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OZET

Fusarium tard mantarlarin aktiviteleri esnasinda olusan Zearalenone ve
metabolitleri tahil ve dane igerikli gidalarda Ostrojenik Ozellikleri ile insan ve
hayvan sagligi acisindan birgok advers etkilere yol acarlar. Olasi advers eftkiler,
Ozellikle bebek ve gocuklar kimyaslalara ve toksik maddelere yetiskinlerden bir¢gok
farkll nedenden dolayl daha hassas olduklarindan énem tagsimaktadir. Bu ¢alisma
ile piyasada ticari olarak satilan tahil icerikli bebek mamalari Zearalenone ve
metabolitlerinin (a-ZOL ve (B-ZOL) varhgi yonunden analiz edilmigtir. Analiz icin
SPE yoéntemi kullaniimis, mevcut calismalar farkli basamaklarda optimize edilerek
metodun gecerli kilma g¢alismalari yapilimig ve yontem GC/MS’e uyarlanmistir.
Optimizasyon islemleri sonucu gelistirilen yontemin gecerli kilma parametrelerinin
degerlendiriimesi sonucunda metodun segici, dogru, duyarl ve tekrarlanabilir
oldugu gorulmustur. Analizi gergeklestirilen tahil bazli 44 adet bebek mamasinda
ZON ve metabolitleri ydoninden kontaminasyona delil olabilecek bir pozitif sonugla
karsilasiimamistir.
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ABSTRACT

Zearalenone and its metobolites which are produced during the activity of
Fusarium genus of fungi pose several adverse effects on human and animal
health for their estrogenic features on foods containing grain and cereals. Potential
adverse effects are of high importance since infants and children are more
susceptible to chemicals and toxic substances than adults due to a variety of
reasons. In this study, grain containing infant formulas that are commercially
available in the market were analyzed with regard to the presence of Zearalenone
and its metoblites (a-ZOL ve (3-ZOL). SPE method was employed for the analysis,
validation of the method was performed by optimizing existing studies in different
steps, and the method was adapted to GC/MS. Evaluating the validation
parameters of the method developed after optimization processes, the method
was determined to be selective, correct, precise and repeatable. In 44 grain
containing infant formulas that were included in the analysis, none yielded positive
result that could be considered as evidence of contamination with ZON and its
metabolites.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullaniimig simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

oC
a-ER
B-ER
a-ZAL
B-ZAL
a-ZOL
B-ZOL
Mg/kg
Mg/ml
Hg/L
Mm
ACN
aw
BSTFA
BSTFA:TMCS (99:1)

Cs

Cis
C18H2205
CD3*
CD4*
CD8*
CH:

CHs

CHa

CO2

Aciklama

Santigrat derece

a-0strojen reseptorleri

B-0strojen reseptorleri

a-zearalanol

B-zearalanol

a-zearalenol

B-zearalenol

Mikrogram/kilogram

Mikrogram/mililitre

Mikrogram!/litre

Mikrometre

Asetonitril

Su aktivitesi degeri

N,O-Bis(trimetilsilil)- trifloroasetamid
N,O-Bis(trimetilsilil)-trifloroasetamid:
Trimetilklorosilan

Oktil

Oktadesil
6-[10-hidroksi-6-okso-trans-1-undekanil]-3
T lenfositler

T4 lenfositler; yardimci, tesvik edici hicreler
T8 lenfositler, baskilayici veya sitotoksik hiicreler
Etilen

Metil

Metan

Karbondioksit



Simgeler

CYP17
Da

eV

g

H20
H20:2
LDso

M
MeOH
MeOH/ACN
MgSOa
mg
mg/kg
mg/L
M+

mL
m/z
ng/g
ng/kg
ng/mL
NH:2
MSTFA
pH
ppm
PFTBA
r2

SS
TBME
TMCS
TMS
TMSDEA
\Y

Aciklama

3a- ve 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz enzimleri

Dalton

Elektron volt

Gram

Su

Hidrojen peroksit
Letal Doz 50
Molekul

Metanol

Metanol/ asetonitril
Magnezyum sulfat
Miligram
Miligram/kilogram
Miligram/litre
Molekuler iyon
Mililitre

Kutle/ylk
Nanogram/gram
Nanogram/kilogram
Nanogram/mililitre

Amin

N-metil-N-trimetilsilil trifloroasetamid

Asitlik veya bazlik derecesi

Milyonda bir kisim

Perflorotribitilamin

Tanimlayicilik katsayisi

Santisaniye

Tersiyer butil metil eter

Trimetilklorosilan

Trimetilsilil

N-Trimetilsilildietilamin

Volt



Simgeler

V/cm

Kisaltmalar

AAS
AFLAs
ATA
Cl

El

EM
ESI
ELISA
FAB
FAO
FB

FD

FI

FSH
GC

GC/MS, GC-MS-MS

HPLC
HPLC-FLD

HPLC-MS ve HPLC-MS-MS

hPXR
HSCAS
Hsp90
IAC
IARC
IL-2

XiX

Aciklama

Volt/santimetre

Aciklama

Atomik Absorbsiyon Spektometre
Aflatoksinler

Alimenter toksik aloki

Kimyasal iyonizasyon

Elektron impakt

Elektron ¢ogaltici

Elektron sprey iyonizasyon

Enzim bagimli immunosorbent yontemi
Hizli-atom bombardimani

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orglti
Fumonisinler

Flame desorpsiyon

Flame iyonizasyon

Follikdl stimule edici hormon

Gaz kromatografi

Gaz kromatografi-kutle spektometre
Yuksek performansli sivi kromatografi
Yuksek performansli sivi kromatografi (floresans
dedektor) veya kutle spektrometrik algilama
Likit kromatografi bagli kitle algilama
kombinasyonlari

Ksenobiyotik algilayan nikleer reseptor
Aluminosilikat

Isi-sok protein 90

Immun afinity kolon

Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi

Interleukin 2



Kisaltmalar Aciklama

IL-5 Interleukin 5

iTK ince tabaka kromatografisi

LC/MS veya LC/MS/MS Yuksek performansl sivi kromatografisi- kutle
spektrometrisi

LH Luteinize edici hormon

LLE Sivi-sivi ekstraksiyon

LOD Teshis siniri

LOQ Tayin siniri
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1.GiRIS

Gida guvenligi, insan saghgi icin 6ncelikli konularin basinda gelir. Gunumuzde,
surekli artan dunya nifusuna yetecek miktarda ve nitelikli gida maddesi Uretimi,
arz-talep dengesinin bozulmasi gibi birgok olumsuzluklar, gida sektorinde
kargilagilan en énemli problemlerin basinda gelir. Ozellikle ihtiyaci kargilayabilmek
icin tarimsal uygulamalardan baglayarak, Uretim asamasinin sonuna, hatta
paketlemeye kadar stren tim asamalarda kullanilan kimyasal maddeler, insan
vicudunda akut ve kronik pek ¢ok saglik sorununa yol agabilmektedir. Gidalara
farkli amaclarla bilingli olarak katilan ve gida katki maddeleri olarak adlandirilan
kimyasal maddeler disinda, istem disi bulasan cgesitli kontaminantlar, tarimsal
kontaminantlar gibi kimyasallar da ekonomik kayiplara ve tlketiciler agisindan

cesitli saglik sorunlarina yol agmaktadir [1, 2].

Endokrin bozucu kimyasallar, 6zellikle son yillarda bilim c¢evrelerinin dikkatini
cekmis ve bu alandaki calismalar artmistir. Bunun nedeni bu maddelerin hem
insan saghgr hem de diger canlilara yonelik olusturdugu olumsuz etkilerdir. Bu
kimyasallar, omurgalilarin endokrin sistemleri ile etkilesime girdikleri icin endokrin
sistemi bozan kimyasallar veya endokrin bozucular olarak siniflandiriimiglardir. Bu
kimyasal bilegikler ve maddeler kullandigimiz gunluk Urunler, plastik sise, kaplar
ve degisik malzemeler, metal gida kutularinin kaplamasi, deterjanlar, alev
geciktiriciler, gida, oyuncak, kozmetik, bdcek ilaglari gibi genis bir alanda
bulunmaktadir. Endokrin bozucular insan ve diger canlilarda ureme, sinir sistemi
ve hormonal sistem Uzerinde olumsuz etkiler meydana getirmektedirler. Bu
kimyasal bilesik ya da maddeler organizmada Ozellikle hormonlarin tasidigi
sinyalleri degistirerek veya onlar taklit ederek organ, doku ve hucrelerin normal

fonkisyonlarini etkilerler [3, 4].

Endokrin bozucu kimyasallar benzer ozellikteki kimyasal yapilariyla degil, canli
organizmalarda olusturduklari etkinin ortak olmasi nedeniyle ayni isim altinda
siniflandirilirlar. Her gegen gun bilimsel ¢alismalar neticesinde yeni bir endokrin
bozucu kesfedilmektedir. Etki alani iginde Oncelikli olarak endokrin sistemin

olmasi, canlihgin devami olan uremenin olumsuz yonde etkilenmesi, gelecek



nesillerde doguracagi birgok istenmeyen sonu¢ s6z konusu oldugundan, endokrin
bozucular Uzerinde vyapilan c¢alismalarin 6nemi artmaktadir. Ayrica, geligen,
kendini yenileyen teknoloji ve analiz metodlari yeni kesiflerle, bilgi birikimiyle bu tur

calismalarda farkindaligin artmasina yardimci olmaktadir [4].

Fusarium turi mantarlar tarafindan Uretilen Zearalenone endokrin bozucu olarak
tanimlanmis bir mikotoksindir. Bitkisel kaynakli olan bu gida kontaminantina
maruziyet hayvanlar ve insanlar igin 0Ostrojenik etkisinden dolayr 6nem arz
etmektedir. Bilhassa bebekler, yasam surecinin erken doéneminde bulunan
cocuklar bitkisel kaynakli mama ve benzeri gida UrlUnleriyle beslenmeleri,
kimyasallarin zararli etkilerine erigkinlerden ¢ok daha duyarli olmalari nedeniyle

yuksek risk grubunda yer alirlar [5, 6].

Sunulan bu galisma piyasada ticari olarak satilan tahil bazli bebek mamalarinin
Zearalenone, metabolitleri a-Zearalenol ve [-Zearalenol ile kontaminasyon
durumu, teshis ve tayin siniri birgok literatirdeki metodlara gore daha yuksek olan,
relatif olarak disuUk Olcekli saha taramasi ve metod gelistirme galismasidir. Bu
calismada, piyasada ticari olarak satillan tahil bazli bebek mamalarinda siklikla
kullanilan 6rnek hazirlama teknigi Kati Faz Ekstraksiyonu (Solid Phase Extraction)
yontemi ile optimizasyon calismasi yapilarak, sonuglar Gaz Kromatografi Kutle

Spektrometre cihazi ile analiz edilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler

Gida maddelerine, uretim oOncesi, Uretim surecinde ve tlketime kadar mevcut
sartlarin olusumlarina imkan sagladigi oranda birgok patojen ve saprofit
karakterde kuf mantan (fungus) dahil olmaktadir. Bu funguslar, trinde kalite ve
miktar yonunden kayiplara sebep olduklari gibi, olusturduklari toksinlerle de insan
ve hayvan sagligi agisindan énemli tehlikeleri beraberinde getirmektedirler. Tarim
arunleri, bitkisel yag, cesitli tUketim maddeleri ve hayvan yemleri gibi, kuf
mantarlarindan zarar gérmuas besinler; sit, peynir gibi sit mamudlleri; et, sucuk,
sosis, salam gibi fermente et Urlnleri ve hayvansal kaynakh diger drtnlerdeki
kalintilar, insan ve hayvan gidalarinda mikotoksin kontaminasyonu igin temel

kaynaklar olarak gorulmektedir [7, 8].

Belirli kosullar altinda bitkinin doku veya hlcreleri arasina yerlesmis (endofitik)
mantarlar tarafindan Uretilen mikotoksinler diger canli organizmalarda advers
etkilere neden olurlar. Bitkilerle mantar etkilesimleri oldukga karmasik bir durum
gosterir. Mantarlar saprofit olabilir, 6li organik maddelerden beslenir veya konak
bitkide endofit olarak yasarlar. Her iki durumda cevresel stres, insektlerin
olusturdugu mekanik hasar, bitki hastaligi, kolonizasyona yatkinlik, buyime ve
toksin Uretimini belirleyici faktorler arasinda yer alir. Mantarlar hem bitkide gelisir
hemde olgun tohum tanelerini isgal ederler. Bu endofit yasam sekli; bir
organizmanin iginde simbiyoz (ortak/birlikte yasam) bicimde yasayan diger bir
organizma seklinde acgiklanan “endosimbiyont” olarakta tanimlanir. Mantarlar
bitkiyle kolonize yasar ve genellikle bitkide herhangi belirgin bir hastaliga neden
olmazlar. Mantarlarin yasam dongusunde olugsan mikotoksinler, ¢ogunlukla
bitkilerin toksisitesinden sorumlu tutuldugu nedenler arasindadir. insan saghgini
tehdit eden mantarlarin birgok tird misir, piring, bugday, dari, arpa, yulaf, yer
fistigl, pamuk tohumu, soya fasulyesi gibi tarim Urlnlerine lokalize olur [9, 8]. Bu
tarim Urlnleri insan gidalari ve hayvan yemlerinin Uretiminde kullanilan temel
unsurlardir. Besi ya da sut amach yetigtirilen ciftlik hayvanlari, esdegerleri ve

laboratuvar hayvanlarinin beslenmesinde kullanilan temel tiketim maddeleridir [9].



Mikotoksin terimi, mantar anlamina gelen “myco” ve zehir anlamina gelen, canli
organizmalar tarafindan Uretilen “toxin” kelimelerinin birlesmesinden tiretilmistir [3,
5]. Bilim cevrelerince daha Onceleri herhangi bir vakayla iliskilendiriimemis
mikotoksin kavraminin, 1962 yilinda Londra (ingiltere) yakinlarinda bir bélgede
yaklasik 100 000 hindi telef olduktan sonra farkina variimistir. Bu vaka, hakkinda
cok fazla bilgi bulunmayan "hindi X hastaligi”, kontamine fistik iceren hayvan
yeminde bulunan Aspergillus flavus'un (aflatoksinler) ikincil metabolitlerinden
kaynaklanmigtir. Aspergillus turt mantarlar 6zellikle kuslarda solunumla ilgili ciddi
bir hastalik olan Aspergillosis’e yol agmaktadir. Mikotoksinler, dogada en yaygin
bulunan Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria gibi bazi ipliksi mantar
tirlerinin  uygun nem ve si kosullarinda olusturduklari sekonder fungal
metabolitlerdir. Olusan bu metabolitler, mantarlarin normal gelisimi ve Uremesi igin
gerekli degildir ve metabolizma artii olarakta adlandirilirlar. Bu toksinler farkh
yollardan  maruziyet sonucu insanlar, hayvanlar, bitkiler ve diger
mikroorganizmalarda biyokimyasal, fizyolojik ve/veya patalojik degisimlere neden
olurlar [6, 9, 10].

Mikotoksin olusturan mantarlar diinyanin her tarafinda yaygin sekilde bulunurlar.
Gerek sahada gerekse harmanlama, depolama, tasima ve gida hazirlama
sirasinda sartlar (6zellikle 1s1 ve rutubet) mantarlarin gelismesine uygun oldugu
takdirde kolaylikla Ureyebilirler. Neticede, ham madde olarak kullanilan tarim
urdnleri, bunlardan hazirlanan yem ve besinler, mantarlarin istilasina ugrayarak
mikotoksinlerle kolayca kirlenebilirler. Bu kirlenmenin dodurdugu maruziyetin
hayvanlarda 6zellikle farkina variimadan meydana gelmesi, gerek hayvan sagligi
ve ekonomik igletmecilik yoninden, gerekse kalintilari vasitasiyla doguracaklari
toplum saghigini olumsuz etkileyecek birgok risk icermesi bakimindan gunimuzde

en ¢ok ilgi doguran konulardan birini olustururlar [11, 12].

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiti (FAO; The Food and Agriculture
Organization of the United Nations) diinyada uretilen hububatin yaklasik % 25'inin
mikotoksinlerle kontamine oldugunu Oongormektedir. Ayrica findik, fistik, cesitli
baharatlar, meyve ve bunlardan Uretilen yan UrlUnler gibi diger gidalar, bu mantar

metabolitleri ile kontamine olabilir [13]. Onemli ham maddelerin etkilenmesi halk



saghg! acisindan sonuglari daha dramatik bir hale sokabilir. Hububatlar iginde
piring dinyada en ¢ok tuketilen gida maddesidir. Piringten sonra misir ve bugday
gelir. Dunya Uzerinde yaklagik 4 milyara yakin insanin bu gidalarla beslendigi
tahmin edilmektedir. Bunun yaninda kontaminasyon kontrold igin yapilan analiz
sonuglarina gore genel olarak, piringte mikotoksin varliginin diger tarim
urdnlerinden daha az oldugu gorulmuagtur. Tarimsal drdnlerde yasanan bu
olumsuzluklar, Ulkeler arasi ticaret, ¢iftgilerin Gran tercihi ve yetigtiriciligi gibi birgok

noktada tarim politikalarini belirleyici unsurlar arasinda yer alir [14].

Mantarlarin kendilerine 6zgu bir beslenme tarzlari mevcuttur. Enerji kaynagi igin
organik bilesiklere ve biyosentez i¢in de yapisinda karbon ihtiva eden kaynaklara
gereksinim duyarlar. Mantarlar, kendi besinini kendi Gretemeyen, canliligin devami
icin ototroflardan ya da diger heterotroflardan besin almasi gereken heterotrof
(disbeslenen) canlilar sinifinda kabul edilirler. Mantarlar aerobik organizmalardir.
Bayluk bir cogunlugu, aerobik karakter tasir ve oksijenin bulundugu ortamlarda
gelisip ¢ogalabilirler. Turler arasinda ki énemli farkllik oksijen gereksinimleridir.
Ortamdaki CO2z yodunlugu % 10'un Ustine c¢ikmasi durumunda mantar
mikroflorasi hizla baski altina alinir. Dogada binlerce tir mantar vardir. Mantarlar
arasinda en sik rastlanan ve hakkinda en ¢ok bilgi sahibi olunanlar Aspergillus,
Penicillium ve Fusarium turleridir. Bunlarin drettikleri mikotoksinlerle ilgili her
gecen gun artan ciddi bir bilgi birikimi olusmaktadir. Bu mantarlar tarafindan
uretilen tespit edilebilmis 300'den fazla farkh toksik etkilere sahip mikotoksin cesidi
vardir [9, 15, 16].

Tarim Urunleri ve gidalarda birgok toksik etkili mantar olmasina ragmen dunya
capinda halk sagligi acgisindan risk tasiyan ve sikga karsilasilan mantarlar
tarafindan Uretilen 6nemli mikotoksinler; aflatoksinler, okratoksin, fumonisin,
deoksinivalenol, zearalenone, trikotesenler ve ergot alkaloidleridir. Maruziyet
sonucu yuksek risk grubunda olmalari nedeniyle bebek ve ¢ocuk sagligi agisindan
¢ok daha énemli olan bu mikotoksinler ve 6ne ¢ikan advers etikleri Cizelge 2.1’de
gOsterilmistir [15, 16].



Cizelge 2.1. Bebek ve ¢cocuk sagligi icin 6nem arzeden mikotoksinler [15]

MANTAR Mikotoksinler Advers Saglik Etkileri
Aspergillus flavus, A. Parasiticus | Aflatoksinler Kusma, hepatit, karaciger kanseri
Fusarium verticillioides Fumonisinler Kusma, noral tip defektleri, yemek borusu kanseri
Fusarium culmorum Deoxynivalenol Kusma

Gida kaynakh toksik I6kopeni (ATA; Alimenter toksik

Fusarium sporotrichiodes T-2 toksin aloki), hemoraji
Aspergillus ochraceus, A. niger Okratoksinler Balkan nefropatisi, bobrek kanseri
Penicillium expansum Patulin Kusma, kanser (slpheli)
Fusarium graminearum Zearalenone Ostrojenik etkiler, rahim agzi kanseri (stipheli)
Claviceps purpurea Ergot alkaloidleri Ergotizm

Mikotoksinler biyolojik bilesiklerin ¢ok farkl bir grubunda yer alir. Kimyasal yapilari
incelendiginde cogunun doymamis halkall (aromatik) yapida, daha az bir kisminin
ise acik zincirli (alifatik) bilesiklerden olustugu gorulir. Bakteri toksinlerinin aksine
genel olarak, dusuk molekual agirhigi olan (cogunlukla <700 Da), birbirinden farkh
fiziksel 6zellik ve kimyasal yapi (piranlar, antrakinonlar, kumarinler, makrolidler,
steroidler, siklik polipeptidler) gosterirler. Bu Ozellikleri nedeniyle degisik
matrikslerden tespitlerinde farkli metod ve analiz yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir [15].

Gida ve yemlerin mikotoksinlerle kontaminasyonu, yuksek oranda cevresel
kosullara bagli olan mantar gelisimi ve toksin Uretimine gore degisir. Mantarlarla
mikotoksin olugsumu igin kosullar buyuk ol¢clude degisken olabilir. Fakat genellikle
besin durumu, nem orani, pH, sicaklik, ortamda ki spesifik gazlarin varligi ya da
yoklugu, konak turu ve fiziksel yapisina bagldir. Bu nedenle potansiyel toksik etkili
mantarin varhgi, bulundugu ortamda mantar tarafindan sentezlenmis mikotoksinin
de var oldugu anlamina gelmez. Ayrica mikotoksinlerin bulunmasi, ortamda
oncesinde veya mevcut zamanda belirli bir mantar tirt olduguna da kanit olarak
gosterilemez. Bireysel mantarlar ¢ogunlukla farkli mikotoksin kombinasyonlarini
uretirler. Mantarlarda interaktif etki nedeniyle bu olasilik siklikla gbézlemlenir.
Ayrica yillar arasinda gercgeklesen iklimsel degiskenlik, mikotoksin Uretiminde ki
tahmini olduk¢a karmasik hale sokmakta ve zorlagtirmaktadir [9,17-19].

Rutubet, mantarlarin Gremelerinde ¢ok dnemli faktorlerden birini olusturmaktadir.

Ortamda yuksek oranda bulunan rutubet, genellikle Ureme Uzerine olumlu etki



gosterir. Rutubet azaldikga, mantarlarin ¢ogalmalari azalma veya sinirlanma
yonunde bir egilim gosterir [9, 11]. Mantarlarin rutubete olan gereksinmeleri, turler
arasinda degisiklik gosterir. Mantarlarin geligimleri igin en uygun nem icerigi % 22-
25 araligindadir. Hasattan sonra depolama sartlarida tahil ve benzeri Urlnlerin
mantarlar tarafindan isgaline neden olur. Biylime déneminde optimal nem orani
ise % 12-18’dir. Mantar Uremesinde bir diger énemli faktor ise 1sidir. Mantarlarin
ureyebildigi 1s1 arahgl oldukga genistir ve rutubette oldugu gibi turler arasinda
farkhliklar gozlenir. Diger faktorlerinde Uremeyi tesvik yonunde uygun olmasi
durumunda genellikle 20-30 °C araliginda gelisirler. Fakat genel olarak optimal isi
0 °C ile 60 °C araliginda, hatta belirli tirlerde daha yliksek sicakliklarda olabilir [9].

Batin gida maddeleri bunyesinde degdisik oranlarda su igermektedir. Muhafaza
esnasinda ve tuketilene kadar gidalarin kalitelerinin korunmasinda igerdigi su
miktari olduk¢a dénemlidir. Su igeriginin kontroll ile gidalarin korunmasi prensibi
kullanilan en eski yontemlerden biridir. Mantarlarin Uremesini etkileyen
faktorlerden biride su aktivitesidir. Gidada mevcut suyun buhar basincinin, ayni
sicaklikta saf suyun buhar basincina orani olarak tanimlanan su aktivitesi (aw),
gida maddesinde ki suyun buhar basincini degistiren her faktérden ayni nispette
etkilenir. Ornegin, gidanin kuru madde oraninda ki artis su aktivitesinin aksi yonde
azalmasina neden olur. Genel olarak, gidalarda bakteri ve maya kolonizasyonu,
mevcut ortamda ki su aktivite degeri veya dusuk pH degeriyle iliskili olarak fungal
degisikliklere neden olur. Bu kapsamda mantarla kontamine olmus besin gruplari

baskin olarak tahillar, dane yemler, findik ve meyvelerdir [11, 17].

Gida ve yemlerde kiflenmeye neden olan, Urettikleri mikotoksinlerle halk saghgi

ve diger canllar agisindan risk olusturan mantarlar baglica U¢ kaynaktan gelirler:

1: Bitkilere buyume, gelisme surecinde bitki paraziti (fitoparazit) olarak yerlesen,
cogunlukla drinin uretiminin yapildigi ekim alanlarindan kaynaklanan ve bdlgesel
florada bulunan mantar turleridir. Bu grupta Fusarium, Cladosparium, Claviceps,

Pullaria, Rhizopus, Alternaria gibi mantar turleri bulunur.



2: Hasat sonu ekim alanindan bitkiyi kirletici olarak kontamine eden, tarlada dogal
olarak bulunan mantar florasindan, nispeten 20 °C civarinda veya daha dlsik
sicaklikta ve % 60 oraninda rutubet ortamina uyum saglamis, trinidn depolandigi
ambar sartlarinda aktivitesini devam ettirebilen Aspergillus ve Penicillium tarleridir.

3: Tarladan hasat edilmis Urinin saklandigi depo kosullarinin, mantarlarin ortam
sicakligi, nem, Urun istifleme/saklama sekli ve benzeri kosullar agisindan tGremeye
olanak sagladigi durumlarda ortaya g¢ikan Fusarium, Sardarya, Popullaspora ve

Aspergillus tarleridir [20].

Dunya c¢apinda yaygin olarak bulunan tahil, dane yemler gibi bitkisel bazli gida ve
yem urunleri kirleticisi mikotoksinler Harita 2.1’de harita Gzerinde bolgesel dagilim

olarak gosterilmistir [21].

Harita 2.1. DUnya ¢apinda tarim alanlarinda sik¢a kargilagilan mikotoksinler
(AFLAs: Aflatoksinler; FB: Fumonisinler; OTA: Okratoksin A; ZEA:
Zearalenone; T-2: T-2 toksin) [21]



Zearalenone Uureticisi Fusarium tdrlerinin ve toksinlerin gelismesi i¢in en énemli
faktor iklim kosullari, 6zellikle duslk sicaklik ve yliksek nemdir. Bu parametrelerin
uremeyi tesvik yonunde gergeklestigi uygun kosullarda Fusarium tlrd mantarlar
bitkileri isgal ederler. Bu kosullar yillar arasinda iklimsel farkliiga bagh olarak
degisebilir. iklim kosullari uygun oldugu yillarda vyiiksek siklik ve yiiksek
duzeylerde olusmaktadirlar [21, 22].

2.1.1. Mikotoksinlere maruziyet ve advers etkileri

Mantarlarin bir bélimUinun beseri ve veteriner hekimlikte medikal tedavilerde

(penisilinler, statinler) gida sektdrinde tiketilen gidalarin blyldk ¢odunlugunda,

gidanin, muhafaza ve konserve edilmesi, fermentasyon ve mayalanma,
olgunlasma olaylarinda, hatta yeni kompleks bilegiklerin sentezlenmesinde
destekleyici olarak birgcok yarari vardir. Bunun yaninda baz turler ise uygun
cevresel sartlarda siklikla gida ve yem ham maddesi olarak kullanilan tahillari ve
dane vyemleri potent toksinleriyle (mikotoksin) kontamine etmektedirler.
Mikotoksinlerin gida hazirlama sureglerinde, bir¢ok pisirme tekniginde kararl
olmasl, kolayca yikimlanmamasi gibi nedenlerle diyetten Urin c¢ikarilmadik¢a

maruziyetten kagcinmak imkansizdir [23].

Canlilari  belirli Ozelliklerine gore gruplara ayirarak inceleyen, belirli bir
biyosistematik siniflandirmada tanimlayan taksonomide, filamentli mantarlar (hifli
kifler) Mycobiota (funguslar alemi) iginde Zygomycota, Ascomycota ve
Deuteromycota bolimleri altinda yer alir. Gidalarda ve yemlerde bulunan
Fusarium tart mantarlar Mycobiota’nin Deuteromycota alt sinifinda bulunmaktadir
[24-26].

Mikotoksinlere maruziyeti dlgmek olduk¢a komplekstir [27]. Mantarlar tarafindan
uretilen bir toksinin tek bagina ve/veya metabolitlerin dogru sayisal bir miktarinin
varligi biyo-6lgim igin yetersiz bir biyolojik belirte¢ olarak siniflandirilir. Biyolojik
izleme cevre degisikliklerine canlilarin tepkisinin olgulmesi olarak tanimlanabilir
[28, 29]. izleme maksadiyla canli organizmalar en sik kullanilan yéntem ve yoldur.
Ancak izleme amaciyla transplant metodlar, canliigini kaybetmis veya canlilik
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kabiliyetini kaybetmekte olan dokularda kullanilabilir. Bu toprak, hava ve su gibi
ortamlar icinde gegerlidir. Ornegin likenler, yosunlar, vaskiiler bitkiler ve mantarlar
havada partikiler halde bulunan veya ugusan metalik Kirliligin pasif bir
biyoizlemesi olarak basariyla kullanilabilir [29]. Canli organizma olan mantarlarin
metabolizmalari esnasinda olusan toksinler yasamsal faaliyetlerini surdurduklerine
veya yasamsal faaliyetlerini kaybetmis olsalar bile dnceki bir zamanda o ortamda
bulunduklarina dair bir delildir. Gida ve yem ham maddelerinde gevresel sartlarin
imkan sagladigi oranda gelisebilen mantarlarin varliginin teyidinde, olusturduklari
mikotoksinler bir biyogdsterge olarak kullanilabilir. Ayrica mikotoksinlerin tayiniyle
bitkinin veya daha sonraki agsamalarda fitoparazit olarak yerlestigi bitkilerden elde
edilen tahil ve dane yemlerde, bunlardan dretilen besinlerde varliklarinin
biyoizlemesi gercgeklestirilebilir. Mantarlarin varligi icin biyogodsterge olarak
kullanilabilen mikotoksinler, elde edilen sonuglara gore gida ve yem ham
maddesinin uretim asamalari ve sonrasinda, bunlardan uretilen gida ve yemlerde

mantarlarla micadelede blyuk rol oynayabilir [30-32].

Mikotoksinlere maruziyet kaynagi olmasi agisindan tahil, dane yem ve urunleri,
temel gida maddesi olmalari, yem ham maddesi olarak yaygin kullaniimalari,
toksik etkili kif gelismesine, hasat Oncesinde, hasat sirasinda ve sonrasinda
mikotoksinlere hedef olmalari nedeniyle dnemlidirler. Ayrica tahil, dane yemler gibi
dogrudan veya dolayli olarak kontamine yemlerle beslenen ve mikotoksin kalintisi
iceren hayvansal urlnler (sUt, et, ve yumurta) sonucu ana bilesik ve tlrevleri canli

organizmalar igin maruziyetin temel kaynagidir [15, 33].

Genellikle bitkisel kaynaktan gelen mikotoksinler gida alimi sonucu oral,
inhalasyonla, deriyle temas yoluyla absorbe olarak veya toksik etkili mantarin yol
actigi mikotik bir enfeksiyon yoluyla, pasif maruziyet sonucu organizmaya alinirlar.
Fakat belirgin sekilde mikotoksinlere en yaygin maruziyet yolu beslenme kaynakli
gelisen oral yoldur. inhalasyon ve deri yoluyla maruziyet ise mesleksel nedenle
cogunlukla tarim, daha dusuk dlizeyde gida ve yem hazirlama sektorinde galisan
iscilerde s6z konusudur [15, 34].
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Mikotoksin cesitleriyle kontamine bitki kaynakli besinlerle beslenen insanlarda,
evcil hayvanlarda gorulenlere benzer sekilde, karmasik nitelikli, karaciger, bobrek,
deri, kan, sinir sistemi ve hormonal denge bozukluklariyla kendini gosteren bir
tablo mevcuttur. Bu slregte en belirgin olarak performans dusukligu, etkilenen
organ ya da dokulara yonelik hastalik ya da olumle sonuglanan bir dizi advers
etkiler meydana gelmektedir. Ornedin mikotoksinlere oral maruziyet sonucu
gastrointestinal sistem veya kontakt deri irritasyonu, hematolojik parametrelerde
degisiklikler, konjenital anomaliler ve dogum sonrasi gelisimsel defektler s6z
konusudur. Bu etki alaninda ki genislik nedeniyle, insanlarda ve farkli hayvan
tirlerinde oldukca degisken yansimalar gdzlenir. Iinsanlar arasinda genetik
yapidan dolayi farkl irklar ve hatta ayni irkin bireyleri arasinda farkliliklar mevcut
olmasi, etkide farkli yansimalar dogurmaktadir. Genel olarak mikotoksinler, ¢ok
cesitli htcresel slrecleri etkiler ve toksik etkileri ile genis bir yelpazede
degerlendirilirler [15, 34].

Mikotoksinlere insanlarin maruz kalmasi sonucunda, etki acisindan klinik
semptomlar da dahil c¢ok farkli belirtiler gozlenmektedir. Yilksek miktarda
mikotoksin igeren gidalarin tuketimi insanlarda akut intoksikasyonla sonuglanan ve
mikotoksikozis olarak adlandirilan agir vakalara neden olur. Mikotoksikozis terimi,
bir mikotoksinin biyolojik bir sistemde ki toksisitesiyle ortaya ¢ikan bir sendromu
tanimlamak igin kullanilir. YUksek maruziyet sonucu olusan mikotoksikozis oldukca
genis bir yelpazede diger hastalik semptomlariyla karisan bir tablo gosterir. Bu
nedenle birgok hastalik ve etiyolojisi supheli toksik tabloda, mikotoksikozis g6z
onunde bulundurulmahdir. Saglik agisindan mikotoksinlerin bilinen en énemli
toksik etkileri, yapilan deneysel ¢aligsmalar sonucu ve dogal yagsanmis vakalardan
edinilen verilerle c¢ogunlukla tanimlanmistir. Fakat muhtemel sinerjik veya
antagonize etkileri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Bu durumun en blyuk
nedenleriden birisi, belirli bir tir mantarin birden fazla farkli mikotoksin
uretebilmesinden kaynaklanan zorluklardir. Dugslk dozlarda maruziyet sikliginin
ilerleyen surecte ne tur kronik saglik sorunlarina yol actigi hakkinda mevcut bilgiler
ise oldukga sinirhdir [9,18].
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Mikotoksinlere dusuk duzeyde kronik maruziyetin advers saglik etkileri kanser
dahil olmak Gzere farkll degisiklikleri kapsar. Uzun dénemli disuk maruziyet, akut
toksik etkiye yonelik semptomlarin olmamasi, advers etkinin kronik duzeyde
seyretmesi, mikotoksinleri ciddi bir halk sagligi sorunu haline getirmistir.
Mikotoksinler degerlendirilirken sosyo ekonomik faktdrler, yasanilan cografya,
yillar arasi iklimsel degisikliklerin olusturdugu farkhliklar ve diger birgok toksik

etkiyi olgunlastirici risk goz ardi edilmemelidir [15].

Canli organizmalara zarar veren mineraller, bitkisel, hayvansal ya da sentetik
maddeler “toksik madde”, bu maddelere maruziyetle organizmanin reversibl ya da
irrevesibl olarak hasar gormesi ise “toksisite” olarak tanimlanmaktadir. Dogada
bulunan tum ksenobiyotikler uygun yol ve uygun dozda canli organizmaya
verildiginde toksik etki olusturma potansiyeline sahiptir. Organizmay alinan toksik
maddenin nasil ve ne olgude etkiledigi sorusunun cevabl, buyluk oranda maddenin
toksikokinetik profilinde yer alir. Kontamine kaynaktan maruziyetten sonra (oral,
inhalasyon, deriyle temas yoluyla) bir mikotoksinin toksisitesini; alim, absorbsiyon,
transformasyon, farmakokinetik, molekuller arasi etkilesim, dagihim ve atilim gibi
metabolik yollar belirler. Ayrica tim bu sureclerde, mikotoksinin stabilitesi de g6z

ardi edilmemesi gereken 6nemli bir kriterdir [15, 35].

Laboratuvar hayvanlarinda farkli kimyasallarin toksisite dercesi tur farkliliklarina,
yas (foétus, geng ya da yash), ve cinsiyet durumuna bagli olarak degisim gosterir.
Benzer nedenlerle bebekler ve c¢ocuklar farkli toksinlere yetiskinlere gbére daha
duyarl olarak kabul edilir. Cunku dusuk vacut agirligl, yuksek metabolizma hizi,
farkli organ ve dokularda ki bir kisim metabolize edici enzimlerin heniz
gelismemis ya da yetersiz olmasindan kaynakl disik detoksifikasyon yetenegi ve
bazi organlarin fizyolojik gelisimini tam olarak tamamlamamis olmasi (6rn: sinir

sistemi) nedeniyle yuksek risk grubundadirlar [15].

Mikotoksinlerin bazilari alerjenik 6zellikleri nedeniyle otoimmun hastaliklara neden
olabilirler. Birgok fungal enzim, yapisinda karbonhidrat ihtiva eden, hicre duvari
sentezini bozarak etki gosteren glikopeptid antimikrobiyaller ile birlikte alerjenik

Ozellik gosterirler. Bu enzimler sporlar iginde bulunur, mantarin biyime ve gelisme
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sirecinde ortama salinirlar. Ornegin Aspergillus, Alternaria ve Cladosporium
tarlerinin bir kismi kapali ortamda kolayca ureyebilmeleri nedeniyle, oOzellikle
aerosol yolla maruziyet sonucu, yapilarinda ki enzim ve protein igceriginden
kaynaklanan etkiyle potansiyel alerjeniktirler. Bazi mikotoksinler ise immunotoksik,

genotoksik, teratojenik, karsinojenik veya mutajenik etki gosterirler [17, 36, 37].

Gida ve yemlerin mikotoksinlerle, hasat veya hasat sonrasi saklanmasi surecinde
uygun sartlarin olusmasi ve bu nedenle daha fazla ortaya g¢ikmalari nedeniyle,
drinlerin mantar enfestasyonlarindan korunmasi icin en fazla dénleyici ¢aba bu
donemlerde harcanmaktadir [34]. Mikotoksinlerin birgcogu pisirme, gida hazirlama
ve benzeri sureclerde oldukga stabildir. Bu nedenle o6zellikle 1sil islemle
yikimlanmalari i¢in 1siya maruz kaldiklar sirenin ve benzeri iglemlerin ¢ok fazla

onemi yoktur [38].

2.2. Zearalenone (ZON)

Fusarium tard mantarlar aktif patojen mikroorganizmalar olup bitkiyi tarlada
enfekte ederek hasattan 6nce bitkide bircok hastalia yol agcmakta ve dogada
oldukga yaygin bir sekilde bulunmaktadirlar. Dlinya ¢apinda ihman ve sicak iklim
kusagdinin hukim surdugu Ulkelerde yaygin toprak mantari olarak bulunur ve bu
nedenle tahillarin dizenli kirleticisi olarak kabul edilirler. Fusariumlar, Grind
oncelikle tarlada etkileyen mantarlar olarak kabul edilmigsede, sonraki asamalarda

depolanmig tahil, yem ve gidalarda da yaygin olarak bulunurlar [39, 40].

Tarladaki Fusarium turlyle enfekte tahillarda hasat 6ncesi ZON artigi beklenen bir
durumdur. Fakat misir, bugday, diger tahil ve dane bazli hayvan yemi 6rneklerinde
yapilan g¢alismalar, dogal olarak olusan yuksek duzeydeki ZON'un tarladan ziyade,
uygun olmayan depolama sartlarindan kaynaklandigini gostermistir. Gida
kalitesinde nemden farkl olarak fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik kararlihdin
belirlenmesinde, 6lgimiu kolay fizikokimyasal onemli bir parametre olarak su
aktivitesi degeri yaygin olarak kullaniimaktadir. Fusariumlar genellikle ortalama
0,88-0,91 su aktivitesi araliginda veya % 23’'ten daha fazla nem iceren kosullarda

gelisebilmektedirler. ZON’un olusmasi igin belirlenen parametrelerden su aktivitesi
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degeri 0,98, sicaklik ise 25-30 °C araligindadir. Hasat sonrasi disik miktarda
mantarla kontamine tahillarin, % 30 veya % 40’tan daha ylksek nem igceren Urln

saklama kosullarinda duzeyi artmaktadir [39, 40].

GUnumuzde tim dinya ¢apinda tahil ve benzeri Grlnler veya bunlarla beslenen
hayvanlarin, 6zellikle ZON basta olmak Uzere diger Fusarium turlerinden kaynakh
mikotoksinlerle kontamine oldugu yonunde guglu kanitlar vardir. Mantarla
kontamine urin veya maddelerin ticareti, mikotoksinlerin tUm dunyada farkli
odaklara dagiimasina katkida bulunmaktadir. ithal Griinlerin ithal edildigi (ilkelerde
ki odaktan gelen mevcut mantar varliginin uygun olmayan sekilde depolama, Grln
bekletme, bdlgesel iklim kosullarinin GUremeye olumlu katkida bulunmasi gibi
nedenlerden dolayi, odaktakinden daha ileri boyutlarda, tahmin ve takibi olanaksiz
sonuglarla karsilasmak s6z konusu olmaktadir. Dinyanin farkli boélgelerinde gida
ve hayvan yemleri ham maddesi olarak kullanilan tahil, dane yem ve yan
Urinlerinde, yapilan analiz sonuglarina goére ortalama olgulmis ZON ile

kontaminasyon duzeyleri Cizelge 2.2’de gosterilmistir [39].

Cizelge 2.2. Dinya capinda gida ve yemlerin ZON ile kontaminasyon durumlari

[39]

Ulke Uriin (ticari mal) Dagihim arahg (mg/kg, ppm)
Avrupa
Bulgaristan Bugday <0,12
Hirvatistan Misir tohumu Ortalama 1,70
Finlandinavya Yem ve tohum 0,022-0,095
Almanya Bugday 0,001-8,04; 0,017-0,104
Almanya Arpa 0,002-0,311
Almanya Bugday, misir, yulaf Grtnleri 0,002-0,018
Almanya Bugday Ortalama 0,015
Almanya Misir <0,860
Almanya Yulaf <0,021
Almanya Misir yan drinleri <1,362
Almanya Misir bitkisi <0,553
Almanya Misir silaj <1,790
Almanya Soya kuspesi <0,211
Macaristan Kiflenmis misir (depolanmis) 0,01-11,8
italya Misir 0,004-0,15; 0,453
Hollanda Bugday 0,020-0,231
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Cizelge 2.2. Devam. Dunya capinda gida ve yemlerin ZON ile kontaminasyonu

[39]
Ulke Uriin (ticari mal) Dagilim arahig: (mg/kg, ppm)
Avrupa
Hollanda Misir yemi 3,1
Polonya Bugday 0,01-2
iskocya Arpa (3 ay-1 yil depolanmisg) 2,1-26,5
Slovakya Kanatl yemi 0,003-0,086
isvigre Bugday 0,01-0,018; 0,01-0,121
ingiltere Misir yemi 0,02-1,8
ingiltere Misir 0,04-1,8
Yugoslavya Yulaf 0,03-0,086
Yugoslavya Arpa 0,021-0,03
Yugoslavya Misir 0,043-10
Yugoslavya Sit sigirt yemi 0,14-0,96
Afrika
Misir Tahil 0,005-0.045
Misir Misir daneleri 9,8-38,4
Fas Misir 0,0135-0,0165
Nijerya Kufli acha (Digitaria exilis) 0,2-0,6
Nijerya Misir <175
Nijerya Bira 0,245-1,32 mg/L
Zambiya Misir (Bira yapiminda kullanilan) 0,1-0,8
Zambiya Misir malti <4
Zambiya Bira 0,09-4,6 mg/L
Glney Afrika Tahil/hayvan yemi 0,05-8
Giiney Amerika
Arjantin Hububat ve gida 0,2-0,75
Arjantin Sigir yemi 1,2-3,06
Arjantin Kanath yemi 0,03-0,28
Arjantin Kanatl yemi 0,327-5,85
Arjantin Misir 0,005-2
Brezilya Bugday 0,04-0,21
0,0368-0,719; 0,0467-0,719;
Brezilya Misir 0,653-9,83
Kurutulmus meyve ve sebze; arpa
Uruguay ve malt 0,1-0,2; 0,1-0,2
Kuzey Amerika
Kanada Misir 0,005-0,647
Kanada Arpa 0,004-0,021
Kanada Bugday ve arpa <0,3
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Cizelge 2.2. Devam. Dunya capinda gida ve yemlerin ZON ile kontaminasyonu

[39]
Kanada Yemeklik misir <0,01-141
Amerika Birlesik  Devletleri,
(ABD) Kiflenmis misir 0,1-21,4
ABD Bugday 0,36-11,05
ABD Misir 0,114-3
ABD Kabuklu tahil, kabuksuz tahil 0,021-0,48; 0,019-3,656
ABD Sorgum 0,047-1,48
ABD Kiflenmis misir <132
ABD Pancar ve pancar lifleri 0,012-0,391
Asya
Cin Bugday 0,005-1,4
Cin Misir 0,014-0,169; 0,01-0,04
Hindistan Saman Ortalama 0,422
Hindistan Karisik konsantre 6rnek 0,843
Hindistan Misir 0,01-0,04
Hindistan Bugday ve piring <600
Endonezya Misir ve kanatli yemi 0,0055-0,526
iran Misir unu < 0,889
iran Misir 0,1-0,212
iran Peynirli atistirmalik (aperatif) <1471
Japonya Bugday 0,002-0,025
Japonya Arpa 0,010-0,658
Japonya Bugday 0,053-0,51
Japonya Arpa 11-15; 0,105-15,3
Kore Arpa 0,014-0,171; 0,04-1,416
Kore Misir 0,04-0,386
Kore Arpa iceren gidalar 0,034-0,0058; 0,0034-0,120
Kore Piring 0,0217-0,047
Kore Misir iceren gidalar 0,0036-0,084
Filipinler Misir 0,059-0,0505
Katar Piring 0,00018-0,0014
Katar Bugday 0,00021-0,0021
Katar Misir gevregi 0,0038-0,00681
Tayland Misir 0,923
Okyanusya
Avustralya Bugday 0,04-0,43
Avustralya Misir >1
Yeni Zelanda Misir 2,7-10,5; 0,1-16
Yeni Zelanda Misir (bitki) 8-75
Yeni Zelanda Misir 6z, lif ve gluten 2,2-4,8
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Kontaminasyon dizeyinin tespiti icin yapilan ¢alismalarla ZON’un insan tiketimine
yonelik tahillarda, ortalama 0,001 ve 175 mg/kg araliginda bulunabildigi
belirlenmistir. Ancak kontaminasyonun dizeyi ile ilgili kesin veriler ortaya koymak
oldukga zordur [5]. CUnku genis bir aralikta ifade edilen bu miktarlar bitki tartne,
cografik bdlge sartlarina, drinun Uretiminden tlketilene kadar ki sUrecte kullanilan
tekniklere, bitkinin Uretim yilinda maruz kaldidi iklim kosullarina ve Ulkeler arasi
regulasyon farkhliklarindan kaynaklanabilecek nedenlere bagli olarak degisir [5,
15].

ZON'un baslica 6zelligi tahillar, daneler ve hayvan yemlerinde Trikotesenler ve
Fumonisinleri de kapsayan diger Fusarium toksinleri ile birlikte bulunmasidir.
Fusarium tari mantarlar benzer sartlarda Ureyebilme, bir tlrin aktiviteleri
esnasinda farkli mikotoksinleri de olusturabilmelerinden dolayr ayni gida
maddesini birka¢g mikotoksin enfekte edebilir. Bununla birlikte tahil, tahil Grlnleri,
daneler, bu ham maddelerden Uretilen veya sonradan Ureyerek gidalarda birlikte

bulunabilen mikotoksinler Cizelge 2.3’te belirtilmistir [21].

Cizelge 2.3. Gidalarda birlikte bulunabilen mikotoksinler [21]

Okratoksin ve Sitrinin
Okratoksin ve ZON

Aflatoksin B1 ve Fumonisin B1

Fumonisin B1 ve Moniliformin
Vomitoksin (DON), Nivalenol, T-2 Toksin, HT-2 toksin
Vomitoxin (DON), Nivalenol, T-2 Toksin, HT-2 toxin, ZON

ZON, steroid yapida olmayan, poliketid sentaz enzimlerinin gérev aldidi yolakla,
Fusarium turG gesitli mantarlar tarafindan biyosentezlenen Ostrojenik etkili veya
Ostrojeni taklit edebilen bir mikotoksindir. ZON’un birincil Ureticisi “Fusarium
graminearum” 'dir. Bir diger adiyla “Gibberella zeae”, ge¢miste ise F. roseum
olarak adlandirimistir. Fusarium graminearum agirlikli olarak ZON disinda
Trikotenleri (deoksinivalenol, 15-asetil deoksinivalenol, 3-asetil deoksinivalenol,
nivalenol, 4-asetil nivalenol ve fusarenon-X) uretir. Benzer sekilde F. culmorum,

verticillioides (moniliforme), sporotrichioides, semitectum, equiseti ve oxysporum
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tirleri ZON Uretme kapasitesine sahiptirler. Yasam doéngulerinde, metabolik
aktiviteleri esnasinda karmasik ve kompleks Uretim sekli mantarlarda oldukga
yaygin gorilmektedir. Bu nedenle mantarlarla micadele, gida ve yem
maddelerinin kontaminasyon durumlarini onleme gibi iglemlerde bir¢cok zorlugu
bereberinde getirmektedir [22, 39, 41].

2.2.1. ZON’un tarihsel gecmisi

Yuz yih askin bir suredir kiufle enfekte tahillar, tahil GrGnleri, dane yemler,
tahil/dane bazl gidalar ¢iftlik hayvanlari ve insanlarda saglik problemleriyle iligkili
bulunmustur. Bu durum, etkeni bulma yonunde bir dizi ¢galismalarida beraberinde
getirmigtir. ZON’un tam olarak tanimlanmasi, aflatoksinlerin bulunmasiyla birlikte
mikotoksinler Uzerine ¢ok yoénli c¢alismalarin yogdunlastigi 1960’li yillara
rastlamaktadir. Canli organizmalar Gzerinde ki etkilerinin anlasildidi ilkk zamanlarda
F-2 olarak tanimlanan bu psodo-Ostrojenin (ksenodstrojen) kimyasal yapisi
belirlendikten sonra “Zearalenone” olarakta isimlendirilmis ve dogal olarak olusan

veya sentezlenerek elde edilen birgok tlrevi ortaya ¢ikariimistir [38, 40].

Bitkilerdeki Fusarium enfestasyonlari Avrupa, Rusya ve Dogu Sibirya’da "uyuz
tahil" (scabby grain) ve "kufla ot" (moldy hay) gibi tabirlerle uzun sure toksik olarak
kabul edilmistir. Ozellikle bugdayda gerceklesen tablo, kirmizi kiif hastali§i veya
Japonca "Akakabi-byo" olarak adlandiriimistir. Bu Urlnlerin tiketimi neticesinde
insanlarda gastroenterit vakalari siklikla gértlmustar. Mantar genellikle kif iceren,
kabuk yapisi bozulmus, uyuz olarak tabir edilen tahillarda, tahilhin aseksuel oldugu
yazin hasat donemi veya ilkbaharda ki korpe surgun asamalarinda “Gibberella

zeae” (Schwabe) ya da “Fusarium graminearum” olarak tespit edilmistir [38, 39].

ABD’nin orta ve bati bdlgelerinde domuz yetistiriciligi yapilan ¢iftliklerde, 1920'lerin
ortalarinda birgok hayvanda Ostrojenizm vakasi tespit edilmistir [16]. Geng disi
domuzlarda vajinada siskinligin gozlenmesi, vajinanin ters donmesi, uterusun
sarkmasi (prolapsus) ve erkek domuzlarda penis derisinde gozlenen belirgin bir

siskinligin ozellikle kafli misir tiketimiyle baglantili oldugu sonucuna variimistir.
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Ayrica bu vakalarda gozlenen vajinanin ve bazende rektumun sarkmasi, sekonder

etkiler olarak belirlenmistir [38, 39].

Arastirmacilar Gibberella zeae (F. graminearum) kultirinden disilerde rahimi
besleyici (uterotrofik) ve besi hayvanlarinda gelismeyi uyarici, anabolik etkiye
sahip aktif bir metabolit izole etmislerdir. Misirda bulunan, 6zellikle domuzlarda
maruziyet sonucu endometrial hiperplazi gelisimiyle karakterize, rahimde
normalden farklilasmis hucresel artis yoninde etkiler gosteren Fusarium bilesimi,
F-2 veya ZON olarak adlandiriimistir [11, 38].

ZON her ne kadar mantarlarin metabolik aktiviteleri esnasinda uretilen toksik bir
bilesik olsada, dusik akut toksisite ve karsinojenite gostergelerine sahiptir.
Bununla birlikte ZON’a maruziyet sonucu hayvanlarda gézlemlenen klinik
belirtilerin ¢ogu, organizmada neden oldugu Ostrojenik ve gelismeyi uyarici

Ozellikleriyle iligkili olarak kabul edilmigtir [11, 38].

Dunyanin farkh yerlerinde, ZON’un bu dstrojenik etkinligini destekleyici birgok vaka
tespit edilmistir. Ornegin, Atlas Okyanusu alt havzasinda, Antil olarakta bilinen
Karayipler denizinin kuzey dogusunda bir ada olan Porto Riko'da yasayan geng
kizlarda, 1978'den 1984’e kadar gozlenen erken meme gelisimi, erken buluga
erme; italya’nin kuzey bolgesinde bir okulda ve Macaristan'in giineydogu
bolgesinde, erken meme geligimi vakalarinda belirgin bir artis oldugu belirlenmistir.
TUm bu gobzlenen vakalarin ortaya ¢ikmasinda ZON sorumlu etken olarak kabul
edilmistir. Macaristan’da ortaya cikan erken meme gelisimi gorllen hastalardan
alinan kanlara ait serumlarda 18,9-103,5 ug/mL araliginda ki dizeylerde ZON
tespit edilmistir. Ayrica bu verileri destekleyici olarak hastalarin tukettikleri gida
orneklerinden yapilan analizlerinde de ZON varligina rastlanmigtir. Uzakdogu
Ulkelerinden Cin’de, Fusarium turtyle kontamine karabugdayda ZON’a rastlanmis
ve bu durumun insanlarda endemik meme buylimesiyle baglantili oldugu
belirlenmistir. Ayrica bu vakalarin gelismesini destekleyici ek bilgi olarak,
bayanlara yonelik satilan ticari bircok meme buyutucu gida takviyelerinde, ZON
aktif etken madde olarak bulunmaktadir [9, 38, 39].
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Anabolik steroidler, blyime hizlandiricilar veya buylmeyi uyaricilar ile muamele
edilen hayvanlardan orjin alan mandira, et gibi gida drtnleri, ZON veya analoglari
ile kontamine olmus tahillar, bu kaynaklardan beslenen insanlarda hormonal
sisteme midaheleyle 6strojenik degisimleri baslatir. Ozellikle yukarida bahsedilen
italya’da meydana gelen erken meme gelisimi vakasinin, hayvanlarda ki klinik
gozlemler ve diger vakalardan elde edilen kanitlarin ardindan, geng¢ kizlarda
ZON’un erken meme gelisimi ve erken ergenlige girise neden olan bir faktor
olabilecegi kanaatine variimigtir. Bu ve benzeri olumsuzluklarin ardindan tarim ve
hayvancilik alaninda duzenlemeler kapsaminda, Avrupa Birligi Uye Ulkelerinde

blylUmeyi uyaricilarin kullanimi 1985 yilinda yasaklanmistir [39, 42].

2.2.2. ZON kaynaklan

ZON ve aktif tdrevleri, mantar Uremesine elverigli kosullar altinda tahillarin
Fusarium enfestasyonlari ile olusurlar. Deney hayvanlarinda ki maruziyet
¢alismalari sonucu, yetigskin bir farenin vajina mukozasinin dis tabakasinda
bulunan epitel hicrelerinde (epitelyum) boynuzlasma ile belirgin vajinal
kornifikasyona neden olmustur. Benzer galismalar neticesinde, birtakim fizyolojik
ve ruhsal degisiklikle karakterize belirtilerin g6zlendigi, diside erkekle cinsel iligkiye
girme isteginin gergeklestigi siklik peryotta ki 6strusu baglattigi belirlenmis ve bu

Ozelligine istinaden ksenodstrojenler olarak isimlendirilmistir [43, 44].

Degisen 1hman iklim, dusuk sicakliklar, nemli hava ve bu degisken kosullarin
bitkide olusturdugu stresinde katkisiyla Fusarium kuflerinin gelisimi sonucu ZON
uretimi tesvik edilir. ZON 6zellikle tarlada yetisen misir bitkisinde, yaz sonu veya
sonbahar baglangicindaki yagisli havalarda yagan dolunun etkisiyle, 6zellikle
mekanik hasarla ¢ok daha hizli olugabilir. Clnkl doluyla olusan mekanik hasar,
bitki ylzeyinde mantarlarin kolayca yerlesip tutunabilecegdi alanlar olusturmakta ve
bu ¢ukur/defektli bdlgelerde nispeten nem orani daha fazla olmaktadir. YUksek
nem iceren ortamlarda yanlis depolama sonucu olusan ZON dlzeyi, bazi
tarlalardan alinmis orneklere kiyasla dogal olarak olugan duzeylerden oldukca

fazladir. ZON, Uretim ve sonraki agsamalarda, tahildan yapilan ekmek ve benzeri
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urdnler, biranin mayalanmasi ve buna benzer gida hazirlama sureglerinde

varhigini, etkinligini koruma agisindan oldukga stabildir [5, 38].

ZON ureten mantarlar ¢cogunlukla misir bitkisine kolonize olur, daha az oranda ise
arpa, yulaf, bugday, supulrge darisi, dari ve piring gibi Urtinlerde de Uremektedirler.
Toksin ayrica un, malt, soya unu ve bira gibi tahil Grinlerinde de bulunmaktadir.
Son zamanlarda ZON'un varligina yonelik yapilan analizlerde, in vitro ortamda
metabolitleri a-zearalenol (a-ZOL) ve B-zearalenol’in (B-ZOL) misir Granleri, misir
silajl ve soya gubresinde de dusuk duzeylerde bulundugu tespit edilmistir. Bu
nedenle in vitro ortamda, degisik matrikslerde ZON’un varligina yonelik yapilan

arastirmalarda metabolitlerininde dikkate alinmasi gerekmektedir [39, 45, 46].

ZON genis bir iklim kusaginda meydana gelir. Yukarida agiklandidi gibi Fusarium
mantarlarinin dremesine ve dolayisiyla ZON olusumuna en elverigli Grin misirdir.
ZON’un olusumundan sorumlu mantar olarak Fusarium tirl olan Gibberella zea
(F. graminearum) musir bitkisinin sapinda geliserek, sapin zayiflamasina neden
olmakta veya kogana kadar ilerleyerek kogan curimesine (kulak curigu) yol
acmaktadir. Fusarium funguslarinin canli organzimalar icin toksik kabul edilen
turlerinin birgcogu tahillarin major patojenleridir. Bugday ve arpada basak yanidina,
diger tahillar ve danelerde ise uUrun kalitesinin bozulmasina neden olur. Fusarium
enfestasyonu sonucu basak, bugday ve misirda gelisen tipik gérinimler Resim
2.1-4’te gosterilmistir [22, 46].
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Resim 2.1. Fusarium hasarl basak [46] Resim 2.2. Fusarium hasarli basak [46]

[46]

Resim 2.4. Fusarium enfekte misir (Gibberella zeae enfestasyonu; misir) [22]
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2.2.3. ZON’un kimyasal yapisi

Kimyasal yapisi 6-[10-hidroksi-6-okso-trans-1-undekanil]-p (C1sH220s) seklindedir
ve rezorsilik asit laktonlar (RAL) sinifinda tanimlanmistir. RAL’lar cesitli biyolojik
aktivitelere sahip poliketid mikotoksinlerin bir familyasina dahildir. Bu familyanin
temsili drnekleri, I1s1 sok proteini 90 (Hsp90; heat-shock protein; hicreyi sicaklik
artisi, toksinler, hizli asit baz degisimi ve virus gibi yabanci unsurlara karsi
koruyan molekdl toplulugu) inhibitéri radicicol (antifungal ajan) ve 6strojen agonisti
ZON vardir. ZON’'un memelilerde, C-8de ki keto grubu, farkh 3-boyutlu iki
stereoizomerik (veya optik izomer) metabolitlerine indirgenir (a- ve B- izomerler; a-
ZOL ve 3-ZOL). ZON ve metabolitlerinin kimyasal yapisi Sekil 2.1’de gosterilmigtir.
ZON’un bu metabolitleri de mantar tarafindan uretilmektedir, ancak ZON’dan ¢ok
daha dusuk dizeylerde olusurlar [9, 39, 47, 48].

a-Zearalenol

B-Zearalenol

Sekil 2.1. Zearalenone ve metabolitlerinin kimyasal yapisi [39]

2.2.4. ZON’un (diyetle) vicuda alimi

Almini takiben hayvanlarda hizli biyotransformasyonu ve atilimi s6z konusudur.
Bu nedenle uzun dénemde kalinti dizeyleri hizli atimdan dolay! duseceginden,
ZON'a et ve et Urunleri ile maruziyetin advers etkileri gok az onemlidir. ZON’un
muhtemel risk olusturmasi agisindan asil ana kaynak Avrupa ulkelerinde bugday,
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cavdar, yulaf, Kanada ve ABD'de ise misir, bugday ve bugday UrUnleri olarak
gorulmektedir [49]. ZON’un laktasyondaki ineklerde yuksek dozda yemle alimini
takiben sutte kalintisina rastlanabilir. Oral yolla verilen 6000 mg ZON’un (12 mg/kg
vucut agirligina denk) ardindan bir inegin sutiinde (6,1 pg/L ZON, 4 pg/L a-ZOL ve
6,6 ug/L B-ZOL) maksimum yogunluklarda bulunmustur. Benzer bir ¢alismada, 21
gun sureyle yemle alinan 50 veya 165 mg ZON maruziyetinden (0,1 ve 0,33 mg/kg
vucut agirligina denk) sonra laktasyondaki her 3 inegin sutunde (<0,5 pg/L) ZON
ve metabolitleri tespit edilememigtir. Uzun sureli dusuk ve yuksek iki farkl dizeyde
gerceklesen maruziyet sonucu sutte kalinti gézlenmemesi, sutin, dolayisiyla st
artnlerinin ZON ve metabolitleri yoninden énemsenecek bir risk tasimadigina
gucld bir kanit olmustur. Yumurtaci tavuklarda yapilan ZON’a yonelik birgok
calismada ise, yumurtalarda ZON kalintisina rastlanmamistir. Bu sonuglar ve
destekleyici bircok ¢alismayla ZON maruziyetinin agirlikli kaynagi olarak tahil, tahil
uranleri ve dane yemler ihtiva eden bitkisel bazli gidalar olarak kabul gormugtur
[39].

Temel gidalarda ZON’un ortalama seviyesi ve temel gidalarin tiketimi géz 6nline
alindiginda yetigkinlerde ortalama gunlik ZON almi 0,8-29 ng/kg vicut agirhgi
arasinda degisirken, kuguk ¢ocuklar 6-55 ng/kg vacut agirhgi ile en yuksek gunlik
alima sahiptir. ZON’un diyetle gunlik ortalama alimi Kanada, Danimarka ve
Norveg gibi Ulkelerde 20 ng/kg vicut agirhgi, ABD'de 30 ng/kg vicut agirligi
miktarlarinda oldugu tahmin edilmektedir. insanlarda diyetle ZON alimi ile ilgili
sinirli sayida bilimsel galisma bulunmaktadir. Bunun nedeni muhtemelen tiketilen
gidalarda ZON dulzeyi hakkinda bilgi eksikliginin olmasi, ZON olusumunun surkeli
degisken olmasi ve dinyanin farkli bolgelerinde ki Ulkelerde yeter dizeyde kalinti
tespitine yonelik analizlerinin yapilmamasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle
Kanada ve iskandinavya kaynakli bilgiler neticesinde, insan popilasyonu igin

riskin ¢gok az oldugu sonucuna variimistir [39, 49, 50].

2.2.5. Toksikokinetik

ZON oral yolla alimi takiben gastrointestinal kanaldan oldukga hizli emilir. Emilim

derecesini belirlemek, karacigerde Uretilip onikiparmak bagirsagina salgilanan
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fazla miktarda safra nedeniyle tam olarak mimkudn degildir. Fakat mevcut verilere
dayanarak rat, tavsan ve insanlarda yuksek duzeyde gastrointestinal bolgeden
emilim gozlenir. Domuzlarda (15-25 kg agirliga sahip) 10 mg/kg vucut agirhgi
olarak uyarlanan tek bir oral doz uygulamasindan sonra % 80-85 oraninda
emilimin gercgeklestigi belirlenmistir. ZON ile kontamine besin alimini takiben, hizl
bir sekilde kana gecer, 30 dakika igerisinde plazmada ana bilesik ve metabolitleri
gozlenir. Deneysel calismalarla, domuzlarda farmakokinetik amacli oral doz
uygulamasini  takiben dagilim fazi sonrasinda, toplam plazma ZON

radyoaktivitesinin biyolojik yari 6mrt 86 saat olarak dl¢iimustir [38, 39].

ZON, ilk biyotransformasyon adimi katalize eden steroidojenik 3a- ve 3fB-
hidroksisteroid dehidrogenaz enzimlerinin (CYP17) katilimiyla oksidatif, reduktif,
hidrolitik reaksiyonlari kapsayan Faz | ve konjugasyonun gerceklestigi Faz Il
metabolizmanin her ikisinede ugrar [5, 39]. Faz | metabolik sirecte ki C-6'da keto
grubunun indirgenmesi asamasinda, temel metabolitleri olan a- ya da B-ZOL
meydana gelir. Ayrica C11-C12'de ki ¢ift baglarin reduksiyonu sonucuda a- ya da
B-zearalanol olusur [9, 40]. ZON ayrica in vivo gergeklesen metabolizmada veya
yapay sentezlenerek a-ZOL, B-ZOL, Zearalanone (ZAN), a-zearalanol (a-ZAL) ve
B-zearalanol (3-ZAL) gibi metabolitlere dontgur. ZON’un olusumu, alimini takiben
olusturdugu mikotoksikozise neden olan dongl ve metabolik sureci Sekil 2.2 ve
Sekil 2.3'te gosterilmistir [45, 47].
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Sekil 2.2. ZON’un metabolizmasi ve mikotoksikozis yolagi [45]
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ZON'un karacigerde biyotransformasyonu ile ana bilesik ve metabolitler yéninden
turler arasinda farklilik gézlenir. ZON ile kontamine yulafla beslenen domuzlarin
karaciger orneklerinde agirlikli olarak a ve daha az duzeyde (3 metabolitler ve ana
bilesik ZON goérulmusgtur. Ayni hayvanlarin kas dokularinda yapilan analizlerde de
benzer sekilde a-ZOL’un yuksek, B-ZOL'un daha dusuk dizeyde, ZON’un ise eser
miktarda bulundugu belirlenmistir. ZON reproduktif dokulara (ovaryum, uterus),
adipoz dokulara, testislerde intersitisyel alanda bulunan ve lUteinlestirici hormon
(LH; lutenizing hormone) uyarisi sonucu testosteron Ureten hucrelere (leydig

hicreleri) lokalize olabilir ve bu dokularda kalintisina rastlanabilir [5, 9, 51].

Domuzlarda alinan bu sonuglarin tam aksine, ayni ZON kontamine yemle
beslenen diuvelerin karacigerinde yapilan analizlerde, metabolitleri a ve B-ZOL'ler
ve ana bilesik ZON'un ¢ok disik dizeyde bulundugu belirlenmistir. Bu sonuglarla
gevis getiren hayvanlarda (ruminant) oral biyoyararlanimin oldukg¢a dusuk oldugu
sonucuna variimistir. Ruminantlarda ilk mide kompartimani rumende bulunan,
Ozellikle seltulozun sindiriminde gorevli protozoalar, ZON'u biyodegrede etmis
olabilirler. Ayrica midenin 4 farkli kompartmandan olusmasi, emilime kadar gegen

sure ve farkli ortamlarda ki yapida degredasyonu artirmis olabilir [5, 9, 51].

Benzer sekilde kontamine yem ile tavuklarda yapilan maruziyet ¢alismasinda
dokularda kalintt bulunmus, fakat ayni tavugun yumurtasinda ZON ve
metabolitlerine rastlanmamistir. Bu birbirini destekleyici sonuclarla, ZON ve
metabolitlerine hayvansal doku ve hayvansal kokenli gida urlnleriyle beslenme
sonucu maruziyetin dugtk oldugu, asil yiksek maruziyetin tahil, dane yemler gibi

bitkisel kaynakli oldugu kabul edilmigtir [5].

Domuzlarda karaciger parenkim hucrelerinin, endoplazmik retikulumunda bulunan
mikrozomlara yerlesmis enzimler tarafindan ZON, buylk oranda a-ZOL’a
donusturilmesine ragmen, sidirlarda biyotransformasyonda baskin metabolit -
ZOL’dur. Sigirlarda gergeklesen biyotransformasyona benzer sekilde tavuklarda
da baskin metabolit 3-ZOL olarak tespit edilmistir. Koyunlarda karacigerden elde
edilen mitokondriyal fraksiyon sonrasi yapilan incelemede ise ana bilesigin baskin

sekilde a-ZOL’a déniistiigl belirlenmistir. insanlarda ZON, alimini takiben biiyiik
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oranda a-ZOL’a metabolize olur. Bu ana maddeden daha potent &strojenik bir
bilesiktir [38, 51].

Domuz ve benzer fizyolojik yapi nedeniyle muhtemelen insanlarda ZON oral yolla
allmdan sonra hizla ve tamama yakin bir oranda gastrointestinal kanaldan
absorbe olur. Karaciger glukuronidasyonda majér rol oynarken, intestinal
mukozada aktif sekilde biyotransformasyona katilir. Domuz intestinal mukoza
homojenatlarinda (dudenum ve jejunum) yapilan in vitro bir caligmada, ZON'un a-
ve B-ZOL'a indirgendigi belirlenmistir. Bu hicrelerde ZON a-ZOL, B-ZOL, a-ZAL ve
B-ZAL'a yikimlanir. ZON’un bu indirgenme Urlnleri daha sonra, organik bilesiklerin
detoksifikasyonunda ve idrarla atiliminda gorevli bir tronik asit olan glukuronik
asitle birlegir. Koyunlarda bu formlarin bazisi yliksek duzeyde idrarla glukuronid
olarak atilabilir. ZON, genel olarak 6nemli oranda safra ve idrarla atilir. insanlarda
yapilan farmakokinetik bir calismada erkek gonulli bireylere oral yolla tek doz 100
mg ZON veriimesinden 6 saat sonra ZON, a-ZOL ve [(-ZOL'un idrardaki
yogunluklar sirasiyla 3, 7,3 pg/mL ve tespit siniri altinda, 12 saat sonra sirasiyla
6, 9,6 ve 2,7 uyg/mL ve 24 saat sonrasinda ise sirasiyla 2, 7,4 ve 2 uyg/mL olarak
bulunmustur. ZON ve metabolitleri rumuninantlarin safra analizlerinde, sirasiyla %
68 B-ZOL, % 24 a-ZOL ve % 8 ZON gibi degisik oranlarda tespit edilmistir.
Uygulanan doza badli olarak karaciger ve safrada ZON ve metabolitlerinin
yogunlugu artar [52]. Yem ile 0,1 mg/kg/gin ZON verilen erkek sigirin kas
dokusunda, bobreklerinde, karacigerinde, mesanesinde ve sirt bdlgesinde ki
yaglarinda ZON ve metabolitleri yapilan kalinti analizlerinde tespit edilememistir
[54]. Hayvan tirleri arasinda ZON'un metabolizmasinda o6nemli derecede
farkhiliklar bulunmasina ragmen, insanlarda deneysel calismalarin yetersizliginden
dolayi bilgiler kisithdir [5, 9, 38, 39].

Sigirlarda oOncelikle selulozun sindiriminde rol alan bakteri ve protozoalardan
olusan gastrointestinal flora, ZON’'un metabolizmasina yardimci olabilir. ZON
indirgenmeyle rumende ¢ogunlukla a-ZOL ve daha dislik oranda [(-ZOL'a
metabolize olabilir. Sigirlarda bulunan 4 farkli mide kompartmanini kapsayan
gastrointestinal kanaldan absorbsiyon durumu, hidroksisteroid dehidrogenaz ile

karacigerde metabolizma ve hayvan tirlerinde ki farklilhiklar dahil olmak Gzere,
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sitozolik Ostrojen reseptor bolgesindeki rekabete bagli olarak ZON’un toksisitesi,
diger bir ifadeyle hedef dokularda ki hormonal etkisi artls veya azalis

gOstermektedir [38].

ZON, turlerin ¢godunda karaciger ve barsaklar arasinda atilim, emilim ve tekrar
atilimin yasandi§i genis bir enterohepatik sirkilasyon ve safra sekresyonuna
ugrar. ZON’un metabolizma sonu atilimi igin turlerin gogunda major yol diski
olmasina ragmen, tavsanlarda biyotransformasyon yolaginin farkliigindan dolayi

bircok maddede oldugu gibi atilim igin primer yol idrardir [38].

Farmakokinetik ¢alismalarda, tek bir dozda verilen ZON’un tamama yakini 72 saat
icinde atilmistir. Yaklasik % 94 radyoaktif ZON’un, beyaz Livorno irki yumurtaci
tavuklara oral 10 mg/kg viucut agirhgr dozda tatbikinden sonra 72 saat iginde
diskiyla elimine edildigi gozlenmigtir. Kalinti tespitine yonelik yapilan analizlerde
yenilebilir kas dokularinda ZON’un dikkate deger bir kalintisi tespit edilememistir.
Fakat lipofilik 6zellikte olan a- ve B- metabolitlerinin, yaklasik 2 mg/kg dozlarda
maruziyetinden 72 saat sonra, ayni hayvanlarin yumurta sarisinda bulundugu
rapor edilmistir. Yiksek dozda uygulama sonrasi ZON, a- ve B-ZOL’ler domuz,
koyun ve inek sutine gegebilirler. Fakat sutte kalinti tespitine yonelik ¢ok sinirli
sayida veri mevcuttur. ZON ve metabolitlerinin sit, yumurta ve gidalarda
potansiyel kalintisi ve buna bagli maruziyet sonucu gen¢ kizlarda olasi erken
sekstiel gelisim ve diger advers etkileri bilim g¢evrelerini endiselendiren 6ncelikli

sorunlarin basinda gelir [38, 54].

Mikotoksinlere maruziyetin ardindan hayvanlarda gergeklesen metabolik silreg¢
sonucu olusan, ana bilesikten daha potent Ostrojenik metabolitlerin olugsmasi
advers etkilerin ortaya ¢ikmasini dogurabilir. Hayvanlarin sindirim sisteminde veya
dokularinda buylk olgude transformasyon olursa bu karkas ve sut kalitesine
olumsuz yodnde ilave etkilere neden olabilir. ZON'un koyunlardaki metabolizmasi
ZON, a-ZOL, B-ZOL, a-ZAL ve B-ZAL’1 da igeren en az bes metabolitinin sentezini
de icerecek sekilde gerceklesmektedir [39]. ZON’un advers etkileri eliminasyon
yoluyla kismen belirlenebilir. ZON’un glukuronidi dnemli derecede safrayla atilir.

Safra karacigerden koledok kanali ve water kanalcigiyla oniki parmak bagirsagina
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dokular, buradan yeniden emilir ve bu esnada da ana bilesik barsak mukoza
hlcrelerinde metabolize olur. Sonugta portal kan akimi yoluyla karaciger ve
sistemik kan dolasimina katilir [38]. Metabolizma sonucu ZON’un indirgenmis
formu olarak olusan ve ana bilesige gore daha potent etkiye sahip olan a-ZOL, bu

sekilde Ostrojenik aktiviteyi artirir [55].

ZON'un in vivo turevlerinin (a-ZOL, B-ZOL, ZAN, a-ZAL, B-ZAL) veteriner hekimligi
alaninda uygulamaya yonelik preperatlarindan bazilari uygun doz ve zamanda
besi sigirlarinda ve sahada cok tercih edilmesede kismen koyunlarda gelismeyi
uyarici (anabolik) etkiye sahipti. Bu nedenle sentetik ticari formuilasyon
turevlerinden biri olan Zeranol (a-ZAL veya ticari adiyla Ralgro, kas kutlesini artirir)
anabolik ajan olarakta kullanilmakta ve kullanimi serbest olan ulkelerde
pazarlanmaktadir. Zeranol, ZON’un in vivo olarak, memelilerde gerceklesen
biyotransformasyon strecinde olusan metabolitidir. Zeranol’lin veteriner preparati
Ralgro, ABD ve Kanada dahil olmak tzere birgok tlkede et sigirlari ve koyunlarda,
hayvanlarin yasal arinma siiresi beklenerek kesimine izin verilmesi sartiyla
kullaniimaktadir. Bununla birlikte 1989 yilinda a-ZAL ve etken maddeyi igeren
veteriner preparatlar Avrupa Birligi tarafindan topluluk blinyesinde ki tim Gye
ulkelerinde yasaklanmigtir. Turkiye'de ise, 1992 yilinda besi sigirlarinda anabolik

etkili Ralgro’nun ithalati, imalati ve kullaniimasi yasaklanmistir [6, 40, 55].

2.2.6. Etki mekanizmasi

ZON tarafindan oOstrojen reseptorlerine baglanma

ZON o6strodiojenik (6strojene ilgili) dokulardaki dstrojen reseptérlerine baglanabilir.
ZON ve turevleri bir dstrojen reseptdr agonisti gibi hareket ederek Ostrojeni taklit
etmekte olagan Ustu bir yetenede sahiptir. Reproduktif (Ureme) organlarda
hormonal etkilerinden dolayr morfolojik ve fonksiyonel dedisimlere yol agar. ZON
ve metabolitleri hucre ¢ekirdegine translokasyonun ardindan, sitoplazmik ostrojen
reseptorleri (endojen 173-estradiol) ile etkilesebilir ve direk olarak reseptorlere
dogrudan baglanabilirler. Bu vyetilerinden dolayr ZON’un, &strojen duyarh

elementleri ve gen transkripsiyonunu etkinlestirici bir dstrojen reseptdru oldugu
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kabul edilir. Ayrica ribonukleik asitin (RNA) stimilasyonu, protein sentezi ve

Ostrojenizmin klinik belirtilerinin ortaya gikmasina yol acabilir [38, 56].

in vitro olarak yapilan galismalarda, insan a ve B 8strojen reseptorleri transfekte
edilmis hacreler kullanildiginda, ZON’un her iki reseptdérede baglandigi, dstrojen
gibi davrandigi rapor edilmigtir. Ayrica ZON a-0strojen reseptorleri (a-ER) icin tam,
B-0strojen reseptorleri (B-ER) icinse kismi agonist olarak belirlenmigtir. Ancak, bu
kesin olmamakla birlikte, yuksek konsantrasyonlarda yapilan birka¢ calismada
ZON'un, hem a-ER hem de B-ER uzerinde, ER antagonisti olarak hareket
edebilecegi de belirlenmigtir [38, 57].

Rezorsilik asit laktonlari iginde yer alan a-ZOL, ZON ve [(B-ZOL'a gore sitozolik
Ostrojen reseptdlerine ¢cok daha ylksek oranda bir baglanma affinitesi gosterir.
ZON ve analoglarinin bagil ostrojenitesi, MCF-7 (meme kanserine model hicre
hatti) insan gogus adenokarsinoma hucre hatlar kullanilarak, sirasiyla a-ZOL> a-
ZAL> B-ZAL> ZAN> ZON> [B-ZOL seklinde degerlendirilmistir [58]. Besinlerdeki
ZON’a hassasiyette, turler arasindaki varyasyonlarin varhgi, farkli metabolitlerin
olusumu ve ZON'un relatif (géreli, bagil) baglanma 6zelligi ile ilgili oldugu kabul
edilir [38].

Domuzda 6strojenik potensi ylksek olan a-ZOL'lUn relatif baglanma kapasitesi rat
ve tavuklardan daha iyidir. Domuz ve koyun, sican, fare, hamster, kobay gibi
kemirgen sinifindaki rodentlerden ZON’a daha duyarl olarak kabul edilir. ZON’a
yonelik toksisite veya hormonal etki ¢alismalarinda, insana fizyolojik agidan en
yakin turlerden biri olarak kabul edilen model hayvan domuz bu yonden buyuk
onem tasimaktadir [38, 59].

Organizmada hormonlarin saliniminda, hormonal doénglinin idamesi igin 6nce
hipotalamustan LH, folikil stimule edici hormon (FSH; Follicle stimulating
hormone), prolaktin (sit salgilatici hormon), buyiime hormonu gibi bazi hormonlar
salgilanmaktadir. Bunlar hipofize gelerek bu defa hipofizden diger hormonlarin
salgilanmasini uyarmaktadir. ikinci asamada ise hipofizden salgilanan hormonlar

vucuttaki salgi bezlerine giderek o bezlerden bazi hormonlarin salgilanmasini
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saglamaktadir. Hipotalamik-hipofiziyal aksis (veya eksen) olarak isimlendirilen bu
sistem sayesinde gun boyu farkli islevsellige sahip hormonlar salinmaktadir. ZON,
hipotalamik-hipofiziyal aksis Uzerinde hareket edebilme yetenegine sahiptir.
Seksuel olgunluga ulasmamis 70 gunlik Yorkshire irki domuzlarda yapilan bir
arastirmada, ZON maruziyeti sonucu hipotalamik-hipofiziyal aksis etkilenmis, LH
dizeylerinde en az 44 gin boyunca dalgalanma gdézlemlenmigstir. Ancak, ZON
maruziyetiyle pubertal dstrus (normal 6strus) baslangicinda, gebe kalma oraninda
disus olmasina ragmen, ovulasyon (yumurtlama) oranlari veya fotus sayisi
Uzerinde olumsuz bir etki gozlenmemistir. Bu etkiyle ilk O0strusun daha ileri bir
tarine 6telenmesi, gebe kalma oraninin dismesi, entansif hayvan yetistiriciliginde
gebelik senkronizasyonunun kontrolinde aksakliklara, ilave ve tekrar hormonal
uygulamalar gibi ekstra maliyetlere neden olmasi yetistiriciler acgisindan

istenmeyen sonuglar doguracaktir [38, 60].

Seksuel olgunluga yaklagmis domuzlara (178 gunlik, 94 kg agirliginda) gunluk 10
mg ZON 2 hafta suresince uygulanmig, alinan orneklerde ortalama LH serum
dizeylerinin baskilandidi, fakat sekstel olgunlugun (ergenlik) baslangicinin ve
devaminda kizginlik asamalarinin (metdstrus, didstrus, prodstrus ve 06strus)
olumsuz etkilenmedigi goézlemlenmistir [38]. Domuz, bir dogumda birden fazla
yavru doguran (politokoz) bir hayvandir. Kizginlik peryodunda 10 ile 25 arasinda
oosit Uretebilir. Tum sulreclerde ve domuzun ZON’a maruziyetinde gézlenen

sonuglarda bu durum da dikkate alinmalidir [61].

Erkek ratlar (70 gunlik), 35 gun boyunca oral 20 mg/kg vucut agirhd: olacak
sekilde ZON'a maruz birakildiginda serum prolaktin dizeyinin arttigi, fakat serum
LH ve FSH duzeyleri, gbvde, testis agirliklari, spermatogonyum, spermatosit ve
spermatidlerde anormal bir farkhlasma gerceklesmemistir. Benzer calismalarda
genel olarak erkek Ureme organlarinda ve 6zellikle testislerde spermatogenezisin

cesitli asamalarinda patolojik ydnde bir degisim goézlenmemistir [38, 62].

ZON maruziyeti sonrasi Oncelikle ireme sisteminde advers sonuglar gozlenmekte
olup, bunlar yaninda farkl etkilerde barindirabilir. in vitro hiicre hatlari kullanilarak,

ZON'un sitokrom P450 enzimlerinin ekspreyonu dahil, ¢ok sayida hepatik ilag
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metabolize edici enzimlerin ekspresyonunu, bir transkripsiyon faktor dizenleyicisi
olarak akitive ettigi, insan steroid ve ksenobiyotik algilayan nukleer reseptor
(hPXR; human pregnane X receptor) iginse bir ligand (baglayici) olarak gorev
yaptigi belirlenmigtir. Bu sonuglar ZON'un ilaglarin metabolizmasini indikleme
yonunde bir potansiyele sahip oldugunu goOstermektedir [38]. Farkli yaslarda
domuzlarla yapilan degisik dozlarda ki maruziyet calismalarinda, ZON her zaman
belirgin semptomlarla karakterize klinik bulgular gostermemigtir. Bu maruziyet
calismalariyla ongorulen, ZON’un gidalardaki konsantrasyonuna bagl olarak
bircogu henlz kesfedilmemis, organizmada ki diger parametrelerinde yon verdigi

farkli biyolojik ve advers etkilere sahip oldugu yénindedir [38, 62].

in vitro test ile (MCF-7) yapilan farkli bir galigmada ZON’un en potent dstrojenik
etkiye sahip metaboliti olan a-ZOL’Un, Ostrojenik aktivitesi 17-B Ostradiolle ayni
gorulmusdr. Estradiol olarakta adlandirilan 17-B Ostradiol steroid yapida birincil
kadin cinsiyet hormonudur. ZON, a-ZOL’e kiyasla yaklasik 2 kat daha az
Ostrojenik potansiyele sahiptir. ZON'un 0dstrojenik potansiyeli metaboliti olan -
ZOL’Un ise yaklasik 2 katidir. Bu nedenle ZON’un metabolize olmasi ve 6zellikle
metaboliti olan a-ZOL’'Un maruz kalinan kaynakta daha vyuksek dizeyde
bulunmasi canh organizma Uzerinde olasi riskleri artirmaktadir. Bu kapsamda
ZON’a yonelik yapilan kalinti analizlerinde sayet risk degerlendirmesi yapilacaksa,
sadece ana bilesik degil, her iki metaboliti, 6zellikle potensi yiuksek a-ZOL’ln

birlikte degerlendirilmesi gerekir [62].

Ureme (Reprodiiktif) toksisitesi ve hormonal etkiler

Bir ksenodstrojen olan ZON’un kesfinde, olusturdugu etkilerin domuzlarda ki klinik
sonuglari buyuk fayda saglamigtir. Daha dnce bahsedildigi gibi domuzlar biyolojik
acidan insanlarla benzerlikler tasir. Cok sayida bilimsel ¢galismada domuz referans
model olarak kullaniimaktadir. Bu nedenle domuzlarda ZON maruziyetinin
potansiyel advers etkileri, organ ve dokularin benzer yapi ve iglevselligi nedeniyle,
patolojik ve fizyololik agidan insanlarla kargilastirmada yardimci olmaktadir [38,
63].
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ZON, 6zellikle domuzlarda Greme sistemi Uzerinde major etki olarak asiri 6strojen
salgilanmasi veya alinmasi olarak tanimlanan “hiperdstrojenizme” neden olur.
Domuzlarda 6strojenizm ABD’nin orta-bati bolgesinde 1920'lerin ortalarinda tespit
edilmistir. Ostrojenizm, dstrojenlerin toksik olmakla birlikte, disik dizeylerde
alinmalari sonucu olusan hastalik tablosudur. Ciftlik hayvanlarinda basta yonca
turleri olmak Uzere dstrojenik potansiyele sahip fitodstrojenik bitkilerin tiketiminden
kaynaklanir. Ergenlik oncesi (prepubertal) domuzlar en hassas turlerdir. Sigirlar
nispeten, tavuklarda ise Ostrojen veya benzer etkiyi gosteren bilesiklere
maruziyettte gastrointestinal yapi farkliigi ve sistemde ki floradan kaynakh daha

az advers etki gozlenir [38, 41].

Hiperdstrojenizmin kliniksel semptomlar ve fizyolojik agidan tipik bulgulari; vulvada
siglik, uterus boyutu ve salgilarinda artis, meme bezi hiperplazisi ve sekresyon,
uzun sureli kizginlik, disi memelilerde yumurtalik etkinliginin anormal bir bicimde
yoklugu ile karakterize andstrls, yalanci gebelik sikliginda artig, infertilite, cinsel
istek/icgudu olarak tanimlanan libidoda azalma, rektum ya da vajinanin normal
anatomik yerlesimini terkedip sarkma gosterdigi rektal ve vajinal prolapsusun
sekonder komplikasyonlari, olu dogumlar ve hacimsel yonden kuguk yavrular
olarak yansir. Ayrica dogumsal canli vicut agirhginda ve anne karninda maternal
besin tluketiminde maruz kalinan doza badimli dususler gozlenmigtir. Gebelik
strecinde annenin maruziyeti neticesinde fétusunda etkilendigi ve fetal vicut
agirliklarinin yapilan galismalarda ki tum deneme gruplarinda azaldigi gozlenmistir
[38, 41].

ZON'un ylksek duzeyde bulundugu rasyonla uzun dénemli kronik beslenme
durumunda, disi domuzlarda gebe kalabilme yetenegi, gebelik strecini tamamlayip
yavru dogurabilme gibi olgulari kapsayan fertilite Uzerinde negatif bir etki
g6zlenmemigtir [38]. Buylme evresini tamamlamis domuz oositleriyle, in vitro
ortamda purifiye (saflastinimis) ZON'la yapilan maruziyette, mayotik igin
(kromozomlarin baglandigi lifler) olagandigi formasyonu gelismis, daha az fertil
oositler ve embriyoda normal sayidan farkh ploidi (hucredeki kromozom sayisi)
g6zlemlenmistir [64]. Fertilite ve reprodiksiyon Uzerinde meydana gelen bu tur

advers etkiler, ZON’un 6strojenik akitivitesinden kaynaklanmaktadir [38].
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ZON ile yapilan bir ¢galisma surecinde yumurtaliklarin, testislerin gelisimini veya
esey organlarinda Uretilen yumurta ve sperm gelisim asamalarinda uyarilarla
etkinlik gosteren gonadotropinler (FSH, LH) ve seks steroidleri analiz edilmig; 8
mg/kg vacut agirligi ZON maruziyetinde kanda ki LH ve FSH seviyelerinin hafif
dizeyde arttigi belirlenmistir. Seks steroidlerinden laktasyonda sut salgilatici
hormon olarak gorev yapan prolaktinin anlamli sayilabilecek duzeyde arttigi, buna

karsin progesteron ve Ostradiol’n ise azaldigi gozlemlenmistir [65].

ZON, foétal yasamdaki erkek ratlarin uterustaki gelisimini etkiler. Fetal anogenital
indeks (anogenital mesafe/vicut agirligi) ile vicut agirhi§i arasinda, doza bagimli
olarak tum deneysel maruziyet gruplarinda azalmanin oldugu yonunde baglanti
gozlenmigtir. Bununla birlikte doz bagimli olarak fetal agirlik artisiyla, anogenital
mesafe normalize edilmistir. Fetal gelisim slrecinde mevcut verilerle hormanal
degisimlere ve androjenik etkilere neden oldugu dusunulmesine ragmen, advers
sonugclarin dollere aktarildigi teratojenik bir etki gézlemlenmemistir [65]. Ratlarda
yapilan doz badimli bu denemeler neticesinde ZON’un uteral yasamda fetal
agirhktan ziyade, erkek ratlarin anogenital mesafesi Uzerinde dedisimlerle

karakterize advers etkiler gosterdigi sonucuna variimistir [38, 66].

ZON maruziyetine normal siklustaki domuzlar gebe domuzlardan daha duyarhdir.
Gebe domuzlar maruziyet sonrasi abort (yavru dusukligu) yapabilirler. Abortlar
rasyon ve benzeri kaynaklardan gelen dogal Fusarium mantarlariyla maruziyette
g6zlemlenmisg, ancak purifiye ZON’la baglanti kurulamamig, gobzlenen advers
etkiler dogalla 6zdeslegtirilmistir. Bu durumun, dogal kaynaktan gelen ZON’un
Ozellikle &strojenik potansiyeli yluksek olan metaboliti a-ZOL’a doénusmis
olmasindan kaynaklandigini dugundurmektedir [38, 66].

Geng erkek domuzlar yaghlardan daha duyalidirlar. ileri yastaki domuzlarin
fizyolojik olarak ve dokularin islevselliginin blyluk oranda zayiflamis olmasi,
muhtemelen ZON maruziyetine daha duyarsiz olmalarinda bir neden tegkil
etmektedir. Geng¢ erkeklerde maruziyet sonucu testislerde atrofi ve meme
bezlerinde blyime gdézlemlenmistir. ZON maruziyetinin disilerde ovulasyon

suresini 10 gun kadar kisalttigi belirlenmistir. Ovulasyon suresindeki farklilik uterus
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ve endometriyumun gerek siklik fazda ki degisimleri ve gerekse gebelige
hazirlanmasini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu durum dollenmeyi, dollenen
yumurtanin endometriyuma tutunmasini ve dolayisiyla gebelik ihtimalinin

zayiflamasi gibi birgok istenmeyen olumsuz etkiyi beraberinde getirecektir [38].

ZON laboratuvar hayvanlarinda (fare, rat, domuz, kobay, hamster, tavsan) yapilan
calismalarda baskin sekilde genital sistemde degisikliklere neden olmustur. ZON’a
maruziyette fertilitede azalma, embriyo 6lumU ve olusan embriyolarin dokudan
fagosite edilerek yok edilmesinde artig, bir batinda gerceklesen ¢oklu dogumlarda
azalma, adrenal bez, tiroid ve hipofiz bezi adirhdinda degisiklikler gézlenmistir
[39]. Tum bu gozlenen advers etkiler ve siddeti rasyon gesidi, doz, maruziyet

suresi ve sikhigina gore degisiklikler gostermektedir [38].

ZON’un immun sistem Uzerine toksisitesi Uzerine yapilan calismalarda dikkate
deger bir bulguya rastlanmamistir. Fakat yakin zamanda insanlar ve farelerle
iliskilendirilerek yapilan in vitro bir ¢alismada, ZON yogdunluguna bagh bazi
immunolojik parametrelerde degisiklikler bildirilmistir. Yiksek ZON yogdunlugunda
in vitro sartlarda lenfosit proliferasyonunu sitimile edici mitojenin inhibisyonu,
lenfosit kokenli bir mediyatér olan “interleukin 2” (IL-2) ve “interleukin 5” (IL-5)
uretiminde artis gibi immunolojik parametrelerde degisiklik bildiriimistir. ZON’un
histolojik yonden farkhlasma ve timositlerde (olgunlasmamis lenfosit) fenotipik
degisikliklerle karakterize timik (timis bezi) atrofiye neden oldugu belirlenmistir.
Ayrica dalakta humoral bagisiklik yanitinda buyldk rol oynayan B lenfosit
yuzdesinde azalma gdézlenmistir [39, 67]. Fareler Gzerinde 40 mg/kg dozda yapilan
bir calismada lenfositlerin alt kimesi yardimci T-hicre alt tiplerinde (CD3*, CD4*
ve CD8* tasiyan), dogal oldurtctu hicre (NK) ve pro-inflamatuar sitokinlerde

anlamli bir azalma gézlenmigtir [68].
2.2.7. ZON’un detoksifikasyon ve biyodegradasyonu
ZON’un toksik etkilerini azaltmak veya elimine etmek icin kimyasal, fiziksel ve

biyolojik metodlarla uygulanan ydntemler gidalarda kontaminasyon gibi

istenmeyen durumlardan korunma agisindan oldukg¢a 6nemlidir. Gidalar ve yemler
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icin detoksifikasyon stratejileri gida guavenligini artirmak, ekonomik kayiplari,
kontamine gidalarin takibi ve genis saha taramalarini kapsayan survey

calismalarinin etkinligi agisindan énem tasir [69].

Gida, yem ve farkh kaynaklarda dodada yaygin sekilde bulunan mikotoksinlerin
yuksek yogunlukta ozon (Os) varliginda degradasyon (ylkimlanma) ve
detoksifikasyonu uzerine calismalar yapiimistir. ZON'un 15 saniye sureyle Os ile
muamelesi sonucu degrade oldugu, ana bilesik ve yan uUrunlerin HPLC (High-
performance liquid chromatography; Yiksek performanslh sivi kromatografisi) ile
tespit edilemedigi gorulmustir. Buna ek olarak, bu bilegiklerin toksisitesi
mikotoksin duyarl biyoanaliz 6lcimu sonucu, 15 saniye Os ile muameleden sonra
onemli derecede azalmigtir. Farkli bir arastirmada degisik yogunluklarda (%3, 5 ve
10), ortama bagli olarak indirgen ve ylkseltgen 6zellie sahip bir bilesik olan
hidrojen peroksitin  (H202) bulasik misirlarda ZON’u pargalama etkinligi
cahsiimigtir. Cikan sonuglar, ZON’un parcalanma yuzdesinin H202 yogunludu,
sicaklik ve maruziyet suresine bagh oldugunu gdstermistir. Bu degradasyona
yonelik calisma sonucu en yliksek diizeyde degradasyonun % 10 H202, 80 °C ve
16 saat ile % 83,9 oraninda ve ayni sartlarda sure kisitlamasiyla 8 saatlik strecte

% 75 oraninda oldugu belirlenmistir [70, 71].

Yiksek sicaklik ve basingta, kisa surede termomekanik igslemle (ekstrizyon
pisirme) pisirilerek hububatlarin kahvaltilik, cerez ve rasyona ilave etme amaciyla
hayvan yemine donusturtilmesi gida endustrisinde kullaniimaktadir. Ekstrizyon
pisirme geleneksel metodlardan bazi avantajlari nedeniyle son yillarda tercih orani
artan gida igleme yontemleri arasinda yer alir. Bu yontem ara ve nihai islenmis
urun kalitesini artirmasinin yani sira, tahillar ve dane yemlerde muhtemel
mikotoksinlerin seviyesini azaltarak gida guvenligini artirabilir [72]. Tahil bazli
gidalardaki ZON seviyesi, 6nemli derecede ekstrizyon pisirme yontemiyle
azaltilabilir ve bu yontemle tahil bazli gidalarda ZON’un % 83 oraninda azalmasi
saglanabilir [73]. Bununla birlikte, degredasyon igin ekstruzyon pisirme yontemi
kullanilacaksa, teknigin ZON’'un toksik veya biyolojik aktivitesinin tahil bazli
gidalarda azaldigi veya tamamiyla elimine edildigi referans tespit metodlar ve

cihazlarla onaylanmasi gerekmektedir [9, 72]. Sonug¢ olarak farkli tekniklerle



38

yapilan gida hazirlama sureglerinde, alkali kosullar altinda pisirme ve ekstrizyon
pisirmenin 6nemli 6lgcide ZON’un konsantrasyonunun azalmasina neden oldugu

goralmustar [9].

ZON toksisitesini azaltmak igcin gidanin tiketiminde olumsuz bir sonug
dogurmayacak sekilde, ortamdaki kimyasal bilesiklerle herhangi bir reaksiyona
girmeyen inert sorbentlerin ilave edilmesi en son yaklagimlardan biridir. Adsorban
kullanilarak mikotoksikozisin etkilerinin azaltilmasi ile iligskili ¢ogu ¢alisma,
aluminosilikatlar (HSCAS; hydrated sodium calcium aluminosilicate) ve
aluminosilikat iceren kil (clay) Uzerine yogunlasmaktadir. ZON’un ortamdan
adsorbsiyonu icin HSCAS'In kullanilabilirligi test edilmigtir. Test sonucunda
kimyasal olarak modifiye edilmis, 108 mg/g baglama kapasitesine sahip,
mikroskobik kristal formulli mineraller iceren, ¢ok yumusak bir fillosilikat grubu
montmorillonite ve haricinde basari distk olmustur [74]. Bir tlr katyonik kuaterner
amonyum bilegigi olan setilpiridinyum veya hegzadesiltrimetilamonyum ile
tureviendirilmis bu kilin ylzey hidrofobikligi saglandiginda, hidrofobik ozellikteki
ZON’a afinitenin arttigi tespit edilmistir [75]. Farkh bir calismada safra asidi
baglayici bir recine olan kolestramin test edilmis ve ortaya cikan sonuglar
neticesinde mikotoksinlere kargi koruyucu ajan oldugu kabul edilmistir.
Arastirmacilar yaptiklari ¢alismalarda aktif komuir ve kolestiraminin  ZON
detoksifikasyonunda beklentileri olumlu ydnde karsilayan adaylar olduklari
sonucuna varmislardir. Bu iki maddenin yem katki maddesi olarak rasyona
ilavesinin, domuzlarda hiperdstrojenizmin onlenmesi icin kullanilabilecegi
bildirilmistir [76]. Ancak faydalarinin yaninda, bu iki maddenin dezavantaj olarak
Ozellikle entegre igletmelerde yluksek maliyet getirmesi, igletme i¢in en dnemli ¢ikti
olan yem maliyetini, dolayisiyla ekonomik anlamda ticari kaygiy! artirmakta ve bu

nedenle kullanim tercihini kisitlamaktadir [77].

Ciftik hayvanlarinda mikotoksin maruziyetini azaltmak i¢cin maya gibi
mikroorganizmalarin kullaniimasina yonelik gegcmisten gunumuze surekli artan bir
tercin olmustur. Mikotoksinlerle mayalarin etkilesimi 30 yili askin bir suredir
bilinmektedir. Ornegin, bir maya tiirii olan “Saccharomyces cerevisiae 1026” ile

hicre duvari materyalinde yapilan in vitro bir ¢calismada, hicreden tlreyen



39

modifiye mannan oligosakkarit (MOS), yaklasik % 80 gibi Shemsenecek bir oranda
ZON'u baglamistir. Saccharomyces cerevisiae 1026, eski ¢aglardan itibaren bira,
sarap ve ekmek tahil drdnlerinin yapiminda kullanilan en o6nemli maya
suslarindandir [39, 78, 79].

Bakteri, maya ve mantarlari da igeren cesitli mikroorganizmalarin ZON'u,
metabolize ederek a- ve [(B-ZON’a donusturebilecegi belirlenmigtir. Yapilan
¢alismalarin i1siginda, ZON'un ¢ok daha 6strojenik potansiyele sahip metaboliti a-
ZON’a indirgenmesinin, barsak mukozasinda daha aktif sekilde oldugu
dusundlmektedir. ZON’un ruminantlarda gastrointestinal sistemde ki mikrobiyal
yikimlanmasina, rumen igeriginden izole edilen kuiltirlerle yapilan galismalar kanit
olarak gosterilmistir [80, 81]. Bununla birlikte, ZON’un yikimlanmasinda rumen
protozoalarinin rumen bakterilerden daha aktif oldugu ve % 90-100 oraninda ZON
yogunlugunun a-ZON’a, daha disUk dlzeyde ise [(B-ZON’a donustigu tespit
edilmigtir. Aragtirmacilar, ZON’un biodegradasyonunda (bioyikimlanma) 6zellikle
gevis getiren hayvanlarin ilk mide kompartimani olan rumende ki protozoalarin, en
onemli ruminal mikrobiyal populasyon oldugu sonucuna varmiglardir. Buna karsin
bu transformasyon, metabolitlerin 6strojenik aktivitelerinin ZON ile benzer olmasi
nedeniyle detoksifikasyon olarak degerlendirilemez [82, 83]. Cunku bu
yikimlanmada ZON’dan daha potent Ostrojenik aktivitesi olan a-ZON, ana
metabolit olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum bir bakima etkinin gliclenmesine,
Ostrojenik potansiyelin ve dolayisiyla advers sonuglarin artmasina neden
olmaktadir [39, 78].

Bakterilerle yapilan caligsmalarda, karigik bakteri kualttrlerinin kultir ortaminda
ZON'u yikimlayabildikleri goérulmuastir. Kaltirden elde edilen ekstraktlarin HPLC ve
ELISA (ELISA; Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; Enzim bagimli
immunosorbent yontemi) yontemleri ile analizlerinde ZON veya ZON benzeri Grin
tespit edilmemistir [84]. Son yillarda c¢esitli mikotoksinlerin detoksifikasyonunda
“Trichosporon mycotoxinivorans” isimli bir maya turt tanimlanmigtir. Trichosporon
mycotoxinivorans, ZON’u karbon okside ve diger toksik olmayan metabolitlere
yikilmayabilmektedir. Trichosporon mycotoxinivorans ile detoksifikasyonda,
ZON'un metabolitlerinden her ikiside (a- ve B-ZON) tespit edilememistir. Bu
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bulguya dayali olarak aragtirmacilar, bu maya susunun hayvan yemlerindeki
mikotoksinlerin detoksifikasyonunda kullanilabilecegini belirtmiglerdir [84]. Ayrica
bu maya taranan, nefrotoksik etki barindiran bir mikotoksin olan ochratoxin A’'nin
detoksifikasyonunda da basarisi ispatlanmistir. Misir tanelerinde yapilan bir
calismada, 4 gunluk bakteriyel fermentasyon esnasinda olusan laktik asitin, % 68-
75 araliginda bir oranda anlamli derecede ZON yogunlugunu azalttigi, ancak bu
yolla indirgenmenin toksinin muhtemel toksik etkilerini 6nemli derecede

degistirmesinin beklenmedigi ifade edilmistir [39, 85].

2.2.8. Toksisite verileri ve yasal dliizenlemeler

Akut toksisite

ZON'un oral uygulamadan sonra fare, sican ve kobayda nispeten disuk akut
toksiteye (LDso >2000-20000 mg/kg vucut agirligi, oral) sahip oldugu gorulmustar.
intraperitoneal (periton igi, karinzari ici) uygulamada diger maruziyet yollarina
kiyasla daha fazla toksik etki gézlenir. ilag ve benzeri uygulamalarda oldugu gibi
intraperitoneal maruziyette emilim, yuzey alaninin genisliginden dolay! oral
uygulamaya gore c¢ok daha yuksektir. Ayrica toksik etkili maddenin bir kismi
detoksifikasyon yolaklarina ugramadan hedef dokulara ulasabilir. Bu durum
kacinilmaz olarak tim hedef dokularda toksik etkinin artmasina neden olur.
ZON'un Cizelge 2.4'te hayvanlardaki bazi akut toksisite (LDso) ¢alisma sonuglari
verilmigtir [39, 86].

Cizelge 2.4. ZON’un hayvan modellerinde akut toksisitesi, E (erkek), D (disi)
(LDso: Letal Doz 50) [39]

Tiirler Cinsiyet Uygulama yolu LDso (mg/kg viicut agirhgr)
Fare E/D Agiz yoluyla >2000
Fare D Agiz yoluyla >20000
Fare D Periton igi >500

Rat E/D Agiz yoluyla >4000
Rat E/D Agiz yoluyla >10000
Rat E Periton igi 5500
Kobay D Agiz yoluyla >5000
Kobay D Periton igi 2500
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Subakut ve subkronik toksisite

Deney hayvanlar ve evcil hayvanlarda 90 gunluk bir peryotta oral alimla yapilan
toksisite cgalismalarinda gorulen etkilerin, ZON veya metabolitlerinin 6strojen
reseptorleriyle etkilesimine bagli oldugu kabul gormustar. Domuz ve koyunlarin
kemirgenlerden daha hassas oldugu belirlenmistir. Coklu doz uygulamalariyla
yapilan kontrolli g¢aligmalarda ratlarda gozlenebilir etki olusturmayan duzey
(NOEL; Non Observed Effect Level) 100 pg/kg vucut agirhgi/gun olarak
belirlenmis ve bu deger uyarlanarak, domuzlarda NOEL 40 pg/kg vlcut

agirhgi/gin (6strojenik etkinin gézlenmedigi diizey) olarak kabul edilmistir [39].

Domuzlarda  yapilan  tekrarli doz c¢alisma  sonuglarinin insanlara
uyumlandirilmasiyla, ZON igin &strojenik etkilerin gézlenmedigi NOEL degeri 10
Mg/kg vicut agirhdr gan olarak belirlenmigtir. Dolagsimda ki yiksek Ostrojenlerin
kisa veya uzun vadede olumsuz etkilere yol acabilecedi, Ozellikle bebek ve
yasamin erken doneminde ki ¢cocuklarin risk altinda olabilecegi dusunulerek kritik
dozlar tespit edilmistir. Bu amacla, tolere edilebilir giinliik allm (TDI, Tolerable
daily intake) 0,25 pg/kg vicut agirhgr gun, gecici maksimum tolere edilebilir
ginliik allm (PMTDI, Provisional maximum tolerable daily intake) ise 0,5 ug/kg

vucut agirligi gun olarak belirlenmistir [87].

ZON ve turevileri “Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi” (IARC, International
Agency For Research on Cancer) tarafindan degerlendirilmis ve 1999 yilinda Grup
3’te siniflandirnimigtir. IARC, Grup 3’e karsinojenik etkileri insanda kanser yapici

olarak sinflandiriimayan kimyasal maddeleri dahil etmistir [39].

Maksimum limitler

Bazi mikotoksinlerin tolerans dizeylerinin belirlenmesinde; diyet/rasyon veya diger
yollardan maruziyete dayali yapilan toksikolojik c¢aligmalarin  verileri,
mikotoksinlerin farkli alan ya da odaklara ham madde ile yayilmasi, diger
Ulkelerdeki yasal duzenlemeler ile birlikte ticari anlagmalar, analiz metotlarinin

tespite ydnelik uygunlugu gibi cesitli faktdrler ve parametreler yol gosterici
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unsurlardir. ZON toksini hakkinda 2003 yilinda, gida ve yemlerde 16 Ulkede resmi
dizenleme yapilmistir. Misir ve diger tahillarda ZON’un maksimum kalinti limiti 50-
1000 pg/kg arasinda degismektedir. Halen uygulamada olan Avrupa, Asya ve
Afrika’da bulunan ulkelerde insan gidalar ve hayvan yemlerinde ZON ile ilgili
kabul edilen maksimum limitlere (ML; Maximum Level) ait dizenlemeler Cizelge
2.5'te verilmistir [39, 88].

Cizelge 2.5. ZON icin farkli tlkelerde gida ve yemlerdeki maksimum limitler [39]

) Maksimum limit
Ulke (ng/kg) Hammadde
Ermenistan 1000 Butiin gidalar
60 Cavdar, makarnalik bugday
Avusturya 50 Damizlik domuz yemi
Beyaz Rusya 1000 Arpa, bugday, misir
Dogrudan insan tiketimi icin veya gida maddelerine
Bulgaristan 200 bilesen olarak tasarlanan hububat ve islenmis Grtnler
Kanada 3000 Gebe olmayan disi domuz yemi
Sili 200 Tum gidalar
Kolombiya 1000 Sorgum
2000 Yem maddeleri
Kibris
1500 Domuz yavrulari igin (bir guinliik rasyon igin yeterli)
3000 Domuz yavrulari harig, diger domuzlar
50 Tahil ve tahil Grdnleri
Fransa 200 Bitkisel yaglar
Bugday, arpa, misir, tahil unlari (bugday, arpa, misir),
dovilmis kabuksuz tahil ve pargalari (bugday, arpa, misir),
1000 makarna urtnleri, siradan firin mamdilleri, sekerleme
Estonya Urtinleri, baklagiller, yaglar, zeytinyagi
Sigir, domuz ve diger ciftlik hayvanlar i¢cin tamamlayici
200 hayvan yemleri
Bitkisel kbkenli yem maddeleri, sigir, domuz ve diger ciftlik
100 hayvanlari tamamlayici yem
Geng sigir, geng domuz ve diger geng ciftlik hayvanlari igin
50 ek beslenme yemi
Macaristan 100 Ogutilmis Grinler, tahil bilesenli misli
Iran 400 Arpa
. 20 Bebek mamalari
ltalya 100 Hububat ve turevi Uriinler
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Cizelge 2.5. Devam. ZON icin farkli Ulkelerde gida ve yemlerdeki maksimum

limitler [39]
) Maksimum limit
Ulke (ng/kg) Hammadde
Japonya 1000 Karma yemler
Letonya 1000 Tahillar
1000 Ekmek
_ 300 Domuz yavrusu yemi
Litvanya 100 Domuz yemi
Bugday ve bugday unu, arpa ve arpa unu, misir ve misir
Moldova 1000 unu
Fas 200 Tahillar, bitkisel yaglar
Romanya 20 Yemler
Rusya 1000 Bugday, arpa, misir
1000 Misir
Sirbistan, 500 Domuz yemi (50 kg’a kadar olanlar igin)
Karadag 1000 Diger domuzlar igin yem
3000 Sigir, koyun ve kegi yemi
5000 Okiiz yemi
Slovenya 1000 Domuz yemi
40 Tahil bazli bebek mamasi Grtnleri
Tahillar, baklagiller; aycicegi puresi; un, ekmek; tim
kuruyemisler; hemen insan tiketimine sunulacak ve insan
Ukrayna 1000 tiiketimi igin islenen tim tohumlar; bitkisel yaglar; kepekii
bugday unu.
Domuz karma yem (gebe, besi), damizlik domuz, iki
40 ayliktan kiigiik domuz yemi
1000 Yemlik/yem igin soya puresi
Uruguay 200 Misir, arpa

Avrupa Birligi Uye Ulkelerinde, birlige aday olup uyum surecinde olan, ayni kriterleri
uygulayan Turkiye dahil bir gok Ulkede tahil, daneler ve bunlardan uretilen gesgitli
gidalarda Cizelge 2.6’da belirtilen limitler kabul edilmektedir. ABD ve
Endoznezya’nin da iginde bulundugu bir¢ok tlkede ise ZON igin henlz duzenleyici

yonergeler yapiimamistir [89, 90].
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Cizelge 2.6. ZON igin belirlenen maksimum limitler (Avrupa komisyonu
dizenlemeleri, N0:1881/2006) [89]

Maksimum limit

Gida Maddeleri (ng/kg)
1 | Islenmemis tahillar (misir harig) 100
2 | islenmemis misir (1slak égutilecekler harig) 350
3 | Rafine misir yagi 400

Dogrudan tiketime sunulan tahillar, dogrudan insan tiketimine

4 | sunulan tahil unlari, kepek (son uriin olarak) ve embriyo 75

Ekmek (hafif finncilik Granleri dahil), pastacilik Grinleri, biskivi,
5 | tahil gerezleri, kahvaltilik tahillar (misir gerezleri ve misir bazl 50
kahvaltilik tahillar harig)

Dogrudan insan tiketimine sunulan misir, misir gerezleri ve

misir bazli kahvaltihk tahillar, asagida listelenen 7, 8, 9 ve 10

6 | nolu gida maddelerinin disinda, 100
islenmis tahil bazl gidalar(islenmis misir bazli gidalar harig) ve

7 | bebek ve ¢ocuklar i¢in bebek mamalari 20

8 | Bebek ve kiuguk ¢ocuk ek gidalari 20

500 mikrondan biylk eleklerden gecirilerek Uretilen misirin
kabaca o6gutilmesinden elde edilen kiguk parcalar ve misir
irmigi (GTIP 1103 13) veya misirdan elde edilen pelleter (GTIP
9 | 1103 20 40) ve dogrudan insan tuketimine sunulmayan 500 200
mikrondan buyuk eleklerden gecirilerek Uretilen misir veya misir
arGnlerinin kabartiimasi veya kavrulmasi suretiyle elde edilen
gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

500 mikrondan klguk ve esit eleklerden gecirilerek Uretilen misir

unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan
10 | 500 mikrondan klguk ve esit eleklerden gegirilerek Uretilen misir 300
veya misir drlinlerinin kabartiimasi veya kavrulmasi suretiyle
elde edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

2.2.9. Gidalarda ZON tayini

ZON ve metabolitlerinin biyolojik matriks, doku ve 6zellikle gidalarda kontaminant
olarak bulunabilmesinden kaynaklanan, insanlar ve diger canlilarda ki advers
etkilerini kontrol altina almak, Onlemek igin gegerliligi kabul edilmis analiz

yontemleriyle supheli numuneler kontrol edilmeli ve gerekli dnlemler alinmalidir.



45

ZON ve metabolitlerinin farkh matrikslerden tespitine yénelik en yaygin kullanilan

analiz yontemleri asagida belirtilmigtir:

-ince tabaka kromatografisi (ITK, TLC; Thin Layer Chromatography),

-ELISA,

-Gaz kromatografisi (GC; Gas Chromatography),

-Gaz Kromotografi-Kutle Spektrometre (GC/MS; Gas Chromatography-Mass
spectrometry, GC-MS-MS),

-HPLC-FLD (floresans dedektor) veya kutle spektrometrik algilama HPLC-MS ve
HPLC-MS-MS; Likit kromatografi bagli kitle algilama kombinasyonlari

-Yuksek performansli sivi kromatografisi- kutle spektrometresi (LC-MS veya LC-
MS-MS) [22].

2.3. Gaz kromatografi-klitle spektrometresi (GC/MS)

2.3.1. Gaz kromatografisi

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak Uuzere birbirleriyle karigmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve
saflastirlmasi yontemidir. Daha basit bir tanimla maddelerin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinde ki farklardan yararlanarak bir karisimi olusturan bilesikleri uygun bir

teknikle birbirinden ayirma iglemidir [90, 91].

Gaz kromatografi James ve Martin tarafindan 1952 yilinda gelistiriimis bir analiz
yontemidir. Bu teknik ugucu olan veya ugucu hale getirilebilen maddelerin belirli bir
sicaklikta helyum, azot ve hidrojen gibi tasiyici inert gazlarin akisi yardimiyla sabit
bir faz ile etkilesimleri sonucu ayrilmalari esasina dayanir [90, 91]. Gaz

kromotografi cihazinin bilesenleri Sekil 2.4'te sematize edilerek gdsterilmistir [81].
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Sekil 2.4. Gaz kromatografi cihazinin sematik gosterimi [92]

Gaz kromatografi sisteminde ana islevsel merkez, kromatografik ayriminin
meydana geldigi, dedisik uygulamalara ve analiz edilecek maddeye uygun farkli
tipte ve uzunlukta ki kolondur. Kolon igindeki sabit faz, kolon i¢ ylUz cidarina
tutturulmus, dolgu materyali olarakta isimlendirilen silika, alumina veya karbon gibi
kati bir madde ise yonteme gaz-kati kromatografisi denir. Kolonda gerceklesen
ayirma, analitlerin kati faz Uzerindeki farkli adsorpsiyon ilgilerine dayanarak

gerceklesir [93].

2.3.2. Kitle spektrometresi

Kutle spektroskopi gunumuzde mevcut tum analitik yontemler arasinda en genis
uygulama alani olanidir. Maddelerin element bazinda bilesimlerinin tespitinde;
inorganik, organik ve biyolojik molekullerin yapilarinin aydinlatiimasinda;
karmasik, kompleks karigimlarin kalitatif ve kantitatif analizlerinde; kati ylzeylerin
yapilarinin ve bilesimlerinin ortaya ¢ikariimasi, bir numunedeki atomlarin izotopik
oranlarinin bulunmasinda oldukga hassas, segici ve basarili bir yontemdir. Bu
tekniklerden biri olan gaz kromatografi—kutle spektrometresi iki guc¢lu analitik
teknigin ortak kombinasyonudur. Gaz kromatografisi bir ayirma teknigi, kutle
spektrometresi ise bir teghis teknigidir [94, 95].

Kltle spektrometresinin temel prensibi, inorganik ya da organik bilesiklerin uygun
bir yontemle iyonlagmayi saglayan kaynak sayesinde iyonlarini olusturmak, bu
iyonlari katle/lyuk (m/z, mass number/charge number) oranlarina gére ayirmak,

bunlarin m/z oranlarini ve iyon siddetlerini (bagil bolluklarini) ayri ayri nitel ve nicel
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olarak tespit etmektir. Kutle spektrometresinde olusan iyonlarin ¢ogu tek yuklu
oldugundan m/z orani basitgce iyonun kutlesine esittir [94, 95]. Kutle

spektrometresinin bilesenleri Sekil 2.5'te gosterilmistir.

NMumune

Eiris sisteami i‘_.FBI'I $ Kiatle $ Dedektor
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blodgu
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Sekil 2.5. Kitle spektrometrisinin bilesenleri [90]

lyon kaynagi

iyon kaynagi, GC/MS’in, GC kisminda bulunan kolonu terk eden molekiilleri, MS
kisminda yUklU ya da iyonlasmis hale donustirmektedir. Analizi yapilan érnekteki
molekuller, yuksek voltajla isitilan bir flamandan anoda dogru akan bir elektron
akimi tarafindan, enerji yukli elektronlarla bombardiman edilir. Elektrostatik
kuvvetler molekulin elektron kaybederek dogrudan veya dolaylh olarak
iyonlagsmasini saglar. iyonizasyon ile hem pozitif ve hem de negatif iyonlar olusur.
Genel olarak pozitif olanlar fazladir ve analitik yontemler de, cogunlukla pozitif
taneciklere dayanir. iyonlarin olusmasindan sonra bir kiitle analizéri ile elektrik
akimi ve manyetik alanin uygulanmasiyla iyonlar m/z oranlarina gére ayrilirlar [95,
96].

Kitle spektrometrelerinde kullanilan iyon kaynaklari, gaz fazi kaynaklari ve
desorpsiyon kaynaklari olmak Uzere iki ana kategoriye ayrilir. Gaz fazi iyon
kaynaklari numunelerin yuksek isiyla 6ncelikle buharlastiriimasi, ardindan kalan
kati haldeki maddelerin iyonlastiriimasi esasina dayanmaktadir. Diger yontemler
ise kati veya sivi haldeki bir numuneyi dogrudan gaz iyon haline dénustirmektedir.

iyonlastirma icin elektron iyonizasyon yéntemi en sik kullanilan yéntemdir [90].
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Elektron iyonizasyon ydntemine, elektron impakt iyonizasyon da denir. Bu “sert”,
segici, hassas bir iyonizasyon teknigidir. Elektron darbe olarakta ifade edilen bu
iyonizasyon ile kimyasal baglari kirabilir. Bu teknikte sistem yuksek vakum altinda
calisilir. Gaz halinde olan 6rnek, hizlandiriimis ve 70 eV’luk yuksek enerjiye sahip
elektronlar ile farkli acilarda veya c¢ogunlukla dik konumda vakum altinda
bombardiman edilerek iyon olusumu saglanir. Bu teknikte, yiksek kinetik enerijili
elektronlar carptiklari molekullerin oteleme enerjilerinde kiuguk bir artisa neden
olur. Buna karsilik etkilesen molekuller ylksek titresim ve donme seviyelerine
uyarilirlar. Bu olayin akabinde uyarilan molekullerde veya maddelerde sik sik
yogun pargalanma gorulur ve katlesi ana molekulden daha dusuk olan ¢ok sayida
degisik kutleli molekll (fragman) olusur. Elektron iyonlastirma yontemi ile ¢ok
saylda pargalanma UrinUnin olusmasiyla, molekile ait detay bilgilerde

saglandigindan molekulin tayini kolaylasir [90, 91].

Kutle analizori

Farkli m/z oranlarindaki iyonlari ayirabilmek igin bircok analizér kullanilabilir. Kitle
spektrometresinde ki iyonlastirma bolgesinde olusturulan iyonlar kutle analizorane
gelirler. Kutle analizoért olarak kuadropol, manyetik sektdr analizérleri, ¢ift odakh
spektrometreler, iyon tuzakli analizorler, ugus zamanh analizorler kullanilir. Vakum
pompasi ile yaklasik 107 torr basing altinda tutulan analizér tipinde hizli,
hareketli iyonlar kuvvetli bir manyetik alan igcine girerler ve alanin etkisiyle egri bir
yol cizerler. Bu yolun egrimi (egrinin ¢api) manyetik alanin kuvvetine, iyonlarin
hizina ve kitlesine gére degisir. iyonlasma kaynagindan sonra kitle analizériine
giren iyonlar burada m/z degerlerine goére siralanirlar ve bdylece maddelerin

ayrimi kromatografik olarak gergeklesmis olur [90, 96].

Kuadrupol tipi analizérlerde, manyetik alan yerine iyon demeti yoluna paralel
yerlestirilen ve 10-30 cm uzunlugunda birbirine paralel konumda dort silindirik
cubuktan olusan bir sistem kullanilir. Kuadrupol kutle analizorleri belirli m/z
degerine sahip iyonlar igin filtre gorevi gorur. Bu, elektrot olarak is gbéren dort
paralel silindirik cubukla saglanir. Karsilikli ¢ubuklar birbirine baglidir; bir cift

degisebilir dogru akim kaynaginin pozitif tarafina, diger cift ise negatif ucuna
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baglanir. Ayrica, her gubuk ciftine degisebilir salinimli radyo-frekansli alternatif
akim potansiyeli uygulanir [79-84]. Uygulanan radyo frekans salinimi iyonlarin
cubuklar tarafindan itiimesine veya c¢ekilmesine neden olur. Bu esnada sadece
belirli m/z oranina sahip iyonlar belirli bir eksen boyunca bir yoringeye sahip
olurlar ve digerleri gubuklar tarafindan tutulurken, onlar dedektore gecerler.
Kuadrupol ayiricilarin ayrim gucl yuksektir, olduk¢ca kisa zamanda tarama

gerceklestirilir, ucuz ve kullanimi kolaydir [93-95, 97, 98].

Dedektor

Kutle spektrometresinin son bilegeni iyon dedektorudur. Kutle spektrometre
dedektorleri, tim gaz kromatografisi dedektoérleri arasinda en guigla olanlaridir. Bir
GC/MS sisteminde ayirma boyunca, kutle spektrometresi surekli olarak kutleleri
taramaktadir. Manyetik alanda m/z oranlarina goére ayrilan iyonlar, arahgi
ayarlanabilen bir vyariktan gectikten sonra dedektorle sayilirlar. Kuitle
spektrometrelerinde yaygin olarak kullanilan dedektoér elektron ¢ogalticilardir (EM,;
Electron multiplier). lyonlar kitle analizdoriinden gectikten sonra dedektorde bir
sinyal olusturulur. Dedektor girisinde yuzeye carpan iyonlar elektronlarin
salinmasina neden olur. Elektron c¢ogaltici iyonlarin enerjisini ikincil iyonlara
donusturtr. Bu donusum olusan sinyalde yaklasik bir milyon kat artisa neden
olmaktadir. Dedektor yuzeyinden yayilan ikincil elektronlarin gogaltiimasiyla daha
fazla tayin etkinligine sahiptir. Bu tir dedektdrler ¢cok duyarlidir ve daha hizli cevap
verirler [96, 98].

2.3.3. GC/MS’de verilerin elde edilmesi

Kltle spektrometresinde iki tip iyon tarama modu vardir. Bunlar toplam iyon
taramasi (SCAN; tim iyonlarin taranmasi) ve secilmis iyon taramasi (SIM;
Selected lon Monitoring) modlarndir. Toplam iyon tarama modunda genis bir
aralikta m/z taramasi yapilir. Cihaza enjekte edilen érnekte ki batin maddelere ait
piklerin tamami gozlenir. SIM modu belirli bir araliktaki butin m/z degerlerinin
taranmasindan ziyade, sadece birka¢ analite ait segilmis m/z degerinin tarandigi

moddur [95]. Tarama, iyonlasmis maddelerin m/z dederleri segilen bilesigi en iyi
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temsil edecek sekilde yapilir. SIM modunda kutle analizori, segilen analite ait m/z
degerlerini donlisumlu olarak dlgmektedir. Analizérde ki stre¢ bir m/z dederinden
digerine atlamaktadir. Bu nedenle analiz i¢in gereksiz olan m/z degerlerinde
harcanan tarama suresi sifira inerken hedef iyonlar igin sinyal integrasyon suresi
10 ile 100 kat arasinda artmaktadir. Bu da duyarhligin ve segciciligin artmasini
saglamaktadir. SIM modu genellikle hedef-bilesik analizlerinde ve miktar
Olcimlerinde kullaniimaktadir. SCAN modu ise analitin 6zellikle alinkonma
zamanini belirleyerek varliginin teyidinde ve var olabilecek diger analitleri tespit
etmek igin kullanilabilmektedir [95, 96, 99].

2.3.4. GC/MS ile nitel ve nicel analiz

GC/MS hem nitel hem de nicel analizin birlikte yapilmasina imkan saglayan
enstrimental bir cihazdir. Ornede ait kromatogramdaki herhangi bir pikin veya
butin piklerin  kutle spektrumlari, sistem bilgisayarina yuklenmis olan
kitiphanedeki spektrumlarla karsilastirilabilir [100]. Bu amagla NIST (National
Institute of Standards and Technology's) ve WILEY Kutiphaneleri gibi GC/MS
ureticileri tarafindan ortak kabul edilmis ¢ok sayida maddeye ait bilgilerin yer aldigi
ticari spektral kituphaneler siklikla kullaniimaktadir. Bilinmeyen ornek icin yapilan
kUtuphane arastirmasi eger o madde kutuphanede tanimli ise ve temiz, gurultiden
uzak bir katle spektrumu almaya imkan saglayacak olgude etkili bir gaz
kromatografi ayrimi yapildiysa dogru sonuca goéturebilmektedir. Ayrica bilinmeyen
analite yonelik yapilan analizde baglangigta guvenilir ve yol gosterici bir kaynak
teskil eder. Fakat spesifik maddelerin analizinde arastirmacinin tercihi gavenirlilik
acisindan c¢ok daha onemlidir. Bazi madde analizlerinde, oOzellikle matriks
yogunlugundan veya metoda bagli farkli nedenlerden kaynakli kitiphane verileri
yeterli olmayabilir. Bu durumda referans standart maddeden elde edilecek verilere
gore hareket edilmelidir [101, 102].

Nicel analiz GC/MS’in énemli bir uygulama alanidir. GC/MS’in nicel analizdeki
gucu, yuksek secicilige ve dusuk tayin limitlerine ulasilabilmesi ile acgiklanabilir
[90]. Nicel analiz, tespiti yapilmak istenen bilesigin bilinen konsantrasyonunun
Olgulmesi ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmesine dayanir. Kalibrasyon egrileri
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genellikle genis bir konsantrasyon araliginda dogrusaldir. Konsantrasyon, teshis
sinirina yaklastikca ve konsantrasyonlar arasinda fark biayudikge dogrusalliktan
sapmalar olmakta, belirlenen duzeylerle gizilen kalibrasyonda degerlendirilen

sonugclar gercek degerlerden farklh ¢gikmaktadir [95, 103, 104].

2.3.5. Tiurevlendirme

Turevlendirme, enstrimental analizlerde kromatografik seciciligi ve duyarlihgi
artirmaya yonelik cogunlukla is1 altinda yapilan bir kimyasal islemdir. Gaz
kromatografisi ile yapilan ¢alismalarda bilesiklerin termal kararlihginin arttiriimasi,
kaynama noktasini dusirmek, molekul agirhgini arttirmak, daha spesifik iyonlar
olusturmak ve polar gruplar iceren bilesiklerin uguculugunun saglanmasi, analite
spesifik 6zellikler kazandirarak daha fazla taninir hale getirilmesi gibi nedenlere
bagl olarak turevlendirme gerekebilmektedir. Turevlendirme bilesikteki polar grup
Uzerinden yapilir. Sonugta olusan turevin polaritesi azaltilmig, uguculugu artmis ve
1sil kararhligi iyilestiriimis olmaktadir. Bu amagla en yaygin olarak uygulanan
tureviendirme gesitleri; genellikle iyonik organometalik turlere uygulanan alkilleme,
yer degistirme yontemi ile bir agil grubunun bir molekule eklenmesini amaclayan
acilleme ve organik molekuldeki aktif bir hidrojenin bir silil grubuyla yer
degistiriimesini saglayan silillemedir. Analite yonelik dogru turevlendirme ajaninin
secimi, turevlendirme suresi ve sicakligi veya tirevlendirme ajanina farkh

kimyasallar katmak gibi birgok faktor 6nem tasimaktadir [105-110].

2.4. Kati faz ekstraksiyonu metodu

Kati faz ekstraksiyonu metodu (SPE, Solid phase extraction) sivi bir karigsimdaki
¢6zinmuUs veya suUspansiyon halindeki bilesikleri, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
bagli olarak diger bilesiklerden ayirma esasina dayanan bir suregtir. SPE
yonteminin kan, plazma, serum, doku, idrar gibi biyolojik; su, toprak, c¢esitli atik
benzeri gevresel ve gida, farmasoétik Grinler gibi ¢ok cgesitli matrikslerden analit
veya analitleri izole etmeyi amaclayan oldukga genis bir uygulama alani vardir.
Analitik laboratuvarlar numuneyi konsantre etmek ve matriks ortamindan analiti

saflastirmak igin SPE'’yi kullanmaktadir. Bu nedenle érnek hazirlama; 6zellikle
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HPLC, GC, GC/MS, LC/MS/MS, radioimmun assay (RIA), atomik absorbsiyon
spektometre (AAS) gibi cihazlar yardimiyla yapilan analizler 6ncesinde 6zellikle
tespit edilmek istenen analitin segiciliginin artmasi igin uygulanmasi gereken gok

onemli ve tercih orani yuksek bir basamaktir [111, 112].

Ornek hazirlama iglemi baslica iki amag igin yapilmaktadir. Bunlar sirasiyla;
orneklerin istenmeyen bilesenlerden temizlenmesi (clean-up), bir digeri ise tespit
edilebilir dizeyin Ustune gikabilmek i¢in yodunlastiriilmasidir. Temizleme iglemi ile
matriksten analizin yanlis sonug¢lanmasina neden olabilecek, aranan maddenin
tespit edilmesini engelleyebilecek veya analiz yapilan cihazin kirlenerek, sonraki
calismalarda tekrarlanabilirliginin azalmasina neden olacak kirliliklerin (impurity)
uzaklastiriimasi saglanir. Ozellikle doku, kan ve plazma, cesitli atik gibi yogun ve
karmasik matriks iceren orneklerden yapilan analizlerde temizleme islemi analiz
cihazinin istenmeyen matrikslerden, etkilegsimlerden kurtularak dogru ve
tekrarlanabilir sonu¢ vermesini etkileyen en dnemli parametredir. Ayrica temizleme
islemi analiz cihazinin uzun dénemde performansini, amortisman (kolon, asinma,
yipranma payl) giderlerinin azalmasini ve dogru sonuglarla verimliligini artiracaktir
[111, 113].

Analiz dncesi yapilmasi gereken ornek hazirlama sureci, gogunlukla zor, pahali,
zaman alan ve ciddi is gucu gerektiren bir islemdir. Analitin, analiz sureci boyunca
etkinligini kaybedip bozulmasi ve tespitinin zorlagsmasi gibi bircok 6onemli
parametre, 6rnek hazirlama surecinin se¢iminde rol almaktadir. Uzun yillardir en
sik kullanilan 6rnek hazirlama yontemi olan sivi-sivi ekstraksiyon (Liquid-liquid
extraction, LLE) yontemi, fazla miktarda ¢oztculye ihtiya¢ duyulmasi, ekstraksiyon
sirasinda emlilsiyon faz olusmasi, karmasik ve yogun matriks iceren numunelerde
gerekli safia sahip olmayan ekstraktlar elde edilmesi, ¢bzucllerin yeterince
uzaklastirlamamasi ve duyarli kantitatif sonuglar elde edilememesi gibi
istenmeyen durumlara neden olabilmektedir. Kromatografik analizler dncesinde
genellikle tek bir ornek hazirlama teknigi yeterli olmamakta, bu yontemlerden
birden fazlasinin kombinasyonu gerekmektedir. Klasik olarak analizden once, sivi-
sivi ekstraksiyonu, bunu takiben evaporasyon/ugurma ve uygun ¢ozicunin

eklenerek tekrar seyreltiimesi islemleri bir arada uygulanmaktadir [111, 113, 116].
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SPE yontemi, temel olarak kiguk, tek kullanimlik (disposable) ekstraksiyon kolon
veya disklerine, farkh miktarlarda c¢esitli adsorban maddelerin doldurulmasi ve sivi
orneklerde analit diginda ki istenmeyen bilegsenleri ayirma, yogunlastirma ve
analizin devaminda oOrnegin icerdigi matriks yapisinin degistiriimesi amaclariyla
hazirlanmis olan kolon ve disklerden gecirilmesi prensibine dayanmaktadir. Sivi
ornegin kolondan gecirilmesi, yercekimi araciligiyla gergeklestirilebildigi gibi,
zaman kaybinin 6nune gegmek amaciyla kolon bilesimine negatif basing
saglayan, vakum manifold (arttirma, gogaltma) olarak isimlendirilen bir dizenekle,
vakum yardimiyla da yapilabilmektedir. [112, 114]. Klasik bir SPE kolonunun
yapisl, disk ve plakalari Sekil 2.6 ’da gorilmektedir.

Rezervuar |
Silikka bazh S B Eritler
dolgu materyali ——

S

Sekil 2.6. SPE kolonu ve yapisi [115]

SPE metod prosediiriinde kolondan gecirme sirasinda, érnek molekdlleri ile kolon
dolgusunda ki adsorban madde arasinda ikincil bir etkilesim meydana gelmektedir.
Hedef analite yonelik bu etkilesimden faydalanarak maddelerin ayriima islemi
gerceklestirimektedir. Bu yontemde analiz edilecek bilesik adsorban maddeye
baglanarak kolon iginde tutulurken, ekstraksiyon ¢ozeltisi ve istenmeyen bilesenler
bu madde ile herhangi bir etkilesime girmeden 6rnedin gegis surecinde kolon
dolgu materyalinden akip uzaklasirlar. Daha sonra kolon dolgusuna tutunmus sivi
matriksteki analit harici istenmeyen bilesenler uygun yikama ¢ozeltisi ile
uzaklastiriir. Analiz edilecek hedef bilesen kolonda ki adsorban maddeden uygun
bir ¢ozelti yardimiyla ¢dzdurllerek alinmaktadir [111, 112, 114, 118, 119].
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2.4.1. SPE metodunda maddelerin ayrilma prensipleri

SPE metodunda maddelerin birbirinden ayriimasi, analizi yapilacak maddenin
molekulleri ile adsorban maddenin yapisinda bulunan etkin gruplar arasinda ki
molekuller arasi etkilesimler sayesinde gergeklesir. Analiz edilecek madde
adsorban maddelerdeki etkin gruplara farkli kimyasal bad ve etkilesim yapar.
Analiz i¢in uygulanacak SPE prosedurinde maddelerin birbirinden ayriimasi,
kromatografik yontemlerle benzerlik godsterir. SPE metodunda analiz edilecek
madde, c¢Ozlcu ve adsorban maddelerin Ozelliklerine gobre cesitli ayirma
mekanizmalari rol oynar. Bu ayirma mekanizmalari baglica; normal faz, ters faz,
iyon degdisim (katyonik ve anyonik degisim) ve molekuler eleme (size exclusion)
olarak sayilabilir. GinUmuzde analistlerin en ¢ok tercih ettigi yontem ters faz
mekanizmasidir. Bu ayirma mekanizmasi, adsorban maddenin 6rnek ¢ozeltisinden
daha dusuk polariteye sahip oldugu sistemdir. Ters faz kromotografide sabit faz
polar olmayan bir ¢dzlcu, hareketli faz ise polar bir ¢gézlcudur. Hareketli fazda ki
kiguk degisimlere daha az duyarlidir, elemine eder. Normal faza gore ellsyon
daha hizlidir. Oktadesil (Cis) bu teknikte en fazla kullanilan adsorban madde
olmakla birlikte, oktil (Cs), siklohekzil, butil, fenil ve siyano da gesitli drnekler igin
secici olmalari nedeniyle tercih edilirler. Ters faz, klinik ve cevresel amagli
orneklerdeki organik kalintilarin analizinde ¢ok yaygin sekilde kullanilan bir ayrim
teknigidir [111-114, 118-121].



3. GEREG ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Numune temini

Analizi yapilacak olan tahil bazli bebek mamalarindan 2014 Mayis ve Eylul aylari

arasinda Ankara

ilcelerinde bulunan stipermarket ve hipermarketlerden rastgele 4 farkh firmaya ait,
farkli parti Gretimi, Uretim ve tavsiye edilen son tuketim tarihleri farkh olacak
sekilde 44 adet numune toplanmigtir. Numuneler temin edildikten analiz edilecegi
zamana kadar olasi kontaminasyon durumlarini stabilize etmek igin -18 °C’de

muhafaza edilmistir. Numuneler temin durumuna goére yaklasik bir aylik periyotta

iline bagh

Kecioren,

Cankaya, Altindag ve Yenimahalle

analize alinmistir. Numunelere ait bilgiler Cizelge 3.1’de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Analiz edilen numunelere ait bilgiler

Analiz edilen Uriinin tahil igerigi / Enerji degeri | Uretim tarihi /
Marka | numune adedi Miktar (g) kcal (100 g)* | Son tiketim tarihi
Tahil unlari(%99,5) (Bugday, yulaf, -124.04.2015
piring, dari, arpa, misir, cavdar); -/29.05.2015
A 11 kalsiyum karbonat, demir pirofosfat, 362 -/28.06.2015
potasyum iyodir, vitaminler / 200 g -/30.08.2015
-123.07.14
% 73 tam tahillar (% 52 tam tahilli -/31.02.15
bugday unu, % 17 tam tahilli arpa 383 11.07.14/11.07.15
B 11 unu, % 16 tam tahilli yulaf gevregi, % 13.02.13/31.08.14
9 tam tahill kabuklu bugday, % 6 07.11.12/31.05.14
tam tahilli gavdar unu), % 16 misir 25.04.13/19.10.14
unu, % 10 piring irmigi, B, vitamini / 31.08.14 / 31.04.15
200 g
Tahillar  (%76.5); bugday unu, -/12.05.14
hidrolize edilmis budday unu, piring -/29.07.14
unu, o6gutilmus arpa, 6gutilmus -/17.06.14
C 11 gavdar, misir unu, siikroz, dekstroz, 389 -1/29.07.14
kalsiyum karbonat, demir pirofosfat, 27.02.14/ 27.08.15
potasyum iyodur vitaminler / 125 g 29.04.14/29.10.15
12.06.14/12.12.15
Tahil unlari  (%45); piring, tam 11.03.14/11.03.15
bugday, yulaf, dari, arpa, misir, 21.05.14 / 21.05.15
cavdar, bugday lifi, 6gutilmus seker, 357 15.07.14/15.07.15
D 11 laktoz, sut proteini, bitkisel vyag, 25.09.14/ 25.09.15
mineraller, vitaminler / 250 g
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3.1.2. Cihaz, sarf malzeme ve ekipmanlar

Metod optimizasyonu, metodun gecerli kilinmasi asamalarinda kullanilan tim
enstrumental cihaz, ekipman, sarf malzemeler, standart maddeler, susuz

toz/granul kimyasal madde ve solventlere ait bilgiler Cizelge 3.2-4’te belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan cihaz, sarf malzeme ve ekipmanlar

Cihaz/Ekipman Adi

Marka

Gaz Kromatografi

HP 6890 (Agilent Tec., CA, USA)

Kitle Spektrometresi

HP 5973 (Agilent Tec., CA, USA)

GC kolon HP5MS (J&W Scien., Milan,ltaly)
Santrifijj Kubota, 5500 (Japan)

Vorteks (Firlabo, Lyon, France)
Ultrasonik su banyosu Sonorex (Walldorf, Germany)
Etav Elektro-mag (Turkey)

Hassas terazi

Extend (Sartorius, Goettingen, Germany)

Derin dondurucu

Vestfrost (Denmark)

Numune yogunlastiric

VLM Eva 1 VIS (Germany)

Deiyonize su cihazi

Milli-Q (Millipore, Milford, MA, USA)

Cis SPE kartus, 500 mg, 6 mL

Althech

0,45 um naylon filtre

Macherey-Nagel (Germany)

15 mL’lik vida kapakh cam tlp

Yerli Gretim

3.1.3. Kimyasal maddeler

Metod optimizasyonu ve ornekler igin yapilan analiz strecinde ki farkli asamalarda

kullanilan GC saflikta solvent, tirevlendirme ajani, susuz kuru toz/granul kimyasal

maddeler ve uretici firma markalar Cizelge 3.2’de belirtilmigtir.

Cizelge 3.3. Analizde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde

Marka

Tersiyer Batil Metil Eter

Merck (Darmstandt, Germany)

Metanol Merck (Darmstandt, Germany)
Aseton Merck (Darmstandt, Germany)
Asetonitril Merck (Darmstandt, Germany)
isooktan Merck (Darmstandt, Germany)

BSTFA:TMCS (99:1)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany)

Sodyum klorur

Merck (Darmstandt, Germany)

Magnezyun sulfat

Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany)
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3.1.4. Analitik standart maddeler

Analiz surecinde geri kazanim ve kalibrasyon grafigi icin kullanilan sertifikali

referans toz standart maddeler Cizelge 3.3’de belirtilmistir.

Cizelge 3.4. Referans standart maddeler

Standart madde CAS Marka
Number
Zearalenone
(F-2 toxin), C1gH2205 17924-92-4 Sigma-Aldrich
a-Zearalenol

(2,4-Dihydroxy-6- (6a,10-dihydroxy-trans-1- 36455-72-8 Sigma-Aldrich
undecenyl) benzoic acid p-lactone), C1gH240s
B-Zearalenol
(2,4-Dihydroxy-6- (68,10-dihydroxy-trans-1- 71030-11-0 Sigma-Aldrich
undecenyl) benzoic acid p-lactone), Ci1gH240s

3.1.5. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Standart ana stok cozeltinin hazirlanmasi

Toz standart madde 1 mg miktarinda hassas terazide tartiip 10 mL asetonitrilde

cozllerek 100 ug/mL konsantrasyonda ana stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Standart ara stok cozeltisinin hazirlanmasi

Hazirlanan 100 pg/mL’lik ana stok c¢oOzeltisinden 1mL alinip Gzerine 9 mL
asetonitril eklenerek 10 mL, 10 pg/mL konsantrasyonda ara stok c¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan 10 ug/mL 10 mL konsantrasyonda ki ara stok ¢dzeltisinden
1mL alinip UGzerine 9 mL asetonitril eklenerek 10 mL, 1 pg/mL stok c¢ozelti
hazirlandi. Bu toz standarttan ana ve ara stok ¢ozelti hazirlama proseduru her U¢
analit iginde yapildi. En dusuk konsantrasyonda hazirlanan 1 pg/mL  stok
¢ozeltiden iki farkh ¢alisma duzeyinde kalibrasyon grafikleri icin bos numunelere

eklemeler yapildi.
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3.2. Yontem

3.2.1.Gaz kromatografi-kutle spektrometresi (GC/MS) calismalan

GC/MS ile analizlere baslamadan 6énce cihazin MS kisminda bulunan iyonlastirici,
kUtle analizort ve dedektor kisimlarinin ayarlanmasi amaciyla uguculugu yuksek
ve kararl organik bilesikler kullanilarak sistemin ayarlanmasi gerekmektedir. Bu
amagla cihaz Ureticisi tarafindan Uretim asamasinda cihaza entegre olan,
kuadropol sistemlerinde yuksek uguculugu ve kararhligi sebebiyle en ¢ok tercih
edilen perflorotribttilamin (PFTBA) kullaniimistir. Sistemde bu islem software’den
komutla "AUTOTUNE" denilen donanim kullanilarak yapilmistir. Bu maddeye 6zgu
olan 69, 219, 502 m/z degerindeki iyonlara ait degerler ile Cizelge 3.5'te belirtilen
standart degerler karsilastirilarak sistem ile ilgili degerlendirme yapilimigtir. Elde
edilen degerler standart degerler ile karsilagtirilmis ve uyumlu olduguna, cihazin
optimal sartlarda galistigina karar verilerek analize baslanmistir. Bu iglem cihaza

numune enjeksiyonu yapmadan dnce her gun rutin olarak tekrar edilmigtir.

Cizelge 3.5. PFTBA’ya ait karakteristik iyonlarina ait standart degerler

Bagil Bolluk izotop Orani
Kiitle (%) izotop Kiitlesi (%)
69,0 100,0 70,05 0,5-1,13
219,0 >35,0 219,95 3,2-4,43
502,0 >1,0 503,05 7,9 -10,51

GC/MS galigmalarinda duyarlligi ve analitlerin segiciligini artirmak amaciyla SIM
modu kullaniimigtir. GC/MS cihazina ait diger parametreler Cizelge 3.6’da, GC’de
kullanilan sicaklik programi ise Cizelge 3.7°de belirtilmistir [122].



Cizelge 3.6. GC/MS analiz parametreleri [122]
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Kolon Baslangig Sicakligi : 140 °C

Enjektor Blogu Sicakh@ : 230 °C

Transfer Blogu Sicakhd : 250 °C

Kolon Tipi

iyonizasyon Tipi
Kutle analizor Tipi
Enjeksiyon Tipi
Enjeksiyon Miktari
Tasiyici Gaz
Analiz Siresi

Iyon Tarama Sekli

: Difenildimetilpolisiloksan(%5:%95) icerikli
30 m, 0.25 pym film kalinliginda, 0.25 mm ¢apli

- ElI(70 eV)
: Kuadropol

: Splitless

12 uL

: Helyum (1 mL/dakika)

: 16 dakika

: SIM

Cizelge 3.7. GC firin sicaklik programi [123]

Artis Hizi Sicaklik Degeri | Bekleme Suresi Toplam Analiz Suresi
(°C /dakika) (°C) (dakika) (dakika)
20 300 7,5 16

3.2.2. Analiz yontemi gelistirme

ZON ve metabolitlerinin GC/MS’te tayinlerinin yapilabilmesi amaciyla daha énce

yapilmis analitik ¢calismalar kaynak alinarak, SPE ydntemi degdisik asamalarinda

optimize edilerek geligtiriimistir. Bu yontemde organik c¢ozuculer kullanilarak

matrikste bulunmasi olasi hedef analitlere yonelik referans standart maddeler

kullanilarak en uygun prosedur belirlenip GC/MS’e uygulanmistir. Analiz yontemi

cesitli basamaklari igermekte olup her bir basamak igin uygun optimizasyon

calismalari yapiimigtir.
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3.2.3. Ekstraksiyon g¢oézuicusiinin se¢imi

ZON ve metabolitlerinin kati/toz haldeki numuneden tespiti amaciyla, analitlerin
ekstraksiyonlarinda en ¢ok tercih edilen organik g¢oziculerden su, asetonitril,

metanol, aseton ve tersiyer butil metil eter (TBME) denenmistir [124-126].

Numuneden analitleri ¢ozmek icin yukarida ifade edilen organik ¢ozuculer tek
baglarina ya da asetonitril:metanol, asetonitril:su, metanol:su karigimlari farkh
oranlarda denenmistir [124-126]. iki farkli ¢éziictinin farkli karisim oranlariyla
analize devam edildiginde veya asetonitril ve metanol tek baglarina kullanildiginda
GC/MS’e enjekte etmeye uygun olmayan yogdun Kkirlilikle karsilasiimistir. Fakat
ekstraksiyon ¢ozucusu olarak TBME’in tercih edilmesi ile analizin devaminda diger
¢ozucu karigimlarina oranla gozle anlasilabilir sekilde daha temiz ¢ozelti elde
edilmistir. Buna ek olarak TBME'in diger ¢ozilcullere oranla kaynama noktasinin
dusuk olmasi, 6rnek yogunlastiricida daha kisa surede ugmasini saglamis ve

analiz suresinin kisalmasi agisindan 6nemsenecek derecede kazang saglamistir.

3.2.4. Ekstraksiyon ¢ozicusiinin uygun hacminin arastirilmasi

Ekstraksiyon ¢o6zucusunin hacmini belirlemek igin, farkl hacimlerdeki TBME farkli
firmalara ait, farkli oranlarda icerik ve partikil bayUkligline sahip numunelere ilave
edilmis, santrifij sonrasi Ust fazdan alinabilen hacmin miktarina goére ¢ozlcu
hacmine karar verilmigtir. Ekstraksiyon ¢6zicu hacminin belirlenmesi 3.2.5°de

anlatiimigtir.

3.2.5. Numuneden analitlerin ekstraksiyonu

Kati fazdan organik ¢ozlcuyle ekstraksiyonun amaglandigi bu basamakta, 5 g
numune alinir, 50 mL’lik plastik vida kapakh plastik propilen santrifdj tuplerine
aktarilir. Uzerine 1 pg/mL’lik ZON, a-ZOL ve B-ZOL stok gozeltilerinden metod
denemelerinde yuksek konsantrasyonda dogru tespit icin yol gosterici olmasi

acisindan 100 uL eklendi.
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Propilen tipteki numune lzerine 4 g magnezyum siilfat (MgSOa4), 1 g sodyum
klortr (NaCl) ve 10 mL TBME konur. Tupun kapagi sikica kapatilip ekstraksiyon
ve numune sistemi bir dakika ultrasonik banyoda bekletildikten sonra bir dakika
vorteksle kanigtirildi [124-127].

Analizde kullanilabilecek en uygun TBME hacmi, yapilan optimizasyon galigmalari
dogrultusunda belirlenmigtir. TBME hacminin belirlenmesi i¢in sirasiyla 5 mL, 6
mL, 8 mL ve 10 mL denenmis, en stabil sivi Ust fazdaki hacimsel geri kazanimin
10 mL’de oldugu goértlmustir. Denemeler sonucu farkli yapida ki numunelere 10
mL TBME eklendiginde yaklasik 8 mL’lik geri kazanim olmustur. Numuneye
TBME’nin 10 mL'den fazla eklenmesi durumunda ortama numuneden ilave yodun
matriks gegisi oldugu, c¢ozeltide Kkirliligin arttigr tespit edildiginden denemeler
sonlandiriimistir ( Bkz. Sekil 3.1).
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Ekstraksiyon sonu TBME hacmi

4 5 5 7 8 9 10 11

Numuneye eklenen TBME hacmi

Sekil 3.1. Analizde kullanilacak TBME miktari

Vorteksle karigtirma igleminden sonra sistem 10 dakika 3500 Rpm hizla santrifQj
edilir. Santrifuj suresini belirlemek icin yapilan galismada 5, 10 ve 15 dakikalar
denenmig, 10 dakikalik sirede TBME'’in kati fazdan en belirgin sekilde ve stabil
hacimde aynldigi gorulmus, 15 dakikallk surede ise degisen bir sonug

gozlemlenmemistir.

Santrifuj edilen ve faz ayrimi saglanan numunede Ust fazda toplanan 8 mL’lik
TBME plastik pastor pipeti yardimiyla 10 mL’lik vida kapakh cam santriflj tpune
alinir. Propilen tupte kalan kati ekstraksiyon sistemine muhtemel analit kalintilarini

tekrar toplamak ve geri kazanimi artirmak amaciyla 10 mL TBME eklenerek
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yukaridaki prosedur tekrar edilip, dnceki toplanan Ust fazla birlikte ugurma islemine
tabi tutulur. Acik sistem 6rnek yogunlastiricida 55 °C’de azot gazi yardimiyla
TBME’de ¢6zunmus matriks tamamiyla ugurulur. Ugurma sonucu cam santrifij

tupunde numuneye ait farkl bilesinleri barindiran matriks kuru kalinti halinde kalir.

3.2.6. SPE agsamasi

SPE Cis basamadi

SPE Cis basamagdi, cam santrifij tiplinde kuru kalinti halinde bulunan, TBME
araciliglyla numuden ¢6zunmids maddelerin istenmeyen polar gruplar ve
matrikslerden ayrilip saflastirilarak hedef analitlerin elde edilmesi asamasini

kapsar. Bu basamak optimize edilen metodun en kritik noktalarini kapsamaktadir.

Numuneden c¢o6zinmus ve kuru kalinti halindeki maddelerin Cis kolonundan
gegiriimesi i¢in cam santrifij tpine 5 mL 40:60 oraninda metanol:su konulup 1
dakika ultrasonik banyoda bekletilir. Ultrasonik banyo vasitasiyla cam tlpun
cidarina yapismis ve vorteksle ¢dzdirmekte zorlanilacak kalintilarin kolayca
¢ozinmesi amagclanmistir. Bu iglemin ardindan 1 dakika vorteks yapilip tup

icerisindeki serbest hale gegmis butin maddelerin ¢ozinmesi saglanir [128].

Tlp icerisindeki kuru kalinti halindeki maddelerin ¢ézinmesi ve Cis kolunundan
gecirilmesi igin belirlenen 40:60 metanol:su oranina bir sonraki agama olan yag ve
yag benzeri matrikslerin yag ¢ozlcu bir solvent olan n-hekzan ile ortamdan
uzaklastiriimasi islemi esnasinda karar verilmistir. C6zucu icin 30:70, 40:60, 50:50
metanol:su iceren ekstraktlara eklenen n-hekzan ile yaglarin uzaklastirilmasi
isleminde; 30:70 ve 50:50 metanol:su oranlarinda uUst kisimdaki n-hekzan fazinin
¢Ozeltinin bulundugu alt fazdan tam olarak ayrilmadidi, fazlar arasinda bulutsu,

suspanse bir géruntinin oldugu gézlemlenmistir [129].

Homojen halde ¢6zinmus matriks ve bilesenleri igeren 5 mL 40:60 metanol:su Cis
kolon asamasina yonelik hazirlik igin 0,45 ym naylon filtreden vakum altinda

stzlulmustir. Bu islemle, ortamda matriksten gelen partikillerin Cis kartusunun
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porlarini tikayarak, atmosferik basing altinda akiskanliga engel olmamalari
saglanmistir. Ayrica porlardan gecerek sonraki asamalara tasinip GC/MS’te,
dolayisiyla kromatogramlarda olusturacaklari kirlilikten kaynakli hassasiyet

kaybinin 6nune gecilmesi saglanmigtir.

C6zinmus maddeleri iceren 5 mL 40:60 metanol:su ¢ozeltisi Uzerine yag ve
benzeri matrikslerin uzaklastirimasi i¢cin 2 mL n-hekzan eklenip, yaklasik 30
saniye vortekslenerek 5 dakika 3500 Rpm hizinda santriflj edilmigtir. Santrifdj
sonrasi yag ve benzeri matriksleri iceren Usteki n-hekzan fazi plastik pastor pipeti

yardimiyla uzaklastiriimigtir.

Kullanilan n-hekzan miktari i¢in dncelikle 1 mL hacim denenmis, 3500 Rpm hizla 5
dakika santriflj sonrasi her iki faz arasinda bir ara gegis fazi olustugu ve alt fazin
berrak olmayip yag damlaciklarindan kaynaklandigi dusuntlen bulanik bir
goruntide oldugu gorulmustar. Cozicu sistemine tekrar 1 mL n-hekzan eklenip
islem tekrarlandiginda iki faz arasinda ayriimanin tam ve alt fazin oldukca berrak
oldugu goérilmustlr. Santrifij stresine 5 dakika ile baslanmis ve faz ayriminin
keskin sinirlarda gergeklestigi  goérildiginden farkli  bir stre denemesi

yapilmamistir.

Yag ve benzeri matrikslerin uzaklastirilmasindan sonra hedef analitler ve
numuneye ait diger tum matrikslerin bulundugu 5 mL 40:60 metanol:su ¢ozeltisinin
SPE Cis kolonundan gegirilmesi islemi yapilir. Bu asamayla hedef analitler disinda

istenmeyen diger tUm bilsenlerin olabildigince uzaklastiriimasi amaglanmistir.

Numuneye ait 5 mL 40:60 metanol:su ¢ozeltisinin C1s kolonundan gegirilmesinden
once kolonun sartlandiriimasi iglemi yapilir. Sartlandirma igin 6ncelikle 5mL
metanol ve arkasindan 5 mL su, atmosferik basin¢ altinda kolona uygulanir. Kolon
sartlanmasindan sonra ¢6zinmus maddeleri iceren 5 mL 40:60 metanol:su
atmosferik basing altinda, kendi halinde kolondan gegirilir. Kolon sartlamasinda
kullanilan metanol ve su miktarlari, onceki caligmalarda en ¢ok kullanilan

hacimlere gore karar verilmistir [130].
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Numune ¢oézeltisinin kolondan gegmesinin ardindan hedef analitler disinda kirlilik
olusturacak ve analiz sonucunu olumsuz yonde etkileyecek matrikslerin ve polar
maddelerin kolon dolgusundan uzaklastiriimasi i¢in atmosferik basing altinda 5 mL
40:60 metanol:su gecirilerek kolon yikanir. Bu islemler esnasinda atmosferik
basing, ¢oOzeltinin adsorban maddeyle etkilesiminin yeterince olmasi ve analit

kaybini engellemek igin tercih edilmistir.
Kolon yikama igleminden sonra 5 mL 80:20 aseton:metanol kolondan gegirilerek
cam tupe toplanir. Bu islemle kolon yapisina tutunmus hedef analitlerin elisyonu

gerceklestiriimistir.

SPE amino kolon (NH2) basamadi

Numunenin karbonhidrat bakimindan zengin bir icerige sahip olmasindan dolayi
Bolum 2.3.1°de bahsedilen amino igerikli kolon kullanimina karar verilmistir. Bu
islemle Cis kolonunda kalan analiz sonucunu etkileyecek polar maddeler ve analiz
sonu kirlilige neden olacak matriksler daha fazla uzaklastiriir. Bu amagla tek
kullanimhk NH2 kolon kullaniimistir [111, 112].

SPE NH:2 kolonu 6ncelikle 5 mL 80:20 aseton:metanol ile sartlandiriimigtir. Bir
Oonceki asamada Cis kolonundan elde edilen 5 mL 80:20 aseton:metanol ellat
NH2 kolonundan atmosferik basing altinda gegirilerek toplanir ve 55 °C’de azot
gazi ile 6rnek yogdunlastiricida tamamiyla ucurulur. Tapun dip kisminda kalan kuru
kalinti Gzerine 400 mL metanol ilave edip vortekslenerek c¢ozdurulir ve
tireviendirme vialine alinir. TUrevlendirme vialinde ki ¢ozelti érnek yogunlastiricida

55 °C’de azot gazi ile kuru kalinti haline gelinceye kadar ugurulur.
3.2.7. Turevlendirme basamagi
Tarevlendirme vialindeki elisyondan kalan kuru kalintiya, ZON ve metabolitlerinin

GC icin gerekli termal kararlihda ve uguculuga sahip olmalari amaciyla N,O-
Bis(trimetilsilil)-trifloroasetamid: Trimetilklorosilan (BSTFA:TMCS (99:1)) 100 pL
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eklenip 1 dakika vorteksle karistirilir. Tarevlendirici ile tamamiyle karisan g¢okelti
60 dakika 60 °C’de etuvde bekletilir.

Tarevlendirme isleminin ardindan ¢ozelti tekrar ornek yogunlastiricida azot altinda
55 °C sicakhkta ugurulup vialde ki kuru kalintiya 25 pL isooktan eklenir. Vial
kalintinin tamamen ¢dzUnmesi igin iyice vortekslenip ardindan yaklasik bir dakika

ultrasonik banyoda bekletilir ve insert vialine alinarak GC/MS’e enjekte edilir.

Turevlendirme sicakligi ve suresinin turevlendirme verimine etkisi, her bir deneme
2 tekrarli olarak, 60 °C’de 30 dakika, 60 °C’'de 60 dakika 90 °C’de 30 ve 90 °C’'de
60 dakika bekletiimek suretiyle optimize edilmistir. Turevlendirmenin 90 °C 30
dakika ve 90 °C 60 dakika olmasi durumunda GC/MS’e enjeksiyon sonucu olusan
kromatogramda analitlerin baskilandigi, yuksek oranda gurulta, tanimlanamayan
pikler ve total iyon alaninin dustigu gozlenmistir. Turevlendirme sicakhgr ve
suresinin turevlendirme verimine etkisi igin yapilan c¢alisma sonuglari ve

kromatogramlar Sekil 3.2-5’te gosterilmigtir.
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200040
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Sekil 3.2. Turevlendirme sicaklidi ve tirevlendirme zamani; 1. Tarevlendirme 60
°C’de 30 dakika, 2. 60 °C’de 60 dakika, 3. 90 °C’de 30 dakika, 4. 90
°C’de 60 dakika; y ekseni iyon alanlari
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Sekil 3.3. 90 °C’de 30 dakika turevlendirilmis analitlere ait kromotogram
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Sekil 3.4. 90 °C’de 60 dakika turevlendirilmis analitlere ait kromotogram
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4. BULGULAR

4.1. Gaz kromatografi galismasinin sonuglari

4.1.1. SCAN modda analitlerin degerlendirilmesi

ZON, a-ZOL ve B-ZOL’a ait referans standart maddeler dncelikle SCAN modda

GC/MS’e enjekte edilip, alikkonma zamanlari ve karakteristik iyonlarin varligi tespit
edilmigtir (Bkz. Sekil 4.1-10).

Wbundancs] 100620
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2,36
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000y T103

50004
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30004

20004

T T ks T T T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I
Tima. EIJ'IFI !'-!IJ'IFI 1000 1200 1400

Sekil 4.1. 3 mg L konsantrasyonda ZON, a-ZOL, B-ZOL igeren standart ¢ozelti.
Kosullar: Iyonizasyon tipi: El (70 eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tagiyici
gaz : helyum (1 mL/dakika), iyon tarama sekli: SCAN. Alkonma
zamanlarina gore analitler sirasiyla numaralandiriimigtir.1- ZON, 2- a-
ZOL, 3- B-Z0L
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Sekil 4.2. ZON-2TMS bilesiginin iyon spektrumu. Kosullar: iyonizasyon tipi: El (70
eV), enjeksiyon hacmi: 2yuL, tasiyici gaz: helyum (1 mL/dakika), iyon
tarama sekli: SCAN
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Sekil 4.3. ZON-2TMS bilesiginin karakteristik iyonlarinin kromatogrami. Kosullar:
lyonizasyon tipi: EI(70 eV), enjeksiyon hacmi: 2L, tagiyici gaz : Helyum

(1 mL/dakika), iyon tarama sekli: SCAN
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Sekil 4.4. ZON-2TMS bilesiginin iyon spektrumu. Kosullar: lyonizasyon tipi: El (70
eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika), iyon

tarama sekli: SCAN
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Sekil.4.5. a-ZOL-3TMS bilesiginin kromotogrami. Kosullar: iyonizasyon tipi:El (70
eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika), iyon
tarama sekli: SCAN
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Sekil.4.6. a-ZOL-3TMS bilesiginin karakteristik iyonlarinin kromatogrami. Kosullar:
lyonizasyon tipi:El (70 eV), enjeksiyon hacmi: 2L, tasiyici gaz : helyum
(1 mL/dakika), iyon tarama sekli: SCAN
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Sekil 4.7. a-ZOL-3TMS bilesiginin iyon spektrumu. Kosullar: iyonizasyon tipi:El (70
eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika), iyon
tarama sekli: SCAN
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Sekil 4.8. B-ZOL-3TMS bilesiginin kromotogrami. Kosullar: iyonizasyon tipi:El (70
eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika), iyon
tarama sekli: SCAN
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Sekil 4.9. B-ZOL-3TMS bilesiginin karakteristik iyonlarinin kromatogrami. Kosullar:
lyonizasyon tipi:El (70 eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyici gaz
helyum(1 mL/dakika), iyon tarama sekli: SCAN
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Sekil 4.10. B-ZOL-3TMS bilesiginin iyon spektrumu. Kosullar: iyonizasyon tipi:El
(70 eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika),
iyon tarama sekli: SCAN
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Yukarida goruldigu gibi SCAN modla her G¢ analitin birlikte ve tek baslarina
GC/MS kromotogramlari elde edildi. Numuneye ait tim bilesenler, toplam matrikse
ait pikler ve analitlerin kromotogramda ki alikonma zamanlari tespit edildi.
Allkonma zamanlarinin tespiti igin kromatogramda her Ug¢ analite ait iyonlar
referans alindi [123-126].

4.1.2. SIM modda analitlerin degerlendirilmesi

Cihaz metodu, allkonma zamani, analitlere ait iyonlarin dogruluk ve metod
hassasiyetini teyid etmek icin, analitlere ait iyonlar GC/MS’te olusturulan metod
yazilimina tanitilarak SIM modda referans standart maddelere ait kromatogramlar
elde edildi (Sekil 4.11-16) .
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Sekil 4.11. ZON-2TMS bilesiginin iyon spektrumu. Kosullar: iyonizasyon tipi: EI (70
eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyict gaz: helyum (1 mL/dakika), iyon
tarama sekli: SIM
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Sekil 4.12. ZON-2TMS bilesiginin karakteristik iyonlarinin kromatogrami. Kosullar:
lyonizasyon tipi: EI (70 eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyici gaz :
helyum(1 mL/dakika), iyon tarama sekli:SIM
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Sekil 4.13. a-ZOL-3TMS bilesiginin kromotogrami. Kosullar: lyonizasyon tipi:El (70
eV), enjeksiyon hacmi: 2uL, tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika), iyon
tarama sekli: SIM
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Sekil 4.14. o-ZOL-3TMS bilesiginin karakteristik iyonlarinin kromatogrami.
Kosullar: lyonizasyon tipi : ElI (70 eV), enjeksiyon hacmi: 2pL,
tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika), iyon tarama sekli: SIM
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Sekil 4.15. B-ZOL-3TMS bilesiginin kromotogrami. Kosullar: iyonizasyon tipi: El
(70 eV), enjeksiyon hacmi: 2L, tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika),

iyon tarama sekli: SIM

FEondance Tor 536,00 (595,70 1o 536,707
55
40000
20000
10.110.15 10.26 1035 10.43 10.76 10,82 10.87
Time-> 10.00 10,20 10/40 1050 10,80
Abundance
1055
20000
10161021 10.26 10.43 10.75 10.85 10.91 10.96
Time-> 10.00 10.20 10040 10050 1080
Abundance
1055
50000
1005 1002 10,19 10.30 10.43 10.77 10.830.87 10.93
Time-> 10.00 10,20 10/40 10050 10,80
Abundance lon 446,00 [445.70 to 446.70)]
55
500004
1011 1018 10.3010.34 10.43 1071 10.800.94
Tirne--> 1000 1n|?n 1n|dn 1|-||P|n 1|‘||Fm

Sekil

4.16. B-ZOL-3TMS bilesiginin karakteristik

iyonlarinin  kromatogrami.

Kosullar: iyonizasyon tipi: ElI (70 eV), enjeksiyon hacmi: 2uL,
tasiyici gaz : helyum (1 mL/dakika), iyon tarama sekli: SIM

SCAN ve SIM modda analitlere ait elde edilen kromatogramlar karsilikli

degerlendiriimis ve verilerin Ortustigu goértulmastir. Yapilan degerlendirmeler
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sonucu yontemin gercek orneklere uygulanmasi ve gecerli kilinmasi slrecinde
analitlerin Cizelge 4.1’de belirtilen alikonma zamalari ve karakteristik iyonlari

kullaniimigtir.

Cizelge 4.1. ZON-2TMS, a-ZOL-3TMS ve B-ZOL-3TMS bilesiklerinin GC/MS
verileri [124-126]

Analit
Analit Allkonma Zamani Molekiil Karakteristik iyonlar
(Ort. dak.)*ss Kiitlesi (m/z)
ZON 10,31+0,01 318 305, 333, 429, 462
a-ZOL 10,4410,01 320 361, 433, 446, 536
B-ZOL 10,57+0,01 320 333, 361, 446, 536

4.1.3. Analitlerin tlirevlendirme basamagi

Turevlendirme ajani olarak kullanilan BSTFA:TMCS (99:1) alkollerin, alkaloidlerin,
aminlerin, karboksilli asitlerin, fenollerin ve steroidlerin molekullerinde ki aktif bir
hidrojenin bir silil grubuyla yerdegistiriimesi sonucu silillenmesinde oncelikle tercih
edilen yaygin sililleme ajanidir. Sililleme ajani N,O-bis(trimetilsilil) trifloroasetamid:
trimetilklorosilan (BSTFA:TMCS) (99:1), organik bilesiklerin sterik engeli olmayan
polar gruplariyla reaksiyona girmeye oldukga isteklidir [109, 131, 132].

ZON ve metabolitlerinin tlrevlendirimesinde en yaygin ve tercih edilen
turevlendirme reaksiyonu silillemedir. Yapilarinda bulanan —OH ile trimetilsilil
gruplari yer degistirerek sililleme yapilir. Turevlenme reaksiyonunda a-ZOL ve [3-
ZOL icin 3 hidroksil grubu iceren potansiyel silillenme alani mevcutken, ZON’da
alfa pozisyonunda hidrojen atomu olan karbonil gurubu ile 2 hidroksil grubu vardir.
El'da ki molekiler iyonlarin varhgi (M++) sirasiyla ZON-2TMS , a-ZOL-3TMS ve B-
ZOL-3TMS turevlendirme urtnlerinin olusmasina neden olur. ZON ve metabolitleri,
tum aktif hidrojen atomlarinin TMS (trimetilsilil) grubuyla yer degistirmesi sonucu

trimetilsilil eterlerine donusuar [109, 131, 132].

Tlrevlendirme suresi ve sicakhginin tlrevliendirme verimine iliskin yapilan tekrarh

denemeler (4 defa) sonunda, ZON ve metabolitlerinin matriks ortaminda 60 °C ve
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60 dakika bekleme suresi sonucu GC/MS verilerinin stabil ve kromatogram

sonuglarinin benzer oldugu goérulmastiur. Fakat sicakllk 90 °C ve 60 dakika

bekleme siresi sonunda tanimlanamayan matrikslerin ve gurultundn arttigi, iyon

alanlarinin dustagua, kromatografik degerlendirmelerin  dogru yapilamayacagi
anlasiimistir (Bkz. Sekil 4.17-19).

[rbundancs
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Sekil 4.17. Turevlendirme sicakhiginin tirevlendirme verimine etkisi. Tlrevlendirme

kosullari: Sililleme ajani BSTFA:TMCS (99:1), Sicaklk 90 °C, bekleme
suresi 30 dakika
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Sekil 4.18. Turevlendirme sicakhginin tirevlendirme verimine etkisi. Turevlendirme

kosullari: Sililleme ajanit BSTFA:TMCS (99:1), Sicaklik 90 °C, bekleme
suresi 60 dakika
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Sekil 4.19. Turevlendirme sicakhginin turevlendirme verimine etkisi. Turevlendirme
kosullari: Sililleme ajani BSTFA:TMCS (99:1), Sicaklik 60 °C, bekleme
suresi 60 dakika

4.2. Yontemin gercek orneklere uygulanmasi ve gecerli kilinmasi

Yontemi gecerli kilma calismalarinin amaci, analitik bir iglemin istenilen amaca
uygunlugunu gostermektir. Analitik iglemin amaci, yontemi gecerli kilma
calismalari sirasinda deg@erlendirilecek ozellikleri belirleyeceginden, agik olmalidir.
Tipik bir yontem gecerli kilma calismasinda degerlendiriimesi gereken ozellikler:
dogruluk, kesinlik, 6zgunlik, teshis siniri, tayin siniri, dogrusallik ve araliktir [131].
Yontemi gecerli kilma igin yapilan bu ¢alismada 6zgunluk, dogrusallik, dogruluk,

kesinlik, geri kazanim, teshis sinir1 ve tayin siniri incelenmigtir.

Yontem igin iki farkli periyotta tekrarlanabilirlik ¢calismalari yapilmistir. Bu amagla
sirasiyla ZON, a-ZOL ve B-ZOL icin 0, 5, 10, 20, 30 ng/g ¢alisma araligi ile 0, 1,
2, 3, 4 ng/g ¢alisma arahgi gecerli kilinmigtir.

4.2.1. Ozgiinliik

Ozgiinliik, ortamda olmasi beklenebilecek diger maddelerin varliginda &lgilen
analitin kesin olarak tayin edilebilme yetenegidir. Analitik ydntemin sadece
amaclanan madde veya maddeleri tayin edebilme yetenedidir, bilesenin veya

matriksin sinifina gére degisebilir, sayisal bir degeri yoktur. Ornek matriksinde
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bulunan tum gereken bilesenlerin yaninda analiz edilecek maddelerin dogru ve
O6zgun bir sekilde belirlenebilmesi, analitik yontemlerin secimliligini belirler [132].
Bu galismada yontemin 6zgunligunu incelemek igin geligtirilen yontemle, GC/MS
ve SPE c¢alismalari icin belirlenen en uygun kosullarda bos (kor) numune, ZON ve
metabolitlerinin eklendigi numuneye ait kromotogramlar Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de
gOsterilmistir.  Kromatogramlarin  karsilastiriimasiyla  analitlerin ~ alikonma
zamanlarinda bos mama orneklerinden kontaminasyona delil olabilecek herhangi
bir pikin gelmedigi gorulmuastir (Bkz. Sekil 4.22). Boylece yontemin 6zgunlugu

gOsterilmistir.
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Sekil 4.20. Bos mama 6rneginin analiziyle elde edilen kromatogram
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Sekil 4.21. ZON, a-ZOL ve B-ZOL standartlarinin eklendigi mama orneginin
analiziyle elde edilen kromatogram
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Sekil 4.22. Bos ve ekleme yapilmis oOrneklerin kromatogramlarinin birlikte
gosterilisi

4.2.2. Dogrusallik

Bir analitik islemin dogrusaligi, belirli bir aralikta analitin 6rnekteki
konsantrasyonuyla dogru orantili sonuglar elde edebilme yetenedidir. Bir analitik
yontemin dogrusalligi test sonuglarindan dogrudan elde edilerek veya dogru
tanimlanmis matematiksel konsantrasyonlari bilinen, belirli bir sirada hazirlanmig
ornekler icinde analitin farkh konsantrasyondaki orneklerinden elde edilir [131].
Yontemin dogrusal c¢alisma araligini bulmak icin analitler agisindan kalinti
icermeyen mama Orneklerine ZON, a-ZOL ve B-ZOL standartlari 4 farkh
konsantrasyonda eklenmigtir. Hazirlanan 6Orneklerin ve bos 06rnegin yapilan
dogrusallik ¢alismasi sonucunda elde edilen 5 noktali regresyon edrileri, egrinin
Ozellikleri, 0, 5, 10, 20, 30 ng/g calisma araligi ile 0, 1, 2, 3, 4 ng/g calisma arahgi
icin Sekil 4.23-28'de, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Calismalar
matriks eslemeli (matrix-matched, matriks uyumlu) kalibrasyon kullanilarak

yapilmistir.
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Coef aof Det [172] = 109392 Curvwe Fit: Linear

Sekil 4.23. Numuneye ZON eklenerek elde edilen kalibrasyon edgrisi

tekrarlanabilirlik)

Yanit
H.00e+007
I] [] T T T T T T T T T T T T
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Konsantrasyon (ng/g)
Fezsponsze = 2.70e+008 = Amtk - 3.15e+005
Coef of Det [™2] = 0.995 Curve Fit: Linear
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(1.

Sekil 4.24. Numuneye a-ZOL eklenerek elde edilen kalibrasyon egrisi (1.

tekrarlanabilirlik)

Yanit

1.00e+007

0 10 20

Konsantrasyon (ng/g)

Fezponse = 6.52e+005 *= Amt - 4. 84e+005
Coef of Det [172] = 0993 Curwe Fit: Linear

Sekil 4.25. Numuneye B-ZOL eklenerek elde edilen kalibrasyon egrisi (1.

tekrarlanabilirlik)
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Cizelge 4.2. ZON, a-ZOL ve B-ZOL’a ait 0, 5, 10, 20, 30 ng/g’lhk calisma arahgi
icin regresyon egrisinin 6zellikleri (y: iyon alani, x: konsantrasyon

(ng/g))
Tanimlayicilik Katsayisi
1. Tekrarlanabilirlik Egrinin Denklemi
calismasi
ZON y=(2,69e+006)x- (1,50e+006) r2=0,993
a-ZOL y=(2,70e+006)x - (3,15+006) r2=0,995
B-ZOL y=(6,52e+005)x - (4,84e+005) r?=0,993
Yanit
1.00e+007
0= ———— ——
o 2 4
Konsantrasyon (ng/g)
Hezponze = 2 43e+006 * &mt - 3.7 7e+004
Coef of Det 1721 = 0.996 Curwe Fit: Linear

Sekil 4.26. Numuneye ZON eklenerek elde edilen kalibrasyon egrisi (0, 1, 2, 3, 4
ng/mL; 2. tekrarlanabilirlik)

Yanit

5.00e+006

=
f— I I I
=

|
2 L |

Konsantrasyon (ng/g)

=

R esponze = 2 22=+005 ¥ At + 5 034004
Cosf of Det [r2] = 0,994 Curve Fit: Linear

Sekil 4.27. Numuneye a-ZOL eklenerek elde edilen kalibrasyon edrisi (2.
tekrarlanabilirlik)
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Yanit

5.00e+00%

I
0

Konsantrasyon (ng/g)

Rezponse = 2.162+005 ® Amt - 1.071 2+004
Coef of Det [172)] = 0.996 Curve Fit; Linear

Sekil 4.28. Numuneye [B-ZOL eklenerek elde edilen kalibrasyon edrisi (2.

tekrarlanabilirlik)

Cizelge 4.3. ZON, a-ZOL ve B-ZOL’a ait 0, 1, 2, 3, 4 ng/g’lik calisma aralg icin
regresyon egrisinin ozellikleri (y:

iyon alani, x: konsantrasyon

(ng/9))
Tanimlayicilik
2. Tekrarlanabilirlik Egrinin Denklemi Katsayisi
calismasi
a-ZOL y=(2,43e + 006)x- (9,77e + 004) r’=0,996
a-ZOL y=(2,22e + 006)x - (5,03e + 004) r’=0,994
B-zZOL y=(2,16e + 005)x - (1,01e + 004) r’=0,996

4.2.3. Dogruluk, geri kazanim ve kesinlik

Dogruluk, yontem ile elde edilen Olgimlerin gercek veya kabul edilen degere

yakinligini belitmektedir. Bir test sonucu ve kabul edilmis referans degeri

arasindaki anlasmanin yakinligi demektir. Gergeklik ve kesinlik parametreleri ile

belirlenir. Bir analitik yontemin dogrulugu, yéntem ve bir¢cok farkl yoldan elde

edilebilen gercek deder tarafindan toplanan test sonuglarina dayanmaktadir.

Dogruluk, bazi galismalarda analitin matriksten ayrilmasindan ve analitik cihaza

veriimesinden sonra elde edilecek cevap ile bir ¢dzlcu icinde ¢dzlinen referans

standart materyalin cevabinin karsilastiriimasina baghdir. Bu tir ¢galismalarda elde

edilen deger mimkuin oldugunca dogruya yakin olmahdir [131, 132].
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Kimyasal olgumde gercek degerin Olglilmesi uygulanan metoda bagimli olarak
degisim gdstermektedir. Deneysel islemler surecinde farkli asamalarda meydana
gelen bir kayip gergeklesir. Bu kayip miktarinin oranini ve belirsizligini hesaplamak
gerekir. Analiz surecinde olusan bu kayip miktari metodun geri kazanim orani
olarak ifade edilir. Dogruluk, numuneye eklenmis analitin tayini ile gercek degerin
karsilastirimasi esasina dayanir ve % bagil (relative) geri kazanim olarak ifade
edilir. Baska bir ifadeyle geri kazanma, analitik prosedur sirasinda geri kazanilan
bir maddenin dogdru konsantrasyonunun yuzdesi demektir. Eger onaylanmis

referans materyal yoksa validasyon sirasinda belirlenir [131, 132].

Kesinlik, herhangi bir dlcimun tekrarlanabilme kabiliyeti, yani tamamen ayni yolla
elde edilen arastirmaciya ait bireysel test sonuglarinin birbirine yakinhginin,
aralarinda ki tutarlihgin gostergesi veya sart kosulmus (6nceden belirtiimig)
kosullar altinda elde edilmis bagimsiz test sonuglari arasindaki anlagmanin
yakinhgidir. Kesinligin dlgcuimu, genellikle kesin olmama terimleriyle ifade edilir ve
test sonuclarinin standart sapmasi olarak hesaplanir. Daha az kesinlik, daha
blylk bir standart sapmayla belirlenir. Kesinlik daha acgik bir ifadeyle, bagimsiz
analiz sonugclari arasindaki tutarlihgi géstermektedir [132]. Bos bir matrikse bilinen
analit(ler) miktarlarinin eklenmesinin geri kazaniimasi yoluyla yapilan bu
calismada kesinlik parametresi tekrarlanabilirlik (tekraredilebilirlik) parametresinin
kontrolu ile belirlenmistir [131-133].

Tekrarlanabilirlik kosullari, ayni ekipmani kullanarak ayni operator tarafindan ayni
laboratuvarda es test maddeleri Uzerinde ayni yontemle elde edilen bagimsiz test
sonuglarinin bulundugu kosullar demektir. ZON, a-ZOL ve B-ZOL'un bos mama
orneklerine eklenmesi ile tg¢ farkli konsantrasyonda 5, 10, 20 ng/g alti paralel
calisma yapilarak, iki farkli zaman periyodunda vyapilan tekrarlanabilirlik
calismalari sonucunda ortalama geri kazanim, % bagil geri kazanim ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik limiti) degerleri hesaplanmistir (Bkz. Cizelge 4.4, Cizelge 4.6 ve
Cizelge 4.8). Ayni galismalar ve hesaplamalar 1, 2, 3 ng/g konsantrasyonlar igin
de yapilmistir (Bkz. Cizelge 4.5, Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.9).
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10, 20 ng/g konsantrasyonlari icin ortalama geri
kazanim, % bagil (relative) geri kazanim ve kesinlik

Bulunan Ortalama Geri

Eklenen Kazanim (ng/g) %R’ (% Bagil (relative) geri kazanim Kesinlik
Konsantrasyon orani ) (r, n=6)
(ng/g) Birinci ikinci Birinci ikinci

Tekrarlanabilik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

Calismasi Calismasi Calismasi Calismasi
5 (n=6)! | 4,32 3,92 86,62 78,37487 0,71
10 (n=6) 9,36 9,62 93,61 96,21192 0,47
20 (n=6) 20,71 21,09 100,48 104,25797 0,26

Cizelge 4.5. ZON'un 1, 2, 3 ng/g konsantrasyonlari igin ortalama geri kazanim,
% bagil (relative) geri kazanim ve kesinlik
Bulunan Ortalama Geri

Eklenen Kazanim (ng/g) %R' (% Bagil (relative) geri kazanim Kesinlik
Konsantrasyon orani ) (r, n=6)
(ng/mL) Birinci ikinci Birinci ikinci

Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

Calismasi Calismasi Calismasi Calismasi
1 (n=6) 0,97 1,01 97,0 101,0 0,02
2(n=6) [1,86 1,94 93,0 97,0 0,03
3 (n=6) 2,89 2,85 96,3 95,0 0,02

Cizelge 4.6. a-ZOL’ln 5, 10, 20 ng/g konsantrasyonlari i¢in ortalama geri kazanim,
% bagil (relative) geri kazanim ve kesinlik

Bulunan Ortalama Geri

Eklenen Kazanim (ng/g) %R' (% Bagil (relative) geri kazanim Kesinlik
Konsantrasyon orani ) (r, n=6)
(ng/mL) Birinci ikinci Birinci ikinci

Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

Calismasi Calismasi Calismasi Calismasi
5 (n=6) 4,68 4,82 77,83067 82,13890 0,37
10 (n=6) 9,62 9,65 97,53577 95,18703 0,40
20 (n=6) 20,02 19,8 99,54794 99,88520 0,12

n: paralel galisma sayisi; ortalama geri kazanim, matrix-matched kalibrasyon kullanilarak
hesaplanmis degerlerdir; hesaplamalar ve istatistiki terimler Ek1’de agiklanmistir.
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Cizelge 4.7.

a-ZOL’un 1, 2, 3 ng/g konsantrasyonlar igin ortalama geri kazanim,

% bagil (relative) geri kazanim ve kesinlik

Bulunan Ortalama Geri

Eklenen Kazanim (ng/g) %R' (% Bagil (relative) geri kazanim .
Konsantrasyon orant ) Kesinlik
(ng/mL) i ] (r, n=6)

Birinci Ikinci Birinci Ikinci

Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

Calismasi Calismasi Calismasi Calismasi
1 (n=6) 0,97 1,01 97,0 101,0 0,03
2 (n=6) 1,86 1,94 93,0 97,0 0,06
3(n=6) |[289 2,85 96,3 95,0 0,02

Cizelge 4.8. 3-ZOL’Un 5, 10, 20 ng/g konsantrasyonlari i¢in ortalama geri kazanim,

% bagil (relative) geri kazanim ve kesinlik

Bulunan Ortalama Geri

Eklenen Kazanim (ng/g) %R' (% Bagil (relative) geri kazanim Kesinlik
Konsantrasyon orani ) (r. n=6)
(ng/mL) Birinci ikinci Birinci ikinci

Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik

Calismasi Calismasi Calismasi Calismasi
5 (n=6) 4,42 4,56 88,4 91,2 0,35
10 (n=6) 9,54 9,48 95,4 94,8 0,38
20 (n=6) | 19,52 19,7 97,6 98,5 0,18

Cizelge 4.9. B-ZOL’Un 1, 2, 3 ng/g konsantrasyonlari i¢in ortalama geri kazanim,
% bagil (relative) geri kazanim ve kesinlik
Bulunan Ortalama Geri %R' (% Bagil (relative) geri
Eklenen Alim (ng/g) kazanim orani ) Kesinlik
Konsantrasyon | Birinci  Tekrarlanabilirlik | Ikinci Birinci ikinci (. n=6)
(ng/mL) Calismasi Tekrarlanabilirlik | Tekrarlanabilirlik | Tekrarlanabilirlik
Calismasi Calismasi Calismasi

1 (n=6) 0,97 1,01 97,0 101,0 0,01
2 (n=6) 1,86 1,94 93,0 97,0 0,03
3 (n=6) 2,89 2,85 96,3 95,0 0,02

4.2.4. Teshis siniri

Bir analitin teshis siniri (LOD, Limit of dedection; gozlenebilme sinirt) , bos 6rnek

veya zemin gurultusunden onemli dlgude farkh bir aletsel sinyalin alindigi, fakat

miktari belirlenemeyen en kiglk analit konsantrasyonudur. Bu konsantrasyon



87

diger bir ifadeyle cihazda ki analite ait karar limitidir [134]. Teshis sinirini
belirlemek icin ¢esitli yontemler vardir. Bu c¢alismada analitik egrinin
parametrelerinin kullanildigi hesaplama yontemi uygulanmigtir. Teshis siniri, EK-

1'de ki esitlige gore hesaplanmigtir [134].

Analitik egrinin parametrelerinin kullanildigi hesaplamalar sonucu, 0, 5, 10, 20, 30
ng/g calisma arahgi icin; ZON'un teshis siniri 1,08 ng/g, a-ZOL’'un 1,01 ng/g, B-
ZOL’un 1,2 ng/g olarak bulunmustur. Calisma arahgi 0, 1, 2, 3, 4 ng/g i¢in; ZON’un
teshis sinin 0,20 ng/g, a-ZOL'un 0,20 ng/g, B-ZOL'un 0,06 ng/g olarak

bulunmustur.

4.2.5. Tayin siniri

Tayin sinirn (LOQ, Limit of quantification; alt tayin sinir1), bir yéntemin belirli
islemsel kosullar altinda, analitin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik ile tayin
edilebildigi en dusuk konsantrasyondur. Bu konsantrasyon diger bir ifadeyle
analitin cihazda ki tayin limitidir. Tayin sinirn, EK-1'de ki esitlige gore

hesaplanmistir [134].

Analitik egrinin parametrelerinin kullanildigi hesaplamalar sonucu, 0, 5, 10, 20, 30
ng/g calisma araligi icin; ZON’un tayin sinirni 3,25 ng/g, a-ZOL'un 3,03 ng/g, B-
ZOL’un 3,06 ng/g olarak bulunmustur. Calisma arahg: 0, 1, 2, 3, 4 ng/g icin;
ZON'un tayin sinin 0,6 ng/g, a-ZOL'un 0,6 ng/g, B-ZOL'un 0,12 ng/g olarak

bulunmustur.

4.3. Caligsma sonuglarinin degerlendirlimesi

Geligtirilen yontemin gegerli kilma ¢alismalan 0, 5, 10, 20, 30 ng/g ile 0, 1, 2, 3, 4
ng/g calisma araligi icin yapilmis ve bu kapsamda 6zgunlik, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, geri kazanim, teshis siniri, tayin sinirt parametreleri
incelenmigtir. Gergeklestirilen yontemde, kontaminasyon duzeyleri arastirilan

analitlerin, tahil bazli bebek mamalarinda ki analizlerini gegerli kilma c¢aligmalari
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bir rehber olmadigindan, uluslararasi kabul edilmis rehber olan ICH Q2 (R1)"’de
belirtilen ydntem izlenmistir [132]. Ayrica drneklerinin zenginlestiriimesi ile yapilan
geri kazanim galismasinda, tekrarlanabilirlik hesaplamalarinda “ISO 5725” dlgim
yontemlerinin ve sonuglarinin dogrulugu (gerceklik ve kesinlik) stadardina gore
EK-1’de belirtilen formaller kullaniimistir [135].

Ozgiinliik icin bos mama 6rnegi ile, bilinen konsantrasyonlarda ZON, a-ZOL ve B-
ZOL standardi eklenmis mama orneklerine ait kromatogramlarin karsilastiriimasi
sonucunda, mama o&rneklerinin incelenen analitlerle girisim yapabildikleri tespit

edilmigtir.

Dogrusallik calismasinda ise, 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan oOrneklere
yontemin uygulanmasiyla elde edilen pik alanlarinin konsantrasyonla degisimi
grafigi cizilmistir. Bu calismayla, her iki farkh dizeylerde ki ¢alisma araliginda da

ZON, a-ZOL ve B-ZOL’'un dogrusal oldugu gorulmasgtar.

Bir yéntemin dogrulugu bulunan sonugcla gercek sonucun birbirine yakinhgidir. iki
farkli dlzeyler secilerek yapilan peryotta ki tekrarlanabilirlik g¢alismalarinda g
farkli konsantrasyonda hazirlanan oOrneklerin 6’sar paralel halinde calisiimasi
sonucunda her iki ¢calisma araliginda da dogruluk yuzdelerinin ve ortalama geri

kazanim degerlerinin yuksek oldugu gorulmustar.

Kesinlik ayni kosullarda elde edilen sonugclarin birbirine yakinliginin gostergesidir.
Calisma araligi 0, 5, 10, 20, 30 ng/g ile O, 1, 2, 3, 4 ng/g igin ayri ayn farkh
zamanlarda tekrarlanabilirlik ¢alismalari sonuglarinda her U¢ madde ve her
calisma seviyesi icinde tekrarlanilabilirlik katsayilari hesaplanarak yontemin
kesinligi goOsterilmigtir. Tekrarlanabilirlik, “r’ harfi ile ifade edilmekte olup,
tekrarlanabilirlik kosullari altinda elde edilen kesinliktir. Tekrarlanabilirlik kosullari
ISO 5725-1'de ayni metot ile esdeger Orneklerde ayni laboratuvarda, ayni

ekipman ve ayni analist tarafindan kisa zaman araliginda elde edilen bagimsiz

2 International conference on harmonisation of technical requirements for registration of

pharmaceuticals for human use, ICH Harmonised Tripartite Guideline, Validation of analytical
procedures: Text and Methodology Q2(R1)
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test sonuglarinin elde edilmesi olarak tanimlanmigtir. Kosullarin yakinligi

nedeniyle beklenen kesinlikte kligik olmaktadir [135, 136].

Teshis sinir1, 0, 5, 10, 20, 30 ng/g ¢alisma arahgi i¢in; ZON 1,08 ng/g, a-ZOL 1,01
ng/g, B-ZOL’un 1,2 ng/g olarak bulunmustur. Calisma arali§i 0, 1, 2, 3, 4 ng/g igin;
ZON 0,20 ng/g, a-ZOL 0,20 ng/g, B-ZOL’un 0,06 ng/g olarak bulunmustur. Tayin
sinirt ise; 0, 5, 10, 20, 30 ng/g galisma arahgi i¢in; ZON 3,25 ng/g, a-ZOL 3,03
ng/g, B-ZOL’'un 3,06 ng/g olarak bulunmustur. Calisma araligi 0, 1, 2, 3, 4 ng/g
icin; ZON 0,6 ng/g, a-ZOL 0,6 ng/g, B-ZOL’un 0,12 ng/g olarak bulunmustur.

Analitik yontemlerin performansi ve sonuglarin yorumu ile ilgili 96/23/EC konsey
direktifini uygulama 2002/657/EC direktifinde yer alan nicel yontemlerin gergekligi
parametresine gore; olcimlerin gergekliginin, bos bir matrikse bilinen analit(ler)
miktarlarinin eklenerek geri kazanilmasi yoluyla degerlendiriimesi durumlarda
yapilan validasyon g¢alismalarinda; calisma seviyesinin >1 ng/g ile 10 ng/g olmasi
durumunda ortalama geri kazanim % R' (% bagil geri kazanim orani) degerlerinin

“- % 30” ile “+ % 10” arasinda olmasi beklenir [136].

iki farkli 0, 5, 10, 20, 30 ng/g ile 0, 1, 2, 3, 4 ng/g ¢alisma araligi igin yapilan
validasyon ¢alismasinda, tekrarlanabilirlik ~ c¢alismalarinda uc  farkli
konsantrasyonda hazirlanan orneklerin 6’sar paralel halinde iki ayri calisma
periyodunda (iki ayri ginde) calisiimasi sonucunda her iki ¢alisma araliginda ve
her bir konsantrasyon duzeyinde % R' degerlerinin yuksek oldugu ve yukaridaki
ilgili arah@r karsiladigi goérulmustar. Yapilan bu degerlendirmeye gore; bos bir
matrikse bilinen analit(ler) miktarlarinin eklenmesinin geri kazanilmasi yoluyla
degerlendiriimesi yontemi ile yapilan her iki validasyon c¢alismasinda LOQ
dizeylerinin (raporlama duzeyi) numunede kabul edilebilir dogrulukta hesaplandigi

goralmustar.

Metod optimizasyonu ve gecerli kilma caligmalari sonucunda numuneler analize
alinmistir. Ekstraksiyon ve tureviendirme iglemleri sonucu GC/MS’e enjeksiyon
yapillmadan 6nce Bolim 3.2.1°de bahsedilen autotune islemi gergeklestirilmistir.

Bu iglem sonucu cihazin optimal sartlarda oldugu belirlendikten sonra cihaza sirali
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enjeksiyon yapilmigtir. Analiz edilen her bir numuneye ait kromatogram her iki

calisma araliginda (1. ve 2. ¢galisma arali§i) ¢izilen 2 farkli kalibrasyon duzeylerine

okutulmustur. Bu islem sonucunda numunelerin herhangi birinde, her

ki

kalibrasyon araliginda miktarsal bir deger belirlenmemis, tim numunelerin tayin

sinirlarinda negatif olduguna karar verilmistir. Teshis sinirinda miktarsal olmayan,

fakat cihazin bir sinyal alip almadigini kontrol etmek icin her bir numune ZON, a-

Z0L ve [B-ZOL'un tum fragman iyonlari cihaz software’ine girilerek olasi

kontaminasyon durumu SIM taramasiyla kontrol edilmigtir. Yapilan kontrollerde

herhangi bir numunede ZON ve metabolitlerine ait fragman iyon, dolasiyla sinyal

alinmamistir. Analiz edilen numuneye ait 6rnek kromatogram, ZON ve

metabolitlerinin fragman iyonlarinin secili SIM taramasi Sekil 4.29-32’de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.30. Analiz edilen numunede ZON’a ait iyonlarin SIM taramasi
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Sekil.4.32. Analiz edilen numunede (3-ZOL’a ait iyonlarin SIM taramasi

Analiz asamalarinin optimizasyonu ve metodu gecerli kilmaya yonelik ¢alismalar

esnasinda 4 farkl firmaya ait yaklasik 16 adet 6rnek stabil olmayan sartlarda, oda

kosullarinda bekletilmistir. Bir kismi son tlketim tarihleri gegtikten sonrada kontrol

amagcl analiz edilmigtir. Stabil olmayan sartlarda (1s1, nem vb.), ¢evresel stresin

etkisi altinda, ilkbahar, yaz ve sonbahar iklim kosullarinda bekleyen numunelerin

yapilan analizlerinde ZON ve metabolitlerinin kalintisina rastlanmam

Istir. Bu

sonucun numune paketleri agildiginda ZON ve metabolitleri agisindan kontamine

olmadiklari, olsalar dahi gevresel sartlarda analitlerin zamanla degrade

olduklari

veya ortam sgartlarinin mantar Uremesini tesvik edici parametreler barindirmadigi

ongorulmastir. Cevresel kosullarda beklemis numuneye ait kromatogram,

ZON ve

metabolitlerinin fragman iyonlarinin segili SIM taramasi S$ekil 4.33-36’da

gosterilmigtir.
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5. TARTISMA

insanlar yasamlarini siirdiirebilmek igin temel besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar.
Bu temel besin maddeleri baglica hayvansal ve bitkisel kaynaklardan gelir.
Yasamin devamliligini saglayan bu temel besin maddeleri fayda yaninda sagligi
olumsuz etkileyen birgok kimyasal madde veya toksik maddeleri de binyelerinde
barindirabilirler. Bu maddelerin bir kismi gida hazirlama sureglerinde kendiliginden
olusan veya farkh kaynaklardan gelen istenmeyen kalintilar olarak nitelendirilebilir.
Saghgr olumsuz etkileyebilen bu riskler her bireyde dedisen derecede sonuglar
meydana getirmektedir. Yas, cinsiyet, yasam sekli, genetik nedenler, gida
aliskanhgi, maruziyet dizeyi gibi bircok parametre sonucu belirleyici faktérlerin
baslicalardir. Ozellikle bebek ve yasamin erken déneminde ki ¢ocuklar, organ ve
dokularin veya c¢oklu detoksifikasyon mekanizmalarinin yeterince gelismemis
olmasi nedeniyle tim bu olumsuzluklara yetiskin bireylerden c¢ok daha fazla

duyarhdirlar.

Bitkisel kaynakli gida uretimi, farkli agamalari ve beraberinde olumsuzluklarin dahil
olabileceg@i uzun bir prosesi kapsar. Tahil, dane yem gibi temel gida kaynaklari
tarlaya ekimlerinden, hasat yapilana ve hasat sonrasi depolanma surecinden
tuketim icin raflarda bekletimesine kadar geg¢en asamalarin herbirinde cesitli
olumsuzluklarin olugsmasina aday gida veya gida ham maddeleridir. Tarlada
bulunan dogal flora veya sonrasinda ki sartlarin GUremelerine olanak
saglamasindan dolayr olugsan mantarlar, bu tur bitkilerde istenmeyen
kontaminantlarin olusmasinda temel unsurlardir. Mantarlar bitkiye fitoparazit
olarak vyerlestikten sonra metabolik aktiviteleri esnasinda ortama ¢ok farkh
mikotoksinleri salgilarlar. Fusarium tiri mantarlar tarafindan olusturulan bu
miktoksinlerden biri de ZON’dur. ZON, bitkisel kaynaktan maruziyetten sonra
organizmada Ostrojeni taklit ederek veya yerine gecerek hormonal sistem,

dolayisila hedef organ ve dokularda birgok advers etkiye neden olur.

ZON ve turevleri hayvansal gida uUrUnlerinde de bulunur. Hayvanlar igin temel
kaynagi kontamine yem veya anabolik etkisinden dolayi bilingli kullanilan veteriner

preparatlaridir. Ancak hayvanlarda alimindan sonra metabolik slirece dahil olmasi,
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detoksifikasyon mekanizmasina ugramasi ve kisa surede buylk ¢odunlugunun
vucuttan atilmasi veya anabolik amagli izne tabi kullanilan tlkelerde yasal arinma
suresinin beklenmesi nedeniyle hayvansal Urunler insanlar agisindan bitki bazl

besinler kadar tehlike arz etmemektedir.

Tahil bazli bebek mamalarinin ZON ve tlrevleriyle kontamine olma durumunun
bebek ve ¢ocuk sagligi acgisindan birgok hormonal/toksik etkiye neden olabilecegi
bilinmektedir. Gidalarda istenmeyen kontaminant olarak bulunabilen bu
maddelerin yuksek duyarlilikla tespiti olumsuzluklarin dnceden ongorulmesi ve
riskin mimkuin oldugunca minimize edilmesi agisindan énemlidir. Takip ve dnlem
acisindan bu bilesiklerin biyolojik matrikslerde tespiti amaciyla TLC, ELISA, HPLC,
GC/MS(MS), LC/MS (MS) gibi farkh gesitli enstrimental teknikler kullaniimaktadir.

Biyolojik bilesik ve diger bilesenler yoninden farkli matrikslerde SPE ydntemi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda SPE gibi bilinen ekstraksiyon
metotlarina ek olarak sivi-sivi ekstraksiyon vb. tekniklerde oldukca fazla tercih
edilmektedir. Ancak SPE teknidi, karmasik icerikli biyolojik matrikslerde daha
secici olmasi, ¢ok daha dusuk duzeyde analitlerin tespitine olanak saglamasi, ayni
matriks ortaminda farkli bilegik ya da kimyasallarin ayriminin saglanabilmesi, ¢ok
daha temiz ekstraklar elde edilebilmesi gibi birgok agidan avantajlari vardir.
Ayrica, GC/MS tekniginde, analiz edilen karmasik matriks iceren mama 6rneginde
oldugu gibi SPE yontemi yerine sivi-sivi ekstraksiyonun kullaniimasi ve elde edilen
yogun matriks igerikli ekstraktin dogrudan cihaza enjekte edilmesi, cihaz igletim
maliyetleri (dolgulu kolonlar, auto sampler enjektoru, ion source vb. bdlumler)
yonunden sikga sorunlar c¢ikaracaktir. Ayrica es zamanl yapilan analizlerde
cihaza enjeksiyon yapilan benzer metodla c¢alisiimig  numunelerin
degerlendiriimesinde, karsilagtirimasinda ve kalibrasyon egrilerinin ¢iziminde
sapmalar doguracaktir. Analitik cihazlarda, 6zellikle GC, GC/MS (GC/MS/MS) gibi
duyarlihgin ¢esitli kirlilik ve safsizliklardan olumsuz etkilendigi cihazlarda
surduarulebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlik icin SPE teknigi analistler igin her

zaman tercih nedeni olmustur.
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Bu calisma ile mevcut SPE tekniklerinin belirli kritik noktalarinda yapilan
degisikliklerle farkli asamalari optimize edilmis, gelistirlen en uygun yontem
GC/MS’e uyarlanmistir. Optimizasyon c¢alismalari sonucu geligtirilen GC/MS
yonteminde tayin siniri, iki farkli kalibrasyon egrisine gore yapilmistir. Genis
aralikli  kalibrasyon duzeylerinin segiminde, kalibrasyon egrisinin orjinden
uzaklastigl, alt ve ust kalibrasyon noktalari arasinda uyumsuzluklar goézlenmis,
sonuglarin gercek degerlere yakin olmasi ve kalibrasyon edrisinin orjine
yaklagmasi icin iki farkl kalibrasyon araligina (5 ng/g’dan kiguk miktarlar icin bir,
5>ng/g icgin ikinci) karar verilmigtir. Teshis siniri 1. ¢calisma araliyina gére ZON
0,20 ng/g, a-ZOL 0,20 ng/g, p-ZOL’un 0,06 ng/g; 2. calisma arahdina gére, ZON
1,08 ng/g, a-ZOL 1,01 ng/g, B-ZOL 1,2 ng/g olarak tespit edilmistir. Optimize
edilen metodun avantaji teshis ve tayin sinirlarinin diger birgok ¢alismalara goére
cok daha dusuk olmasidir. Optimize edilen ekstraksiyon metodlari, bunlara ait
sayisal degerler literaturde mevcut olan cgesitli tekniklerin kullanildigi benzer

calismalar ile bu ¢galismalara ait sonuglar Cizelge 5.1’de verilmigtir.
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Cizelge 5.1. ZON ve metabolitleri ile tahil, dari ve Urtnlerinde yapilmis benzer
calismalar?
- Clean up
T Matriks Ekstraksiyon (Ekstrakt Tespit LOD LOQ Ref.
Z temizleme) (ng/g) (ng/g)
ZON Misir, dari ACN:H,0O MycoSep LC-APCI-MS? 0,3-3,8 ng/g - [137]
Bugday unu | ACN:H,O MycoSep LC-ESI-MS? 10 ng/g - [137]
Hububat ACN:H,0O AlfaOcraZea™ | HPLC - - [137]
ZON Hububat ACN:H,0O Oasis HLB, HPLC 2 nglg [138,
MeOH:H,O IAC, 139]
MycoSep
Tahil bazl LC-flloresans
ZON bebek MeOH:ACN: SPE, Cys, IAC | dedektor, 2,5 ng/g 3ng/g, 2 | [140]
mamalari H,O uv ng/g
spektrometre
ZON Misir,un ACN:H,0 SPE LC/MSMS [141]
(Mycosep )
Bebek
mamasi,
kahvaltilik
ZON tahillar, ACN:H,0 IAC HPLC 0,65 nglg 2,95 [142]
atistirmalik ng/g
misir, ekmek
Bebek
ZON mamasi, ACN:H,0 IAC HPLC. 4 nglg; 25
gorbalik UPLC 8,1-10 ng/g pg/kg; [143]
makarna, 8,0-9,2
misir bazli ng/g
atistirmalik
Beyaz un,
karisik un, ACN:H,0O
ZON misIr unu, MeOH:H,0 IAC LC-FD 3,75 nglg 12,5 [144]
bebek ng/g
mamasi
ZON Patlamig ACN SPE,Cys GC/MS 16 ng/g 48 nglg [122]
misir
ZON Bugday, 1,25-10
piring, misir ACN SPE,Cis GC/MS 0,6-5 ng/g ng/g [134]
ZON, Tahlllar, IAC LC-FLD ZON, 2-6 nglg; | -
a-ZOL domuz yemi | MeOH:ACN a-ZOL, 3-6 [146]
ng/g
ZON Irmik ACN SPE,Cis GC/MSMS - 10ng/g | [147]
ZON Misir silaji TBME:MeOH SPE, Oasis HPLC-MS - - [150]
HLB
Bugday,
ZON piring, 10, 5,
misir bazli ACN:H,O SPE, Cys GC/MSMS - 10 ng/g [149]
bebek
mamasi
ZON, Tahil bazh 1, 5 ng/g; 5 ng/g;
a-ZoL, bebek ACN:MeOH LLE LC/MSMS 2 nglg 2,5nglg | [150]
B-zOL mamasi
0,12-0,6
ZON, Tahil bazh TBME; 0,06-0,20 ng/g | ng/g; [Sunulan
a-ZOL, bebek MeOH:H,0 SPE, Cys GC/MS ;1,01-1,2 ng/g | 3,03- calismal
B-zOL mamasi 3,25
ng/g

3 ACN, asetonitril; H,0, su; MeOH, metanol; MycoSep, AlfaOcrazea™, Oasis HLB, ekstrakt temizleme kolonu; IAC, immun
afinity kolon.
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GC/MS kullanilarak optimize edilen metod ile basta Avrupa Birligi olmak Uzere
birgok Ulkenin talep ettigi ve 6zellikle Turk Gida Kodeksi'nin (Gida Maddelerinde
Bulasanlarin Maksimum Kalinti Limitleri Hakkinda Teblig (Teblig No: 2008 / 26))
musade ettigi maksimum kalinti limitlerine uygun, hatta daha dusuk duzeyde tespit
limitleri elde edilmistir. Analiz edilen farkli mama o&rnekleri neticesinde teshis

sinirinda dahi kalintiya delil olabilecek duzey tespit edilememistir.

Analiz edilen numunelerde ZON ve metabolitleri ydoninden kontamine bir durum
tespit edilememesi, butin benzer orneklerin de ayni oldugu anlamini tagimaz.
Tahil icerikli bebek mamalarinda tek basina ZON veya Kkisith sayida
metabolitleriyle birlikte metod gelistirme, optimizasyon ve kontaminasyon tespitine
yonelik Cizelge 5.1’de belirtildigi Uzere benzer metod optimizasyonu galismalari,
survey calismalari ile piyasa arastirmalari yapiimistir. Cizelge 5.1°de belirtildigi gibi
bu calismanin sonuglariyla uyumlu olarak, benzer galismalarda ¢ogunlukla ilgili
metodun teshis sinirinda dahi herhangi bir kalintiya rastlanmamis veya <0, < 0,1,
<17,6 ug/kg gibi araliklarda ki dizeyler olmak tGzere ML'’in altinda degerler olarak
tespit edilmigtir [140, 142, 143, 149, 150].

Gergeklestirilen ¢alisma ve diger galismalarda kontaminasyon agisindan pozitif bir
sonugla karsilasilmamasi, ticari firmalarin bu tur Grtnleri Gretirken ham maddeyi
tuketime uygun belirli parametrelere gore sec¢melerinden kaynaklanabilir. Ham
maddeler Uretim prosesinden oOnce Kkaliteli, mantarlarin Uremesine olanak
saglayacak ylzeysel deformasyonlarin en az oranda oldugu, Uriinde tad agisindan
tek orneklilik ve diger saglik sorunlarina neden olabilecek kalintilarin
uzaklasmasini saglamak amaciyla yapilan yikama, kabuk kisminin ayriimasi ve
benzeri islemler, paketlerin tek ornekliliginin saglanmasi amaciyla yapilan birgok
farkl islem, olasi kontaminantlarin uzaklastirilmasi icin yapilan diger fiziksel ve
kimyasal (inert sorbentler) islemlere tabi tutulmus olma olasiigi ile
kontaminasyona rastlanmadigi sdylenebilir. Ayrica mantarlar aerobik canllardir
ve canlihgin devami i¢in oksijene ihtiya¢ duyarlar. Ticari Urunler hava sizdirmaz
sekilde paketlendiginden, sayet mikotoksin Uremesine neden olacak mantarla
kontamine olsa bile canhligin idamesi saglanamayacaktir. ZON ve metabolitlerinin

varligina rastlanma ihtimali en ylksek drin misir ve urunleridir. Analiz edilen
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orneklerin drun igerigi bilgilerinde igerik acisindan tek basina misir igermedigi,
diger tahil ve dane yemlerle birlikte homojen karigima dahil edildigi belirlenmigtir.
Bu nedenle analiz edilen birim miktar numunenin kontamine olma olasihgini
azalmakta veya olasi kontamine duzeyin teshis ve tayin sinirinin altinda kalarak
tespitini zorlastirmaktadir. Benzer galismalarda goézlenen pozitif sonuglar (< 0, <
0,1, 17,6 pg/kg) dederlendirilirken mikotoksin Uremesine imkan saglayan en
onemli parametrenin Urunlerin yetistirildigi Ulkelerin bulundugu veya temin edildigi
ulkeye ait iklim kusagi oldugu dikkate alinmalidir. Analiz edilen numunelerde
pozitif bir sonu¢ gértlmemesinde, ham maddelerin ézellikle karasal iklimin hikim
surdugu yerlerde yetismis olmasi, beraberinde Urinun hasat sonrasi rutubetin
mantar Uremesini tesvik edici bir ortamda bulunmamasi veya ham maddenin temin
edildigi bolgesel florada ZON Ureten Fusarium turt mantarlarin yoklugundan

kaynakli nedenler buyuk rol oynamis olabilir.

Bu galismada teshis sinirt ZON igin 0,20 ng/g, tespit siniri ise 0,6 ng/g olarak
tespit edilmigtir. ZON igin tespit sinir TDI (0,25 pg/kg vucut agirhdi gun) ve PMTDI
(0,5 pg/kg viucut agirhgr gtin) degerlerinin disitk bir miktar Gstlindedir. Fakat teshis
siniri ise 0,20 ng/g olarak TDI ve PMTDI’'nin altinda bir deger olarak olgtimustur.
Analitik degerlendirmede teshis sinirnda ZON’a ait fragman iyonlarin her 4’4nun
de tespit edilmesi gerekmektedir. Teshis siniri cihazda analitin tekrarlanabilir
sekilde gbzlemlendigi fakat olcllemeyen miktar, baska bir ifadeyle cihaz igin
raporlama limiti  olarakta degerlendiriimektedir.  Analizi  gerceklestirilen
numunelerde software’den yapilan fragman iyon kontrollerinde 6zellikle ZON’a ait
hicbir iyon tespit edilmemistir (Bkz. Sekil 4.29-32). Ayrica B-ZOL igin tespit sinir
0,06 ng/g olarak TDI ve PMTDI’nin altinda belirlenmistir. 3-ZOL’'un bulundugu
ortamda ZON ve diger metaboliti a-ZOL’un da bulunmasi beklenebilecegdinden
destekleyici bir dayanak olusturmustur. Bu bilgiler 1s1ginda incelenen érneklerin
oncelikle TDI degerinde kalinti icermedigi 6ngorulmus, tiketilmeleri durumunda

ZON’a bagli 6strojenik etki gbzlenmeyecegi sonucuna variimigtir.

Sayet analiz edilen numunelerde TDI'nin Ustunde bir deger bulunsaydi, bu deger
her ne kadar ML’in (ZON icin ML; 20 ug/kg) altinda olsa dahi ilgili 6rnegi tiketen

bebek veya yasamin erken déneminde ki ¢ocuklarda ZON’a maruziyet ihtimaline
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bagl risk degerlendirmesi yapilacakti. Yas grubu olarak 0-10 ay arasi ve ozellikle
5-9 ay arasinda ek gidaya gecilmesi ve bu donemde ek gida ve devam
mamalarinin tercinen bebeklerde kullaniimasi nedeniyle yuksek risk grubu olarak
belirlenecekti. Buna yonelik ortalama vucut agirligr ve bu agirhga ihtiyacen gunluk
enerji gereksinimi (kcal kg?! vicut agirh@ gin?t), ortalama gunlik enerji
gereksinimi (kcal gin?), s6z konusu mamanin enerji igerigi, mamanin tahmini
glnlik alim miktari (EDI, Estimation of the daily intake, ng/kg vucut agirhgi/gin),
tuketim aliskanh@i, tuketim sikhgl ve suresi gibi parametreler degerlendirilecek,

elde edilen verilere gore risk degerlendirmesi yapilacakti [151-153].
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6. SONUC

Tahil bazli bebek mamasinda ZON, metabolitleri a-ZOL ve B-ZOL’un analizi igin
metod optimizasyonu vyapilarak gelistirilen yontemin kesin, dogru, segici,
tekrarlanabilir ve maksimun kalintt duzeyinden dusuk konsantrasyonlarda da
duyarlihginin yuksek oldugu gosterilmigtir. Analizi gergeklestirilen numunelerden
elde edilen sonuglara gore piyasada perakende satilan tahil bazli bebek
mamalarinin Zearalenone ve metabolitleri agisindan kontamine olmadigi tespit
edilmistir. Bu UrUnleri tiketen bebek ve ¢ocuklarin tahil bazli mama kaynakli bir

risk altinda olmadiklari gosterilmistir.
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EK 1: % Geri kazanimin hesaplanmasi, % R' ( % bagil (relative) geri kazanim

orani), kesinlik, teshis siniri, tespit siniri hesaplanmasina ait formuller

% Geri kazanim hesaplama formuli

% R =( (X’-X)/Xspike )100

R = Geri kazanim

X’ = Spike edilen 6rnedin konsantrayonu
x = Ornek konsantrasyonu

Xspike = Standart konsantrasyonu

% R' ( % badil (relative) geri kazanim orani)

X'—X

R'(%) = —— x100

spike

X' = Zenginlestiriimis (spike edilmis) 6rnek sonucu (konsantrasyonu) ortalamasi

x = Orjinal 6rnek sonucu (konsantrasyonu) ortalamasi
X = Zenginlestirme sonucu (konsantrasyonu) ortalamasi=Standart

konsantrasyonu ortalamasi

spike

Teshis siniri (Gozlenebilme siniri)

LOD =3,3sb /b (3.1)

sb : Cevabin standart sapmasi (kor érneklerden alinan cevaplar)
b : Egrinin egimi

Tayin siniri (Alt tayin sinir)

LOQ = 10shb /b (3.2)

sb :Cevabin standart sapmasi (kor 6rneklerden alinan cevaplar)
b : Egrinin egimi
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Kesinlik parametresi icin tekrareilebilirlik katsayisi formulleri:

Sr=1[(Z(a1-b1)?)/2d] —
a-b = Iki sonugc arasindaki fark
d = Calisma sayisi

r=2,83* Sr

r: Tekrarlanilabilirlik limiti

iki farkli sonug arasindaki standart sapma
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