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ÖZET 

 

 

OKRATOKSİN A TAYİNİ İÇİN MONOLİTİK AFİNİTE 

KOLONLARININ HAZIRLANMASI VE İKİ-BOYUTLU HPLC 

SİSTEMİNDE ÇEVRİMİÇİ ANALİZLERİN İNCELENMESİ 

 

 

Canan ARMUTCU ÇORMAN 

Doktora, Kimya Bölümü 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Adil DENİZLİ 

Kasım 2017, 125 sayfa 

 

 

Sunulan tez kapsamında, besinlerdeki Okratoksin A (OTA) seviyelerinin insan 

sağlığı açısından tolere edilebilir düzeyde olup olmadığını gözlemleyebilmek için 

OTA tayinine yönelik monolitik afinite kolonlarının hazırlanması ve eş zamanlı 

olarak analizlerin iki-boyutlu HPLC (2D-HPLC) sisteminde incelenmesi 

hedeflenmiştir. Çalışmada son yılların gözde araştırma konuları olan monolitik 

kolonlar, çok-boyutlu kromatografik teknikler ve gıda maddelerindeki mikotoksin 

analizi konularının birleştirilmesi amaçlanmıştır. Piyasadaki Okratoksin A 

immünoafinite kolonlarına alternatif kolonlar oluşturmak için çelik HPLC 

kolonlarında hidrofobik afinite temelli monolitik kolonlar tasarlanmıştır. Bu 

doğrultuda, ilk olarak hidrofobik ligand olarak kullanılan L-fenilalanin molekülünün 

polimerleşebilen türevi olan N-metakriloil-L-fenilalanin (MAPA) monomeri 

sentezlenmiştir. Monolitik kolonlar, MAPA monomeri ile 2-hidroksietil metakrilat 

(HEMA)’ın yığın polimerizasyonu ile çelik kolonların içerisinde 75°C'lik su 

banyosunda 3.5 saatte sentezlenmiştir. Monolitik kolonlar, taramalı elektron 

mikroskobu (SEM), elementel analiz, Fourier dönüşümlü toplam yansıması 

azaltılmış infrared spektroskopisi (FTIR-ATR), Raman spektroskopisi ve geri 
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basınç-akış hızı ilişkisi yöntemleri ile karakterize edilmiştir. İlk aşamada, 

hazırlanan monolitik afinite kolonları ile okratoksin A analiz koşullarının 

optimizasyonu tek-boyutlu HPLC (1D-HPLC) sisteminde incelenmiştir. 

Optimizasyon çalışmaları kapsamında; OTA derişimi (0.5-20 ng/mL), MAPA 

monomer miktarı (0-250 µmol), hareketli faz [ACN:H2O (% 2 HAc içeren) (40:60-

45:55-51:49-55:45-60:40)], akış hızı (0.25-1.5 mL/dk), sıcaklık (25°C-40°C) ve 

enjeksiyon hacmi (10-100 µL) etkileri incelenmiştir. Çalışmanın ikinci aşamasında 

ise hidrofobik temelli monolitik kolonlar birinci boyutta ayrıma kolonu olarak, ters 

faz C18 kolonu ise ikinci boyutda analitik kolon olarak HPLC sistemine entegre 

edilmiştir. Gıda maddelerindeki (bira, şarap, mısır ve kahve) OTA eş zamanlı 

olarak iki-boyutlu HPLC sisteminde analiz edilmiştir. 2-5 ng/mL OTA çözeltileri için 

gün içi tekrar kullanılabilirlik % RSD değerleri % 0.21-% 0.49 ve % geri kazanım 

değerleri % 104.44-% 107.33 olarak; günler arası tekrar kullanılabilirlik % RSD 

değerleri ise % 0.44-% 1.31 ve % geri kazanım değerleri de % 104.34-% 107.03 

olarak bulunmuştur. Monolitik kolonların gün içi ve günler arası tekrar 

kullanılabilirlik değerlerinde belirgin bir azalma olmadan defalarca kullanılabileceği 

ve bu yüzden piyasada OTA’nın analizinde kullanılan tek kullanımlık immünoafinite 

kolonlarına alternatif olabileceği kanıtlanmıştır. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Monolitik HPLC kolonlar, İki-boyutlu HPLC sistemi, 

Mikotoksinler, Okratoksin A Analizi. 
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ONLINE ANALYSES IN THE TWO-DIMENSIONAL HPLC SYSTEMS 

 

 

Canan ARMUTCU ÇORMAN 

Doctor of Philosophy, Department of Chemistry 

Supervisor: Prof. Dr. Adil DENİZLİ 

November 2017, 125 pages 

 

 

The aim of this thesis is the preparation of monolithic affinity columns and 

simultaneous determination of Ochratoxin A (OTA) in food by assessing tolerable 

levels for humans with two-dimensional HPLC (2D-HPLC) system. It was aimed to 

combine the hot topics of recent researches such as monolithic columns, 

multidimensional chromatographic techniques and mycotoxin analysis in 

foodstuffs. Hydrophobic affinity-based monolithic columns were designed in steel 

HPLC columns to create alternative columns for disposable OTA immunoaffinity 

columns on the market. First, the N-methacryloyl-L-phenylalanine (MAPA) 

monomer which is polymerizable derivative of the L-phenylalanine molecule used 

as the hydrophobic ligand, was synthesized. Monolithic columns were synthesized 

by the bulk polymerization of MAPA and 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) 

conducted in a steel HPLC column at 75°C (temperature controlled water bath) for 

3.5 h. Monolithic columns are characterized by scanning electron microscopy 

(SEM), elemental analysis, Fourier transform infrared-attenuated total reflectance 

spectroscopy (FTIR-ATR), Raman spectroscopy and back pressure-flow rate 

dynamics. In the first step, optimization of the analysis conditions for OTA with the 
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monolithic affinity columns prepared was studied in a one-dimensional HPLC (1D-

HPLC) system. In this context, OTA concentrations (0.5-20 ng/mL), MAPA 

monomer content (0-250 μmol), mobile phase [ACN:H2O (containing 2% HAc) 

(40:60-45:55-51:49-55:60)], flow rate (0.25-1.5 mL/min), temperature (25°C-40°C) 

and injection volume (10-100 μL) were investigated. In the second step of the 

study, two different columns in the first dimension hydrophobic based monolithic 

columns as separation column and in the second dimension reverse phase C18 

column as analytical column were integrated into HPLC system. OTA in foodstuffs 

(beer, wine, corn and coffee) was simultaneously analyzed in a two-dimensional 

HPLC system. The intra-day RSD% were varied from 0.21%-0.49% with 

recoveries obtained varying between 104.44% and 107.33% whereas the inter-day 

RSD% were varied from 0.44%-1.31% with recoveries found to be 104.34%-

107.03% to the concentration of OTA at 2-5 ng/mL. It has been demonstrated that 

monolithic columns could be used for OTA analysis to alternative single-use 

disposable immunoaffinity columns on the market, which can be used repeatedly 

without significant loss in intra-day and inter-day reusability values. 

 

 

Keywords: Monolithic HPLC columns, Two-dimensional HPLC system, 

Mycotoxins, Analysis of Ochratoxin A. 
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1. GİRİŞ 

Gıda maddelerinde üreyebilen, bu yolla günlük yaşantıda çok sık temasın söz 

konusu olabildiği küfler ve özellikle bunların oluşturdukları toksik metabolitler, 

üzerinde önemle durulan bir araştırma konusudur. Son yıllarda mikotoksinlerin 

gıdalarda görülmesi dışsatımlarda sıkıntılar yaşanmasına, ihracattan dönen ya da 

toksin bulunması nedeniyle dış pazara gönderilemeyen ürünlerin iç pazarda 

değerlendirilmesine neden olmuştur. Özellikle iç pazara yönelik kontrollerdeki 

eksikliklerden kaynaklanan açıklar yüzünden, önemli sağlık sorunlarını da 

beraberinde getirmektedir. İnsanlarda ve benzer şekilde hayvanlarda mikotoksin, 

dozuna bağlı olarak farklı etki göstermektedir. Canlılar mikotoksin ile maruz 

kaldıklarında erken doğum, bağışıklık sisteminin baskılanması (immünosupresif), 

kanda lökosit sayısının azalması (lökopeni), doğurganlığın azalması, kanser veya 

geri dönüşü olmayan ciddi hasarlara ve hatta ölüm ile sonuçlanan akut toksik 

etkiler ile karşı karşıya kalmaktadır. Bundan dolayı, bu sorunları minimum düzeye 

indirebilmek adına, besinlerdeki mikotoksin seviyelerinin tolere edilebilir düzeyde 

olup olmadığını gözlemleyebilmek için yeni, güvenilir, tekrarlanabilir, ucuz ve kısa 

sürede analizi gerçekleştirecek monolitik afinite kolonlarının hazırlanması ve eş 

zamanlı olarak analizlerin iki-boyutlu HPLC (2D-HPLC) sistemlerinde incelenmesi 

hedeflenmiştir.   

Okratoksin A (OTA) toksik bir metabolittir ve bazı Aspergillus ve Penicillium türleri 

tarafından üretilen, çeşitli hayvan yemlerinde, insan gıdalarında ve çeşitli batı 

ülkelerinde insan kan örneklerinin % 80’inde bulunmuştur. Çeşitli araştırmalar 

OTA’nın, karsinojenik, genotoksik, teratojenik, immünotoksik ve nefrotoksik 

olduğunu ortaya koymaktadır. OTA, DNA kırılmaları, protein sentezinin inhibisyonu 

ve glikoneogenez, lipid peroksidasyonu, mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun 

bozulması, kanın pıhtılaşmasının engellenmesi ve apoptotik etkisi nedeniyle büyük 

önem taşımaktadır. Bu nedenle son yıllarda OTA’nın, insanlarda toksik ve 

karsinojenik etkileri üzerine çalışmalar yoğunlaşmıştır.  

Monolitik destek malzemeleri literatüre 1950’li yıllarda girmiş olmasına rağmen ilk 

başarılı kromatografi uygulamaları 1990’lı yıllarda rapor edilmiştir. Bu 

polimerizasyon tekniğinin dolgulu kolonlara karşı en önemli avantajı, partiküller 

arası ölü hacimlerinin olmayışıdır. Ayrıca; geniş ve birbirine bağlantılı akış 

kanalları yüksek akış hızlarında çalışmaya olanak sağlamaktadır. Geri basıncın az 
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olması, iletim ile kütle aktarımı ve difüzyon yolunun kısa oluşu gibi kinetik 

avantajları da bulunmaktadır. Bu ve benzeri üstün özellikleri monolitleri, yeni nesil 

alternatif destek malzemeleri yapmakta ve yeni polimer temelli monolitik kolonların 

hazırlanması konusunda çalışmaların sayısı hızla artmaktadır.  

Gıda maddeleri üzerinde yapılan çalışmalarda örnekleme yapılacak besin 

ortamının karmaşık doğası, uygulanması gereken kromatografik ayırmanın 

oldukça yüksek seçicilikte olmasını zorunlu kılmaktadır. Bu kapsamda; özellikle 

farklı sıvı kromatografisi modları (ters faz, hidrofilik, afinite, jel geçirgenlik vb.) 

ayırma amacıyla kullanılmaktadır. Kromatografik ayırmanın veriminin arttırılması 

için iki-boyutlu kromatografik ayırma yeni bir alternatif olarak değerlendirilmektedir. 

İki-boyutlu yüksek performans sıvı kromatografisi tekniğinde, gerçek örneklerde 

bulunan eser miktardaki bileşiklerin analizinde gerekli olan; zaman alıcı, yoğun iş 

gücü gerektiren, kontaminasyona yol açan, daha fazla organik çözücü gerektiren, 

sonuç olarak analitik hataları artıran ön işlem basamaklarına ihtiyaç duyulmamak-

tadır. İki-boyutlu HPLC (2D-HPLC) tekniği, "çevrimiçi" olarak adlandırılan bir 

adımda tüm bu işlemleri sağlayarak özellikle gıda kontrol ve tarama 

programlarında toksik metabolitlerin kantitatif analizleri için performansı önemli 

düzeyde arttıran popüler bir teknik haline gelmiştir. 

Bu çalışmada, piyasadaki OTA analizi için kullanılan immünoafinite kolonlarına 

alternatif kolonlar oluşturmak için afinite etkileşimleri temeline dayalı yeni nesil 

monolitik HPLC kolonlarının hazırlanması, hazırlanan kolonlar ile OTA’nın 2D-

HPLC sisteminde çevrimiçi analizlerin incelenmesi ve gıda maddelerindeki 

OTA’nın eş zamanlı olarak tespit edilmesi amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Mikotoksinler 

Mikotoksinler, farklı mantar türleri tarafından üretilen toksik ikincil metabolitlerdir ve 

aynı zamanda bu metabolitlerin mantarların gelişimi üzerinde herhangi bir rolü 

yoktur. Mikotoksin terimi; mantar anlamına gelen ‘‘myco’’ (miko) ile kimyasal toksik 

anlamına gelen ‘‘toxin’’ (toksin) kelimelerinden türetilmiştir [1, 2].  

Mikotoksinler kimyasal yapıları bakımından birbirlerinden oldukça farklı 

moleküllerdir. Molekül ağırlığı neredeyse 50 Da olan tek heterosiklik halkadan 

oluşabildiği gibi toplam molekül ağırlığı 500 Da’dan fazla olan düzensiz olarak 

biraraya gelen 6 ile 8 halkadan da oluşabilmektedir [1, 3, 4].   

Tarımsal ürünlerin ve hayvan yemlerinin mikotoksin ile kontaminasyonu dünya 

çapında bir sorundur. Gelişmiş ülkelerde küflü tarımsal ürünlerin insanlar 

tarafından tüketimi söz konusu değilken, çiftlik hayvanları tarafından tüketimi 

gerçekleşmektedir. Bundan dolayı, mikotoksin kontaminasyonu gelişmiş ülkelerde 

hayvan sağlığı açısından önemli bir problemdir. Gelişmekte olan ülkelerde ise gıda 

üretiminin azlığı, üretim sonrası depolama koşullarının ve dağıtımındaki kötü 

koşullar insanların yüksek mikotoksin seviyelerine maruz kalmasına neden olur [2, 

5-7]. 

Mikotoksinler yıllar öncesinde var olmasına rağmen, mikotoksinleri insan ve 

özellikle hayvan hastalıklarındaki çoğu durumda tespit etmek zor olmuştur. Orta 

çağda, Orta Avrupa’da ergot alkoloidleri ile kontamine olmuş çavdar unundan 

yapılan ekmeği yiyen binlerce insan ergot zehirlenmesine maruz kalmış ve 

ergotizm (insana etkili olan en eski ve en fazla bilinen mikotoksikoz) yüzünden 

hayatını kaybetmiştir. Ergotizime, Claviceps purpurea adı verilen bir mantarın 

ürettiği alkaloidlerin sebep olduğunu belirlenmiştir. İnsan ve hayvan sağlığı 

açısından ciddi sorunlara neden olan mikotoksinler 1960’lı yılların başlarına kadar 

pek fazla dikkat çekmemiştir. 1969 yılında İngiltere’de meydana gelen 100.000 

hindi palazının ölümü yem katkısı olarak kullanılan Brezilya yer fıstığının sebep 

olduğu zehirlenme sonucu gerçekleşmiştir. Zehirlenmenin nedeninin Aspergillus 

parasiticus ve Aspergillus flavus adı verilen mantarların ürettiği aflatoksinler olduğu 

belirlenmiştir [2, 8, 9].  
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Yaklaşık 100.000 mantar türü tanımlanmış olmasına rağmen bunlardan 300 kadarı 

potansiyel toksik etkiye sahiptir ve bu önemli mikotoksinleri üreten mantarlar 

Aspergillus, Fusarium, Penicillium ve Alternaria’dır.  Bu türler tarafından üretilen 

önemli mikotoksinlerin en fazla bilinenleri; aflatoksinler (AF),  okratoksin A (OTA),  

zearalenon (ZON) ve bazı trikotosenler (fumonisinler (fumonisin B1), 

deoksinivalon, T-2 toksin)’dir. Önemli mikotoksinlerden bazılarının kimyasal yapısı 

Şekil 2.1’de verilmiştir [10-13].  

 

Şek~l 2.1. Bazı öneml~ m~kotoks~nler~n k~myasal yapıları [12]. 
 

2.1.1. Önemli Mikotoksinler ve Onları Üreten Mantarlar 

Dünya genelinde en sık karşılaşılan ve mikotoksinlerin oluşmasına sebep olan 

mantar türleri 5 farklı gruba ayrılabilir, bunlar; Alternaria, Aspergillus, Claviceps, 

Fusarium ve Penicillium’dur.  Ancak insan ve hayvan sağlığı açısından daha toksik 

bileşiklerin oluşmasına neden olan mantar türleri ise Aspergillus, Fusarium ve 

Penicillium’dur. Bu önemli mantar türleri tarafından üretilen mikotoksinler de; 

aflatoksinler, okratoksinler, trikotesenler, zearalenon, fumonisinler, patulindir ve 

ergot alkoloidleridir [11-15]. Mikotoksin üreten mantar türleri ve oluşturdukları 

mikotoksinlerin listesi Çizelge 2.1’de verilmiştir [12, 15].      

Aflatoksin B1 Aflatoksin B2 Aflatoksin G1 Aflatoksin G2 

Okratoksin A 

Fumonisin B1  
Zearalenon 

Deoksinivalenol 
T-2 Toksin 
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Çizelge 2.1. Mikotoksin üreten mantar türleri ve oluşturdukları mikotoksinlerin 
listesi. 

Mantar Kısaltma Mikotoksin 

Aspergillus flavus; 
Aspergillus parasiticus 

AF Aflatoksin 

Alternaria tenuissima ALT Altertoksin 

Aspergillus ochraceus; 
Aspergillus carbonarius; 
Penicillium verrucosum; 
Penicillim nordicum 

 
OTA 

 
Okratoksin A 

Penicillium expansum; 
Bysochlamis nivea; 
Aspergillus clavatus 

 
PAT 

Patulin 

Fusarium sporotrichioides; 
Fusarium langsethiae 

T-2 T-2 Toksin 

Fusarium avenaceum; 
Fusarium tricinctum 

ENN Enniatin 

Fusarium graminearum; 
Fusarium culmorum; 
Fusarium cerealis 

 
DON 

Deoksinivalenol 

Fusarium graminearum; 
Fusarium culmorum; 
Fusarium equiseti 

 
ZEN 

Zearalenon 

Fusarium verticillioides; 
Fusarium proliferatum 

FB Fumonisin 

Alternaria alternata TeA Tenuazonik asit 

Claviceps purpurea; 
Claviceps fusiformis, 
Claviceps africana, 

 
EA 

Ergot alkaloidi 

Fusarium avenaceum; 
Fusarium tricinctum 

MON Moniliformin 

 

2.1.2. Mikotoksin Oluşumunu Etkileyen Faktörler  

Toksijenik mantarların gelişimine ve mikotoksin oluşumuna etki eden faktörler üç 

ana grup altında toplanmaktadır. 

a) Fiziksel Faktörler: Çevrenin sıcaklığı, nem, bağıl nem, substratın su aktivitesi, 

pH, atmosferdeki gazların oranı, havalandırma ve mekanik hasarlar. 



6 
	

b) Kimyasal Faktörler: Karbondioksit ve oksijen miktarı, substrat bileşimi, 

mahsülde bulunan pestisit ve fungisit türü ve miktarı.  

c) Biyolojik Faktörler: Mikotoksin üretebilme kabiliyeti, mahsülde bulunan uygun 

mantar sporları, akarların ve böceklerin varlığı, mikotoksin oluşturan küfler ile 

birbiriyle rekabet eden diğer küflerin aynı ortamda bulunması, mikrobiyal 

detoksifikasyon [12, 14].  

Şekil 2.2’de toksijenik mantarların gelişimine ve mikotoksinlerin oluşumuna etki 

eden faktörler özetlenmiştir. 

 

                 Su 

  

Depolama Süresi 

   

 

Sıcaklık 

  

Mikrobiyal Etkileşim 

   

 

Substrat 

  

Mekanik Hasar 

   

 

Mantar Genetiği 

  

Böcek Hasarı 

   

 

pH 

  

Mantar birikmesi 

   

 

 

          Mantar türlerinin gelişmesi 

 

 

 

Toksin Üretimi 

Şek~l 2.2. Toks~jen~k mantarların gel~ş~m~ne ve m~kotoks~nler~n oluşumuna etk~ eden 
faktörler [12]. 
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Günümüzde birçok tarım ürünleri ve gıda maddeleri Okratoksin A, aflatoksin, 

patulin, deoksinivalenol, zearalenon vb. gibi mikotoksinler ile kirlenmektedir. 

Çizelge 2.2’de bazı önemli mikotoksinleri, onların bulaştığı tarım ürünleri ve gıda 

maddeleri özetlenmiştir.  

Çizelge 2.2. Bazı mikotoksinler ve onların bulaştığı tarım ürünlerini ve gıda 
maddeleri [16-18].   

Mikotoksin Bulunabileceği Tarım Ürünleri ve Gıda Maddeleri 

 

Aflatoksin 

Tahıl taneleri (buğday, mısır, arpa), baklagiller, fındık, 

yer fıstığı, baharat (kırmızı biber), hindistan cevizi, 

antepfıstığı, kuru üzüm, kahve, incir, süt ve süt 
ürünleri  

 

Okratoksin A 

Tahıl taneleri (buğday, mısır, arpa), baklagiller, fındık, 

yer fıstığı, kuru üzüm, kahve, kakao, meyve suyu, 

şarap, bira, bebe maması, özel tıbbi amaçlı diyet 
yiyecekleri 

 

Patulin 

Meyve ve meyve ürünleri (özellikle elma, elma suyu 

ve elma sirkesi), nektarin, fındık, yer fıstığı, tahıl 
taneleri, domates salçası, mantar 

Deoksinivalenol Tahıl taneleri, patates, kabuksuz meyve, üzüm, bebek 
maması 

Zearalenon Tahıl taneleri (buğday, mısır, arpa, yulaf), baklagiller, 

zeytinyağı, bebek maması 

T-2 Toksin Tahıl taneleri (arpa, yulaf), bebek maması 

 

İnsan ve hayvanların besin zincirlerine mikotoksinlerin bulaşması doğrudan ve 

dolaylı kirlenme ile gerçekleşir. Gıda maddelerinin ve hayvan yemlerinin 

mikotoksinlerle dolaylı kirlenmesi; toksijenik mantarlar ile daha önceden kirlenmiş, 

ham maddelerin ve katkı maddelerinin gıda üretiminde kullanılmasıyla gerçekleşir. 

Doğrudan kirlenme ise gıda maddelerinin ve hayvan yemlerinin toksijenik mantar 

ile enfekte olması ve gözle fark edilir şekilde küflenmesiyle meydana gelmektedir. 
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Gıda maddeleri ve hayvan yemlerinin toksijenik mantar ile kirlenmesi, onların 

üretimi, işlenmesi, taşınması ve ağırlıklı olarak da depolanma evresinde meydana 

gelir. İnsanlar tarafından mikotoksinlerin alımı, mikotoksinler bulaşmış bitkisel 

ürünleri veya bu besinler ile beslenmiş olan hayvanlardan üretilen gıda maddeleri 

aracılığı ile gerçekleşmektedir [4].  

2.1.3. Mikotoksinlerin Canlılar Üzerindeki Etkileri 

İnsanların ve hayvanların mikotoksine maruz kalma riski her zaman vardır ve  

bundan dolayı halk sağlığı alanında mikotoksin sorunu büyük bir problemdir [19]. 

İnsanlarda ve benzer şekilde hayvanlarda mikotoksin, dozuna bağlı olarak farklı 

etki göstermektedir. Canlılar yüksek dozda mikotoksin ile maruz kaldıklarında 

erken doğum, bağışıklık sisteminin baskılanması (immünosupresif), kanda lökosit 

sayısının azalması (lökopeni), doğurganlığın azalması ve ölüm ile sonuçlanan akut 

toksik etkiler ile karşı karşıya kalmaktadır. Düşük dozda mikotoksin alınması 

sonucunda ise kusma, ishal, böbrek ve karaciğer hasarları, akciğer ödemi ve 

tümor gibi klinik semptomlar görülmektedir. Düşük dozda mikotoksin alındığında 

görülen klinik semptomlar, canlılar tarafından uzun süre alındığında kanser veya 

geri dönüşü olmayan ciddi hasarlara neden olan akut toksik etkiler olarak 

sınıflandırılabilirler  [10, 13, 20].   

2.2. Okratoksin A 

1960 yılında mikotoksin biliminin başlamasıyla, insan ve hayvan sağılığında doğal 

toksinlerin etkileri incelenmiş ve Okratoksin A (OTA)’nın Aflatoksinler ile birlikte 

hayvanlara toksik olan mantar metabolitlerinin birinci gruplarından biri olduğu 

tanımlanmıştır [21]. 

OTA, okratoksinler grubu içerisindeki en toksik olan mikotoksindir. Aspergillus ve 

Penicillium cinsine ait mantar türleri tarafından üretilen ikincil metabolitlerdir. OTA, 

Aspergillus cinsi mantarlardan A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius ve A. flavus 

tarafından üretilirken Penicillum cinsi OTA üreticisi ise P. verrucosum’dur [22, 23]. 

OTA, birçok gıda ürünleri ve alkollü içeceklerde tespit edilmiştir. OTA tahıllarda 

(buğday, mısır, arpa), kahvede, kakaoda, baharatlarda, bebek maması, bira, üzüm 

suyu ve şarapta yaygın olarak bulunan tüm dünyayı ilgilendiren bir kirleticidir. Bu 

ürünler arasında tahılların OTA alımının % 50-80’ini oluşturduğu kabul 

edilmektedir [23-27].       
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OTA nefrotoksik, karsinojenik, teratojenik, hepatoksik ve immünotoksik etkilere 

sahiptir [25-27]. İnsanlarda Balkan Endemik Nefropati (BEN)’nin etiyolojik 

etmenidir ve idrar yolu (mesane) dahil tümörler ile ilişkilendirilir [28]. Uluslararası 

Kanser Araştırmaları Ajansı (IARC) tarafından 1993 yılında insanlar için muhtemel 

karsinojen madde olarak 2B grubu içerisinde sınıflandırılmıştır. Avrupa Gıda 

Güvenliği Otoritesi (EFSA) tarafından 2006 yılında insanlar için okratoksinlerin 

tolere edilebilir haftalık alımı 120 ng OTA/kg vücut ağırlığı olarak belirlenmiştir [29, 

30].  

2.2.1. Okratoksin A’nın Kimyasal Yapısı  

Kapalı formülü C20H18O6NCl ve molekül ağırlığı 403.82 g/mol’dür. IUPAC 

tarafından Okratoksin A molekülünün açık formülü ise L-fenilalanin-N-[(5-kloro-3,4-

dihidro-8-hidroksi-3-methyl-1-oxo-1H-2-benzopiran-7)-karbonil]–(R)–izokumarin 

olarak açıklanmıştır [21, 23]. CAS numarası 303–47–9’dur. OTA, 7-karboksi-5-

kloro-8-hidroksi-3,4dihidro-3R-metilizokumarin (okratoksin α; OTα)’in 7-karboksil 

grubuna L-β-fenilalanilin peptid bağıyla bağlanmasıyla oluşmuştur [31]. Şekil 2.3 

ve Çizelge 2.3, Okratoksin A ve ilgili metabolitleri hakkında ayrıntıları içermektedir. 

OTA, beyaz renkte, kristalize bir bileşiktir. Polar organik çözücülerde yüksek 

oranda çözünen; sudaki çözünürlüğü az olan ancak sulu hidrojen karbonatta 

çözünebilen bileşiktir. Isıya karşı oldukça dirençlidir. Kaynama noktası benzende 

90°C iken ksilende 171°C’dir [21, 23]. OTA zayıf asidik özellik göstermektedir. 

Fenilalanil kısmının karboksil grubu ve izokumarin kısmının fenolik hidroksil grubu 

için OTA’nın pKa değerleri sırasıyla 4.2-4.4 ve 7.0-7.3’dür [32]. Ultraviyole altında 

asit solüsyonunda yeşil, alkalin solüsyonunda mavi fluoresan ışıma verir. OTA, 

asitlere karşı dayanıklı ve ortam sıcaklığına karşı da oldukça kararlıdır [33]. 

 

 

Şek~l 2.3. Okratoks~n A’nın k~myasal yapısı [25].  
 

  N-Fenilalanil grubu 

  Fenolik –OH grubu 
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Çizelge 2.3. Okratoksin A’nın kimyasal yapısı ve ilgili metabolitleri [25].   

 

Bileşik R1 R2 R3 R4 R5 

Okratoksin A (OTA) Fenilalanil  Cl H H H 

Okratoksin B (OTB) Fenilalanil  H H H H 

Okratoksin C (OTC) Fenilalanil etil ester  Cl H H H 

Okratoksin α (OT α) OH Cl H H H 

Okratoksin β (OT β) OH H H H H 

4-(R)-hidroksiokratoksin A Fenilalanil Cl H OH H 

4-(S)-hidroksiokratoksin A Fenilalanil Cl OH H H 

10- hidroksiokratoksin A Fenilalanil Cl H H OH 

4-(R)-hidroksiokratoksin B Fenilalanil Cl H OH H 

OTHQ Fenilalanil OH H H H 

Okratoksin A metil ester Fenilalanil metil ester Cl H H H 

Okratoksin B metil ester Fenilalanil metil ester H H H H 

 
2.2.2. OTA’nın İnsan Sağlığı Üzerindeki Etkileri 

Okratoksin A, insanlarda Balkan Endemik Nefropati (BEN; kronik böbrek hastalığı) 

hastalığına yol açmakta ve ayrıca böbrek tümörlerinin oluşmasına neden 

olmaktadır [34, 35]. OTA, hızlı emilim gösteren ve yavaş yavaş yok olan kümülatif 

bir zehir gibi davranır. İnsanlarda, OTA 30 günden fazla bir yarı ömür ile çok yavaş 

bir şekilde metabolize edilir. Plazma proteinlerine neredeyse tamamen bağlanır, 

böbrek ve karaciğer dokusunda birikir [36, 37]. OTA, ilerleyen renal fibroz ve 

proksimal tubül epitelyumun dejenerasyonu gibi renal lezyonlar ve mesane, renal 

pelvis kanseri ve idrar yolu tümörleri ile karakterize edilir [38, 39]. OTA’nın 

genotoksik karsinojen olduğu, oksidatif DNA lezyonlarının başlamasına yol açması 
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nedeniyle kanıtlanmıştır [40, 41]. Ayrıca, OTA organlar ve dokular üzerine, protein 

sentez inhibisyonu, oksidatif stres, transkripsiyon faktörlerinin modülasyonu, 

spesifik hücre sinyal yollarının bozukluğu (kalsiyum homeostazı) gibi farklı 

etkileşim mekanizmalarına etkileri vardır [41, 42].  

2.2.3. OTA’nın metabolitleri 

Hidroliz, hidroksilasyon, lakton hidroliz ve konjugasyon önemli metabolik yollardır. 

OTA’nın ana metabolitleri NADPH varlığında hidroksile edilmiş türevleri olan 4(R)-, 

4(S)-, 10-hidroksiokratoksin A (10-OHOTA) ve karbosipeptidaz A tarafından peptid 

bağının kopmasıyla oluşan Okratoksin α (OTα)’dır. OTα toksik olmayan bir 

metabolittir. OTA’nın lakton hidroliz ürünü olan OP-OTA ise oldukça toksiktir. 

OTA’nın C-5 üzerinde bulunan Cl atomunun sitokrom P450 aracılığı ile kaybolması 

ile Okratoksin B (OTB) oluşur. OTB, OTA’dan daha az toksiktir. OTA’nın tüm 

metabolitlerinin kendisinden daha az toksik olduğu düşünülmektedir. Şekil 2.4’de 

OTA’nın metabolitleri özetlenmiştir [24, 25, 31, 40, 43, 44]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şek~l 2.4. OTA’nın metabol~tler~ [40].  

P450 veya 
peroksidaz 

OTHQ 
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2.2.4. OTA’nın Gıda Maddelerindeki Güncel Limitleri 

Okratoksin A, hayvan ve insan sağlığını ciddi derece tehdit eden önemli bir 

mikotoksindir. Sağlık problemlerinin yanı sıra gıda maddelerinin üretimi, işlenmesi, 

taşınması ve ağırlıklı olarak da depolanma evresinde kirlenmesinin 

engellenememesine,  OTA ile kontamine edilmiş bitkisel ürünleri veya bu besinler 

ile beslenmiş olan besi hayvanlarından üretilen gıda maddelerinin tüketiminin 

engellenememesine ve besi hayvanlarının ölümlerine neden olmaktadır. Bu 

bağlamda da OTA’nın gıdalardaki varlığı, öncelikle sağlık olmak üzere ekonomik 

anlamda da hem ülke içi hem de ülkeler arası piyasayı olumsuz etkilemektedir. 

Olumsuz etkileri en az düzeye indirmek için bütün gıda maddeleri üretim 

aşamalarında ve son tüketiciye ulaşmadan önce gıda maddelerindeki OTA 

içeriğinin belirlenmesi için analiz edilmelidir. Bugün dünyada hemen hemen bütün 

ülkeler, ihraç ettikleri ürünlerin geri dönüşünü azaltmak ve iç pazara gönderilen 

ürünlerin ülke sağlığını olumsuz etkilememesi için gıdalarda bulunabilecek OTA 

düzeyleri için sınır değerler belirlemektedirler. Gıda, Tarım ve Hayvancılık 

Bakanlığı tarafından belirlenen ve Resmi Gazete’nin 29 Aralık 2011 tarihli (28157 

3. mükerrer) sayısı ile yayımlanan Türk Gıda Kodeksi Bulaşanlar Yönetmeliği 

Türkiye için gıdalarda bulunabilecek OTA üst sınır değerlerini belirlemektedir. 

Çizelge 2.4’de, ilgili yönetmelikte belirlenmiş olan değerler verilmektedir.   
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Çizelge 2.4. Gıdalarda izin verilen okratoksin A üst sınır değerleri (Türkiye) [45].  

 

GIDA MADDESİ 

Üst Sınır (µg/kg) 

Okratoksin A 

İşlenmemiş tahıllar 5 

İşlenmemiş tahıllardan elde edilen tüm ürünler1 3 

Kurutulmuş asma meyveleri  
(kuş üzümü, kuru üzüm ve çekirdeksiz üzüm) 

10 

Kavrulmuş kahve çekirdeği ve öğütülmüş kahve 5 

Kahve özütü, çözünebilir kahve özütü veya  
çözünebilir kahve 

10 

Şarap ve meyve şarapları 
(Köpüklü şarap/şampanya dahil, likör şarapları ve 
 hacmen alkol miktarı en az %15 olan şaraplar hariç) 

 
2 

Aromatize şarap, aromatize şarap bazlı içki ve  
aromatize şarap kokteyli 

2 

Üzüm suyu, konsantreden üretilen üzüm suyu, üzüm 
nektarı, üzüm şırası ve konsantreden üretilen üzüm 
şırası 

2 

Bebek ve küçük çocuk ek gıdaları 0,5 

Bebek için özel tıbbi amaçlı diyet gıdalar 0,5 

Kırmızıbiber 
Karabiber 
Hintcevizi 
Zencefil 
Zerdeçal 

01
.0

7.
20

12
 önce 30 

sonra 15 

Meyan kökü 
Meyan kökü özütü2 

20 
80 

1: Doğrudan insan tüketimine sunulan tahıllar ve işlenmiş tahıl ürünleri dahil. 
2: Maksimum limit; 3-4 kg meyan kökünden üretilen 1 kg saf ve seyreltilmemiş 
özütlere uygulanır. 
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2.2.5. OTA Analiz Yöntemleri 

Gıda maddelerinde üreyebilen, bu yolla günlük yaşantıda çok sık temasın söz 

konusu olabildiği OTA analizi, özütlenme, yıkama, ön deriştirme, ayırma ve bu 

özütlerin uygun bir teknik ile analizini içermektedir. OTA’nın özütlenmesi için sıvı-

sıvı özütleme (LLE-liquid-liquid extraction) veya katı faz özütleme yöntemi (SPE-

Solid Phase Extraction) kullanılabilir. OTA özütünün SPE tekniğine uygulanmadan 

önce homojen hale getirilmesi ve sıvı-sıvı özütleme işlemine tabi tutulması gerekir. 

Katı faz özütleme yöntemi çoğunlukla C18, florisil, fenil gibi farklı grupları içeren 

kolon kromatografisinden oluşabileceği gibi immünoafinite kromatografisi (IAC) 

yöntemi ile de olmaktadır [46-49]. İmmünoafinite kromatografisi, OTA’ya özgü 

antikorların katı destek malzemesine kovalent olarak bağlanmasıyla yüksek 

hassasiyet, seçicilik, doğruluk ve uygulamada kolaylık sağlamaktadır. 

İmmünoafinite kromatografisi, uygulamadaki avantajları sayesinde temiz OTA 

özütlerinin elde edilmesini sağlamaktadır [50] .  

OTA’nın özütlenmesi aşamasından sonra enzim bağlı immün test (Enzyme-Linked 

Immuno-Sorbent Assay-ELISA), ince tabaka kromatografisi (Thin Layer 

Chromatography-TLC), kapiler elektroforez (Capillary Electrophoresis-CE), 

floresan dedektörlü yüksek performans sıvı kromatografisi (FD-HPLC), kütle 

spektroskopisi (MS) ve biyosensör teknolojisinden de faydalanılmaktadır [51-54]. 

ELISA yöntemi düşük derişimlerde beklenen analit-antikor özgün etkileşimleri 

yerine yan etkileşimlerin artması nedeniyle kabul edilebilir hassasiyette 

güvenililirliğini yitirmektedir. TLC yöntemi gıdalarda OTA analizinde kesinlik ve 

doğruluk açısından yeterli değildir. Biyosensör teknoloji ise OTA’nın hızlı bir 

şekilde gıdalarda belirlenmesini sağlar; ancak ekipmanların pahalı ve yeni olması 

biyosensörlerin yaygın olarak kullanılmamasına neden olmaktadır. LC-MS, yine 

düşük derişimlerde iyon şiddetlerinin düşmesi ve artan girişim nedeni ile güvenilir 

sonuçlar vermemektedir. Okratoksin A belirlemede yaygın olarak, ilk önce  

immünoafinite kolon (IAK) kullanılmakta ve OTA’nın özütlemesi gerçekleştikten 

sonrada floresan dedektörlü yüksek performans sıvı kromatografisi (FD-HPLC)  

sistemi kullanılmaktadır. HPLC sisteminde floresan dedektör kullanıldığında düşük 

ölçüm limiti (LOQ)’ne sahip yüksek hassasiyette doğru analizler yapılmaktadır [50, 

55, 56]. İmmünoafinite kolonlarının kısa raf ömürleri ve tek kullanımlık olmaları bu 

yöntemin en önemli dezavantajlarıdır  [57]. 
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Kromatografik ayırmanın veriminin arttırılması için ise; iki-boyutlu kromatografik 

ayırma yeni bir alternatif olarak değerlendirilmektedir. İki-boyutlu HPLC uygulama-

ları, özellikle gıda kontrol ve tarama programlarında  toksik metabolitlerin kantitatif 

analizleri için performansı önemli düzeyde arttırdığı literatürde belirtilmektedir.  

2.3. Monolitler 

Monolitler partikül şeklindeki destek malzemelerinin yerine tek bir parçadan oluşan 

oldukça gözenekli destek malzemeleridir. Monolitik kolonda çok sayıda birbiriyle 

bağlantılı gözenekler ve kanallar bulunmaktadır. Hareketli faz, iletim yolu ile bu 

kanallar arasından taşınır. Bunun sonucunda da difüzyon sınırlamasının 

üstesinden gelinerek, hareketli faz ile sabit faz arasındaki kütle transferi çok hızlı 

gerçekleşmektedir. Bundan dolayı monolitler, DNA ve protein gibi oldukça büyük 

biyomoleküllerin çok kısa sürede ayrılmasını sağlamaktadır [58]. Monolitler, 

kimyasal ve hazırlanma bakımından birbirinden farklı biçimlerde hazırlanabilirler. 

Sentetik (polimetakrilat, poliakrilamid, polistren) ve doğal polimerlerden (agaroz ve 

selüloz) ve aynı zamanda inorganik (silika) malzemelerden üretilmektedirler [59]. 

Hazırlanma bakımından ise monolitler disk, çubuk veya tüp şeklinde 

üretilebilmektedir [60, 61].  

2.3.1. Monolitik Malzemelerin Tarihsel Geçmişi  

HPLC için günümüzde piyasada bulunan makro-gözenekli, katı formdaki polimerik 

monolitik sabit fazlar ilk olarak 1992'de Svec ve Frechet tarafından literatüre 

tanıtılmıştır [62]. HPLC için silika temelli monolitler ise daha sonra Tanaka ve 

arkadaşları tarafından bulunmuştur [63-67]. Bu gibi malzemelerin ayırma biliminde 

uygulamasına ilişkin teorik temellerin yarım yüzyılı aşkın süredir tartışıldığının 

hatırlanması oldukça önemlidir; çünkü gözenekli jel yapıların kromatografik 

uygulamalar için önemi ilk olarak 1950’li yılların başında kaydedilmiştir [68]. Nobel 

Ödüllü Robert Synge, 1950'lerde monolitlere benzeyen ilk yapıları önermiştir. 

Fakat o zamanlarda üretilen yumuşak malzemelerin hidrostatik basınç altında 

çöktüğünü fark etmiştir [69]. Ancak, sıvı kromatografisi için sürekli makrogözenekli 

fazların sentezinde başlangıç noktası 1960’lı yıllara kadar dayanmaktadır. Kubin 

ve arkadaşları boyut dışlama kromatografisi için metakrilat temelli hidrojeller 

üretmişlerdir [70]. 1970'lerde polimerik süngerlerin uygulamaları [71, 72], 

1980'lerde sıkıştırılmış yataklar ve 1990'da sert makro-gözenekli organik 

polimerler ve silika çubuklar ortaya çıkmıştır [62-67, 73]. Son zamanlarda, organik-
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inorganik hibrid monolitik malzemeler olarak adlandırılan yapılar rapor edilmiş ve 

bunlar sıklıkla silika monolitik bir destek üzerine polimerik fonksiyonel yüzeyler ile 

birleştirilmiştir [74-77]. Bu uzun süren gelişim sürecinde, polimerik diskler ve açık 

tüpler gibi alternatif monolitik formatlar (çubuklar dışında) ortaya çıkmıştır [78, 79].  

Monolitik malzemeler ayırma bilimi ve biyoanalitik uygulamalar için son 20 yılda 

detaylı bir şekilde gözden geçirilmiştir [80-82]. Svec, 1996 yılında monolitik fazların 

oluşum süreçleri konusundaki ilk araştırmalardan birini yapmıştır [83]. Daha sonra 

1999 yılında Peters ve arkadaşları, polimerik monolitik çubuk kolonların 

uygulamaları, akış özellikleri ve oluşumu üzerine çalışmalar yaparak, monolitik 

yapıların gelişmelerini rapor etmişlerdir [84]. Aynı yıl Svec ve Frechet, çeşitli 

faktörlerin (porojenik çözücü derişimi gibi) monolitlerin morfolojisi ve 

gözenekliliğine etkisini detaylı bir şekilde anlatan çalışmalarını yayınlamışlardır 

[85].  

Monolitik kolonların yüzey kimyalarının çeşitliliği nedeniyle birçok uygulama 

mevcuttur. Afinite kromatografisinin monolitik kolonlara uygun bir teknik olduğunu 

Mallik ve arkadaşları 2006 yılında rapor etmişlerdir [86].  

Silika monolitik kolonların polimerik monolitik kolonlara göre yüzey alanlarının 

arttığı görülmüştür [87-89]. Sonuç olarak, silika monolitik kolonlar küçük 

moleküllerin ayırımında (örneğin, iyon kromatografisi) daha başarılı sonuçlar 

vermiştir. 

Svec, proteomik ve peptid haritalama [90], mikro-SPE (SPE) ve ön deriştirme [91], 

GC [92] ve son olarak immobilize enzimlerin yer aldığı mikro-reaktörlerin [93] 

geliştirilmesinde monolitik kolonların kullanılmasını içeren, monolitik kolonların 

olağanüstü uygulamalarını rapor etmiştir. 

Kolon şeklindeki monolitik malzemelerden yola çıkarak, polipropilen uçlarda 

monolitik malzemelerin kullanılmasını gerektiren özütleme tekniklerini Blomberg 

2009 yılında rapor etmiştir [94]. Monolitik malzemeler disk formatında da 

kullanılabilir. Tennikova ve arkadaşları, membrandan monolitik disk kromatografisi-

ne geçişi, diğer dolgulu kolonlarla (örn., gözeneksiz küreler) karşılaştırarak rapor 

etmişlerdir [95]. Monolitik kolonların diğer bir popüler formatı mikro-akışkan çip 

sistemidir. Bu formattaki ayırma ortamları membranlardan monolitik malzemelere 

kadar ayrıntılı olarak 2005 yılında Peterson tarafından açıklanmıştır [96]. 
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Günümüzde monolitler sentetik, doğal polimerler ve aynı zamanda inorganik 

malzemelerden üretilmektedir. Organik polimer esaslı monolitler protein ve 

polinükleotit gibi büyük moleküllerin ve aynı zamanda virüs gibi büyük partiküllerin 

ayrımını sağlamaktadır. Agaroz temelli monolitlerde aynı amaçlar için kullanılsa 

da, onların kimyasal ve mekaniksel özellikleri HPLC uygulamalarına daha az 

uygundur [59]. 

2.3.2. Yeni Nesil Kolon Dolgu Malzemesi Olarak Monolitler 

Monolitler, 1990’lı yılların başlarında biyomoleküllerin hızlı ayrımı için yeni kolon 

teknolojisi olarak tanıtılmıştır. Bu malzemelerin en önemli özelliği, düzgün akış 

kanallarına,  büyük gözeneklere sahip olması ve bu sayede de düşük geri basınçta 

yüksek akış hızlarının kullanımına izin vermesidir [61, 97, 98]. Tek parçalı 

gözenekli malzemeler olan monolitler ölü hacim içermemektedir. Monolitler ile 

partiküller arası hacim ve yavaş kütle aktarımı problemleri ortadan kalkmaktadır. 

Geleneksel dolgulu kolonlarda kütle aktarımı difüzyon ile sağlandığı için 

gözeneklerden kısmen yararlanılır ve kütle aktarımıda sınırlı gerçekleşmektedir. 

Monolitlerde ise kütle aktarımı taşınımlı geçekleştiği için toplam gözenek 

hacminden yararlanılmaktadır [59, 99]. 

Monolitler kolay hazırlanabilirlikleri, mükemmel akış özellikleri, daha düşük kütle 

aktarım direnci ve basınç düşmesi gibi hidrodinamik özellikleriyle biyomoleküllerin 

ayırımında tercih edilmektedirler [100].  

2.3.3. Monolitlerin Gözenek Yapısı ve Gözenek Özelliklerinin Kontrolü 

Kromatografide gözenekli malzemelerin kullanımı yüzey ile içice bir temasa 

dayanmaktadır. Büyük yüzey alanı sağlamak için çok sayıda küçük gözeneğin 

polimerin içine dahil edilmesi gerekmektedir. Toplam yüzey alanına en önemli 

katkısı olan gözenekler 2 nm’den küçük gözenek boyutları ile mikrogözenekler ve 

2 ile 50 nm arasında değişen boyutlara sahip olan mezogözeneklerdir. 50 nm’den 

büyük boyutlardaki makrogözenekler ise toplam yüzey alanına önemsiz bir katkı 

sağlamaktadır [87, 101]. Yüzey alanını oluşturmada önem teşkil etmeyen 

makrogözenekler monolitlerin esas gözenek yapısını oluşturmaktadır. 

Makrogözenekler hareketli fazın uygun bir basınçta akışını ve sabit faz ile çözelti 

arasında etkili bir etkileşim sağlar [87, 100]. Hareketli faz büyük gözenekli 

makrogözeneklerden akmakta bundan dolayı da iletim ile kütle aktarımı 
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gerçekleşmektedir. Geleneksel dolgulu kolonlarda ise kütle aktarımı difüzyonla 

sağlanmaktadır. Monolitlerdeki makrogözenekler sayesinde kütle aktarımı hızlı bir 

şekilde gerçekleşmektedir. Sonuç olarak monolitlerde analitler difüzyonla değil 

akışın sebep olduğu aktarımla taşınır [102]. Monolitlerin gözenek yapısı sıcaklık, 

gözenek yapıcı çözücü karışımının bileşimine, çapraz bağlayıcı monomerinin 

içeriğine bağlıdır  [60, 87, 103].  

2.3.4. Monolitlerin Avantajları 

Gözenekli polimerik monolitler son yirmi yılda birçok alanda yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Geleneksel dolgulu kolonlar ile kıyaslandığında monolitler;  

ü İletime dayalı taşınım, 

ü Oldukça gözenekli yapısı, 

ü Mükemmel akış özellikleri, 

ü Düşük kütle aktarım direnci ve basınç düşmesi, 

ü Kolay hazırlanabilme, 

ü Kolon doldurmasının kolay olması,  

gibi avantajlarından dolayı biyomoleküllerin saflaştırılmalarında yeni nesil kolon 

dolgu malzemesi olarak kullanılmaktadır [58, 100]. 

2.4. Yüksek performans sıvı kromatografisi (HPLC) 

Yüksek performans sıvı kromatografisi (HPLC) çözünür moleküllerin analizi için en 

önemli tekniklerden birisidir. Farklı ayırma temellerinden dolayı, aynı cihaz ile 

yüksek seçicilikte ve hassasiyette, diğer ayırma tekniklerinin ulaşamayacağı birçok 

analitik problemin üstesinden gelebilir. Ancak, HPLC’deki çözünürlük ve pik 

kapasitesi, tabaka sayısından yoksundur; bu da çok bileşenli karışımlarda yetersiz 

ayırma gücüne yol açmaktadır.  

Pik kapasitesi (PC), ayırma kabiliyetini gösterir, kromatografik sistemde birbirini 

takip eden iki pik arasında kaç tane çözücünün ayrılabileceğinin göstergesidir. 

Ultrayüksek-basınçlı sıvı kromatografisinde (UHPLC) ve süper kritik akış 

kromatografisinde (SFC) PC değeri 1 saatte 300 iken, geleneksel HPLC 

sistemlerde PC değeri 1 saatte 100-200 değerindedir. Daha geniş PC elde etmek 

için çok-boyutlu ayırma sistemleri geleneksel HPLC sistemlerinde dahil edilmelidir  

[104, 105].   
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2.4.1. İki-boyutlu Yüksek Performans Sıvı Kromatografisi (2D-HPLC) 

İki-boyutlu yüksek performans sıvı kromatografisi (2D-HPLC), örnek analizinde iki 

bağımsız sıvı faz ayırma sisteminin uygulandığı tekniktir. 2D-HPLC hem sadece ilk 

boyutta ilgilenilen maddeyi valfın dönmesiyle daha iyi ayrılması için ikinci boyuta 

transfer eder, hem de ilk boyuttaki atıkların tamamını birçok küçük parçalar halinde 

sırasıyla ikinci boyuta transferini gerçekleştirir, bundan dolayı kapsamlı 2D 

kromatografi olarak bilinir (Şekil 2.5). Farklı ayırma mekanizmalarına sahip iki 

kolonu birleştirir. Analitik açıdan, ikinci kolonun son derece verimli olduğu 

düşünülür ve ilk kolonun ayırımı için kimyasal olarak seçici detektör ile 

ilişkilendirilir.  

 

Şek~l 2.5. (A) Tek-boyutlu ve (B) İk~-boyutlu HPLC s~stemler~ne a~t ç~z~mler [106]. 
 

Çok-boyutlu sıvı kromatografisinin teorik ve uygulamalı gelişim tarihini ilk olarak 

Schure incelemiştir. “Çevrimiçi” kapsamlı 2D-HPLC ilk olarak Erni ve Frei 

tarafından çalışılmıştır. 1990 yılında Jorgenson ve Bushey kapsamlı 2D-HPLC 

tekniğini protein ayırımında kullanmış ve ayırma 6 saat sürmüştür. Bu yüzyılın 

başlarında çok çeşitli 2D sıvı faz ayırım metodu proteomik araştırmalara dayanak 

oluşturmuştur. 2006 yılında Stoll ve arkadaşları 30 dakikada protein ayırımını 

gerçekleştirmiştir. Yüksek ayrıştırma gücünden dolayı, son yıllarda 2D-HPLC, 

özellikle kompleks karışımlar ile çalışan kişiler tarafından fazlaca ilgi görmüştür 

[107, 108].  
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2.4.1.1. 2D-HPLC İçin Önemli Performans Parametreleri 

Uygun ön işlem yaklaşımının seçimi, gerçek örneklerden bileşiklerin başarılı bir 

şekilde ayrılmasında önemli rol oynar. Çünkü ön işlem; zaman alıcı, yoğun iş gücü 

gerektiren, kirliliğe yol açan, daha fazla organik çözücü gerektiren, sonuç olarak 

analitik hataları artıran bir işlemdir. Geleneksel olarak, gerçek örneklerde bulunan 

eser miktardaki bileşikler, sıvı kromatografisinde özütleme işlemleri ile 

belirlenmiştir. Bu nedenle, özütleme, ön deriştirme ve temizleme, “çevrimdışı” 

olarak adlandırılan bir dizi işlemde uygulanan ön işlem yaklaşımları olarak 

bilinmektedir. 2D kromatografik ayırma, bu sorunları ortadan kaldırmak için yeni bir 

alternatif teknik olarak ortaya çıkmıştır. 2D-HPLC tekniği, "çevrimiçi" olarak 

adlandırılan bir adımda tüm bu basamakları sağlamak için giderek popüler bir 

teknik haline gelmiştir. Çevrimiçi mod, çevrimdışı moda kıyasla, özel ekipman ve 

teknik beceri gerektirir. Elüe edilen kısımın birinci boyuttan ikinci boyuta transfer 

edilmesi valf, numune döngüsü ve katı faz ara yüzü gibi özel bir ekipman ile 

gerçekleştirilir [109]. Yüksek saflaştırma potansiyeli, tekrarlanabilirlik, kararlılık, 

yüksek verimlilik ve işlem kolaylığı gibi eşsiz özellikler, 2D-HPLC’yi umut verici bir 

teknik yapmaktadır. Bu tekniğin en önemli avantajlarından birinin ön işlem 

süreçlerinde kişisel hatalarının önlenmesi olduğuna dikkat edilmelidir. 2D-

HPLC’nin en etkileyici özelliği, istenilen maddenin ön deriştirme ve özütlemesini 

sağlayan analitik kolon ve katı faz özütleme (SPE) kolonlarının kombinasyonu ile 

oluşturulmasıdır ve ilgili bileşiklerin belirlenmesi için alternatif çevrimiçi yöntem 

sağlamaktadır. Bu yöntem preparatif ve analitik kolonların otomasyonunu içerir, 

önce gerçek numunelerden analitlerin ön işlem süresini azaltarak ön işlem 

adımları arasındaki örnek manipülasyonunu önler, böylece numune kaybını ve 

yabancı madde bulaşma riskini azaltırken, doğruluk ve tekrarlanabilirliği 

arttırmaktadır [110]. 2D-HPLC, yüksek çözünürlük, kolon seçiciliği, diklik ve pik 

kapasitesi gibi benzersiz özelliklerinden dolayı karmaşık karışımların ayrımı için 

çok dikkat çekmiştir [111-119].  

2.4.1.1.1. Pik Kapasitesi 

2D-HPLC, numune karışımına eşzamanlı olarak etki eden çeşitli ayırma 

mekanizması nedeniyle geleneksel ayırma tekniklerinden daha üstündür; bu da 

önemli ölçüde pik kapasitesinin artmasını sağlar [120]. Pik kapasitesi (PC) farklı 

çözeltilere ait kromatografik pikleri, bitişik pikler arasında başarı ile ayırabilen 
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kromatografik ayırımların potansiyel bir yeteneğidir. PC değerleri, geleneksel 

HPLC için 1 saatte 100-200 olarak bulunabilir, bu da çok bileşenli karışımlar için 

yetersiz ayırma gücünü gösterir. Bu sıkıntının, ikinci boyutun ortaya çıkması ile 

üstesinden gelinebilir [105]. 2D-HPLC, çok-boyutlu ayırma sistemlerinin pik 

kapasitiesini artıran iki kromatografik sistemin kombinasyonu sayesinde 1 saatte 

PC değerini 500 üzerinde verir [104]. Pik kapasitesinin yüksek olması çok-boyutlu 

ayırım için oldukça önemlidir. PC, alıkonma alanına yapabilecek maksimum pik 

sayısıdır [121].  

Pik kapasitesi, belirli bir zaman aralığında (ti ile ts) sabit ayırıcılık (çözünürlük, R) 

ile elüe edilen piklerin miktarı olarak tanımlanabilir [122]. Ayrıca, pik genişlik 

birimlerinde ölçülen alıkonma süresi olarak da tanımlanabilir [123]. 

Bir kavram olarak, pik kapasitesi (Nc) ilk olarak Giddings tarafından tanımlanmıştır 

ve izokratik uygulamalarla sınırlı olduğu için ayırma kalitesinin teorik plaka 

sayısından (veya verimlilikten) çok daha önemli olduğunu ileri sürmektedir [124]. 

Giddings'in denklemi şu şekilde ifade edilebilir (R = 1 olduğu varsayılır). 

!" = 1 + &
' ln

*+
*,

                                                                                      (2.1) [108]  

Burada N; teorik plaka sayısını, ti ve ts sırasıyla ilk ve son elüe edilen bileşiklerin 

alıkonma zamanını ifade etmektedir.  

Yukarıdaki açıklamalardan anlaşılacağı üzere, pik kapasitesi tanımı, ayırmanın 

izokratik mi gradiyent mi olduğuna yani ayırma türüne bağlıdır. Horvath ve Lipsky, 

Giddings'in sıcaklığa göre programlanmış elüsyon (Gaz Kromatografi-GC) ve 

çözücü gradiyent elüsyonuna (Sıvı Kromatografi-LC) ilişkin tanımını genişletmiş ve 

pik kapasitesi için ifadeleri, tüm pik genişliklerinin aynı olduğu ve R = 1 olduğu 

varsayımına dayanmaktadır. 

!" = 	 &
' × *+

*,
− 1                                                                                 (2.2) [108]  

Burada N; teorik plaka sayısını, ti ve ts sırasıyla ilk ve son elüe edilen bileşiklerin 

alıkonma zamanını ifade etmektedir.  

Eşitlik 2.1, logaritmik bir bağımlılığa sahiptir, çünkü izokratik türde devam eden bu 

ayırma, tabi ki gradiyent koşullarla elde edilen pik kapasitelerinden önemli ölçüde 
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daha düşük olan pik kapasitesine sahiptir, analiz zamanı her iki koşul için de 

aynıdır. 

Bu nedenle, çözücü gradiyent elüsyon programları genellikle yüksek pik 

kapasitelerine ihtiyaç duyulduğunda uygulanır. 

Genel olarak, nc tüm kromatogram süresi boyunca tutunan ve tutunmayan pikler 

için kullanılan bir ifadedir. Örnek pik kapasitesi, nc
**; ilgili birinci pikin alıkonma 

zamanından (ti) ilgili son pikin alıkonma zamanı (ts) arasındaki fark olarak 

tanımlanır [122, 125]:  

!"∗∗ = 	 *+1*,2                                                                                                          (2.3)                                                                     

Kolaylıkla görülebilir ki, 1D-LC için pek çok yaklaşım vardır, bu durum 2D-LC için 

de yaygındır. 

Pik kapasitesi, n2D, birinci boyutun pik kapasitesiyle ikinci boyutun pik kapasitesinin 

çarpımı ile hesaplanabilir [112]. 

!34	 = !54×!34                                                                                                   (2.4) 

2.4.1.1.2. Ortogonalite 

Ortogonalite, bağımsız ve aynı anda çalışan iki etkin ayırma mekanizmasını 

tanımlamaktadır [126]. Bu tanımlamayı LC-LC'ye uygularsak, ortogonalite farklı 

seçicilik sağlayan iki ayırma mekanizmasıdır [124, 126].  

Eşitlik 2.4’de belirtildiği gibi, 2D-LC, kromatografik performans parametreleri ile çok 

güçlüdür, ancak bu potansiyeli gerçekleştirmek için, iki ayırma boyutunun 

alıkonma mekanizmalarının birbiriyle ilişkilendirilmemesi şarttır. Maksimum pik 

kapasitesi elde etmek için, 2D'de kullanılan kolonların seçiciliklerinin farklı olması 

gerekir. Hareketli faz bileşimleri, akış hızı, sıcaklık seviyeleri (sadece bazı 

durumlarda) optimizasyon sırasında dikkatlice ayarlanmalıdır [108]. 

Ortogonalite ayırma sistemlerinin "seçicilik kabiliyeti" olarak da bilinir. Birinci boyut, 

ilk kolondan piklerin çıkarılmasına izin verir ve oluşan ortogonal ayırma tüm örnek 

piklerini tamamen ayırır [127]. 

2D-RP-HPLC/RP-HPLC'nin ortogonalite özelliği, benzer ayırma mekanizması 

nedeniyle sınırlıdır. Bu sorunu çözmek için, RP kromatografisi ile birleşmiş bir 
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hidrofilik etkileşim kromatografisi (HILIC)'nin birçok doğal kaynağın ayrılmasında 

çok yararlı olduğu kanıtlanmıştır [128]. 

2.4.1.1.3. Ayırıcılık 

Bir ayırma işleminin kalitesi ayırıcılık (R) ile ifade edilmekte ve ayırıcılık iki ardışık 

kromatografik pikin ayrılması olarak tanımlanmaktadır. Tek-boyutlu kromatografide 

ayırıcılık (Rs) matematiksel ifadesi; 

67 = 2 *,9:	1*,
2,9:	;2,

	= ∆*
2                                                                                               (2.5) 

Burada, ti ve ti+1, iki ardışık pikin alınkonma zamanıdır, wi+1 ve wi pik genişlikleri, = 

ise her ikisinin ortalama genişliğidir [127]. 

2D sistemi için, RsD1 ve RsD2, her boyutta birbirini izleyen iki pik arasındaki 

ayırıcılıktır, genel ayırıcılık, Rs aşağıdaki denklem ile hesaplanmaktadır [112]; 

67	 = 67453 + 67433                                                                                            (2.6) 

2.4.1.1.4. Örnekleme hızı/ sıklığı 

Heart-Cutting 2D ayrımında örnekleme sıklığı kapsamlı 2D ayrımında olduğu gibi 

önemli değildir. Birinci boyut ayırıcılığının sağlanması, kapsamlı 2D ayrımında 

izlenmesi gereken önemli bir kuraldır. Pik başına yeterli sayıda örnekleme bu 

amaca ulaşmada yardımcı olabilir [112]. Aslında, 2. boyuttaki tüm analiz zamanı 

uygun örnekleme sayısını sağlamak için yeterince hızlı olmalıdır. Gradiyent 

programın optimizasyonu ve akış hızı düşürülerek yeterli örnekleme hızına 

ulaşılabilir [112]. 

2.4.1.2. Yöntem Geliştirme 

2D-HPLC, boyut dışlama kromatografi (SEC), hidrofobik etkileşim kromatografi 

(HIC), hidrofilik etkileşim sıvı kromatografisi (HILIC) ve afinite kolonları gibi farklı 

ayırma yöntemleri sayesinde iki farklı kromatografik kolonu birleştiren bir sıvı 

kromatografi tekniğidir. Birbirinden bağımsız ayırma teknikleri yüksek pik 

kapasitesi, ayırıcılık ve seçicilik sağlar. Bu yaklaşım, örnek kaybına neden olan 

preparatif basamağı ortadan kaldırır ve büyük bir kromatografik kombinasyon 

seçeneği ile çok yönlü olmasını sağlar [109]. Çok sayıda bileşiklerin hassas bir 

şekilde ayrılmasını sağlamak için 2D-HPLC sisteminde iyon değişimi [129], ters 

faz [130, 131], hidrofobik etkileşim [132], hidrofilik etkileşim ve boyut dışlama [133-
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135] yöntemlerini içeren birbirinden farklı kolon türleri kullanılmıştır [104]. Ayrıca, 

ilgilenilen bileşikler için önemli derecede ortogonal seçicilik sağlayan kolaylaştırıcı 

2D-HPLC için farklı boyut ve uzunlukta monolitik kolonlar ve partikül dolgulu 

kolonlar kullanılmıştır [104]. 

En önemli basamak; örneklerin karakteristik özelliklerine göre kromatografik 

kolonların seçimidir. Ters faz kromatografi kolonu ve hidrofilik kromatografik kolon 

genellikle polar olmayan moleküller için kullanılır [136, 137]. Buna karşın, biyolojik 

makromolekül örneklerinde en yaygın kullanılan iyon değişim kromatografi 

kolonudur. Ayrıca, karbonhidratlar için hidrofobik etkileşim kolonları gereklidir ve 

inorganik iyonlar için iyon kromatografi kolonları önerilir. Buna ek olarak, jel 

kromatografik kolonlar sentetik polimerler için çok uygundur. Stereoizomer için 

siklodekstrin sabit faz olarak kullanılırken, kiral kromatografik kolonlar rasemler için 

uygundur [137].  

1B, kompleks örneklerin analizi ve preparatif saflaştırılması için sıklıkla kullanılır ve 

sahip olması gereken bazı özellikler vardır: 

a) tersinmez adsorpsiyon,  

b) ham özütleri işleme kabiliyeti,  

c) yüksek yükleme kapasitesi,  

d) düşük çözücü tüketimi,  

e) ortogonalite. 

Ne yazık ki, 1D'nin ayırma etkinliği ve pik kapasitesi, örnek karmaşıklığı ile 

sınırlıdır. Bu sınırlama da araştırmacıları çok-boyutlu veya 2D sistemleri 

geliştirmek için teşvik etmiştir. Heart-cutting temeline dayanan ilk yaklaşımda, 

1B'nin seçilen kısımları ikinci boyuta transfer edilir bu da 1D ayrımıyla 

karşılaştırıldığında daha yüksek çözünürlük sağlar. 2D ayırım, çoklu LC pompaları, 

otomatik bir valf, dedektörler ve fraksiyon toplayıcılarının kullanılmasını 

gerektirmiştir [138]. 

Preparatif HPLC (prep-HPLC), kompleks örneklerden bileşiklerin saflaştırılması ve 

ayrımı için yaygın olarak kullanılırken, analitik HPLC (ana-HPLC) sadece yüksek 

çözünürlüklü ayırma etkinliğini arttırmakla kalmaz; aynı zamanda kompleks 

örneklerde hedef moleküllerin tayini ve miktarının belirlenmesini sağlar. Bununla 
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birlikte, matrisin karmaşıklığı nedeniyle, örnekteki bileşenlerin içeriği yapısal ve 

kimyasal olarak benzer özelliklere sahiptir. Geleneksel HPLC sistemi, kompleks ve 

çok bileşenli ürünlerin pik kapasitesi ve ayırıcılığının sınırlandırılması nedeniyle tek 

bir basamakta analiz ve ayrışma ihtiyaçlarını karşılayamamaktadır. HPLC, farklı 

ayırma mekanizması veya farklı ayırma yöntemlerini bir valf kontrolü veya 

çevrimdışı yöntem ile birleştirerek kromatografik teknikler oluşturmuştur [137]. Bu 

sadece kromatografik sistemin pik kapasitesini ve ortogonalite özelliğini 

geliştirmez; aynı zamanda kromatografik pikler arasındaki çakışmayı azaltır. Farklı 

içerikteki örnekleri veya benzer özellikteki örnekleri ayırmayı mümkün kılar. 2D-

HPLC'de seçicilik ayırımı kolon tipi, sorbent gözenek boyutu, sıcaklık ve valf 

değiştirme gibi çeşitli faktörlere bağlıdır. Bu faktörlerin hepsi ayrılmaların etkinliğini 

değiştirmek için kullanılmıştır [129]. 

Ayırıcılık kaybı olmaksızın yüksek geçirgenlik ve akış hızlarından dolayı, monolitik 

kolonlar çok sayıdaki bileşiğin kapsamlı bir şekilde ayrılmasına imkan sağlayan 

ikinci boyutta uygulanmıştır [112, 132, 139]. Ikegami ve arkadaşları ters faz sıvı 

kromatografisi (RPLC) ile birleştirilen C18 silika monolitik kolonları kullanarak ikinci 

boyutun analiz hızını arttırmaya odaklanmışlardır. İzokratik uygulamalarda 

aromatik bileşikler için ayırma süresi, 2D'de 45 ile 60 saniye aralığında 

gerçekleştirilmiş ve toplam pik kapasitesi, 60 dakika içinde 900'e kadar ulaşmıştır 

[104]. Ayrıca, küçük gözeneksiz silika doldurulmuş kolonlar (14x4.6 mm I.D.) 

yüksek çözünürlüklü hızlı ayırma için kullanılmıştır. Bu tip sistem 10 girişli iki 

konumlu valfleri ile iyon değiştirme/ters faz 2D-HPLC'den oluşan tam otomatik 

sistemdir ve altı standart protein analizi için kullanılmıştır. Toplam pik kapasitesi 

600 gibi yüksek bir değer olarak hesaplanmış ve toplam analiz süresi 20 dakikada 

gerçekleştirilmiştir [140]. 

İkinci boyutun analizini hızlandırmanın bir başka yaklaşımı ise 100°C üzerindeki 

sıcaklığın artmasıyla ortaya atılmıştır. Stoll ve arkadaşları yüksek çizgisel hız (>3 

cm/s) ile yüksek ortam sıcaklığını (110°C) uygulamış ve bunu 21 saniyede 

yapmışlardır. Tüm analiz 25 dakika içinde gerçekleştirilmiş ve toplam pik 

kapasitesi 900 olarak bulunmuştur [141, 142]. Yüksek sıcaklık, hareketli fazın 

viskozitesini düşürür, bu da yüksek akış oranları ve düşük basınç düşüşleri sağlar, 

dolayısıyla kütle transferini arttırır. 
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İkinci boyut analizinin yüksek hızından dolayı dedektör sistemi, her veri 

noktasından kaynaklanan ayırıcılık kaybını önlemek için çok hızlı olmalıdır [112, 

143]. Tüm 2D-LC sistemi ultraviyole (UV) [144], foto diyot dizilimi (PDA) [145] ve 

evaporatif ışık saçılımı (ELSD) da dahil olmak üzere çeşitli algılama teknikleriyle 

kolayca birleştirilmiş [146] ve böylece örnek bileşenlerinin kimyasal bileşiminin 

yüksek hassasiyette tayini sağlanmıştır.  

Ayrıca, çeşitli LC kolonlarının seçilmesi, alıkonma zamanını elde etmek ve belirli 

ayırma problemlerini çözmek için kritik bir noktadır. Etkili ve iyi bir ayırım LC 

kolonlarının boyut, polarite, şekil, asitlik/bazlık ve hidrofobiklik gibi özellikleri içeren 

fiziksel ve kimyasal özelliklerine bağlıdır. 

Simpinks ve arkadaşları, zayıf katyon değişimi, karbon kaplı zirkonya (C/ZrO2) ve 

örnek matrislerinden hidrokarbon bileşikleri için geleneksel bir C18 kolonu dahil 

olmak üzere üç fonksiyonelli ters faz kolon kullanan üç-boyutlu HPLC sistemini 

ortaya çıkarmıştır. UV ve MS/MS yöntemleri, yöntem kantitasyon limitleri 0.4 ppt 

olan kompleks örneklerde çok düşük miktarda bileşik için mükemmel ayrımlar 

sağlamıştır [147]. 

Dijkman ve arkadaşları suda asidik herbisitlerin eş zamanlı olarak belirlenmesi ve 

nicelleştirilmesi için bir elektrosprey (ESI) ve atmosferik basınç kimyasal 

iyonizasyon (APCI) ile donatılmış Triple Quadrupole  kütle spektrometrik (MS-MS) 

algılama sistemi kullanılarak çeşitli RP-LC yöntemlerini önermişlerdir. ESI- veya 

APCI-MS-MS yöntemi ile 10 dakikadan daha kısa bir sürede 0.1 μg/L seviyesinde 

asidik pestisitlerin miktarının güvenilir bir şekilde ölçülmesini sağlamıştır [148].  

2D-HPLC yöntemini geliştirmek için uygulanan çeşitli girişimler vardır. Teorik 

hesaplamalar, Jiang ve arkadaşları, Wang ve arkadaşları, ve Schoenmakers ve 

arkadaşları tarafından uygulanmıştır [125, 134, 146]. Analiz süresi Adler ve Kliz 

tarafından oldukça kısa sürelere düşürülmüştür [149]. Popovici, SEC kolonunda 

optimum kolon uzunluğu ve bant genişlemesini araştırmıştır [150]. Reingruber ve 

arkadaşları, yöntemin optimizasyonu için iyileştirme etkilerini araştırmışlardır [151]. 

Yüksek sıcaklığın, viskoziteyi düşüren ve analitlerin difüzyonunu arttıran bir etki 

olduğunu göstermişlerdir [152]. Berek ve arkadaşları 2D-HPLC ile en iyi sonucu 

elde etmek için gözenek boyutu, kolon dolgu malzemesi ve çözücü 

kombinasyonunu incelemişlerdir [153]. 
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2.4.2. Çevrimdışı 2D-HPLC 

Bileşiklerin analizi için en sık kullanılan teknikler, yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisidir (HPLC). Floresan dedektörü (FD), UV-DAD ile karşılaştırıldığında 

düşük algılama limiti duyarlılıkları sağladığı için çoğunlukla tercih edilmiştir. Diğer 

yöntem, bileşik ve elemental bileşimin molekül kütlesi izlenerek yapısal bilgiyi 

sağlayan sıvı kromatografi-kütle spektroskopisi (LC-MS)'dir. Bu teknikler, yüksek 

hassasiyet, ayırma verimliliği, pik kapasitesi ve bileşik tanımlama sayısı gibi birçok 

avantaja sahiptir. Geleneksel HPLC sistemlerinde çevrimdışı yaklaşım yapılır ve ilk 

kolondan toplanan ana fraksiyonlar daha ileri analiz için aynı veya farklı HPLC 

kolonuna manuel olarak yeniden enjekte edilir. Çevrimdışı modda, geniş bir 

solvent seçimi, düşük enstrüman gereksinimi ve yüksek pik kapasitesi elde 

edilebilir; ancak zaman alıcı ve yoğun iş gücü gerektiren, analitik hatalara neden 

olan, numune kaybına ve kirlenmeye yol açma gibi bazı dezavantajlara sahiptir 

[112, 124, 143]. 

2.4.3. Çevrimiçi 2D-HPLC 

"Çevrimiçi" yöntem olarak bilinen ikinci yaklaşım, analitik kolon ile birleştirilmiş 

preparatif kolonun otomasyonunu sağlamaktadır. Böylece birinci boyuttan elde 

edilen fraksiyonları otomatik bir valf aracılığıyla ikinci boyuta transfer eder [143]. 

Çevrimdışı yöntem genellikle analitlerin kompleks matristen özütlenmesi için ilgili 

fraksiyonların elle tekrar enjeksiyonu sırasında kirlenme riskini artıran ve düşük 

örnek geri kazanımına neden olan çok sayıda kromatografik basamağa ihtiyaç 

duyar. Analit kaybını ve kirlenme riskini azaltmak için "çevrimiçi" 2D-HPLC 

geliştirilmiş ve tekrarlanabilirlik sağlanmıştır. Çevrimiçi HPLC'nin en büyük faydası, 

pik kapasitesinin geliştirilmesidir ve bu durum, çevrimdışı HPLC'de sınırlandırılmış 

olan doğal ürünlerin saflaştırılması ve etkili bir şekilde ayrılması olarak ifade 

edilmektedir [146]. Ayrıca, tüm sürecin otomasyonu sayesinde, ön deriştirme ve 

analiz aşaması arasındaki insan hatalarını önleyebilir. Böylece örneklerin ön işlem 

süresi önemli ölçüde kısaltılabilir. Bugünlerde, 2D-LC'deki heart-cutting ve 

kapsamlı 2D ayırma modunun her ikisininde çok sayıda bileşiğin karakterizasyonu 

ve ayırımı için oldukça faydalı olduğunu göstermiştir [154]. 
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2.4.3.1. Heart-cutting Modu 

Heart-cutting 2D-HPLC, belirli bir bölgedeki fraksiyonları birinci kolondan ikinci 

kolona transfer eder ve eser miktardaki analizler için popülerdir. Heart-cutting 

yaklaşımı, ham doğal bitki özütlerindeki ilgili fraksiyonlarla ilgilenen, umut vadeden 

yöntemlerden biridir. İlgilenilen fraksiyon birinci boyuttan elüe edilir ve daha sonra 

doğrudan ikinci boyuta aktarılır, böylece 1D ayırımında iki pikin çakışma olasılığına 

rağmen pik ayırıcılığını düzeltir [155]. Birinci kolondaki ilgilenilen fraksiyon 

deriştirilmiş ve aynı anda ikinci kolona çevrimiçi olarak eklenerek ayırma 

verimliliğini büyük ölçüde artırmıştır [155]. 2D-HPLC, örnek hazırlama süresini 

azaltarak biyolojik matrislerin doğrudan enjekte edilmesine izin verir. Üstelik, bu 

konfigürasyon, birden fazla bileşiğin aynı anda analiz edilmesini sağlar. Heart-

cutting 2D-HPLC, birinci (ön-işlem) kolondaki seçilen numunede sadece ilgilenilen 

fraksiyonu bir valf aracılığıyla ikinci (analitik) kolona transfer eden etkili 

yöntemlerden biri olabilir. Bu yöntem, yabancı maddelerin hassas analizini 

engelleme riskini ve analitik kolonu kirletme riskini azaltır [110]. 

2.4.3.2. Kapsamlı Mod 

1970'de Erni ve Frei tarafından başlatılan kapsamlı mod 2D-HPLC [156], tüm 

örnekleri ilk kolondan ikinci kolona transfer eder. Bu yaklaşım proteomik, doğal 

ürünler ve polimerler gibi yüksek sayıdaki bileşenler için oldukça yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Birçok biyolojik ve tıbbi alanlarda ayırım için uygulanmış ve 

yapısal olarak benzer bileşikler için bile iyi ayırma sonuçları sağlamıştır. Farklı 

özelliklere dayanan, oldukça seçici bir ayırma teknolojisidir. Kapsamlı mod, 

gelişmiş pik kapasitesi ve seçicilik sayesinde heart-cutting moduna mükemmel bir 

alternatif olma potansiyeli ile farklı miktarlarda karmaşık karışımlarda bulunan 

çeşitli bileşikler için uygundur [157]. Benzer yapıya sahip tüm bileşenleri ve doğal 

ürünlerde bulunan çoğunlukla farklı polaritelerdeki tüm bileşenleri ayırmak 

nispeten güçtür [158]. Son gelişmeler, araştırmacılara bileşiklerin karmaşık 

örneklerden ayrılması ve tanımlanması için yeni stratejiler sağlamıştır. Kapsamlı 

yaklaşım, heart-cutting moduna göre iki avantaj ile farklılık gösterir: Bunlardan biri, 

heart-cutting modunda iken her iki boyutta ayırıma tabi tutulur, çok sayıda çok 

bileşenli fraksiyonlar ikinci kolona transfer edilir, bu da örnek taşıma kayıplarını 

ortadan kaldırır [159]. İkincisi, gerçek numunelerde bulunan daha karmaşık 
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karışımlar söz konusu olduğunda gelişmiş pik kapasitesi ve daha yüksek ayırıcılık 

ile daha iyi ortogonalite özelliği sunar [160]. 

2.4.4. 2D-HPLC Uygulamaları 

2D-HPLC ilk kez 1978'de ortaya atılmış ve özellikle son 20 yılda proteomik, doğal 

ürünler, biyolojik numuneler, polimerler, farmasötik ve çevresel analizler için 

geleneksel tekniklere alternatif olarak uygulanmaktadır. Özütleme, ön deriştirme, 

temizleme ve tayin ile ilgili tüm otomasyonlar eser miktardaki bileşiklerin analizini 

gerçekleştirmede önemli bir rol oynamaktadır. Bu yöntemin en önemli avantajı, 

büyük miktarlardaki organik çözücülerin kullanılmasını önleyen ön işlem 

süreçlerinin dezavantajı için bir çözüm sunmaktır. Ayrıca, çevrimiçi yöntem yüksek 

akış hızlarıyla çalışmaya izin verir. Bu şekilde, proteinler gibi makromoleküllerin 

daha kısa sürede ayırımı mümkündür. Düşük geri basınç, aktarım yoluyla kütle 

transferi ve daha kısa difüzyon yolu gibi benzersiz avantajlar, onları yeni alternatif 

bir teknik haline getirir. 

2.4.4.1. Çevresel Uygulamalar 

Eser miktardaki organik kirleticiler, insan sağlığına zarar verebilecek şekilde 

mutajenik, toksik ve kanserojen etkilere sahip en ciddi bileşenlerden biridir. 

Havada, suda, topraklarda ve besinlerde biriken çevre kirleticileridir ve böylece 

düşük derişimlerde bile insanlarda sağlık riskleri oluştururlar. Dokulardaki yüksek 

derişim akciğer, karaciğer, mesane ve cilt dahil olmak üzere birçok kanser türüne 

neden olmaktadır. Bu bileşiklerin tanımlanması ve tayini, tehlikeli karakteristik 

özellikleri nedeniyle büyük ilgi uyandırmaktadır. Bu amaçla, eser miktardaki 

bileşiklerin tayini için birçok pratik ve hassas 2D-HPLC işlemleri geliştirilmiştir. 

Murahashi ve arkadaşları, otomobil egzozundaki kanserojen 1-nitropiren tespitinde 

C18 ve pentabromobenzil kolonundan oluşan 2D-HPLC sistemini kullanmışlardır. 

Nitropirenin dizel ve benzindeki tayin aralığı 0.01 ve 3.0 ng/mL olarak belirlenmiş 

ve analizi 40 dakikada gerçekleştirilmiştir. Önceki çalışmaya benzer şekilde, aynı 

grup 12 ters faz HPLC kolonu kullanarak alkanlar, alkilbenzenler ve polisiklik 

aromatik hidrokarbonlar (PAH)'ları ikinci boyutta 0.1 dakika içinde tamamen 

ayırmışlardır [161]. Tanaka ve arkadaşları PAH'ların ve benzen türevlerinin analizi 

için kapsamlı 2D-HPLC'yi kullanmışlardır. İlk boyutta floralkilsilil bağlı (FR) silika 

parçacıklarla doldurulmuş ters faz kolonu ve ikinci boyutta iki oktadesilsilillenmiş 
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(C18) veya farklı fazlar (pentabromobenziloksi) ve propilsilil bağlı (PBB) monolitik 

silika kolon kullanarak ayrımı gerçekleştirmiştir. Pik kapasitesi 60 dakikada 1000 

olarak bulunmuştur [162]. 

Atmosferik aerosollerden yayılan organik asitlerin analizi için yeni bir yöntem Pol 

ve arkadaşları tarafından geliştirilmiştir. Kapsamlı 2D-HPLC, birinci boyutta güçlü 

katyon-dışlama (SCE) kolonu, ikinci boyutta ise C18 dolgulu kolonu kullanılan ESI-

TOF-MS'e bağlı LC-LC sistemi ile oluşturulmuştur. Pik alanlarının göreceli standart 

sapması (RSD) % 8 ve standart karışımların bileşikleri için teşhis sınırı (LOD) 

değerleri 0.01 ng ile 1.14 ng arasında belirlenmiştir [163]. 

2.4.4.2. Biyolojik Örneklerdeki Uygulamalar 

İnsan genom projesinin tamamlanmasını bekleyen bilim dünyası, projenin 

sonunda elde edilmesi beklenen cevaplara ulaşılamadağı için hayal kırıklığına 

uğramıştır. Ancak, GENOM projesi, bilimsel toplum için Omiks Çağı olarak bilinen 

yeni bir devri başlatmıştır. Omiks araştırmalarına olan ilgi kanser, AIDS, parkinson, 

Alzheimer ve otoimmün hastalıklar gibi epidemik hastalıklar ve genetik 

bozukluklara çare bulmayı hedeflediğinden her geçen gün katlanarak artmıştır. Bu 

ilgi sadece hastalıkların kökeninin belirlenmesi değil aynı zamanda hastalığın 

seyrini izlemek, tedavi ve hastalık metabolizmasını belirlemektir. Omiks 

çalışmalarında metal ve/veya metaloprotein profillemesini içeren metallomik, 

metabolit profili içeren metabolomik, glikoprotein profillemesini içeren glisiklik, 

protein profili ve dağılımı da dahil olmak üzere proteomik’in dahil olduğu geniş bir 

çalışma alanı çeşitli araştırma grupları tarafından araştırılmıştır. Her omiks alanın 

kendi yaklaşımları olsa da kromatografik ayrım/ön deriştirme bu analizler için basit 

bir yöntemdir.  

Omiks araştırmalarında biyolojik ortamların karmaşık yapısı kromatografik ayırım 

işlemini oldukça seçici olarak zorlar. Literatürde, iki-boyutlu HPLC uygulamalarının 

özellikle proteinlerin ayrılması ve kantitatif analizi için performansı arttırdığı 

bildirilmiştir. 

Proteinler için yeni tekniklerin gelişimi ve insan hastalık mekanizmalarına yeni 

bakış açısı sağlayan peptid analizi için artan bir ilgi vardır. Bununla birlikte, en çok 

kullanılan ayırma sistemi, protein haritalaması için 2D-poliakrilamid jel 

elektroforezidir (2D-PAGE) ve molekül ağırlığı 15 kDa'dan yüksek proteinler için 
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düşük özütleme verimliliği ve düşük çözünürlük gibi bazı sınırlamalara sahiptir. 

Ayrıca, bu teknik karmaşık, zaman alıcı, otomasyonu zor, yoğun iş gücü ve hiçbir 

şekilde spektroskopik belirleme ile birleşmemiştir. Bu sınırlamaları gidermek için, 

protein ve peptitlerin ayırım verimliliğini ve seçiciliğini arttırmak için farklı ayırma 

mekanizmalarına sahip çeşitli kromatografik modlardan oluşan 2D-HPLC 

ayırımları kullanılmıştır [164]. 

HPLC ile kütle spektrometrisinin kombinasyonu, diğer yaklaşımlara kıyasla, 

oligosakkaritler de dahil olmak üzere biyopolimerlerin yüksek hassasiyet ve 

seçicilik ile ayrılmasını geliştirmiştir. 

Williams ve arkadaşları, monoklonal antikorların (mAb) karakterizasyonu için UV-

dedektörü ile bağlı 12 pozisyonlu valf sistemini kullanmışlardır. Birinci boyut 

ayırımı, protein A afinite kromatografisi (ProA) vasıtasıyla, ikinci boyut ayırımı ise 

boyut dışlama kromatografisiyle sağlanmıştır. Otomatikleştirilmiş bir ProA-SEC 

2D-HPLC yöntemini, diğer yaklaşımlardan farklı kılan iki kolon arasında fraksiyon 

toplama cihazı sağlamak üzere tasarlanmasıdır. LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 

0.016 mg/mL ve 0.052 mg/mL olarak belirlenmiştir [165]. 

Wang ve arkadaşları metabolom tasarımı ve optimizasyonu ve ayrıca lipidom 

ayırımı için farklı LC ayırım sistemlerine fraksiyonların çevrimiçi olarak transfer 

edilmesiyle yeni bir 2D-LC sistemini sunmuşlardır. 2D-LC yöntemini MS sistemi ile 

birleştirmiş ve 4 pozisyonda çalıştırılan 3lü valf konfigürasyonu ile çalışan bu 

sistemi, 17 karakteristik standardı kullanarak valide etmişlerdir. BEH C8 kolonu, 

metabolomu lipidomdan ayırmak için kullanılmış, lipidomik analiz için HSS T3 

kolonu piyasaya sürülmüş ve LOD değerleri pg/mL olarak verilmiştir [136]. 

2.4.4.3. Gıdalardaki Uygulamalar 

Gıda maddelerinin karmaşık yapısı daha seçici kromatografik ayırımların olmasını 

gerektirmektedir. Bu bağlamda, ayırımın sağlanması için özellikle farklı sıvı 

kromatografik modlar gerçekleştirilmiştir. Literatürde özellikle gıda kontrolünde ve 

tarama programlarında bulunan gıda metabolitlerinin niceliksel analizi için iki-

boyutlu HPLC uygulamalarının performansı arttırdığı bildirilmiştir. 

Mondello ve arkadaşları, triaçilgliserollerin (TAG'ler) ayrılması için atmosferik 

basınçlı kimyasal iyonizasyon kütle spektrometresi (APCI-MS) algılama sistemi 

kullanılarak gümüş iyonu ters faz (Ag-RP-HPLC) ile geliştirilen kapsamlı LC'yi 
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(LC/LC) tanıtmışlardır. Sistem ikinci boyutta 90 saniyede gradiyent elüsyonunu 

etkili bir biçimde gerçekleştirmiş ve 120 dakika içinde 4 TAG (POP, OOP, OOO ve 

POS) karışımı içeren pirinç yağı ayırımını tamamlamıştır [139]. 

Kogus ve arkadaşları çemenotu tohumlarında C-glikosil flavonlarının belirlenmesi 

için başka bir yaklaşım bildirilmişlerdir. 2D-HPLC sistemini birinci boyut olarak 

fenil-RP18 kolonu ve ikinci boyut olarak iki RP-18 kolonunu kullanarak 

gerçekleştirmişlerdir. Yöntem, on sekiz C-glikozil flavon bileşiğinin yüksek ayırıcılık 

ile belirlenmesini HPLC-DAD-MS sistemi kullanarak sağlamıştır [166]. Kalili ve 

arkadaşları, çevrimdışı 2D-HPLC sistemi ile elma ve kakao özütlerinden 

prosiyanidinleri tayin etmişlerdir. Önce prosiyanidinler birinci boyutta HILIC 

yöntemi ile ayrılmış ve ikinci boyut olarak da RP kolonlarına transfer edilmiştir, UV 

ve ESI-MS sistemleri kullanılarak da belirlenmişlerdir. HILIC ve RP-LC-MS 

kombinasyonu, kakao ve elma örnekleri için pik kapasitelerini sırasıyla 3137 ve 

2334 olarak sağlamıştır [167]. Aynı grup, yeşil çaydan fenolik bileşiklerin 

ayrılmasını benzer bir yaklaşım ile 3556 pik kapasitesi elde ederek sağlamışlardır 

[168].  

Leitneret ve arkadaşları tarafından et ürünlerine eklenebilecek soya fasulyesi 

proteininin analizi rapor edilmiştir. Çevrimdışı 2D-LC-MS/MS sistemi, yüksek 

seçicilik ve yüksek hassasiyet ile bütün et örneklerinden G4 peptidlerini tespit 

etmeyi başarıyla gerçekleştirmişlerdir [169]. Castro-Rubio ve arkadaşları ise 

domates meyvesinden (Lycopersicon esculentum) N-bağlı oligosakkaritlerin 

saptanması için MALDI-TOF-MS ile birleştirilmiş HPLC sistemini kullanmışlardır 

[170]. 

Jakobsen ve arkadaşları, D3 vitamini ve 25-hidroksivitamin D3'ün belirlenmesi için 

bir yöntem geliştirmişler ve bu yöntemi gıda bileşim tablolarına katkıda bulunmak 

için domuz eti, yağsız et ve domuz yağı analizlerinde uygulamışlardır. Bu 

yaklaşımda, vitaminler önce alkalin hidroliz, katı faz özütleme (SPE), silika ve 

amino kolonları olan yarı hazırlayıcı HPLC kullanılarak ön ayırımı gerçekleştirilmiş, 

ardından da RP-HPLC (C18 column) kolonu ile tayin edilmiştir.  D vitamini kesinliği 

sırasıyla yağsız et ve domuz yağında % 9.1 ve % 7.1 olarak bulunmuş, geri 

kazanım değerleri ise D3 vitamini için yaklaşık % 94.7, 25-hidroksivitamin D3 için 

ise % 99 olarak belirlenmiştir [171]. 
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McSheehy ve arkadaşları, doğal selenyumlu topraklarda hasat edilen sarımsakta 

selenyum saflaştırma ve izolasyonu için 2D-HPLC ayrımlarının kullanımını 

belirtmişlerdir. SEC yöntemi, sarımsak özütlerinden ilgili fraksiyonların izolasyonu 

için birinci boyut olarak kullanılmıştır. Birinci boyuttan toplanan fraksiyonlar RP-

HPLC kolonuna aktarılmış ve ICP-MS ile tayini gerçekleştirilmiştir [172].  

2.4.4.4. İlaçlardaki Uygulamalar 

Zhang ve arkadaşları, 2D-HPLC sisteminde yeni bir konfigürasyon olan çok yönlü 

heart-cutting yaklaşımını kullanmışlardır. Bu yaklaşım ile altı pozisyonlu valf 

sistemli ve detektör sistemi olarak UV-yüklü aerosol MS (UV-CAD-MS) 

kullanılmıştır. Küçük farmasotik bileşikler, safsızlık ve bozunma ürünleri için pik 

kapasitesini ve diklik özelliğini arttırmak için RP-HILIC ve RP-RP sisteminin 

otomasyonu sağlanmıştır [121]. Yang ve arkadaşları, GNE1 farmasotik 

maddesinin ve izomerlerin saf olmayan standartlarınının analizi için heart-cutting 

2D-LC yaklaşımı üzerinde durmuşlardır. Ana bileşiğin ve safsızlıkların seçici olarak 

ayrılması için Zorbax Eclipse XDB C-18 ve Xselect CSH fenil-heksil kolonlarını 

kombine etmişlerdir. İzomerler için LOD değeri 0.1 g/mL, LOQ değeri ise % 4.1 

göreceli standart sapma ile 0.25 g/mL olarak bulunmuştur [154]. Lee ve 

arkadaşları, farmasotik bileşiklerin analizinde PDA ve MS'e alternatif heart-cutting 

yöntemi sunmuşlardır. Yeni bir ilaçın (bileşik A) 2D ayrımı, UV detektör sistemi 

kullanılarak gradient koşulları altında ACE Fenil kolonu ile kombine RP18 kolonları 

ile gerçekleştirilmiş, kiral ayırım ise bileşik A'nın dört izomerinin hepsinin ayrılması 

için izokratik modda CHIRALPAK AD-H kolonu kullanılarak gerçekleştirilmiştir 

[173]. Stol ve arkadaşları, aktif farmasötik malzemelerin içindeki safsızlıkların ve 

bozunma ürünlerinin LC-LC ayırımının tespit hassasiyetini göstermişlerdir. 

Karmaşık matrislerde çok düşük derişimde bulunan naproksen ve onun 

fotodegradasyon ürünlerinin ayrılması için DAD dedektör sistemi kullanarak RP-

RP sistemi geliştirmişlerdir. Tek-boyutlu ayırımı kısa kolon (5 cm x 2.1 mm i.d., 

RP) kullanarak 8 dakika gibi kısa bir sürede, iki boyutlu ayırımı ise 3.5 dakika 

içinde gerçekleştirmişlerdir [174]. Burns ve arkadaşları, ilaç keşfinde 2D-HPLC'nin 

rolünü anlamış ve daha sonra bu sistemi doğal bir üründen farmasötik maddenin 

ortaya çıkarılması için kullanmışlardır. Bu yeni yaklaşımı haşhaş sapından morfinin 

ayırımında kolon seçiminin optimizasyonu için kullanmışlardır. Bu çalışmada, 

bitkinin ham özütünden morfinin çok-boyutlu analizi için LC/MSD TOF sistemi ile 
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birleştirilmiş aromatik ve hidrofobik durgun fazların on altı farklı kombinasyonu 

kullanılmıştır [175]. Stevensen ve arkadaşlarının sunduğu benzer bir yaklaşımda, 

on yedi çeşit difenil-C18 kolon kombinasyonu ile morfinin ayırımı için LC/TOF-MS 

kullanılmıştır [120]. 

2.4.4.5. Sentetik Polimerlerdeki Uygulamalar 

Sentetik polimerlerin ayırımı için polimerlerin kimyasal bileşimine göre uç grup 

işlevselliğini farklı polaritelerle ele alan çeşitli yaklaşımlar yapılmıştır. Snauko ve 

Berek, LC-SEC kolonlarını refraktif indeks (RI) dedektörü ve çok açılı ışık saçılımı 

(MALS) dedektörü ile birleştirilmiş bir sistemde kullandıklarını rapor etmişlerdir. 

Neredeyse aynı molar kütlelere sahip polistiren (PS) ve poli(metil metakrilat)'ı 

(PMMA), küçük bir LC-LCD kolonu kullanılarak dört dakika içinde analiz etmişlerdir 

[176]. Cuong ve arkadaşları, PEG ve metil eterlerinin tayininde RI dedektör ile 

birleştirilmiş ters faz kolonu kullanmışlardır. Düşük molekül ağırlığındaki 

oligomerlerin aseton-su içerisinde çözündüğü, daha yüksek molekül ağırlığındaki 

oligomerlerin ise metanol-su içerisinde çözündüğünü belirtmişlerdir [177]. Cho ve 

arkadaşları, farklı molekül ağırlığında sentezledikleri siklik polistrenlerin 

karakterizasyonları için SEC ve etkileşim kromatografisi (IC) türlerini 

kullanmışlardır [178]. 
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3. MALZEME VE YÖNTEMLER 

3.1. Kimyasal Malzemeler 

P(HEMAPA) monolitik kolonların hazırlanmasında temel bileşen 2-hidroksietil 

metakrilat (HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve fonksiyonel monomerin 

sentezinde kullanılan L-fenilalanin, metakriloil klorür Sigma-Aldrich (St. Louis, 

ABD) firmasından sağlanmıştır. Ayrıca hareketli fazların hazırlanmasında 

kullanılan asetik asit de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, ABD) firmasından 

temin edilmiştir. Potasyum persülfat (KPS), metanol (HPLC için uygun saflıkta) ve 

asetonitril (HPLC için uygun saflıkta) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasından 

sağlanmıştır. Standart olan Ochrastandart ve karşılaştırma amacıyla kullanılan 

Ochraprep® immünoafinite kolonu, R-Biopharm Rhone  (Darmstadt, Almanya) 

firmasından temin edilmiştir. Deneyler sırasında kullanılan su; Barnstead 

(Dubuque, IA) ROpure LP® ters ozmoz üniteli selüloz asetat membranlı 

(Barnstead D2731) ve Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid 

uzaklaştırıcılı, iyon değişimli ultra saf su cihazından sağlanmıştır. Kullanılan cam 

malzemeler gece boyu % 5’lik nitrik asit çözeltisinde tutulmuş ve kullanılmadan 

önce deiyonize su ile durulanarak tozsuz bir ortamda kurutulmuştur. 

3.2. Deneysel Yöntemler 

3.2.1. N-Metakriloil-L-Fenilalanin (MAPA) Monomerinin Sentezlenmesi 

N-Metakriloil-L-fenilalanin (MAPA) monomeri literatüre uygun şekilde 

sentezlenmiştir [179]. Uygulanan yöntem kısaca şöyledir: 5.52 mmol, (0.91 g) L- 

fenilalanin, 1 M NaOH sulu çözeltisinde deney tüpü içinde çözülmüştür. MA-Bt 

(5.52 mmol) çözeltisi içeren 1,4-dioksan (25 mL) yavaşça aminoasit çözeltisi içine 

eklenmiştir. Karışım oda sıcaklığında 10-20 dakika karıştırılmış ve reaksiyonun 

tamamlanmasına izin verilmiştir. Reaksiyon bittiğinde vakum altında 1,4-dioksan 

buharlaştırılarak uzaklaştırılmıştır. Çökelti su ile seyreltilmiş ve reaksiyon sonucu 

oluşan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL) ile çekilmiştir. Toplanan sulu 

monomer çözeltisi % 10'luk HCI çözeltisi kullanılarak pH 6.0-7.0 (metakriloil 

grubunun asidik ortamda olası polimerleşmesini engellemek için pH 6.0-7.0 

civarında tutulmalıdır) olacak şekilde nötürleştirilmiştir. Döner buharlaştırıcı ile su 

yapıdan uzaklaştırılarak reaksiyon ürünü MAPA monomeri (açık kahverengi renkli 

çökelek) elde edilmiştir. Elde edilen MAPA monomeri, Fourier dönüşümlü toplam 

yansıması azaltılmış infrared spektroskopisi (FTIR-ATR) ile karakterize edilmiştir. 
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3.2.2. P(HEMA) ve P(HEMAPA) Monolitik HPLC Kolonların Hazırlanması 

P(HEMAPA) monolit, paslanmaz çelik HPLC kolonlarında N-metakriloil-L-

fenilalanin (MAPA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve potasyum persülfat 

başlatıcı varlığında yığın polimerizasyonu ile hazırlanmıştır. Gözenek oluşturucu 

olarak toluen, çapraz bağlayıcı olarak da etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) 

kullanılmıştır. Şekil 3.1'de monolitik kolonun hazırlanmasında kullanılan sistem 

gösterilmiştir. Çizelge 3.1'de monolitik kolonların hazırlanma reçetesi ve 

polimerizasyon koşulları verilmiştir. Polimerizasyon sonucunda reaksiyona 

girmeyen monomerler ve diğer bileşenler monolitik kolonun su ve etanol ile 

yıkanmasıyla yapıdan uzaklaştırılmıştır.  

Çizelge 3.1. Monolitik kolonların reçetesi ve polimerizasyon koşulları. 

Polimer karışımı Polimerizasyon Koşulları 

0 - 250 µmol MAPA 

1 mL HEMA 

0.25 mL EGDMA 

0.5 mL Toluen 

0.5 mL HEPES (% 0,9'luk) 

17 mg KPS  

Kolon hacmi: 1.6 mL  

Sıcaklık ve zaman: 3.5 saat 75°C. 

 

Farklı miktarlarda MAPA monomeri içeren 4 ayrı monolitik kolon sentezlenmiş ve 

sentezlenen monolitik kolonların kodları ve yapılarındaki MAPA miktarları şöyledir: 

P(HEMA): 0 µmol, P(HEMAPA)-1: 62.5 µmol, P(HEMAPA)-2: 125 µmol, 

P(HEMAPA)-3: 187.5 µmol ve P(HEMAPA)-4: 250 µmol.          

Monolitik kolonlar paslanmaz çelik HPLC kolonlarında hazırlanmıştır. Potasyum 

persülfat (17 mg), monomer karışımı (HEMA: 1 mL ve EGDMA: 0.25 mL) ve 

gözenek oluşturucu (toluen: 0.5 mL) içerisinde çözünmüştür. MAPA monomeri 

HEPES (0.5 mL) içerisinde çözünmüştür. Bu monomer karışımı oda sıcaklığında 

karıştırılmış ve karışım 15 dakika azot atmosferinde bekletildikten sonra 17 cm 

yükseklik; 5 mm iç çaplı çelik kolon içerisine aktarılmıştır. Polimerizasyon çelik 

kolon içerisinde 75°C'lik su banyosunda 3.5 saatte tamamlanmıştır. 
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Polimerizasyon reaksiyonu tamamlandıktan sonra çözünür bileşenler ve 

reaksiyona girmemiş monomerler polimerin su ve etanol ile yıkanmasıyla yapıdan 

uzaklaştırılmıştır. P(HEMA) monolitik kolonlar MAPA olmaksızın aynı yöntem ile 

hazırlanmıştır. 

 

    

Şek~l 3.1. Monol~t~k kolonun hazırlanmasının şemat~k göster~m~. 
 
3.2.3. P(HEMA) ve P(HEMAPA) Monolitik Kolonların Karakterizasyonu 

3.2.3.1. FTIR-ATR ile Yapı Analizi 

P(HEMA) ve P(HEMAPA) monolitlerin yığın yapısı Fourier dönüşümlü toplam 

yansıması azaltılmış infrared spektroskopisi (FTIR-ATR) (Spectrum One™, Perkin 

Elmer, Massachusetts, ABD) ile incelenmiştir. Analizden önce monolit, vakum 

altında (50 mbar) liyofilizatörde (Christ Freeze Dryer-Alpha 1-2 LD, Marilend, 

Amerika) 24 saat kurutulmuştur. FTIR-ATR spektrumlarının elde edilmesi amacıyla 

kurutulan monolit örnekleri toz haline getirilmiştir. Monolit örneklerinin 4000-600 

cm-1 dalga sayısı aralığında spektrumu FTIR-ATR cihazında alınmıştır.  

3.2.3.2. Raman ile Yapı Analizi 

P(HEMAPA) monolitik kolonların yapısına giren MAPA monomerinin fonksiyonel 

grupları RAMAN Spektroskopisi (DXR™ Raman microscope, Thermo Scientific, 
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Polimer Karışımı 
Monomerler            :  HEMA 
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Gözenek Yapıcı      :  Toluen 
Başlatıcı                  :  KPS 
Süre                        :  75°C (3.5 saat) 
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Waltham, MA, ABD) kullanılarak elde edilmiştir. Analizden önce monolit, vakum 

altında (50 mbar) liyofilizatörde (Christ Freeze Dryer-Alpha 1-2 LD, Marilend, 

Amerika) 24 saat kurutulmuştur. RAMAN spektrumlarının elde edilmesi amacıyla 

kurutulan monolit örnekleri toz haline getirilmiştir. Monolit örneklerinin 3300-200 

cm-1 dalga sayısı aralığında spektrumu RAMAN cihazında alınmıştır. 

3.2.3.3. Geri Basınç-Akış Hızı İlişkisinin İncelenmesi 

Sentezlenen P(HEMA) ve P(HEMAPA) monolitik kolonlarda geri basınç-akış hızı 

ilişkisi de incelenmiştir. Monolitik kolonlarda su kullanılarak akış hızı 0.1-1.5 mL/dk 

aralığında değiştirilerek her bir akış hızı değerinde sistem basıncı değerleri 

okunmuş ve elde edilen veriler incelenmiştir.  

3.2.3.4. Yüzey Morfolojisi 

P(HEMA) ve P(HEMAPA) monolitlerin yüzey ve yığın yapısı yüksek büyütme 

sağlaması nedeniyle taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmiştir. Bu 

amaçla ilk basamakta monolit kesitleri iletken bir yapıştırıcıyla SEM örnek plakası 

üzerine tutturulmuştur. Daha sonra örnek yüzeyi vakum altında 200 Å kalınlığında 

metalik altın ile kaplanarak yüzey iletken hale getirilmiştir. Hazırlanan örnekler 

SEM örnek yuvasına yerleştirilerek çeşitli büyütme oranlarında fotoğrafları 

çekilmiştir (JEOL, JEM 1200EX, Tokyo, Japonya). 

3.2.3.5. Elementel Analiz 

Sentezlenen h~drofob~k l~gand ~çeren ve ~çermeyen monol~tler~n elementel anal~zler~ 

gerçekleşt~r~lerek, monol~t~n yapısına katılan MAPA m~ktarının bel~rlenmes~ 

amaçlanmıştır. 1 mg kuru monol~t örneğ~ elementel anal~z c~hazının (Thermo 

Sc~ent~f~c FLASH 2000 Ser~s~ CHNS/O Analyzer, Cambr~dge, UK) kalay kapsül 

örnek hücres~ne yerleşt~r~lerek ± 0.0001 g duyarlılıkla tartılmıştır. Pol~mer~k örnek 

c~haza konularak yakma ~şlem~ sonucunda örneğ~n % azot (N), karbon (C) ve 

h~drojen (H) anal~z~ yapılmıştır. 

3.2.4. P(HEMAPA) Monolitik Kolonların Tek-Boyutlu Kullanımı için 
Optimizasyonu 

Sulu çözeltilerden Okratoksin A’nın kromatografik ayırımı yüksek performans sıvı 

kromatografi (HPLC) sistemi ile analiz edilmiştir (Shimadzu Corp., Kyoto, 

Japonya). Kullanılan sistemde CBM-20A Lite model sistem kontrol ünitesi, LPGE 

ünitesi içeren LC-20AT model pompa, FCV-20AH2 model çok yönlü vana, SIL-
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20AHT model otomatik enjeksiyon ünitesi, CTO-10ASVP model kolon fırını, RF-

20A model floresan dedektör sistemi bulunmaktadır. MAPA monomeri içeren 

P(HEMAPA) ve P(HEMA) monolitik kolonların, Okratoksin A tayini için performansı 

incelenmiştir. HPLC’nin A ve B hareketli fazları sırasıyla asetonitril (ACN) ve %2 

Asetik asit içeren su ile hazırlanmıştır. % 100’lük B hareketli fazı ile 7 dakikalık 

başlangıç periyodunun ardından, A hareketli fazının miktarı % 0’dan % 51’e kadar 

50 saniye içerisinde doğrusal gradiyentli olarak artırılmıştır. % 51 A-% 49’lük B 

hareketli fazı 17 dakika süreyle uygulandıktan sonra B hareketli fazının miktarı % 

49’dan % 100’e kadar 50 saniye içerisinde doğrusal gradientli olarak artırılmıştır. 

Daha sonra kolonun bir sonraki analize uygun hale getirilmesi için kolondan 10 

dakika boyunca % 100’lük B hareketli fazı geçirilmiştir. Tüm tamponlar ve 

karışımlar kullanılmadan önce 0.45 µm'lik filtrelerle süzülmüştür. Akış hızı, 0.5 

mL/dk; kolon sıcaklığı, 40°C; örnek yükleme hacmi 100 μL ve dedektör dalga 

boyları ise 333 nm (uyarılma) ve 443 nm (yayılma) olarak uygulanmıştır. 

Deneylerde kullanılan OTA toplam standart çözeltileri, ana stok çözeltisinin (1000 

ng/mL) seyreltilmesi (metanol: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc içeren); 25:75) ile 

hazırlanmıştır. P(HEMAPA) monolitik kolonlarda başlangıç OTA derişiminin (0.5-

20 ng/mL), hareketli fazın [ACN:H2O (% 2 HAc içeren) (40:60-45:55-51:49-55:45-

60:40)], sıcaklığın (25°C-40°C), enjeksiyon hacminin (10-100 µL) ve  akış hızının 

(0.25-1.5 mL/dk) OTA adsorpsiyonuna etkisi incelenmiştir. Yöntemin ayrıntıları 

Çizelge 3.2’de verilmiştir.    
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Çizelge 3.2. Tek-boyutlu HPLC parametreleri. 

Tek-Boyutlu HPLC Parametreleri 

Hareketli Faz A Asetonitril 

Hareketli Faz B Su (hacimce % 2 Asetik asit içeren) 

Kolon P(HEMAPA) monolitik kolon 

Enjeksiyon Hacmi 100 µL 

Akış Hızı 0.5 mL/dk 

Çözücü Gradiyent 
Programı 

7.00 dk % 100B, 7.00 dk→7.50 dk, %  100B→%  49B, 
17 dk %  49B’de sabit, 24.50 dk→25.00 dk, %  100B, 
10 dk % 100B ‘de sabit 

Dedektör Kazanım: 4x 
Hassasiyet: Yüksek 

Kolon Fırını Sıcaklığı 40°C 

 

3.2.5. P(HEMAPA) Monolitik Kolonların İki-Boyutlu HPLC Sisteminde 
Kullanımı  

Sulu çözeltilerden Okratoksin A’nın  analizlerinde tek-boyutlu HPLC sisteminde 

elde edilen verimleri üst seviyelere çıkarmak için iki-boyutlu HPLC sistemi 

kullanılmıştır. Bu kapsamda hidrofobik özelliğe sahip fonksiyonel bir monomer ile 

hazırlanan P(HEMAPA) kolonu birinci boyut olarak kullanılmıştır. İkinci boyut 

olarak da ters faz kromatografik C18 kolonu tercih edilmiştir.  

Tek-boyutlu HPLC sisteminde elde edilen sıcaklık, akış hızı, enjeksiyon hacmi gibi 

optimizasyon koşulları iki-boyutlu HPLC sisteminin nasıl gerçekleştirilmesi 

hakkında bilgi vermektedir. Ayrıca iki-boyutlu HPLC sisteminde ikinci pompanın 

özellikleri 6 yollu vana yardımı ile denenmiş ve elüsyon tamponlarının etkisi 

incelenmiştir. Yöntemin ayrıntıları Çizelge 3.3’de verilmiştir.    

İki-boyutlu HPLC sistemini kullanmanın nedenlerinden en önemlileri; tek-boyut 

analizlerinde elde edilen verimleri, pik kapasitesini artırarak oldukça üst seviyelere 

çıkarmak ve gıda örneklerinde eser miktarda bulunan OTA’nın analizinde 

özütleme gibi ön işlemlerin kullanımının gerekmesidir.  
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Çizelge 3.3. İki-Boyutlu HPLC parametreleri. 

İki-Boyutlu HPLC Parametreleri 

İlk Kolon P(HEMAPA) monolitik kolon 

İkinci Kolon  Inertsil ODS-3 150X4.6mm, 5um (Ters faz C18 kolonu) 

Pompa A  

Hareketli Faz A Su (hacimce % 2 Asetik asit içeren) 

Hareketli Faz B %100 Asetonitril 

Pompa B  

Hareketli Faz A Asetonitril:Su (hacimce % 2 Asetik asit içeren); 25:75 

Hareketli Faz B Asetonitril:Su (hacimce % 2 Asetik asit içeren); 30:70 

Hareketli Faz C Asetonitril:Su (hacimce % 2 Asetik asit içeren); 60:40 

Enjeksiyon Hacmi 100  µL 

Akış Hızı 0.5 mL/dk 

Çözücü Gradiyent 
Programı 

  5.00→ Pompa B (A kanalı) 
  5.01→ Pompa B (B kanalı) 
  7.99→ Akış hızı (0.3 mL/dk) 
  8.00→ İki-boyut (2D) için valf döner 
  8.00→ Akış hızı (1 mL/dk) 
15.00→ Pompa B (B kanalı) 
15.01→ Pompa B (C kanalı) 
22.00→ Tek-boyut (1D) için valf döner 
22.00→ Akış hızı (1 mL/dk) 
22.01→ Akış hızı (0.3 mL/dk) 
29.00→ Pompa B (C kanalı) 
29.01→ Pompa B (A kanalı) 
35.00→ Program biter 

Dedektör Kazanım: 4x 
Hassasiyet: Yüksek 

Kolon Fırını Sıcaklığı 40°C 
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3.2.6. İmmünoafinite-Katı Faz Özütleme İşleminin Uygulanabilirliliği 

Gerçek örneklerden OTA özütleme çalışmasına geçmeden önce immünoafinite-

katı faz özütleme işleminin Ochraprep® kolonları ile uygulanabilirliğine bakılmıştır. 

Bu amaç doğrultusunda iki farklı derişimdeki OTA örneği hazırlanmış, Ochraprep 

kolondan geçirilmiş ve ardından OTA örnekleri Ochraprep kolondan elüe edilmiştir. 

R-Biopharm Rhone® tarafından tavsiye edilen HPLC methodu ile ters faz C18 

kolonu kullanılarak elüe edilen OTA örneklerinin analizleri gerçekleştirilmiştir. 

İmmünoafinite-katı faz özütleme işleminin ne kadar verimli olduğunu görebilmek 

için aynı derişimde hazırlanan OTA örnekleri Ochraprep kolonu kullanmadan 

doğrudan ters faz C18 kolonuna verilmiştir. HPLC parametreleri Çizelge 3.4’de 

verilmiştir.  

Çizelge 3.4. Ters faz C18 kolonu HPLC parametreleri. 

HPLC Parametreleri 

Hareketli Faz  Asetonitril: Su: Asetik Asit (51:47:2 v/v/v) 

Kolon Inertsil ODS-3 150 X 4.6mm, 5µm (Ters faz C18 
kolonu) 

Enjeksiyon Hacmi 100  µL 

Akış Hızı 1.0 mL/dk 

Çözücü Programı İzokratik 

Dedektör Kazanım: 4x 
Hassasiyet: Yüksek 

Kolon Fırını Sıcaklığı 40°C 

3.2.7. Gerçek Örneklerden OTA Özütlemesi 

Gerçek örneklerden OTA özütleme çalışmaları dört farklı numune kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, piyasadan rastgele satın alınan bira, şarap, mısır, 

kahve numuneleri kullanılmıştır. Bira ve şarap numunesi doğrudan kullanılmış, 

mısır numunesi mutfak tipi bir doğrayıcı kullanılarak küçük parçalara ayrılıp 

havanda öğütülmüş ve kahve numunesi de el blenderı yardımı ile 

homojenizasyonu gerçekleştirilmiştir. Elde edilen homojenizat, süzme kağıdı 

(Whatman No: 4) içine bir miktar cam pamuk koyularak süzülmüştür. Bu aşamada 
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numunelerin OTA içerip içermediği, immünoafinite-katı faz özütleme işlemi 

Ochraprep® (R-Biopharm Rhone®, Şekil 3.2) kolonları kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Ochraprep® kolonları ile özütleme işlemi her numune için farklı 

bir şekilde gerçekleştirilmiştir. Gıda örnekleri için Ochraprep® özütleme 

aşamalarının ayrıntıları Çizelge 3.5’de anlatılmıştır. 

 

Şek~l 3.2. T~car~ Olarak Satılan Ochraprep® kolonlar. 
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Çizelge 3.5. Gıda örnekleri için Ochraprep® özütleme aşamaları. 
Kahve ve Tahıl Örnekleri 

 
Kahve; 

 
50 g kahve + 100 mL % 1’lik sodyum 

bikarbonat 
 

 
2 dk blender 

  
 

Filtrasyon (Whatman 4) 
 
 

5 mL süzüntü+5 mL % 0.1’lik Tween 20 
pH 7.4 

 
  

Ochraprep kolon aşaması 
 
 

20 mL % 0.1’lik Tween 20 içeren  
pH 7.4 tampon  
(kolon yıkama) 

 
 

1.5 mL metanol:asetik asit (98:2)’i  
3 defa kolondan geçirme 

   
 

1.5 mL saf su kolondan geçirerek 
toplamda 3 mL toksin alma 

 
 

100 µL enjeksiyon 
 

 

 
Mısır; 

 
50 g mısır + 200 mL ACN:Su 

(60:40,v/v) 
 
 

2 dk blender 
 
 

Filtrasyon (Whatman 4) 
 

 
2 mL süzüntü+22 mL pH 7.4 

 
 

Ochraprep kolon aşaması 
 

 
20 mL pH 7.4 tampon          

(kolon yıkama) 
 

 
1.5 mL metanol:asetik asit (98:2)’i 

 3 defa kolondan geçirme 
 
 

1.5 mL saf su kolondan geçirerek 
toplamda 3 mL toksin alma 

 
 

 
100 µL enjeksiyon 

Bira ve Şarap Örnekleri 

Bira 30 dk 
gazından arındırma 

(Şarap için gerek yok) 
 
 

pH 7.2’ye ayarla 
(2 M NaOH ile) 

 
 

20 mL bira/şarap 
  

 
Ochraprep kolon aşaması 

 
 

 

 
20 mL pH 7.4 tampon (kolon yıkama) 

 
 

1.5 mL metanol:asetik asit (98:2)’i 3 
defa kolondan geçirme 

 
 

1.5 mL saf su kolondan geçirerek 
toplamda 

3 mL toksin alma 
 
 

100 µL enjeksiyon 
 

 

    Özütleme 
 

Karıştırıcı 
Filtrasyon/Seyreltme 

Adsorpsiyon/Elüsyon 

İmmünoafinite Kolon 

İmmünoafinite Kolon 
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Öncelikle 2-8°C sıcaklıktaki immünoafinite kolonlar oda sıcaklığına getirilmiş, 

ardından Ochraprep® kolonun önündeki ve arkasındaki tıkaçlar çıkarılmış ve 

homojenize edilip süzülmüş numune örnekleri kendileri için uygun olan yöntemler 

ile hazırlanıp akış hızı 2-3 mL/dk olacak şekilde Ochraprep® kolonlarından 

geçirilmiştir. Bu işlemlerin ardından yıkama basamağına geçilmiştir. Yıkama işlemi 

20 mL fosfat tamponu, pH 7.4 çözeltisi (kahve numunesi için 20 mL % 0.1’lik 

Tween 20 içeren pH 7.4 tampon) ile gerçekleştirilmiş ve OTA 1.5 mL 

metanol:asetik asit (98:2) çözeltisi ile kolondan 3 kez geçirilerek elüe edilmiştir. 

Ardından Ochraprep® kolonları 1.5 mL su ile yıkanmış ve elde edilen 3 mL elüat 

çözeltisi, HPLC hareketli fazı ile (metanol: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc 

içeren); 25:75,v/v) seyreltilmiş ve iki-boyutlu HPLC sistemi ile 100 µL enjeksiyon 

edilerek analiz edilmiştir. OTA içermediği kesinleşen numunelere, P(HEMAPA) 

monolitik kolona uygulanmadan hemen önce OTA standart karışımı eklenerek, 

OTA derişimleri bilinen gıda numuneleri elde edilmiştir. Daha sonra, elde edilen 

çözeltiler, P(HEMAPA) monolitik kolon ile ve ticari Ochraprep® kolonları ile 

etkileştirilmiştir. Elde edilen veriler P(HEMAPA) monolitik kolonun etkinliğinin 

değerlendirilmesi amacıyla kullanılmıştır.  

3.2.8. P(HEMAPA) Monolitik Kolonların Tek ve İki-Boyutlu HPLC Sisteminde 
Tekrar Kullanılabilirliği 

P(HEMAPA) monolitik kolonların tek-boyutlu ve iki-boyutlu HPLC sisteminde tekrar 

kullanılabilirliklerini belirlemek amacıyla gün içi ve günler arası tekrar 

kullanılabilirlik çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Her iki çalışma için de düşük ve 

yüksek derişimde (0.5 ve 4 ng/mL) olmak üzere iki farklı OTA çözeltisi 

hazırlanmıştır. Gün içi tekrar kullanılabilirlik için hazırlanan OTA çözeltileri aynı 

monolitik kolonlar ile ardı ardına 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon 

işlemine tabi tutulmuştur. Günler arası tekrar kullanılabilirlik çalışması ise aynı 

monolitik kolonlar ile ardı ardına 10 ayrı haftada, taze OTA çözeltileri kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

Piyasadaki Okratoksin A kolonlarına alternatif kolonlar oluşturmak için sunulan tez 

çalışması 4 ana başlık altında toplanmıştır: (i) L-fenilalanin molekülünün 

polimerleşebilen türevi olan MAPA monomeri ile afinite etkileşimleri temeline 

dayalı hidrofobik P(HEMAPA) monolitik HPLC kolonları hazırlanmış ve karakterize 

edilmiş; (ii) hazırlanan P(HEMAPA) monolitik kolonları ile okratoksin A analiz 

koşullarının optimizasyonu tek-boyutlu HPLC sisteminde belirlenmiştir; (iii) L-

fenilalanin molekülünden polimerleştirilen P(HEMAPA) monolitik kolon 1. Kolon 

olarak, 2. Kolon olarak da ters faz C18 kolonları HPLC sistemine bağlanmış iki-

boyutlu HPLC uygulamalarında Okratoksin A analizi incelenmiş ve gıda 

maddelerindeki (bira, şarap, mısır ve kahve) Okratoksin A eş zamanlı olarak tespit 

edilmiştir; (iv) son aşamada ise P(HEMAPA) monolitik kolonlarının iki-boyutlu 

sistemdeki kullanımının etkinliğinin belirlenmesi için piyasada ticari olarak satılan 

standart okratoksin A kolonları Ochraprep® de kullanılmış ve sonuçlar 

karşılaştırılmıştır. Elde edilen sonuçlar başlıklar halinde tartışılarak açıklanmaya 

çalışılmıştır.  

4.1. N-Metakriloil-L-Fenilalanin (MAPA) Monomerin Karakterizasyonu 

Fonksiyonel monomer MAPA, L-fenilalanin ve metakriloil grubu taşıyıcısı MA-

Bt’nin tepkimesi ile literatüre uygun olarak sentezlenmiştir (Şekil 4.1).  

 

Şek~l 4.1. MAPA monomer~n~n sentez reaks~yonu. 
 
Sentezlenen MAPA monomerinin kimyasal yapısının belirlenmesinde kullanılan 

yöntem FTIR-ATR tekniğidir. FTIR-ATR spektrumunda 3368 cm-1 civarında –OH 

bandı; 2976 cm-1’ de alifatik ve 3064 cm-1 ve 3031 cm-1’de aromatik CH gerilme 

bandları belirlenmiştir. 1733 cm-1’de 1660 cm-1 ve 1622 cm-1’de ise  sırasıyla 

karbonil (C=O) ve amit I ve amit II bandları belirlenmiştir. Aromatik C=C eğilme 

bandları 1527 cm-1 civarında görülmüştür. FTIR-ATR spektrumundan elde edilen 
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veriler ışığında MAPA monomerinin literatüre uygun şekilde başarıyla 

sentezlendiği görülmektedir. 

4.2. P(HEMA) ve P(HEMAPA) Monolitik Kolonların Karakterizasyonu 

4.2.1. FTIR-ATR ile Yapı Analizi 

P(HEMAPA) monolitik kolonların sentezlenmesi için HEMA ve N-Metakriloil-L-

fenilalanin (MAPA) monomerlerinin yığın polimerizasyonu uygulanmıştır. Farklı 

miktarlarda MAPA içeren P(HEMAPA) monolitik kolonların her biri FTIR-ATR 

spektroskopisi ile incelenmiş ve farklı miktarlardaki MAPA oranının polimerik 

yapıda oluşturmuş olduğu farklılık gözlenmiştir. Şekil 4.2'de P(HEMAPA) monolitik 

kolonların olası kimyasal yapısı gösterilmiştir.  
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Şek~l 4.2. P(HEMAPA) monol~t~k kolonların olası k~myasal yapısı. 
 

Şekil 4.3'de görüldüğü gibi MAPA monomeri, P(HEMA) ve farklı miktarlarda MAPA 

içeren P(HEMAPA) monolitik kolonların -OH gruplarının gerilme titreşimleri  3360-

3410 cm-1 aralığında ve alifatik -CH gerilme bandı yaklaşık 2950 cm-1’de 

görülmektedir. C-N simetrik ve C-N asimetrik bandları sırasıyla yaklaşık 1070 cm-1 

ve 1450 cm-1’de görülmektedir. P(HEMAPA) monolitik kolonlarda amid I ve amid II 

bandlarını 1661 cm ve 1621 cm-1 civarında görülmektedir. Ayrıca 695 cm-1 ve 744 

cm-1 civarındaki piklerin şiddetinde artışlar görülmektedir. Bu bandların 

şiddetindeki artış, MAPA monomerinin yapısında bulunan aromatik halkadan 

kaynaklanmaktadır. Bu FTIR-ATR spektrum sonuçları, MAPA monomerinin 

polimer yapıya başarılı bir şekilde girdiğini ve polimerizasyona eklenen MAPA 

miktarının polimerik yapıdaki MAPA oranıyla doğrusal olduğunu göstermektedir.   

HEMA 

* * 
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Şek~l 4.3. MAPA monomer~, P(HEMA) ve farklı m~ktarlarda MAPA monomer~ ~çeren 
P(HEMAPA) monol~t~k kolonlara a~t FTIR- ATR spektrumları. (a) MAPA monomer~; 
(b) P(HEMA); (c) P(HEMAPA)-1; (d) P(HEMAPA)-2; (e) P(HEMAPA)-3;                 
(f) P(HEMAPA)-4. 
 

4.2.2. Raman ile Yapı Analizi 

P(HEMAPA) monolitlerin kimyasal yapı analizi için RAMAN spektroskopisi yöntemi 

uygulanmıştır (Şekil 4.4). Polimerik yapı içerisine MAPA monomerinin girdiğini 

göstermek amacıyla P(HEMA), P(HEMAPA) monolitik kolonlarının ve MAPA 

monomerinin RAMAN spektrumları alınmıştır. MAPA monomerine ait spektruma 

bakıldığında 3060 cm-1, 1604 cm-1, 1585 cm-1 ve 1005 cm-1 civarlarında görülen    

–CH=CH, amid bandı, aromatik/hetero halka ve aromatik halka görülmektedir. 

P(HEMA) monolitik kolonlarında bu bandlara rastlanmazken, farklı MAPA 

miktarlarına sahip P(HEMAPA) monolitik kolonlarda söz edilen bandlar açıkça 

görülmektedir. Şekilde görüldüğü gibi P(HEMAPA) monolitik kolonlarda MAPA 

miktarının artması ile birlikte 3060 cm-1, 1604 cm-1, 1585 cm-1 ve 1005 cm-1 

civarlarında görülen bandların şiddetlerindeki artış değerleri yükselmektedir. Bu 

sonuçlar polimerik yapıya MAPA monomerinin girdiğini ve polimerizasyona 

eklenen MAPA miktarının polimerik yapıdaki MAPA oranıyla doğrusal olduğunu 

göstermektedir.   
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Şek~l 4.4. MAPA monomer~, P(HEMA) ve farklı m~ktarlarda MAPA monomer~ ~çeren 
P(HEMAPA) monol~t~k kolonlara a~t RAMAN spektrumları. (a) MAPA monomer~;   
(b) P(HEMA); (c) P(HEMAPA)-1; (d) P(HEMAPA)-2; (e) P(HEMAPA)-3;                 
(f) P(HEMAPA)-4.                                     
 

4.2.3. Geri Basınç-Akış Hızı İlişkisinin İncelenmesi 

P(HEMAPA)-4, P(HEMA) ve boş kolonlarda su kullanılarak akış hızı 0.1-1.5 mL/dk 

aralığında değiştirilerek geri basınç-akış hızı ilişkisi incelenmiştir. Şekil 4.5’de 

görüldüğü gibi tüm kolonlarda geri basınç değerleri artan akış hızı ile birlikte 

doğrusal bir değişim göstermektedir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolondan su 

geçirilirken elde edilen geri basınç değerleri P(HEMA) kolonuna göre daha 

yüksektir. Değerlerden de görüldüğü üzere hidrofobik özelliğe sahip olan 

fonksiyonel MAPA monomerinin P(HEMAPA)-4 kolonun yapısına girdiği 

görülmüştür. Ayrıca hazırlanan monolitik kolonların yüksek akış hızlarında bile 

HPLC pompalarının tolere edebileceği düzeyde geri basınç göstermektedirler.  
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Şek~l 4.5. P(HEMAPA)-4, P(HEMA) ve boş kolonlarda ger~ basınç-akış hızı 
~l~şk~s~n~n ~ncelenmes~. Akış hızı: 0.1-1.5 mL/dk. 
 

4.2.4. Elementel Analiz 

P(HEMAPA) monolitik kolonların yapısına ilave edilen MAPA miktarını belirlemek 

üzere elementel analiz ölçümleri yapılmıştır. Elementel analiz sonuçları monolitik 

kolonların yapısındaki % olarak azot (N), karbon (C) ve hidrojen (H) miktarlarını 

vermektedir. Yapıya giren MAPA miktarının belirlenebilmesi için P(HEMAPA) 

monolitik kolonlar elementel analize tabi tutulmuş ve MAPA miktarı azot 

sitokiyometrisinden faydalanılarak bulunmuştur. Çizelge 4.1’de P(HEMAPA) 

monolitik kolonların elementel analiz sonuçları özetlenmiştir. P(HEMAPA) 

monolitik kolonun sentezlenmesinde kullanılan HEMA monomerinin yapısında azot 

bulunmadığından dolayı P(HEMAPA) monolitik kolonun yapısına ilave edilen 

azotun kaynağı sadece MAPA’dır. Elementel analiz sonucundan görüldüğü gibi 

P(HEMAPA) monolitik kolonlarda yer alan MAPA miktarına bağlı olarak, elementel 

analiz sonuçlarından hesaplanan ve polimer yapısına giren MAPA miktarının da 

arttığı gözlenmiştir. Ayrıca P(HEMAPA) monolitik kolonların yapısına ilave edilen 

MAPA monomerinin ortalama % 97.37 oranında dönüşüm yaptığı hesaplanmıştır. 
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Çizelge 4.1. P(HEMAPA) monolitik kolonların elementel analiz sonuçları. 
Monolitik kolonlar MAPA miktarı, µmol/g monolit 

P(HEMAPA)-1 70.8 

P(HEMAPA)-2 111.6 

P(HEMAPA)-3 167.8 

P(HEMAPA)-4 243.6 

 

4.2.5. Yüzey Morfolojisi 

P(HEMA) ve P(HEMAPA) monolitik kolonların yüzey morfolojisi ve iç yapısı, 

taramalı elektron mikroskobu (SEM) kullanılarak incelenmiştir. Monolitik kolonların 

SEM fotoğrafları Şekil 4.6’da verilmiştir. Şekilden de görüldüğü gibi monolitik 

kolonların gözenek boyutları 0.2-1.0 µm arasında değişmektedir. Yığın polimeri-

zasyonu ile hazırlanan monolitik kolonlar oldukça pürüzlü ve farklı boyutta 

gözenek yapılarına sahiptirler. Gözeneklilik nedeniyle de oldukça büyük yüzey 

alanına sahiptirler. Monolitik kolonların ana gözenek yapısı makrogözenekler 

tarafından oluşmaktadır. Makrogözenekler, monolitik kolonlar ile OTA’nın arasında 

etkili bir etkileşim sağlamaktadır. Monolitik kolonlar birbiriyle bağlantılı geniş akış 

kanallarına ve makrogözeneklere sahip olduğu için OTA özütlerinin hareketli faz ile 

kolayca akışına olanak sağlamakta, böylece iletimle kütle transferi gerçekleşmek-

tedir. Ayrıca, bu yapısal özellik sayesinde difüzyonel kütle transfer direnci 

azalmaktadır. Sonuç olarak, OTA özütleri sadece difüzyonel kütle transferi ile değil 

aynı zamanda iletimli kütle transferi ile monolitik kolonlarda taşınmakta ve böylece 

OTA adsorpsiyon kapasitesinin artmasına neden olmaktadır. 
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Şek~l 4.6. Monol~t~k kolonların SEM fotoğrafları. (a) P(HEMA), (b) P(HEMAPA)-4. 
 

4.3. P(HEMAPA) Monolitik Kolonun Tek-Boyutlu Kullanımı İçin Adsorpsiyon 
Koşullarının Optimizasyonu 

4.3.1. Hareketli Faz Etkisinin İncelenmesi 

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyon çalışmaları farklı hareketli faz 

içeriklerinde incelenmiştir. Kullanılan hareketli faz içerikleri farklı oranlardaki ACN: 

H2O (% 2 HAc içeren) (40:60; 45:55; 51:49; 55:45; 60:40) ile hazırlanmıştır. 

Hareketli fazın etkisinin incelenmesi amacıyla yapılan deneyler, 40°C sabit 

a 
 

b 
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sıcaklıkta, 2.0 ng/mL OTA derişiminde, 0.5 mL/dk akış hızında ve 100 µL 

enjeksiyon hacminde gerçekleştirilmiştir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolon ile farklı 

hareketli faz içeriklerinde elde edilen OTA molekülüne ait kromatogramlar ve 

kromatografik parametreler Şekil 4.7’de verilmektedir. Şekilden de görüldüğü gibi 

P(HEMAPA)-4 monolitik kolon ile farklı hareketli faz içeriklerinde OTA adsorpsiyon 

kapasitelerine bakıldığında OTA adsorpsiyon kapasitelerinde çok önemli bir fark 

olmadığı gözlenmiştir.  Ancak hareketli faz içeriğindeki ACN miktarı artınca 

alıkonma zamanı kısalır. OTA zayıf bir asit olduğu için, kolona spesifik olmayan 

adsorpsiyonu azaltmak ve güçlü pik kuyruklanmasının önüne geçmek için 

kullanılan hareketli fazın asidik olması gerekmektedir [53]. Bu yüzden seyreltik 

asetik asit ile asetonitril karışımı kullanılmaktadır [37, 180]. Pik şekilleri ve 

alıkonma zamanları dikkate alındığında en uygun hareketli faz içeriğinin 51:49 

[ACN: H2O (% 2 HAc içeren)] olduğu görülmüştür. 

 

 

 
Hareketli 

Faz içeriği 
[ACN : H2O 
(% 2 HAc)] 

 
Alıkonma 
zamanı 

(dk) 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

 

40:60 13.580 5855334 

45:55 12.710 5698172 

51:49 11.987 6183355 

55:45 11.722 6041993 

60:40 11.391 5707656 

Şek~l 4.7. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna hareketl~ faz 
etk~s~. OTA  der~ş~m~: 2.0 ng/mL; Sıcaklık: 40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL;      
Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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4.3.2. OTA Derişim Etkisinin İncelenmesi 

P(HEMA), P(HEMAPA)-1, P(HEMAPA)-2, P(HEMAPA)-3 ve P(HEMAPA)-4 

monolitik kolonlarda OTA başlangıç derişiminin adsorpsiyona olan etkisi 

incelenmiş ve Şekil 4.8-4.13’de ilgili adsorpsiyon grafiği ve kromatogramlar 

verilmektedir. OTA başlangıç derişimi 0.5-20 ng/mL aralığında değiştirilmiştir. 

P(HEMA), P(HEMAPA)-1, P(HEMAPA)-2, P(HEMAPA)-3 ve P(HEMAPA)-4 

monolitik kolonlarda birim monolit kütlesi başına adsorplanan OTA miktarları Şekil 

4.13’de gösterilmektedir. Şekillerden görüldüğü gibi OTA derişimi arttıkça yüzeye 

difüzlenen OTA miktarı ve adsorpsiyon için sürücü kuvvet olan derişim farkı (DC) 

arttığı için adsorpsiyon kapasitesinde derişime bağlı olarak bir artış söz konusudur. 

20 ng/mL OTA derişiminde maksimum adsorpsiyon miktarları; P(HEMA) için; 0.79 

ng/g; P(HEMAPA)-1 için 1.09 ng/g; P(HEMAPA)-2 için 1.58 ng/g;  P(HEMAPA)-3 

için 2.25 ng/g ve P(HEMAPA)-4 için 2.82 ng/g olarak belirlenmiştir. Adsorpsiyon 

kapasitelerinden de görüldüğü gibi P(HEMAPA) monolitik kolonların adsorpsiyon 

kapasitesi P(HEMA) monolitik kolona göre yüksektir. Bunun nedeni ise OTA 

adsorpsiyonunun P(HEMA) monolitik kolonlarda seçici olmayan zayıf 

etkileşimlerden ve monolitik kolonlarının gözenekleri içine OTA difüzyonundan 

kaynaklanmaktadır. P(HEMAPA) monolitik kolonlarında kolonların yapısında 

bulunan MAPA monomerinin fonksiyonel grubu ile OTA molekülü arasındaki 

hidrofobik etkileşimler olduğunu hatırlatmakta fayda vardır. 
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OTA 
derişimi 
(ng/mL) 

 
Tutunamayan 

OTA Alanı 
(uV.dk) 

 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

 

0.5 934824 634004 

1.0 1301733 1717595 

2.0 3772374 3019772 

4.0 3683239 6932164 

5.0 3795881 10558179 

10.0 7124632 14426634 

15.0 3295044 22158712 

20.0 6624915 31317933 

Şek~l 4.8. P(HEMA) monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna OTA başlangıç 
der~ş~m~n etk~s~. Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren);     
Sıcaklık: 40°C;  Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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OTA derişimi 

(ng/mL) 
 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

 

0.5 1054340 

1.0 2251905 

2.0 3847291 

4.0 7770936 

5.0 11963487 

10.0 19315595 

15.0 27496585 

20.0 44420389 

Şek~l 4.9. P(HEMAPA)-1 monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna OTA başlangıç 
der~ş~m~n etk~s~. Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren);     
Sıcaklık: 40°C;  Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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OTA derişimi 

(ng/mL) 
 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

 

0.5 1474676 

1.0 2786215 

2.0 4674810 

4.0 8479696 

5.0 13977259 

10.0 22445959 

15.0 44728061 

20.0 64880820 

Şek~l 4.10. P(HEMAPA)-2 monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna OTA başlangıç 
der~ş~m~n etk~s~. Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren);      
Sıcaklık: 40°C;  Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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OTA derişimi 

(ng/mL) 
 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

 

0.5 1895012 

1.0 3320525 

2.0 5502329 

4.0 11054425 

5.0 15659863 

10.0 26598764 

15.0 54698563 

20.0 92566846 

Şek~l 4.11. P(HEMAPA)-3 monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna OTA başlangıç 
der~ş~m~n etk~s~. Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren);            
Sıcaklık: 40°C;  Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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OTA derişimi 

(ng/mL) 
 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

 

0.5 2162786 

1.0 3479189 

2.0 6329849 

4.0 15012872 

5.0 19831368 

10.0 35542049 

15.0 61794030 

20.0 116098174 

Şek~l 4.12. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna OTA başlangıç 
der~ş~m~n etk~s~. Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren);      
Sıcaklık: 40°C; Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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Şek~l 4.13. P(HEMA), P(HEMAPA)-1, P(HEMAPA)-2, P(HEMAPA)-3 ve    
P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonlarda OTA adsorps~yonuna OTA başlangıç der~ş~m~n 
etk~s~. Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren); Sıcaklık: 40°C; Akış 
hızı: 0.5 mL/dk. 
 

4.3.3. Akış Hızı Etkisinin İncelenmesi 

Akış hızının OTA adsorpsiyonuna etkisini belirlemek için 2 ng/mL derişimindeki 

OTA çözeltisi P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda akış hızı 0.25 mL/dk-1.5 mL/dk 

aralığında değiştirilmiştir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolon ile farklı akış hızlarında 

yapılan analizlere ait kromatogramlar ve OTA adsorpsiyon kapasiteleri Şekil 

4.14’de verilmektedir. Kromatogramlara ait pik simetrileri, alıkonma zamanları ve 

OTA adsorpsiyon alan değerleri karşılaştırıldığında, akış hızının artması ile birlikte 

OTA adsorpsiyon kapasitesi önemli miktarda azalmaktadır. Pik simetrileri, 

alıkonma zamanı, OTA adsorpsiyon alanı ve  analiz sırasında harcanan hareketli 

fazın miktarı dikkate alındığında 0.5 mL/dk’lık akış hızının optimum olduğu 

sonucuna varılmıştır. OTA adsorpsiyon kapasitesi 0.25 mL/dk akış hızında 0.24 

ng/g değerinden 1.5 mL/dk akış hızında 0.06 ng/g değerine azalmaktadır. Akış 

hızının artması ile OTA moleküllerinin P(HEMAPA)-4 monolitik kolonla 

etkileşebileceği zaman azalacağından OTA adsorpsiyon miktarı önemli ölçüde 

azalmaktadır. Ayrıca alıkonma zamanı da akış hızının artması ile azalmaktadır.  
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Akış Hızı 
(mL/dk) 

 
Alıkonma 
zamanı 

(dk) 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

 

0,25 16,774 9063953 

0,5 11,984 6180829 

0,75 10,431 4309719 

1 9,685 3715155 

1,5 8,859 1522933 

Şek~l 4.14. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna akış hızı etk~s~.                        
OTA  der~ş~m~: 2.0 ng/mL; Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren); 
Enjeks~yon Hacm~: 100 µL;  Sıcaklık: 40°C. 
 

4.3.4. Sıcaklık Etkisinin İncelenmesi 

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna sıcaklığın etkisini 

belirlemek amacıyla HPLC kolon fırını sıcaklığı 25°C-40°C aralığında 

değiştirilmiştir. Şekil 4.15’de ilgili adsorpsiyon grafiği ve kromatogramlarda 

görüldüğü gibi artan sıcaklıkla birlikte P(HEMAPA)-4 monolitik kolonların OTA 

adsorpsiyon kapasitesi önemli oranlarda artmaktadır. 25°C’de adsorplanan OTA 

miktarı 0.16 ng/g iken 40°C’de bu değer 0.18 ng/g olarak bulunmuştur. 

Adsorpsiyon kapasitesi % 12.82 oranında artmıştır. Bu sonuçlar ışığında 

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile OTA molekülleri arasındaki etkileşimin spesifik 

olduğunu ve hidrofobik etkileşimle gerçekleştiğinin kanıtıdır ve sıcaklık artışı ile 

analitlerin etkileşim kinetiği artmaktadır. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun 
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hazırlanmasında kullanılan MAPA fonksiyonel monomeri  hidrofobik bir aminoasit 

olan fenilalaninden yola çıkılarak sentezlenmiştir. Fonksiyonel monomer olarak 

fenilalanin seçilmesinin sebebi de tayin edilmek istenilen OTA molekülünün 

hidrofobik özellikte olmasıdır. Hidrofobik etkileşimler entropi artışıyla yürüyen 

etkileşimlerdir; sıcaklık artışı da bu etkileşimleri arttırma yönünde etkilemektedir 

[181, 182]. Farklı sıcaklıklarda elde edilen sonuçlardan da görüldüğü gibi artan 

sıcaklıkla birlikte OTA adsorpsiyon kapasitesi önemli miktarda artmaktadır.  

 

 

 
 

Sıcaklık 
(ᵒC) 

 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

25 5367193 

30 5514064 

37 5868782 

40 6192145 

Şek~l 4.15. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna sıcaklık etk~s~.                        
OTA  der~ş~m~: 2.0 ng/mL; Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren); 
Enjeks~yon Hacm~: 100 µL; Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
 

4.3.5. Enjeksiyon Hacmi Etkisinin İncelenmesi 

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna enjeksiyon hacminin 

etkisini belirlemek amacıyla örnek enjeksiyon hacmi 10 µL-100 µL aralığında 

değiştirilmiştir. Farklı enjeksiyon hacimlerinde yapılan analizlere ait kroma-
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togramlar ve OTA adsorpsiyon kapasiteleri Şekil 4.16’da verilmektedir. 

Kromatogramlardan görüldüğü gibi 100 µL enjeksiyon hacminde adsorplanan OTA 

alanı 10 µL enjeksiyon hacmi verildiğinde elde edilen OTA alanının yaklaşık 10 

katı kadardır. Bilindiği gibi yüksek enjeksiyon hacmi, düşük kromatografi etkinliğine 

ve pik genişlemesine neden olmaktadır. Ancak OTA miktarının gıda örneklerinde 

çok az seviyede bulunmasından dolayı pik genişlemesi ve düşük kromatografi 

etkinliği gibi olumsuzluklar oluşmamaktadır. Enjeksiyon hacminin artması 

hassasiyeti arttırmaktadır [183]. Gıda örneklerinde OTA miktarının çok az olduğu 

göz önüne alınarak enjeksiyon hacminin 100 µL olması gerektiği sonucuna 

varılmıştır. 

 

 

Enjeksiyon 
Hacmi (µL) 

 
Adsorplanan 

OTA alanı 
(uV.dk) 

 

10 571442 

25 1476531 

50 2575883 

100 6141509 

Şek~l 4.16. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonda OTA adsorps~yonuna enjeks~yon 
hacm~ etk~s~. OTA  der~ş~m~: 2.0 ng/mL; Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 
HAc ~çeren); Sıcaklık: 40°C, Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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4.3.6. P(HEMAPA) Monolitik Kolonların Tek-Boyutlu HPLC Sisteminde Tekrar 
Kullanılabilirliği 

Hazırlanan monolitik kolonların en önemli özelliklerinden biri defalarca 

kullanabilmeye olanak vermesidir. Bu amaç doğrultusunda hazırlanan 

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile gün içi ve günler arası tekrar kullanılabilirlik 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Her iki çalışma için de düşük ve yüksek derişimde 

(0.5 ve 4 ng/mL) olmak üzere iki farklı OTA çözeltisi hazırlanmıştır. Gün içi tekrar 

kullanılabilirlik için hazırlanan OTA çözeltileri aynı P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu 

ile ardı ardına 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon işlemine tabi 

tutulmuştur. Günler arası tekrar kullanılabilirlik çalışması ise aynı P(HEMAPA)-4 

monolitik kolonu ile ardı ardına 10 ayrı haftada, taze OTA çözeltileri kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun gün içi ve günler arası tekrar 

kullanılabilirliği yüzde göreceli standart sapma (% RSD) ve geri kazanım değerleri 

üzerinden kontrol edilmiştir [184]. Şekil 4.17-4.20’de ilgili adsorpsiyon grafiği ve 

kromatogramlarda görüldüğü gibi on döngünün ardından kolon kapasitesinde 

önemli bir miktarda azalma gözlenmemiştir. Adsorpsiyon grafiklerinden de 

görüldüğü gibi OTA adsorpsiyon kapasitesi, gün içi tekrar kullanılabilirliğin onuncu 

döngüsü sonunda 0.5 ng/mL OTA çözeltisi için 0.077 ng/g’dan 0.076 ng/g 

değerine, 4 ng/mL OTA çözeltisi için 0.395 ng/g’dan 0.392 ng/g değerine 

düşmüştür. OTA adsorpsiyon kapasitesi, günler arası tekrar kullanılabilirliğin 

onuncu döngüsü sonunda ise 0.5 ng/mL OTA çözeltisi için 0.077 ng/g’dan 0.075 

ng/g değerine, 4 ng/mL OTA çözeltisi için 0.389 ng/g’dan 0.386 ng/g değerine 

düşmüştür. 0.5 ng/mL ve 4 ng/mL OTA çözeltileri için gün içi tekrar kullanılabilirlik 

kromatogramlarından elde edilen alan tekrarlanabilirliği % RSD değerleri sırasıyla 

% 2.57, % 1.53 ve % geri kazanım değerleri sırasıyla % 95.22 ve % 97.54 olarak 

bulunmuştur. 0.5 ng/mL ve 4 ng/mL OTA çözeltileri için günler arası tekrar 

kullanılabilirlik kromatogramlarından elde edilen alan tekrarlanabilirliği % RSD 

değerleri sırasıyla % 2.87, % 1.92 ve % geri kazanım değerleri sırasıyla % 100.57 

ve % 96.65 olarak bulunmuştur (Çizelge 4.2). Ayrıca P(HEMAPA)-4 monolitik 

kolonu ile 1D- ve 2D-HPLC çalışmaları kapsamında 1000’in üzerinde analiz 

yapılmış ve OTA adsorpsiyon kapasitesinde önemli bir azalma olmadığı 

gözlenmiştir. Gıda örneklerinde eser miktarda bulunan OTA’nın analizinde 

immünoafinite kolonları kullanılmakta ve bu kolonlar tek kullanımlık olmaları 

nedeniyle yüksek maliyetlidirler. Hazırlanan monolitik kolonun tekrar kulla-
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nılabilirliğinin iyi olması OTA tayin işleminin maliyetini önemli ölçüde azaltan bir 

etmendir. 

 

 

 

 
 

Şek~l 4.17. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonla gün ~ç~ tekrar kullanım. (a) OTA  
der~ş~m~: 0.5 ng/mL; (b) OTA  der~ş~m~: 4 ng/mL; Sıcaklık: 40°C; Enjeks~yon Hacm~: 
100 µL; Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren); Akış hızı: 0.5 
mL/dk. 
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Şek~l 4.18. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonla günler arası tekrar kullanım. (a) OTA  
der~ş~m~: 0.5 ng/mL; (b) OTA  der~ş~m~: 4 ng/mL; Sıcaklık: 40°C; Enjeks~yon Hacm~: 
100 µL; Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren); Akış hızı: 0.5 
mL/dk. 
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Şek~l 4.19. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonla gün ~ç~ tekrar kullanım, adsorps~yon 
kapas~tes~ ve % kalan kapas~te. (a) OTA der~ş~m~: 0.5 ng/mL; (b) OTA der~ş~m~:       
4 ng/mL; Sıcaklık: 40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL; Hareketl~ Faz: % 51 ACN - % 
49 H2O (% 2 HAc ~çeren);  Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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Şek~l 4.20. P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolonla günler arası tekrar kullanım, 
adsorps~yon kapas~tes~ ve % kalan kapas~te. (a) OTA der~ş~m~: 0.5 ng/mL; (b) OTA 
der~ş~m~: 4 ng/mL; Sıcaklık: 40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL; Hareketl~ Faz: % 51 
ACN - % 49 H2O (% 2 HAc ~çeren);  Akış hızı: 0.5 mL/dk. 
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Çizelge 4.2. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun gün içi ve günler arası tekrar 
kullanılabilirliğinin RSD ve geri kazanım değerleri. 

Teorik  
Derişim 
(ng/mL) 

Gün içi tekrar kullanılabilirlik 
(n=10) 

Günler arası tekrar kullanılabilirlik 
 (10 farklı haftada 10 farklı gün) 

Belirlenen  
Derişim 
(ng/mL) 

Geri 
Kazanım 

(%) 

RSD 
(%) 

Belirlenen  
Derişim 
(ng/mL) 

Geri  
Kazanım 

 (%) 

RSD 
(%) 

0.5 0.48 95.22 2.57 0.50 100.57 2.87 

4 3.90 97.54 1.53 3.87 96.65 1.92 
 
4.4. P(HEMAPA)-4 Monolitik Kolonların İki-Boyutlu HPLC Sisteminde 
Kullanımı  

Hazırlanan P(HEMA) ve P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlar iki-boyutlu HPLC 

analizleri için birinci boyutta ön kolon olarak kullanılmış, ikinci boyut olarak da 

analizde ticari  ters faz C18 kolonu kullanılmıştır.  

 
4.4.1. İki-Boyutlu HPLC Sisteminde OTA Derişim Etkisinin İncelenmesi 

OTA başlangıç derişiminin adsorpsiyona olan etkisini incelemek için ön kolon 

olarak P(HEMA) ve P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlar, ikinci boyut olarak da ters 

faz C18 kolonu kullanılmıştır. OTA molekülüne ait adsorpsiyon grafiği, 

kromatogramlar ve kromatografik parametreler Şekil 4.21-4.23’de verilmektedir. 

Analizlerde HPLC sisteminde uygulanan parametreler Bölüm 3.2.5 Çizelge 3.3’de 

özetlenmiştir. OTA başlangıç derişimi 0.5-20 ng/mL aralığında değiştirilmiştir. İki-

boyutlu HPLC sisteminde hazırlanan monolitik kolonlar OTA molekülünü adsorbe 

etmekte ve desorpsiyon ajanı kolondan geçmediği sürece OTA molekülü monolitik 

kolonu terk etmemektedir. Adsorbe olan OTA molekülünü elüe etme işlemi ise C18 

kolonu ile gerçekleştirilmiştir. OTA molekülüne ait pik, yaklaşık olarak 18-19 dk 

aralığında görülmektedir. Tek-boyutlu ve iki-boyutlu sistem kullanılarak yapılan 

OTA başlangıç derişimlerinin adsorpsiyona etkisi karşılaştırıldığında, iki-boyutlu 

analizlerde OTA molekülüne ait piklerin oldukça keskin olduğu görülmüştür. Tek-

boyutlu HPLC sistemde olduğu gibi OTA derişimi arttıkça adsorpsiyon için sürücü 

kuvvet olan derişim farkı (DC) arttığı için adsorpsiyon kapasitesinde derişime bağlı 

olarak bir artış söz konusudur. P(HEMAPA)-4 ve P(HEMA) monolitik kolonlarının 

ön kolon olarak kullanıldığı iki-boyutlu HPLC sisteminde OTA molekülüne göre 

maksimum adsorpsiyon miktarları 20 ng/mL OTA derişiminde 1.72 ve 0.29 ng/g 



70 
	

olarak bulunmuştur. Adsorpsiyon kapasitelerinden de görüldüğü gibi    

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonların adsorpsiyon kapasitesi P(HEMA) monolitik 

kolona göre yüksektir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun yapısında MAPA 

monomerinin bulunmasından dolayı OTA molekülü ile P(HEMAPA)-4 monolitik 

kolonu arasında hidrofobik etkileşim kaynaklı spesifik bir etkişelim görülmektedir. 

İki-boyutlu HPLC sisteminde OTA’nın P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile miktar 

tayininin yapılabileceği en düşük derişim (LOQ-Limit of Quantitation) ve teşhis 

edilebilecek sınır değeri (LOD–Limit of Detection) sırasıyla 0.0643 ng/mL ve 

0.0212 ng/mL olarak hesaplanmıştır. İki-boyutlu sistemin kullanılmasının önemli bir 

nedeni piyasada Okratoksin A analizi için kullanılan multi-toksin immünoafinite 

kolonları yerine hazırlanan P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlarının kullanılmasıdır. 

Bu amaç doğrultusunda hazırlanan P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlarının OTA 

molekülünü analiz etmek için kullanılabildiği ve C18 kolonu ile birleştirilerek de 

OTA analiz veriminin oldukça üst seviyeye çıktığı görülmüştür.  

 

 
Şek~l 4.21. P(HEMAPA)-4_C18 ve P(HEMA)_C18 ~k~-boyutlu HPLC s~stem~nde 
OTA adsorps~yonuna OTA başlangıç der~ş~m~n etk~s~. Enjeks~yon Hacm~: 100 µL; 
Sıcaklık: 40°C. 
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OTA derişimi 

(ng/mL) 
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OTA alanı 
(mAU.dk) 
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Şek~l 4.22. B~r~nc~ kolon: P(HEMAPA)-4 monol~t~k kolon. İk~nc~ Kolon: C18. Sıcaklık: 
40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL. 
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Şek~l 4.23. B~r~nc~ kolon: P(HEMA) monol~t~k kolon. İk~nc~ Kolon: C18. Sıcaklık: 
40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL. 
 

4.4.2. İmmünoafinite-Katı Faz Özütleme İşleminin Uygulanabilirliliği 

Gerçek örneklerden OTA özütleme çalışmasına geçmeden önce immünoafinite-

katı faz özütleme işleminin Ochraprep kolonları ile uygulanabilirliğine bakılmıştır. 

Bu amaç doğrultusunda 0.5 ng/mL ve 5 ng/mL derişimindeki OTA örnekleri 10 mL 

pH 7.4 (10 mM) tamponu içerisinde hazırlanmıştır. Oda sıcaklığına getirilen 

Ochraprep kolonlarına, OTA örnekleri Çizelge 3.5’de anlatıldığı şekilde 
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hacminin 10 mL ve desorpsiyon hacminin de 3 mL olmasından dolayı OTA 

örnekleri 3.3 kat deriştirilerek kolondan geri kazanılmıştır. Ochraprep kolonundan 

geçirilip elüe edilen ve Ochraprep kolonundan geçirilmeyen OTA örneklerine ait 

kromatogramlar Şekil 4.24’de verilmektedir. 0.5 ng/mL ve 5 ng/mL derişimindeki 

OTA örnekleri için ayrı ayrı yüzde geri kazanım değerleri OTA molekülüne ait 

kromatogramlardan elde edilen alanlara bakılıp deriştirme kat sayısı dikkate 

alınarak hesaplanmıştır. 0.5 ng/mL OTA örneği için yüzde geri kazanım değeri % 

96.96, 5 ng/mL OTA örneği için ise yüzde geri kazanım değeri % 96.7 olarak 

bulunmuştur. Sonuçlar dikkate alındığında küçük derişimde de büyük derişimde de 

yüzde geri kazanım değerleri birbirine çok yakındır. Yüzde geri kazanım 

değerlerinden de görüldüğü gibi immünoafinite-katı faz özütleme işlemi başarılı bir 

şekilde gerçekleştirilmektedir. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şek~l 4.24. Ochraprep kolonundan geç~r~l~p elüe ed~len ve Ochraprep kolonu 
kullanılmayan OTA örnekler~n~n t~car~ C18 kolonu kullanılarak anal~z ed~lmes~. OTA  
der~ş~m~: 0.5 ng/mL ve 5.0 ng/mL; Sıcaklık: 40°C; Akış Hızı: 1.0 mL/dk; Enjeks~yon 
Hacm~: 100 µL. 
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4.4.3. Gerçek Örneklerden OTA Özütlemesi 

Gerçek örneklerden OTA özütleme çalışmaları dört farklı numune (bira, şarap, 

mısır ve kahve) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Farklı derişimlerde OTA 

standartları eklenen ve OTA standartı eklenmeyen doğal örnekler hem 

P(HEMAPA)-4 hem de standart immünoafinite-katı faz özütleme (Ochraprep) 

kolonları kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bölüm 2.2.4’de Çizelge 2.4’deki Türk 

Gıda Kodeksi Bulaşanlar Yönetmeliğinin gıdalarda izin verilen OTA üst sınır 

değerleri dikkate alınarak dört farklı numuneye farklı derişimlerde (bira için 2 

ng/mL; şarap için 2 ng/mL; mısır için 5 ng/mL ve kahve için 10 ng/mL) OTA 

eklenerek oluşturulan örnekler için elde edilen kromatogramlar Şekil 4.25, 4.26, 

4.27 ve 4.28’de verilmektedir. Kromatogramlardan da görüldüğü gibi OTA 

standartı eklenmeyen doğal örnekler, P(HEMAPA)-4 birinci kolonundan geçirilip 

ticari C18 kolununa verildiğinde OTA analiz edilememiştir. Ochraprep kolonu ile 

OTA özütlemesi yapıldıktan sonra elde edilen elüat çözeltisi C18 kolonuna 

verildiğinde OTA analizi gerçekleştirilebilmiştir. Ancak Ochraprep kolonunda OTA 

özütlemesi yüksek örmek hacminde ve yüksek hacimde desorpsiyon ile 

gerçekleştirilir. P(HEMAPA)-4 kolonuna uygulanan örnek hacmi 100 µL iken 

Ochraprep kolonuna uygulanan örnek hacimleri her örnek için farklıdır (Kahve için: 

10 mL; şarap ve bira için: 20 mL ve mısır için: 24 mL). Ochraprep kolonları ile 

yapılan analizlerde birada 0,024 ng/mL; şarapda 0,093 ng/mL; kahvede 0,092 

ng/mL; mısırda ise 0,011 ng/mL olarak bulunmuştur. Bölüm 4.4.1’de P(HEMAPA)-

4 kolonu ile iki-boyutlu HPLC Sisteminde OTA derişim etkisi incelendiğinde de 

görüldüğü gibi en düşük OTA analizinin yapıldığı derişim 0,5 ng/mL’dir. Gıda 

örneklerindeki OTA derişimleride bu değerin çok altında olduğu için P(HEMAPA)-4 

kolonu ile OTA analizi görülememiştir. Ocraprep kolonlarında ise OTA’nın analiz 

edilebilmesinin en önemli nedenleri örnek hacminin ve desorpsiyon hacminin 

yüksek olmasıdır. Türk Gıda Kodeksi Bulaşanlar Yönetmeliğindeki gıdalarda izin 

verilen OTA üst sınır değerleri gıda örneklerine eklenip OTA analizi yapıldığında 

ise hem P(HEMAPA)-4 kolonu ile hemde Ochraprep kolonu ile OTA analizi başarılı 

bir şeklide gerçekleştirilmiştir. Çizelge 4.3’de geri kazanılan OTA derişimleri ve 

adsorpsiyon kapasiteleri özetlenmiştir. Sonuçlardanda görüldüğü gibi OTA eklenen 

gıda örneklerinde yapılan analizlerdeki geri kazanılan OTA derişimleri 

P(HEMAPA)-4 kolonu ve Ochraprep kolonunda birbirine oldukça yakın çıkmıştır. 



75 
	

P(HEMAPA)-4 ile ticari Ochraprep kolonu arasında paralellik olması, hazırlanan 

monolitik kolonların mevcut ticari kolonlara potansiyel alternatif olabileceğini 

göstermektedir. Adsorpsiyon kapasiteleri dikkate alındığında ise hazırlanan 

P(HEMAPA)-4 kolonunun Ochraprep kolonundan daha yüksek olduğu 

gözlenmiştir. Burada dikkate alınması gereken en önemli nokta 1D- ve 2D-HPLC 

çalışmaları kapsamında yapılan tüm çalışmaların aynı P(HEMAPA)-4 kolonu ile 

gerçekleştirilmiş olmasıdır. Daha öncede belirtildiği gibi ticari Ochraprep kolonları 

tek kullanımlık olmaları nedeniyle yüksek maliyetlidirler. Hazırlanan monolitik 

kolonun düşük maliyet ve tekrar kullanılabilirliğinin  iyi olması OTA tayin işleminin 

maliyetini önemli ölçüde azaltan bir etmendir. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şek~l 4.25. 2 ng/mL der~ş~m~nde OTA standartı eklenen ve OTA standartı 
eklenmeyen b~ra numunes~nden P(HEMAPA)-4_C18 ve Ochraprep_C18 kolonları 
~le OTA özütlenmes~. 
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Şek~l 4.26. 2 ng/mL der~ş~m~nde OTA standartı eklenen ve Ota standartı 
eklenmeyen şarap numunes~nden P(HEMAPA)-4_C18 ve Ochraprep_C18 
kolonları ~le OTA özütlenmes~. 
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Şek~l 4.27. 5 ng/mL der~ş~m~nde OTA standartı eklenen ve Ota standartı 
eklenmeyen mısır numunes~nden P(HEMAPA)-4_C18 ve Ochraprep_C18 kolonları 
~le OTA özütlenmes~. 
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Şek~l 4.28. 10 ng/mL der~ş~m~nde OTA standartı eklenen ve Ota standartı 
eklenmeyen kahve numunes~nden P(HEMAPA)-4_C18 ve Ochraprep_C18 
kolonları ~le OTA özütlenmes~. 
 
Çizelge 4.3. Geri kazanılan OTA derişimleri ve OTA adsorpsiyon kapasiteleri. 

 Geri Kazanılan OTA derişimleri 
(ng/mL) 

Adsorpsiyon Kapasitesi 
(ng/g) 

Örnekler Ochraprep_C18 P(HEMAPA)-4_C18 Ochraprep_C18 P(HEMAPA)-4_C18 

Bira 0.024 - 0.001 - 
Bira (2 ng/mL 
OTA eklenen) 2.190 2.280 0.076 0.207 

Şarap 0.093 - 0.004 - 
Şarap (2 ng/mL 
OTA eklenen) 2.030 2.040 0.071 0.163 

Mısır 0.011 - 0.001 - 
Mısır (5 ng/mL 
OTA eklenen) 5.200 5.110 0.136 0.368 

Kahve 0.092 - 0.008 - 
Kahve (10ng/mL  

OTA eklenen) 10.280 9.920 0.720 0.774 
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4.4.4. İki-Boyutlu HPLC Sisteminde Tekrar Kullanılabilirlik 

Okratoksin A analizi için piyasada kullanılan multi-toksin immünoafinite 

kolonlarının tek kullanımlık olması Okratoksin A analiz maliyetini oldukça 

arttırmaktadır. Tek kullanımlık multi-toksin immünoafinite kolonlarına alternatif 

olarak tek kullanımlık olmayan defalarca kullanılabilen monolitik kolonlar 

hazırlanmıştır. Ayrıca multi-toksin immünoafinite kolonları kullanılarak saflaştırılan 

OTA molekülü OTA analizi yapılmak için HPLC sistemine bir ara eleman aracılığı 

ile verilmektedir. Hazırlanan monolitik kolonlar ile bu dezavantajların üstesinden 

gelinmektedir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun ve ters faz C18 kolonunun bir 

arada kullanıldığı iki-boyutlu HPLC sisteminde gün içi ve günler arası tekrar 

kullanılabilirlik çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Her iki çalışma için de 3 farklı 

derişimde (2, 4 ve 5 ng/mL) olmak üzere üç farklı OTA çözeltisi hazırlanmıştır. 

Gün içi tekrar kullanılabilirlik için hazırlanan OTA çözeltileri aynı P(HEMAPA)-4 

monolitik kolonu ile ardı ardına 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon 

işlemine tabi tutulmuştur. Günler arası tekrar kullanılabilirlik çalışması ise aynı 

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile ardı ardına 10 ayrı haftada, taze OTA çözeltileri 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun gün içi ve günler 

arası tekrar kullanılabilirliği yüzde göreceli standart sapma (% RSD) ve geri 

kazanım değerleri üzerinden kontrol edilmiştir [184]. Şekil 4.29-4.32’de ilgili 

adsorpsiyon grafiği ve kromatogramlarda görüldüğü gibi on döngünün ardından 

kolon kapasitesinde önemli bir miktarda azalma gözlenmemiştir. Adsorpsiyon 

grafiklerinden de görüldüğü gibi OTA adsorpsiyon kapasitesi, gün içi tekrar 

kullanılabilirliğin onuncu döngüsü sonunda 2 ng/mL OTA çözeltisi için 0.184 

ng/g’dan 0.182 ng/g değerine, 4 ng/mL OTA çözeltisi için 0.335 ng/g’dan 0.331 

ng/g değerine, 5 ng/mL OTA çözeltisi için 0.420 ng/g’dan 0.418 ng/g değerine  

düşmüştür. OTA adsorpsiyon kapasitesi, günler arası tekrar kullanılabilirliğin 

onuncu döngüsü sonunda ise 2 ng/mL OTA çözeltisi için 0.184 ng/g’dan 0.182 

ng/g değerine, 4 ng/mL OTA çözeltisi için 0.336 ng/g’dan 0.331 ng/g değerine, 5 

ng/mL OTA çözeltisi için 0.421 ng/g’dan 0.417 ng/g değerine düşmüştür. 2 ng/mL, 

4 ng/mL ve 5 ng/mL OTA çözeltileri için gün içi tekrar kullanılabilirlik 

kromatogramlarından elde edilen alan tekrarlanabilirliği % RSD değerleri sırasıyla 

% 0.41, % 0.49, % 0.21 ve % geri kazanım değerleri sırasıyla % 104.45, % 

104.44, % 107.33 olarak bulunmuştur. 2 ng/mL, 4 ng/mL ve 5 ng/mL OTA 
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çözeltileri için günler arası tekrar kullanılabilirlik kromatogramlarından elde edilen 

alan tekrarlanabilirliği % RSD değerleri sırasıyla % 1.31, % 0.88, % 0.44 ve % geri 

kazanım değerleri sırasıyla % 105.26, % 104.34, % 107.03 olarak bulunmuştur 

(Çizelge 4.4). Kolonların OTA adsorpsiyon veriminde önemli bir azalma olmadan 

defalarca kullanılabilir olması ve ara eleman ihtiyacını ortadan kaldırarak iki-

boyutlu HPLC sisteminde OTA analizlerini yüksek verimde elde etmesi, piyasada 

kullanılan ticari multi-toksin immünoafinite kolonlarına alternatif olmasını 

sağlamıştır.  
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Şek~l 4.29. P(HEMAPA)-4_C18 monol~t~k kolonlarla ~k~-boyutlu HPLC s~stem~nde 
gün ~ç~ tekrar kullanım. (a) OTA der~ş~m~: 2 ng/mL; (b) OTA der~ş~m~: 4 ng/mL;       
(c) OTA der~ş~m~: 5 ng/mL; Sıcaklık: 40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL. 
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Şek~l 4.30. P(HEMAPA)-4_C18 monol~t~k kolonlarla ~k~-boyutlu HPLC s~stem~nde 
günler arası tekrar kullanım. (a) OTA der~ş~m~: 2 ng/mL; (b) OTA der~ş~m~: 4 ng/mL; 
(c) OTA der~ş~m~: 5 ng/mL; Sıcaklık: 40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL. 
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Şek~l 4.31. P(HEMAPA)-4_C18 monol~t~k kolonlarla ~k~-boyutlu HPLC s~stem~nde 
gün ~ç~ tekrar kullanım, adsorps~yon kapas~tes~ ve % kalan kapas~te. (a) OTA 
der~ş~m~: 2 ng/mL; (b) OTA der~ş~m~: 4 ng/mL; (c) OTA der~ş~m~: 5 ng/mL; Sıcaklık: 
40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL. 
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Şek~l 4.32. P(HEMAPA)-4_C18 monol~t~k kolonlarla ~k~-boyutlu HPLC s~stem~nde 
günler arası tekrar kullanım, adsorps~yon kapas~tes~ ve % kalan kapas~te. (a) OTA 
der~ş~m~: 2 ng/mL; (b) OTA der~ş~m~: 4 ng/mL; (c) OTA der~ş~m~: 5 ng/mL; Sıcaklık: 
40°C; Enjeks~yon Hacm~: 100 µL. 

70

80

90

100

110

120

0

0,04

0,08

0,12

0,16

0,2

0 2 4 6 8 10 12
Tekrar Kullanım Sayısı

K
al

an
 K

ap
as

it
e

A
ds

or
ps

iy
on

 K
ap

as
it

es
i, 

ng
/g

Adsorpsiyon Kapasitesi
Kalan Kapasite

80

90

100

110

120

130

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 2 4 6 8 10 12
Tekrar Kullanım Sayısı

K
al

an
 K

ap
as

it
e

A
ds

or
ps

iy
on

 K
ap

as
it

es
i, 

ng
/g

Adsorpsiyon Kapasitesi
Kalan Kapasite

70

80

90

100

110

120

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 2 4 6 8 10 12
Tekrar Kullanım Sayısı

K
al

an
 K

ap
as

it
e

A
ds

or
ps

iy
on

 K
ap

as
it

es
i, 

ng
/g

Adsorpsiyon Kapasitesi
Kalan Kapasite

(a) 

(b) 

(c) 



85 
	

Çizelge 4.4. P(HEMAPA)-4_C18 monolitik kolonların gün içi ve günler arası tekrar 
kullanılabilirliğinin RSD ve geri kazanım değerleri. 

Teorik  
Derişim 
(ng/mL) 

Gün içi tekrar kullanılabilirlik 
(n=10) 

Günler arası tekrar kullanılabilirlik 
 (10 farklı haftada 10 farklı gün) 

Belirlenen  
Derişim 
(ng/mL) 

Geri 
Kazanım 

(%) 

RSD 
(%) 

Belirlenen  
Derişim 
(ng/mL) 

Geri  
Kazanım 

 (%) 

RSD 
(%) 

2 2.09 104.45 0.41 2.11 105.26 1.31 

4 4.18 104.44 0.49 4.17 104.34 0.88 

5 5.36 107.33 0.21 5.35 107.03 0.44 
 

4.4.5. Literatür Karşılaştırması 

Okratoksin A analizi için piyasada kullanılan örnek hazırlama ve analitik tayin 

yöntemlerinden bazıları Çizelge 4.5’de karşılaştırmalı olarak verilmiştir. Çizelge 

4.5’de görüldüğü gibi OTA’nın özütlenmesi ve ön deriştirilmesi için kullanılan 

mevcut yöntemlerin çoğu immünoafinite kolonları veya katı faz özütleme 

adımlarını içermektedir. Kullanılan bu yöntemlerin hepsi “çevrimdışı” olarak 

adlandırılan bir dizi işlemde uygulanan, ara bir elemana ihtiyaç duyan, zaman alıcı, 

kirlenmeye yol açan, daha fazla organik çözücü gerektiren, sonuç olarak birçok 

hataları (toplam hatanın yaklaşık % 60) da beraberinde getiren yöntemlerdir. 

Sunulan tez kapsamında OTA tayinine yönelik hazırlanan monolitik afinite 

kolonları ile 2D-HPLC sisteminde “çevrimiçi” olarak adlandırılan tek adımda tüm bu 

basamakları sağlamak mümkün hale gelmiştir. Literatür değerlendirmesi yapılırken 

dikkate alınan çalışmalarda doğrusal aralık, LOD, LOQ, RSD ve geri kazanım 

sonuçları karşılaştırılmıştır. Oldukça düşük değerlerdeki OTA derişiminde analiz 

yapılabildiği gibi, yüksek derişimlerde OTA analizi yapmak da mümkündür. 2D-

HPLC sisteminde OTA’nın P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile LOQ ve LOD 

değerleri sırasıyla 0.0643 ng/mL ve 0.0212 ng/mL olarak hesaplanmıştır. Diğer 

çalışmalarla kıyaslandığında hemen hemen hepsinden daha düşük miktar tayininin 

yapılabileceği ve teşhis edilebilecek daha düşük sınır değerlerine inilebildiği açıkca 

görülmektedir. Karşılaştırma yapılan tüm çalışmalar arasında % RSD değerleri 

incelendiğinde, en iyi sonuçların 2D-HPLC sisteminde kullanılan P(HEMAPA)-4 

monolitik kolonu ile elde edildiği ayrıca belirtilmelidir. Elde edilen sonuçların 

ışığında tez kapsamında kullanılan P(HEMAPA)-4 monolitik kolonların piyasada 
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OTA’nın analizinde kullanılan IAC ve SPE kolonlarına alternatif olabileceği 

kanıtlanmıştır.  

Çizelge 4.5. Literatür karşılaştırması. 

 
Örnek 

Hazırlama 

 
Ayırma/Tayin 

 
Doğrusal 

aralık 
(µg/L) 

 
LOD 

(µg/L) 

 
LOQ 
(µg/L) 

 
RSD 
(%) 

 
Geri 

Kazanım 
(%) 

 
Kaynaklar 

RP-18 SPE LC-MS/MS 0.15-10 0.05 0.15  100.5 [185] 

IAC LC-FD 0.04-3.0 0.01 0.04 2.90 91.8 [183] 

C18 LC-FD 0.04-3.0 0.09 0.3 3.50 93.2 [183] 

SPE UPLC-MS 0.5-100 0.02 0.07 9.0-14.2 78.2-104.7 [186] 

IAC LC-ESI-
MS/MS 

1-200 0.3 0.8 4.5 89.3-99.1 [187] 

Nano-γ-
Fe2O3-

aptamer 

HPLC-FD 2-500 0.3 1.0 1.96-7.76 67.2-90.4 [188] 

IAC HPLC-FD 0.9-50 0.3 0.9 2.3-4.4 88.6-99.5 [189] 

IAC HPLC-FD 0.8-30 0.25 0.8 4.24 93.6-97.3 [190] 

MISPE HPLC-FD 0.1-5 0.075 0.225   [191] 

IAC HPLC-FD 1.0-100 0.2 0.5 6.2-11.8 75.0-102.0 [192] 

IAC LC-MS/MS  0.01 0.08 1.08-2.10  [193] 

SPE HPLC-FD 0.02-3.0 0.08 0.25 3.8-7.6 88.0 [194] 

SPE HPLC-FD 0.5-100 0.01 0.03 2.0-3.0 95.6-99.2 [195] 

2D-HPLC 2D-HPLC 0.5-20.0 0.0212 0.0643 0.21-1.31 104.34 Sunulan 
tezde 
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5. YORUM 

Ø Tez çalışmasının çıkış noktası, piyasada bulunan Okratoksin A’nın 

analizinde kullanılan multi-toksin immünoafinite kolonlarına alternatif 

olabilecek yeni nesil monolitik HPLC kolonlar hazırlamaktır. 

 
Ø Bu amaç doğrultusunda ilk olarak hidrofobik ligand olarak kullanılan L-

fenilalanin molekülünün polimerleşebilen türevi olan N-metakriloil-L-

fenilalanin (MAPA) monomeri sentezlenmiş ve karakterize edilmiştir. 

 
Ø Tez çalışmasının birinci özgün değeri, MAPA monomeri ile afinite 

etkileşimleri temeline dayalı hidrofobik monolitik HPLC kolonları yığın 

polimerizasyonu ile HPLC çelik kolonlar içerisinde hazırlanmıştır. 

 
Ø Sentezlenen hidrofobik monolitik kolonları ile okratoksin A analiz 

koşullarının optimizasyonu tek-boyutlu HPLC sisteminde belirlenmiştir.  

 
Ø Tez çalışmasının ikinci özgün değeri, OTA optimizasyon koşullarından 

sonra, ön kolon olarak  sentezlenen hidrofobik monolitik kolon, ikinci kolon 

olarak da ters faz C18 kolonları HPLC sistemine bağlanmış, iki-boyutlu 

HPLC uygulamalarında OTA analizi incelenmiş ve gıda maddelerindeki 

(bira, şarap, mısır ve kahve) OTA eş zamanlı olarak tespit edilmiştir. 

 
Ø Diğer bir özgün değeri ise piyasadaki OTA analizi için multi-toksin 

immünoafinite kolonları kullanılırken özütleme gibi ön işlem basamaklarının 

kullanımı gerekmekte ve saflaştırılan OTA örnekleri HPLC sistemine bir ara 

eleman aracılığı ile verilmektedir. Bundan dolayı insan kaynaklı hata payları 

çalışma esnasında olabilmektedir. Bu hata paylarını en aza indirmek ve 

birden fazla basamağın önüne geçilerek daha hızlı OTA analizi 

gerçekleştirebilmek için iki-boyutlu HPLC sistemleri kullanılmıştır. Bu şekilde 

OTA analiz/zaman oranı iyileştirilmiş ve OTA analizinde elde edilen verim 

oldukça üst seviyeye çıkarılmıştır. 
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Ø Piyasada ticari olarak satılan multi-toksin immünoafinite kolonlarının tek 

kullanımlık olması OTA analiz maliyetini oldukça arttırmaktadır. 

Sentezlenen hidrofobik monolitik kolonlarının düşük maliyet ve tekrar 

kullanılabilirliğinin iyi olması OTA tayin işleminin maliyetini önemli ölçüde 

azaltan bir etmendir. 

 
Ø Sentezlenen hidrofobik monolitik kolonlarının OTA adsorpsiyon veriminde 

önemli bir azalma olmadan defalarca kullanılabilir olması ve ara eleman 

ihtiyacını ortadan kaldırarak iki-boyutlu HPLC sisteminde OTA analizlerini 

yüksek verimde elde etmesi, piyasada kullanılan ticari multi-toksin 

immünoafinite kolonlarına potansiyel alternatif olabileceğini göstermektedir. 
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