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OZET

UN VE UNLU MAMULLERDE L-SISTEIN TESPITINE YONELIK
KROMOTOGRAFIK VE SPEKTROSKOPIK METOTLARIN
GELISTIRILMESI

Aysen Develioglu Arslan

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Es Danisman: Dog. Dr. Canan EKINCI DOGAN

L-sistein dogadaki yirmi aminoasitten biri olan esansiyel olmayan ve son yillarda
popiiler bir aminoasittir. L-sistein gida, ila¢ ve kozmetik alanlari olmak {izere birgok
alanda kullanilmaktadir. Gida sanayindeki uygulamalardan biri aromadaki kullanimidir.
Ozellikle bitkisel gidalarda ete lezzet vermek igin kullanilmaktadir L-sistein, ayni
zamanda, bir hamur gelistirici un katki maddesidir. Firincilik islemlerinde islem
yardimcist olarak kullanilir. Tiirk Gida Kodeksinde (TGK) ekmeklik unlarda kullanimi
yasak olan L-sistein’in bazi unlara tagsis olarak katildigi diistiniilmektedir. Ayrica L-
sistein ile ilgili en dnemli sorun iiretimi sirasinda kullanilan hammaddenin kékenidir. L-
sistein Ozellikle uzak doguda insanlarin ve hayvanlarin sag, kil, tily ve toynaklarindan
hidroliz ile elde edilgi bilinmektedir. L-sistein ekmeklik unlara tagsis olarak
katilmaktadir.

Bu calisma L-sisteinin laboratuvar dlgekte iiretimi ve Raman Spektroskopisi ve LC-
MS/MS ile tespitine yonelik ¢alismalarla ilgilidir. Calismada domuz kili ve insan sagi
kullanilarak laboratuvar olgekli L-sistein iiretimi yapilmistir. L-sistein ve dimer yapisi
olan sistin i¢in LC-MS/MS cihazi kullanilarak yeni metot gelistirilmistir. Bu
dogrultuda, sistem ve Ornek optimizasyonlart ve ydntem Vvalidasyonu yapilmistir.
Yirmibes farkli bugday unundaki L-sistein ve sistin miktarlar tespit edilmis bununla

Xi



beraber sa¢ ve domuz kili kullanilarak laboratuvar 6lgekli iiretimi gergeklestirilen L-
sisteinlerin de sistin ve L-sistein yilizdelerine bakilmigtir. Ayrica piyasadan temin edilen
iki farkli markaya ait pizza hamuru, lavas ekmegi ve hamburger ekmeginin L-sistein ve
sistin miktarina LC-MS/MS ile bakilmigtir. Raman spektroskopisi ile bugday unlarina
belirli miktarda (%0.5, 1, 2, 4) L-sistein katilip Raman mikroskobunda goérsel olarak
tagsis tespiti saglanmig ayrica kemometrik olarak verilerin degerlendirilmesi
gergeklestirilmistir.

Sonug olarak L-sistein ve sistinin kantitatif tespiti icin LC-MS/MS cihaziyla metot
gelistirilmis, validasyonu gergeklestirilip, gercek numunelerde tespiti yapilmustir.
Raman spektroskopisi yontemi ile bugday ununa disaridan tagsis amacgli eklenen L-
sisteinlerin tespiti hizli, pratik ve %100 dogrulukta gergeklestirilmistir. Ayrica Raman
verilerine uygulanan Kemometri ¢alismalari ile L-sisteinin farkli kokenden iiretilmesi
durumunda ayirt edilebilmesi konusunda da ilerleme saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: L-sistein, sistin, sag¢, domuz kili, bugday unu, LC-MS/MS, Raman
spektroskopisi, Kemometri, taklit/tagsis, hile.

YILDIZ TEKNIiK UNiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SPECTROSCOPIC AND
CHROMOTOGRAPHIC METHODS ON DETERMINATION OF
L- CYSTEINE IN THE WHEAT FLOUR AND BAKERY
PRODUCTS

Aysen Develioglu Arslan

Department of Food Engineering
MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Co-Adviser: Assoc. Dr. Canan EKINCi DOGAN

L-cysteine is a popular aminoacid which is non-essential and one of the twenty
aminoacids in the nature. L-cysteine is used in many areas including food,
pharmaceutical and personal care industries. Especially in food industries, one of its
applications is the production of flavours such as the meat flovour in vegetarian food.
L-cysteine is also used as a flour treatment agent and processing aids. According to
Turkish Food Codex Regulation (TGK), addition of L-cysteine to the wheat flour is
certainly forbidden by legal regulations; but, it is thought to be used in bread flour as
fraud. Also, one of the main issue about L-cysteine is its origine of source. It’s known
that L-cysteine is known to be produced from human hair and animals’ feathers, bristles
and hooves with hydrolysis method especially in far east. L-cystein is added in flour as
adulteration.

This study is about production of L-cystein in laboratory and the detection of it with
Raman spectroscopy and LC-MS/MS chromotograpy methods. In this study, L-cysteine
is produced in lab-scale by using human hair and pig bristle. A new method is
developed for L-cysteine and its dimer structure in LC-MS/MS equipment.
Accordingly, system and sample optimizations and method validations are performed
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and also quantitive detection of L-cysteine and cystine are done. On the other hand, L-
cysteine which is obtained from pig bristle and human hair in laboratory is analyzed.
Additionally, pizza dough, pita bread and hamburger bread from two different brands
are evaluated with respect to their L-cysteine and cystine amounts in LC-MS/MS.
Certain amounts of L-cysteine (%0.5, 1, 2, 4) is added to wheat flour and the
aldulteration is analysed with Raman spectroscopy and visually through the Raman
microscobe; besides, Raman data is evaluated by using chemometrics methods.

In conclusion, a new method is developed and validated with LC-MS/MS for the
quantitive detection of L-cysteine and cystine; and, in commercial product, L-cysteine
and cystine are detected and quantitated. On the other hand, adulterated flour samples
were perfectly discriminated with respect to their L-cysteine contents using Raman
microscopy; therefore, rapid, effective, 100% accurate method is developed for the
detection of L-cysteine in wheat flour using Raman spektroscopy. Besides, Raman
spectroscopy technique combined with Chemometrics for L-cysteine detection in wheat
flour is further improved for detecting L-cysteine produced from different sources of
origin.

Key Words: L-cysteine, cystine, hair, pig bristle, wheat flour, LC-MS/MS, Raman
spectroscopy, Chemometrics, adulteration.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

L-sistein son yillarda dikkatleri {izerine geken bir gida katki maddesidir. L-sisteinin
cesitli gidalarda dogal olarak bulundugu ayrica digsaridan bazi islenmis {iriinlere katki

olarak eklendigi bilinmektedir. L-sisteinin tespitine yonelik cesitli caligmalar mevcuttur.

1.1.1 L-sistein Tanim ve Onemi

L-sistein dogadaki mevcut proteinlerde bulunan ve proteinlerin temel yapitasi olan
yirmi aminoasitten biridir [1]. L-sistein formu dogada bulunan ve bilinen halidir [1].
Temel olmayan (yar1 gerekli) bir aminoasit olarak siiflandirilip, insan viicudu
tarafindan sentezlenebilir [1], [2]. L-sistein polar (hidrofilik), yiiksiiz ve igeriginde tiyol
(stilfidil) grubu igeren bir aminoasit olup, molekiil formiili C3H7O>NS’dir [1], [2], [3].
Tiyol gruplar1 oksitlenme ya da indirgeme reaksiyonlart yani redoks reaksiyonu
vermektedir [1]. Oksitlendiginde, L-sistein, bir disilfit bagi ile birlestirilmis iki L-
sistein birlesmesiyle sistini olusturabilmektedir. Bu geri doniistimlii reaksiyonla distlfit

baginin indirgeme reaksiyonu iki L-sistein molekiiliinii yeniden yapilandirir [1].

L-sisteinin disiilfit baglart pek ¢ok protein yapisinin tanimlanmasinda onemli rol
oynamaktadir [1], [2]. L-sistein amonyak ve asetik asitte ¢Oziinebilen, eter, aseton,
benzen, karbon disiilfiir ve karbon tetrakloriirde ¢6ziinemeyen renksiz kristal yapida

bulunan bir aminoasittir [1], [4].
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Sekil 1.1 L-sistein yapisi [4]
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Sekil 1.2 Sistin yapis1 [7]

L-sistein, sert kabuklu yemislerin, hububat, et, meyve ve sebzeler gibi birgok gidanin
dogal yapisinda bulunmakta ve viicuda bu gidalarla eksikliginde alinabilmektedir [2]. L-
sistein, besin kaynaklarindan kiimes hayvanlari, bugday, brokoli, yumurta, kuskonmaz,
yan1 sira sarimsak, sogan, keciboynuzu ve kirmizi biber gibi cesitli gidalarda
bulunmaktadir [1], [4]. Ayrica birgok bitkisel ve hayvansal proteinlerin bileseni olan,
kil, tity, toynak ve yiinde oldukga fazla miktarlarda bulunur [4].

L-sistein viicut metabolizmasinda Onemli yere sahiptir. L-sistein siilfiir igeren
bilesiklerin tiretiminde rol almakla beraber, redoks potansiyeli sayesinde agir metalleri
baglayarak detoks gorevi yapmakta, viicudun protein baglarindaki kararlilig1 saglamakta
ve metabolizmada ikincil metabolit olarak gorev yapmaktadir [2]. Ozellikle metionin,
tiamin, biotin, koenzim A, ve Fe/S (Demir/Kiikiirt) arasindaki dengenin kurulmasinda

viicut metabolizmasi i¢in dnemli yere sahiptir [2].



1.1.2 L-sisteinin Tarihi ve Uretimi

L-sistein 1810 yilinda Wollaston tarafindan bobrek tasindan izole edildi [1]. Daha sonra
cesitli oranlarda bitkisel ve hayvansal proteinlerde bulundu. Ardindan 1899°da hayvan
boynuzundan izole edilmeye baslandi. Iskelet, bag doku ve sindirim enzimlerinde de bol
miktarda kesfedildi [1], [2]. L-sisteinin hayvanlarin kil, toynak, tily ve pengelerinde
oldukea fazla oldugu bulunmustur [2].

L-sisteinin tahmini kiiresel pazardaki hacmi yilda 5000 tondur [1]. Degisik endiistrilerde
kullanilan diinyada iiretilen L-sisteinin yaklasik %30’u onun tiirev formu olan N-

asetilsistein ve S-karboksimetilsisteindir [1].

L-sisteinin endiistriyel tretiminde, Keratin hidrolizi, enzimatik biyolojik doniisiim,

biyosentez ve fermentasyon yontemleri kullanilmaktadir [1], [2].

Geleneksel yontemle L-sistein, keratinden firetilmektedir. Keratince zengin, tavuk
tiyleri, domuz killari, hayvan toynaklari veya penceleri ve insan sagi gibi benzeri
kaynaklardan elde edilmektedir [1], [2], [6]. Insan saginin keratin agisindan zengin,
ucuz ve kolay bulanabilir olmasi L-sistein liretiminde tercih edilmesini saglamaktadir
[1]. Insan saginda L-sistein orani yaklasik %6.6-14.5 arasinda degismektedir [7]. Sag¢
veya tiiyden asit ¢ozeltileri ile (HCI > %20) 100°C’de 6 saat hidrolizle elde edilmektedir
[8]. Yaklasik 1 ton sagtan yaklasik 100 kg sistein elde edilebilmektedir [8].

Asya’da ozellikle Cin, insan sagindan ve domuz kilindan hidroliz yoluyla sistein tireten
biiyiik bir pazara sahiptir [1]. Uretilen bu metot, kolay olmasma karsin iiretim
prosesinin bazi asamalarinda kotii koku gibi problemler ortaya ¢ikarmaktadir [1], [6].
Japonya ve Almanya sistein i¢in diger iki biiyiik dretici iilke olarak bilinmektedir. Bu

tilkeler insan ve hayvan kokenli olmayan hammadde kullanarak iireten iilkelerdir [1],

[4].



Cizelge 1.1 Insan sac1 ve diger hayvan tiiylerindeki sistin miktar1 [7]

Kaynak Sistin Miktar (%)
Insan sac1 6,5-14,53
Sigir 6,9-12,5
Kedi 13,1
Kopek 19,0
Tavsan 13,0

Diger bir flretim yontemi enzimatik biyodoniisimdiir. Biyosentez teknolojisi
kullanilarak DL-2-amino-A2-tiazolin-4-karboksilik asit asimetrik hidrolizi ile L-sistein

elde edilmektedir. Bu enzim Pseudomonas cinsi bakteri kullanimui ile tiretilmektedir [6].

Endiistriyel uygulamasi ise mutant Escherichia coli’nin triptofan sentezi ile elde
edilmesiyle yapilmaktadir. Escherichia coli’nin rol aldig1 direk fermentasyon sayesinde
L-serin o-asetiltransferaz (SAT) elde edilmektedir. Bu islem igin gen kodlanmasi

gerekmektedir [2].

1.1.3 L-sistein Kullanim Alanlar1 ve Fonksiyonlari

L-sistein 6zellikle gida, ilag ve kisisel bakim (kozmetik) endiistrisinde kullanilmaktadir
[1].

Gida sanayinde, gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Kodeks Alimentarus gida
etiketleme yonetmeligindeki E kodlart E910 L-sistein, E920 L-sistein hidrokloriir ve
E921 L-sistein hidrokloriir monohidrattir [1]. Gidalardaki baslica uygulamalardan biri
aromalardadir. Ozellikle bitkisel gidalarda ete lezzet vermek igin kullanilmaktadir [1].
L-sisteinin gidalardaki diger bir fonksiyonu katki maddesi olarak kullanimidir. Unlu
mamiillerde islem yardimc1 un katkisi olarak kullanilir [2], [4]. Hamuru yumusatmak ve
boylece daha esnek, elastik ve genisletilebilir hamur olusturmasini saglamaktadir. Bu da
hamurun igleme siiresini azaltmaya yardimci olmaktadir [2], [4], [9]. L-sistein indirgen
ozelligi sayesinde hamurda bulunan kovalent disiilfit baglarini agarak, hamur sisteminin

zayiflamasina, hamurun cabuk olgunlagsmasina ve kolay acilip, sekil verilmesine
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yardimci olur [1], [9]. Hamurun olgunlasmasini hizlandirirken, fermantasyon toleransini
kisaltir. Ekmek ve unlu mamullerin {retiminde siireden kazanmak ve islemeyi
kolaylastirmak icin tercih edilmektedir. L-sistein hamurun reolojik 6zelliklerine etki
etmekte ve boylece hamurun yapisinda iyilestirme saglayarak kisa siirede islenmesine

olanak vermektedir [2], [9].

L-sistein ayrica ilag endiistrisinde panzehir olarakta kullanilmaktadir. En popiiler olani
parasetamol zehirlenmesine karsi kullanilan panzehirdir. Ayrica glutahiane eksikligi
tedavisinde basarili oldugu goriilmistiir. Agiz yolu enfeksiyonlar1 glossite ve jinjivit
tedavisinde kullanilir [2]. L-Sistein, prematiire bebeklerde, yaslilarda ve emilim

sendromu gibi baz1 metabolik hastalig1 olan insanlar i¢in gerekli olabilmektedir [1].

L-sistein ayn1 zamanda kisisel bakim ve kozmetik alanlarinda da kullanilir [1], [2]. L-
sistein ultraviyole 1smlarin etkilerine karst gilinesten cildi koruma, antioksidan
Ozelliklere sahip olma ve deri iizerinde anti yaglanma etkisi oldugu bilinmektedir. L-
sistein kalici sa¢ dalgasi (perma) yapiminda thioglycolic asit substrati olarak kullanilir.
L-sisteinin, deri kolajen iretimi i¢in onemli oldugu, cildin esnekligini korudugu
bilinmektedir. L-sistein saglikli cilt, sag ve tirnak dokusunu ve esnekligini desteklemek
icin kullanilmaktadir. Bu 6zellikleri sebebiyle cilt bakimi {iriin yelpazesinde oldukca

fazla tercih edilmektedir [1], [2].

1.1.4 Bugday Unu ve L-sistein

Tahillar arasinda yer alan ekmeklik bugday Triticum aestivum diinyanin en 6nemli
bitkisi olarak kabul edilir. Diinya niifusunun tigte birinin tiikettigi besin olan bugday,
insan beslenmesinde harcanan kalorinin yarisini ve mevcut proteinin de yarisin

karsilamaktadir [10].

Genel olarak bugday tanesi li¢ kistmdan olugsmaktadir. % 83-84’li endosperm, % 13-
14’1 kepek ve %3t de embriyodan olusmaktadir. Endosperm unun elde edildigi
bolimdiir. Endosperm hiicreleri, protein yapisi i¢inde sakli nisasta graniilleriyle
doludur. Kepek, bugday tanesinin dis kismidir. Embriyo birim miktardaki protein ve

yag bakimindan ilk sirada yer alan boliimiidiir [10], [11].

Tiirk Gida Kodeksi “Bugday Unu Teblig’ine” gore; bugday unu, yabanci maddelerden
temizlenmis ve tavlanmis bugdaylarin teknigine uygun olarak 6giitiilmesiyle elde edilen
unlardir [12].



Diinyada bulunan bugdaylarin protein miktar1 ortalama %12-13tlir. Karbonhidrat
miktar1 ise %65-85 civarindadir [13]. Baska bir kaynaga gore cevre sartlarina gore
bugdaydaki protein miktar1 %6-22 arasinda degismektedir. Bugdaydaki toplam azot
miktar1 ile proteinler arasinda sabit bir iliski mevcuttur, bu iliski N x 5.7 olarak ifade
edilmektedir [38].

Bugday ununda toplam 18 farkli aminoasit bulunur, bu aminoasitlerin 2/3’{inii glutamin,
prolin, L-sistein ve sistin olusturmaktadir. Bugdayin yapisinda bulunan biitiin
aminoasitler islevsel Ozelliklerinden dolayr ayr1 bir 6nem tagimaktadir [11]. Sistin
aminoasidi reaktif siilfidril (SH) grubu igeren iki sistein molekiiliiniin bir disiilfit (S-S)
bagiyla birlesmesi sonucu olusur ve glutendeki aminoasitlerin yaklasik %2.1’ini
olusturur ekmek hamurunun yapisinda ve olusumunda 6nemli yere sahiptir [11]. Sistin

hamur olusumu sirasinda molekiil i¢i disiilfit bag olusumu ve molekiiller aras1 disiilfit

baglar1 arasinda etkilesimi saglayarak gluten olusumuna yardimci olur [11].

Cizelge 1.2 Bugday unlar1 ve gida amagli bugday kepegine ait kimyasal 6zellikler [12]

Nem Asitlik
% Kiil Sedimantasyon Beklemeli Protein %Km’de Diisme
Uriin | (m/m) %Km’de (mL) Sedimantasyon % (siilfiirik Sayis1
En (m/m) (mL) Miktar asit (Sn)
cok Km’de | cinsinden) En az
(en az) en ¢ok
Ozel
Amagch 14,5 | Aranmaz Aranmaz Aranmaz 7 0,07 Aranmaz
Bugday
Unu
Ekmeklik
Bugday 145 | 0,7<%Kiil Enaz 30 En az 30 10,5 0,07 250
Unu <0,8
Tam
Bugday 145 En az Aranmaz Aranmaz 11 0,09 Aranmaz
Unu 1,2
Gida
Amaglh 12 Aranmaz Aranmaz Aranmaz Aranmaz | Aranmaz Aranmaz
Bugday
Kepegi




Cizelge 1.3 Bugday, un ve ekmegin aminoasit kompozisyonu (100 g bugdayda) [13]

Aminoasit Bugday Un Ekmek
Alanin 0,428 0,366 0,386
Arginin 0,617 0,500 0,468

Aspartik asit 0,670 0,545 0,605
Sistin 0,259 0,278 0,247
Glutamik asit 3,750 4,539 4,171
Glisin 0,511 0,424 0,422
Histidin 0,253 0,247 0,249
Izoldsin 0,513 0,561 0,568
Losin 0,853 0,918 0,936
Lisin 0,361 0,274 0,326
Metionin 0,232 0,228 0,250

Fenilalanin 0,582 0,647 0,632

Pirolin 1,296 1,539 1,461

Serin 0,666 0,716 0,717
Treonin 0,397 0,371 0,396
Triptofan 0,143 0,134 0,128
Trosin 0,408 0,428 0,437
Valin 0,592 0,597 0,616




1.1.5 L-Sistein Mevzuat ve Helal Durumu

L-sisteinin gida sanayindeki en genis ¢apli uygulamasi aroma tiretimindedir [1]. Tiirk
Gida Kodeksi’ne gore, L-sistein, L-sistein hidrokloriir ve L-sistein hidrokloriir
monohidrat olarak bulunabilen katki maddesidir. Gida paketleme etiketine gore
belirtildiginde, E kodlar1 E910 L-sistein, E920 L-sistein hidrokloriir ve E921 L-sistein
hidrokloriir monohidrat olarak bilinmektedir [1]. Numaralandirma diizeni Kodeks
Alimentarius Komitesi tarafindan belirlenen uluslararasi numaralandirma sistemine gore

diizenlenmistir [1], [2], [14].

Ulkemizde iiretilen ekmeklik unlarinda L-sistein’nin katki olarak kullanilmasi Tiirk

Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi’ne gore yasaklanmistir [15].

L-sistein ile en biiyiik problem iiretiminde kullanilan hammaddenin kékeni ile ilgilidir
[1], [14]. Helal gida kapsaminda, “Islamiyette, insan viicudunun herhangi bir kisminin
gida olarak kullanilmasma” izin verilmediginden, insan sagindan yapilmis L-Sistein

helal olmamaktadir [14].

1.1.6 L-Sisteinin Tespitine Yonelik Literatiir Calismalar:
L-sisteinin tespitinde literatiirde farkli ¢alismalar mevcuttur.

Athilakshmi ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, sistin ve sistein aminoasitlerinin
giimiis nanopartikiilleri kullanarak tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada, UV
spektroskopisiyle sistein ve sistinle kiimelenmis nanopartikiiller ve renk degisimleri

kolorimetrik olarak gosterilmistir [16].

Kwanyuen ve Burton’un yaptigi calismada sistin ve sistein tespitinde Yiksek
performans sivi kromotografisi (HPLC) kromotografi yontemi kullanilmistir. Soyada
kolon oncesi tiirevlendirmeye dayanan bir yontem kullanarak sistein, sisteinik asite

dontistiiriilerek tespit edilmistir [17].

Jenkins ve arkadaslar1 goriiniir 151k Raman spektroskopisi kullanarak sistein, metionin,
tirosin ve prolin gibi birbirine yakin molekiiler yapiya sahip aminoasitlerin ayrimini
incelemislerdir. Degisik form ve yapilarda bulunan karigimlarda her bir aminoasit i¢in
parmak izi seklinde belirgin sagilimlar goézlemlenmis, ayrimlart ve tanimlamasi

yapilmigtir [18].



Akhtar ve arkadaglar1 Fourier Transform Raman Mikroskobu ile normal, islem gormiis
ve beyaz sa¢ Orneklerini incelemislerdir. Sa¢ Ornekleri toz haline getirerek raman

sa¢ilimina bakilmistir. Sistein i¢eriginde degisimler gézlemlemislerdir [19].

Demirkol ve arkadaslar1 bazi meyve ve sebzelerin biyolojik tiyollerini tespit etmeye
yonelik calisma yapmislardir. HPLC teknigi kullanarak biyolojik tiyol ol¢iimii
yapmuglardir [5].

Adar yaptigi bir calismada sisteinin gozle goriiliir raman dalgalar1 olusturdugunu
gozlemlemistir. Kompleks molekiiller arasindan disilfit (S-S) bagmin raman
spektroskopisinde keskin bantlar1 verdigini gézlemlemistir. 500 cm™ dalga sayisinda L-
sisteinin sahip oldugu disiilfit (S-S) baginda vibrasyonel bantlarin oldugunu
gozlemlemistir [20].

Tcherkas ve Densenko yaptiklari bir ¢alismada insan plazmasindaki homosisteinin
ve glutamik asit, aspartik asit, serin ve glutamin konsantrasyonunu tiirevlendirme

islemine tabi tutarak HPLC ile tespit etmislerdir [21].

Podstawka ve arkadaslar1 kollodial giimiis ile yiizeyde zenginlestirilmis Raman
sacilmasi spektrumlarmi  (SERS) kullanarak, L-metionin, L-sistein, L-Losin, L-
fenilalanin ve L-prolin gibi gesitli aminoasitlerin ve bu aminoasitlerin homopeptitlerini
incelemislerdir. Bu analiz ile aminoasitlerin ve dipeptitlerinin 6zellikle yiizey

geometrisi 6zellikleri incelenmis ve C-C bantlarinda ayrimlar gézlemlenmistir [22].

Zhu ve arkadaslar ¢esitli sarimsaklarin organosiilfiir bilesiklerini S-alil-L-sistein, y-
glutamil-S-alil-L-sistein, ve alisini hizli, es zamanl 6l¢iimii igin LC-MS/MS cihazi
kullanarak kantitatif olarak tespit etmislerdir. Metot optimizasyonu ve validasyonunu

gerceklestirmiglerdir [39].

1.1.7 Kromotografik Metotlar

Karmasik karisimlardaki kimyasal bilesimlerin ayrilarak tanimlanmasi ve tayini i¢in

kullanilan analitik metotlara verilen isimdir [23].

1.1.7.1 LC-MS/MS Tanim ve Sistemi

Sv1 kromotografisi (LC) bir kolondan ¢oziinerek ayrisan bilesenlerin sivida akis

halindeki durgun ve hareketli fazin bulundugu bir sistemde hareketli faz durgun fazin



tizerinden ge¢mesiyle ayrim gerceklesir. Ayrilan bilesikler kolon ¢ikisina baglanan
dedektorle tespit edilerek miktarlartyla orantili olarak dlgiiliir. Yiiksek hizda ayirmalarin

yapildig1 ve genellikle vakum ve basincin kullanildigi sivi kromatografi sistemlerine,
HPLC denilir [24], [26].

Kiitle spektrometresi (MS) manyetik ve elektriksel alanda hareket eden yiiklii

partikiillerin kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayrilmasi prensiyle calisan sistemdir [25],

[26].

LC-MS/MS sistemi, HPLC ve MS bolimlerinin beraber ¢alisarak molekiilii tanimlama

ve miktar tayinini saglayan cihazlardir [27].

LC-MS/MS c¢alisma prensibi; ardistk MS/MS’de karisik molekiiller birinci MS iyon
kaynaginda molekiillerin kendine ait iyonlar1 olusmaktadir. Bdylelikle igerigi
bilinmeyen 6rnegin karakteristik ana iyonu diger bilesenlerden ayrilmayasiyla segilerek
tanimlanir. Birinci MS’de ayrilmis olan ana iyon ikinci MS analizoriine gonderilir.
Burada ikincil iyon fragmentlerine ayrilir. Ana iyon ve ikincil iyonun beraber
tanimlanmas1 birlesigin yliksek segicilikte tanimlanmasini ve bilesenlerin tamamen

ayrilmasini saglar [25], [26].

LC-MS/MS cihazi yiiksek hassaslik, az miktarda reaktif gerekliligi, genis analitik 6l¢iim
araligi, ayni anda yiizlerce analitin Olgiilebilmesi gibi avantajlara sahiptir. LC-
MS/MS’in LC-MS’den farki bir enjeksiyonda yiizlerce toksik madde taramasi yapilan
bir metotta aym molekiler agirliga sahip birgok bilesik arasindan analiz

yapilabilmesidir. Buradaki ayrim LC-MS ile yapilamamaktadir [28].

1.1.8 Spektroskopik Metotlar

Spektroskopi, 1sin ile madde arasindaki etkilesimleri inceleyen bilim dalidir. Ornekteki
atom, molekiil veya iyonlarmn bir enerji diizeyinden digerine gegisleri sirasinda
absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1simanin oOlgiilmesi ve degerlendirilmesi
ayrica yiikli ve yiiksiiz taneciklerle maddenin etkilesmesi sonucu meydana gelen

olaylar1 inceleyen metotlara spektroskopik metotlar denilmektedir [22], [29].

1.1.8.1 Raman Spektroskopisi Tanimi ve Sistemi

Molekiillerin siddetli bir monokromatik 151n demeti ile etkilesmesi ve bu sebeple

gerceklesen 151k sag¢ilmasi sonucuyla calisan bir sistemdir [29].
10



Molekiil ile etkilesime giren 15181n kaynagi olarak 6zellikle son yillarda genellikle lazer
tirli kaynaklar olan Lazer Raman Spektroskopisi kullanilir. Bu sistem orneklerin
kuvvetli bir lazer kaynagiyla isinlanmasiyla sagilan 1sinin belirli bir agidan 6l¢iimii

prensibiyle ¢alisan sistemdir [29], [30].

Raman spektroskopisi 6rnek haznesi, 151k kaynagi, dalga boyu segici ve detektorden
olugsmaktadir. Bu sistemde 151n miktar1 ve drnek yapisina gore yliksek 1s1k giirtiltiileri

olusabilmektedir [29], [30].

1.2 Tezin Amaci

Bu c¢alismada hammadde olarak domuz kili ve insan sa¢i kullanilarak L-sisteinin
laboratuvar olgekli tiretimi, farkli bugday unlari, bugday ve unlu mamullerde bulunan
L-sisteinin yeni kromotografik ve spektroskopik yontemler gelistirilerek tespit edilmesi
ve digsaridan unlara tagsis amagh olarak eklenen L-sisteini tespit etmeye yonelik yontem
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu hedefi gergeklestirmek i¢in calismada su asamalar

planlanmstir:

1- L-sisteinin domuz kili ve insan sa¢1 kullanilarak laboratuvar kosullarinda tiretimi

gerceklestirilmistir.

2- Farkli unlarda ve unlu mamullerde L-sistein tespitine yonelik LC-MS/MS

metodu gelistirilmistir.

3- Farkli bugday unlarina digaridan eklenen L-sisteinin tespitine yonelik Raman
spektroskopisi ile metot gelistirilmistir. Ayrica Raman verileri kemometri
yontemi olarak Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA), Temel Bilesen Analizi
(PCA) ve Genetik Algoritma Tabanli Ayirma Analiz (GADA) kullanilarak

incelenmistir.

1.3 Hipotez

Ulkemizde ve Islam diinyasinda son yillarda tartisma konusu olan L-sistein
aminoasidinin unlu mamullerde &zellikle ekmeklik unlarda kullanilmasinin TGK’ne
gore yasaklanmistir. Ayrica L-sistein iiretiminde kullanilan hammaddenin kdkenine
yonelik de tespitinde problemler yasanmaktadir. Literatiirde konuyla ilgili mevcut
calisma olmamasi sebebiyle TUBITAK ARDEB 1003 kapsaminda desteklenen proje ile

caligmalar baslatilmistir. Bu calisma ile laboratuvar ortaminda domuz kili ve insan sag1
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gibi helal olmayan kaynaklardan L-sisteinin laboratuvar olgekli iiretilmesi L-sistein
iceren numunelerde L-sistein igeriginin tespitinde ilk defa LC-MS/MS metodu
gelistirilmistir. Raman spektroskopisi ve Kemometrik metotla birlikte L-sistein igeren

unlarda tagsisin belirlenmesi i¢in metot gelistirilmesi yapilmistir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Laboratuvar Olcekli L-Sistein Uretimi Materyal ve Yontem

2.1.1 Kullamilan Numuneler

Calismada kullanilan numuneler TUBITAK MAM 1001 proje kapsaminda domuz kili
Tropikana domuz ¢iftliginden (Antalya), insan sa¢i kadin berberlerinden temin

edilmistir.

2.1.2 Kullamlan Alet ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan alet ve ekipmanlar asagida belirtilmistir.
Otoklav

Saf su cihazi (Milipore Elix 5 UV, Fransa)

Cekerocak

Hassas terazi (0.0001 g) hassasiyette

Adi siizgec kagidi

pH kagitlar

Su banyosu

2.1.3 Kullamlan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal asagida belirtilmistir.
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Aktif karbon; Merck (Almanya)
Hidroklorik asit; Carlo Erba Group %37 (italya)
Asetik asit; Sigma-Aldrich (Almanya)

Kalsiyum hidroksit; Emsure (Almanya)

2.1.4 Laboratuvar Olgekli L-Sistein Uretimi

L-sisteinin literatiir arastirmalarina [4], [8] dayanarak, laboratuvar kosullarinda iiretimi
gerceklestirilmistir. Ik basta zayif asit (6N CH3COOH) ve kuvvetli asit (6N HCI)
¢oOzeltileri kullanilarak sa¢ ve domuz kili 6rnekleri hidroliz edilmistir. Asetik asit ile
hidroliz yapilan 6rneklerde yeterli par¢alanma olmadigi gézlemlenmistir. Bu sebeple

calismaya 6N HCI ile devam edilmistir.

L-sistein laboratuvar ortaminda iiretimi i¢in Oncelikle 9’ar g domuz kil ve insan sac1
tartilmistir. Ornekler otoklav icin uygun cam siselere aktarilarak iizerleri 6N HCI
¢oOzeltisi ile muamele edilmistir [2]. Daha sonra hammaddelerin iyi bir sekilde
pargalanmas1 igin 12 saat boyunca 120°C sabit basing altinda hammadde ile asit
otoklavda bekletilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan parcalanmis domuz kili ve sa¢ ¢ozeltisi,
icerisinde bulunan ¢6ziinmeyen pargalart uzaklastirmak amacgh adi siizgeg¢ kagidi ile
stiziilmustlir. Ardindan ¢ozelti aktif karbon ile muamele edilerek tekrar karistirilmis ve
siizme islemi gergeklestirilerek berrak bir ¢ozelti elde edilmistir. Berrak ¢ozeltiyi ikiye
ayrilarak birinci kisimda ¢6zeltinin pH’1 ayarlamadan digerinde de pH ayar1 yapilarak
devam edilmistir. pH ayarlamasi yapilmasindaki amag¢ L-Sisteinin literatiirdeki
izoelektrik noktasina (5.02) [31] bakilarak L-sisteinleri ¢ozeltinin igerisinden
¢oktiirmektir. Bu amag¢ dogrultusunda ¢6zelti kalsiyum hidroksit (Ca(OH).) ile pH 5-5.5
arasma ayarlanmistir. Ardindan ¢ozelti agz1 acik bir sisede 50°C’lik su banyosunda
cozeltisi uzaklasana kadar bekletilmistir. Sekil 2.1°de L-sistein iiretim akisi

gosterilmektedir.
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DOMUZ KILI

Hidroliz islemi P
= -
S
Aktif katbon
— ekleme ve

filtrasyon

Su banyosunda
bekletme-

Cokme

Sekil 2.1 L-sistein iiretim akis semasi

2.2 LC-MS/MS Materyal ve Yontem

2.2.1 L-Sistein Standartlan

Calismada L-sistein standardi olarak L-sistein Sigma Aldrich ve Sistein nonanimal
Sigma, sistin Sigma Aldrich numuneleri TUBITAK MAM 1003 projesi kapsaminda
temin edilmistir. Ayrica proje kapsaminda satin alinan insan sa¢1 ve domuz kilindan,

laboratuvar ortaminda tiretilen L-sisteinler kullanilmistir.

2.2.2  Un Numuneleri

Calismada Tirkiye’den farkli marka, randiman ve cesitlerde 25 adet un Ornegi
kullanilmistir. Numuneler TUBITAK ta bulunan mevcut &rek ve proje kapsaminda
alinan un numunelerinden olusmaktadir. Un numuneleri, U1, U2,U3,U4,U5,U6,U7,U8,
U9,U10,U11,U12,U13,U14,U15,U16,U17,U18,U19,U20,U21,U22,U23,U24,U25

seklinde isimlendirilmistir.
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Bununla beraber marketten iki farkli markada hamburger ekmegi, lavas ekmegi ve pizza
hamuru 6rnekleri de igerigindeki sistin ve L-sistein miktarlarini belirlemek i¢in satin

alinmustir.

2.2.3 Kullamlan Alet ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan alet ve ekipmanlar asagida belirtilmistir.
LC-MS/MS (ESI) AB Sciex 4000 Q Trap cihazi

Derin Dondurucu

Otoklav

Etiv

Saf su cihaz1 (Milipore Elix 5 UV, Fransa)

Ultrasound cihaz1 (Hielscher Ultrasonics GmbH, Almanya)
Cekerocak

Hassas terazi (0.0001 g) hassasiyette

Turbo Vap Azot ugurma sistemi

Otomatik pipet 10-100 uL, 10-200 uL, 100-1000 uL
Stizgec kagidi

Santrifii

Vorteks

Vialler

16



Sekil 2.2 LC-MS/MS (ESI) AB Sciex 4000 Q Trap cihazi

2.2.4 Kimyasal Maddeler

L-sistein; Sigma-Aldrich (C7352), hayvansal olmayan kaynak > %98 saflikta (Japonya)
L-sistein; Sigma-Aldrich (W326305), > %97, FG (Cin)

Sistin; Sigma-Aldrich (Almanya)

Hidroklorik asit; Carlo Erba Group %37 (italya)

HPLC kalitede su yiiksek saflikta 0.20 p’dan siiziilmis

Metanol; Chromasolv®; Sigma- Aldrich (for HPLC, >99.9%, Israil)
Formik asit; saf %98-100lik, Sigma-Aldrich (Almanya)

Reaktif 1: 0.1 N HCI ¢ozeltisi

Reaktif 2: %80 n-Propanol-%20 Piridin

Reaktif 3: %83 Izooktan-%17 Propil kloroformat

Reaktif 4: %60 Kloroform-%38 izooktan-%2 Propil kloroformat
Reaktif 5: %80 Metanol-%20 Su ¢6zeltisi

Mobil Faz A: 1 mM Formik Asit\ 1 litre Su

Mobil Faz B: 1 mM Formik Asit \ 1 litre Metanol
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2.2.5 Standart L-sistein Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismada standart ¢ozelti hazirlama asamasinda, L-sistein non-animal Sigma Alrich
(C7352) ve L-sistein Sigma Aldrich (W326305) standartlar1 olmak tizere iki farkli
standart i¢in denemeler yapilmistir. L-sistein Sigma Aldrich (W326305) standart ve
sistin Sigma Aldrich olarak segilip ¢alismaya devam edilmistir.

Tiirevlendirme c¢ozeltilerinin  hazirhginda literatlir caligmalarinda yer aldigr gibi
biyolojik sivilarin tlirevlendirme c¢alismalarindaki gibi tlirevlendirme c¢ozeltileri

hazirlanmastir [40], [41].

Reaktif 1 i¢in 0.1 N HCI ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Reaktif 2 i¢in %80 n-propanol ve %
20 piridinden olusan ¢6zelti hazirlanmistir. Reaktif 3 ig¢in %83 izooktan ve %17 propil
kloroformattan olusan ¢ozelti hazirlanmistir. Reaktif 4 i¢in %60 kloroform ve%38
izooktan- %2 propil kloroformattan olusan ¢6zelti hazirlanmistir. Reaktif 5 igin %80

metanol ve %20 saf sudan olusan ¢ozelti hazirlanmistir.

Standart hazirliginda 100 mg standarttan 100 mL balon jojeye tartilmistir. Standart 0.1
N HCI ile ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlanarak 1000 mg/L ana stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Stoktan 0.1’er mL alinarak ve 10 mL’lik balon jojede 0.1 N
HCI ile seyreltilmistir. Elde edilen 100 mg/L standart ¢ozeltisinden 0.1 alinarak cam
santrifiij —tliptine aktarilmigtir.  Ardindan tiirevlendirme islemine gegilmistir.
Tirevlendirme islemi igin; standart ¢ozeltisinin iizerine 0.1 mL 0,1 N HCI ¢ozeltisi
ilave edilmis ve 10 sn boyunca vorteks ile karistirilmistir. 0.2 mL ‘Reaktif 2’ eklenip
ardindan 10 sn boyunca vorteks ile karistirtlmistir. 0.2 mL ‘Reaktif 3’ eklenip ardindan
10 sn boyunca vorteks ile karistirilmistir. 3 dakika siiresince ¢ozelti bekletilip tekrar 10
sn vorteks ile karigtirilmistir. 0.2 mL ‘Reaktif 4° eklenip ardindan 10 sn kadar vorteks
ile karistirilmistir. Cozelti oda sicakhiginda 1 dakika bekletilmistir. Ornek karigim
eppendorf tiipiine aktarilmigtir. 5000 rpm’ de 5 dk santrifiij ile ¢oktiiriilmistiir 0.2 mL
ist faz temiz bir cam santrifiij tlipline aktarilip azot altinda kuruluga kadar
buharlastirilmigtir. Tiipe 500 pL ‘Reaktif 5° eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti 10 sn
vorteks ile karigtirilarak 2 mg/L konsantrasyonunda tiirevlendirilmis standart karisim
elde edilmistir. Elde edilen standart tiirevlenmis karisim ultrasonik su banyosunda 1 dk
bekletildikten sonra numune LC-MS/MS viallerine aktarilmistir. 2 mg/L tiirevli standart
karisim 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 1 mg/L konsantrasyonda seyreltilerek cihaza verilmistir.
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Cizelge 2.1 Standart tiirevlendirilmis L-sistein ve sistin konsantrasyonlari

Standartlar mg/L

0.005

0.01

0.05

0.1

1

2.2.6  Laboratuvar Olgekli Uretilen L-sisteinlerin LC-MS/MS i¢in On Hazirhg

Calismada laboratuvar ortaminda insan sa¢1 ve domuz kilindan elde edilen L-sisteinler

Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2 Laboratuvar ortaminda iiretilen L-sisteinler

ORNEKLER

Domuz kilindan elde edilmis L-sistein (pH ayar1 yapilmamis)

Insan sacindan elde edilmis L-sistein (pH ayar1 yapilmamus)

Insan sagindan elde edilmis L-sistein (pH 5-5,5)
Domuz kilindan elde edilmis L-sistein (pH 5-5,5)

Calismada bu dogrultuda firetilen L-sistein 6rneklerinden 0.2 mL’si cam deney tiipline
alinip ¢ozelti azot altinda kuruluga kadar buharlagtirilmistir. Tiip igerisine 0.2 mL 0.1 N
HCI eklenerek elde edilen ¢ozelti vorteks ile karigtirilmistir. Ardindan tiirevlendirme
islemi yapilmistir. Bunun i¢in karisima 0.2 mL ‘Reaktif 2° ilave edilerek 10 sn vorteks
ile karistirilmistir. Sonrasinda 0.2 mL ‘Reaktif 3’ ilave edilmis ve 10 sn boyunca
vorteks ile karistirilip karisim 3 dakika bekletilmistir. Ardindan 10 sn vorteks ile tekrar
karistirilmistir.  Deney tlipine 0.2 mL ‘Reaktif 4’ ilave edilmig, 10 sn vorteks ile
karistirilip 1 dk kadar bekletilmistir. Ornekler cam deney tiipiinden eppendorf tiipe
aktarilmigtir. 5000 rpm 5 dk santrifiij ile ¢oktiirme islemi yapilarak faz ayrimi
gozlenmistir. Ust fazin 0.2 mL’si baska bir tiipe aktarilmistir. Azotlu altinda
buharlastirilan 6rneklerin tizerine 1 mL ‘Reaktif 5° eklenerek ultrasonik su banyosunda
¢oziliip ardindan LC-MS/MS viallerine aktarilmigtir. Vialler LS-MS/MS cihazinda
ornek tinitesine yerlestirilmistir.
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2.2.7 Bugday Unu ve Unlu Mamullerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan un 6rnekleri ve ticari iirlinler tiirevlendirme islemi oncesi hidroliz
islemine tabi tutulmustur. Bu islem ile 6rneklerin karmasik yapisinin hidroliz islemi ile
yapi taslarina par¢alanmasi saglanmistir. Boylece orneklerdeki L-sistein ve sistinlerin

tespit edilmesi amaglanmustir.

Bu ¢alisma i¢in 25 bugday unu 6rneginden yaklasik 50 mg tartilmistir. 20 mL 6N HCI
ile 110°C’lik etiivde 24 saat bekletilerek hidroliz islemi gergeklestirilmistir. Ornekler
filtreden gegirilmis ardindan 0.2 mL’si santrifiij tiipiine almmustir. 52°C sicaklikta
¢Ozelti azot altinda buharlastirma islemi gergeklestirilmistir. 0.2 mL 0.1 M HCI 6rnegin
tizerine ilave edilmis ve vorteks ile karigtirllmistir.  Ardindan 0.2 mL ‘Reaktif 2” ilave
edilip 10 sn vorteks ile karistirilma 0.2 mL ‘Reaktif 3’ ilave edilip 10 sn boyunca
vorteks ile karistirilma 3 dk siire bekletilmistir. Ardindan tekrar 10 sn boyunca vorteks
ile kanistirtlip 0.2 mL °‘Reaktif 4’ ilave edilmis ve sonrasinda 10 sn vorteks ile
karistirilip 1dk kadar beklenilmistir. Ornekler cam deney tiipiinden eppendorf tiipiine
aktarilmistir. 5000 rpm’de 5 dk santrifiij ile ¢Oktiirme islemi yapilarak faz ayrimi
gozlenmistir. 0.2 mL {ist fazdan bagka bir tiipe alinmistir. Daha sonra ¢6zeltinin azot
altinda buharlastirma islemi yapilmistir. Buharlastirilan 6rneklere 0.5 mL ‘Reaktif 5°
eklenerek ¢oOzelti ultrasonik su banyosunda ¢oziindirilip LC-MS/MS viallerine

aktarilarak LS-MS/MS cihazinda 6rnek tinitesine yerlestirilmistir.

2.2.8 Ornek MS Optimizasyonu

LC-MS/MS (ESI) c¢alismalar1 AB Sciex 4000 Q Trap cihaz1 ile gergeklestirilmistir.
Cihazin kiitle dedektorii (MS) boliimiinde L-sistein ve sistin aminoasit standartlari ile
literatiir bilgileri géz oniine alinarak seg¢ilmistir. Bu bilgiler 1s18mda sistin igin tespit
edilecek molekiiler agirhgr 240.3 g/mol, L-sistein i¢in 121.16 g/mol belirlenerek
caligmalar optimize edilmistir. L-sisteinin unlara sonradan ilave edilme ihtimali ve
bugday ununun dogal olarak igerigindeki bulunan L-sistein miktar1 diisiiniilerek; cihaza
verilecek standart konsantrasyonlarinin ¢alisma araligi belirlenmistir. Ayrica haftalik ve
aylik 0.1 mg/L konsantrasyonuna sahip standart érnekler belirli araliklarla (giinliik,

haftalik ve aylik kontrol) cihaza enjekte edilerek cihaz performansi kontrol edilmistir.
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2.2.9 LC-MS/MS icin Metot Validasyon Calismalari

Bir laboratuvardaki bir metodun gegerli kilinmasindaki amag bir 6lgiimde takip edilen
prosediiriin belirlenen amaclara uygunlugunun objektif olarak test edilmesini
saglamaktir. Bir metodun performansinin belirlenen analiz ihtiyacina uygun oldugunu
belirlemek ve gostermek igin metot validasyonu yapilmali veya metot gegerli
kilinmalidir. Ancak kullanilan metot gegerli kilindiktan sonra rutin olarak calisilmaya
devam edilmektedir [33], [34], [42].

Tez kapsaminda gelistirilen metodun valide veya gecerli kilinmasi igin:
e Lineer 6l¢iim aralig: (lineerite)
e Tayin sinir1 (LOD), Olgiim siir1 (LOQ)
o Kesinlik
- Tekraredilebilirlik
- Tekrartiretilebilirlik
e Dogruluk
- Gergeklik
- Geri kazanim
Calismalar1 yapilmalidir [33].

Calismada en diisiikk konsantrasyon degeri 0.005 mg/L’den baslamak tizere 0.01, 0.05,
0.10, 1 mg/L konsantrasyonlar: ¢aligma araligi olarak kabul edilmis ve validasyon bu
konsantrasyonlarda yapilmistir. Literatiirden bugday ve unda bulunan, ayrica un ve unlu
mamullere katilmasi muhtemel L-sistein miktar1 belirlenerek 6l¢iim araligina karar
verilmistir [1], [36]. [37]. Sonraki asamada en diisikk konsantrasyon hesabi ve L-
sisteinin Ornekteki bulunma sinir1 géz Oniine alinarak lineerite (dogrusallik) ¢aligmasi
yapilmigtir.  Farkli  konsantrasyonlarda  hazirlanan  standart  ¢ozeltilerin,
konsantrasyonlarina karsi cihazdan alinan intensity degisimleri (alan) arasinda dogrusal
ve orantili artigin olup olmadigi kontrol edilmistir. Lineer dl¢im araligimi belirlemek
igin standartlarin konsantrasyonlart 0.005-0.010-0.050-0.100-1 mg/L (ppm) olacak

sekilde bes farkli konsantrasyonda 3’er paralel olmak {izere cihaza enjekte edilmistir.

21



Tayin smir1 (LOD), bir analitin (analizi yapilacak molekiil) laboratuvar kosullarinda
ornekteki varligini tespit ettigi en diisiik analit konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.
Olgiim smir1 (LOQ) ise Ornekteki tespit edilebilen en diisiik analit konsantrasyonu
olarak tanimlanmaktadir [34]. Tayin sinir1 (LOD) ve 6lgiim sinir1 (LOQ) ¢alismalar1 ve
hesabi i¢in kalibrasyon egrisinin en diisiik konsantrasyon noktasi olan 0.005 mg/L igin 6
tekrarli ¢alisma yapilmigtir. Bu c¢alismanin konsantrasyon degerlerinin aritmetik

ortalamasi ve standart sapmalari hesaplanmis degerlerin uygunlugu kontrol edilmistir.

TS 6822-1 (1SO 6726-1) ‘Olgme Metotlarinin ve Sonuglarmin Dogrulugu (Gergeklik ve
Kesinlik)-Boliim 1 Genel Prensipler ve Tarifler’ standardi, 2002/657/EC SANCO ve
EUROCHEM kaynaklarina gore dogruluk; gerceklik ve kesinlik parametrelerini

kapsayan bir parametredir.

Gergeklik toplam sistematik hatadan, kesinlik ise standart sapma {izerinden ifade
edilmektedir. Gergeklik kontrolii, referans malzeme kullanilarak ya da alternatif bir
metot kullanilarak yapilmaktadir [33], [34].

Kesinlik, ol¢iim sonuglarmin birinin digerine olan yakinligi olarak bilinmekte ve
cogunlukla standart sapma olarak ifade edilmektedir. Kesinlik tekraredilebilirlik ve

tekrariiretilebilirlik {izerinden hesaplanmaktadir [42].

e Tekraredilebilirlik ayn1 kisinin, ayn1 ekipmani kullanarak, ayni laboratuvarda, kisa
zaman aralifinda yapmis oldugu analizleri kapsamaktadir. Tekraredilebilirlik

caligmasi i¢in en az 6 tekrar analiz yapilmalidir [42].

e Tekrariiretilebilirlik ¢alismasinda ise farkli kisi, farkli ekipman, ayni laboratuvar ve

uzun zaman araliginda en az 6 tekrar ¢aligmasi yapilmalidir [42].

Bu dogrultuda, kesinlik calismasi kapsaminda igerigi belirli %100 gercek ornekten 5’er
paralel 2 enjeksiyon seklinde birbirinden bagimsiz 10 adet ayni giin i¢inde c¢alisma
gerceklestirilmigtir. Bu degerlerin %RSD ve %Geri kazanimlar1 hesaplanmisgtir. Daha
sonra farkli bir giinde igerigi belli ticari Orneklerle tekrariiretilebilirlik caligmasi
amaciyla islem tekrarlanmistir. Buradan elde edilen sonuglar ilk giin yapilan

calismalarla karsilastirilarak %RSDr degerleri hesaplanmastir.
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2.2.10 LS-MS/MS Cahisma Sartlari

2.2.10.1 HPLC Sartlarn

LC-MS/MS’te L-sistein ve sistinin tespitine yonelik yontem gelistirme asamasinda, LC-
MS/MS cihazinin HPLC boéliimiindeki kromotografik ayrim igin ¢esitli mobil faz
denemeleri yapilmistir. Mobil faz se¢imi igin yiiriitiilen caligmalara oncelikle, metanol,
asetonitril, formik asit ve su gibi genel kullanima ait faz ¢oziiciilerinden olusan farkli
bilesimlerde ¢esitli hareketli faz denemeleri gergeklestirilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Literatiir ¢alismalar1 [32] ve denemeler goz Oniine alinarak en uygun
mobil fazlarin, mobil faz A i¢in 1 mM formik asit \ 1 litre su, mobil faz B i¢in 1 mM
formik asit \ 1 litre metanol olduguna karar verilmis ve ¢alismaya bu mobil fazlarla

devam edilmistir.

HPLC mobil fazlarinin hazirlanmasi;

Mobil Faz A igin cam siseye 1 mL formik asit ilave edilip su ile 1 litreye tamamlanarak

olusturulmustur.

Mobil Faz B igin ise cam siseye 1 mL formik asit ilave edilip metanol ile 1 litreye

tamamlanmustir.

HPLC boliimiiniin ¢alisma sartlart akis (gradient) programi Cizelge 2.3’te belirtilmistir.

Cizelge 2.3 LC cgaligma sartlari

Akis Program Mobil Faz B
Zaman (dk) % B
0,1 38
12 65
12,1 95
14 95
14,1 38
20 38
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2.2.10.2 MS Sartlar:

LC-MS/MS calismalarinin iyon ayriminin gergeklestigi MS boliimiiniin ¢alisma sartlari
Cizelge 2.4’te gosterilmektedir. LC-MS/MS boéliimiiniin MS/MS ayarlar1 Cizelge 2.5°te

gosterilmektedir.
Cizelge 2.4 MS/MS ¢aligsma sartlari
Sistem LC-MS/MS ¢alisma kosullar:
Dedektor (ESI) AB Sciex 4000 Q Trap
Kolon EZ: FAAST AAA-MS 250x2 mm 4 mikron
Kolon firmm (°C) 40
Pompa 240-250 bar
Akis mzi1 (mL| dk) 0,25
Mobile faz A 1 mM Formik Asit\ 1 litre Su
Mobile faz B 1 mM Formik Asit\ 1 litre Metanol
Toplam calisma siiresi 20 dk
Enjeksiyon Hacmi (uL) 10

Cizelge 2.5 MS/MS ayarlari; ana iyon, pargalanma iyonlar1 ve voltaj degerleri tablosu

Q_1 Ana Qs Zaman Analit DP | EP CE

iyon Fragment (s) N | V) V)
497,134 248,1 10 Sistin 86 10 23
497,134 206,1 10 Sistin 86 10 35
336,293 190,1 10 L-sistein | 31 10 17
336,293 248,1 10 L-sistein | 31 10 17
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2.3 Raman Spektroskopi Materyal ve Yontem

2.3.1 Kullanilan Standart ve Numuneler

Calismada standart kimyasal olarak L-sistein Sigma Aldrich (W326305) kullanilmustir.
Bes farkli firmadan TUBITAK MAM proje kapsaminda temin edilen bugday unlar
kullanilmistir. Bu unlar WF1,WF2, WF3, WF4 ve WFS5 olarak isimlendirilmistir.

Calismada ayrica on farkli un, bugday, ticari L-sistein, toz domuz kili, toz insan sag1 ve

laboratuvar 6lgekli tiretimi gergeklestirilen L-sisteinler kullanilmistir.

2.3.2 Kullamlan Alet ve Ekipmanlar

Calisma kapsaminda kullanilan alet ve ekipmanlar asagida belirtilmistir.
Renishaw Raman Mikroskop

Bilyeli karigtirict (Retsch MM 400, Germany)

Pelet baski makinasi (Perkin Elmer, USA)

Spatiiller

Lamel

Platin tabaka

Kemometrik inceleme i¢in OPUS yazilim programi OPUS Version 7.2 (Bruker,
Almanya) kullanilmistir.
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Sekil 2.3 Renishaw Raman Mikroskop

2.3.3  Ornek Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda bugday unlarina farkli konsantrasyonlarda % 0.5, 1, 2, 4 olmak
lizere standart L-sistein Sigma Aldrich ilave edilerek, bugday unlari katkili hale
getirilmistir. Tagsis edilen unlar 10 dk boyunca bilyeli karistiricida tamamen homojen
karisim elde edilene kadar karistirilmistir. Daha sonra L-sistein katkili unlar pelet baski
makinasinda 10 MPa basing uygulamasi ile 2 dk siirecince bekletilerek pelet haline
getirilmistir. Bu iglem sonucunda Raman analizi 6ncesi, tamamen piirlizsiiz ve diizgiin

numune yiizeyi elde edilmesi saglanmaistir.

Calismada on farkli un Ornegi spatiil ile lamel iizerine yerlestirilmis platin tabaka
tizerine konularak Raman spektroskopi cihaziyla ¢ekimleri gergeklestirilmistir. Ham
bugday robottan gecirilerek toz haline getirilerek Raman ¢ekimi gergeklestirilmistir.
Toz insan saci, toz domuz kili ve laboratuvar 6lgekli tiretilen ornekler toz hale getirilip
spatiil ile lamelin tizerine yerlestirilmis platin tabakaya konularak Raman spektroskopi

cihazi ile ¢ekimleri gerceklestirilmistir.

2.3.4 Raman Olciimlerinin Gerceklestirilmesi

Calismada tim Orneklerin Raman spektrumlart i¢in Renishaw Raman Mikroskop

kullanilmigtir. Raman 6l¢timlerinin gergeklestirilmesi asamasinda oncelikle pelet haline
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getirilmigtir. L-sistein ilave edilmemis unlarin ve standart L-sisteinin Raman
spektroskobunda farkli objektiflerde ve giiglerde spektrumlart elde edilmistir. Net,
belirgin spektral, pik ve bant olusumu i¢in cihaz ayarlari ile optimizasyon yapilmstir.
Olgiimler 532 nm dalga boyunda diod lazer 151 kaynag: kullanilmis, %5 lazer giiciiyle
1 sn maruz kalma siiresiyle cihaz sartlar1 olusturulmustur. Biitiin ¢ekimlerde statik
¢ekim modunda gergeklestirilerek pelet halindeki Ornekler, lamelin {izerine
yerlestirilmis platin tabaka {izerine yerlestirilerek Raman Spektroskopi ¢ekimleri
gerceklestirilmistir. Cekimlerdeki en net verilerin x20 objektif lens, %5 lazer gii¢, 1 sn
maruz kalma siiresi ve 40 akiimiilasyon (scans) cihaz ayarlarinda oldugu
gozlemlenmistir. Net verilere ulasilinca standart L-sistein katkili bugday unlarina da
ayni ¢ekimler gergeklestirilmis, mikroskop goriintiileri incelenmistir. Literatiirde [20] S-
S baglar1 igin belirgin raman bantlarinin 495 cm™’de (raman kayma degerinde) ve
ayrica spektrumlarda L-sistein i¢in literatiirde [43], [44] belirgin vibrasyonel bantlarin
443, 536, 640, 693, 774, 823, 942, 1008, 1200, 1344, 1399, 1426 cm™ raman kayma
degerinde oldugu verilerine dayanarak &rneklerin parmak izi bdlgesi 400-2100 cm™
araliginda Raman mikroskop statik ¢ekimleri gergeklestirilmistir. Sinyal giiriiltii oranini
arttirmak amaci ile 40 akiimiilasyon (scans) ile spektrumlar toplanmistir. Elde edilen

sonuglarin aciklanabilmesi amaci ile canli video goriintiilerinden yararlanilmistir.

Calismada toz haline getirilmis bugday, insan sa¢i, domuz kil ve laboratuvar 6lcekli
iiretilen L-sisteinler ve on farkli un &rneginin Raman cekimlerinde 400-3000 cm™

(raman kayma degerinde) aralifinda statik ve extented ¢ekimleri yapilmistir.

2.4 Kemometrik Yontem

Kemometri istatistik ve matematigin bilgisayar kullanilarak kimyasal verilerin
islenmesini saglayan bir kimya disiplini olarak tanimlanmaktadir. Kemometride
istatistik ve matematik yontemleri kullanilarak diizensiz verilerin sirasiyla tanimlayict
yontemlerle test edilip, sinyallerin tiirev ve integrasyonlar1 kullanilarak diizlestirilmesi,

filtrelenmesi saglanmaktadir [35].

Calismada Raman mikroskobu ile c¢ekimleri gergeklestirilen orneklerin verilerinin

kemometrik incelenmesi gerceklestirilmistir

Bu dogrultuda L- sistein katkilandirilan unlarin Raman Spektrokopi cihaz verileri

OPUS yazilim programi kullanilarak spektrumlara birinci tiirev ve vektor
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normalizasyonu on islemi uygulanarak Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA) ve Temel

Bilesen Analizi (PCA) gerceklestirilmistir.

Raman Spektroskop cihazi ile bugday, farkli bugday unlari, ticari L-sistein, toz domuz
kili ve toz insan sagimin Raman analizi gerceklestirilen orneklerin spektral verileri
degerlendirilmesi amaciyla Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Kimya Béliimii’ne
gonderilmistir. Burada Kemometrik olarak Genetik Algoritma Tabanli Ayirma Analiz
(GADA) metoduyla veriler degerlendirilmistir.
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 LC-MS/MS Bulgular

LS-MS/MS’te yapilan ¢aligmalar sonucunda, L-sistein ve sistinin LC-MS/MS’te tespiti
icin yontem gelistirilmistir. Bu dogrultuda L-sistein ve dimer yapisinda bulunma
ihtimali olan sistin formunun standartlarinin molekiiler agirliklar1 goz oniine alinarak
LC-MS/MS cihazinin MS bdliimiinde optimizasyon gerceklestirilmistir. Ardindan
hareketli faz denemeleri ve ornek optimizasyonu cihaz performansi gibi parametreler
kontrol edilerek validasyon islemi sirasiyla gerceklestirilmistir. Yontem validasyonu
kapsaminda, Oncelikle standart olarak kullanilan oOrnekler belirlenmis ve calisma
araligina karar verilmistir. Dogrusallik ¢alismasi amaciyla en diisiik konsantrasyon
0.005 mg/L baslamak iizere 5 farkli konsantrasyonda standart hazirlanarak cihazda en
az 3’er paralel analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglar ile konsantrasyona karsi cihazdan
elde edilen intensity alanlarin grafigi ¢izilmistir. Kromotogramlardan her bir standart
konsantrasyonuna karsilik gelen pik alanlart belirlenip ¢alisma egrisi (Lineerite-
dogrusallik) olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrisindeki, standart ¢ozeltilerin
lineer dogruya uzakliklarinin karelerinin toplaminin minimum olmas1 gerekliliginden
dolay1 grafigin regresyon katsayisinin >0.99 olmasi beklenmektedir. Calismanin 0.005-
0.01-0.05-0.1-1 mg/L konsantrasyonlardaki sistin ve L-sistein analitleri i¢in en az 3
tekrarli calisma sonuglarinin alan ve kalibrasyon egrisine karsilik konsantrasyon
degerleri Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.3’te gosterilmektedir. Sekil 3.1°de sistin ve L-sistein
LC-MS/MS kromotogramlari gosterilmistir. Sekil 3.2°de sistin Sekil 3.3’te L-sisteine ait
LC-MS/MS kiitle spektrumlar gosterilmektedir.

29



>

1465

B 1005

Intensity
on
-
&

50ed

00

10 20 30 40 50 60 70 80 950 100 110 120 130 MO0 150 60 170 180 190 200

2805 1643

20651 T-sistein
10e5

ity

Intens

00

10 20 30 40 50 60 70 B0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200
Time, mm

Sekil 3.1 Sistin (A) ve L-sistein (B) LC-MS/MS kromotogrami

240.2
12e
Hies

Fiad
T s
& Lad
...| Sistin
o H

% Dt HE

& =
=

&

Intensity
I

pa ]

10eh

F4 ]

&bt

LE

L

£

an
Ll L] e L " 100 Ll =0 1 L] 150 L) L [ k] Fal e 2 ™ 240

m'z, Da

Sekil 3.2 Sistin LC-MS/MS kiitle spektrumu

30



Intensity

L-sistein

L] L] L] B B o0 k- (=] kL] 110 115 LF. ] 15

m'z, Da

Sekil 3.3 L-sistein LC-MS/MS kiitle spektrumu

31



Cizelge 3.1 Sistin konsantrasyon degerlerine karsilik gelen alanlar ve konsantrasyonlar

Standart Alan Konsantrasyon
Konsantrasyonu i)
(mg/kg)
0,005 32400,00 0,0054
0,005 41900,00 0,0070
0,005 38900,00 0,0065
0,005 31000,00 0,0052
0,005 39000,00 0,0065
0,005 370000 0,0050
0,010 92600,00 0,0154
0,010 87500,00 0,0146
0,010 92300,00 0,0154
0,05 461000,00 0,0768
0,05 402000,00 0,0670
0,05 432000,00 0,0720
0,10 857000,00 0,1428
0,10 741000,00 0,1235
0,10 835000,00 0,1392
1,00 6560000,00 1,0933
1,00 6440000,00 1,0733
1,00 6370000,00 1,0617

Her ¢alismadan en az 3 paralel okuma gergeklestirilmis ve bu g¢alismalarin aritmetik
ortalamalar1 (3.1) esitligi vasitasiyla hesaplanmig ve sistin igin kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Sistinin konsantrasyonlarina karsilik gelen ortalama alanlar Cizelge 3.2°de
gosterilmektedir. Sekil 3.4°te sistinin konsantrasyonlarina karsilik gelen kalibrasyon

egrisi gosterilmektedir.

anxi
X = % (3.1)
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X : Aritmetik ortalama
i:1,2,.n

n: Olgiim sayisi

Cizelge 3.2 Standart sistinin ortalama konsantrasyon alanlar1

Standart Alan
(mg/kg)
0,005 39000,00
0,010 92300,00
0,05 461000,00
0,10 741000,00
1,00 6370000,00
SISTIN
7000000,00
6000000,00 y = BE+06x + 71514
R? = 10,9996
5000000,00

Z 4000000,00

<

-

< 3000000,00
2000000,00

1000000,00

0,00
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

KONSANTRASYON

Sekil 3.4 Sistin kalibrasyon egrisi

Calismada kullanilan L-sistein standardinin farkli konsantrasyonlara karsilik gelen en az
3 tekrarli okumalarin aritmetik ortalamalarina karsilik gelen alanlar Cizelge 3.3’te
gosterilmektedir. Sekil 3.5°te L-sistein ortalama alanlara karsilik gelen kalibrasyon

egrisi gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3 L-sistein konsantrasyon degerlerine karsilik gelen alanlar ve
konsantrasyonlar

Standart Alan Konsantrasyon

Konsantrasyonu (mg/kg)
(mg/kg)

0,005 89100 0,0089
0,005 96700 0,0097
0,005 92500 0,0093
0,005 91000 0,0091
0,005 91800 0,0092
0,005 91250 0,0091
0,01 189000 0,0189
0,01 206000 0,0206
0,01 192000 0,0192
0,05 921000 0,0921
0,05 899000 0,0899
0,05 883000 0,0883
0,1 1740000 0,1740
0,1 1630000 0,1630
0,1 1650000 0,1650
1 12200000 1,2200
1 11800000 1,1800
1 11500000 1,1500
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Cizelge 3.4 Standart L-sistien ortalama konsantrasyon alanlari

Standart Alan
(mg/kg)
0,005 92220
0,01 195667
0,05 901000
0,1 1673333
1 11833333

L-SISTEIN

14000000
12000000 y = 1E+07x + 228017
R2=0,9985
10000000
Z 8000000
S
< 6000000
4000000
2000000
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
KONSANTRASYON

Sekil 3.5 L-sistein kalibrasyon egrisi

Validasyon kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda sistin ve L-sistein igin
lineerite ¢aligmasi gerceklestirilmistir. Kalibrasyon egrileri Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de
gosterildigi gibidir. Lineer Ol¢lim araligi c¢alisilan tiim analitler i¢in farkhi
konsantrasyonlara bagli olarak orantili bir bi¢imde alan degisimi oldugu gozlemlenmis
ve korelasyon degerleri 0.99’ten biiyiik oldugu hesaplanmistir. Bu sonuglar kabul

limitleri i¢erisinde uygun bulunmustur.

Calismada tayin sinir1 (LOD) ve 6l¢iim siirt (LOQ) hesabi igin sistin ve L-sisteinin

kalibrasyon egrilerinin en diisiik konsantrasyon noktast olan 0.005 mg/L i¢in 6 tekrarl

calisma yapilmistir. Bu ¢alismanin konsantrasyonlarinin aritmetik ortalama ve standart

sapmalari hesaplanmistir. Tayin sinir1 (LOD), 6lgiim sinir1 (LOQ) ve Rolatif  (bagil)

standart sapma (RSD) ve yiizde Rolatif (bagil) standart sapma (%RSD) degerleri (3.2),
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(3.3) ve (3.4) esitliklerinden yararlanilarak hesaplanmistir. Hesaplamalar sistin igin

Cizelge 3.5’te L-sistein icin Cizelge 3.6’da gosterilmektedir.

—\2
Z(Xi - X)
n-1
s: Standart sapma

S = (3.2)
n: Deger sayisi

Xi: 1,2,..n

X : Aritmetik ortalama

LOD=C +3s

LOQ=C +10s (3.3)
LOD: Tespit sinir1

LOQ: Olgiim siir1

C: Serini aritmetik ortalamasi

s: Standart sapma

RSD = (3.4)

X || »

RSD: Rolatif (bagil) Standart sapma
s: Standart sapma

x : Aritmetik ortalama
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Cizelge 3.5 Sistin LOD VE LOQ degerleri

Standart Alan Konsantrasyon
konsantrasyonu (mg/L)
(mg/L)
0,005 32400 0,005
0,005 41900 0,007
0,005 38900 0,006
0,005 31000 0,005
0,005 39000 0,007
0,005 37000 0,006
Aritmetik ortalama 36700 0,006
Standart sapma 4201 0,001
%RSD 11 11
LOD 0,002
LOQ 0,007
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Cizelge 3.6 L-sistein LOD VE LOQ degerleri

Standart konsantrasyonu Alan Konsantrasyon
(mg/L)

(mg/L)

0,005 89100 0,009

0,005 96700 0,010

0,005 92500 0,009

0,005 91000 0,009

0,005 91800 0,009

0,005 91250 0,009

Aritmetik ortalama 92058 0,009

Standart sapma 2543 0,000
%RSD 3 3

LOD 0,001

LOQ 0,003

Tayin sinir1 (LOD) ve 6lgtim sinir1 (LOQ) degerleri standart konsantrasyonuna yakin ve
uygun oldugu goriilmiistiir. Olgiim sinir1 degerleri kaynaklara gore tayin limitinin 0.33
katt olmasi idealdir, bu durum degerlerin uygun oldugunu gostermektedir. Yiizde
rolatif (bagil) standart sapmanin kaynaklara gore < %20 olmasi beklenmektedir bu da
sonuglarin ideal oldugunu gostermektedir. Validasyon ¢aligmalar1 kapsaminda LOD ve

LOQ i¢in elde edilen sonuglar uygun olarak bulunmustur.

Calismanin validasyon g¢aligsmalarindan kesinlik kapsaminda yapilan tekraredilebilirlik
ve tekrariiretilebilirlik ¢alismalar1 i¢in gergeklestirilen islemde %100 gergek
standarttlardan 5’er paralel 2 tekrarli enjeksiyon olmak iizere birbirinden bagimsiz 10
adet ayni giin iginde c¢alisma yapilmistir. Bu c¢aligmadan tekraredilebilirlik %RSD
degerleri denklem (3.4) kullanilarak hesaplanmistir. Ardindan farkli bir giinde igerigi

belli %100 gergek orneklerle tekrariiretilebilirlik kontrolii i¢in islem tekrarlanmustir.
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Sistin ve L-sistein i¢in tekraredilebilirlik ve tekrariiretilebilirlik degerleri Cizelge 3.7 ve
Cizelge 3.8’de gosterilmektedir. Tekraredilebilirlik limiti Sr degeri esitlik (3.5)
kullanilarak, terartiretilebilirlik degeri (RSDy) ise (3.6) esitliginden yararlanilarak
hesaplanmistir. Buradan elde edilen sonuglar ilk giin yapilan c¢alismalarla

karsilagitirilarak %RSDr degeri hesaplanmuistir.

S, :JZWZ/zn (3.5)
Sr: Tekraredilebilirlik limiti

w: Iki calisma arasindaki fark

n: Tekrar sayisi

= 2.83*S,
RSD, = \/ >l ;nbi)/ xf (3.6)
i1,2,.n

n: Tekrar sayisi

RSDr: Tekrartretilebilirlik

(a,—b,) X, : Tekrar sonuglarmn bagil farki
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Cizelge 3.7 Sistin Tekraredilebilirlik ve Tekrartiretilebilirlik caligmalari

%100 gercek %100 gercek
Degerler numune numune 1
Tekraredilebilirlik | Tekraredilebilirlik (@ b, ;]
WZ
1.giin calismasi 2.giin ¢aliymasi
(%) (%)
1 102 105 36 0,000909068
2 95 102 1 0,00494937
3 94 100 1 0,003636272
4 101 95 25 0,003636272
5 102 98 169 0,001616121
6 95 102 4 0,00494937
7 100 104 16 0,001616121
8 99 103 9 0,001616121
9 100 95 9 0,002525189
10 105 99 1 0,003636272
Aritmetik 100 101 Toplam=0,029090174
ortalama
Standart 4 4
sapma
%RSD 4 4
Sr 3,7
r 10,4
RSDr 0,038138022
%RSDr 3,8

Hesaplamalar sonucunda sistin igin tekraredilebilirlik limiti (Sr) degeri 3,7 bulunmus
olup tekrariretilebilirlik degeri %RSD 4 bulunmus, tekrariiretilebilirlik degeri %RSDr

ise 3,8 olarak bulunmustur.
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Cizelge 3.8 L-sistein Tekraredilebilirlik ve Tekrariiretilebilirlik caligmalari

%100 gercek %100 gercek
Degerler numune numune [( o )/_]2
Tekraredilebilirlik Tekraredilebilirlik a; =0 JX;
W2
1.giin calismasi 2.giin ¢calismasi
(%) (%)
1 102 104 4 0,00039603
2 100 105 81 0,002475186
3 95 96 0 0,000167323
4 94 98 100 0,001429668
5 104 95 81 0,008019603
6 98 105 64 0,004578105
7 101 102 1 0,000099007
8 105 103 4 0,00039603
9 100 102 4 0,00039603
10 99 100 0 0,000099
Aritmetik 100 101 Toplam=0,018055989
ortalama
Standart 4 4
sapma
%RSD 4 4
Sr 8
r 8
RSDr 0,030046621
%RSDr 8
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Hesaplamalar sonucunda L-sistein igin tekraredilebilirlik limiti (Sr) degeri 3 bulunmus
olup, tekraredilebilirlik %RSD 4 olup, tekrariiretilebilirlik ise %RSD; ise 3 olarak

bulunmustur.

Bu degerlerin yorumlanmasi asamasinda kaynaklara gore tekraredilebilirlik,
tekrariiretilebilirlikten biiyilk olmalidir. Sonuglarda %RSD>%RSDr olmak iizere

sonuclar uygun olarak degerlendirilmistir.

Kesinlik kapsaminda gerceklestirilen geri kazanim hesaplarinda yiizde yiiz standart
ornekten faydalanilarak hesaplama yapilmistir. Geri kazanim hesaplamalarinda esitlik
(3.7)’den faydalanilmistir. Hesaplamalar sonucunda Geri kazanim %100 bulunmustur.

Cpratik X
Cteorik

%Geri kazanim= 100 (3.7)

Coratik : Standart 6rnek gercek konsantrasyon

Creorik : Standart 6rnek 6l¢iilen konsanrasyon

3.1.1 Numune Konsantrasyon Hesaplamalari

Gergeklestirilen validasyon ¢alismalar1 sonrasi, hnumuneler ¢alismanin materyal-metot
boliimiinde bahsedildigi gibi hazirlandi ve ardindan hazirlanan numunelerin LC-MS/MS

cihazi ile analizi gerceklestirildi.

Hazirlanan standart c¢ozeltilerle olusturulan kalibrasyon egrisinde, yerleri belirlenen
analitler analiz edildi. Calismalarin sonucunda farkli bugday unu O&rneklerinin,
laboratuvarda {iretimi gergeklestirilen L-sisteinlerin ve sistinlerin ve ayrica lavas
ekmegi, hamburger ekmegi ve pizza hamuru olmak iizere her bir analit i¢in diliisyon

faktorli hesaplanmugtir.

Klasik en kiiciik kareler kalibrasyon yontemi ile analitik cihazlardan elde edilen dl¢iim
verileriyle elde edilen lineer denklem sistemlerine Lambert Beer yasasina

uygulanmasiyla hesaplanmaktadir [35].

Bu dogrultuda, kromotogramda integrali yapilan alan, kalibrasyon egrisinden gelen
degisim, diliisyon faktorleri ve Ornek tartimlar1 g6z Oniline alinarak analit

konsantrasyonlar esitlik (3.8)’den faydalanilarak hesaplanmustir.
C(mg/L)=Ct X F (3.8)

C: Analit Miktar1 (mg/L)
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Cr: Kalibrasyon egrisinden bulunan derisim (mg/L)
F: Seyreltme faktori

Orneklerin sistin ve L-sistein yiizdeleri hesaplanmasinda cihazdan kalibrasyon egrisine
karsilik konsantrasyonlar hesaplanmistir. Dillisyon faktorleri tartim kiitleleri (g) ile
carpilip ylizde analit i¢in ¢arpim faktorii hesaplanmig ve ardindan % sistin ve L-sistein
degerleri kalibrasyon egrisi ve alana gore hesaplanmistir. Sonuglar bugday unlarinin
sistin degerleri Cizelge 3.9’da L-Sistein degerleri ise Cizelge 3.10°da belirtilmistir.
Cizelge 3.11°de bugday unlarmin toplam sistin ve L-sistein degerleri gosterilmektedir.
Laboratuvar ortaminda tretimi gergeklestirilen L-Sistein oOrneklerinin sistin analiz
sonuglar1 Cizelge 3.12°de, L-sistein sonuglar1 ise Cizelge 3.13’te gosterilmektedir. Bu
calismada domuz kil1 ve insan sag1 drnekleri bugday unu ornekleri gibi hazirlanip LC-
MS/MS cihazinda analizi gerceklestirilmistir. Domuz kili ve insan sag1 sistin degerleri
Cizelge 3.12°de L-sistein degerleri ise Cizelge 3.13’te gosterilmektedir. Ayrica
calismada ticari trlinlerden iki farkli markada pizza hamuru, hamburger ekmegi, lavas
tirlinleri unlar gibi tiirevlendirme islemine tabi tutularak LC-MS/MS’de L-sistein ve
sistin degerleri incelenmistir. Cizelge 3.14 iki farkli markada olmak {izere pizza
hamuru, lavas ve hamburger ekmegi gibi unlu mamullerin L-sistein ve sistin yiizdeleri

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.9 Bugday unlari sistin degerleri

Un
Numune Tipleri Alan Konsantrasyon | Carpim % Standart
Isimleri %Kil (ppm) Faktorii Sistin Sapma
Degerleri

U1 0,55 2,14E+07 33 0,098 0,323 0,0014
U2 0,55 2,35E+07 3,63 0,098 0,353 0,0035
u3 0,65 1,91E+07 2,94 01 0,295 0,0007
U4 0,75 1,76E+07 2,71 0,1 0,271 0,0028
us 1,25 1,44E+07 2,23 0,1 0,223 0,0028
U6 1,00 1,97E+07 3,05 0,1 0,305 0,0007
u7 0,55 1,26E+07 1,94 0,1 0,193 0,0014
us 1,25 1,93E+07 2,98 0,1 0,299 0,0007
U9 0,65 2,48E+07 3,82 0,1 0,382 0,0000
uU10 0,65 2,46E+07 3,8 0,1 0,370 0,0035
U1l 0,65 2,03E+07 3,13 0,1 0,307 0,0000
ui12 0,65 2,87E+07 4,42 0,1 0,448 0,0042
uU13 0,65 2,61E+07 4,03 0,1 0,397 0,0085
ui4 0,65 2,46E+07 3,79 0,1 0,367 0,0069
ui15 0,65 2,85E+07 4.4 0,1 0,432 0,0007
Ui16 0,65 2,49E+07 3,84 0,1 0,384 0,0049
u17 0,55 1,56E+07 2,4 0,1 0,248 0,0051
u18 0,55 1,72E+07 2,65 0,1 0,270 0,0029
u19 0,55 1,53E+07 2,35 0,1 0,230 0,0010
u20 0,65 3,12E+07 4,82 0,1 0,482 0,0057
uz21 0,55 1,28E+07 1,97 0,1 0,197 0,0064
u22 0,55 1,20E+07 1,85 0,1 0,185 0,0074
u23 0,65 1,65E+07 2,54 0,1 0,257 0,0042
u24 0,55 1,10E+07 1,69 0,1 0,170 0,0014
u25 1,20 2,22E+07 3,43 0,1 0,339 0,0064

Aritmetik

ortalama 0,309

Standart

Sapma 0,003
%RSD 0,8
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Cizelge 3.10 Bugday unlar1 L-sistein degerleri

Un
Numune Tipleri Alan Konsantrasyon | Carpim % Standart
Isimleri %Kil (ppm) Faktorii L-sistein Sapma
Degerleri
Ul 0,55 8,09E+05 0,0678 0,098 0,007 0,0002
U2 0,55 4,72E+05 0,0395 0,098 0,004 0,0002
u3 0,65 7,08E+05 0,0593 0,1 0,006 0,0002
U4 0,75 4,27E+05 0,0357 01 0,004 0,0001
us 1,25 1,97E+05 0,0165 0,1 0,002 0,0000
U6 1,00 1,88E+05 0,0157 0,1 0,002 0,0000
u7 0,55 4,92E+05 0,0412 0,1 0,004 0,0002
us 1,25 2,81E+05 0,0235 0,1 0,002 0,0000
U9 0,65 6,23E+05 0,0523 0,1 0,005 0,0000
u10 0,65 3,51E+05 0,0295 0,1 0,003 0,0000
U1l 0,65 4,15E+05 0,0347 0,1 0,003 0,0001
u12 0,65 1,80E+06 0,151 0,1 0,015 0,0001
uU13 0,65 4,69E+05 0,0393 0,1 0,004 0,0001
ui14 0,65 1,65E+05 0,0138 0,1 0,001 0,0001
U15 0,65 2,94E+05 0,0247 0,1 0,002 0,0000
uU16 0,65 8,90E+04 0,00746 0,1 0,0007 0,0000
u17 0,55 5,01E+04 0,0042 0,1 0,0004 0,0001
u18 0,55 2,45E+05 0,0205 0,1 0,0021 0,0001
u19 0,55 6,25E+04 0,00524 0,1 0,0005 0,0001
u20 0,65 1,52E+05 0,0127 0,1 0,0012 0,0001
u21 0,55 8,41E+04 0,00705 0,1 0,0007 0,0000
u22 0,55 4,10E+04 0,00343 0,1 0,0003 0,0001
u23 0,65 1,28E+05 0,0107 0,1 0,0011 0,0000
u24 0,55 4,86E+04 0,00407 0,1 0,0004 0,0000
uU25 1,20 8,57E+05 0,0718 0,1 0,0071 0,0001
Aritmetik
ortalama 0,008
Standart
Sapma 6E-05
%RSD 2,1
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Cizelge 3.11 Bugday unlarinin L-sistein ve sistin degerlerinin toplami

Ornek Adi Ul u2 u3 u4 us u6 u7 us U9

Toplam 0,330 0,357 0,301 0,275 0,225 0,307 0,197 0,301 0,387
sistin+L-sistein

Ornek Adi u10 ulilr U1z U113 ui4  U15 ui6 u17 ui8

Toplam 0,373 0,310 0,463 0,401 0,368 0,434 0,385 0,248 0,272
sistin+L-sistein

Ornek Adi u19 u20 U21 U222 U238 U24  U25

Toplam 0,231 0483 0198 0,185 0,258 0,170 0,410

sistin+L-sistein

Cizelge 3.12 Laboratuvar ortaminda iiretilen L-sisteinlerin sistin degerleri

Ornek isimleri Alan Konsantrasyo | Carpim % Sistin
n (ppm) Faktorii
Domuz kilindan elde edilmis | 5,53E+07 8,53 0,2 1,706
L-sistein (pH ayar1
yapilmamis)
insan sacindan elde edilmis | 4,72E+07 7,29 0,2 1,458
L-sistein (pH ayar1
yapilmamis)
insan sacindan elde edilmis 6,44E+07 9,94 0,2 1,988

L-sistein (pH 5-5,5)

Domuz kilindan elde edilmis | 5,87E+07 9,06 0,2 1,812
L-sistein (pH 5-5,5)

Toz sag 5,49E+07 8,48 0,22 3,494

Toz domuz kili 6,44E+07 9,94 0,42 4,319
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Cizelge 3.13 Laboratuvar ortaminda iiretilen L-sisteinlerin L-sistein degerleri

Ornek isimleri Alan Konsantrasyon | Carpim % L-
(ppm) Faktorii sistein
Domuz kilindan elde edilmis | 2,58E+05 0,0217 0,2 0,00434
L-sistein (pH ayar:
yapilmamis)
insan sacindan elde edilmis 4,27E+05 0,0358 0,2 0,00716
L-sistein (pH ayar1
yapilmamis)
insan sacindan elde edilmis 1,23E+05 0,0103 0,2 0,00206
L-sistein (pH 5-5,5)
Domuz kilindan elde edilmis | 3,48E+05 0,0291 0 0,2 0,00582
L-sistein (pH 5-5,5)
Toz sa¢ 1,99E+06 0,167 0,22 0,03674
Toz domuz kil 2,16E+07 1,81 0,42 0,75298

Cizelge 3.14 Ticari iiriin L-sistein ve sistin yiizdeleri

Ticari iiriinler % Sistin % L-sistein % Toplam sistin
ve L-sistein

Marka 1 Pizza Hamuru 0,112 0,00221 0,114

Marka 2 Pizza Hamuru 0,163 0,00311 0,166

Marka 1 Lavas Ekmegi 0,132 0,00139 0,134

Marka 2 Lavas Ekmegi 0,092 0,00163 0,094

Marka 1 Hamburger 0,172 0,00206 0,174
Ekmegi

Marka 2 Hamburger 0,117 0,0419 0,159
Ekmegi

Caligmalar sonucunda elde edilen veriler literatiirle kiyaslandiginda bugday unlarinin
icerigindeki toplam sistin ve L-sistein orani yaklasik %0.2-0.4 araliginda oldugu

kaynaklarda belirtilmistir [36], [37]. Ancak literatiirdeki ¢alismalar oldukga eski ve
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detayl1 yeterince giincel ¢alisma mevcut degildir. Calismada 25 adet farkli bugday unu
orneklerinin sonuglari incelendiginde 6rneklerin toplam sistin ve L-sistein sonuglar %
0.170-0.483 araliginda bulunmustur. Bu degerler literatiire kiyasla uygun kabul
edilebilir ancak literatiirde bugday unlarinda L-sistein ve sistinin kantitatif tespiti
mevcut degildir. Laboratuvar ortaminda domuz kili ve insan sagindan iiretilen L-
sisteinlerin toplam sistin ve L-sistein degerleri %1-2 arasinda bulunmustur. Insan
sacindaki sistein ylizdesi %6.5-14.5 arasinda degismektedir. Bulunan deger literatiire
gore miktarsal olarak azdir ancak bunun sebebi laboratuvar ortaminda gerceklesen
kayiplar oldugu sdylenebilir. Ticari {irlin olarak piyasadan alinan farkli iki markaya ait
pizza hamuru, lavas ekmegi ve hamburger ekmegine ait % sistin ve L-sistein degerleri

%0.9-1.6 arasinda degistigi goriilmektedir.

3.1.2 Raman Bulgular Sonuglar

Raman Spektroskopisi ¢alisma kapsaminda Raman mikroskop kullanilarak L-sistein
ile %0.5, 1, 2, 4 oranlarinda olmak tizere L-sistein katkili ve katkisiz bugday un
numunelerine ait canli video goriintiileri detayli bir sekilde incelenmistir. incelemeler
sirasinda peletler tlizerinde farkli 6zellikte Raman pikleri tespit edilmistir. Raman
Mikroskop goriintiilerinde bu bolgelerin diger bolgelere nazaran daha koyu renklerde
belirgin sinir ve farkliliklara sahip oldugu gozlemlenmistir. Raman mikroskop ile elde
edilen 5 ¢esit bugday ununa ait canli video gorintiileri Sekil 3.7’de gosterilmistir.
Sekildeki kirmizi oklarin u¢ kisimlart koyu sar1 renkteki bolgeleri gostermektedir.
Mavi oklarin u¢ kisimlart ise agik sar1 renkteki bolgeleri gostermektedir. Oklarin
gosterildigi bolgelerden Raman spektroskopisi cihazi ile dlgiimler gerceklestirilmistir.
Raman spektrumu alinmis bolgeler Sekil 3.7°de gosterildigi gibi karsilastirilmigtir.
Koyu renkli bolgelerden alinan spektrumlar ile agik renkli bolgelerden alinan
spektrumlar farklilik gostermektedir. Bolgenin koyu renkli olusu orada L-sisteinin
katildigini1 gostermektedir. L-sistein ve bugday unu igin yapilan raman spektrumlari
Sekil 3.6’da gosterilmektedir. Goriintiilerde yer alan 443, 536, 640, 693, 774, 823, 942,
1008, 1200, 1344, 1399, 1426 cm™ bantlar1 L-sistein icin raman kaymalarini
tanimlamaktadir [43], [44]. Bu bantlar L-sisteinin kimyasal yapisindaki mevcut
kimyasal grup ve molekiillere aittir. Ozellikle 942 cm™°de elde edilen pik S-H bant
titresimine aittir. 1008 cm™ raman kaymasindaki pik NHs ile S-H baglar1 arasindaki

etkilesimi gosteren titresimsel banttir [43], [44]. Raman spektrumundaki bugday ununa
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ait titresimsel bantlar ise 479, 938, 1003, 1080, 1265, 1667 cm™ bodlgesindeki piklerdir.
Bu bantlardan 479 cm™ ve 938 cm™ molekiil i¢indeki karbon bantlaridir ve bu bantlar
undaki nisastay1 temsil etmektedir [45].

Sekil 3.7’de goriildiighi tizere, disaridan L-sistein eklenen 6rnege ait spektrumda L-
sisteine Ozgii titresimsel bantlar belirgin sekilde goriilmektedir. Canli video
goriintiilerinden yola ¢ikarak un igerisine disaridan eklenen L-sisteinin tespiti bu

sayede miimkiin olmaktadir.
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Sekil 3.7 Raman mikroskop ile elde edilen canli video goriintiileri ve spektrum noktalari
(A) WF1, (B) WF2, (C) WF3, (D) WF4, (E) WF5

3.1.3 Kemometrik inceleme

Kemometrik analiz kapsaminda Raman mikroskop ile elde edilen canli video
goriintiilerindeki koyu sar1 renkteki bolgelerden alinan spektrumlar yani L-sisteinin
mevcut oldugu bolgeler ile katkisiz unlara ait spektrumlar siiflandirma analizine dahil

edilmistir. Bugday unu ve L-sistein katkisina ait spektrumlar karsilastirildiginda 2100-
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400 cm* raman kaymasinda (Parmak izi bolge) karakteristik farkliliklar oldugu dikkat
cekmektedir. Kemometrik analizde de 2100-400 cm™ araligindan yararlaniimigtir. Tiim
spektrumlara birinci tiirev ve vektér normalizasyonu 6n islemi uygulanarak hiyerarsik
kiimeleme analizi (HCA) ve temel bilesen analizi (PCA) gerceklestirilmistir. Temel
bilesen analiz grafiginde katkili ve katkisiz unlar ikiye ayrilmis kiimeler
gozlemlenmistir. Sekil 3.8’de temel bilesen analizine ait sonuglar sunulmustur. Katkisiz
ve L-sistein ilave edilmis orneklere ait ti¢ boyutlu temel bilesen analizi grafiginde
katkil1 ve katkisiz unlar belirgin farkli kiimelere ayrildigi goriilmektedir. Katkisiz ve L-
sistein ilave edilmis orneklere ait iki boyutlu temel bilesen analizi grafiginde de
ayrimlar belirgindir. 2 boyutlu ve 3 boyutlu grafiklerde goriildiigii tizere L-sistein katkili
ve katkisiz unlar ¢ok belirgin sekilde birbirinden ayrilmistir. Ayrica Sekil 3.8’de birinci
tiirev ve vektor normalizasyon on islemi gormiis spektrumlar gosterilmistir. Sekil 3.9’da
ise hiyerarsik kiimeleme analiz sonucunda elde edilen dendrogram gosterilmektedir.
Katkili ve katkisiz bugday unlarinin kolayca ayirt edilmekte oldugu sonucuna
varilmustir. Iki farkli Kemometri smiflandirma (HCA ve PCA) teknigiyle islenmis

verilerin sonuglari birbiriyle olduk¢a uyumludur.

Bu calismada L-sistein katkili unlarin ve saf unlarin birbirlerinden %100 dogruluk ve
yiiksek heterojenite ile ayirt edilebildigi acikca goriilmektedir. Sonug olarak, Raman
mikroskop kullanilarak bugday unundaki L-sistein tagsisini hizli, etkin ve %100

dogruluk ile tespit etmenin miimkiin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.8 (A) Katkisiz ve L-sistein ilave edilmis 6rneklere ait ii¢ boyutlu temel bilesen
analizi grafigi, (B) Katkisiz ve L-sistein ilave edilmis 6rneklere ait iki boyutlu temel
bilesen analizi grafigi, (C) Birinci tiirev ve vektor normalizasyonu 6n islemi gérmiis

spektrumlar
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Sekil 3.9 Katkisiz ve L-sistein ilavesi yapilmis un numunelerine iliskin hiyerarsik
siiflandirma analizi dendrogrami

Ayrica, Raman mikroskobunda domuz kili ve insan sa¢indan laboratuvar oOlgekli
tiretimi gergeklestirilen L-sSisteinler, bugday, farkli bugday unlari, ticari L-sistein, toz
domuz kili ve toz insan sacinin analizleri gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
elde edilen spektrumlar Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi Kimya Béliimiinde
GADA/Kemometri metodu kullanilarak degerlendirilmistir. Sonugta domuz kilindan
elde edilen L-sistein ile insan sagindan elde edilen L-sistein verilerinden ayirim
yapilabildigi gosterilmistir. Statik cihaz modunda analizleri gergeklestirilen ve
kemometri ile islenen bugday unlari ve ticari L-sisteinin ayni grupta olmasi dikkat
¢ekmektedir. Yapilan LC-MS/MS calismalar1 ile ticari L-sisteindeki L-sistein
oranlarinin %10-15 civarinda olmasi aslinda sistein katki maddesi olarak sektore
satilan bu lirlinde de ciddi tagsis yapildigini dogrulamaktadir. Bugday, toz insan sag1
ve domuz kilindan laboratuvar Olgekli tretilen L-sisteinin ise her birinin farkli
gruplandirildigi  goriilmiistiir. Bu da gelecekte yapilacak calismalar i¢in umut
vadetmektedir. Sekil 3.6’da Kemometrik degerlendirme isleminde GADA metodu
kullanilarak hesaplanan ii¢ temel bilesene (PC1, PC2 ve PC3) ait skor grafiginde 6rnek

ayrimlar1 gosterilmektedir.
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Sonu¢ olarak bugday, bugday unu, toz insan sagi, toz domuz kili, laboratuvar
ortaminda domuz kilindan {iiretilen L-sisteinin ayrimlarmin gergeklesmesinde, Raman
analiz verilerinin  Kemometriyle birlestirilmesinin verimli sonuglar ve belirgin
degerlendirmeler sagladigini gostermistir. Ancak suana kadar yapilan ¢alismalarda
insan sagindan laboratuvar Olgekli dretilen L-sisteinin ayrimi tam olarak
gerceklestirilememistir. Bu dogrultuda yeni ¢alismalar ve denemeler gergeklestirilerek

calismaya devam edilmektedir.

Ticari L-ixggg;g'\\

Bugday unlan l

—- .‘;. 

Toz insan sag1 Domuz kil: L-sistein

laboratuvar uretim

m &

Sekil 3.10 GADA metodu kullanilarak hesaplanan ii¢ temel bilesene (PC1, PC2 ve PC3)
ait skor grafigi
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Son yillarda 6nemli bir tartisma konusu olan L-sistein aminoasidi ile ilgili literatiirde
ozellikle unlarda tespitine yonelik ¢alismaya rastlanmamaktadir. Bu sebeple ¢alismada
daha hizli ve giivenilir sonuglar vermesi sebebiyle LC-MS/MS cihazi kullanilmistir. Bu
calisma, L-sisteinin LC-MS/MS metodunun hassas 6lglimiinden yararlanilmasinin yani
sira bugday unlari ve unlu mamuller ile kantitatif olarak L-sistein tespitine yonelik
baska bir ¢aligmanin yapilmamasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Caligmada LC-MS/MS
metot validasyonu ve 25 farkli bugday un 6rneginin igerigindeki L-sistein ve sistin
yiizdeleriyle beraber piyasadan temin edilen iki farkli markada lavas ekmegi, hamburger
ekmegi ve pizza hamurunun igerigindeki L-sistein ve sistin hesaplanmigtir. Ayrica
Spektroskopik bir yontem olan Raman mikroskobu ile L-sistein ile katkilandirilmig
bugday unlarmin analizleri  gergeklestirilmis  degerler kemometrik  olarak

degerlendirilmesi yapilmis ayrica gorsel olarak video goriintiilerinden yararlanilmistir.

Sonugta L-sisteinin tespiti amaciyla LC-MS/MS cihaziyla Kkantitatif analizi
gerceklestirilip metot validasyonu yapilmis, Raman spektroskopisi ile bugday ununa
disaridan tagsis amagli eklenen L-sisteinlerin tespitinin hizli ve pratik %100 dogrulukta

tespitinin gergeklestirildigi sonucuna varilmistir.

Ayrica Raman sonuglarma uygulanan Kemometri c¢aligmalar1 ile sisteinin farklh

kokenden tiretilmesi durumunda da farklilandirma yapilabilmistir.

Bu ¢alisma bugday unlarinda L-sistein ve sistin tespiti ile ilgili olarak litaretiirde daha
once yapilmamis bir ¢alisma olmasi sebebiyle ilerideki ¢alismalara 1s1k tutacak bir
calismadir. Calismanin ileriki agamalarinda izotop oran-kiitle spektrometresi (IR-MS)
ile L-sistein kokenine yonelik ¢alismalarla devam edilecektir.
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Tiirkiye’de L-sistein ve sistinin tespiti bununla birlikte helal gida kapsaminda iiretimi
igcin yeni galismalar yapilmali ve bu sayede L-sistein ile ilgili stiphelerin giderilmesi

saglanmalidir.
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