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Amag: Lactococcus lactis subsp. lactis suslari tarafindan tiretilen nisin; cogunlukla gram pozitif bakterilere ve
bakteri sporlarina karsi etkili olan bir lantibiyotiktir. Gidalarda kullanildiginda bakterilere olan etkilerine
yonelik pek c¢ok calisma mevcuttur ancak Tirkiye’de gida sektdrii tarafindan kullanilip kullanilmadigi,
kullanilmas1 durumunda yasal diizenlemelere uyulup uyulmadigina dair veri yoktur. Yasal mevzuat ile peynir,
krema, bazi tathilar ve islenmis yumurta gibi gesitli gidalarda bulunabilecek miktarlarina sinirlandirma
getirilmisgtir. Calismada materyal olarak peynir ve kaymak kullanilmustir. Nisin analizinin LC-MS/MS
cihazinda optimizasyonu ve metot validasyonu gergeklestirilmistir.

Materyal ve yontem: Ekstrakte edilen ornekler, LC/MS-MS cihazinda analiz edilmistir. Validasyon;
dogrusallik, tespit limiti (LOD), 6l¢iim limiti (LOQ), tekrarlanabilirlik, tekrartiretilebilirlik ve geri kazanim
parametreleri ile ger¢eklestirilmigtir.

Tartisma ve sonuc: Nisin i¢in dogrusallik R? >0,99 olarak saptanmustir. LOQ degeri peynir i¢in
2,31 mg kg?, kaymak igin 0,95 mg kg?; geri kazanim oranm1 peynirde %96,3 kaymakta %99 olarak
belirlenmistir. Olgiim belirsizligi sirasiyla %19,35 ve %14,00 olarak hesaplanmustir.

Anahtar kelimeler: nisin; peynir; kaymak; LC-MS/MS
Abstract

Objective: Nisin is a lantibiotic produced by some Lactococcus lactis subsp. lactis has an antibacterial effect.
It is effective against some gram positive bacteria and bacterial spores. There are many studies on the effects
on bacteria when used in foods but there isn’t any data about using level in Tirkiye. It is limited with legal
regulations that can be found in various foods such as cheese, cream, some sweets and processed eggs. Cheese
and cream are used as materials in this study. Nisin analyses are optimized by the LC-MS/MS device and
validated the method.

Material and method: Samples with extraction steps were analyzed in an LC-MS/MS instrument. Validation
is carried out with linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), repeatability,
reproducibility, recovery.

Results and conclusion: Linearity for nisin is determined as R? >0.99. The LOQ value is 2.31 mg kg™ for
cheese, 0.95 mg kg for cream; the recovery rate was determined as %96.3 in cheese and %99 in cream.
Measurement uncertainty is calculated as %19.35 and %14.00 respectively.

Keywords: nisin; cheese; cream; LC-MS/MS
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1. Giris

Bakteri ribozomlari tarafindan sentezlenen, protein
veya peptit yapisinda olabilen ve yakin iligkide
oldugu bakteri tiirleri iizerinde Oldiriicii veya
gelismesini inhibe edici etkiye sahip olan
bilesiklere bakteriyosin denmektedir (Hampikyan,
2006). Bakteriyosinler 3 ana gruba ayrilirlar. L
sinif, molekiil agirligr 5 kDa’dan diisiik olan ve B
lantiyonin igeren bakteriyosinler olup nisin bu
grupta yer almaktadir. II. smif termostabil
peptitlerden olusmaktadir. III. sif ise molekiil
agirlign 30 kDa’dan biiyilk olan termolabil
peptitlerden olugmaktadir. Nisin bilimsel olarak
cok calisilan ayn1 zamanda ticari olarak {iretilen bir
bakteriyosindir. GRAS (Generally Recognized as
Safe) olarak tanimlanip belgelendirilmis ve gida
tiketiminde  kullanimina  izin  verilmigtir
(Katharapoulos vd., 2016; Kordikanlioglu, 2014).

Nisin; peynir, krema, iglenmis yumurta, yumurta
griinleri ve irmik gibi gidalart mikrobiyal
etkilerden korumak amaciyla kullanilmaktadir.
Bunun yami sira ekmek ve alkollii igecekler gibi
gidalara yonelik de caligmalar oldugu bildirilmistir
(Kisla ve Unliitiirk, 2003). Nisin, protein ve yag
gibi gida bilesenleri ile etkilesimi sonucunda
aktivitesini  kaybedebilir. Nisin gidanin raf
Oomriiniin uzamasini saglarken, ayni zamanda gida
kaynakli patojen riskinin ve tuz, asit ya da diger
kimyasal koruyucularin daha az kullanimini da
saglamaktadir. Ayrica vitaminler ve diger
organoleptik ozelliklerin daha iyi korunmasina
yardimct olmaktadir (Gharsallaoui vd., 2016).
Sindirim  enzimlerince viicutta inaktif hale
gelmektedir (Ceylan ve Mol, 2015).

Hiicreye etkisi farkli sekillerde olabilmektedir;
bakteri hiicre membraninda bulunan negatif yiikli
fosfolipitler ile nisin molekiiliinde bulunan (+)
yiiklii N- ve C- terminal uglar reaksiyona girerek
porlar  olusturur ve  bdylece  membran
fonksiyonlarin1 bozar. Membran fonksiyonlariin
bozulmasi; porlardan hiicredeki aminoasitler ve
adenozintrifosfatin disar1 ¢ikmast ve hiicre
lipozomlarinda pH’nin diismesi ile
ger¢eklesmektedir. Diger bir etki mekanizmasi da
peptidoglikan zinciri ile Lipid II molekiiliiniin
birlesmesini Onlemesi ve bdylece hiicre duvari
sentezini durdurmasi seklindedir (Breukink ve De
Kruijff, 1999; Hampikyan ve Colak, 2007). Gram
negatif bakteriler; selat ajanlari, ozmotik sok,
subletal 1s1 veya dondurma gibi islemler
kullanilarak gecirgen olmayan dig membranlarinin
gecirgen hale getirilmesi suretiyle nisine karsi
hassaslastirilabilirler ~ (Delves-Broughton  vd.,
1996). Calismalar, nisinin antimikrobiyal etkisinin
gida kaynakli olmayan bakterileri de kapsadigini

ve bakteriyel enfeksiyonlar ile kanser ve oral
hastaliklara karsi biyomedikal uygulamalarda da
faydali ozellikleri bulundugunu gdstermektedir
(Shin vd., 2015). Nisin; gram pozitif bakteriler,
patojen  bakteriler ~ve  sporlarinin  inhibe
edilmesinde etkin bir bakteriyosin olup ayrica
cesitli selat ajanlari, EDTA ve NaCl gibi
maddelerle kombine edilerek hem gram pozitif
hem de gram negatif bakterilerin inhibisyonunda
da kullanilabilmektedir (Abee vd., 1994;
Hampikyan ve Colak, 2007).

Bakteriyosine duyarli olmayan suglarin ette hizli
cogalabilmesi ve bakteriyosine antimikrobiyal
Ozellik  kazandiran  proteinlerin  proteazlar

tarafindan inaktive edilmesi gibi
dezavantajlarindan dolay1 et sanayinde
bakteriyosinlerin kullanimi pek tercih

edilmemektedir (Cayir Ustiindag ve Yalcin, 2017).
Nisinin  ette  ¢Oziiniirligiinin  azalmasi1  ve
stabilitesini koruyamamasi et iirlinleri igin siit
irlinlerine kiyasla kullanimmi kisitlamaktadir.
Ayrica et ve et drlnlerinde yiiksek
konsantrasyonlarda kullanim gerektirdigi igin
ekonomik degildir (Koplay, 2012).

Nisin fermantasyon islemi sonucunda peynirlerde
dogal olarak da bulunabilmektedir (Giines Altuntag
ve Ayhan, 2010). Kaymak ve peynirin mikrobiyal
florasi, birgok mikroorganizma igin gerekli besi
ortamini sagladigindan cesitlilik
gosterebilmektedir. Koliform grubu, Salmonella,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Brucella spp. ve Campylobacter jejuni, maya ve
kiifler peynirlerde bulunabilen
mikroorganizmalarin bir kismidir (Kaynar, 2011).
Kaymakta da koliform grubu, Staphylococcus
tirleri, Salmonella-Shigella, maya ve kif gibi
mikroorganizmalar  bulunabilmektedir  (Ozcan
Yilsay ve Bayizit, 2002).

Tirk Gida Kodeksi - Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligi'ne gore gidalarda bulunabilecek
maksimum nisin miktari; olgunlastirilmis ve
islenmis peynirler i¢in 12,5 mg kg?! iken
olgunlastirlmamis peynirlerde ve kremada ise
bulunmamasi gerekmektedir (Anonim, 2013).

Nisin 34 adet aminoasitten olusmakta olup,
molekiil agirhigr 3,5 kDa’dur. Isiya dayanakli
olmakla birlikte (Hampikyan ve Ugur, 2007; Ko
vd., 2015; Kordikanlioglu, 2014) aktivitesinin
otoklavlandiktan sonra %40 distiigii bildirilmistir
(Cayrr Ustiindag ve Yalgin, 2017). Ayrica kuru
formda ozelliklerini korudugu bildirilmektedir.
Yapisinda aromatik aminoasitlerin
bulunmamasindan dolay1 260-280 nm dalga
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boyunda 15181 absorbe etmezler. Alkali ortamda
cOziiniirliigii  diistiktiir (Kordikanlioglu, 2014).
Rennet hari¢ sindirim enzimlerine hassastir.

ABA-Aming Bitirik Asit His: Histidin

DHA:Dehidroalanin Ser:3erin

Ala-5-Ala:Lantiyonin Val: valin

DHE:Dehidrobitirin

ABA-5-Alz:p-Metillantiyonin
ile:izal@sin

Ala:Alanin

Lau-Ala-ABA
Leu-Lasin

Pra:Prali
ra:Prolin Ero-Gly

3
Gly:Glisin DHA

Ly=:Lisin
le-Alz-DHE-ile-NH:
Bet:Metiyonin

Asn: Asparagin

(Hampikyan ve Colak, 2007). Nisinin yapis1 Liu ve
Hansen (1990) tarafindan yapilan ¢alismadan
uyarlanarak Sekil 1.”de gosterilmistir.

Ala
Gly Gly

Ala-Lyz-ABA Alz-Azn-Met-Lys-ABA

Alz
ABA

His-ALA

HOOC-Lys-DHA-Val-His-ile-Ser

Sekil 1.Nisinin yapis1 (Liu ve Hansen, 1990

Nisinin en bilinen formu nisin A olup ticari olarak
nisaplin ismi ile kullanilmaktadir (Delves-
Broughton, 1996). Ticari olarak kullanimi bulunan
ilk ve tek lantibiyotiktir (Field vd., 2015). ilk defa
Clostridium tyrobutyricum’un gelisimini inhibe
etmek icin ticari olarak kullanilmistir (Gharsallaoui

Cizelge 1. Dogal nisin formlar1 (Shin vd., 2015)

vd., 2016). Yapisindaki 27. aminoasidin histidin
yerine asparajin olmasi ile nisin Z formu olugsmakta
olup, ayrica nisin F, nisin Q, nisin U, nisin H ve
nisin P formlar1 mevcuttur (Shin vd., 2015). Dogal
nisin formlar Cizelge 1’de Shin vd. (2015)’nin
tablosundan uyarlanarak gosterilmistir.

Dogal

Aminoasit dizilimi Orijin
Varyantlar
Nisin A ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSIHVSK  Le. lactis (Gross ve Morell, 1971)
NisinZ  ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCNCSIHVSK  Le. lactis N1ZO 22186 (Mulders vd., 1991)
NisinF  ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCNCSVHVSK \';g 'chgg)wbs'[" lactis F10 (DE Kwaadsteniet
NisinQ  ITSISLCTPGCKTGVLMGCNLKTATCNCSVHVSK  Le. lactis 61-14 (Zendo vd., 2003)
NisinH  FTSISMCTPGCKTGALMTCNYKTATCHCSIKVSK ggfg)tococcus hyointestinalis (0”Connor vd.,
Nisin U ITSKSLCTPGCKTGILMTCPLKTATCGCHFG Streptococcus uberis (Wiravan vd., 2006)
NisinU2  VTSKSLCTPGCKTGILMTCPLKTATCGCHFG Streptococcus uberis (Wiravan vd., 2006)
NisinP  VTSKSLCTPGCKTGILMTCAIKTATCGCHFG Streptococcus galloyticus subsp.pasteurianus

(Zhang vd., 2012)

Bu calismada peynir ve kaymak ornekleri
kullanilarak nisin analizinin LC-MS/MS cihazinda
metot  optimizasyonunun  gergeklestirilmesi
amaclanmistir. Peynir yapiminda kullanilma
potansiyeli bulunan bir bakteriyosinin tespiti
amaciyla metot validasyonu gergeklestirilmistir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal

Koy peyniri ve kaymak numuneleri ulusal
marketlerden orijinal ambalajinda temin edildikten

sonra validasyon galigsmast i¢in kor ornek olarak
kullanilmigtir. Kor 6rnek galismasi 6 tekrarli olarak
gercgeklestirilmistir. Optimizasyon ile belirlenen
pikin, kor 6rnekte bulunmadig1 goriilmiistiir. Geri
kazanim sonuclarimin AOAC limitlerine uygun
olmasi da kor 6rnegin nisin igermediginin ifadesi
olarak kabul edilmistir. Numuneler analize
alinincaya kadar +4°C’de ambalajlar1 ile muhafaza
edilmistir. Analizler 15 giin i¢inde tamamlanmigtir
(Anonim, 2016). Analizde kullanilan standart ve
kimyasallarin ozellikleri Cizelge 2’de
belirtilmigtir.

Peynirde ve kaymakta nisin miktarmin L

C-MS/MS ile belirlenmesi
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Cizelge 2. Analizde kullanilan standart ve kimyasallarin ve 6zellikleri

Kimyasal Adi CAS No Kimyasal Maddelerin Safliklar1 (%) Formiil
Nisin standardi 1414-45-5 2,5 0143H230N42037 S7
Metanol 67-56-1 >99 CHsOH
Bovine Serum Albumin 9048-46-8 >99 -
Trifloro asetik asit 76-05-1 >99 CF3COOH
Asetonitril 75-05-8 >99 CH;CN
Asetik Asit 64-19-7 100 CH3COOH
Formik asit 64-18-6 98-100 CH20;

Kullanilan  tiim kimyasallar (Sigma-Aldrich)
analitik safliktadir. 150 ppm’lik nisin  stok
cozeltisi; %2,5 (w/v) nisin standardindan (sodyum
kloriir ve denatiire siittozu ile dengelenmis,
C143H230N42037S7, molekiil agirligi 3354,07. CAS
no. 1414-45-5, Sigma Aldrich) 300 mg tartilarak
50 mL’lik amber renkli balon jojede formik asit
cozeltisi ile tamamlanarak elde edilip +4°C’de
saklanmustir. Formik asit ¢ozeltisi, 0,41 mL formik
asidin 100 mL’lik balon jojeye konulmasi ve su ile
isaret  cizgisine  kadar  tamamlanmasiyla
hazirlanmigtir. Ara stok ¢oOzeltisi ise stok
¢Ozeltisinin bovine serum albiimin (BSA) tampon
cozeltisi kullanilarak 3 kat seyreltilmesi ile giinliik
olarak hazirlanmig ve her enjeksiyon oncesinde
matriks uyumlu kalibrasyon ¢izilerek sonuglar
degerlendirilmistir. BSA stok c¢ozeltisi 10 mg
BSA’nin 10 mL suda ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir.
Daha sonra 80 mL su, 20 mL asetonitril ile
karistirihp tizerine 0,5 mL formik asit, 0,01 mL
trifloroasetik asit ve 1 ml BSA stok ¢ozeltisi ilave
edilerek yaklasik yiizde 0,99’luk BSA tampon
cozeltisi hazirlanmigtir. Kalibrasyon grafigi, nisin
bulunmayan oOrneklerle ara stok standart
¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlarinin (2,5, 5, 10
ve 20 mg kg?) kullanilmasiyla hazirlanmustir.

2.2. Yontem

Nisin analizinde, 2+0,1g 6rnek polipropilen tiiplere
tartilmis ve tzerine 10 mL %0,1 asetik asit iceren
hacimce 1-9 oranindaki su-metanol Kkarigimi
eklenmistir. Ornek 20 dk. siire ile orbital
karistiricida karigtirildiktan sonra +4°C de 10 dk.
stireyle 5.500 devir/dk ile santrifiij (Sigma 3K15)
edilmistir. Sivi kisim bagka bir tiipe aktarilip -
18°C’de 1 saat tutulmustur. Ayni sartlarla santrifiij
gergeklestirilip buradan 10 ul alimp 990 ul
baglangic mobil fazi ile baska bir tiipte
karistirtlmigtir. Tekrar 10 dk. sureyle 5.500 devirde
santrifiij edilmis, 0,22 um gozenek
biiyiikliiglindeki PTFE filtreden siiziilerek viallere
alinmig ve LC-MS/MS cihazi ile kantitatif olarak
tayin edilmistir. LC-MS/MS cihaz1 azot jeneratorii
(Peak Scientific Genius 1050, UK), ikili pompa
(Shimadzu AD-30, Japonya), oto o&rnekleyici

(Shimadzu Nexera X2 SIL-30AC, Japonya), kolon
firm1 (Shimadzu CTO-20AC, Japonya), kiitle
dedektorii  (Shimadzu 8040 MSMS triple
quadrapole, Japonya) pargalarindan olugmaktadir.
Kullanilan kolon ise Polimerik ters faz kolondur.
(PLRP-S, 300A, 150 x 2 mm, 3um, Agilent).
Barnstead Nanopure Diamond saf su cihazindan
elde edilen deiyonize suyun rezistivite degeri >18
MQcm’dur.

Belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan
standartlar dogrusallik calismasinda kullanilmis ve
kalibrasyon matriks uyumlu olarak ¢izilmistir.
Caligmalar 4 farkli konsantrasyonda 2 tekrarli
olarak gerceklestirilmistir (Anonim, 2002). Olgiim
limiti c¢aligmasi igin; igerisinde analit tespit
edilemeyen kor 6rneklere 2 mg kg™ konsantrasyon
diizeyinden ekleme islemi uygulanmistir. Peynir
icin 10, kaymak icin 10 tane bagimsiz calisma
gercgeklestirilmistir. Tekrarlanabilirlik
calismasinda 2 analist 6rneklere 2 farkli diizeyde
islem uygulamis, 6’sar adet bagimsiz calisma
gercgeklestirilmis, numune hazirlama prosediiriine
gore ekstraksiyon yapip LC/MS-MS cihaziyla
analizi gerceklestirilmistir.

Tekrartiretilebilirlik ~ ¢alismasinda 2  analist,
orneklere 2 farkli diizeyden katim iglemi
uygulamig, 3 farkli giin igin toplam 10’ar adet
farkli calisma ile numune hazirlama yontemine
uygun olarak ekstraksiyon iglemini gerceklestirip
LC/MS-MS cihaziyla analiz edilmigtir. Nisin
eklenmis orneklerle geri kazanim ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Geri kazanim c¢alismasi; 2
farkli analist tarafindan numune hazirlama
prosediiriine uygun olarak 2 ayri diizeyden ve her
bir diizeyde toplamda 10 bagimsiz ¢alisma olacak
sekilde ve 3 farkli giinde gergeklestirilmistir.

Sivi Kromatografi (LC) Parametreleri: Mobil Faz
A; 50 mL asetonitril, 450 mL su, 2,5 mL formik
asit - Mobil Faz B; 400 mL asetonitril, 100 mL su,
2,5 mL formik asit seklinde hazirlanmistir.
Gradient akisla, izt 0,2 mL dk? olacak sekilde
calisitlmistir. Cizelge 3°’te gradient uygulama
sartlar1 belirtilmistir. Kolon firmi1 sicakligi 30°C
olup enjeksiyon hacmi peynir igin 20 pl kaymak

Peynirde ve kaymakta nisin miktarmmn LC-MS/MS ile belirlenmesi
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icin 5 pl’dir. Gradient akis sartlar1 Cizelge 3’te
gosterilmistir.

Cizelge 3. Nisin analizi gradient akis mobil faz
sartlar1

Siire (dk.) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0 85 15
1 85 15
4 65 35
9 10 90
11 85 15

Kiitle  Spektrometresi  (MS)  LC-MS/MS
parametreleri Cizelge 4’te verilmistir. Nisin
tespitinde elektrosprey iyonizasyon pozitif modda
kullanilmgtir,

Cizelge 4. MRM moddaki LC-MS/MS degerleri

3. Bulgular ve tartisma

Konsantrasyonlara karsilik gelen cihaz sinyal
diizeyiyle dogrusallik ve korelasyon katsayist (R?)
belirlenmistir. Analit i¢in korelasyon katsayisi
(R>>0,99) saglanmustir. Peynirde nisin analizi
dogrusallik caligmasina ait kalibrasyon grafigi
Sekil 2°de gosterilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen standart sapma (S)
degeri asagidaki formiille hesaplanmustir:

S = VIXi-%)2 1)

N-1
S: Standart sapma

Xi: Olgiim sonuglari

%: Ol¢iim sonuglarinin ortalamasi

N: Caligma sayist.

Analiz

Siiresi (dk.) Ana Iyon (m/z) Uriin Iyon (m/z)  Carpisma Enerjisi ~ Alikonma Stiresi (dk.) Polarite
86,1% -35 .

11 671,6 6,5 Pozitif
110,0b -43

& kantitatif 6lciim igin kullanilan iyon
b: dogrulama amacgh kullanilan iyon

Hesaplanan standart sapmalarin 3 kat1 LOD, 10
kati ise LOQ degeri olarak kabul edilmistir.
(Anonim, 2018a; Birlik vd., 2020). Yapilan
caligsma neticesinde LOQ degeri peynir i¢in 2,31
mg kg! kaymak igin 0,95 mg kg? olarak tespit
edilmistir. Konsantrasyon seviyelerinin
belirlenmesinde seyreltme faktorii géz Oniinde
bulundurulmustur.

30,00
y=1,36219x + 0,46996

25,00 R2 = 0,99483

20,00

15,00

ALAN

10,00
5,00

0,00
0 5 10 15 20 25

KONSANTRASYON mg/kg

Sekil 2. Peynirde nisin analizi dogrusallik
caligmasina ait kalibrasyon grafigi

Horwitz esitligi  kullanilarak tekrarlanabilirlik
(%RSDr) ve tekrariiretilebilirlik ~ (%RSDg)
degerlerinin uygunlugu belirlenmistir.

Tekrarlanabilirlik igin %RSDr 5,13,
tekrartretilebilirlik i¢in %RSDr 6,68 olarak
bulunmustur. %RSD  degerlerinin  uygunluk
degerlendirmesi “Gida ve Kontrol Genel
Midiirliigii, Kimyasal ve Fiziksel Analizlerde
Metot Validasyonu/Verifikasyonu Rehberi’nde
bulunan kriterlere gore yapilmistir. Bulunan
tekrarlanabilirlik ve tekrartiretilebilirlik degerleri
rehber kriterleri acisindan uygunluk
gostermektedir (Anonim, 2018a).

Geri kazanim orani peynirde %96,3 kaymakta ise
% 99,00 olarak belirlenmistir. Sekil 3’te ¢alismalar
sonucunda elde edilen peynir
kromotogramlarindan biri 6rnek olarak verilmistir.
Gida ve Kontrol Genel Midiirliigii, Kimyasal ve
Fiziksel  Analizlerde  Metot  Validasyonu
Verifikasyonu Rehberi’'nde belirtilen kriterlere
gore geri kazanimda tespit edilen oranlarin
uygunlugu degerlendirilmistir. Geri kazanim orani
hesab1 i¢in Dbelirtilen formiil kullanilmigtir
(Anonim 2018a).

X—x/

Xkatim

%GK =

x100 (2)

% GK: Ylizde geri kazanim orani

X: Katim yapilmis 6rneklerle yapilan analiz sonuglari
ortalamasi

x": Katim yapilmis 6rneklerle yapilan analiz sonuglari
ortalamasi
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X atm: €Klenen konsantrasyon

Dogrusallik, geri kazamim, tekrarlanabilirlik,
tekrartiretilebilirlik ve numune hazirlamadan gelen
belirsizlikler;

v _ [UCco)y, , JURSDR)\, , URSDr)\, , U(ghk)\,
X _\/(co)+(RSDR)+(R5Dr)+(gk) ®)

formiilii ile birlestirilerek rolatif bilesik belirsizlik
elde edilmistir.

x100)
1:671,60>86,10(+)
1°671,60>110,00(+)

5,0

1/Nisin/6,405

Sekil 3. Kor o6rnek igerisine 5 mg kg
diizeyinde nisin kirletme yapilarak elde edilen
LC-MS/MS kromatogrami

Genisletilmis Olciim Belirsizligi = Rolatif Birlesik
Belirsizlik x 2 (%95 giliven araliginda, k=2) ile
raporlanmistir  (Anonim, 2018b). Nisin igin
belirlenen genisletilmis 6l¢tim belirsizligi % olarak
k=2 ve %95 giiven araliginda peynir i¢in 19,35 ve
kaymak i¢in %14,00 olarak tespit edilmistir.

DD ISO TS27106/2009 ile Molognoni vd. (2016)
gore yapilan ekstraksiyon asamalar1 ve buna gore
olusturulan cihaz sartlar1 dahilinde nisin analizi
gergeklestirilmigtir.  S6z  konusu  galigmalar
sirasinda nisinin ana iyon (m/z) degerinin 671,6
oldugu tespit edilmistir ve bu sonu¢ DD ISO TS
27106/2009 ile Molognoni vd., (2016) sonuglar1 ile
uyumluluk gostermektedir.

Yavru iyonlarda belirtilen calismalardan farkli
olarak 86,1 ve 110 iyonlar1 tespit edilmistir. Bu
duruma ekstraksiyon asamalarinin ve cihaz
parametrelerinin farkli olmasmin sebep oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica yavru iyonlarin (m/z)
teyidi amaciyla piyasadan nisaplin (ticari nisin)
temin edilmis 86,1 ve 110 yavru iyonlan standartta
oldugu gibi nisaplinde de goriilmiistiir. Peynir i¢in
Molognoni vd., (2016) ¢calismasinda LOQ degerini
3,12 mg kg?, geri kazanmim oranim %97-108,
Ol¢lim belirsizligini %5,24; Fuselli vd. (2012) ise
calismasinda geri kazanimi %93, metot Olglim
limitini  (MQL) 0,07 olarak belirtmistir.
Caligmamizda LOQ degeri 2,5 mg kg?, geri
kazanim oram1 %97,64, Ol¢iim belirsizligi ise
%18,71 olarak tespit edilmistir.

4. Sonuc¢

Verilerin uygunluk kontroli AOAC Official
Methods of Analysis Guidelines for Standard
Method Performance Requirements (Appendix
F)’e gore yapilmistir ve uygun oldugu
belirlenmistir.

Nisin i¢in dogrusallik degeri R>>0,99 olarak tespit
edilmistir. Nisin i¢in LOQ degeri 2,50 mg kg*
iken, LOD degeri 0,69 mg kg' olarak
belirlenmistir. Geri kazanim orani ise nisin igin
%97,79 olarak hesaplanmustir.

Diger taraftan nisinin gidalarda dogal olarak
bulunabilmesinden dolayi, gidalara disaridan
katilan nisin ile dogal olarak bulunabilen nisini

ayirabilecek farkll calismalara ihtiyac
duyulmaktadir.
5. Tesekkiir
Makale; TAGEM/HSGYAD/U/20/A3/P1/1453

projesi sonucunda yazilmistir. Bu ¢aligma Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Midiirliigi
tarafindan desteklenen ‘Peynirde ve Kaymakta
Nisin Miktarinin Belirlenmesi’ isimli projenin bir
parcasidir.
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