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Oz

Amagc: Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6zellikle gengler arasinda enetji icecegi tiiketimi son yillarda
giderek artmaktadir. Zihinsel uyaniklik sagladigi, dayaniklilig1 ve enerjiyi arttirdig1, yorgunluk hissini azaltti1
bildirilen enerji i¢eceklerinin temel bilesimini kafein ile birlikte taurin, inositol ve glukoronolakton
olusturmaktadir. Bu ¢aligma ile enerji igeceklerinde yasal mevzuat ile sinirlandirma getirilen taurin, inositol ve

glukoronolakton analizlerinin LC-MS/MS kullanilarak optimize edilmesi ve metot validasyonunun yapilmasi
amaclanmustir.

Materyal ve Yontem: Calismada materyal olarak enerji igcecegi kullanilmistir. Taurin, inositol ve
glukoronolakton analizlerinin ekstraksiyon asamalar1 ayni olup cihaz sartlan farklilik gostermektedir. Uygun
diliisyon ile C18 kartustan gegirilen 6rnekler cihaza enjekte edilmistir. Optimize edilen metodun dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, tekrar tretilebilirlik, tespit limiti (LoD), 6l¢tim limiti (LoQ) ve geri kazanim parametreleri
kullanilarak validasyonu yapilmis ve 6l¢tim belirsizligi hesaplanmustir.

Bulgular: Tiim analitler i¢in dogrusallik 1*>0,99 olarak saptanmustir. Taurin, inositol ve glukoronolakton igin
LoQ degerleri sirasiyla 23,91; 6,27; 2,47 mg/L iken, LoD degerleri 100; 21 ve 8,22 mg/L olarak belirlenmistir.
Geri kazanim oranlar ise taurin i¢in %99,1, inositol i¢in %98,4 ve glukoronolakton i¢in ise %100 olarak
hesaplanmistir.

Sonug: Enerji iceceginde taurin, inositol ve glukoronolakton analizlerinin LC-MS/MS kullanilarak yapilabilir
oldugu gortlmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Enerji Icecegi, Taurin, Inositol, Glukoronolakton, LC-MS/MS

Abstract

Objective: As in all over the world, consumption of energy drinks has increased in recent years especially among
young people in our country. Caffeine, taurine, inositol and glucuronolactone are the main components of energy
drinks that are reported to provide mental alertness, increase endurance and energy, reduce fatigue but usage of
these components is limited by legal regulations. In this study, it is aimed to optimize taurine, inositol and
glucuronolactone analyzes and validate the method by LC-MS/MS.

Material and Method: In this study energy drinks were used as material. Extraction steps of taurine, inositol and
glucuronolactone were the same but instrument conditions were different. Samples passed through the C18
cartridge with the appropriate dilution were injected into instrument. The optimized method was validated using
linearity, repeatibility, reproducibility, limit of detection (LoD), limit of quantification (LoQ) and recovery,
measurement uncertainity was calculated.

Results: The linearity of calibration curves (r’) were determined > 0,99 for all analytes. LoQ values for taurine,
inositol and glucuronolactone were 23,91, 6,27 and 2,47 mg/L; LoD values were 100, 21, 8,22 mg/L,
respectively. Recovery rates were calculated as 99,1% for taurine, 98,4% for inositol and 100% for
glucuronolactone.

Conclusion: It was found that taurine, inositol and glucuronolactone analyzes in energy drinks were feasible
using LC-MS/MS system.

Keywords: Energy Drinks, Taurine, Inositol, Glucuronolactone, LC-MS/MS.
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1.Giris

Enerji igecekleri gengler tarafindan tercih edilen, tim
diinyada yaygin olarak kullanilan, iilkemizde de son
yillarda kullanimi giderek artan performans arttirici
griinlerdir (Varim ve ark. 2015). Dinya genelinde
1980’li yillarda kullanimi yaygimlagmaya baslayan
enerjiigecekleri, Tirkiye’de piyasaya 1990’11 yillarda
girmistir (Nakilcioglu-Tas ve ark. 2019). Genel olarak
tiim diinyada oldugu gibi tilkemizde de enerji icecegi
pazarinin biiylime hizi, diger icecek gruplan ile
kiyaslandiginda 2-3 kat daha fazladir (Sipahi ve ark.
2014).

Tiirk Gida Kodeksi (TGK)-Enerji Icecekleri
Tebligi’ne gore enerji icecegi; kafein iceren, taurin,
glukoronolakton, inositol, karbonhidrat,
aminoasitler, vitaminler, mineraller ve diger gida ve
bilesenlerini igerebilen, aromalandirilmig alkolsiiz
icecek olarak tanimlanmaktadir. Ayni teblig ile enerji
iceceklerinde bulunan kafein miktar1 150 mg/L,
inositol miktart 100 mg/L, glukoronolakton miktari
20 mg/L ve taurin miktar1 ise 800 mg/L olarak
siirlandirilmistir (Anonim 2017).

Enerji iceceklerinin asil etken maddesi kafein
olmakla birlikte s6z konusu igecekler taurin, inositol
ve glukoronolaktonun yani sira riboflavin, niasin,
pantotenik asit, pridoksin ve siyanokobalamin gibi B
grubu vitaminleri, C vitamini, seker ve tatlandiricilar,
magnezyum ve potasyum gibi mineral maddeler,
ginseng, guarana, yerbamate ve ginkgobiloba gibi
dogal kafein igeren bitki ekstraktlari, dogal ve/veya
yapay aroma vericiler de icerebilmektedir (Gorgiilii
ve ark. 2014, Malinauskas ve ark. 2007, Iscioglu ve
ark. 2010, Hidirlioglu ve ark. 2013).

Bazi calismalarda enerji igecekleri ile ilgili olarak
kafein, taurin ve glukoronolakton kombinasyonunun
performansa direkt etki eden kombinasyon oldugu
distiniilmektedir. Bu kombinasyonun viicut iizerine
etkileri ile ilgili uzun siireli bir ¢alisma yoktur. S6z
konusu icecekler ile ilgili en 6nemli etki ve yan
etkinin kaynagi olarak ise kafein kabul edilmektedir
(Pennay ve Lubman 2012). Ancak bu durumun aksine
farkli arastirmalarda enerji icecegi bilesenleri
arasinda sinerjik bir etkilesim oldugu; enerji
iceceginin saglamis oldugu performansin kafein
iceriginin tek bagina saglayabileceginden daha fazla
oldugu o6ne striilmiistiir (Marczinski ve ark. 2011,
Scholey ve Kennedy 2004).

1.1.Taurin Kimyasal Yapis1 ve Metabolizmasi

Taurin (2-aminoetansiilfonik asit) (Sekil 1),
karacigerde magnezyum katalizorligiinde
metiyoninin homosisteine doniisiimiinden sonra bir
dizi biyokimyasal reaksiyon sonucu meydana gelen
sisteinden sentezlenen, merkezi sinir sistemi igin
gerekli, siilfonlu bir B-amino asittir.
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Sekil 1.Taurin kimyasal formiilii

Calismalar, taurinin dopamin {retimini artirarak
lokomotor aktiviteyi artirdigini, alkoliin neden
oldugu hafiza kaybi ve karaciger tizerindeki toksik
etkisini azalttigin1 gostermistir. Ayrica; antioksidan ve
antiinflamatuar etkisi olan, kan basincinin
diizenlenmesinde rol alan taurinin koroner kalp
hastaligina kars1 koruyucu etkisi olabilecegi de
distinilmektedir. Taurinin, beyinde en 6nemli
inhibitor norotransmitter olan gamma-amino biitirik
asidi etkileyerek anti-anksiyete ajan1 olma gibi bir
ozelligi de bilinmektedir. Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan genel olarak giivenli kabul
edilen taurin 1980 yilindan bu yana bebek
mamalarina da eklenmektedir (Eppler ve ark. 1999,
Heneman ve Zidenberg 2007, Wojcik ve ark. 2010,
Arpacive Ersoy 2011).

1.2.Inositol Kimyasal Yapisi ve Metabolizmasi
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Sekil 2. Inositol kimyasal formiilii

Inositol (sikloheksan-1,2,3,4,5,6-heksol) (Sekil 2),
bitkisel ve hayvansal dokularda yaygin olarak
bulunan bir glikoz izomeridir. Gidalarda ytiksek
kepek igeren tahillarda (karabugday), findik, fasulye
ve meyvede bulunmaktadir (Schlemmer ve ark.
2009). Inositoliin biyolojik olarak en énemli izomeri
olan myo-inositol; inositol fosfatlar (fitik asit),
fosfatidilinositol ve fosfatidilinositol fosfat lipitler
dahil olmak tizere Okaryotik hiicrelerde ¢ok sayida
ikincil habercinin yapisal temeli olarak 6nemli rol
oynar (Irvine ve Schell 2001).

Inositol insan viicudu tarafindan sentezlendigi igin
vitamin olarak kabul edilmezken diger taraftan myo-
inositol, B vitamini kompleksi (genellikle B8
vitamini olarak adlandirilir) tdyesi olarak
siniflandirlir. Inositol tip bilimi agisindan da 6nem
tasir. Klinik depresyon sikayeti olan hastalar
genellikle beyin omurilik sivisinda inositol
seviyelerinde azalma gosterir. Yiiksek dozlu myo-
inositol takviyeleri tizerine yapilan ¢aligmalarin bazi
On sonuglari; viicutta serotonin etkisini arttirarak,
epilepsi, panik bozukluk, obsesif/kompulsif bozukluk
ve unipolar/bipolar depresyondan muzdarip insanlar
icin Uimit verici sonuglar sergilemektedir (Solomonia
ve ark. 2010, Ontiveros ve ark. 2009).
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Inositol, glikoz metabolizmasinin iiriinii olarak
iiretilmesine ragmen viicutta ¢ok az miktarda
bulunmakta ve yiiksek miktarlarda kafein alimi
viicuttaki miktarini azaltmaktadir (Iovieno ve ark.
2011, Varim ve ark. 2015).

1.3.Glukoronolakton Kimyasal Yapis1 ve
Metabolizmasi

O
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Sekil 3. Glukoronolakton kimyasal formiilii

Glukoronolakton (D-(+)-Glucurono-6,3-lactone)
(Sekil 3), karacigerde glikozun metabolize olmasi

Cizelge 1. Kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri

sonrasinda olusan dogal bir maddedir. Ancak enerji
iceceklerinde bulunan glukoronolakton, sentetik olup
insan viicudunda bulunan miktardan ¢ok daha
fazlasini igermektedir (Wolk ve ark. 2012).

2.Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Validasyon calismasi kapsaminda orijinal
ambalajinda piyasaya sunulan sivi formda enerji
icecegi kor ornek olarak kullanilmistir. Enerji icecegi
satin alma yoluyla temin edilmis ve 6 tekrarli 6n
caligma yapilmistir. Numuneler analize alinana kadar
orijinal ambalajinda muhafaza edilmistir.

2.2. Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Cizelge 1’de belirtilmistir.
Ttum kimyasallar analitik saflikta olup Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir.

Kimyasal Ad1 CAS No Kimyasal Maddelerin
Safhiklar: (%)

Glukoronolakton standart maddesi 32449-92-6 >99

Myo-Inositol standart maddesi 87-89-8 >99

Taurin standart maddesi 107-35-7 >99

Metanol 67-56-1

Sodyum hidroksit 1310-73-2

Amonyak 7664-41-7

Sodyum hidrojen fosfat monohidrat 10049-21-5

Tetra-n-butilamonyum hidrojen sulfat (TBA) 32503-27-8

Asetonitril 75-05-8

Amonyum format 540-69-2 >99

Formik asit 64-18-6 98-100

2.3. Kullanilan Cihazlar

Calismada; ultrasonik banyo (Elma S300 H,
Almanya), ¢oklu calkalayici (Heidoph Unimax 1010,
Almanya), vorteks (LVM-202, LabTech), azot
jeneratorii (Peak Scientific Genius 1050, UK), ikili
pompa (Shimadzu AD-30, Japonya), oto drnekleyici
(Shimadzu Nexera X2 SIL-30AC, Japonya), kolon
firin1 (Shimadzu CTO-20AC, Japonya), kiitle
dedektort (Shimadzu 8040 MSMS triple quadrapole,
Japonya), inositol ve glukoronolakton i¢in HILIC
kolon (2.1x100 mm, 3.5 um, 100A, Merck), taurin
i¢in ise ultra saf silika kolon (150 x 3 mm, 3um,GL
SciencesInertsil SIL100A) kullanilmaistir.

2.4. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Taurin, inositol ve glukoronolakton stok ¢ozeltileri
s0z konusu standartlarin herbirinden 100 mg tartilip
100 ml su ile ayr1 ayr ¢ozilerek elde edilmis; agz
kapali amber renkli balon joje igerisinde +4°C’de 7
giin siiresince saklanmistir. Calisma ¢ozeltileri igin
glinlik olarak stok ¢ozelti, kor enerji igecegi ile
seyreltilmis ve Cizelge 2°de belirtilen
konsantrasyonlarda her bir analit i¢in ayr1 ayr
hazirlanmistir. Hazirlanan galisma ¢o6zeltileri ile her
calisma oncesinde matriks uyumlu kalibrasyon
cizilmistir.
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Cizelge 2. Taurin, inositol ve glukoronolakton i¢in kalibrasyon noktalari

Kalibrasyon Noktalar1 (mg/L)

Inositol 4,10, 20 ve 40
Glukoronolakton 05,1,2,4ve8
Taurin 10, 20, 40, 80 ve 160

2.5. Ekstraksiyon

Taurin, inositol ve glukoronolakton analizlerinin
ekstraksiyon asamalar1 ayni olup cihaz sartlari
farklilik gostermektedir. Ultrasonik banyoda degas
edilerek su ile dilue edilen (1:10, v/v) numuneden 5
ml alinarak, 6nce 2 ml methanol daha sonra 5 ml
TBA(Il) gegirilerek aktif hale doniistiiriilen C,,

kartustan damla damla gegirilir. Siiziintiiniin ilk 2
ml’lik kismi atilirken geri kalan siiziinti 0,2 pm
gozenek buytkliigl olan politetrafloroetilen (PTFE)
filtreden gegcirilerek viallenir ve cihaza enjekte edilir
(Ricciutelli ve ark. 2014, Leung ve ark. 2011, Anonim
1989). Metodun ekstraksiyon asamasinda kullanilan
¢ozeltilerin hazirlanma sekilleri Cizelge 3’te
verilmistir.

Cizelge 3. Ekstraksiyon asamasinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

3,40 g TBA ve 1,38 g sodyum hidrojen fosfat monohidrat 450 ml ultra
TBA (I) saf suda ¢ozilinlir. 2M NaOH ¢ozeltisi ile pH 6,5’e ayarlanir ve 500 ml’e

ultra saf su ile tamamlanir.

TBA (I) ile ultra saf suyun 1:3, v/v oraninda karistirilmasiyla elde
TBA (1) edilir. 0 & S g

2.6. Cihaz Parametreleri
2.6.1. Taurin Tespiti icin Kullanilan Cihaz Sartlari

Siv1 Kromatografi (LC) Parametreleri: Mobil Faz A
40 mM amonyum format ve %2 formik asitli su,

Mobil Faz B ise %2 formik asit igeren asetonitrilden
olugsmaktadir. Akis hiz1 0,4 ml/dk ve gradient olarak
Cizelge 4’de belirtildigi sekilde kullanilmistir. Kolon
firmi sicakligi 30°C’ye ayarlanmistir. Enjeksiyon
hacmi 1 pl’dir.

Cizelge 4. Taurin analizi i¢in gradiyent olarak uygulanan mobil faz sartlar

Siire (dak.) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0,5 10 90
4 65 35
6 65 35
8 10 90
10 10 90

Kiitle Spektrometresi (MS) Parametreleri: Taurin
tespiti icin elektrosprey iyonizasyon pozitif mod
(ESI+) ve tanimlama i¢in ¢oklu iyon izleme (MRM)

modu kullanilmistir. MRM modda kullanilan
LC-MS/MS parametreleri Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5. Taurin analizi icin MRM modda kullanilan LC-MS/MS parametreleri

Analiz Siiresi . Uriin Tyon Carpisma Alikkonma .
(dak) Ana Iyon (m/z) (m/z) Enerjisi Siiresi (dak) | Tolarite
10 125,9 I 20 4,7 Pozitif

5 , t

30,15 16 ozt

“: kantitatif 6lgiim i¢in kullanilan iyon
> dogrulama amagh kullanilan iyon
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Metot optimizasyonu ile taurinin [M+H] iyonlastig

gorilmis bu durum literatiir ile dogrulanmistir

(Ricciutelli ve ark. 2014, Anonim 2016b).

2.6.2. Glukoronolakton Tespiti icin Kullamlan
Cihaz Sartlan

LC Parametreleri: Mobil Faz A 10 mM Amonyum
format ve %0,1 Amonyak igeren su, Mobil Faz B ise

asetonitrilden olusmaktadir. Akis hiz1 0,3 ml/dk ve
gradiyent olarak Cizelge 6’da belirtildigi sekilde
kullanilmistir. Kolon firint sicakligi 30°C’a
ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 1 pl’dir.

Cizelge 6. Glukoronolakton analizi i¢in gradiyent olarak uygulanan mobil faz sartlar

Siire (dak.) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
1 10 90
6 63 37
8 63 37
10 10 90
12 10 90

MS Parametreleri: Glukoronolakton tespiti icin
elektrosprey iyonizasyon negatif mod (ESI-) ve
tanimlama i¢cin MRM mod kullanilmistir. MRM

modda kullanilan LC-MS/MS parametreleri Cizelge
7’de verilmistir.

Cizelge 7. Glukoronolakton analizi icin MRM modda kullanilan LC-MS/MS parametreleri

Analiz Siiresi . Uriin iyon Carpisma Alikkonma .
(dak) Ana Iyon (m/z) (m/z) Enerjisi Siiresi (dak) Polarite
113,22 4 )
12 1753 2,99 Negatif
85,20 12

@ kantitatif ol¢iim i¢in kullanilan iyon
b: dogrulama amagh kullanilan iyon

Metot optimizasyonu ile glukoronolaktonun [M+H]
iyonlastig1 gorilmiis bu durum literatiir ile
dogrulanmistir (Ricciutelli ve ark. 2014).

2.6.3. Inositol Tespiti icin Kullanilan Cihaz
Sartlari

LC Parametreleri: Mobil FazA % 0,1 amonyak igeren

su, Mobil Faz B ise asetonitrilden olusmaktadir. Akis
hiz1 0,3 ml/dk ve gradiyent olarak Cizelge 8’de
belirtildigi sekilde kullanilmistir. Kolon firini
sicakligr 30°C’ye ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 1
ul’dir

Cizelge 8. Inositol analizi i¢in gradiyent olarak uygulanan mobil faz sartlar1

Siire (dak.) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
2,0 50 50
2,5 10 90
3,5 10 90
4,0 70 30
6,0 70 30

MS Parametreleri: Inositol tespiti icin elektrosprey
iyonizasyon negatif mod (ESI-) ve tanimlama i¢in
¢okluiyon izleme (MRM) modu kullanilmisti MRM

modda kullanilan LC-MS/MS parametreleri Cizelge
9’da verilmistir
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Cizelge 9. Inositol analizi igin MRM modda kullanilan LC-MS/MS parametreleri

Analiz Siiresi . Uriin iyon Carpisma Allkonma .
(dak) Ana lyon (m/z) (m/z) Enerijisi Siiresi (dak) | Tolarite
87,10° 18 .
6 179,3 99,200 13 1,24 Negatif

@ : kantitatif ol¢iim i¢in kullanilan iyon
b dogrulama amagly kullanilan iyon

Metot optimizasyonu ile inositolun [M-H]
iyonlastigr gorilmiis bu durum literatiir ile
dogrulanmistir (Leung ve ark. 2011).

3. Bulgular
3.1. Metot Validasyonu
3.1.1. Kalibrasyon ve Dogrusallik

Dogrusallik c¢alismasi i¢in Cizelge 2’de belirtilen
konsantrasyonlarda standartlar hazirlanmis ve
matriks uyumlu kalibrasyon c¢izilmistir. Calisma
araligr icin en az 3 farkli konsantrasyon seviyesi
belirlenmis ve en az 2 tekrarli ¢alisma yapilmistir
(Anonim 2002).

Konsantrasyon ve cihaz sinyali arasindaki iligki
incelenerek dogrusallik, korelasyon katsayisi (1) ile
gosterilmistir. Her bir analit i¢in yiiksek korelasyon
katsayis1 (r">0,99) saglanmustir.

3.1.2.Tespit (Dedeksiyon) Limiti (LoD), Ol¢iim
(Kantitasyon) Limiti (LoQ)

Olgiim limiti calismasinda; Cizelge 10°da belirtilen
konsantrasyon seviyelerinde, igerisinde tespit
edilebilir diizeyde analit bulunmayan kor 6rneklere
ayr1 ayr kirletme islemi uygulanmis ve her bir analit
icin 10 adet bagimsiz g¢aligsma yapilmistir.
Konsantrasyon seviyelerinin belirlenmesinde, LoD
ve LoQ hesaplamalarinda seyreltme faktori
kullanilmstir.

Calisma sonucunda bulunan degerlerin standart
sapma (s) degeri asagidaki formiile gore
hesaplanmigtir. Hesaplanan standart sapmalarin 3 kati
LoD (LoD=3xS), 10 kat1 ise LoQ (LoQ=10xS) olarak
belirlenmistir (Anonim 2018a).

s: Standart sapma

i =%)-

S =

X: Olg¢iim sonuglarinin ortalamasi
xI: Her bir 6l¢iim sonucu

N: Yapilan ¢alisma sayist

Cizelge 10. LoD ve LoQ ¢alisma sonuglar1

Konsantrasyon Sonug¢
Analit Seviyesi* LoD LoQ
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Taurin 200 2391 100
Inositol 50 6,27 21
Glukoronolakton 10 2,47 8,22

*: Konsantrasyon seviyelerinin belirlenmesinde seyreltme faktorii (1/10) goz oniinde bulundurulmustur.

3.1.3 Kesinlik (Tekrarlanabilirlik ve Tekrar
Uretilebilirlik)

Tekrarlanabilirlik, bir metodun ayni laboratuvarda,
ayni cihaz/metotla, ayn1 uygulama kosullar altinda,
ayni kisi tarafindan kisa zaman araliginda, ayni veya
benzer matrikslerde elde edilen 6l¢lim sonuglarinin
birbirine yakinlhiginin 6l¢tsiidir ve % rolatif standart
sapma (%RSDr) ile ifade edilir (Anonim 2018a).
Analistlerin farkli konsantrasyon seviyelerindeki
kesinlik degerleri arasinda fark olup olmadig1 Anova
Testi ile kontrol edilmistir. Tekrarlanabilirlik
calismasi kapsaminda 6rnekler her bir analist i¢in 3
farkli konsantrasyonda 6 paralel olacak sekilde
numune hazirlama prosediiriine gore ekstrakte
edilmis ve cihaza verilmistir.

Laboratuvar i¢i tekrar tiretilebilirlik ise, bir metodun
ayni1 laboratuvarda ayni/farkli cihazlarla, farkli kisiler
tarafindan, genis zaman araliginda, ayni veya es deger
matrikslerde yaptig1 6l¢im sonuglarinin birbirine
yakinligmin olctistidiir. Her bir analit i¢in segilen
konsantrasyon seviyelerinde, elde edilen verilerin
standart sapmas1 hesaplanarak tekrar tretilebilirlik
icin sR ve %RSDR hesaplanir (Anonim 2018a).
Tekrar tiretilebilirlik ¢alismasi i¢in 6rnekler 3 farkli
konsantrasyonda, 3 farkli giinde 10 paralel ¢alisma
olacak sekilde numune hazirlama prosediiriine gore
ekstrakte edilmis ve cihaza verilmistir.

Tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik ¢aligmalari
kapsaminda; glukoronolakton i¢in 10, 25, 50 mg/L;
inositol i¢in 50, 100, 200 mg/L; taurin i¢in ise 200,
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800, 1200 mg/L konsantrasyon seviyelerinde
calismalar yapilmistir. Tekrarlanabilirlik (%RSDr) ve
tekrar tretilebilirlik (%RSDR) degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen %RSD’ler ve
degerlendirme kriterleri Cizelge 11°de verilmistir.
%RSD degerlerinin uygunluk degerlendirmesi

“Gida ve Kontrol Genel Mudurlugii, Kimyasal ve
Fiziksel Analizlerde Metot Validasyonu/
Verifikasyonu Rehberi”nde yer alan kriterlere gore
yapilmistir. Tum tekrarlanabilirlik ve tekrar
retilebilirlik sonuglar ilgili kriterlere gore uygun
bulunmustur (Anonim 2018a).

Cizelge 11. Tekrarlanabilirlik (%RSDr) ve tekrar tiretilebilirlik (%RSDR) degerleri

Analit Tekrarlanabilirlik | Degerlendirme Tekrar Degerlendirme
(%RSD;) Kriteri (%RSD,) | Uretilebilirlik Kriteri
(%RSDgr) (%RSDg)
Taurin 1,69 2,7 2,10 4
Inositol 2,33 3,7 3,27 6
Glukoronolakton 2,88 53 6,13 8
3.1.4. Geri Kazanim icin geri kazanim degerleri sirastyla %99,1, %98,4 ve

Geri kazanim ¢alismasi dahilinde kirletilmis materyal
kullanilmigtir. Orijinal matriks aranan analit ile
zenginlestirilmis, kor ve zenginlestirilmis ornekler
birlikte ¢calisilmistir. Geri kazanim orani i¢in 6rnekler;
2 analist tarafindan 3 farkli konsantrasyonda ve
3 farkli giinde, her bir konsantrasyon seviyesinde
toplam 10 bagimsiz ¢alisma olacak sekilde numune
hazirlama prosediiriine gore ekstrakte edilmis ve
analize alinmistir. Taurin, inositol ve glukoronolakton

%100 olarak hesaplanmistir. Caligsmaya ait 6rnek
kromatogramlar Sekil 4’te verilmistir. Geri kazanim
oranlarinin uygunluk degerlendirmesi “Gida ve
Kontrol Genel Midiirliigii, Kimyasal ve Fiziksel
Analizlerde Metot Validasyonu/Verifikasyonu
Rehberi’nde yer alan kriterlere (taurin i¢in %97-103,
inositol i¢in %95-105, glukoronolakton ig¢in ise
%90-107) gore yapilmistir (Anonim 2018a).
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Sekil 4. LC-MS/MS kromatogramlart a) Blank igerisine 200 mg/L diizeyinde taurin spike yapilarak elde
edilen kromatogram, b)Blank icerisine 50 mg/L diizeyinde inositol spike yapilarak elde edilen kromatogram
¢) Blank igerisine 10 mg/L diizeyinde glukoronolakton spike yapilarak elde edilen kromatogram
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% GK: Geri kazanim orani

— —

_X=X 100

inrletilmis

% GK =

x : Kirletilmemis 6rneklerle yapilan analiz sonuglar1 ortalamasi
x": Kirletilmis 6rneklerle yapilan analiz sonuglari ortalamasi

xureitmis:  Kirletmek i¢in kullanilan analit miktar1 (eklenen

konsantrasyon)

3.1.5. Ol¢iim Belirsizligi

Olgiim belirsizligi, 6l¢iim sonucunda elde edilen
degerleri mantikl kilabilecek dagilimlar karakterize
eden ve Ol¢iimiin sonucuyla baglantili olan
parametrelerdir. Ol¢iim sonucunun kalitesinin bir
gostergesidir ve Ol¢lim sonuglarindan istatistiksel
olarak hesaplama ile elde edilir (Anonim 2018b).
Dogrusallik, tekrarlanabilirlik, tekrar tiretilebilirlik,

geri kazanim gibi validasyon parametrelerinden
hesaplanan belirsizlikler bu grup altinda toplanir
(Anonim 2013a). Yapilan calismalar sonucunda
hesaplanan 6l¢tim belirsizlikleri i¢in kullanilan
formiller Cizelge 12’de, taurin, inositol ve
glukoronolakton i¢in belirlenen 6l¢tim belirsizlikleri
ise Cizelge 13°de verilmistir.

Cizelge 12: Olgiim belirsizligi hesaplamalari i¢in kullanilan formiiller

Formiil Aciklama
S: Residual Standart Sapma
Bi: Egim
p: Omek o&lglimii igin okuma
sayi1st
Kalibrasyon egrisi n: Kalibrasyon i¢in yapilan 6l¢iim
Ol¢iim belirsizligi sayist. o
U(co) co: Tayin edilen ¢ozelti derigimi
Sk Asagidaki formiile gore
hesaplanir
C: Farkl kalibrasyon
standartlarinin ortalamasi
Tekrar RSDpoo: Genisletilmis  Bagil
e Standart sapma
iiretilebilirlik ) oy
5lciim belirsizlii n: Yapilan 6l¢lim sayisi
%EEISHDI%HSIZ &l RSD: Bagil Standart sapma
RSDpoo: Genigletilmis ~ Bagil
Tekrarlanabilirlik Standart sapma
Ol¢iim belirsizligi n: Yapilan 6l¢iim sayist
U(RSDr) RSD: Bagil Standart sapma

Geri kazanim

s: Standart Sapma

S . .. ..
dlgiim belirsizligi U(gh) = - n: Yapilan Slgiim sayist
U(GK) n
U(x): Birlestirilmis belirsizlik
U(cop):Kalibrasyon egrisinin
belirsizligi
I o U(RSDR): Kesinlik — Tekr
Rolatif  Bilesik U(co) U(RSDR)* U(RDSDr)> U(gk)’ "(t'l b'l')l'kbeim'l lisi exrar
Belirsizlik U(x) U= 1= * "RDsk RSDr gk uretl eoririix bellrsizigl
U(RSDr): Kesinlik - Tekrar

uretilebilirlik belirsizligi
U(gk): Geri Kazanim belirsizligi

Genisletilmis Olgiim Belirsizligi = Rolatif Birlesik Belirsizlik x 2 (%95 giiven araliginda, k=2)
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Cizelge 13. Taurin, inositol ve glukoronolakton i¢in hesaplanan 6l¢tim belirsizlikleri

Analit Genisletilmis Ol¢ciim Belirsizligi (%)
(%95 giiven arah@inda, k=2)
Taurin 7,46
Inositol 8,51
Glukoronolakton 14
4. Tartisma ve Sonuc belirlenmistir. Geri kazanim oranlar1 ise taurin igin

Kimyasal ve Fiziksel Analizlerde Metot
Validasyonu/Verifikasyonu Rehberi kapsaminda
yapilan calisma sonucunda eclde edilen verilerin
(tekrarlanabilirlik, tekrar tretilebilirlik ve geri
kazanim) uygunluk kontrolit AOAC Official Methods
of Analysis (Anonim 2016a), Guidelines for Standard
Method Performance Requirements (Appendix F)
dogrultusunda yapilmis ve uygun oldugu tespit
edilmistir.

Tim analitler i¢in dogrusallik r2>0,99 olarak
saptanmistir. Taurin, inositol ve glukoronolakton i¢in
LoQ degerleri sirasiyla 23,91; 6,27; 2,47 mg/L iken,
LoD degerleri 100; 21 ve 8,22 mg/L olarak
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