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OZET

MOLEKULER BASKILANMIS KATI FAZ EKSTRAKSIYON
KOLONLARIN HAZIRLANMASI VE
AFLATOKSIN ON-DERISTIRILMESI UYGULAMALARI

ENGIN BAYRAM
Doktora, Kimya Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. ADIiL DENIZLI
Temmuz 2013, 125 sayfa

Tez kapsaminda; aflatoksin baskilanmigs kompozit kriyojellerin  sentez,
karakterizasyon ve segici 6n-deristirme (6zutleme) calismalari gergeklestirilmistir.
Monomer olarak N-Metakriloil-L-triptofan metil ester (MATrp) secilmistir. Oncelikli
olarak bu monomerin sentezi gergeklestiriimis ve elde edilen triin, NMR ve FTIR
yontemleri ile karakterize edilmigtir. Sentezlenen monomer ve aflatoksinler
komplekslestiriimis ve komplekslesme, spektroflorimetrik yontem ile karakterize
edilmistir. Bu islemin ardindan aflatoksin baskilanmis poli(2-Hidroksietiimetakrilat-
N-Metakriloil-L-triptofan metil ester) monolitik polimerler, yigin polimerizasyonu
yontemi ile sentezlenmistir. Elde edilen monolitik polimerler, 6guttlerek es boyutlu
partikuller elde edilmis ve partikil boyutlari, zeta parcacik boyut oOlgimu ile
karakterize edilmigstir. Aflatoksin baskilanmis poli-[N-(2-Hidroksietil) metakrilamit]
kompozit kriyojeli ise aflatoksin baskilanmis partiklllerin varhidinda, 2-
Hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve Metilen bisakrilamidin (MBAAmM), -12°C’da 24
saatlik polimerizasyonu sonucu elde edilmis, SEM ve FTIR ydntemleri ile
karakterize edilmistir. Hazirlanan kompozitler, sulu c¢oézeltilerden aflatoksin 6n-
deristirme iglemlerinde kullanilmig ve On-derigtirme kosullari optimize edilmigtir.
Optimizasyon calismalari kapsaminda; aflatoksin derisimi, akis hizi, pH, sicaklik
ve partikdl miktarinin etkileri HPLC yéntemi kullanilarak incelenmistir. Kompozitin
aflatoksin tlrlerine gbre adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla aflatoksin B1 icin 194.8
ng/g; aflatoksin B2 icin 164.1 ng/g; aflatoksin G1 icin 169.4 ng/g ve aflatoksin G2
icin 154.9 ng/g olarak bulunmustur. Kompozitlerin adsorpsiyon kapasiteleri, akis
hizi ile ters orantili iken; pH ve sicaklikla dogru orantili olarak degismektedir.
Kompozit kriyojellerin diger mikotoksinlere karsi segicilikleri, okratosin A (OTA) ve
aflatoksin M1 (AFT M1) varhginda gergeklestirilen 6zitleme calismalari ile
belirlenmistir. Adi gegen calismalarda, o6lgim teknigi olarak LC-MS/MS
kullanilmigtir.  On-deristirme kosullarinin  optimizasyonunun ardindan gergek



numunelerde (findik, fistik, kuru incir ve pulbiber) aflatoksin 6zutleme uygulamalari
gerceklestiriimigtir.

Anahtar Kelimeler: Kompozit Kriyojeller, Molekuler Baskilama, Mikotoksinler,
Aflatoksin Analizi.



ABSTRACT

MOLECULAR IMPRINTED SOLID PHASE EXTRACTION COLUMNS
AND THEIR APPLICATION TO
PRE-CONCENTRATION OF AFLATOXINS

ENGIN BAYRAM
Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. ADIL DENIZLi
July 2013, 125 pages

In this study, the synthesis and characterization of aflatoxin imprinted composite
cryogels prepared, and selective aflatoxin pre-concentration studies were
performed. N-Methacryloyl-(l)-tryptophanemethylester (MATrp) was chosen as the
complexing monomer. In the first step, functional monomer MATrp was
synthesized, and resulting compound was characterized by NMR and FTIR
measurements. After that, aflatoxins was complexed with MATrp, and the complex
was charcterized by fluorometric measurements. Then aflatoxin-imprinted poly(2-
hydroxyethyl methacrylate-N-methacryloyl-(I)-tryptophane methylester) [MIP]
polymers were synthesized by bulk polymerization. The resulting polymers were
grinded to obtain similar-sized particles and they characterized by zeta-particle
size analyser. Aflatoxin imprinted poly[2-hydroxyethylmethacrylamide] composite
cryogels were synthesized via polymerization of 2-Hydroxyethyl methacrylate
(HEMA) and N,N'-Methylenebisacrylamide (MBAAm) in presence of aflatoxin
imprinted micro particles, at -12°C. The completion of the polymerization reaction
requires 24 hours. Resulting composites were characterized by Scanning Electron
Microscopy (SEM) and FTIR measurements. Aflatoxin imprinted composite
cryogels were used to extract aflatoxins from agueous solutions in order to
optimize the extraction conditions. In this context, the effective factors such as
aflatoxin concentration, flow rate, pH, temperature and amount of the patrticle in
composite cryogel structure were evaluated via HPLC. The adsorption capacities
of the composite cryogels according to aflatoxin species were determined as 194.8
ng/g for aflatoxin B1, 164.1 ng/g for aflatoxin B2, 169.4 ng/g for aflatoxin G1 and
154.9 ng/g for aflatoxin G2, respectively. The adsorption capacities of the
composite cryogels were directly proportional to the changes in pH and
temperature while that were contrary to the changes in flow rate. Ochratoxin A
(OTA) and aflatoxin M1 (AFT M1) used in the competative extrction studies for
selectivity. LC-MS/MS used as an analytical tool for the measurement during the



selectivity studies. When the adsorption conditions completed the composite
cryogels applied to the real samples (nut, peanut, red pepper and dried fig).

Keywords: Composite Cryogels, Molecular Imprinting, Mycotoxins, Aflatoxin
Analysis
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1. GIRIS
Gunumuzde mikotoksin dendiginde ilk akla gelen ve Uzerinde en fazla bilgi sahibi
oldugumuz mikotoksin Aflatoksindir. Aflatoksinler, Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus ile Aspergillus nomius tiurleri tarafindan sentezlenen, insan ve
hayvanlarda akut ve kronik zehirlenmelere neden olan metabolitler olup, aflatoksin
B1, B2, G1, G2, M1 ve M2 olmak Uzere baslica alti ana bilesikten olusurlar.
Aflatoksinler, alinma miktarina ve surecine bagli olarak insanlarda ve hayvanlarda
akut, subakut ve kronik tipten zehirlenmelere neden olurlar. Hayvanlarda akut
seyreden aflatoksin zehirlenmelerinde vicudun dogrudan etkilenen bdlgesi
karacigerdir. Akut zehirlenmelerde genellikle sarilik, anoreksi, hemolitik anemi ve
ishal goralur. Ayrica karaciger paransim hdcrelerinin hasar goérmesi yaninda,
karaciger ve safra kanallarindaki hicrelerin hizli bir sekilde boélinmesi baslar,
kanamalar gorullr ve sinir sistemi etkilenerek gdrevlerini yerine getiremez bir hal
alir. Bunun sonucunda kramplar, felcler, denge bozukluklari meydana gelebilir.
Aflatoksinlerin insan sagligi tGzerine olan etkilerinin arastinldigi sayisiz ¢alismalar
sonucunda, bu toksinler, Diinya Saglik Orgiti’'niin (WHO) bir alt kurulusu olan
Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan Grup 1 kanserojen
maddeler olarak tanimlanmiglardir. Ulkemizde ve birgok Ulkede kirlenmis
urinlerden tuketicileri, 6zellikle gocuklari korumak amaciyla gida ve yemlerdeki
Aflatoksin B1 ve sltteki Aflatoksin M1 dlzeylerini kontrol altina almak icin yasalar
olugturmuslardir. Bugun dunyada hemen hemen butun dlkeler, bu tehlikeden
korunmak ve ihrag ettikleri Grlnlerin geri dénuslinu azaltmak icin gidalarda ve

yemlerde bulunabilecek aflatoksin dlzeyleri icin sinir degerler belirlemektedirler.

Cevre, ilag ve biyoteknoloji alanlarinda hizli ve verimli yeni yontemlere surekli
ihtiyag duyulmasi, bilim insanlarini, daha iyi, daha secici ve hassas analitik
calismalarin yapilmasina yoneltmigstir. Molekuler tanima temeline dayanan ayirma
sistemleri arasinda "Molekuller Baskilama" yontemi ile hazirlanan tasiyicilar hedef
molekile karsi goOsterdikleri ylksek secicilik nedeniyle oldukga Umit vaat
etmektedirler. Molekiler baskilama ydntemi, sentetik polimerlerde fonksiyonel
gruplarin ug¢ boyutlu yapilarinin duzenlenmesiyle, olduk¢a secici baglanma
bolgeleri elde etmek amaciyla kullaniimaktadir. Molekuller baskilanmis polimerler

(MIP), kolay hazirlanabilir, kararli, ucuz ve molekuller tanima yetenedine sahip



olmalari gibi ilgi ¢ekici 6zellikleriyle, yeni bir tir adsorbent olarak bilim insanlarinin

g6zdesi olmusglardir.

Kriyojeller, polimerik ¢ozeltilerin dondurulmasiyla olusturulan jel matrikslerdir. Bu
yapilar kismen donmus ortamda monomerlerin radikalik polimerizasyonu ile
hazirlanmaktadir. Kismen donmus ortamda olusan buz kristalleri gdzenek
olusturucu olarak rol almakta ve bu ortamda monomerler ve baglatici ¢ozunmus
olarak kuguk bir fraksiyonu olusturmaktadir. Sistem donmus bir buz kitlesine
benzemekle birlikte polimerizasyon islemi donmamis kisimda etkin olarak
gerceklesmektedir. Eridikten sonra surekli jel (kriyojel; Yunanca krios (kryos) buz
anlamina gelir) olusmaktadir. Meydana gelen supermakrogdzenekli kriyojeller,
g6zenek boyutlari 5-100 pym arasinda degisen birbirine bagli gbzenek agdi
icermektedir. Baglantil gb6zenek vyapisi nedeniyle c¢cok dugsuk akis direnci
gostermektedir. Genig, bagli gozenekler kriyojellere 6zgun sungersi yapi 6zelligini
kazandirmaktadir. Supermakrogdzenekli kriyojellerin kontrollu Gretimleri, farkli
Ozelliklerde kriyojellerin Uretimine olanak vermektedir. Polimerizasyon kosullarinin
degistiriimesi (6zellikle donma sicakligi, monomer derisimi, gcapraz baglayici orani)
elde edilen yapinin o6zelliklerine 6nemli oranda yansimaktadir. Kriyojellerin
g6zenek yogunlugu ve genis gbzeneklere sahip olmasi genis yuzey alani ve disuk
akis direnci sagladigindan, yuksek kapasitede ayirma saglamakta ve viskoz

ortamlarda ¢alisiimasinda ¢ok buyuk kolaylik saglamaktadir.

Tez kapsaminda; molekuler baskilama yaklasimiyla poli(2-Hidroksietiimetakrilat)
IMIP (PHEMA/MIP) kompozit kriyojeller hazirlanmistir. Hazirlanan kompozitlerin,
karakterizasyonlari yapilmig, sulu ¢ozeltiden aflatoksin 6zutlemesi ¢alismalari ile
kompozit performansi optimize edilmigtir. Optimizasyon ¢alismalarinda; kompozitin
kapasitesine aflatoksin derisimi, akis hizi, sicaklik, pH ve partiktl miktari gibi etki
eden faktorler incelenmistir. Bunlara ek olarak, kompozitin segicilikleri de
incelenmistir. Belirlenen optimum kosullar altinda hem kompozitler hem de ticari
aflatoksin kolonlari kullanilarak gercek numunelerden 6zitleme c¢alismalari

yapilmigtir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Mikotoksinler

Kaf mantarlari, uygun cevresel kosullar altinda, oldukg¢a genis bir yelpazedeki
besinlerde gelisebilirler. Tarimsal Grlnlerde mantarlarin neden oldugu bu kirlenme,
gida Uretiminin batin basamaklarinda, Uretim sonrasi depolama asamasinda
ortaya cikabilir ve bunun da ekonomi, gida guvenligi ve insan ve hayvan saghgi
acisindan oldukca kritik sonuglari olabilir [1-6]. 1969 yilinda ingiltere’de 100.000
hindi, yem katkisi olarak kullanilan yer fistiginin sebep oldugu zehirlenme sonucu
kaybedilmistir. Zehirlenmenin temel nedeninin ise yemin depolandigl sure
icerisinde, yer fistigini tamamen istila eden Aspergillus flavus adi verilen bir

mantarin Urettigi aflatoksinler oldugu belirlenmistir [7,8].

Mikotoksinler, farkli mantar tirleri tarafindan Gretilen ikincil metabolitlerdir. YUzden
fazla mikotoksin tanimlanmis olmasina ragmen bunlardan sadece bir kismi
kaydadeger bir toksik etkiye sahiptir [9]. Sekil 2.1."de bazi énemli mikotoksinlerin
kimyasal yapilari verilmigstir (aflatoksinler ayr bir bagslik altinda incelendiginden bu
sekilde yer almamaktadir, bkz. Bolim 2.2). Mikotoksin Ureten mantarlar arasinda
en ¢ok bilinenler; Aspergillus, Fusarium, Alternaria ve Penicillium tarleridir [10, 11].
Bu turler tarafindan Uretilen mikotoksinler arasinda en fazla dikkat cekenler ise;
aflatoksinler (AFT), trikotesenler (T-2 toksin), okratoksin A (OTA), zearalenon
(ZON), fumonisinler (fumonisin B1), moniliformin, deoksinivalenol (DON) ve
patulindir (PAT). Adi gecen mikotosinler, farkli mantar tirleri tarafindan
Uretilebilecegi gibi, bir mantar farkli kultir kosullari altinda farkli mikotoksinler de

uretebilir.

Bilinen mikotoksinlerin birgogunun termal ve kimyasal kararlili§i oldukg¢a yuksektir.
Bu ise, mikotoksinlerin, islenmis gidalardan geleneksel yontemlerle sadece
kismen uzaklastirimasini mimkidn kilmaktadir [9, 12, 13]. Bu nedenle gida
maddeleri mikotoksinlerle kirlendikten sonra onlari temizlemeye c¢alismak yerine,
ardndn hasat, depolama ve Uretim asamalarinda kontrol altinda tutulup kiflerin
gelisimini engellemek ve butin bu asamalar sirasinda urtinde mikotoksin varhgini
takip etmek c¢ok onemllidir. Bu ise ancak hassas, guvenilir ve nisbeten dusuk

maliyetli analiz yontemleri ile mumkun olabilir.
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Sekil 2. 1 . Bazi 6nemli mikotoksinlerin kimyasal yapilari; (A) Okratoksin A (OTA);
(B) Zearalenon (ZON); (C) Deoksinivalenol (DON); (D) Fusarenon (FX); (E)
Verrukulojen (VCG); (F) T-2 toksin; (G) HT-2 toksin; (H) Sitrinin (CTN); (I) 3-
Asetildeoksinivalenol (3-ADON); (J) 15- Asetildeoksinivalenol (15-ADON); (K)
Sterigmatosistin (SMC); (L) Nivalenol (NIV) [14].

2.1.1. Onemli Mikotoksinler ve Uretici Mantarlari

Mikotoksinlere bagli zehirlenmelere sebep olan mantar tirleri doért farkli gruba
ayrilabilir, bunlar; Alternaria, Aspergillus, Fusarium ve Penicillium’dur [10, 11]. Adi
gecgen bes tur icerisinde ise kuresel olarak Uzerinde en ¢ok ilgiyi toplayan dolayisi
ile de en fazla bilgiye sahip olunan tirler Aspergillus, Fusarium ve Penicillium’dur.
Bu Uc¢ tur tarafindan Uretilen mikotoksinler de; aflatoksinler, okratoksinler,
trikotesenler, fumonisinler, zearalenon ve patulindir. Toksin Ureten mantarlar ve

iligkili olduklari mikotoksinlerin listesi Cizelge 2.1’de verilmistir [15,16].
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Cizelge 2.1. Toksin Ureten mantarlar ve iligkili olduklari mikotoksinlerin listesi

Mantar

Mikotoksin

Aspergillus flavus; Aspergillus parasiticus

Aspergillus flavus

Aflatoksinler

Siklopiazonik asit

Aspergillus ochraceus; Aspergillus carbonarius;

o Okratoksin A
Penicillium verrucosum

Penicillium citrinum; Penicillium expansum Sitrinin, Patulin

Fusarium sporotrichioides; Fusarium poae T-2 Toksin
Fusarium sporotrichioides; Fusarium poae Diasetoksisirpenol
Fusarium culmorum; Fusarium graminearum Deoksinivalenol
Fusarium culmorum; Fusarium graminearum Zearalenon
Fusarium verticillioides; Fusarium proliFeratum Fumonisinler
Alternaria alternata Tenuazonik asit

Claviceps purpurea Ergot alkaloidleri

2.1.2. Mikotoksinlerin insan Saghg: Uzerindeki Etkileri

Meyve, sebze ve tahillar, gelismekte olan ulkelerde, toplum saghgdini olumsuz

yonde etkileyecek salgin hastaliklara sebep olabilmektedir [17].

Mikotoksinler kronik maruziyet durumunda kanser gibi hastaliklari tetikleyebilecegi
gibi, érnegin hepatit B hastasi olan bir insanin yodun olarak aflatoksine maruz
kalmasi da karaciger kanseri olusum sirecini hizlandirabilir. Ozellikle son
dénemde yapilan cgalismalar, akut aflatoksin zehirlenmesi ve karaciger kanseri
arasindaki iligki konusunda o©Onemli bulgulara ulasiimasini  saglamistir.
Fumonisinler, Okratoksin A (OTA) ve sitrinin (STR) ise kronik maruziyet
durumunda, nefrotoksik etkileri nedeni ile dlimcul boébrek hastaliklarina sebep
olabilirler [18, 19]. Zearalenon (ZON) ve metabolitlerinin ise kimyasal yapisi,
estradiol, estron ve estriol gibi hormonlara benzer ve bu maddeler insan
vicudunda hormonlarla yarismali olarak, hormon reseptorleri ile etkilesebilir ve

hormonal sistemde bozukluklara sebep olabilirler [20-22].

Sonug olarak mikotoksinlerin beslenme ve solunum yolu ile alinmalari veya deri

yolu ile emilimlerinin insan sagligi uUzerinde akut ve kronik etkilerinin oldugu
5



belirlenmistir. Pulmoner mikotoksikoz, zehirli kif sendromu, otoimmun hastaliklar,

alerjik reaksiyonlar, kronik maruziyet durumunda kanserojen, mutajen ve teratojen

etkiler, bunlar arasinda sayilabilir [1, 23, 24].

2.1.3. Mikotoksinlerin Hayvan Saghg: Uzerindeki Etkileri

Hayvansal gida urdnlerinin, insanlarin beslenmesinde dolayisiyla da ekonomik

sistemde 6nemli bir yeri vardir. Mikotoksinler ile kirlenmig olan bitkisel gidalar ile

beslenen hayvanlarda kisa ve uzun vadeli bazi etkiler gorulebilir, bu etkiler

mikotoksinin turine, hayvanin cinsi, yasi vb. kosullara bagl olarak degisebilir.

Mikotoksinlerin hayvanlar Gzerine etkileri, Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Mikotoksinlerin hayvan sagligi uzerindeki etkileri [15].

Mikotoksin Klinik Semptomlar
. Karaciger hasari, verimde disme, yumurta kabugunda yapisal
Aflatoksin . .
bozukluklar ve hastaliklara kargi direncin azalmasi.

. . . Karaciger, bobrek ve gastrointestinal sistem hasari, kilo kaybi,
Siklopiazonik o . .
asit zayiflik, yumurta kabugunda yapisal bozukluklar, istahsizlik, ishal

ve dehidrasyon, depresyon, opistotonus, konvulsiyon.
Zearalenon Bogulma, vaijinal prolapsus ve kizariklik, ireme problemleri.

Deoksinivalenol

istahsizlik ve besini reddetme.

Trikotesenler

(T-2 toksin v.b.)

istahsizlik, kusma, deri ve gastrointestinal sistemde hassasiyet,
ndrotoksik etkiler, yavrularda gértlen anomaliler.

Okratoksin A

Karaciger ve bobrek hasaril.

Fumonisin B1

Lokoensefalomalasi (ELEM), Porsin  Pulmoner Odem (PPO),
Rat’larda karaciger tumoru.

Ergot
alkaloidleri

Sinir sistemi hastaliklari, istem digi kasiimalar, titreme, disukler,
sutten kesilme, bazi durumlarda toynak ve gagada siyahlagsma.

2.1.4. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Tarimsal drtnlerde, mantar (veya kuf mantari) gelisimi ve sonugta mikotoksin

uretimini etkileyen en 6nemli faktorler su sekilde siralanabilir:



1) Mantar gelisimi igin elverigli yapidaki mahsul (mahsul Uzerinde bulunan
mantar sporlari vb.).

i) Uriinde, asiri hava kosullar, yanhs sulama ve gibreleme sonucu
Urdnde olusan stres.

i) Uriinde, tarim zararlisi bdceklerin sebep oldugu hasar.

Iv) Uygun olmayan depolama kusullari [25].

V) Mantar tarafindan Uretilen toksin miktari yukarida bahsedilen fiziksel
faktorlerin yaninda; karbondioksit ve oksijen miktari, substrat bilesimi,

mahsulde bulunan bulunan pestisit ve fungisit gibi kimyasal faktorlerden
de etkilenir. Cesitli bitkisel gidalarda olusabilen mikotoksinler Cizelge

2.3'de 6zetlenmistir.

Ayrica, Urlinun etkilenmis oldugu mantar tirine (Alternaria, Fusarium, Aspergillus
ve Penicillium) bagli olarak, mikotoksin olusumu, hasattan hemen 6nce, hemen
sonra urinin depolanma islemi gergeklesmeden veya depolanma sirasinda
gerceklesebilir [26]. Sekil 2.2'de mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler ve

bunun insan ve hayvan besin arz zinciri igerisindeki rolleri 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Cesitli besinlerde olusabilen mikotoksinler [27].

BESIN MIKOTOKSIN?

Elma OTA, PAT, TA, AOH
Cilek OTA

Seftali OTA

Kayisi PAT

Kiraz OTA

Domates OTA, TA, AOH, AFT
Armut PAT

Uzim PAT, AOH, AFT, OTA
incir AFT

& AFT: Aflatoksinler, OTA: Okratoksin, PAT: Patulin, DON: Deoksinivalenol, FUM: Fumonisin,
NiV: Nivalenol, ZEA: Zearalenon, HT-2: HT2 Toksin, T-2: T2 Toksin, Sterig: Sterigmatosistin,
STR: Sitrinin, Ergot: Ergotamin, SRV: Sitreoviridin, AOH: Alternariol, TA: Tenuazonik asit.



Cizelge 2.3. (Devami)

BESIN MIKOTOKSIN?

Ayva PAT

Hindistan Cevizi STR

Biber AFT, TA
Yabanmersini TA
Portakal TA, AFT
Limon TA
Mandalina TA

Muz PAT
Zeytin TA, PAT
Lahana TA
Sogan OTA
Sarimsak OTA
Kakao OTA
Kahve OTA
Findik AFT

Yer Fistigi AFT
Badem AFT

Pamuk tohumu AFT

Fasulye AFT

Arpa DON, NiV, ZEA, HT-2, T2, AFT, STR
Misir DON, FUM, ZEA, AFT, SRV

Yulaf DON, NiV, HT-2, T2, OTA, STR
Piring AFT, Sterig, OTA, SRV

Cavdar Ergot, OTA

Bugday OTA, AFT, STR, DON, NIV, ZEA, Ergot, TA
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Sekil 2. 2. Mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler ve bunun insan ve hayvan
besin arz zinciri igerisindeki rolleri [15].

Gidalara mikotoksin bulasmasi g¢esitli yollarla gergeklesir. Gidanin goézle fark edilir
sekilde kuflenmesi mikotoksin tarafindan kirlenmesine neden olabilir. Bitkisel
drunlerden; tahillarda, baklagil tanelerinde (soya fasulyesi, fasulye vb), findik, yer
fistig, ceviz, Antep fistigi, badem, aycicedi tohumu, pamuk tohumu gibi yagh
tohumlarda, meyvelerde ve baharatta mikotoksin kirliligi dogrudan ve o6nemli
dizeyde meydana gelebilir. Gozle gorulir sekilde tim Grlinin kiflenmesi Grdndn
islenmesini ve tuketimini olanaksiz hale getireceginden herhangi bir risk tasimaz.
Ancak Urinin ¢ok az bir kisminda baslayan kiflenme 6Ozellikle depolanmada
kaf

misellerinin i¢ taneye gecisine ve mikotoksin olusturmasina olanak saglar [28].

mikotoksin riskini arttirir. Kirilan, hasar géren bitkisel urin kabuklar

Yukarida listelenmis olan mikotoksinleri Ureten kif mantarlari dolayisiyla da

mikotoksinler, ilgili besinden Uretilen gida maddeleri veya bu besin ile beslenmig
9



olan hayvanlardan uretilen gida maddeleri (Taze sebze-meyve, meyve sulari,
sarap, kurutulmus meyve, kuruyemis, et ve et Urunleri, sut ve sat drtnleri, kirmizi

pulbiber, ekmek v.b.) araciligi ile son tuketiciye ulagabilir [13, 29].
2.2. Aflatoksinler

Aflatoksinler Aspergilus turt kuf mantarlari tarafindan Uretilen mikotoksinler olup
yogunlukla, bu turin gelismesi ve aflatoksin Uretmesi icin sartlarin olduk¢a uygun
oldug@u tropik ve alt-tropik iklimlerde Uretimi gerceklegtirilen; findik, yer fistigi, incir,
baharat gibi gida maddelerinde ortaya cikarlar [30, 27]. Aspergilus flavus,
Aspergilus parasiticus ve Aspergilus nomius aflatoksinleri sentezleyen en dnemli
kuf mantarlaridir. Yirmiden fazla aflatoksin tirt tanimlanmis olmasina ragmen
bunlardan sadece dort tanesi dikkate deger bir oneme sahiptir. Bunlar; aflatoksin
G2 (AFT G2), aflatoksin G1 (AFT G1), aflatoksin B2 (AFT B2), aflatoksin B1 (AFT
B1)'dir, G ve B harfleri bu maddelerin UV 1s1ga maruz kaldiklarinda urettikleri
renklere atifta bulunmaktadir Yesil (G: Green), Mavi (B: Blue) [31-33].

Aflatoksinler kanserojen, mutajen ve teratojen maddelerdir. Afrika ve Asya’nin
karaciger kanserinin siklikla goértldigu bolgelerinde yapilan ¢alismalar, beslenme
ile yogun miktarda alinan aflatoksin ile karaciger kanseri arasindaki iligkiyi ortaya
cikarmistir, ayrica Reye sendromu ve Hindistan ¢ocukluk dénemi sirozununda,

akut aflatoksin zehirlenmesi ile iligkili oldugu bulunmustur [34, 7].
2.2.1. Aflatoksinlerin Kimyasal Yapisi ve insan Saghgi Uzerindeki Etkileri

Aflatoksinler, difurankumarin tirevi bilesiklerdir ve kimyasal yapilari nedeni ile
polar organik ¢dzuculer, klorlu bilesikler ve aromatik hidrokarbonlar igerisinde iyi
¢ozinurler [35]. Cizelge 2.4 ve Sekil 2.3, aflatoksinler ile ilgili diger ayrintilar

icermektedir.

Cizelge 2.4. Aflatoksinlerin bazi kimyasal 6zellikleri [36].

Aflatoksin CAS No Kapali Formiil | Molekil Agirhg: (g/mol)
Aflatoksin B1 1162-65-8 | C17H120s6 312.3
Aflatoksin B2 7220-81-7 | C17H1406 314.3
Aflatoksin G1 1165-39-5 | C17H1207 328.3
Aflatoksin G2 7241-98-7 | C17H1407 330.3
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(Aflatoksin G1) (Aflatoksin G2)

Sekil 2.3. Aflatoksinlerin kimyasal yapisi [36].

Aflatoksinler ve bu toksinlerin insan ve hayvan sagligi Uzerine etkileri uzun siredir
arastirnlmakta ve Dinya Saghk Orguti’'nin (WHO) bir alt kurulusu olan
Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan Grup 1 kanserojen
maddeler olarak tanimlanmaktadirlar [36, 37].

Aflatoksinlerin kanserojen etki mekanizmasi, metabolitlerden genotoksik epoksit
metabolitinin olusmasi ve sonrasinda bu metabolitin DNA’ya eklenmesi ve timor-
baskilayici TP53 geninin mutasyonu olarak agciklanabilir. Ozetle, aflatoksin B1’in
insanlar Uzerinde kanserojen etkisi oldugu Uzerine kesin kanitlar bulunmaktadir.
Yapilan hayvan deneyleri aflatoksin G1’in hayvanlar Ulzerinde kanserojen etkisi
oldugunu kanitlamigtir. Aflatoksin B2 ve G2’nin kanserojen olduguna dair yeterli ve

kesin bir veri bulunmamakla birlikte yine de risk grubunda degerlendirilirler [36].
2.2.2. Aflatoksinlerin Metabolitleri

Hayvanlar Uzerinde yapilan deneyler, aflatoksin B1’in adiz yolu ile alinmasinin
ardindan %50 oraninda ince bagirsak tarafindan emildigini, buradan da karacigere

gecerek metabolitlerine dénistigiini ortaya koymustur. insan idrarinda tespit
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edilen metabolitler, aflatoksin P1 (AFT P1), aflatoksin Q1 (AFT Q1), aflatoksin M1
(AFT M1) ve AFT B71in DNA’ya eklenmesi ile olusan AFB1-N7Guanin
kompleksidir [18, 34, 38, 19]. iIgiIi metabolitlerden AFT P1, AFT Q1 ve AFT MT’in
kimyasal yapisi Sekil 2.4’de verilmistir.

idroksillenme Demetilasyon

Indirgenme
{Siklopentanon
halkasi)

Aflatoksin RO Aflatoksin B1-8,9-Epoksit

Sekil 2.4. Aflatoksin B1 metabolitleri [39-42]

insanlar, aflatoksinler ile kirlenmis bitkisel gidalari tiiketmeleri yolu ile veya bu
gidalar ile beslenmis olan hayvanlardan Uuretilen gida maddelerinin (et, sut,
yumurta, bebek mamasi, peynir vb.) tiketimi sonucu aflatoksinlere (dolayisi ile de

aflatoksin metabolitlerine) maruz kalabilirler.
2.2.3. Aflatoksinlerin Analizi igin Duyulan Gereksinim ve Giincel Limitler

Daha onceki basliklar altinda bahsedildigi Gzere, aflatoksinlerin insan ve hayvan
saghgr Uzerinde ciddi derecede olumsuz etkileri bulunmaktadir. Saghk
problemlerinin yani sira hasat esnasinda ve hasat sonrasi depolama sirasinda
kirlenmenin engellenememesi, tarimsal Urlnlerde kalitenin dusmesi, gida Uretimi
amaci ile yetigtirilen besi hayvanlarinin Uretkenliklerinin azalmasi veya olumleri
sonucu kaybedilmeleri sonucunu dogurur. Bu da hem ulke i¢i hem de Ulkeler arasi
ekonomik faaliyetleri olumsuz etkiler. Bu nedenle bitlin gida Gretim asamalarinda
ve gida son tlketiciye ulasmadan hemen 6nce riskli gida maddeleri aflatoksin
iceriginin tayin edilmesi amaci ile analiz edilmelidir. Ulkemizde ve bircok Ulkede
kirlenmig UrUnlerden, tuketicileri, 6zellikle gocuklari korumak amaciyla hukumetler,

gida ve yemlerdeki aflatoksin B1 ve sutteki aflatoksin M1 dizeylerini kontrol altina
12



almak igin yasalar olusturmuslardir. Bugun dinyada hemen hemen butun ulkeler,
bu tehlikeden korunmak ve ihrag¢ ettikleri Grlnlerin geri dontusunu azaltmak igin
gidalarda ve yemlerde bulunabilecek aflatoksin duzeyleri igin sinir degerler
belirlemektedirler. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi tarafindan belirlenen ve
Resmi Gazete'nin 29 Aralik 2011 tarihli (28157 3. mukerrer) sayisi ile yayimlanan
Turk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi Turkiye icin gidalarda bulunabilecek
aflatoksin ust sinir degerlerini belirlemektedir. Cizelge 2.5'de, ilgili yonetmelikte

belirlenmis olan degerler verilmektedir.

Cizelge 2.5. Gidalarda izin verilen aflatoksin Ust sinir degerleri (Turkiye) [43].

Ust Sinir (ug/kg)
GIDA MADDESI Aflatoksin
Bl B1+B2+G1+G2 M1

Yer Fistigi ve Diger yagh tohumlar? 8 15 -
gziﬁ(rjne,ébi\lntep Fistigi ve Kayisi 12 15 ]
Findik ve Brezilya Findigi* 8 15 -
Sert kabuklu meyveler! 8 15 -
Yer Fistigi ve Diger yagh tohumlar? 5 10 -
gzi;argnéébi\?tep Fistigi ve Kayisi 8 10 i
Findik ve Brezilya Findi§i? 5 10 -
Sert kabuklu meyveler? 5 10 -
Kurutulmug meyveler 8 10 -
_Tahllla_r, puplardan elde edilen ve 5 4 i
islenmis Urunler

Misir ve Piring? 5 10 -

L Dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak kullaniimadan 6nce ayiklama
ve diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan. % Dogrudan insan tiketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan.
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Cizelge 2.5. (Devami)

Cig sut (1s1l islem gormus veya sut

aranleri Uretiminde kullanilacak olan) ) ) 0.05

Baharatlar (Kirmizibiber, karabiber,
hintcevizi/muskat, zencefil, zerdecal ve 5 10 -
bunlarin karigimi)

Bebek ve kuguk ¢cocuk ek gidalari 0.1 - -

Bebek ve devam formdlleri - - 0.025

Bebekler icin 6zel amagli diyet gidalari 0.1 - 0.025

2.2.4. Aflatoksin Analiz Yontemleri
Aflatoksin  analizi, aflatoksinlerin gida maddelerinden o6zutlenmesi (6n-
deristiriimesi) ve bu 6zutlerin uygun bir teknik ile analizini iceren iki asama olarak
ele alinabilir.
Oziitleme amaci ile sivi faz 6zutleme iglemi veya kati faz 6zitleme islemi (SPE-
Solid Phase Extraction) kullanilabilir. SPE tekniginde 6rnegin, kati faza
uygulanmadan 6nce homojenize edilmesi ve sivi-sivi 6zutleme islemi uygulanmasi
gerekir. Kati faz ¢ogunlukla bir kolona dolduruldugundan bu teknik basitce kolon
kromatografisi olarakta nitelendirilebilir.
Kati faz olarak kullanilan dolgu malzemeleri; silikajel (SIL), siyanopropil-silan (CN)
aminopropil-silan (NH,) (normal faz kromatografi), oktadesil-silan (C18), oktil-silan
(C8) (Ters-faz kromatografi), dietilaminoetanol (DEAE), poli(akrilamido-N-
propiltrimetilamonyum klortr), (poly-APTAC) (iyon degisim kromatografi) gibi
geleneksel malzemeler olabilecedi gibi yeni nesil kromatografik malzemeler de
(Afinite kromatografisi) olabilir [44-48]. immunoafinite kromatografisi, yiiksek
segicilik, hiz ve uygulamadaki kolaylik gibi avantajlari sayesinde érnek hazirlama
amaci ile yaygin kullanilan tekniktir. Bu teknikte kati destek malzemesine kovalent
olarak baglanmis, aflatoksinlere 6zgu antikorlar kolon dolgu maddesi olarak
kullanilir [49, 45] .
Ozitleme asamasinin ardindan drneklerin analizine gegcilir, bu amacla; enzim bagl
immun-assay (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay-ELISA), ince tabaka
kromatografisi (Thin Layer Chromatography-TLC), kapiler elektroforez (Capillary
Electrophoresis-CE), yuksek performansli sivi kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography-HPLC), sivi kromatografisi tekli kuadrupol kuitle
14




spektrometrisi (Liquid Chromatography- Single Quadrupole Mass Spectrometry-
LCMS), sivi  kromatografisi Uc¢lu kuadrupol kitle spektrometrisi (Liquid
Chromatography-Triple Quadrupole Mass Spectrometry-LC-MS/MS) gibi teknikler
kullanilir [1, 32, 47, 50, 51]. Kantitatif ELISA 6zellikle dusuk derisimlerde beklenen
analit-antikor 6zgun etkilesimleri yerine yan etkilesimlerin artmasi nedeni ile
dogrulugun ve tekralanabilirliginin azalmasi sonucu guvenirligini yitirmektedir. TLC
ve CE uygulama acisindan uzmanlk ve tecribe gerektiren tekniklerdir. Bu
nedenle ozellikle rutin analiz amagli olarak ¢ok fazla tercih edilmemektirler. LC-
MS, yine duslUk derisimlerde iyon siddetlerinin dismesi ve artan girisim nedeni ile
guvenilir sonuglar vermemektedir.

LC-MS/MS, iyon fragmantasyonu yapabilmesi ve bunun sonucu olarak da ¢oklu-
reaksiyon izleme teknigini (Multiple Reaction Monitoring-MRM) kullanabilmesi
sayesinde LC-MS‘de yasanan olumsuzluklardan etkilenmemekte ve oldukga
duguk derisimlerde dahi guvenirligini yitirmemektedir. Ayrica yukarida kisaca
yeterli olur) islemi ile ve kromatografik ayrimin iyi olmadigi durumlarda dahi analizi
mumkun kilar. Ancak yuksek cihaz maliyeti LC-MS/MS icin hala ciddi bir handikap
olarak 6ne c¢ikmaktadir. Sistem mutlaka bir HPLC’ye gereksinim duymaktadir,
ayrica azot gazi, aerosol olusturmak igin ve kurutma amacli olarak ylksek
hacimlerde kullanilir, bu gereksinimi karsilamak ancak bir azot gazi jeneratérd ile
mumkindur ve dogdal olarak da cihazin maliyetini arttiran bir etkendir.

Aflatoksinler dogal floresant maddelerdir. Ozellikle Aflatoksin G2 (AFT G2) ve
Aflatoksin B2 (AFT B2)'nin ylUksek floresan siddeti, dusik derisimlerde dahi
analizlerini mimkuin kilar. Aflatoksin G1 (AFT G1) ve Aflatosin B1 (AFT B1)’in
floresans siddeti Aflatoksin G2 ve Aflatoksin B2 kadar ylksek degildir. Bu nedenle
de floresan siddeti ylksek tlrlere, bazi kimyasal islemler aracihgi ile
donustarilmeleri gerekir (Turevlendirme) [52].

Tldrevlendirme  islemi, ©6rmmek HPLC kolonuna uygulanmadan 06nce
gerceklestirilebilir (Pre-Column Derivatization) ve bu amagla trifloroasetik asit
(TFA) kullanilir (Sekil 2.5) [53]. TFA ile tureviendirme islemi, érnegin igerisinde
bulundugu ¢oézeltinin islemden dnce azot gazi altinda ugurulmasi basamagini icerir
ve bu analit kaybina sebep olur. Reaksiyon otuz dakikada ve 50°C’de gerceklesir,
bunun yaninda TFA’nin oldukg¢a korozif olmasi yontemin bir baska dezavantaji

olarak one ¢ikmaktadir.
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Aflatoksin B2
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Aflatoksin G1

OCHaz
(Aflatoksin B1) (Aflatoksin B1)

Sekil 2.5. TFA ve iyodiir reaksiyon mekanizmasi.

Turevlendirme, kolon Oncesi olabilecegi gibi kolon ile dedektor arasinda da
gerceklestirilebilir (post-column derivatization), bu amacgla PBPB (piridinyum
hidrobromur perbromr) veya iyot ¢odzeltisi kullanilir [44]. Ayrica kolon sonrasi foto-
tirevlendirme de bu amagla kullanilmaktadir [54]. PBPB ve lyodur ¢dzeltilerinin,
HPLC sistemine iletimi icin ayr bir HPLC pompasi gerekmektedir. Analiz boyunca
sisteme, bu ikinci pompa araciligi ile reaktif iletimi saglanir. iyot kristallerinin
sistemde neden oldugu fiziksel ve mekanik arizalar, sicaklik kontrolll bir reaksiyon
cemberinin gerekliligi, PBPB’nin yiksek toksisitesi énemli bir dezavantaj olarak

one cikmaktadir.

Kobra Cell (R-Biopharm Rhéne) Unitesi temelde bir elektrokimyasal hlcredir (Sekil
2.6.). Hucre igerisinde anyon degistirici polimerik bir membran bulunmaktadir
(Reichelt Thomapor Anion-Sekil Sekil 2.6 ve Sekil 2.7), elektrokimyasal olarak
reaktif hale getirilen bromur, burada Aflatoksin G1 ve Aflatoksin B1 ile reaksiyona

girerek floresan siddeti yuksek Aflatoksin G2a ve Aflatoksin B2a olusumunu saglar
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(Sekil 2.8). Reaksiyonda gerekli olan bromdr, mobil faza eklenen potasyum
bromur (KBr) araciligi ile saglanir. Bu sayede fazladan bir reaktif pompasina gerek
kalmaz, reaksiyon dort saniye gibi kisa bir surede gerceklestiginden herhangi bir

sicaklik kontrollu reaksiyon cemberi de gerekli degildir.

Dedektbr Dedektor Cikigi

Kolon Reaksiyon Girjsi

alyc
] sember

Kirnizi Terminal___ Giri k
M irig oy IR
+ -‘_!

Gahsma Elekirodu

" (Platin)
— ﬁr___,_. Yalitkan pul
™~ Iyon degistirici
= membran
xﬁ Yalitkan pul

Yardimci elektrot
{Paslanmaz gelik}

—_—

Girig ki
o/ L
Siyah Terminal Atik

Sekil 2.6. Kobra Cell® diizenegi [55].

i‘ : = ’Z/— 6 sabitleyici vida

e L3 L Kapiler tikag

Plastik muhafaza (Ust)

Yalitkan pul (Teflon)
(0.1mm)

- Calisma elektrodu
(Platin)
Yalitkan pul (Teflon)
(0.25mm)
m iyon degistirici
membran

Yalitkan pul (Teflon)
(0.1mm)

Yalitkan pul 1zgarasi

—

Yalitkan pul (Teflon)
(0.25mm)

Yardimci elektrot
m {Paslanmaz celik)
Yalitkan pul (Teflon)
- (0.1mm)
® — Plastik muhafaza

by 7y

Kiigiik Rehber Pin  Biiyiik Rehber Pin

Sekil 2.7. Kobra Cell® Ginitesinin yapisini olusturan bilesenler [55].
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Sekil 2.8. Bromur reaksiyon mekanizmasi [56].

Analiz yonteminin hizi, hassasiyeti ve dogrulugu ne kadar yiksek olsa da
Ozutleme asamasi verimi en ¢ok etkileyen parametre olarak karsimiza
ctkmaktadir. Bu nedenle Kobra Cell® kolon sonrasi tiirevlendirme ydntemi
immuno-afinite 6ziitlenmesi ile birlikte kullanilir. immuno-afinite kolonlarinin tek

kullanimlik olmalari bu yéntemin en énemli dezavantajidir [57].

HPLC’nin kromatografik ayrimdaki yUksek performansi ile spektroflorimetrik
tekniklerin hibridizasyonu (High Performance Liquid Chromatography with
Fluorescence Detection-HPLC/FLD) ve teknigin, Kobra Cell kolon sonrasi
tireviendirme yontemi ile desteklenmesi, uygulamadaki kolaylik, teknigin hizli,
hassas, guvenilir ve gorece diusuk maliyeti, ginimizde bu teknigin aflatoksin

analizleri icin en yaygin olarak kullanilan teknik olmasi sonucunu dogurmustur.

2.3. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Gunumuzde, analitik teknikler, gida, ¢evre, ilag ve biyoteknoloji alanlarinda yogun
olarak kullaniimaktadir. Hedef analitler (kalinti kimyasallar, biyokimyasal maddeler,
elementler v.b.) cogunlukla kompleks bir matriks (bitkisel ve hayvansal dokular ve
sivilar, toprak v.b.) icerisinde bulundugundan, analiz yéntemi kadar numune
hazirlama asamalari ve bu asamalarda kullanilan yéntemler de dnemlidir. Ornek
hazirlama yoénteminin hizli, kolay uygulanabilir, verimli ve disuk maliyetli olmasi

yontemin degerlendiriimesi konusunda 6ne ¢ikan dnemli parametrelerdir.
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Molekuler baskilama, sekil, buyukluk ve fonksiyonel grup dagilimi gibi ozellikleri
acisindan hedef molekulu (hedef analilt, kalip molekul) tamamlayici nitelikte olan
ve bu sayede hedef molekule karsi yuksek segicilikte tanima bolgelerine sahip

polimerik yapilarin sentezlendigi bir tekniktir.

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP’ler), kolay hazirlanir, maliyetleri duguktur,
fiziksel dayanimlari, 1si ve basinca direngleri yuksektir. Asidik, bazik ¢ozeltiler ve
genis bir yelpazedeki organik ¢ozuculer ile birlikte kullanilabilirler ve birkag yil
boyunca performanslarinda degdisim olmaksizin oda sicakliginda saklanabilirler
[49, 58-61, 64].

2.3.1. Molekiler Baskilanmig Polimerlerin (MIP) Hazirlanmasi

Molekuler baskilama yontemi temel olarak U¢ agsamadan olugsmaktadir (Sekil 2.9).

Monomerler %U

Kalip Molekiil

F
e . o |

| |
‘ Kalibin Sokiilmesi ‘
@ — @
af i

Sekil 2.9. Molekller baskilama yonteminin sematik gosterimi [65].

2.3.1.1. On-komplekslesme (On-organizasyon)

Uygun fonksiyonel gruba sahip ve polimerlesebilen monomer, kalip molekdl ile
kovalent etkilesimler, kovalent olmayan; hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler,
elektrostatik etkilesimler, van der waals etkilesimleri gibi etkilesimlerle veya metal
iyon koordinasyon etkilesimleri ile kompleks (6n-polimerizasyon kompleksi)
olusturur. Bu etkilesimde kalip molekulun t¢ boyutlu yapisi ve kimyasal ozellikleri
onemlidir.
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Fonksiyonel monomerler baskilanmis baglanma bdlgelerinde baglanma
etkilesimlerinden sorumludur. Uygulamadaki kolaylik nedeni ile, akrilik ve
metakrilik asitler, bunlarin esterleri ve amidleri, en yaygin olarak kullanilan

fonksiyonel monomerler olmuslardir.

Baskilanan molekiiliin, polimerlesebilecek grup icerip icermedigi, serbest
radikalpolimerizasyonunu engelleyecek veya yavaslatacak bir gruba sahip olup
olmadigi (tiyol grubu, hidrokinon grubu gibi) ve termal kararlligi baskilama igin

onemli parametrelerdir.

Cozicdiler, polimer karigiminin ayni fazda bulunmasini ve polimerlerde gdzenek
olugsmasini saglar. Bu nedenle ¢dzuclye genellikle “gdzenek olusturucu” denir.
Cozucu, elde edilen polimerin fiziksel ozelliklerini (gozenek yapisi, gdzenek boyut
dagilimi, sisme 6zellikleri, saglamlik ve morfoloji) kontrol edebilmek icin dnemli bir
unsurdur. Ayrica ¢ozucu, Ozellikle kovalent olmayan yaklagsimda, baskilama
sirasindaki on-kompleks olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Genelde toluen,
kloroform gibi, apolar ve aprotik ¢dzuculer tercih edilir, kompleks olusumu
sirasinda hidrofilik kuvvetler s6z konusu ise de su veya protik ¢ozlculer

kullanilabilir.

Capraz baglayicilar, Oncelikle baskilanmis polimer matriksinin morfolojisinin
kontrol edilmesini, baskilanmis molekullin veya iyonun baglanma bdlimlerinin
kararli olmasini ve polimer matriksinin de mekanik kararliiginin yuksek olmasini

saglar.
Kovalent Baskilama

Kovalent baskilama tekniginde, polimerizasyondan 6nce baskilanacak molekil ile
fonksiyonel monomer arsinda kuvvetli ve tersinir bir kovalent dizenlenme
gercgeklesir. Polimerizasyon igleminden sonra kovalent badlar kiriir ve kalip
molekul polimerden uzaklastirilir. Hedef molekll polimer ile etkilestiginde ise
kovalent bag yeniden olusur. Bu yaklagsimin en bulyuk avantaji, fonksiyonel
gruplarin sadece kalip molekile 6zglin baglanma bdélgesinde bulunmasidir. Ancak
bu yontem ile baskilanabilecek molekuller sinirli sayidadir. Adi gegen yaklasim ile

sadece dioller, aldehitler, ketonlar, aminler ve karboksilik asitler baskilanabilir.
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Kovalent Olmayan Baskilama

Fonksiyonel monomer ile kalip molekulin baglanmasi kovalent olmayan (hidrojen
bagi, elektrostatik etkilesimler ve koordinasyon bagi olusumu gibi) etkilesimler ile
gerceklesir. Polimerizasyondan sonra uygun ¢ozicu ile kalip molekil polimerden
uzaklagtiriir. ' Yontemin kolay uygulanabilir olmasi, fonksiyonel monomerlerin
yaygin ve kolay bulunabilir olusu, bu yontemin, gunumizde MIP’lerin

hazirlanmasinda oldukg¢a yaygin olarak kullanilmasini saglamistir.

iki yaklasimda da, baskilama isleminin verimi gesitli faktdrler tarafindan
etkilenebilir. Monomer-kalip molekdl kompleksinin  kararlihgi, kompleksin
ortamdaki porojen ¢dzlcu ve ¢apraz baglayici ile etkilesimleri ve ortamdaki diger
yarigsmali molekuler etkilesimler bu faktorler arasinda sayilabilir [59, 61, 66-71].
Kovalent ve kovalent olmayan baskilama ile hazirlanan polimerlerin avantaj ve
dezavantajlar Cizelge 2.6.’da 6zetlenmigtir.

Cizelge 2.6. Kovalent ve kovalent olmayan baskilama ile hazirlanan polimerlerin
avantaj ve dezavantajlari [59].

Kovalent Olmayan

Kovalent Baskilama
Baskilama

Monomer-kalip molekdl . .
o ~ |Gerekli, zor Gereksiz
kompleksinin sentezi

Polimerizasyon

Oldukca serbest Sinirh
kosullari
Polimerizasyon sonrasi
kalip molekulin Zor Kolay
uzaklastiriimasi
Baskilanacak
molekulin baglanmasi |Yavas Hizh
ve ayrilmasi

o Fazla miktardaki fonksiyonel
Kalip (Hedef) molekllerin B
o monomer spesifik olmayan

Baskilama etkisi uzaklastiriimasi sonucunda

o baglanma bolgeleri olusturur
baskilama etkisi azalir. o
ve bu da segiciligi azaltir
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2.3.1.2. Polimerizasyon

Monomer-kalip molekul kompleksi, uygun bir c¢apraz baglayici ve baslatici
kullanilarak fonksiyonel monomer tUzerinden polimerlestirilir (Sekil 2.10,- 2.11).
MIP’ler hazirlanirken, genellikle serbest radikal polimerizasyonu kullanilir ve azo-
baslaticilar bu amacla en ¢ok kullanilan maddelerdir. En yaygin olarak kullanilan
azo-baglatici, azobisizobutironitril (AIBN)'dir. AIBN, fotokimyasal veya termal
bozunum ile serbest radikal kaynagi olarak kullanilabilir. Foto-bozunum, 40°C ‘da

gerceklesirken termal bozunum bu sicakligin Uzerindeki degerlerde gergeklesir.

0
OH
(@) F (b) (c) N
0 H
/\N/\N - /“\ H‘C=C\
@ \_/ ()\[ o COOH
e
H3C 0O HO
(0]
H,C HN 111
(9) SH
O o
OH % NH CH,
H,C HN—;{; O MR o: CH,
) O ) OH )
i 0
0 0
oH \/
0/\/ \)‘\N></s\oﬂ
() H
(k

Sekil 2.10. Yaygin olarak kullanilan bazi monomerler*.

* (@) 2-vinilpiridin (2-VPY), (b) metakrilik asit (MAA), (c) 4-vinipiridin (4-VPY), (d) 1-viniimidazol, (e)
triflorometil akrilik asit (TFMAA), (f) akrilik asit, (g) metakroilamido sistein (MAC), (h)
metakroilamidohistidin (MAH), (i) metakroilamidoglutamik asit (MAGA), (j) Metakroilamidotriptofan
metil ester, (MATrp), (k) 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), (I) 2-Akrilamido2-metilpropan sulfonik
asit.

22



@ (b)
N
QNG \/E)\/
I N F
0 0 0
NN A
ST
& O OH
=_
©) (d) —

Sekil 2.11. Yaygin olarak kullanilan bazi ¢apraz baglayicilar*.

*(a) Etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), (b) divinilbenzen (DVB), (c) trimetilpropan trimetakrilat
(TRIM), (d) pentaeritriol triakrilat (PETRA)
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Sekil 2.12. Yaygin olarak kullanilan bazi baslaticilar*.
* (a) Azobisizobutironitril (AIBN), (b) benzoil peroksit (BPO)

Baskilama verimini arttirmak amaci ile fonksiyonel monomerin ytksek derisimlerde
kullanilmasi onerilir. Bu durum molekul i¢ci ve molekuller arasi etkilesimlerin
artmasina sebep olur (6zellikle de molekdilller bu tir etkilesimlere yatkinsa) ve
monomer-kalip kompleksi olusumu, dolayisiyla da baskilama verimi bundan
olumsuz etkilenir. Monomer, kalip molekul, ¢gapraz baglayicinin fonksiyonel olarak
uyumlu olmasi ve bunlar arasinda on polimerizasyon ve polimerizasyon sirasinda

ortaya ¢ikabilecek etkilesimlerin gozonunde bulundurulmasi hayati oneme sahiptir.

2.3.1.3. Kalip Molekiiliin Uzaklastirilmasi (Sokulmesi)
Uygun c¢ozucu veya c¢oOzucu karisimlar kullanilarak polimerik yapidan kalip
molekult uzaklastinlir. Baskilanan molekulin polimerden uzaklagtiriimasi

sonucunda polimerde baskilanan molekulle kimyasal ve topolojik (buyuklik, sekil
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ve U¢ boyutlu yapi) olarak uygun secici bellekler elde edilir ve bir karisimda

baskilanan molekul, polimere segcici olarak baglanabilir.

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP), yaygin olarak, reaksiyonun serbest radikal
etkisi ile basladigi, vinilik monomer karigimlarinin “yigin-polimerizasyonu” ile
hazirlanirlar [69]. MIP’ler hazirlanirken polimerizasyon igin kullanilan fonksiyonel
monomerin, hedef molekulun (kalip/analit molekul/iyon), ¢apraz bagdlayicinin,
¢bzucl ve baslaticinin karakteristik 6zelliklerinin elde edilen polimerin morfolojisi,
performansi, baskilama verimi gibi ozellikleri agisindan ¢ok dnemli parametreler
oldugu dikkate alinmalidir. Bu nedenle MIP’ler hazirlanirken ilgili parametreler
optimize edilmelidir [59, 61, 68, 69, 72].

2.4. Kriyojeller

Kriyojeller, donma sicakhginin altinda olusan supermakrogdzeneklere sahip jel
matrikslerdir[73, 74]. Klasik jellerin polimerizasyon c¢ozeltileri homofaz sistemler
iken kriyojeller, heterofaz sistemde polimerlegir. Sulu fazin blyuk kismi donarak
birbirine bagh buz kristalleri olusturur. Bu buz kristallerinin etrafindaki donmamis
sivida bulunan polimer onculeri polimerleserek buz kristallerinin etrafinda bir ag
yap! olustururlar. Tepkime tamamlaninca donmusg karisim oda sicakligina getirilir,
buz kristalleri erir ve “kriyojel” olarak adlandirilan gézenekli polimerik ag yapi elde
edilir. Kriyojel olusumu sirasinda blyuyen buz kristalleri “gdzenek olusturucu”
olarak davranir. Bu kristallerin sekil ve buyUkligu, kriyojelin gbzeneklerinin sekil ve
blayuklUklerini belirler [75-77].

Kriyojeller pratik olarak bir jel olugturan oncullerden uretilir ve birgok degisik
morfoloji ve go6zeneklere sahiptirler. Kriyotropik jellesme (kriyoyapilanma),
potansiyel olarak jellesme kapasitesi olan sistemlerin kriyojenik isleme
sokulmasiyla meydana gelen spesifik tirdeki jel olusumudur. Kriyojelin temel
ozelligi; sicakligin dusuriimesiyle jellesme meydana geldiginde, kriyojellesmeyi
sogutmayla olusan jellesmeden ayirt eden ¢ozucunun zorunlu kristallenmesidir
(6rnegin ¢dzucunln herhangi bir faz gecisi olmadan meydana gelen agaroz ya da
jelatin ¢ozeltisinin jellesmesi).

Sistemin buylk ¢ogunlugunda gbézenekler birbiriyle baglantili ve ylksek esneklige
sahiptir. Kriyojellerde makro ve mikrogbozenekli yapilar da olabilir [61, 78].
Kriyojellerin diger 6zelligi, yuksek esnekligi ve sungerimsi morfolojisidir. Kriyojeller

bu oOzellikleriyle, yuksek ve dusuk molekul agirlikli dncullerle hazirlanan ve sulu
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ortamda serbest radikal polimerizasyon ile negatif sicaklikta Uretilir [79].
Kriyojellerin  slngersi yapilari poliakrilamid (pAAM), polihidroksimetakrilat
(PHEMA), polietilenglikol (PEG), dekstranmetakrilat, polivinilalkol (PVA) temeline
dayanir (Cizelge 2.7) [80].

Cizelge 2.7. Kriyojel sistemlerin potansiyel uygulamalarina bakis.

Monomer/Polimer Gosterim  GOzenek Morfoloji Kullanim islemleri
Onculleri Boyutu (um)
Akrilamid pPpAAM 1-200 Sungerimsi  Kuguk parcagik
ve elastik  igeren sivilarin
kromatografisi;
hlcre kulturd igin
kaliplar
Akrilamid Asli- 1-100 Sungerimsi  Kuguk pargagik
pAAM ve elastik  iceren sivilarin
kromatografisi
Dimetilakrilamid pDMAA 1-120 Sungerimsi  Kuguk pargagik

ve elastik  igeren sivilarin
kromatografisi;
hicre kultlrd igin
kaliplar

Polivinilalkol m-PVA 1-80 Sungerimsi  Hucre kaltdrd icin
ve elastik  bozulmayan veya

monolitik
kromatografi ortami
icin kaliplar

Polivinilalkol b-PVA 0.1-1 Elastik Mekanik olarak
kafesleme yoluyla
hdcrenin
immobilizasyonu.
Enzimlerin kimyasal
olarak
immobilizasyonu

Hidroksietilmetakrilat HEMA 1-200 Slungerimsi  Hucre kultdrd icin

ve elastik  kaliplar
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Cizelge 2.7. (Devami)

Monomer/Polimer Gosterim Gozenek Morfoloji Kullanim iglemleri
Onculleri Boyutu (um)
Dekstran metakrilat Dex-MA  1-100 Sungerimsi  Hucre kaltard igin

ve elastik  kaliplar

Hidroksietilmetakrilat HEMA- 1-100 Sungerimsi  Hucre kaltard igin
LL-asetat-Dekstran  LLA-D ve elastik  bozulabilen kaliplar
Dekstran Agaroz Ags-MG  1-100 Sungerimsi  Hucre kaltdrd icin

ve elastik  kaliplar
Polietilenglikol PEG 1-100 Sungerimsi  Hucre kaltdrd icin
ve elastik  kaliplar
N-izopropil akrilamid NIPAAM  1-100 Sungerimsi  Hucre kaltdrd icin
ve elastik  kaliplar

2.4.1. Kriyojellerin Hazirlanig1 ve Karakterizasyonu

Cozucundn kristallenme hizi ve kimyasal reaksiyon (kriyojellesme) hizinin uygun
bir sekilde kontrol edilmesi, uygun o6zelliklere sahip kriyojellerin hazirlanmasina
olanak saglar. Kriyojel sistemde, blyuyen buz kristalleri gézenek olusturucu olarak
ve erimesinden sonra birbirine bagli gdozenekler igin kalip olarak davranmaktadir.
Bundan dolayi kriyojeller, suyun donma noktasinin altinda (-10 ile -20°C gibi)
dusuk sicakliklarda sulu ortamda Uretilir. Reaksiyon karisimi sogutuldugunda;
donmusg monolitik blok iki ana pargadan olusur. Kimyasal reaksiyon donmamig sivi
mikrofazda gercgeklesir. Reaktif icermeyen ¢dzlicunin kristalleri donma sirasinda
buydr, donmus bir ¢ergevenin surekli bir sistemi olusana kadar diger kristallerle
birlesir. Kimyasal reaksiyonlar bittikten sonra erime ile birlikte sistem sivi ¢ozucu
ile dondurulmus surekli makrog6zenekli kanallar iceren bir matristen olusur (Sekil
2.13).
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° Dondurm

(5)

Eritme

Sekil 2.13. Kriyojelin olusumu. 1: Cozeltideki makromolekiller; 2: Cdzlcu; 3:
Dusuk molekll agirlikh ¢ézinen molekdller; 4: Donmus ¢dztclnun polikristalleri;
5: Donmamig sivi mikrofaz; 6: Kriyojelin polimerik iskeleti; 7: Makrogozenekler; 8:
Cozucu [81].

2.4.2. Hidrodinamik Ozellikler

Bir sistem icinden siviyr yuritmek icin gereken basing olabildigince az olmalidir.
Sabit bir ortamdan dusuk akis direncini surdtrmek igin en az 1.5-2 ym boyutlarinda
g6zeneklerden akis olmasi gereklidir. Ortalama gézenek yogunlugu daha kuglk
olan (0.3 um’den kuguk) kromatografik ortam olarak kullanilan malzemeler igin
dusuk bir akis hizini bile durdurmak icin ¢cok yuksek bir basin¢g uygulanmaktadir
[82-84].

Tipik olarak monolitler, kicik gdzenekler (gerekli etkilesimler icin belirli ylzey
alani saglayan) ile gozeneklerdeki akis (sivinin akmasini saglayan) arasinda
uygun bir denge olan sert yapilardir. Yuzlerce mikrometreyi bulan birbirine bagh
g6zeneklere sahip olan elastik ve stingerimsi kriyojel monolitler, sert yapilara sahip
olan diger monolitik sistemlerle (polimetilmetakrilat monolitleri) karsilastirildiginda
temel olarak farkli gézenekli bir yapiya sahiptirler. Blyuk ve oldukga birbirine bagh
makrogozeneklerin varligindan dolayi kriyojel monolitik kolonlarin sivi akis direnci

cok dusuktur.
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Poliakrilamid kriyojel monolitik kolonlarin geri basincinin degeri kriyojellerin
g6zeneklerine baglidir. Kriyojellerin gozenek buyuklugu, gbézeneklerin birbirine
baglanmasi, gézenek duvarlarinin kalinligi ile birlikte kriyojel monolitlerin akis
direncini kontrol eder [83, 85].

2.4.3. Gozenek Ozelliklerinin Kontrolii

Kriyojellerin gozenekli yapisi, 6zellikle pAAM kriyojellerin yari donma sicakhigi (Tg),
¢6zinmlUs monomerlerin derigimi, baslangi¢ reaksiyon karisim igerigi (amonyum
persulfat, TEMED) ve kullanilan ¢ozlcu ile kontrol edilir. Son donma sicakligi, Tq
(dusuk sicakliktaki termostat iginde kurulan sicaklik olarak tanimlanir) ve kullanilan
¢6zlcu, gozenekli yapiy etkiler. Poliakrilamid kriyojellerinin hazirlanmasi sirasinda
donma sicakhgini -10°C’dan -30°C’a diisiirmek, bu kriyojel monolitlerin akis yolu
ozelliklerini ve jellesme verimini azaltir. Donma sicakligi -20°C olan kriyojellerde
monomer dénlsim orani (jellesme verimi) % 70-90 civarindadir [86, 87]. iki trll
g6zenek boyutu dagilimina sahip olan pAAM kriyojellerin olusmasi iki islemin
birlesimi, yani donmamis sivi mikrofaz igindeki makrog6zeneklerin olugsmasi
(¢6zuclU kristalleri gézenek olarak davrandiklarinda) ve donmamis sivi fazda
sentezlenen polimerin faz ayriminin birlesmesiyle meydana gelir.

Serbest radikal polimerlesme reaksiyonlarinda baslatici amonyum persulfat (APS)
ve aktiflestiricic TEMED’in derisimleri, polimerlesme hizi ve olusan polimerin
molekul agirhgr Uzerinde buyuk bir etkiye sahiptir. Polimerlesme reaksiyonu,
monomerlerin polimer zincirlerini ¢apraz baglamak icin serbest radikaller
olusturmak Uzere APS ve TEMED arasindaki reaksiyonla baslar. Serbest radikal
polimerlesme reaksiyonu yoluyla negatif sicakliklarda kriyojeller hazirlanirken iki
olasi durum birbirinden ayirt edilebilmelidir:

1) Jellesme meydana gelmeden 6nce ¢dzeltinin donmasi,
2) Onceden jellesmis karisimin donmasi.

Polimerlesme hizi reaksiyon karisimindaki baslatici sistemin miktari tarafindan
kontrol edilir. Bodylece reaksiyon karigimindaki baslatici, sistemin miktar
degistirilerek buyuk ve birbirine oldukg¢a bagli gozenekli kriyojeller ve birbirine az
baglanmis (kapal) ve biiyik godzenekli kriyojeller hazirlanir. ilk durumda;
kopolimerlesme islemi, reaksiyon ortaminin donmasindan sonra geriye kalan
donmamis mikrofazin iginde gerceklesir. Bundan dolay! birbirine oldukca bagli

akis kanallarina sahip makrogozenekli yapi olugur.
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Bu vyapilar partikal iceren sivilarin, mikrobiyal hucrelerin veya hucre kaltur
reaktorlerin kromatografik monolitik sorbentleri olarak basariyla kullaniimaktadir
[88, 89].

Kriyojellerin hazirlanmasi sirasinda monomerlerin derisiminin % 6'dan % 15 e
cikarilmasi, kriyojeller igindeki gbzenek hacmini % 90'dan % 80’e dusdrur.
Kriyojellerin hazirlanmasi sirasinda baslangic reaksiyonu icindeki monomer
derisimini % 6’'dan % 20’ye c¢ikarmak go6zenek duvarinin kalinlhigini artirir ve
g6zeneklerin  birbirine baglanmasini azaltir. Gozenek duvarinin  kalinhgi,
yogunluklariyla birlikte kriyojellerin makroskopik mekanik 6zelliklerini belirlerken
g6zenek boyutu ve gozenek duvarinin yogunlugu polimer gdévdesine kimyasal

olarak baglanan ligandlarin ulasabilmesini etkiler.
2.4.4. Kompozit Kriyojeller

Kompozitler, temel olarak, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri farkli iki veya daha fazla
bilesenden olusur. Kompoziti olusturan bilesenler, yapi igerisinde kendi dzelliklerini
(fiziksel, kimyasal ve mekanik) kaybetmezler ve mikroskobik veya makroskopik
dizeyde ayirt edilebilirler. Kompozit malzemeler, ginimizde Tip, havacilik ve
uzay sanayi, yenilenebilir enerji, tekstil gibi bircok bilimsel ve endustriyel alanda
kullaniimaktadir [90-95].

Kriyojeller, genis gobzeneklere sahip polimerik yapilardir. Genis gobzenekler
uygulamada kriyojellere birgok avantaj saglamakla beraber, dusuk yuzey alani ve
buna bagli dusuk adsorpsiyon verimi gibi bir sorunu da beraberinde getirir. Ylzey
alanini genigleterek bu dezavantaji ortadan kaldirmak i¢in mikro veya nano
parcaciklar igeren kriyojel kompozitler hazirlanir. Bazi durumlarda ise hazirlanan
kompozit kriyojelin amaci kriyojeli destek malzemesi olarak kullanarak

adsorbentler igin kararli bir etkilesim ortami saglamaktir [96-98].
2.4.5. Kriyojellerin Uygulamalari

Kriyojellerin uygulamalari gézenekli yapilari ve islemsel kararliklariyla belirlenir.
Temel olarak immobilize hucreler ve enzimlerle yapilan biyokatalizde, partikul
iceren akiskanlardan hedef molekillerin ayrilmasinda, hicre organellerinin,
virUslerin, mikrobiyal ve memeli hticrelerinin kromatografisinde ve memeli hicre
kaltarleri icin U¢ boyutlu matris olarak biyotip uygulamalari bulunmaktadir. Kire
iceren kriyojeller ise 6zellikle mikrobiyal hiucrelerin ve enzimlerin immobilizasyonu

icin kullaniimaktadir.
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Makrogozenekli monolitler (1-100 ym’lik gozenekli) virislerin, hiicre organellerinin,

mikrobiyal ve memeli hicrelerinin ayrilmasinda kalip olarak kullaniimaktadir [80].
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3. MALZEME VE YONTEMLER

3.1. Kimyasal Malzemeler

2-Hidroksietil metakrilat (HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), L-Triptofan
metil ester hidroklorar ve metakriloil klortr, N,N’-metilen-bis(akrilamit) (MBAAmM),
amonyum persulfat  (APS), N,N’-Azobis-izobutironitril  (AIBN),  N,N,N',N'-
tetrametilen diamin (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie GmbH’den (Steinheim,
Almanya) saglanmistir. Metanol (HPLC igin uygun saflikta), asetonitril (HPLC igin
uygun saflikta), potasyum bromur, sodyum Kklorar, nitrik asit, diklorometan,
trietlamin ve sodyum hidroksit ise Merck KGaA'dan (Darmstadt, Almanya)
saglanmigtir. Deneyler sirasinda kullanilan sular Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure
LP® ters ozmoz Uniteli seliiloz asetat membranli (Barnstead D2731) ve Barnstead
D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastiricili, iyon degisimli ultra saf su
cihazindan saglanmistir. Kullanilan cam malzemeler gece boyu % 5’lik nitrik asit
¢ozeltisinde tutulmus ve kullaniimadan o6nce deiyonize su ile durulanarak tozsuz

bir ortamda kurutulmustur.

3.2. Deneysel Yontemler

3.2.1. Fonksiyonel Monomerin Sentezi

3.2.1.1. N-Metakriloil-L-triptofan metil ester (MATrp) Monomerinin Sentezi

N-Metakriloil-L-triptofan metil ester (MATrp) monomerinin sentezi i¢in uygulanan
yontem kisaca soyledir: 5.0 g L-triptofan metil ester ve 0.2 g hidrokinon, 100 mL
diklorometan (CH.Cl,) c¢ozeltisi icerisinde c¢ozilmustir. Coézelti 0°C'da
sogutulmustur. 12.7 g trietilamin bu c¢oézeltiye ilave edilmigtir. 5.0 mL metakriloil
klorir yavasca bu c¢ozeltinin Ustune dokulmustlir. Bu reaksiyon karisimi azot
atmosferi altinda manyetik karistirici ile 2 saat oda sicakhdinda karistiriimistir.
Kimyasal reaksiyonun sonunda, reaksiyona girmeyen metakriloil klortr, % 10'luk
NaOH cozeltisi ile 6zutleme iselmi yapilmistir. Sulu faz déner buharlastiricida

uzaklastirilmis ve kalan kati kisim etanolde ¢oézulmustar [78].
3.2.1.2. MATrp Monomerinin Karakterizasyonu
3.2.1.2.1. FTIR Analizi

MATrp monomerinin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (Spectrum One™,

Perkin Elmer, Massachusetts, ABD) kullanilarak elde edilmigtir. MATrp monomeri
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(2 mg), KBr (98 mg, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen olarak karistiriimisg,
tablet haline getirilmis ve FTIR spektrumu ¢ekilmigtir.

3.2.1.2.2. NMR Analizi

MATrp monomerinin proton NMR spektrumu, CDCl; igerisinde NMR (GX-400 300
MHz JEOL/Japonya) cihazi kullanilarak alinmistir. Kimyasal kaymalar (d) ppm

cinsinden CDCI; referans alinarak rapor edilmistir.
3.2.2. On-Polimerizasyon Kompleksinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Aflatoksin (kalip molekul) ve fonksiyonel monomer MATrp Cizelge 3.1’de verilen
oranlarla 1.0 mL etanol igeren tlplerde oda sicakliginda 2 saat karistiriimistir. Elde
edilen 6n kompleksin karakterizasyonu, bilgisayar kontrolli Shimadzu RF-5301 PC
(Shimadzu Corp. Kyoto, Japonya) marka spektroflorimetre kullanilarak
belirlenmistir. Farkli monomer oranlarinda hazirlanan érneklerin 350-600 nm dalga

boyu araliginda spektrumlari alinmistir.

Cizelge 3.1. MIP’de kullanilan ligand/monomer oranlari.

Kompleks Aflatoksin (nmol)  MATrp (nmol)
0 - 100

1 100 -

2 100 100

3 100 200

3.2.3. Molekiiler Baskilanmig Polimerlerin Hazirlanmasi

Aflatoksin baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda, yigin polimerizasyon yontemi
uygulanmistir. Calismanin bu asamasinda 3 farkli polimer hazirlanmistir: (i)
fonksiyonel monomer icermeyen poli(HEMA) (Polimer Kodu: BOS); (ii) sadece
fonksiyonel monomer igeren, molekller baskilama yapilmamis poli(HEMA)
(Polimer Kodu: NIP); ve (iii) fonksiyonel monomer-aflatoksin kompleksi iceren,
molekuler baskilanmis poli(HEMA) (Polimer Kodu: MIP) polimerler. Yigin
polimerizasyon yontemi, MIP’ler icin su sekilde 6zetlenebilir: monomer fazi olarak
2-hidroksietil metakrilat (HEMA, 1 mL), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA, 2 mL) ve

32



aflatoksin-MATrp kompleksi (0.5 mL) karistiriimis ve homojen ¢ozelti elde edilene
kadar sonikatorde bekletiimistir. Ortama gozenek olugturucu ve seyreltme ajani
olarak toluen (2 mL) eklenmis ve 30 dakika manyetik karigtiricida karistirilmigtir
(150 rpm, oda sicakhgi). Polimerizasyon reaksiyonu, 25 mg AIBN eklenerek
baslatiimis ve 6 saat 70°C’da sicaklik kontrolu ile gergeklestirilmistir. Elde edilen
polimerler, Retsch MM 200 marka (Dusseldorf, Almanya) bilyeli degirmen
kullanilarak oguttlmistir. Ogitilen polimerler, Nano Zetasizer (NanoS, Malvern
Instruments, Londra, Ingiltere) pargacik boyut 6lgim cihazi ile karakterize
edilmistir. Zeta boyut analizi, 1sik sagilmasi teknidi ile dlgim yapan partiktllerin
hidrodinamik boyutu (0.6 nm-6.0 uym araliginda), zeta potansiyeli (maksimum
iletkenlik 200 mS) ve molekil agirhiginin (1x10° - 2x10” araliginda) tayinine olanak
saglayan bir sistemdir. Zeta boyut analizi i¢in izlenen deneysel yontem su
sekildedir: polimerik partikil suspansiyonu (1 mg/mL; 3 mL) nanoboyut
analizérinin 6rnek yuvasina yerlestiriimistir. Isik sagilmasi 90°’lik gelis agisinda
25°C’da tayin edilmigtir. Veri analizi igin, deiyonize suyun yogunlugu (1.00 gr/ml)
ve kirinma indeksi (1.33) kullanilmistir. Isik sacilma sinyali birim saniyedeki
partikil sayisi (partikil sayisi/s) olarak hesaplanmistir. Burada su not edilmelidir
ki; drnekteki partikil derisimi 6lgiim icin yeterli yogunluktadir. Baskilanmamis (NIP)
ve fonksiyonel grup icermeyen polimerler (BOS), ayni regete ile 6n-polimerizasyon
kompleksine fonksiyonel monomer (MATrp) ve fonksiyonel monomer-aflatoksin

kompleksi eklenmeyerek elde edilmistir.
3.2.4. Aflatoksin-MIP Kompozit Kriyojellerin Sentezi ve Karakterizasyonu
3.2.4.1. Aflatoksin-MIP Kompozit Kriyojellerin Sentezi

Calismanin bu boéliminde dért farkli aflatoksin baskilanmis kompozit kriyojel
(kompozitlerden bundan sonraki boélimlerde, AflaMIP olarak bahsedilecektir)
kolon formatinda hazirlanmistir (Cizelge 3.2). AflaMIP kompozitler hazirlanirken
uygulanan ydntem kisaca su sekildedir: N,N-Metilen bisakrilamid (0.283 g), suda
¢6zUlmustir (10 mL). HEMA (1.30 mL), suda (5 mL) ¢ozulerek MBAAmM c¢ozeltisine
eklenmistir. Bu c¢oOzeltiye, aflatoksin baskilan(ma)mis partiklller eklenerek
sonikatorde 15 dakika karnistinlmistir (Not: AflaMIP-1'de karisima partikdl
eklenmemistir). Daha sonra 20 mg amonyum persdulfat (APS) eklenmis ve baslatici
olarak da 25 pL H>0./N,N,N’,N’-tetra-metil-etilendiamin (TEMED) kullaniimistir.
Polimerizasyon, -12°C’da 24 saatte gercgeklestiriimistir. AflaMIP kompozitlerin
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icerdigi molekuler baskilanmis partiktl miktarinin etkisinin incelenmesi amaciyla 3
farkh miktarda MIP partiktl igeren AflaMIP kompozit hazirlanmistir. Bu sdre
sonunda hazirlanan AflaMIP kompozitler, oda sicakligina geldikten sonra
reaksiyona girmemis monomerler ve diger artiklar polimerik yapidan su ile
yikanarak uzaklastinimistir. Kalip molekullerin (aflatoksinler) uzaklastiriimasi igin
asetonitril g¢ozeltisi (% 100, v/v) kullanilmigtir. AflaMIP kompozitler oda
sicakliginda 48 saat sure ile asetonitril ¢ozeltisi ile yikanmistir. Bu igslem filtratta
kalip molekul (aflatoksin) kalmayana kadar devam etmigtir. Aflatoksin varhigi, 365
nm dalga boyunda vyapilan spektrofotometrik olgimlerle gergeklestiriimistir.
AflaMIP kompozitler, mikrobiyal kirlenmeyi onlemek icin % 0.01 sodyum azlr

iceren ¢ozeltide buzdolabinda saklanmistir.

Cizelge 3.2. AflaMIP kompozitlerin icerikleri ve polimer kodlari.

Polimer Kodu AflaMIP Kompozitin icerdigi
Partikdl Taru/Miktari

AflaMIP-1 -

AflaMIP-2 BOS, 200 mg

AflaMIP-3 NIP, 200 mg

AflaMIP-4 MIP, 200 mg

AflaMIP-4-50 MIP, 50 mg

AflaMIP-4-100 MIP, 100 mg

AflaMIP-4-300 MIP, 300 mg

3.2.4.2. Aflatoksin-MIP Kompozit Kriyojellerin Karakterizasyonu

3.2.4.2.1. Sisme Testi

AflaMIP kompozitlerin denge sisme oraninin belirlenmesinde asagida verilen
yontem izlenmistir. Kurutulmus kompozitler, £ 0.0001g duyarlikla tartiimis ve 50
mL saf su iceren behere konulmustur. Kompozitler, 24 saat sonunda sudan

alinmis ve suzge¢ kagidi yardimi ile yuzeydeki su uzaklastirilarak tartiimistir.

Asagidaki esitlik yardimi ile de su igerikleri belirlenmistir.

Sisme orani (%) = [(Ws-Wo)/Wq] x 100 Esitlik (3.1), [99]
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Wy ve W5 sirasi ile kompozitlerin sismeden onceki ve sonraki agirliklarini (g) ifade
etmektedir.

AflaMIP  kompozitlerin makrog6zeneklerinin miktarinin  belirlenmesi igin ise
asagida verilen yontem uygulanmigtir.

ilk olarak denge sisme oranina ulagsmis olan AflaMIP érnekleri tartiimistir. Daha
sonra ornekler bir enjektor icerisine alinarak, makrogozenekler igerisinde bulunan

suyun uzaklastiriimasi igin kompozit enjektor yardimiyla sikilmis ve tartilmigtir.

Makrog6zenek miktari ise asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.
Makrogbzenek miktari (% ) = [(W,-W,)/W,] x 100 Esitlik (3.2)

Bu esitlikte W1 denge sisme oranina ulasmis AflaMIP kompozitin agirligini (g)
ifade ederken, W, denge sisme oranina ulagsmis AflaMIP kompozitin sikildiktan

sonraki agirligini (g) ifade etmektedir.

3.2.4.2.2. Taramali Elektron Mikroskobu

AflaMIP kompozitlerin yuzey ve yigin yapisi, yuksek buyutme saglamasi nedeniyle
taramali elektron mikroskobu (SEM) (Nova™ NanoSEM 430, Fei Company ™,
Oregon, ABD) ile incelenmigtir. Bu amagla ilk basamakta kompozit kesitleri iletken
bir yapistiriciyla SEM 6rnek plakasi Uzerine tutturulmustur. Daha sonra o6rnek
ylizeyi vakum altinda 200 A kaliniginda metalik altin ile kaplanarak yiizey iletken
hale getirilmistir. Hazirlanan 6rnekler SEM o6rnek yuvasina yerlestirilerek cesitli

blyutme oranlarinda fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.4.2.3. FTIR Analizi

AflaMIP kompozitlerin yigin yapisi FTIR (Frontier Optica™, Perkin Elmer,
Massachusetts, ABD) ile incelenmistir. Analizden 6nce AflaMIP kompozitler, vakum
etlviinde (37°C, 200 mmHg) 24 saat kurutulmustur. FTIR spektrumlarinin elde
edilmesi amaciyla 2 mg kompozit érnegi, 98 mg KBr ile karistirilarak havanda
déviilmiis ve hidrolik preste 600 kg/cm? basingta 10 dakika bekletilerek ince bir
tablet haline getirilmistir. Hazirlanan tabletin 4600-400 cm™ dalga sayisi arali§inda

spektrumu FTIR cihazinda alinmistir.

3.2.5. Aflatoksin-MIP Kompozit Kriyojellerin Optimizasyonu

Hazirlanan AflaMIP kompozitlerin optimizasyonu surekli adsorpsiyon sisteminde
gerceklestiriimistir (Sekil 3.1). Kullanilan sistem ylkleme c¢ozeltisi, déngiyu
saglayan peristaltik pompa, AflaMIP kompozit i¢ceren kolon, kolon tutucu ve

toplama c¢ozeltisinden olusmaktadir. Deneylerde kullanilan aflatoksin toplam
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standart ¢Ozeltileri, ana stok g¢ozeltisinin (1000 ng/mL) seyreltiimesi
(asetonitril:H,0O; 10:90) ile hazirlanmigtir. Siradan bir adsorpsiyon islemi su sekilde
uygulanmigtir:  AflaMIP kompozit, 5 mL fosfat tampon c¢ozeltisi (pH: 7.0) ile
dengelenmistir, Daha sonra da, 1 mL aflatoksin iceren ¢ozelti (adsorpsiyon
gOzeltisi, A) ile etkilestirilmistir. Adsorpsiyon sonrasi segici olarak tutunmayan
molekullerin uzaklastirilmasi igin 6 mL yikama ¢ozeltisi (Y; asetonitril:H,O; 20:80)
ile yilkama islemi gergeklestiriimigtir. AflaMIP kompozit ile segici olarak etkilesen
aflatoksin molekullerinin uzaklastiriimasi asetonitril (E; % 100; 3 mL) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Rejenerasyon islemi ise 4 mL su ve 4 mL fosfat tampon

¢Ozeltisi kullanilarak gergeklestiriimigstir.

Sekil 3.1. (a) Oda sicaklhiginda ve (b) sicaklik kontrolli olarak aflatoksin 6n-
deristiriimesinde kullanilan surekli adsorpsiyon sistemi. 1. Yukleme ¢ozeltisi; 2:
peristaltik pompa; 3: AflaMIP kompozit; 4: toplama ¢ozeltisi; 5: sicaklik kontroli
icin kullanilan kolon firini.

Karsilastirma amaciyla kullanilan Aflaprep® (R-Biopharm Rhone®, Sekil 3.2)
kolonlari ile dzutleme su sekilde gerceklestirilmistir. Oncelikle 2-8°C sicakliktaki
kolonlar oda sicakhigina getirilmis, ardindan Aflaprep® kolonun o&niindeki ve
arkasindaki tikaglar ¢ikarilmis ve homojenize edilip stiziimis olan numuneden 10
mL (1 g numuneye karsilik gelen miktar) alinarak, akis hizi 2-3 mL/dakika olacak
sekilde kolondan gegirilmistir. Bu islemlerin ardindan yikama basamagina
gecilmistir. Yikama islemi 10 mL fosfat tamponu, pH:7 ¢ozeltisi ile gerceklestirilmis
ve aflatoksinler 1 mL metanol (100% ) ile kolondan elue edilmistir. Elde edilen
eltat, deiyonize su ile (1:1, v/v) seyreltimis ve 100 ul’si HPLC’ye enjekte
edilmistir.
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Sekil 3.2. Ticari Olarak Satilan Aflaprep® kolonlar.

AflaMIP kompozitlerin adsorpsiyon dinamiklerinin belirlenmesi igin derisim, akis
hizi, pH, sicaklik ve kompozitlerin icerdigi partikil miktari gibi adsorpsiyona etki
eden faktorler incelenmistir. Aflatoksin derisiminin etkisini belilemek amaciyla;
yukleme c¢ozeltisindeki aflatoksin  molekullerinin - miktari  0.025-100 ng/mL
araliginda degistirilmistir. Akis hizinin  etkisinin belirlenmesi i¢in ylkleme
¢Ozeltisinin  kompozit ile etkilestiiime hizi 0.43-1.50 mL/dak arahdinda
degistirilmistir. YUkleme tamponunun pH degerinin adsorpsiyona etkisini belir-
lemek amaciyla pH 2.0-8.0 (100 mM derisiminde uygun tampon c¢ozeltileri
kullanilmigtir) araliginda calisiimigtir. Kolon sicakhiginin etkisinin belirlemek igin
adsorpsiyon deneyleri 15-40°C sicaklikta HPLC sisteminin kolon firini igerisinde
gerceklestiriimigtir. AflaMIP  kompozitler hazirlanirken, malzemenin igerecedi
molekuler baskilanmis partikillerin miktar optimizasyonu igin, farkli miktarda
partikul iceren (50-300 mg) kompozitler hazirlanmis ve adsorpsiyon deneylerinde
kullanilmistir. Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyon calismalarinda adsorpsiyon
oncesi, yikkama, elusyon ve rejenerasyon c¢ozeltilerinden ornekler alinarak icerdigi
aflatoksin miktarlari belirlenmistir. Bunun icin de her calismadan énce, derisim
araligi 0.0125-2.5 ng/mL araliginda olan saf aflatoksin karisimlari kullanilarak
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kullanilan aflatoksin standard karisiminin belirli
bir raf émri olmasi ve aflatoksinlerin floresans veriminin buna bagli olarak
degismesi nedeni ile bu islem ¢ok 6nemlidir. Ayrica nicel dlgim limitleri, tekrar-
lanabilirlik ve geri kazanim degerleri de hesaplanarak raporlanmistir. Hazirlanan
kompozitler ile yapilan calismalar, ticari Aflaprep® kolonlari (R-Biopharm Rhone)

ile yapilan galismalarla paralel yuratalmastir. Aflatoksin miktarlarinin belirlenmesi
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amaclyla yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC) sistemi kullaniimigtir
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japonya). Kullanilan sistemde CBM-20A Lite model
sistem kontrol Unitesi, LPGE uUnitesi iceren LC-20AT model pompa, SIL-20AHT
model otomatik enjeksiyon Unitesi, CTO-10ASVP model kolon firini, RF-20A
model floresan dedektdr sistemi bulunmaktadir. Olgiimlerde kolon sonrasi
bromlama iglemi igin KobraCell (R-BioPharm RhOne, Darmstadt, Almanya) birimi
kullanilmigtir. Sivi kromatografi sisteminde ayirma iglemi icin ters faz C18 kolon
(Inertsil ODS-3, 150 x 4.6 mm, 5 pym) kullanilarak gergeklestirilmistir. Hareketli faz
olarak su (119 mg potasyum bromir, 350 pL 4 M nitrik asit
iceren):metanol:asetonitril (60:20:20) iceren ¢ozelti kullanilmigtir. Akis hizi, 1.0
mL/dakika; kolon sicakligi, 40°C; érnek yukleme hacmi, 100 uL ve dedektdr dalga
boylari, 362 nm (uyarilma) ve 425 nm (yayilma) olarak uygulanmistir.

Calismalar sirasinda elde edilen bitlin ¢ozeltilerin (adsorpsiyon efluati, yikama
efliati ve ellat) HPLC sistemine enjeksiyonu yapilmis ilgili kromatogramlar Ekler
bélumande verilmistir. Deneyler kapsaminda 1000’in Gzerinde enjeksiyon yapilmis
olup, bu nedenle caligsmalar sirasinda toplam iki adet C18 HPLC kolonu

kullaniimistir.

3.2.6. Secicilik Deneyleri

Hazirlanan AflaMIP kompozitlerin segiciliginin gosteriimesi amaciyla, aflatoksin
Ozutleme islemleri, hazirlanan dort farkli kompozit (Ayrintilar igin bkz., Bolim 4.4,
Sekil 4.6) ile aflatoksin 6zitleme uygulamalari gergeklestiriimistir. Ayrica aflatoksin
baskilanmis kompozitlerin (AflaMIP-4), secicilik sabitleri, aflatoksinlerin, okratoksin
A (OTA) ve aflatoksin M1 (AFT M1) ile yarismali adsorpsiyon g¢alismalari sonucu
elde edilen veriler kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik 3.3, 3.4 ve 3.5). Ozitleme
yontemi Bolim 3.2.5’de anlatildigi gibi uygulanmistir. Ancak analiz OTA ve AFT
M1’in, HPLC ananliz yontemleri aflatoksinlerden farkli oldugundan, butin tirlerin
analizinin tek enjeksiyonda yapilabilmesi igin analiz yontemi olarak LC-MS/MS
kullanilmistir. Kullanilan sistemde CBM-20A Lite model sistem kontrol Unitesi, 2
adet LC-20AD XR pompa, SIL-20AC XR otomatik enjeksiyon Unitesi, CTO-20AC
kolon firini, LCMS 8030, LC-MS/MS dedektor sistemi bulunmaktadir. Yontemin

ayrintilari Cizelge 3.3'de verilmistir.
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Cizelge 3.3. LC-MS/MS parametreleri.

HPLC Parametreleri

Mobil Faz A Su (1 mM Amonyum asetat ve hacimce % 0.1 Asetik
asit ¢cOzeltisi iceren)

Mobil Faz B Metanol (1ImM Amonyum asetat ve hacimce % 0.1
Asetik asit ¢ozeltisi iceren)

Kolon Inertsil ODS-4 100X2.1mm, 2um

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Akis Hizi 0.3 mL/dak

Cozucu Gradient
Programi

4.00 dak—5.00 dak, % 50B—% 95B, 5 dak % 95B'de
sabit, 10.00 dak—10.01 dak, % 50B

Kolon Firini Sicakhgi

40°C

MS/MS Parametreleri

Sprey Gazi Akis Hizi

Azot, 3.0 L/dak

Kurutma Gazi Akis
Hizi

Azot, 15 L/dak

Carpisma Gazi Akis
Basinci

Argon, 230 kPa
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Cizelge 3.3. (Devami)

Polarite (+)
ESI lyonlagma
Gerilimi KV

MRM (Coklu Reaksiyon izleme)Parametreleri (MS/MS)

Q1 (m/z) Q3 (m/2) CE (Qarp|_§\r/r)1a Enerjisi
Aflatoksin G2 331.20 245.10 -10
Aflatoksin G1 328.90 243.00 -31
Aflatoksin B2 314.90 258.90 -29
Aflatoksin B1 313.00 241.00 -37
Aflatoksin M1 328.90 273.10 -25
Okratoksin A 404.10 239.00 -23

3.2.7. Gergek Orneklerden Aflatoksin Oziitlemesi

Gercgek orneklerden aflatoksin 6zitleme calismalari dort farkli numune kullanilarak
gerceklestiriimistir. Bu amacla, piyasadan rastgele satin alinan findik, fistik, pul
biber ve kuru incir numuneleri kullaniimistir. Findik ve fistik numuneleri
homojenizasyon oOncesi havanda ogutulmus, pul biber numunesi dogrudan
kullanilmig, incir numunesi de mutfak tipi bir dograyici kullanilarak kiiglik parcalara
ayrilmistir. Numuneler (50 g), 50 mL metanol:su karisimiyla (30:70, v/v)
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenizat sizme kagidindan (Whatman No:
4) suzUlmistir. Bu asamada numunelerin aflatoksin icerip icermedigi,
immunoafinite-kati faz dziitleme islemi (Aflaprep® kolonlar) ardindan HPLC-Kobra
Cell®-FLD sistemi ile analiz edilmis ve aflatoksin icermedigi kesinlesen
numunelere, AflaMIP kompozitlere uygulanmadan hemen énce aflatoksin standart
karisimi eklenerek, aflatoksin derisimleri bilinen gida numuneleri elde edilmistir.
Daha sonra, elde edilen ¢ozeltiler, AflaMIP kompozitlerle (1-4) ve ticari Aflaprep®
kolonlar ile etkilestiriimistir. Elde edilen veriler AflaMIP kompozitlerin etkinliginin
degerlendirimesi amaciyla kullaniimistir. Bélim 3.2.5'de Aflaprep® oziitleme

asamalari ve HPLC-Kobra Cell®-FLD analiz ydntemi ayrintilari anlatiimistir.

40



4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda; AflaMIP kompozitlerin sentez,
karakterizasyonu vyapilmig, Ozutleme uygulamalari icin yontem optimizasyon
calismalari gergeklestiriimis ve secici aflatoksin 6zutleme iglemlerine ait sonuglar
rapor edilmigtir.

Bu 6n denemelerde elde edilen verilerin 1131 altinda gercek numunelerden (findik,
fistik, pul biber ve incir) aflatoksin 06zutleme islemlerine ait performans
parametreleri incelenmigtir. AflaMIP kompozit-aflatoksin etkilesimlerinin etkinligi-
nin belirlenmesi icin standart aflatoksin kolonlari Aflaprep® da kullanilmis ve
sonuglar kargilastiriimistir. Adsorpsiyon dncesi, yikama ve ellisyon ¢ozeltilerindeki
aflatoksin miktarlari kolon sonrasi tiireviendirme sistemi KobraCell® iceren sivi
kromatografi yontemiyle tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar bagsliklar halinde

tartisilarak agiklanmaya calisiimistir.

4.1. Fonksiyonel Monomerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Fonksiyonel MATrp monomeri, daha énce raporlanan [78] bir ydontem uyarinca, L-
triptofan metilesterin metakriloil klorur ile reaksiyonu sonucu elde edilmistir (Sekil
4.1). Elde edilen fonksiyonel monomer NMR ve FTIR calismalari ile karakterize
edilmistir.

MATrp monomerinin  kimyasal yapisinin  belirlenebilmesi icin 'H-NMR
kullanilmistir. Sekil 4.2 MATrp'iIn *H-NMR spektrumunu gdstermektedir. MATrp
yapisinda bulunan ilgili protonlara ait karakteristik pikler sunlardir: 1.86-1.88 ppm
CH; protonlari tarafindan yarilan CHjz protonlari (-C=C-CHpgs, vinil metil), 5.29 ppm
de gorilen CH; (-C=CH;), ve 5.98 ppm deki CH pikleri (-CH-C-) ile aromatik
halkanin CH ve NH protonlari 7-8 ppm'de goérulmektedir. CDCl; ¢dzuclu olarak

kullaniimigtir.
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L-Triptofan metil ester Metakroil klorur N-Metakriloil-L-triptofan metil ester
(MATrP)

Sekil 4.1. MATrp monomerinin sentez reaksiyonu [72].
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Sekil 4.2. MATrp monomerinin *H-NMR spektrumu.

MATrp monomerinin yapisinin belirlenmesi igin FTIR teknigi de kullaniimistir. Sekil
4.3’ de MATrp monomerinin FTIR spektrumu verilmigtir. Sekil 4.3’de goruldugu gibi
MATrp monomerinin, N-H geriime bandi (3379 cm™), C-H gerilme bandlari
(aromatik, 3100-3000 cm™; alkil, 2978 cm™), karboksilik asidin OH grubu icin genis
band (3000-3400 cm™), karboksilik asidin C=0 egilme bandi (1728 cm™), amit
yapisindaki C=0 gerilmesi (1657 cm™), C=C gerilmesi (1621 cm™), NH egiime
(1522 cm™), C-N gerilmesi (aromatik, 1458-1374 cm™) ve asidin C=0 biikiilmesi
(1347-1198 cm™) goriilmektedir. NMR ve FTIR spektrumlari MATrp monomerinin

basariyla sentezlendigini gostermektedir.

Sekil 4.3. MATrp monomerinin FTIR spektrumu.
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4.2. On-Polimerizasyon Kompleksinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Molekuler baskilama isleminde, Uretilen polimerlerin performansini belirleyen
parametrelerden biri; uygun kalip molekul:fonksiyonel monomer oranidir. Bu amag
dogrultusunda en uygun kalip molekil:monomer oraninin belirlenmesi igin
aflatoksin:MATrp orani degistirilmistir.  Aflatoksin  baskilanmis kompozitlerin
hazirlanmasi igin  olusturulan farkli  aflatoksin:MATrp  6n-polimerizasyon
kompleksleri, spektroflorimetre kullanilarak karakterize edilmigtir. Sekil 4.4’de
goraldugu gibi Kompleks 0 (MATrp monomeri, 100 nmol), 389, 410, 436 ve 467
nm’de maksimum emisyon piklerine sahiptir. Bu pikler monomerin yapisindaki
aromatik halka ve eslesmemis elektron ciftlerinin floresans bandlaridir. Kompleks
1 (Aflatoksin, 100 nmol) maksimum emisyon pikleri, 409 ve 437 nm'de
gorulmektedir. Kompleks 2 (Aflatoksin:MATrp kompleksi, 1:1), kompleks
olusumuna bagli olarak MATrp molekullerinin maksimum dalga boylarinda
kaymalar gozlenmistir. Yeni maksimum dalga boylari, 395, 409, 438 ve 465 nm
olarak belirlenmistir. Kompleks 3 i¢in yeni maksimum dalga boylari ise; 411 ve 433
nm olup gugcli aflatoksin-MATrp etkilesimlerine bagli olarak 390 ve 465 nm
civarindaki emisyonlara ait pikler yok olmustur. Bu sonuglar kompleks olusumunu
ve kompleks olugsumuna aflatoksin ve MATrp miktarlarinin etkisini gostermektedir.
Kompleks olusumu ile birlikte aromatik halkadaki c¢ift baglarin ve eslesmemis
elektronlarin enerjisi azalmakta ve daha yuksek dalga boyuna kayma
gbzlenmektedir. Ayrica 1:2 mol oranlarindaki komplekslerin daha kararli oldugu
belirlenmis olup bundan sonraki ¢aligmalarda bu mol oranina sahip kompleksler

kullanilmstir.
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Sekil 4.4. On-Polimerizasyon komplekslerinin  spektroflorimetre  emisyon
spektrumlari. Kompleks 0 (MATrp, 100 nmol); Kompleks 1 (Aflatoksin, 100 nmol);
Kompleks 2 (Aflatoksin:MATrp kompleksi, 1:1); Kompleks 3 (Aflatoksin:MATrp
kompleksi, 1:2).

4.3. Molekiler Baskilanmig Partikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Deneysel Yontemler bolimde de belirtildigi gibi; ¢alismanin bu asamasinda 3 farkl
polimer hazirlanmistir: BOS, NIP ve MIP polimerler. Bu polimerlerin
hazirlanmasinda, yigin polimerizasyon yontemi uygulanmistir. Elde edilen
polimerler bilyeli degirmende o6gutulerek mikrometre boyutlarina getirilmistir. Bu
partikullerin boyutlari, zeta boyut analizéra kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.5).
Sekilden de goraldugu gibi; 6gatilen partikillerin boyutlari 3 mikrometre civarin-
dadir. Partikullerin boyut dagilimlari ise; olduk¢a dar olup hemen hemen es
boyutlu partikiller elde edilmistir. Partikullerin es boyutlu olmasi adsorpsiyon
islemlerinin  hem tekrarlanabilir olmasini hem de benzer dinamiklerle

gerceklesmesinde onemli bir parametredir.
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Sekil 4.5. Molekuler baskilanmis polimerlerin zeta boyut analizleri. (a) BOS; (b)

NIP ve (c) MIP partikiller.
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4.4. AflaMIP Kompozit Kriyojellerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Calismanin bu boélumunde 7 farkh AflaMIP kompozit hazirlanmistir (Sekil 4.6). MIP
partikul iceren ve igermeyen kompozitlerin (AflaMIP-1-4) karakterizasyonu, sisme

testleri, taramali elektron mikroskobu ve FTIR analizleri ile gerceklestiriimigstir.

AflaMIP-1: Bos kriyojel.

AflaMIP-2: Poli(HEMA)
mikropartikil igeren kompozit

AflaMIP-3: NIP (Poli(HEMA)-
MATTrp) mikropartikul iceren
kompozit.

AflaMIP-4: MIP (Poli(HEMA)-
MATrp-AFT) mikropartikdl
(200/mg) iceren kompozit.

AflaMIP-4-50: 50/mg MIP
mikropartikll iceren kompozit.

AflaMIP-4-100: 100/mg MIP

mikropartikll iceren kompozit.

AflaMIP-4-300: 300/mg MIP

mikropartikll iceren kompozit.

Sekil 4.6. Calisma kapsaminda hazirlanan kompozitlerin kodlari ve igerikleri.

4.4.1. Sigsme Testi

Hazirlanan AflaMIP kompozitler, ¢apraz bagh hidrofilik yapidadirlar. Suda
¢ozunmeyip, polimerik zincirlerinin arasina aldiklari su molekdulleri ile siserler. Bu
calismada; bos kriyojel AflaMIP-1, BOS Poli(HEMA) mikropartikul iceren AflaMIP
kompozit, (AflaMIP-2), Poli(HEMA)-MATrp mikropartikil iceren AflaMIP kompozit,
(AflaMIP-3) ve Poli(HEMA)-MATrp-AFT mikropartikal (200/mg) iceren AflaMIP
kompozit, (AflaMIP-4) denge sisme oranlari sirasiyla % 885.64, % 800.79, %

838.42 ve % 845.22'dir (Cizelge 4.1). Makrogdzenek oranlari ise sirasiyla %
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66.70, % 69.19, % 77.22 ve % 75.20°dir. Birim kiutle basina, polimerik yapiya
alinabilen su miktarlari ise; 8.86, 8.01, 8.38 ve 8.45 g H,O/g kompozit olarak
bulunmustur. Partikdl igermeyen kriyojel (AflaMIP-1) ile karsilastirildiginda, partikul
gomulu kriyojellerin sisme oranlari olduk¢a yuksektir. Bu durum kriyojelik yapi
icerisine gomulen partikullerin, spesifik yuzey alani arttirmasiyla aciklanabilir.
Partikal gomulu kriyojeller kargilastirildiginda ise; AflaMIP-2’nin sisme orani, diger
kriyojellere gore yuksektir. Bu durum, gomulen partikilin tarandn de etkin bir
faktor oldugunu gostermektedir. AflaMIP-2’'ye bos poli(HEMA) partikller
gomulmasgtur. Kriyojel yapisina ilave HEMA gruplarinin girmesi, HEMA'nin
hidrofilik karakterine bagl olarak sisme oranini arttirmigtir. Baskilanmamig
(AflaMIP-3) ve baskilanmis (AflaMIP-4)'Un sisme davraniglar karsilastirildiginda
ise; baskilanmis kriyojellerin sisme oranlari daha yuksek oldugu gorulmektedir.
Aradaki fark; kalip molekulin yapidan uzaklastiriimasinin ardindan olusan daha
dizenli ve gbézenekli yapidan kaynaklanmaktadir. Bu durum, sisme orani (bir
baska ifade ile birim kriyojel kitlesindeki su miktari) baskilama islemi ile artarken,
makrogézenek miktarinda azalma olmaktadir. Cunku; kalip molekullerin
(aflatoksin) etrafinda duzenlenen fonksiyonel monomerler; makrog6zenekliligi bir
miktar dusdrurken toplam gdézenek miktarini arttirmaktadir. Burada su not
edilmelidir ki: sisme, sikma ve kurutma iglemleri, 5 kere tekrar edilmis ve ortalama
degerleri rapor edilmigtir. Ayrica; bu islemler sirasinda kriyojellerin yapisinda
herhangi bir bozulma gdézlenmemistir (Sekil 4.7). Sekil 4.7°de gergeklestirilen

sisme testleri gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Kompozitlerin sisme 6zellikleri.

Kompozit Sisme Oranlan | Makrogozenek Miktar Su igerigi

Kodu (%) (%) (g su/g kriyojel)
AflaMIP-1 800.79 66.70 8.01
AflaMIP-2 885.64 69.19 8.86
AflaMIP-3 838.42 77.22 8.38
AflaMIP-4 845.22 75.20 8.45
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Sekil 4.7. Kriyojellerin sisme davraniglarinin belirlenmesi. (a) Enjeksiyon ile

sikistirma testi, (b) elle ile yapisal inceleme ve (c) hacimsel sisme testi.

4.4.2. Taramali Elektron Mikroskobu

Hazirlanan AflaMIP kompozitlerin, ylzey morfolojisi ve i¢ yapisi, taramali elektron
mikroskop (SEM) fotograflari ile incelenmigstir. AflaMIP-1-4 kompozitlerin SEM
fotograflari Sekil 4.8'de verilmistir. Sekilden de goéruldiga gibi; kompozitler
birbiriyle baglantili genis akis kanallarina sahiptir. Gézeneklerin boyutlari 300
pm’ye kadar ulasmaktadir. Bu akis kanallari, aflatoksin 6zltlerinin kolayca akisina,
aflatoksinlerin AflaMIP kompozitlerin ytzeyine hizli difizyonuna ve spesifik
bogluklara  (molekller  baskilanmis  bdlgeler)  adsorpsiyonuna  olanak
saglamaktadir. AflaMIP kompozitlerin yapilari incelendiginde (Sekil 4.8b-d);
partikillerin  kompozitin yapisina basariyla eklendigi goértulmektedir. Ayrica;
partikullerin yluzeyde veya yuzeye yakin bolgelerde oldugu gorulmektedir. Bu
durum; adsorpsiyon kapasitesini ve hizini arttirmaktadir.
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Sekil 4.8. Kompozitlerin SEM géruntdleri. (a) AflaMIP-1, (b) AflaMIP-2, (c)
AflaMIP-3, (d) AflaMIP-4.
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Sekil 4.8. (Devami)

4.4.3. FTIR Analizi

AflaMIP kompozitlerin kimyasal yapi analizi i¢cin FTIR spektroskopisi ydntemi
uygulanmistir (Sekil 4.9). Sekil 4.9’de goruldigu gibi; HEMA'nin yapisina ait; -OH
bandi 3413 cm™ civarinda (genis band), alifatik CH gerilme bandi 2952 cm™
civarinda, karbonil bandi 1727 cm™de goriilmektedir (AflaMIP-1). AflaMIP-2’nin
FTIR spektrumunda; ayni bandlar +3 cm™lik kaymalarla gériilmektedir. Daha dnce
de belirtildigi gibi; bu kompozitler, bos poli(HEMA) partikiiller bulunmaktadir. iki
spektrum arasindaki temel fark; ilgili bandlarin farkli kimyasal g¢evrelerdeki ayni
gruplarin varhigindan kaynaklanan band genislemeleri ve omuz olugumlaridir.
AflaMIP-3 ve AflaMIP-4’in FTIR spektrumlari da birbirine benzemektedir. Bu
durum; ayni miktarlarda kimyasal yapilari yakin olan partikulleri igermelerinden
kaynaklanmaktadir. ilk iki spektrumdan farkli olarak; polimerik yap! igerisine giren

aromatik gruplardan dolayi; 3000-3100 cm™ arali§indaki aromatik CH gerilmeleri;

50



1522 cm™ civarindaki amino asit temelli monomer (MATrp)'den kaynaklanan amit
bandlari; 1460 ve 1375 cm™’ civarindaki halka igi C-N geriime bandlari
gorulmektedir. Bu bandlar yapiya MATrp igeren polimerik partikallerin (MIP ve
NIP) bagariyla eklendigini gostermektedir.

. (AflaMIP-1)
—— e
(AflaMIP-2)
s /\/‘ - \h’\/
% \/‘/\A (AflaMIP-3)
; T T e - A\/
— (AﬂaM{JP\A)/\/

Duaiga Sayis:, cm™?

Sekil 4.9. Kompozitlerin FTIR spektrumlari.

4.5. AflaMIP Kompozitlerin Adsorpsiyon Kosullarinin Optimizasyonu

4.5.1. Aflatoksin Derigiminin Etkisi

Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu kapsaminda aflatoksin derisiminin etkisi
incelenmis ve yukleme c¢ozeltisindeki aflatoksin molekillerinin miktari 0.025-100
ng/mL araliginda degistirilmistir (Sekil 4.10). Sekilden 4.11’de goérulduga gibi tim
aflatoksin tarlerinin adsorpsiyon oranlari olduk¢a yuksektir. Bu durum hazirlanan
AflaMIP kompozitlerin adsorpsiyon kapasitesinin ve baglanma egiliminin (kat
sayisinin) olduk¢a yuksek oldugunu gostermektedir. Adsorpsiyon kapasitesi,
baslangicta hizli bir sekilde artmaktadir. Grafikteki yuksek egim, AflaMIP kompozit
ile tim aflatoksin molekiillerin yiksek afinite ile etkilestigini géstermektedir. Bu
egilim, 25 ng/mL aflatoksin derisimine kadar devam etmektedir. Daha sonra artis
hizi  yavaslayarak etkilesim bolgelerinin dolmasina bagll olarak dengeye
ulasmaktadir. Kompozitin aflatoksin tlrlerine goére adsorpsiyon kapasiteleri

sirasiyla aflatoksin B1 igin 194.8 ng/g; aflatoksin B2 i¢in 164.1 ng/g; aflatoksin G1
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icin 169.4 ng/g ve aflatoksin G2 igin 154.9 ng/g olarak bulunmustur. Burada iki
onemli nokta vurgulanmalidir: baskilama asamasinda kullanilan aflatoksin standart
¢Ozeltisi dort tirden de esit miktarda icermektedir. Bundan dolayi; tum aflatoksin
tirlerine karsi yiiksek afinite gdzlenmektedir. ikinci konu ise elde edilen
adsorpsiyon kapasiteleri birbirlerine olduk¢a yakindir. Bu durumda; baskilama

isleminin secici ve miktara bagimli olarak gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu. Aflatoksin derisiminin etkisi.
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Sekil 4.11. Aflatoksin derisiminin etkisi: ElUat ¢dzeltsi HPLC kromatogramlari. (a)
0.1 ng/mL, (b) 1.0 ng/mL, (c) 5.0 ng/mL, (d) 10 ng/mL, (e) 20ng/mL, (f) 50
ng/mL, (g) 100 ng/mL, (h) 200 ng/mL, (i) 600 ng/mL (ilgili derisimler toplam
aflatoksin derisimi olup tekil olarak aflatoksinlerin derisimi toplam derigimin dortte

birine esittir.)

4.5.2. Akis Hizinin Etkisi

Adsorpsiyon  kosullarinin  optimizasyonu kapsaminda aflatoksin  yukleme
cozeltisinin AflaMIP kompozit ile etkilestirime hizi 0.43-1.50 mL/dak araliginda
degistirilmistir.  0.43 mL/dak, c¢ozeltiler yercekimi etkisi ile kompozit ile
etkilestirildiginde elde edilen ortalama akig hizidir. Akis hizinin etki incelenirken
aflatoksin derisimi tim aflatoksin tdrlerinin derisimi 2.50 ng/mL olacak sekilde sabit
tutulmustur. Sekil 4.12 ve 4.13’de goéruldigu gibi adsorplanan aflatoksin orani akis
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hizinin artmasi ile birlikte bir miktar azalmaktadir. AflaMIP kompozitin
kapasitesindeki azalma miktarlari sirasiyla aflatoksin B1 icin 7.43 ng/g’dan 2.69
ng/g’a (% 36.2); aflatoksin B2 i¢in 6.86 ng/g’dan 4.03 ng/g’a (% 41.2); aflatoksin
G1 igin 7.22 ng/g’dan 2.66 ng/g’a (% 63.2) ve aflatoksin G2 i¢in 7.73 ng/g’dan
4.31 ng/g’a (% 44.2) olarak bulunmustur.

Akis hizinin artmasiyla birlikte kapasitedeki azalma iki farkli sekilde agiklanabilir.
Akis hizinin artmasi, aflatoksin molekdllerinin kompozit igerisinde alikonma
surelerini kisaltmakta ve aflatoksin molekillerinin icin baskilanmis bdlgelere
difuzyonu ve segici etkilesimi icin gerekli olan yeterli sire olusamamaktadir. Buna
bagli olarak kompozitin kapasitesi azalmaktadir. Bir diger aciklama ise; artan akis
hizi, ileri yonde difizyonu arttirirken yanal difuzyon kisitlanmaktadir. Buna bagh
olarak, kompozit igerisinde bulunan aktif baskilanmisg bdlgeler etkin olarak
kullanilamamaktadir. Bu durum, kapasitenin azalmasi ile sonuglanmaktadir. Bu
sonuglarin 1s1d1 altinda bundan sonraki ¢alismalar, besleme ¢ozeltisinin en dugsuk

akis hizi degerinde (0.43 mL/dak) yarataimastar.
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Oziitlenen aflatoksin

Sekil 4.12. Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu. Akis hizinin etkisi.
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Sekil 4.13. Akis hizinin etkisi: Adsorpsiyon ¢ozeltisi derigsimi: 10 ng/mL. ElGat
¢ozeltisi HPLC kromatogramlari. (a) 0.43 mL/dak, (b) 0.5 mL/dak, (c) 0.75 mL/dak,
(d) 1.0 mL/dak, (e) 1.5 mL/dak

4.5.3. Yukleme Tamponun pH Degerinin Etkisi

Adsorpsiyona yukleme tamponunun pH degerinin etkisini belirlemek amaciyla pH
2-8 (5 i¢in asetat; 2 ve 6-8 i¢cin 100 mM fosfat tamponlari kullanilmigtir) araliginda
calisilmigtir. Sekil 4.14 ve 4.15'de goéruldugu gibi aflatoksin  molekullerinin
kompozite adsorpsiyon oranlari pH degisimi ile birlikte O6nemli miktarda
degismektedir. Artan pH degerleriyle birlikte kompozitin kapasitesi artmakta ve pH
7.0 degerinde maksimum kapasiteye ulasiimaktadir (Aflatoksin B1 icin; 6.60 ng/g,
Aflatoksin B2 igin; 7.65 ng/g, Aflatoksin G1 igin; 6.91 ng/g, Aflatoksin G2 igin;
6.99 ng/g). Artan pH degerlerinde, aflatoksin B1 ve G1 i¢in adsorpsiyon kapasitesi
artarken; aflatoksin B2 ve G2 tirlerinde azalma ydnunde egilim goriimektedir.
Aflatoksin B1 ve G1 icin kapasite, sirasiyla % 14.3 ve % 5.77 oranlarinda
artarken (sirasiyla pH: 7 ve pH: 8) ; aflatoksin B2 ve G2 igin adsorpsiyon degerleri
siraslyla dismektedir (aflatoksin B2 icin % 20.3 ve aflatoksin G2 i¢in % 32.6) bu
nedenle daha sonraki ¢alismalarda pH degeri optimum pH 7.0 olarak belirlenmis
ve uygulanmigtir. Yukleme c¢ozeltisinin pH degerine bagli olarak gozlenen
degisimler,

B tlrG ve G taru aflatoksinlerin siklopentan ve siklohekzan yapilarina ve iyonlasan

yan gruplarinin asitlik degerleriyle aciklanabilir.

55



co

\
WX

(o2}
.

c

.E —

- v

5 E, ——AFT G2
E % —=—-AFT G1
_% EE _. AFT B2
S / ——AFTB1

%]
-

=
|

—

1.5 2.5 3.5 4.5 5.5 6.5 7.5 8.5
pH

o

Sekil 4.14. Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu. pH degerinin etkisi®.
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Sekil 4.15. Yukleme tamponunun pH degerinin etkisi: Adsorpsiyon c¢ozeltisi
derisimi: 10 ng/mL. Eltat ¢ozeltisi HPLC kromatogramlari. (a) pH: 2.0, (b) pH: 5.0,
(c) pH: 7.0, (d) pH: 8.0

4.5.4. Sicakhgin Etkisi

Adsorpsiyona sicakligin etkisini belilemek amaciyla ortam sicakhgi 15°C-40°C
araliginda degistiriimistir. Sekil 4.16 ve 4.17’de géruldigu gibi artan sicaklikla
birlikte AflaMIP kompozitin adsorpsiyon kapasitesi 6nemli miktarda artmaktadir.
Sicaklik degerinin  15°C'dan 40°C’a artmasina baglh olarak kompozitin
kapasitesindeki artis miktarlari sirasiyla aflatoksin B1 igin 3.79 ng/g’dan 8.57 ng/g
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(% 226.1); aflatoksin B2 igin 2.97 ng/g’dan 8.48 ng/g’a (% 285.5); aflatoksin G1
icin 3.10 ng/g’dan 7.45 ng/g’a (% 240.3) ve aflatoksin G2 i¢in 2.49 ng/g’dan 7.87
ng/g’a (% 316.1) olarak bulunmustur.

9

—— AFT G2
~#— AFT G1
~#— AFT B2
—— AFT B1

Oziitlenen aflatoksin
(ng/gkompozit)

125 17.5 22.5 27.5 325 375 425
Sicaklik (°C)

Sekil 4.16. Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu. Sicakhdinin etkisi.

Sekil 4.17. Sicakhdin etkisi: Adsorpsiyon c¢ozeltisi derisimi: 10 ng/mL. Eluat
¢cozeltisi HPLC kromatogramlari. (a) T: 15°C, (b) T: 25°C, (c) T: 30 °C, (d) T: 40°C

AflaMIP kompozitin kapasitesindeki artis egilimi, kullanilan fonksiyonel monomerin
ve monomer/aflatoksin arasindaki etkilesimlerin tlrine baghdir. Bélim 3.2.1’de
verildigi gibi kullanilan fonksiyonel monomer, hidrofobik bir amino asit olan

triptofandan yola ¢ikilarak sentezlenmistir. Fonksiyonel monomer olarak triptofanin
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secilmesinin sebebi de baskilanmak istenilen aflatoksin tlrlerinin hidrofobik
Ozellikleridir. Bu baglamda; kompleks olugsumu ve aflatoksin molekdllerin kararli bir
sekilde baskilanmasinda en etkin etkilesimler hidrofobik etkilesimlerdir. Hidrofobik
etkilesimler, entropi artisiyla yurtyen etkilesimdir ki; sicaklik artisi bu etkilesimleri
arttirma yonunde etkilemektedir. Elde edilen sonuclarda bu dnveriyi dogrulamakta
ve artan sicaklikla kompozitin kapasitesi 6nemli miktarda artmaktadir. Sicaklik
artigi triptofanin amino asidinin yapisinda bulunan indol halkasi ile aflatoksinlerin
yapisinda bulunan siklopentan ve siklohekzan gruplari arasindaki etkilesimleri
kuvvetlendirmekte ve daha vyuksek adsorpsiyon kapasitelerine ulasiimasini
saglamaktadir. Ancak iglem kolayligi gdéz 6nune alinarak diger parametrelerin

incelenmesi oda sicakliginda gergeklestiriimigtir.

4.5.5. AflaMIP Kompozitin igerdigi Baskilanmig Partikiil Miktarinin Etkisi

AflaMIP  kompozitin hazirlanmasi esnasinda yapilya eklenen molekuiler
baskilanmis partikullerin miktar optimizasyonu icin farkli miktarda partikll iceren
(50-300 mg) AflaMIP kompozitler hazirlanmig ve adsorpsiyon deneylerinde
kullanilmigtir. Sekil 4.18 ve 4.19'da goéruldugu gibi hazirlanan tum AflaMIP
kompozitlerde benzer aflatoksin adsorpsiyon egilimleri gorulmektedir. En uygun
miktarin belir-lenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda 6zellikle 200
mg partikdl iceren AflaMIP kompozitin (AflaMIP-4) tim aflatoksinlere karsi en
secgici kompozit oldugu belirlenmistir. Burada su not edilmelidir ki; en dusik
miktarda partikll iceren AflaMIP kompozitler bile izin verilen sinirlardaki
aflatoksinlerin 6zutlenmesi icin yeterli kapasite 6zelliklerine sahiptir. Bu durum
segicilik ve adsorpsiyon kapasitesi baglaminda basarili bir 6zitleme sisteminin

hazirlandigini gostermektedir.
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mAFTG2 mAFTG1 wAFTB2 mAFTB1

10

Oziitlenen aflatoksin
(ng/g kompozit)
(951

Afla-MIP4-50 Afla-MIP4-100 Afla-MIP4-200 Afla-MIP4-300

Sekil 4.18. Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu. Yapidaki partikil miktarinin
etkisi.

Sekil 4.19. AflaMIP kompozitin igerdigi partikil miktarinin etkisi: Adsorpsiyon
cozeltisi derisimi: 10 ng/mL. ElGat ¢ozeltisi HPLC kromatogramlari. (a) 50 mg MIP
partikdl, (b) 100 mg MIP partikdl, (c) 200 mg MIP partikil, (d) 300 mg MIP partikdl.

4.6. Secicilik Deneyleri

Aflatoksin baskilanmis kompozitin (AflaMIP-4) ve aflatoksin baskilanmamig

kompozitin (AflaMIP-3) etkinlikleri, aflatoksinlerin (AFT G2, AFT G1, AFT B2 ve
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AFT B1) yanisira OTA ve AFT M1 iceren standard karisimi ile gergeklestirilen
adsorpsiyon galismalari ile test edilmis ve elde edilen veriler kullanilarak Kg,k ve K’
sabitleri, Bolum 3.2.6’da verilen egitlikler araciligiyla hesaplanmistir. Daha dnce de
bahsedildigi gibi Kd, ilgili analite ait dagihm sabiti, k, secicilik sabiti, k' ise bagil

secicilik sabitidir. Calismaya ait sonuglar, Cizelge 4.2’de 6zetlenmistir.

AflaMIP kompozitlerin segiciliginin belilenmesi icin 4 farkli ozellikte AflaMIP
kompozit hazirlanmigtir. [AflaMIP-1: Bos poli(HEMA) kriyojel; AflaMIP-2: BOS
poli(HEMA) partikll iceren kompozit kriyojel; AflaMIP-3: NIP kompozit kriyojel,
AflaMIP-4: MIP kompozit kriyojel] hazirlanmis ve Ozutleme c¢alismalarinda
kullanilmigtir. Sekil 4.20 ve 4.21'de goruldugu gibi bos poli(HEMA) kriyojelin
(AflaMIP-1) segici olmayan aflatoksin adsorpsiyon kapasiteleri olduk¢a dusuktur.
Poli(HEMA) partikilleri icren AflaMIP kompozitin (AflaMIP-2) kapasite degeri ise;
AflaMIP-1’e go6re biraz artmis olmasina ragmen AflaMIP-4’e goére oldukga
dusuktlr. NIP kompozit kriyojelin (AflaMIP-3) kapasite degeri; diger iki kompozite
gore 6nemli miktarda artmaktadir. Bu durum AflaMIP-3’Un yapisinda bulunan
partikullerin de fonksiyonel monomer (MATrp) icermesinden kaynaklanmaktadir.
Fonksiyonel monomer, aflatoksin molekulleriyle hidrofobik etkilesimlere girmekte
ve bir miktar aflatoksini tutmaktadir. Ancak; sadece MIP kompozit kriyojel
(AflaMIP-4), secici olarak aflatoksinleri adsorplayabilecegi baskilanmis bdlgelere

sahiptir. Bundan dolayi, yiksek miktarda aflatoksin adsorplamaktadir.
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Cizelge 4.2. Aflatoksin baskilanmis ve baskilanmamis kompozitlere ait segicilik
sabitleri.

k k
Kd
(AFT X/M1)* | (AFT X/OTA)*
6.76 0.25 0.61 AFT G2
7.81 0.29 0.70 AFT G1
3.95 0.15 0.35 AFT B2
AflaMIP-3
5.06 0.19 0.45 AFT B1
27.22 AFT M1
11.12 OTA
37.38 0.49 7.08 AFT G2
139.28 1.84 26.38 AFT G1
35.96 0.48 6.81 AFT B2
AflaMIP-4
139.32 1.84 26.39 AFT B1
75.68 AFT M1
5.28 OTA
1.99 11.65 AFT G2
" 6.41 37.57 AFT G1
3.28 19.19 AFT B2
9.90 58.01 AFT B1

*AFT X: AFT G2, AFT G1, AFT B2, AFT B1
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Sekil 4.20. Secicilik deneyleri. (a) Baslangi¢
cozeltisi, (b) Adsorpsiyon efllati, (c) Eltat ¢ozeltisi
LC-MS/MS kromatogramlari [(i) AFT M1, (ii) AFT
G2, (i) AFT G1, (iv) AFT B2, (v) AFT B1, (vi) OTA
ekstrakte kromatogramlari.
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Adsorpsiyon ¢ozeltisi derigimi:
(a) AflaMIP-4,

HPLC kromatogramlari.

(d) AflaMIP-1.

Sekil 4.22. Segicilik deneyleri:

cozeltisi



Yukarida bahsedilen ve molekiler baskilamaya 6zgun olmayan etkilegimlerin
onune gec¢mek igin, adsorpsiyon islemi ardindan, oOrneklerin elisyonu onlne
kompozitleri yilkama basamagi eklenmis ve yikama ¢ozeltisinin derisimi optimize
edilmistir. Elisyon c¢oOzeltisi olarak asetonitril kullanildigindan yikama c¢ozeltisi
olarak da Ug farkli derisimde (% 10, % 20 ve % 40) asetonitril:su karigimi denen-
mig, yilkama sonrasindaki efliat ve elisyon sonrasi eluat ¢ozeltileri HPLC araciligi

ile analiz edilmis ve sonug olarak yuzde yirmilik asetonitril:su karisimi segilmistir.
4.7. Gergek Orneklerden Aflatoksin Oziitlenmesi

Gergek oOrneklerden aflatoksin 6zutleme c¢alismalari dort farkli numune (findik,
fistik, kuru incir ve pul biber) kullanilarak gerceklestiriimistir. Farkli derisimlerde
aflatoksin standartlari eklenen 6rnekler hem AflaMIP-4 hem de standart 6zutleme
(AlfaPrep) kolonlari kullanilarak ¢ehsilmistir. Farkli derisimlerde (0.1 mg/mL, 1.0
mg/mL, 5.0 mg/mL, 10.0 mg/mL) aflatoksin eklenerek olusturulan ornekler igin
elde edilen sonuclardan(Kromatogramlar: Sekil 4.23, 4.25, 4.27 ve 4.29), herbir
aflatoksin icin ylzde geri kazanim degerleri hesaplanmigtir. AflaMIP-4 ve
Aflaprep® arasindaki geri kazanim farklari ilgili grafiklere ikincil eksen olarak
eklenmistir (Sekil 4.22, 4.24, 4.26 ve 4.28) Sonuglar, ayrica Cizelge 4.4’de
ozetlenmistir. ilgili sonuglardan da gorilecedi Uzere; AflaMIP-4 ve Aflaprep®
kullanilarak elde edilen sonuglar benzer 6zellik gostermektedir. AflaMIP-4 ile
Aflaprep® arasindaki paralellik, hazirlanan kompozitlerin mevcut ticari kolonlara
potansiyel alternatif olabilecegini gostermektedir. Burada vurgulanmasi gereken
en 6nemli nokta; birgcok analizde ayni AflaMIP-4 kolonun kullaniimasidir. Bilindigi
gibi; ticari Aflaprep® kolonlar tek kullanimlik olup maliyeti yiikksek malzemelerdir.
Bu 06zelligi ile hazirlanan kompozitler, dlisik maliyet ve tekrar kullanilabilirlik gibi
avantajlara sahiptirler. Analizler arasindaki farklar ise olduk¢a disuk olup uygun

adsorpsiyon ve elisyon c¢ozeltilerinin ayarlanmasi ile ¢ozulebilecek dlizeydedir.
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mm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark mm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark
101% 0.2% 101% 0.0%
< 100% - 0.0% | < 100% 0.5%
- 0,
Q o 02% | R oo 1.0%
= et -1.5%
£ ° - -04%| E
£ "I E 8% 2.0%
ﬁ 98% - -0.6% ﬁ
© o 97% -2.5%
x --0.8%| <
= 9% T oeo -3.0%
g F-1.0% | & ’ -3.5%
= %% C12% | R 95%  40%
95% - -1.4% 94% - -4.5%
0,025 0.25 1,25 25 0,025 0.25 1,25 25
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Ekl. STD Mik. Ekl. STD Mik.
(Aflatoksin G2) (Aflatoksin G2)
mm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark mm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark
102% ‘ 0.0% 101% 0.0%
< 100% - -1.0% 1< 100% - -0.5%
o - -2.0% (Q L -
R 98% 300; X 99% 1.0%
TR E -1.5%
E 9% - C apno. |E 98% °
§ 40% 1§ - 2.0%
N N ’
Q 949% - - -5.0% Q 97% . 259
— - -6.0% [ oggy
|
o 92% - ] ° - -3.0%
o S 10% (O ’
® 90% - sou | B - -3.5%
88% - - 00% | B - 40%
0,025 0.25 1,25 25 0,025 0.25 1,25 2,5
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Ekl. STD Mik. Ekl. STD Mik

(Aflatoksin B2)

(Aflatoksin B1)

Sekil 4.23. Gergek oOrnekten aflatoksin oziitlenmesi. AflaMIP-4 ve Aflaprep®

kolonlari

geri

kazanimlarinin kargilastiriimasi.

Cesitli derisimlerde aflatoksin

standard karisimi eklenmis findik numunesi; érnek kuitlesi: 50 g; homojenizasyon

¢cozeltisi: 500 mL metanol:su (30:70, v/v); kolona uygulanan érnek hacmi: 10 mL.
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HPLC kromatogramlari;
(c) 1.0 ng/mL

Elbat c¢ozeltisi
(b) 0.1 ng/mL

kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi eklenmis findik

Sekil 4.24. Gergek orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi:

numunesi.
numune



mmm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark mm Afla-MIPA  mmmmm Aflaprep % Fark
105% 10.0% 100% 1.5%
_ ‘ - 8.0% | o 100% - 1.0%
X L 0,
100% C60% | O 9o 0.5%
g’s ’ / S'Of' = 99:6 . - 0.0%
E oy | I \ - 4.0% E 99%  05%
e - 20% | § 98% - -1.0%
N N 0, | - -1.5%
© - 0.0% | @ 98%
90% - H 'S L
f ’ L 20%| = 97% -2.0%
5 R - -2.5%
O 85% - - 40%| O 7% B - 3.0%
= X 96% : 9
S - -6.0% 3.5%
: 96% - -4.0%
80% - - -8.0% )
0,025 0.25 1,25 25 0,025 0.25 1,25 2,5
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Ekl. STD Mik. Ekl. STD Mik.
(Aflatoksin G2) (Aflatoksin G1)
mmm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark mmm Afla-MIP = Aflaprep % Fark
100% 1.0% 101% 4.0%
—_ - 0.8% - 3.0%
< 100% AN e |€100% .
2 SV 12 99% [ 20%
= 99% - - A - 0.4% | £ - 1.0%
£ - 02% | E 9% - 0.0%
c £ :
ﬁ 99% - F00% | 8 97% - -1.0%
L _n 9o, ©
X o | / 02% |8 oo L 20%
= ° - -0.4% | = 0
5 gl - - -3.0%
© 8% - - 06%10 P - -4.0%
S - -0.8% | ® 94% | 5.0%
97% - - -1.0%
93% - -6.0%
0,025 0.25 1,25 2,5 ’ 0,025 0.25 1,25 25 ’
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Ekl. STD Mik. Ekl. STD Mik.

(Aflatoksin B2)

(Aflatoksin B1)

Sekil 4.25. Gergek Ornekten aflatoksin oziitlenmesi. AflaMIP-4 ve Aflaprep®

kolonlar1 geri

kazanimlarinin  karsilastiriimasi.

Ornek: Cesitli

derigimlerde

aflatoksin standard karisimi eklenmis fisttk numunesi; 6rnek kutlesi: 50 g;

homojenizasyon ¢ozeltisi: 500 mL metanol:su (30:70, v/v); kolona uygulanan 6rnek

hacmi: 10 mL.
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Sekil 4.26. Gercek orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi. AflaMIP-4 kompozit
kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi eklenmis fistik
numunesi. ElGat c¢ozeltisi HPLC kromatogramlari; (a) Aflatoksin icermeyen
numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10 ng/mL

68



mm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark mm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark
100% 2.0% 100% 0.0%
— - 1.5% |~ -0.1%
X 99% > X 99%
Q - 1.0% (@ -0.2%
R R
‘é’ 98% - 0.5% ‘é’ 98% -0.3%
c - 0.0% | E -0.4%
S 97% | y S 97%
m --05% | @ -0.5%
¥ ¥
= 9% - H -1.0% |-= 96% - -0.6%
] ]
2» 95% | -1.5% 2» 95% - -0.7%
° - -2.0% |° -0.8%
94% - - -2.5% 94% - -0.9%
0,025 0.25 1,25 25 0,025 0.25 1,25 25
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Ekl. STD Mik. Ekl. STD Mik.
(Aflatoksin G2) (Aflatoksin G1)
mmm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark mmm Afla-MIP4 mmmm Aflaprep % Fark
101% 2.5% 100% 2.5%
< 100% 2.0% | _ 100% - 2.0%
] X 9%
E’.:_é, 99% 1.5% é 99% - | - 1.5%
£ 9% 1.0% E 98% - - - L 1.0%
8 97% 05% |N 2%
¥ ¢ e E 97% - - 0.5%
g 96% - — - 0.0% E Q7% - - 0.0%
2 95% - - -05% | %% - | 0.5%
o | .
94% - - -1.0% %%
) 95% - - -1.0%
0,025 0.25 1,25 2,5 0,025 0.25 1,25 25
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Ekl. STD Mik. Ekl. STD Mik.

(Aflatoksin G2)

(Aflatoksin G2)

Sekil 4.27. Gergek oOrnekten aflatoksin

kolonlari geri

kazanimlarinin  karsilagtiriimasi.

oziitlenmesi. AflaMIP-4 ve Aflaprep®

Ornek: Cesitli derisimlerde

aflatoksin standard karisimi eklenmis pul biber numunesi; érnek kutlesi: 50 g;

homojenizasyon ¢ozeltisi: 500 mL metanol:su (30:70, v/v); kolona uygulanan 6rnek

hacmi: 10 mL.
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Sekil 4.28. Gergek orneklerden aflatoksin 6zatlenmesi. AflaMIP-4 kompozit
kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karigsimi eklenmis pul
biber numunesi. Eldat ¢ozeltisi HPLC kromatogramlari; (a) Dusuk derisimde
aflatoksin iceren numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10
ng/mL
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mm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark mm Afla-MIP4 = Aflaprep % Fark
105% 10.0% 101% 1.2%
—_ - 8.0% |~ L 100
& 100% ‘ 60"; 6 0% K o
o e o - 0.8%
< - 4.0% < 99% ’
€ o95% - £ - 0.6%
c - 2.0% c
i\ . © 98% - 0.4%
S 90% - 00% g o
X L
= - -20% |[= 97% 0.2%
7] 7]
O gs50, L - 0.0%
= - 80% |X 7 - -0.2%
80% - - -8.0% 95% - -0.4%
0,025 0.25 1,25 25 0,025 0.25 1,25 25
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Ekl. STD Mik. Ekl. STD Mik.
(Aflatoksin G2) (Aflatoksin G1)
mmm Afla-MIP4  mmmm Aflaprep % Fark mm Afla-MIP4  mmmm Aflaprep % Fark
101% 1.5% 102% 4.0%
< 100% - 1.0% & 100% ; - 2.0%
Q" - 05% |2 gy ‘ - 0.0%
E 100% a [ [ % n 00% E 96% B '20%
i\ --05% | & - -4.0%
[\] 0,
¥ 99% - \ g 10w |2 P - -6.0%
= = 0
) i 8 92% L
O o99 | -1.5% | @ 8.0%
e - 2.0% [ 90% - -10.0%
98% - - -2.5% 88% - -12.0%
0,025 0.25 1,25 25 0,025 0.25 1,25 25
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Ekl. STD Mik. Ekl. STD Mik.

(Aflatoksin B2)

(Aflatoksin B1)

Sekil 4.29. Gergcek oOrnekten aflatoksin 6zitlenmesi. AflaMIP-4 ve Aflaprep

kolonlar1 geri

kazanimlarinin  karsilagtiriimasi.

Ornek: Cesitli

®

derigimlerde

aflatoksin standard karisimi eklenmis kuru incir numunesi.; érnek kutlesi: 50 g;

homojenizasyon ¢ozeltisi: 500 mL metanol:su (30:70, v/v); spike ¢dzeltisi: Standart

aflatoksin ¢ozeltisi; kolona uygulanan érnek hacmi: 10 mL.
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Sekil 4.30. Gergek orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi. AflaMIP-4 kompozit
kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karigsimi eklenmis kuru
incir numunesi. ornek kutlesi: 50 g; homojenizasyon ¢ozeltisi: 500 mL metanol:su

(30:70, v/v); kolona uygulanan 6rnek hacmi: 10 mL.
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Gizelge 4.3. iki kolon arasindaki sonuglarin yiizde olarak uyumu.

Sonuglarin Uyumu (% Fark: Geri Kazanim)

AFTG2

AFTG1

Eklenen Aflatoksin Derigimi

Eklenen Aflatoksin Derigimi

(ng/mL) (ng/mL)
0.1 1.0 5.0 10 0.1 1.0 5.0 10
Findik | -0.64% | 0.12% | -0.36% | -1.30% | -4.00% | -0.19% | -1.30% | -0.37%
Fistik -3.57% | 3.22% | 2.40% | 0.88% | -0.03% | 0.85% | -0.66% | -3.61%
Pul
Biber -1.98% | 0.55% | 1.61% | 0.81% | -0.48% | -0.70% | -0.60% | -0.78%
incir 0.17% | -5.88% | 8.29% | 0.99% | 1.00% | 0.89% | -0.17% | 0.98%
Sonuglarin Uyumu (% Fark: Geri Kazanim)
AFTB2 AFTB1
Eklenen Aflatoksin Derigimi Eklenen Aflatoksin Derigimi
(ng/ml) (ng/ml)
0.1 1.0 5.0 10 0.1 1.0 5.0 10
Findik |-8.08% | -0.40% | -1.53% |-7.51% | -0.36% |-3.38% |-0.01% | -1.05%
Fisttk | -0.88% | 0.85% | -0.03% | 0.52% | -5.41% | 2.97% | 0.91% | -2.61%
Pul
Biber -0.78% | 1.88% | 1.17% |-0.19% | -0.61% | 1.64% |-0.07% | 2.21%
incir -0.38% | -1.99% | 1.01% |-0.69% | -4.37% | 1.56% | 1.82% |-11.26%
4.8. Kolonlarin Tekrar Kullanilabilirligi
daha Once Uzerinde herhangi bir

Bu baslik altinda uygulanan deneyler,

adsorpsiyon-desorpsiyon c¢alismasi yapilmamig bir kompozit ile gergeklestirilmistir.

20 ng/mL toplam Aflatoksin standardi
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ile




adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu on defa tekrarlanmis ve elde edilen ellat
cOzeltisi HPLC ile analiz edilerek alan tekrarlanabilirligi yuzde goérece standart
sapma (% RSD) Uzerinden kontrol edilmistir. Elde edilen sonuglar (Sekil 4.30 ve
Cizelge 4.5), on dongunin ardindan kolon kapasitesinde herhangi bir degisim

olmadigini gostermigtir.
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Sekil 4.31. Kompozit kriyojellerin tekrar kullanilabilirligi.
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Cizelge 4.4. Kolonlarin tekrar kullanilabilirligi.

n=10 Derigim ( ng/mL)
% RSD (Aflatoksin G2) 5.44
% RSD (Aflatoksin G1) 5.61
% RSD (Aflatoksin B2) 4.11
% RSD (Aflatoksin B1) 4.41

4.9. Kompozitler Arasi Tekrarlanabilirlik

Calisma, bes farkli AflaMIP-4 kompozit kullanilarak gergeklestirilmistir. Ozitleme
islemi, 20 ng/mL derisime sahip aflatoksin standard karigimi (Cozelti, herbir
aflatoksin tlrinden 5 ng/mL igermektedir.) eklenmis findik 6zGtld kullanilarak
gerceklestirilmistir. Oziitleme sonucu elde edilen ¢dzeltilerin analizi yapildiktan
sonra elde edilen derisim degerleri kullanilarak bagil standart sapma (% RSD)

degeri hesaplanmistir.

Cizelge 4. 5. Kompozitler arasi tekrarlanabilirlik.

n=5 Derigim ( ng/mL)
% RSD (Aflatoksin G2) 2.83
% RSD (Aflatoksin G1) 5.57
% RSD (Aflatoksin B2) 4.93
% RSD (Aflatoksin B1) 1.14
Sonuglar

incelenecek olursa farkli kompozitlerin, olduk¢ca benzer sonuclar verdigi
gorulecektir. Bu durum ise kompozitlerin rutin aflatoksin analizlerinde rahatlikla

kullanilabileceginin bir gostergesidir.
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Sekil 4.32. Kolonlararasi tekrarlanabilirlik galismasi elGat kromatogramlari (TIC-

LC-MS/MS) (a) Ust uste cakistiriimig gériinim. (b) Ust (iste gakistirlimamis

gorunum.
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EK A. HPLC Yontemi Validasyonu

A.1. Dogrusallik
Dogrusallik c¢alismasi igin toplam aflatoksin derisimi 0.1 ng/mL ile 10 ng/mL

arasindan degisen yedi farkh derisimde (D1-D7) standard c¢oOzelti karigimi

hazirlanip HPLC sistemi ile analiz edilmistir. Calismanin sonuglari Sekil A.1 ve

Sekil A.2'de 6zetlenmistir.

D1 (ng/mL)

D2 (ng/mL)

D3 ( ng/mL)

D4 (ng/mL)

0.025

0.05

0.125

0.25

D5 (ng/mL)

D6 (ng/mL)

D7 ( ng/mL)

0.625

1.25

2.5

Aflatoksin G2. r?=0.9999

Area(x10,000,000)

1.75
150
125
1.00
0.75
0.501

0.25-

O'OOI""I'"'I""I""I"
0.50 0.75 1.00

0.00 0.25

125 150 175 200

225

Aflatoksin G1. r’=0.9999

Area(x10,000,000)

175
150
1.25—5
1.004
0.75—5
0.50—5

0.25-

0.00- P T T T T T T T T T

0.00 0.25

0.50 0.75 1.00

1.25 1.50 1.75 2.00

2.25

(R
Conc.

Sekil A.1. Dogrusallik ¢calismasi sonrasi elde edilen kalibrasyon egrileri.
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Cl (ng/mL) C2 (ng/mL) C3 (ng/mL) C4 (ng/mL)
0.0125 0.025 0.05 0.125
C5 (ng/mL) C6 (ng/mL) C7 (ng/mL) C8 (ng/mL)
0.25 0.625 1.25 2.5

Aflatoksin B2. r?=0.9999
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Sekil A.1. (Devami)
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Sekil A.1. Dogrusallik calismasi sonrasi elde edilen kromatogramlar: (a) 0.1

ng/mL, (b) 0.2 ng/mL, (c) 0.5 ng/mL, (d) 1 ng/mL, (e) 2.5 ng/mL, (f) 5 ng/mL, (g)

10 ng/mL.

A.2. Geri Kazanim

Geri kazanim galismasi. 0.1 ng/mL toplam aflatoksin standardi (XAFTG2G1B2B1)

findik, fistik, kuru incir ve pul biber numunelerinin analizleri yapilarak elde

edilmistir. Ayrica bu veriler kullanilarak ortalama sinyal/guriltid (S/N) oranlari

hesaplanmigtir. Sonuglar, Cizelge A.1’de 6zetlenmistir.

Cizelge A.1. Aflaprep® kolonlarin geri kazanim degerleri.

% Geri Kazanim Ortalama
Findik Fistik incir Pul Biber SIN
Aflatoksin G2 99.36 97.96 99.73 96.41 15
Aflatoksin G1 96.00 99.32 99.79 96.22 19
Aflatoksin B2 91.92 99.08 99.63 97.12 66
Aflatoksin B1 99.64 96.75 97.22 98.01 60
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A.3. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik  ¢alismalari 0.1 ng/mL toplam aflatoksin  standardi
(ZAFTG2G1B2B1) ile gergeklestiriimigtir. Sonuglar. Cizelge A.2’de 6zetlenmigtir.

Cizelge A.2. Tekrarlanabilirlik galismasi sonuglari.

n=6 Derisim ( ng/mL)
% RSD (Aflatoksin G2) 0.77
% RSD (Aflatoksin G1) 2.32
% RSD (Aflatoksin B2) 1.25
% RSD (Aflatoksin B1) 1.47
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EK B. Secicilik Deneyleri, LC-MS/MS Yontemi Validasyonu

Olguim yéntemi sadece segiciligin test ediimesi amaci ile kullanildigindan

dogrusallik ve tekrarlanabilirlik galismasi gergeklestirilmistir.
B.1. Dogrusallik

Dogrusallik galismasi igin mikotoksin derisimi 1.0 ng/mL ile 100 ng/mL arasinda
degisen (AFT G2,G1, B2, B1 icin toplam derigim) yedi farkh derisimde (D1-D7)
standard c¢oOzelti karisimi hazirlanip LC-MS/MS sistemi ile analiz edilmistir.

Calismanin sonuglari Sekil B.1’de dzetlenmistir (Ornek kromatogram Bélim 4.6,

Sekil 4.20'de verilmigtir.).

Aflatoksinler (AFT G2, AFT G1, AFT B2, AFT B1)

D1 (ng/mL) D2 (ng/mL) D3 ( ng/mL) D4 ( ng/mL)
0.25 1.25 2.5 5.0
D5 (ng/mL) D6 (ng/mL) D7 ( ng/mL)
12.5 18.75 25.0
Aflatoksin M1, Okratoksin A
D1 (ng/mL) D2 (ng/mL) D3 (ng/mL) D4 ( ng/mL)
1.0 5.0 10.0 20.0
D5 (ng/mL) D6 ( ng/mL) D7 (ng/mL)
50.0 75.0 100.0

Aflatoksin M1. r2=0.999

Aflatoksin G2. r3=0.999

‘Area(x1,000,000)

1.50+

1.254

1.00+

0.75+

0.504

0.25+

8.0

7.0

6.0

5.0+

4.0

3.0

2.0

1.0

Area(x10,000)

0.00 o,
0.0

0.0-

0.0 50

15.0 20.0 Conc.

Sekil B.1. Dogrusallik ¢calismasi sonrasi elde edilen kalibrasyon egrileri.
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Aflatoksinler (AFT G2, AFT G1, AFT B2, AFT B1)

D1 (ng/mL) D2 (ng/mL) D3 (ng/mL) D4 (ng/mL)
0.25 1.25 2.5 5.0
D5 (ng/mL) D6 (ng/mL) D7 ( ng/mL)
12.5 18.75 25.0
Aflatoksin M1, Okratoksin A
D1 (ng/mL) D2 (ng/mL) D3 ( ng/mL) D4 ( ng/mL)
1.0 5.0 10.0 20.0
D5 (ng/mL) D6 (ng/mL) D7 ( ng/mL)
50.0 75.0 100.0
Aflatoksin G1. r?=0.999 Aflatoksin B2. r?=0.999
40/_aﬁ[x1nnonm Area(x100,000)
Aflatoksin B1. r=0.999 Okratoksin A. r?=0.999
Area(x100,000) Area(x1,000,000)

0.

0.0

0.0 T T
0.0

Sekil B.1. (Devami)
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B.2. Tekrarlanabilirlik
Calisma, 10 ng/mL derisime sahip mikotoksin karigimi kullanilarak gercekles-
tirilmigtir, 6 ardisik enjeksiyon yapilarak bagil standard sapma hesaplanmistir.

Sonuglar, Cizelge B.2 ve sekil B.1’de 6zetlenmistir.

Cizelge B.2. Tekrarlanabilirlik galismasi sonuglari.

n=6 Derigsim ( ng/mL)
% RSD (Aflatoksin M1) 2.11
% RSD (Aflatoksin G2) 3.81
% RSD (Aflatoksin G1) 3.41
% RSD (Aflatoksin B2) 2.67
% RSD (Aflatoksin B1) 1.71
% RSD (Okratoksin A) 1.55
] =
N
i —
p=
] =
LL
<

Sekil B.1. Tekrarlanabilirlik calismasi, LC-MS/MS kromatogramlari.
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EK C. Calismalar sirasinda elde edilen ¢ozeltilerin (adsorpsiyon
efluati, yikama efliati ve eluat) HPLC analizlerinden elde edilen
kromatogramlar.

Bolim 4.5. AflaMIP Kriyojellerin Adsorpsiyon Kosullarinin Optimizasyonu
Kromatogramlar

Y e e P toro 100 DEmn AT S hari = ez T
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Sekil C.1. Aflatoksin derisiminin etkisi (Bolim 4.5.1): Adsorpsiyon efliati HPLC
kromatogramlari. (a) 0.1 ng/mL, (b) 1.0 ng/mL, (c) 5.0 ng/mL, (d) 10 ng/mL, (e)
20 ng/mL, (f) 50 ng/mL, (g) 100 ng/mL, (h) 200 ng/mL, (i) 600 ng/mL

Sekil C.3. Akis hizinin etkisi (Bolim 4.5.2): Adsorpsiyon c¢ozeltisi derisimi: 10
ng/mL. Adsorpsiyon efliati HPLC kromatogramlari. (a) 0.43 mL/dak, (b) 0.50

mL/dak, (c) 0.75 mL/dak, (d) 1.0 mL/dak, (e) 1.5 mL/dak.
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Sekil C.4. Akis hizinin etkisi (Bolum 4.5.2): Adsorpsiyon ¢ozeltisi derigimi: 10
ng/mL. Yikama efllatt HPLC kromatogramlari. (a) 0.43 mL/dak, (b) 0.5 mL/dak, (c)
0.75 mL/dak, (d) 1.0 mL/dak, (e) 1.5 mL/dak.
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Sekil C.5. Yikleme tamponunun pH degerinin etkisi (Bolim 4.5.3): Adsorpsiyon
cOzeltisi derisimi: 10 ng/mL. Adsorpsiyon efliatt HPLC kromatogramlari. (a) pH:
2.0, (b) pH: 5.0, (c) pH: 7.0, (d) pH: 8.0.
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Sekil C.6. YUkleme tamponunun pH deg@erinin etkisi (Bolum 4.5.3): Adsorpsiyon
cOzeltisi derisimi: 10 ng/mL. Yikama efltatt HPLC kromatogramlari. (a) pH: 2.0,
(b) pH: 5.0, (c) pH: 7.0, (d) pH: 8.0.

:

Sekil C.7. Sicakhigin (T) etkisi (Bolim 4.5.4): Adsorpsiyon ¢ozeltisi derisimi: 10
ng/mL. Adsorpsiyon efliati ¢ozeltisi HPLC kromatogramlari. (a) T: 15°C, (b) T:
25°C, (c) T: 30°C, (d) T: 40°C.
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Sekil C.8. Sicakhigin (T) etkisi (Bolum 4.5.4): Adsorpsiyon ¢ozeltisi derigimi: 10
ng/mL. Yikama efliati HPLC kromatogramlari. (a) T: 15°C, (b) T: 25°C, (c) T: 30
°C, (d) T: 40°C.

Sekil C.9. AflaMIP kompozitin icerdigi partikil miktarinin etkisi (Bélim 4.5.5):
Adsorpsiyon c¢ozeltisi derisimi: 10 ng/mL. Adsorpsiyon efliatt HPLC kromatog-
ramlari. (a) 50mg MIP partikil, (b) 100mg MIP partikdl, (c) 200mg MIP partikdl,
(d) 300mg MIP partikdil.
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Sekil C.10. AflaMIP kompozitin igerdigi partikil miktarinin etkisi (Bolum 4.5.5):
Adsorpsiyon ¢ozeltisi derisimi: 10 ng/mL. Yikama eflGatt HPLC kromatogramlari.
(@) 50 mg MIP partikdl, (b) 100 mg MIP partikdl, (c) 200 mg MIP partikdl, (d)
300mg MIP partikdl.

Bolum 4.6. Secicilik Deneyleri Kromatogramlar

Sekil C.11. Segicilik deneyleri (Bolim 4.6): Adsorpsiyon ¢oOzeltisi derisimi: 10
ng/mL. Adsorpsiyon efliati HPLC kromatogramlari. (a) AflaMIP-1, (b) AflaMIP-2,
(c) AflaMIP-3, (d) AflaMIP-4.
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Sekil C.11. Segicilik deneyleri (Bolum 4.6): Yikama ¢ozeltisi derisimi: 10 ng/mL.
Yikama efluatt HPLC kromatogramlari. (a) AflaMIP-1, (b) AflaMIP-2, (c) AflaMIP-3,
(d) AflaMIP-4.

Boliim 4.7. Gergek Orneklerden Aflatoksin Oziitleme Uygulamalari
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Sekil C.14. Gergek oOrneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): AflaMIP-4
kompozit kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karigimi
eklenmis findik 6zitlemesi. Adsorpsiyon efltatt HPLC kromatogramlari; (a)
Aflatoksin icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10
ng/mL.
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Sekil C.15. Gergek Orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): AflaMIP-4
kompozit kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karigimi
eklenmig findik 6zutlemesi. Yikama efluati HPLC kromatogramlari; (a) Aflatoksin

icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10 ng/mL.
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Sekil C.16. Gercek orneklerden aflatoksin 6ziitlenmesi (Bolim 4.7): Aflaprep®
immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis findik 6zlutlemesi. Adsorpsiyon efliati HPLC kromatogramlari; (a)
Aflatoksin icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10
ng/mL.
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Sekil C.17. Gercek orneklerden aflatoksin 6ziitlenmesi (Bolim 4.7): Aflaprep®
immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis findik 6zitlemesi. Eluat ¢ozeltisi HPLC kromatogramlari; (a) Aflatoksin

icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e¢) 10 ng/mL.
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Sekil C. 18. Gergek orneklerden aflatoksin 6zlutlenmesi (Bolum 4.7): Aflaprep®
immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis findik 6zutlemesi. Yikama efluati HPLC kromatogramlari; (a) Aflatoksin

icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10 ng/mL.
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Sekil C.19. Gercek orneklerden aflatoksin 6ziitlenmesi (Bolim 4.7): Aflaprep®
immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis findik 6zitlemesi. Yikama efliati HPLC kromatogramlari; (a) Aflatoksin

icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e¢) 10 ng/mL.
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Sekil C.20. Gergek Orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): AflaMIP-4
kompozit kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis fistik ozutlemesi. Adsorpsiyon efliatt HPLC kromatogramlari; (a)

Aflatoksin icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10

ng/mL.
=W Ii" 1] 9.10. [4.1cd Ded 425nm
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.............................................................................................................
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Sekil C.21. Gergek oOrneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): AflaMIP-4
kompozit kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis fistik 6zutlemesi. Yikama efliati HPLC kromatogramilari; (a) Aflatoksin

icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10 ng/mL.
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Sekil C.22. Gergek orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): Aflaprep®
immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis fistik o6zltlemesi. Adsorpsiyon efliatt HPLC kromatogramlari; (a)

Aflatoksin icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10

ng/mL.
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.......................................................................................................................
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Sekil C.23. Gercek orneklerden aflatoksin 6ziitlenmesi (Bolim 4.7): Aflaprep®
immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis fistik 6zttlemesi. Yikama efliati HPLC kromatogramlari; (a) Aflatoksin

icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10 ng/mL.
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immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis fistik 6zutlemesi. ElGat ¢ozeltisi HPLC kromatogramlari; (a) Aflatoksin

Sekil C.24. Gergek orneklerden aflatoksin 6zltlenmesi (Bolim 4.7): Aflaprep®
icermeyen numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL, (e) 10 ng/mL.
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Sekil C.25. Gergek Orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): AflaMIP-4
kompozit kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis pul biber 6zutlemesi. Adsorpsiyon efluatt HPLC kromatogramlari; (a)
Dusuk derisimde aflatoksin iceren numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng /mL, (d) 5.0
ng/mL, (e) 10 ng/mL.

oSt 32: Pl Bloer— amlpa.us-ng mL 73.10.2012. T4.Icd . Detector AEx: 3€2nm e T R T T T
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Sekil C.26. Gergek oOrneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): AflaMIP-4
kompozit kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis pul biber 6zutlemesi. Yikama efliati HPLC kromatogramlari; (a) Duslk
derisimde aflatoksin igceren numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL,
(e) 10 ng/mL.
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Sekil C.27. Gergek orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): Aflaprep®
immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis pul biber 6zutlemesi. Adsorpsiyon efliatt HPLC kromatogramlari; (a)
Dusuk derisimde aflatoksin igeren numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0
ng/mL, (e) 10 ng/mL.
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Sekil C.28. Gercek orneklerden aflatoksin 6ziitlenmesi (Bolim 4.7): Aflaprep®
immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis pul biber 6zitlemesi. Yikama efltiati HPLC kromatogramlari; (a) Dusuk
derisimde aflatoksin igceren numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL,
(e) 10 ng/mL.
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Sekil C.29. Gergek orneklerden aflatoksin 6zlUtlenmesi (Bolum 4.7): Aflaprep

®

immunoafinite kolonu. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi

eklenmis pul biber 6zutlemesi. Ellat ¢ozeltisi HPLC kromatogramlari; (a) Dusu

k

derisimde aflatoksin igceren numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL,

(e) 10 ng/mL.
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Sekil C.30. Gergek Orneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): AflaMIP-4
kompozit kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmig kuru incir 6zutlemesi. Adsorpsiyon efltatt HPLC kromatogramlari; (a)
Dusuk derisimde aflatoksin iceren numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0
ng/mL, (e) 10 ng/mL.
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Sekil C.31. Gergek oOrneklerden aflatoksin 6zutlenmesi (Bolum 4.7): AflaMIP-4
kompozit kriyojel. Numune: Cesitli derisimlerde aflatoksin standard karisimi
eklenmis kuru incir ézutlemesi. Yikama efliatt HPLC kromatogramlari; (a) Dusuk
derisimde aflatoksin iceren numune, (b) 0.1 ng/mL, (c) 1.0 ng/mL, (d) 5.0 ng/mL,
(e) 10 ng/mL.
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- lyi diizeyde

Betamed Tibbi Miz. Ltd. Sti. (2004-2007),
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Deneyim Alanlari

Analitik Cihazlar (Kromatografi; HPLC, GC, LC-MS, LC-MS/MS, GC-MS,

GC-MS/MS, LC-TOF), kurulum, egitim ve uygulamalari.

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitcesi

Tezden Uretilmis Yayinlar

Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar

Molekuler Baskilama Temelli Aflatoksin Ekstraksiyon Kartuslarinin Tasarimi.

Kromatografi 2012, Gaziosmanpasa Universitesi, Tokat.
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