49.898 99.797 3.482
47.116 94.232 2.386

25 23.301 93.204 1.702
23.212 92.848 1.871
23.482 93.929 1.197
23.190 92.758 1.677
23.334 93.338 0.414
23.167 92.669 0.096

5 4.672 93.445 0.305
4.767 95.333 0.188
4.659 93.170 0.838
4.755 95.109 1.936
4.644 92.875 1.051
4.749 94.979 2.466

Kesinlik parametresi ayni sartlarda olgiilen analite ait sonuglarin birbirlerine yakinligini ifade etmektedir. Bu nedenle
kesinlik parametresinin belirlenmesinde dogru degere ya da referans malzemeye ihtiyag yoktur. Metodun cevabi olarak elde
edilen 6l¢iim sonuglarinin standart sapmasi (Sr) ya da rolatif standart sapmasi (% RSDr) olarak hesaplanir. Bu parametre
icerisinde iki bilesen barindirir. Tekrarlanabilirlik (repeatability) bileseninin TS 5822-2 ISO 5725 standardina goére tanimu
“bagimsiz deney sonuclarinin, kisa zaman araliklar1 iginde, ayn1 donanim kullanilarak, ayn1 deneyi yapan kisi tarafindan, ayn
laboratuarda, es deger deney maddeleri iizerinde aym1 metot ile elde edildigi sartlar (tekrarlanabilirlik sartlari) altindaki
kesinliktir” iken ayni standartta tekrar iiretilebilirlik (reproducibility) “farkli donanim kullanarak, deneyi yapan farkl kisiler
tarafindan, farkli laboratuvarlarda, benzer deney maddeleriyle ayn1 metot uygulanarak deney sonuclarinin elde edildigi sartlar
(tekrar tiretilebilirlik sartlar1) altindaki kesinliktir” olarak tanimlanmustir [40]. Kesinlik % RSDr degeri analiz edilen analitin
konsantrasyonuna bagli olarak degerlendirilir. AOAC tarafindan hazirlanan dokiimanlara goére 1 pg/kg birime sahip orneklerde
beklenen % RSDr degerinin % 30, 10 ng/kg birime sahip 6rneklerde beklenen % RSDr degerinin ise % 21 oldugu belirtilmistir
[41]. Literatiire bakildiginda ise genel olarak % RSDr degeri i¢in kabul edilebilir degerinin <%20 olmasi beklenmektedir
[42,43]. Bu ¢aligmada belirlenen ii¢ farkli konsantrasyondaki patulin ¢ozeltileri i¢in hem aymi giine ait verilerden hem de farkli
giinlerdeki verilerden hesaplanan % RSDr degerleri kabul edilebilir en yiiksek limit olan % 20’den kiigiiktiir.
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Tablo 3.Ug farkli konsantrasyona sahip patulin ¢ozeltilerine ait farkli giinlerde ayn1 kosullarda yapilan tekrarl ¢alisma

sonuglari

Eklenen Bulunan patulin Geri kazanmim (%) Tekrarlanabilirlik

Patulin  konsantrasyonu konsantrasyonu RSDr(%)

(ng/mL) (ng/mL)

50 46.944 93.888 0.822
48.601 97.201 0.183
46.760 93.520 0.588
48.507 97.014 0.567
46.860 93.720 0.657
48.530 97.059 0.294

25 22.270 89.081 0.309
25.683 102.734 0.268
22.143 88.571 0.348
25.809 103.235 0.138
22.162 88.648 0.101
25.669 102.674 0.380

5 3.933 78.665 4.033
3.914 78.279 2.872
3.858 77.162 4.032
4.658 93.164 1.987
4.757 95.140 2.865
3.902 78.035 2.942

Olgiim belirsizligi Uluslararas1 Temel ve Genel Metroloji Terimleri Sozliigii’nde “dlciilen biiyiikliige mantikli bir sekilde
atfedilebilecek biitiin degerlerin dagilimmi karakterize eden ve dl¢lim sonucuyla iligkili olan bir parametre” olarak
tanimlanmistir[44]. Olgiim sonucuna ait degerlerin dagilimi ve kalitesi hakkinda bilgi vermektedir. Bu parametrenin
hesaplanmasi i¢in belirsizlige sebep olabilecegi diisiiniilen belirsizlik kaynaklarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmada
ti¢ belirsizlik kaynagi belirlenmis ve belirsizlik kaynaklarinin hesaplanma yontemleri metot boliimiinde 6zetlenmistir. Tampon
¢ozeltideki patulin miktarinin belirlenmesi icin HPLC analizi ile elde edilen alan verilerine karsilik patulin konsantrasyonuna
ait kalibrasyon egrisi kullanildigindan ilk belirsizlik kaynagi kalibrasyon egrisine ait belirsizliktir. Bu bilesen kalibrasyon
egrisinin egimi, standart sapmasi ve kalibrasyon egrisinden elde edilen konsantrasyonlarla iligkilidir. Bu ¢alismada, stok
patulin ¢ozeltisinin fosfat tampon c¢ozeltisi ile seyreltilmesiyle elde edilen sekiz farkli konsantrasyonda standart patulin
¢ozeltisi HPLC ile belirtilen kosullarda analiz edilmis ve alan degerlerine karsilik konsantrasyona ait kalibrasyon egrisi
cizilmistir (Sekil 2A). Ug farkli patulin konsantrasyonu (5.0, 25.0 ve 50.0 pg/mL) icin kalibrasyon egrisinden gelen 6lgiim
belirsizligi Tablo 4’de belirtilmistir.

Ikinci belirsizlik bileseni tekrarlanabilirlik gelen belirsizlik olarak belirlenmis. Bu belirsizlik ii¢ farkli patulin
konsantrasyonuna karst metodun verdigi cevaba gore hesaplanan rolatif standart sapma degerlerine baglidir. Bu belirsizlige ait
sonuglar yine Tablo 4’de gosterilmistir.
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Tablo 4.Ug farkli patulin konsantrasyonu i¢in belirsizlik biitce cizelgesi

Patulin Kalibrasyon  Tekrarlanabilirlikten Geri Birlestirilmis Genisletilmis

konsantrasyonu egrisinden gelen ol¢iim kazamimdan  Ol¢iim ol¢iim

(ng/mL) gelen olciim belirsizligi, u(RSD) gelen Olciim Dbelirsizligi, u belirsizligi, U
belirsizligi, belirsizligi, (%95  giiven
u(cal) u(Rec) arahgida

k=2)

50 0.058 0.921 0.011 0.922 1.845

25 0.040 0.397 0.009 0.399 0.797

5 0.037 0.017 0.002 0.041 0.082

Belirsizlik bilesenlerinden sonuncusu gergeklikten gelen belirsizliktir. Bu bilesen metoda ait geri kazanim degerinden
hesaplanir. Ug farkli patulin konsantrasyonuna sahip standart patulin ¢ozeltilerinin HPLC analizi sonrasi patulin igerikleri
hesaplanmig ve baslangicta disaridan eklenen patulin miktar1 ile karsilagtirilmistir. Tablo 2 ve 3’de de goriildiigi gibi ti¢ farkl
konsantrasyon i¢in metodun geri kazanim degerleri %70-%120 arasinda olup kabul edilir degerler olarak belirtilmistir. Geri
kazanimdan gelen belirsizlikler ise bu konsantrasyonlar i¢in Tablo 4’de belirtilmistir.

Tiim bu belirsizlik bilesenlerinin birlestirilmesi ve % 95 giiven araliginda kapsam faktorii k=2 ile genisletilmesinin ardindan {i¢
farkli konsantrasyonda patulin ¢6zeltilerine ait sonuglarin raporlandirilmasi;

5.0 (ug/mL) + 1.845 (ug /mL),

25.0 (ug /mL) +0.797 (ug /mL),

50.0 (ng /mL) +0.082 (ng /mL)

seklinde olmustur. Sonug olarak, kullanilan metot patulin tayini i¢in valide edilmis ve kullanimi uygun bir metot olarak
belirlenmistir.

Fosfat tampon ¢ozeltisi igerisine eklenen belirli konsantrasyonlardaki patulinin ¢alisma kapsaminda validasyonu yapilan
HPLC yobntemiyle tespit ve tayin edilmesine ek olarak, disaridan 5 pg /mL olacak sekilde patulin eklenen elma suyu
orneklerinden ekstraksiyon sonrasi ayni yontemle patulin tayinleri yapilmistir. Altisar tekrarl yapilan ¢aligma sonucunda 5 pg
/mL patulin i¢eren elma suyu orneklerinin HPLC analizi sonucu ortalama 3.678 pg/mL (+0.017 pg /mL standart sapma ile)
patulin degeri tayin edilmistir. Metodun elma suyu 6rneginde geri kazanim degeri % 73.562 olarak hesaplanmistir ve bu sonug
% 70-% 120 arasinda oldugundan geri kazanim degeri kabul edilir bir deger olarak belirtilmistir. Ayrica, % RSDr degeri %
0.453 olarak en yiiksek limit olan % 20’den kiigiiktiir ve dolayisiyla kabul edilebilir bir deger olarak degerlendirilmistir.
Metoda ait 6lgiim belirsizligi sonuglarina bakildiginda, elma suyunda disaridan eklenen patulinin konsantrasyonu 5.0 pg /mL
patulin igin % 95 giiven araliginda rapor edilen 5.0 (ug /mL) + 1.845 (ug /mL) sonug araliginda bulunmustur.

4. SONUCLAR

Patulin insan sagligin1 olumsuz yonde etkileyen bir mikotoksindir. Meyvelerin iizerinde g¢esitli sartlarda mantarlar
tarafindan tretilir ve bu meyvelerden elde edilen meyve sularinda bulasan olarak bulunma riski vardir. Bu nedenle meyve
sularinda patulin i¢in maksimum bulunma miktarlar1 standartlarla belirlenmistir ve patulinin dogru ve giivenilir tayini gida
giivenliginin saglanmasinda 6nemli role sahiptir.

Bu caligma kapsaminda, patulinin tespit ve tayin edilmesi i¢in kullanilan analitik yonteminin tek laboratuar validasyon
caligmas1 gergeklestirilmistir. Metot validasyon ¢aligmasi geregi 6zgiinliik, dogrusallik, gergeklik ve kesinlik parametreleri
degerlendirilmig ve bu parametrelerin standartlarca kabul edilebilir degerlere sahip oldugu belirlenmistir. 0.01-50 pg/mL
konsantrasyonlar1 arasinda dogrusalliga ve R?=0.999 degerine sahip kalibrasyon egrisi patulin konsantrasyonun belirlenmesi
igin kullanilmistir. Ug farkli patulin konsantrasyonu igin (5.0, 25.0 ve 50.0 pg /mL) gerceklik parametresi metoda ait geri
kazanim degerleri ile ifade edilmis ve tim konsantrasyonlar i¢in geri kazanim degerleri %70-%120 arasinda bulunmustur.
Kesinlik parametresi ise tekrarli ¢aligsmalarin sonucuna gére yorumlanmis ve ii¢ konsantrasyon i¢in % RSDr degerlerinin <%20
oldugu belirlenmistir.

Ayrica, metoda ait Sl¢lim belirsizligini etkileyen bilesenler kalibrasyon egrisinden, tekrarlanabilirlik ve geri kazanimdan gelen
belirsizlikler olarak belirlenmis ve ti¢ farkli konsantrasyon icin birlestirilmis 6l¢tim belirsizlikleri hesaplanmistir.

Tampon ¢ozelti kullanilarak tek laboratuar validasyonu yapilan HPLC yontemi ile patulin tayini elma suyu 6rneklerinde de test
edilmis ve 5 pg /mL patulin igeren elma sularina ait metot performans parametreleri (% geri kazanim ve % RSDr) kabul
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edilebilir degerler arasinda bulunmustur. Ayrica, patulin konsantrasyonlari metoda ait Olglim belirsizligi aralifinda
bulunmustur.

Bu ¢alisma kromatografik yontemlerin tek laboratuar metot validasyonu i¢in izlenilmesi gereken yol hakkinda temel bilgi
vermekte ve bunu patulin 6rnegi tizerinden yapmaktadir. Bu ¢alismada valide edilen HPLC metodunun tampon ¢6zelti ve elma
suyu igerisinde bulunan patulinin tayininin laboratuarlarca giivenilir metot oldugu kullanilabilirligini belirlemistir.
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