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OZET

Bu ¢alismada BARGE (Bioaccessibility research group of Europe) biyoerisilebilirlik metodu
kullanilarak bazi gida orneklerinde arsenik tiirlemesi yapildi. Bu amagla tiikiiriik, mide ve
bagirsak sindirim sisteminde bulunan sivilara benzer sentetik ¢ozeltiler hazirlandi. BARGE
metodu kullanilarak gida orneklerdeki biyoerisilebilir arsenik yiizdeleri belirlendi. Gida
ekstraktlarinda HPLC-ICP-MS ile kullanilarak tayin edilen arsenik tiirleri, arsenit As(III),
arsenat, As(V), dimetilarsinik asit (DMA), monometilarsonik asit (MMA), arsenobetain
(AsB) ve arsenokolin (AsC) dir. Piring Ornegi igin biyoerisilebilirlik faktorii %25-%61
arasinda bulundu. Mide ve mide-bagirsak sivisi ekstraktlari i¢in As tiirleri biyoerisilebilirlik
stras1, piring 6rnegi icin DMA.>As(II)>As(V) ve pirasa 6rnegi i¢in As(IIH)>DMA>As(V)
seklindedir.

Anahtar Kelimeler: BARGE metot, biyoerisilebilirlik, HPLC- ICP-MS, As tiirlemesi



ABSTRACT

In this study, As speciation was made in some food samples by using BARGE (the Unified
Bioaccessibility Research Group of Europe) bioaccessibility method. For this, the synthetic
solutions were prepared in which they are similar to saliva, gastric and intestinal digestion
systems. Bioaccessibility (%) of As in food samples was determined by BARGE method. As
species determined in the food extracts by HPLC-ICP-MS are as follows: arsenide, As(ll);
arsenate, As(V), dimethylarsinic acid (DMA); monomethylarsonous acid (MMA),
arsenobetaine (AsB) ve arsenocholine (AsC). Bioaccessibility (%) in rice sample was found
to be between 25 and 61%. The bioaccessibility sequence for both gastric and gastrointestinal
extracts was found to be DMA.>As(111)>As(V) for rice sample and As(I11)>DMA>As(V) for

leek sample.

Keywords: BARGE method, bioaccessibility, HPLC- ICP-MS, As speciation



1.GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Gidalarda bulunan eser diizeydeki metallerin etkilerini belirlemek i¢in, gidadaki toplam metal
icerigini bilmek yeterli degildir. Canlilar i¢in biyoalinabilir olan miktarlarin1 da bilmek
gerekir. Biyoalinabilirlik, farkli gidalar, gida bilesenleri ve sindirim sistemi ile ilgili
ortamlarda farklilik gdsterdigi i¢in beslenmede oOnemli bir faktordiir. Bir kimyasalin
biyoalinabilirligi canli organizma tarafindan kimyasalin absorbe edilen miktar1 olarak
tanimlanir. Biyoerisilebilirlik sindirim sisteminde ¢oziiniir olan bir bilesigin fraksiyonudur ve

absorpsiyon i¢in uygundur.

Biyoerisilebilirlik insanlarin saglik risk degerlendirmesinde Onemli bir aragtir. Gida
orneklerindeki biyoerisilebilir arsenik tiirlerini belirlemek i¢in, bu calismada Avrupa
Biyoerisilebilirlik aragtirma grubu tarafindan gelistirilen metot [(The Bioaccessibility
Research Group of Europe (BARGE)] kullanildi. Bu metot ile, agiz, mide ve bagirsak
sindirim sisteminde bulunan sivilara benzer sentetik ¢ozeltiler hazirlandi ve her bir ortamda
¢oziiniir arsenik yiizdeleri HPLC-ICP-MS ile belirlendi. HPLC-ICP-MS ile gida
ekstraktlarinda tayin edilen arsenik tiirleri, arsenit As(IIl), arsenat, As(V), dimetilarsinik asit
(DMA), monometilarsonik asit (MMA), arsenobetain (AsB) ve arsenokolin (AsC) dir. Gida
orneklerinin toplam As igerigini belirlemek i¢in mikrodalga ile ¢oziiniirlestirme yontemi

kullanildi. Herbir As tiiriiniin % biyoerisilebilirligi belirlendi.

2. GENEL BILGILER

Arsenik ¢ok toksik bilesiklere sahip bir element olup, diisiik dozda arsenige maruz kalmak
insanlarda kanser basta olmak {izere deri yaralari, nérolojik kusurlar ve damar tikanikligi gibi
ciddi negatif saglik etkilerine yol agar. Zit saglik etkileri, alinan arsenigin dozuna ve maruz
kalma stiresine baglidir. Arsenigin toksikligi kimyasal c¢evresine baghdir. Arsenik dogal
cevrede dort oksidasyon basamaginda bulunur. Bunlar: As(V, arsenat), As(Ill, arsenit), As(O,
arsenik) ve As(-lll, arsin). Inorganik As formlari, As(Ill) ve As(V) en toksik arsenik
formlaridir. Her iki inorganik As tiiri de kanserle iliskili olmasina ragmen, As(III), As(V)'den
10 kat daha toksiktir. MMA(V), DMA(V) ve arsenigin diger organik formlar1 genel olarak
toksik oOzellik gostermez. Bu nedenle arsenigin gida orneklerindeki potansiyel toksikligi

sadece toplam As derisimine degil, ayn1 zamanda onun kimyasal tiirlerine de baglidir.



Cevrede arsenige maruz kalmak i¢in en yaygin dogal kaynaklar, volkanik kayaclar, deniz
kayaclar1, hidrotermal birikmeler, komiir ve petrol gibi fosil yakitlaridir. Madencilik,
endiistriyel aktiviteler ve arsenikli pestisitlerin kullanimi gibi insan aktiviteleri ¢evrede
arsenik diizeylerinin artmasima katkida bulunur. Insanlar farkli yollardan arsenigi alabilir.
Bunlar, dogrudan arsenik igeren sularin igilmesi ile ya da tirin-toprak-su sistemi yolu ile As
alimi geklindedir. Arsenik bitki kokleri ve sebzeler tarafindan tarim topragindan absorbe edilir
veya sulama suyundan alinir ve bu sekilde besin zincirine girer. Yer alt1 suyu ve toprakta US
Cevre Koruma Ajansit (USEPA) tarafindan belirlenen toplam As derisimi i¢in sinir degerler,

sirast ile 10 pg L™ and 20 mg kg dur.

Gidalar i¢in alabilir As miktar1 toprakta ¢oziinebilir As ile yakindan ilgilidir. Toprak pH',
redoks potansiyeli, toprak mikroorganizmalari, organik madde igerigi, diger elementler ile
etkilesme/yarisma, kirleticilerin kimyasal formlar1 tarim topragindaki As ¢oziiniirliiglinii ve
almabilirligini etkiler. Tarim topraklarinin sartlar1 bir bolgeden digerine degisebilir. Bu

nedenle besleyici ve kirleticilerin kok vasitasi ile fitoalinabilirligi degisebilir.

Gidalarda As’in spesifik kimyasal formlarmin 6l¢iilmesi ve ayrilmasi i¢in metotlar risk
degerlendirmesi i¢in gereklidir. Gida ile insan viicuduna toksik kimyasallar girer ve bu
nedenle kontaminantlar agisindan gida giivenirligini degerlendirmede bu metotlar biyiik
onem tasir. Arsenigin toksikligi, onun kimyasal formuna bagli oldugundan dolay: gidalarda
arsenik tiirlemesi toplam As derisimini tayin etmekden daha 6nemlidir. Ustelik gida
orneginde biyoalinabilir olan toksik elementin miktarinin belirlenmesi insan sagligi agisindan
risk degerlendirmesinde ciddi 6nem tasimaktadir. Biyoalinabilirlik, farkli gidalar, gida
bilesenleri ve sindirim sistemi ile ilgili ortamlarda farklilik gosterdigi i¢in beslenmede dnemli
bir faktordiir. Par¢alama, absorpsiyon, tagima, kullanma ve elimine etme gibi bircok isleme

baglhdir.

Insan sindirim sistemi, mekanik (fiziksel) ve kimyasal sindirim olarak ikiye ayrilir. Mekanik
sindirim, molekiilleri kiiciik molekiillere ayirmaktir. Kimyasal sindirim ise besinleri en kiigiik
yapi tagina kadar ayirmaktir. Sindirim sistemi, sindirim borusu (sindirim kanali) ile sindirim
bezlerini iceren, yiyecegin viicuda alinimi, sindirilmesi, gerekli besin ve enerjinin absorbe
edilmesi ve atik maddelerin viicuttan atilmasi ile ilgilenen organ sistemidir. Ana sindirim
organlari; agiz, yutak, yemek borusu, mide, ince bagirsak, kalin bagirsak ve aniis’diir.

Yardimci sindirim organlari, karaciger ve pankreas’dir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Sindirim_kanal%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Organ_sistemi
http://tr.wikipedia.org/wiki/A%C4%9F%C4%B1z
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yutak
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yemek_borusu
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mide
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0nce_ba%C4%9F%C4%B1rsak
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kal%C4%B1n_ba%C4%9F%C4%B1rsak
http://tr.wikipedia.org/wiki/An%C3%BCs

ve
digler
emek Borusu

Karaclger Pankreas

Mide

3.GEREC VE YONTEM

BARGE (Bioaccessibility research group of Europe) metodu

BARGE (Bioaccessibility research group of Europe) metodu Avrupa Biyoerisilebilirlik
Arastirma Grubu tarafindan toprak, toz veya gida gibi 6rneklerden insanlar i¢in metallerin
biyoerisilebilirligini degerlendirmek amaci ile gelistirilen in vitro metotdur. Bu metot ile mide
(gastric) ve mide-bagirsak (gastro-intestinal) sindirim sistemine benzer sentetik ¢6zeltiler
hazirlanarak, Ornek ortamlarindan bu ¢ozeltiler ile ekstrakte edilen metal yiizdelerini

(biyoerisilebilir fraksiyonlar) belirlemek amaglanir.

Bu ¢alismada BARGE metodu kullanarak bazi gida o6rneklerindeki (piring ve pirasa)
inorganik ve organik arsenik tiirlerinin biyoerisilebilirlik oranm1 HPLC-ICP-MS ile

arastirilmistir.



Gida orneklerinde HPLC-ICP-MS ile As tiirlemesine iligskin ¢aligmalar literatiirde az sayida
mevcuttur. Yine biyoerisilebilir metotlar kullanilarak bu 6rneklerden metal ekstraksiyonuna
iliskin ¢aligsmalar olduk¢a yenidir. BARGE ya da PBET metotlarin1 kullanarak insan sindirim
sistemine benzer sentetik s1vi ortamlar hazirlamak ve As tiirlemesi yapmak, biyoerisilebilir As
tirlerini HPLC-ICP-MS ile tayin etmek konusundaki calismalar diinyada ¢ok yenidir.
Ozellikle bu cahsmada kullanilan BARGE metodunu kullanarak gida érneklerinde As
tiirlemesine ve bu tiirlerin biyoerisilebilirliginin belirlenmesine yonelik Tiirkiye de

yapilmis herhangi bir calisma s6z konusu degildir.

a) In vitro sindirim sistemi metodu kullanarak gida orneklerinde metallerin

biyoerisilebilirligine iliskin yapilan ¢alismalar:

Khouzam ve ark., ekmek, beyaz peynirin farkli ¢esitleri, meyve ve sebzelerdeki bes temel
elementin (Fe, Zn, Cu, Mn ve Mo) biyoalnabilirligini in vitro mide ve bagirsak ile ilgili
sindirim metodu kullanarak degerlendirmislerdir. Ekmek, kabak ve salatalikdan Fe ve Zn’nun
¢ok kiiclik bir kesrinin (%10) biyoalinabilir oldugunu, elmadaki Fe’in biyoalinabilir
olmadigint (<%10), fakat elmanin Zn igin (%56) iyi bir kaynak oldugunu bulmustur.
Peynirdeki Fe’in ¢ogu (>%50) ve Cu ve Mo’nin %50 den fazlasi biyoalinabilir olarak

bulunmustur [1].

Maulvault ve ark., Hg, Cd ve As’in biyoalinabilirligini ham ve pismis siyah kili¢ baliginda ve
yenilebilir yengeg¢de in vitro mide ve bagirsak ile ilgili sindirim metodu kullanarak
arastirmiglardir. Ayrica bu drlinlerin tiiketimi ile olusabilecek toksik tehlikeler de
incelenmigtir. Cd ve As, ham ve pismis iirlinlerde yiiksek biyoalinabilirlik gosterirken (%

100), Hg daha diisiik (% 40) biyoalinabilirlik géstermistir [2].

Gonzales ve ark., modifiye edilmis in vitro metodunu, yenebilir deniz yosunu 6rnekleri igin

Cr, Co, Mn ve V biyoalinabilirligini degerlendirmek amaci ile uygulamislardir [3].

Ovca ve ark., balkabagindaki Zn tiirleri ve onun insan sindirim sistemindeki muhtemel
parcalanmasi ve biyoalnabilirligi igin fizyolojik temelli ekstraksiyon testi (PBET)

kullanmiglardir [4].
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Tokalioglu ve ark., BARGE metodunu kullanarak on vitamin 6rnegi ve ii¢ sertifikali referans
maddeden Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Se ve Zn’nun biyoerisilebilirligini ICP-MS ile
belirlemislerdir [5].

b) HPLC-ICP-MS ile gida orneklerinde As tayinine iliskin yapilan calismalar:

Narukawa ve ark., pirin¢g unu Orneklerindeki As tiirlerinin ekstraksiyonunu farkli ekstrakte
edici ¢oziictiler kullanarak arastirmislardir. Her bir tiiriin derisimini 1s1 yardimli ekstraksiyon
sonrast HPLC-ICP-MS ile belirlemislerdir. Orneklerde As(III), As(V) ve DMAA bulunmus,
ayrica As(IIT) ve As(V) i¢in ekstraksiyon etkinligi arastirilmistir [6].

Zmonoski ve ark., Brezilya ve Ispanya deniz iiriinlerinde inorganik ve organik arsenik
tiirlerinin tayini i¢in analitik bir metot gelistirmistir. Arsenik tlirlemesi anyon ve katyon
degistirici regineli sivi kromatografisi (LC) ve ICP-MS ile gergeklestirilmistir. Tim

orneklerde arsenobetain temel tiir olarak bulunmustur [7].

Cao ve ark., polar, polar olmayan ve inorganik As tiirlerinin kuru deniz iirlinlerinde ardisik
ekstraksiyon sonrast HPLC-ICP-MS ile tayin etmislerdir. Bu iiriinlerde arsenobetain ve

As(V)’in baskin tiirler oldugunu bulmuslardir [8].

Raber ve ark., balik, piring ve bugday Orneklerinde inorganik As’in tayini i¢in anyon
degistiricili HPLC-ICP-MS kullanmislardir. Ekstraksiyon trifloroasetik asit/H,0, ile yapilmis

ve hareketli faz olarak malonik asit tamponu kullanilmistir [9].

Sartal ve ark., dort adet yenebilir su yosununda pisirme sonrasi anyon degistirici iceren HPLC
ve ICP-MS kombine sistem ile As tiirlemesini yapmislardir. Tirleme ¢alismalart bu

orneklerin pisirme suyunda gergeklestirilmistir [10].

Rosas-Castor ve ark., misirdaki As derisiminin sulama suyu ve toprak parametreleri ile

ilskisini detayl olarak arastirmistir [11].

Rodriguez ve ark., alti farkli balik sosunda HPLC-ICP-MS ile As tiirlemesi yapmislardir.
Major bilesen arsenobetaindir. Balik sosu Orneklerinde arsenit ve arsenat bulunamamistir

[12].
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Degik 6rneklerde As tiirlemesine iliskin ¢alismalar literatiirde verilmistir [13-20].

c) HPLC-ICP-MS ile gida orneklerinde biyoerisilebilirlik metotlar1 kullanilarak As

tiirlemesine iliskin yapilan ¢alismalar:

Koch ve ark., Kanada gida Orneklerinin ekstraktlarinda As tiirlemesi ve onun
biyoerisilebilirligini belirlemislerdir. Biyoerisilebilirlik ekstraksiyon metodu olarak PBET
kullanmislardir. Dut 6rneginde toksik As tiirlerine rastlanirken, mantar da daha az toksik As

tiirleri bulunmustur [21].

Horner ve Beauchemin, Pismis ve pismemis pirin¢lerde on-line olarak ICP-MS ile eslesmeli
iyon degistirme kromatografisi kullanarak As tiirlemesi ve biyoerisilebilirlik calismislardir.
Orneklerdeki 4 6nemli As tiirii, As(III), MMA, DMA, ve As(V), 5 dakika i¢inde ayrilmistir
[22].

Gida orneklerinden HPLC-ICP-MS ile As biyoerisilebilirligine iliskin literatiirde az
sayida calisma vardir [21,22]. Fakat BARGE metodunu kullanarak As tiirlemesi ve
biyoerisilebilirligine iliskin HPLC-ICP-MS ile su ana kadar ulusal ya da uluslararasi

yapilan bir ¢alismaya rastlamlmamstir.

4. BULGULAR

4.1. Kullanilan Cihazlar

HPLC-ICP-MS birlesik sistemi (Jasco LG-2080-02 and Thermo Scientific X-series 11, Hemel
Hempstead, UK) As(lll), As(V), DMA, MMA, AsB and AsC tayin etmek i¢in kullanildi.
ICP-MS’in performansi 10 ng/mL Ba, Li, In, Ce, and U igeren mutielement ¢ézelti ile giinliik
olarak kontrol edildi. ICP-MS cihazinin tune ayart He’da %7’lik H, gazi kullanilarak
carpigma/hiicre modunda yapildi. Bu ayar ile 10Ce’®0:Ce oranmi minimum yapild1 ve
maksimum Kararli sinyal elde edildi. 10 ng/ml In igeren ¢ozelti ile saniyede > 80000 sayim ile
yiiksek bir duyarlilik saglandi. HPLC-ICP-MS ikili sistemi i¢in HPLC’nin hareketli fazindan
kaynaklanan *!P sinyali, sinyal kararhhigi agisindan nebulizér gazmin optimizasyonunu

yapmak i¢in kullanildu.

Arsenik tiirleri Hamilton PRP-X100 anyon degistiricili kolon (250 mm uzunluk, i¢ ¢ap1 4.1
mm, dolgu maddesi parcacik boyutu: 10 um) ile ayrildi. Hareketli faz olarak % 1(v/v)’lik
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metanolde 20 mM NH4H,PO, (BDH, Analar) kullanildi. Bu ¢6zeltinin pH’1 NH3 ile pH 6’ya
ayarlandi. Akis hiz1 1.2 mL/dakika olacak sekilde ayarlandi. A Rheodyne 9010 enjeksiyon
valfi ornekteki tahmini As derisimine bagl olarak kullanilan 20 ul ya da 200 ul 6rnek lup
hacmi ile dolduruldu. HPLC kolonundan c¢ikan elient, direkt olarak ICP-MS cihazinin
nebulizoriine baglandi. m/z= 75 deki arsenik iyon siddeti cihazin “time —resolved analysis”
modu kullanilarak 15 dakika boyunca izlendi. Pik alani dikkate alinarak yapilan 6l¢iimlerde

kalibrasyon dogrusu i¢in korelasyon katsayisi en az 0.999 olarak elde edildi.

Tiim pH o6l¢timleri Voltcraft pH-100 ATC pH metre ile yapildi. pH metre, kullanim 6ncesi pH
4 ve 7 tampon ¢ozeltileri ile giinliik olarak kalibre edildi. Calkalayicili ve termostatik olarak
kontrollii su banyosu (Clifton NES10D, Nickel Electro, WestonSuper-Mare, UK) in vitro
mide ve mide-bagirsak ekstraksiyonlar: igin kullanildi. Santrifiij (MSE Centaur 2, Fisher
Scientific, Loughborough, UK) ise kati-sivi faz ayirimlari igin kullanildi. Gida 6rneklerinin
asit parcalamasi, 100 mL’lik kapakli teflon kaplari igeren mikrodalga firin (GA Mars Xpress
microwave lab station, CEM, USA) ile yapildi.

4.2. Kullanilan Reaktifler ve Cozeltiler

Kullanilan tiim reaktifler analitik safliktadir. Tiim c¢ozeltiler ultra yiiksek saflikta su
kullanilarak hazirlandi (18.2 MQ cm, Elgastat Maxima, ELGA Process Water, Marlow, UK).
Tiim malzemeler % 2 (v/v)’lik HNOg igeren asit banyosunda 24 saat ¢alkalandi ve sonra ultra
yiiksek saflikta su ile yikandi. Arsenik oksit, As(I1l) ve kokodilik asit sodyum trihidrat tuzu
[(CH3),AsO,Na3H,0, DMA)] Sigma Aldrich’den (Gillingham, Dorset, UK) satin alindi.
Disodyummetilarsonathekzahidrat tuzu (CH3AsNa,O3*6H,O0, MMA), Sigma Aldrich’den
satin alindi. Na;HAsO,4.7H,0-As(V) ve amonyumdihidrojen ortofosfat, AnalaR BDH
Lutterworth, Leicestershire, UK’den ve In, Ir i¢ standart ¢ozeltileri VWR International
(MERCK)’den elde edildi. Kullanilan metanol HPLC analitik safliktaydi.

1000 mg L™* As(V), 1000 mg L™ DMA ve 1000 mg L* MMA stok ¢ozeltileri, ilgili
tuzlarindan uygun miktarlarin suda ¢éziilmesi ile hazirlandi. 1000 mg L™ As(I11) ¢ozeltisi i¢in
belirli miktarda As,O3 bir behere tartildi ve 4 mL derisik HCI eklendi. Coziinme sonrasi 50
mL’lik balonjojede ultra saf su ile tamamlandi. 20 mg L™ As(I11), 10 mg L™ As(V), 10 mg L™
DMA, 10 mg L™ MMA, 20 mg L™ AsB ve 20 mg L™ AsC ¢ozeltileri, 1000 mg L™’lik stok

cozeltilerinden seyreltme ile hazirlandi. Tekli ya da c¢oklu As tiirlerini iceren kalibrasyon
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standart ¢ozeltileri (10-100 ng mL™) giinliik olarak 0.1 M HNO; de hazirlandi. Gergek
ornekler igin standart ¢ozelti derisimleri 1-20 ng mL™ olarak giinliik hazirlandi. Numune

enjeksiyonu siringa ile yapildi.

Derisik HCI (12 mol L), derisik HNOs; (16 mol L™), NaCl, NH4CI, susuz Na,SO,
CaCl,.2H,0, NaOH ve NaHCOs; Fisher Scientific (Loughborough, UK)’den, susuz D(+)
glucose, D-glucuronic acid, pancreatin, pepsin, albumin, KSCN, mucin (pig), D(+)
glucosamine hydrochloride, lipase (pig), a-amylase (bacillus species), urea ve bile tuzlar
(bovine)Sigma—Aldrich (Gillingham, Dorset, UK)’den ve KH,PO,4, NaH,PO,4, MgCl,.6H,0,
KCI, ve urik asit kimyasallart VWR (Lutterworth, UK)’den elde edildi.

4.3. Referans Materyaller

BARGE metodunun dogrulugu i¢cin BGS Guidance Material 102 (an ironstone soil from
Lincolnshire, UK) kullanildi. Bu referans materyal BARGE metodu icin hazirlanmisg
sertifikali materyaldir. Ayrica National Institute for Environmental Studies (NIES, Japan)
Rice Flour Unpolished 10-a sertifikali referans materyal analizi yapildi. Analizlerde yaklasik
0.30 g BGS 102 ve 0.60 g NIES Unpolished rice 10-a tartildu.

4.4. Ornek Hazirlama

Iki piring 6rnegi, TUR1 and TURS5 Tiirkiye’deki farkli marketlerden satin alindi. Pirasa drnegi

ise Devon, UK’den satin alindi. Kurutulan ve 6giitiilen 6rnekler analize hazir hale getirildi.

4.5. Orneklerin Mikrodalga Asit Céziiniirlestirmesi

0.25 g’k kurutulmus gida drnekleri 3 paralel olmak iizere teflon kaplar igine tartildi. Uzerine
5 ml HNO;3 (70%) and 2 ml H,0, (30%) ilave edildi. Ornekler 1600 W da 43 dakika toplam
parcalama zamaninda pargalandi. Pargalamanin ilk basamaginda sicaklik 15 dakika i¢inde 160

°c ye ulastt ve 5 dakika bu sicaklikta kaldi. Parcalamanin ikinci adiminda sicaklik 8 dakikada

160 °C’den 200 °C ye artirild1 ve 15 dakika bu sicaklikta 6rnekler parcalandi. Pargcalama
sonras1 Teflon reaksiyon kaplari oda sicakligina sogutuldu ve 6rnekler balonjojelere aktarildi
ve %2 (v/v)’lik HNOj ile tamamlandi. Ornek ve standart ¢ozeltilerine son hacimde 10 pg 1™

In ve Ir igerecek sekilde i¢ standart eklendi.

4.6. In vitro BARGE Metot
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Kati matrikslerden inorganik kontaminantlarin biyoerisilebilirliginin belirlenmesi ig¢in

kullanilan Unified BARGE metodu asagidaki gibidir.

Yontem, mide-bagirsak sistemi i¢in ti¢ farkli islem tanimlar. Agi1z (5 dakika), mide (1 saat) ve

ince bagirsak (4 saat). Bu yontem icin 4 sivi gereklidir. Tikiiriik (saliva), mide (gastric),

onikiparmak bagirsagi (duodenal) ve safra (bile). Tiim sivilar yontemin uygulamasindan

onceki giin hazirlanmalidir. Bu sivilarin hazirlanmasinda kullanilan inorganik ve organik

reaktifler ve enzimlerin miktarlar ile ilgili bilgiler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. 250 mL inorganik ¢ozelti (I) ve 250 mL organik ¢ozelti (O) ile her bir sivinin (S,G,
D, B) 500 mL sinin hazirlanmasi i¢in kullanilan reaktiflerin hacimleri ve kiitleleri

Oniki
Tikirik Mide parmak  Safra Hacim
Reaktifler SIV1S1 stvist (G)  bagirsak  sivisi (mL)
(S) S1V1S1 (B)
(D)
KCI 448 412 282 188
NaH,PO,4 444 133 - -
KSCN 100 - - -
Na,SO4 285 - - -
NaCl 149 1376 3506 2630
CaCl, - 200 - -
Inorganik  NH,CI - 153 - - 250
CozeltiI) NaHCO3 - - 28035 2893
KH,PO, - - 40 -
MgC|2 - - 25 -
NaOH (1 M) 09mL - - -
HCI (%37) - 415mL  90uL 90 puL
Organik  Ure 100mg 425 50 125
¢ozelti(O) Glukoz 325 - -
Glukuronik asit 10 - - 250
Glukozamin 165 - -
hidrokloriir
Enzimler  Alfaamilaz 72.5 mg
Mukin 25 mg
Urik asit 75 mg
Bovin serum albiimin - 250+250=
Pepsin - 500
CaCl, -
Pankreatin -
Lipaz -
Safra -
pH I+0 6.5+05 1.1+£0.1 74+0.2 8.0+0.2
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BARGE metodu i¢in sema asagida verilmistir.

(a) Orneklerden mide sivisi ile As tiirlerinin ekstraksiyonu islemi:

0.6 g 6rnek

9 mL tikiiriik s1visi ilave edilir.
| 10 s elde karigtirma yapilir

13.5 mL mide s1visi1 eklenir

pH 1.20 £ 0.05’ e ayarlanir

37° C de 1 saat calkalayicida karistirilir

pH kontrol edilir. 1.2<pH<1.5 olmalidir. Degilse isleme yeniden baslanir.

Mide sivisi ile metallerin ekstrakte edildigi 6rnekler (gastric) mide-bagirsak sivisi

orneklerinden ayrilir

Ornekler 1500 g da 10 dakika santrifiij edilir

Ustteki siv1 pipet ile ayrilir

0.1 M HNO:s ile asitlendirilir

Mide sivisi (gastrik) ile ekstrakte edilen As tiirleri HPLC- ICP-MS ile tayin edilir

Sema 1
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(b) Orneklerden mide-bagirsak sivisi ile metallerin ekstraksiyonu islemi:

0.6 g 6rnek

9 mL tiikirik sivist ilave edilir.
| 10 s elde karistirma yapilir

13.5 mL mide s1visi1 eklenir

pH 1.20 £ 0.05’ e ayarlanir

37° C de 1 saat calkalayicida karistirilir

pH kontrol edilir. 1.2<pH<1.5 olmalidir. Degilse isleme yeniden baslanir

Mide s1vist ile metallerin ekstrakte edildigi 6rnekler (gastric) mide-bagirsak sivisi

orneklerinden ayrilir

27 mL onikiparmak bagirsak sivisi eklenir
Pipet ile 9 mL safra sivis1 eklenir
pH 6.3 £ 0.5’e ayarlanir

37° C de 4 saat calkalayicida karistirilir

pH not edilir
Ornekler 15009 da 10 dakika i¢in santrifiij edilir
Pipet ile tistteki siv1 ayrilir
Ekstrakt dondurucuda saklanir.

Mide bagirsak sivisi ile ekstrakte edilen As tiirlerinin derisimleri HPLC-ICP-MS ile tayin
edilir

Sema 2
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Her bir gida 6rnegi ¢oziiniirlestirildikten sonra, toplam As tiirlerinin derisimleri HPLC-ICP-
MS tayin edildi. BARGE metodu uygulandiktan sonra mide ve mide-bagirsak ekstraktlarinin
farkli As tiirlerinin derisimleri (biyoerisilebilir metal derisimi) de HPLC-ICP-MS kullanilarak
belirlendi. Her bir As tiirii i¢in i¢in hem mide, hem de mide-bagirsak ¢ozeltilerinden ekstrakte

edilen metal yiizdeleri (% biyoerisilebilirlik oran1) asagidaki sekilde hesap edildi.

Biyoerisilebilir As tiiriiniin derisimi (ug g™)
% Biyoerisilebilirlik faktorii (BF) = x 100
Ornekteki toplam ilgili As tiiriiniin derisimi (ug g‘l)

Biyoerisilebilir As tiiriniin derigsiminin hesabinda hem mide hem de mide-bagirsak sivisindan
ekstrakte edilen As(l1), As(V), DMA ve MMA derisimleri dikkate alinmustir.

5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Arsenik Tiirleri Kararhhik Testleri

Gergek orneklerdeki herbir As tiirlinlin BARGE metodu uygulandiktan sonra farkli bir forma
dontisiip dontismedigini belirlemek i¢in As tiirleri kararlilik testi yapildi. Herbir As tiirlinden
once tek tek (As(lll), As(V), DMA, MMA, AsB ve AsC), ve sonra dort As tiirii birarada
olmak tizere (As(Il), As(V), DMA ve MMA) BARGE model ¢ozeltilerine ekleme yapildi.
Eklenen herbir As tiiriinin derisimi 50 pg L™ idi. Analizler HPLC-ICP-MS ile yapildi. Hem
tek tek As tiirlerini iceren deney sonucunda hem de dort As tiirii birarada iken elde edilen
deney sonucunda As tiirlerinin BARGE islemi uygulanmasi sonrasinda baska herhangi bir
forma donlismedigi gbzlendi. Herbir As tiirli i¢gin hem mide hem de mide-bagirsak ekstraktlar
icin elde edilen geri kazanma degerleri 90%-114% arasinda degisti. Deney sonuglar1 Tablo

2’de goriilmektedir.
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Table 2 BARGE As tiirleri kararlilik testi sonuglart (n=3)

Geri Kazanma

As tiirleri BARGE fazi (Olgiilen/Tahmini
deger) x 100
Ortalama SD %RSD
Standartlar
As(I1T) Mide sivisi 104 3.8 4
As(I11) Mide-bagirsak sivisi 108 2.6 2
As(V) Mide sivisi 108 3.5 3
As(V) Mide-bagirsak sivisi 106 8.8 8
DMA Mide sivisi 99 2.9 3
DMA Mide-bagirsak sivisi 106 35 3
MMA Mide sivisi 103 2.1 2
MMA Mide-bagirsak sivisi 107 2.4 2
AsB Mide sivisi 103 12 12
AsB Mide-bagirsak sivisi 114 4.7 4
AsC Mide s1visi 103 2.8 3
AsC Mide-bagirsak sivisi 103 2.8 3
Karisik standartlar
As(111) Mide s1visi 106 4.0 4
As(I1) Mide-bagirsak sivisi 90 4.6 5
As(V) Mide s1visi 93 5.4 6
As(V) Mide-bagirsak sivisi 99 7.1 7
DMA Mide sivisi 103 3.2 3
DMA Mide-bagirsak sivisi 90 3.6 4
MMA Mide sivisi 103 5.0 5
MMA Mide-bagirsak sivisi 97 4.6 5

5.2. Pirin¢ ve Pirasa Ornek Analizi

Piring (TUR1) ve pirasa orneklerinde bulunan As tiirlerinin derisimlerini belirlemek i¢in bu
orneklere BARGE yontemi uygulandi. BARGE ekstraktlarinda bulunan her bir As tiirliniin
Ol¢iilen miktar1, onceden bu G6rneklerde tayin edilen her bir As tiirliniin toplam miktar ile
karsilastirildi. Her bir As tiirli i¢in % BF hesaplandi. Sonuglar Tablo 3’de goriilmektedir.
Piring 6rnegi i¢in BF %25-%61 arasinda degisti. Mide ve mide-bagirsak sivisi ekstraktlari
icin As tiirleri biyoerisilebilirlik sirasi, piring 6rnegi igin DMA.>AsS(I11)>As(V) ve pirasa
ornegi i¢in  AS(II)>DMA>AS(V) seklindedir. Pirasa  oOrneklerinde  As(V) igin
biyoerisilebilirlik faktorii degeri yiiksek bulundu. Diger piring 6rnegi (TURS) ve sertifikali
referans materyal (NIES Rice flour CRM) i¢cin BARGE metodu uygulandi. Fakat bu
orneklerdeki As tiirlerinin derisimi ¢ok diisiik oldugu igin (< 0.5 mg/kg) ¢alisma sartlarinda
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HPLC-ICP-MS ile As tiirlerinin tayini yapilamadi. Pirin¢ ve pirasa drneginde AsB ve AsC

bulunamadi. Gida 6rneklerinin analiz sonuglar1 Tablo 3’de goriilmektedir.

Table 3 Gida orneklerinin analiz sonuglari

Gida As tiirleri BARGE fazi BF /%
Ortalama SD %RSD
Piring TUR1
As(I11) Mide sivisi 46 6.1 13
As(11T) Mide-bagirsak sivist 61 6.6 11
As(V) Mide s1visi 27 1.9 7
As(V) Mide-bagirsak sivisi 25 13 5
DMA Mide s1vist 58 3.1 5
DMA Mide-bagirsak sivisi 56 7.8 14
MMA Mide s1vist -
MMA Mide-bagirsak sivisi -
Pirasa (Lifton) As(I11) Mide s1visi 31 0.6 2
As(111) Mide-bagirsak sivisi 28 2.1 8
As(V) Mide s1visi 204 6.1 3
As(V) Mide-bagirsak sivisi 205 75 4
DMA Mide s1vist -
DMA Mide-bagirsak sivisi -
MMA Mide s1vist -
MMA Mide-bagirsak sivisi -

5.3. Lup Hacminin Etkisi

20 pl ve 200 pl lik lup hacimleri kor olarak kullanilan 0.1 M HNOjs i¢in ¢alisildi. 20 pl loop
hacmi ile g¢alisildiginda kromatogramda herhangi bir pik gozlenmedi. 200 ul lup hacmi

calisildiginda kromatogramda As(V) tutunma zamani 6ncesinde bir pik gozlendi.

5.4. BGS Guidance Material 102 Sertifikali Referans Madde Analizi

Ekstrakte edilebilir As(V) icin biyoerisilebilirlik metodunun dogrulugu BGS guidance
materyali kullanilarak test edildi. Sadece As(V), mide sivist ve mide-bagirsak sivisi
ekstraktlarinda HPLC-ICP-MS metodu ile tayin edildi. Sonuglarin karsilastirilmasi agisindan
biyoerisilebilir As miktar1 ve ilaveten de Pb derisimi ICP-MS ile de tayin edildi. As igin iki
Olciim sonucunda elde edilen sonuglar belirsizlik sinirlari i¢inde birbirleri ile uyumlu olarak
bulundu. BGS Guidance Material 102’nin analizi sonucu HPLC-ICP-MS ile mide sivisinda
(3.65 + 0.09 mg kg™) ve mide-bagirsak sivisinda bulunan (3.75 + 0.06 mg kg™) As(V)
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derigsimleri Hamilton ve ark., (25) tarafindan bulunan As(V) derisimleri ile uyumlu idi. Bu
derisimler mide stvis1 igin 3.9 + 0.36 mg kg™ ve mide-bagirsak sivisi igin 3.3 + 0.41 mg kg™.
Ayrica BGS 102’de BARGE metodu uygulandiktan sonra ICP-MS ile mide sivisi
ekstraktinda 10.6 £ 0.8 mg kg'1 Pb derisimi bulundu. Pb i¢in sertikali deger 13 = 6 mg kg‘1

dir. Elde edilen sonuglar Tablo 4’de verilmistir.

Table 4. BGS102 sertifikali referans madde analizi sonuglari

BGS102 BARGE fazi BGS 102°den SD RSD% BF/% SD RSD%
ekstrakte edilen
As kiitle
fraksiyonu,mg/kg

HPLC-ICP-MS
As(V) Mide s1visi 3.65 0.09 2.5 68 1.7 2.5
Mide-bagirsak
As(V) S1VIS1 3.75 0.06 1.7 70 1.2 1.7
ICP-MS
As Mide s1visi 3.85 0.29 7.6 71 5 7.6
Mide-bagirsak
As S1V1s1 3.65 0.20 5.4 68 4 54

Sertifikali deger Mide s1visi

Mide-bagirsak

As(V) S1V1S1 54 2.4 44
Hamiltonetal.  Mide sivisi 3.9 0.36 9.2
(2015)

Mide-bagirsak
S1VIS1 3.3 0.41 12.4
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Projemiz amacina ulasmistir. Projeden elde edilen sonuglar SCI’da taranan ve etki faktori

yiiksek dergilerden birinde yayinlanmak iizere yazim agsamasindadir.
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