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SISTEMINDE GEVRIMIiGi ANALIZLERIN INCELENMESI
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Kasim 2017, 125 sayfa

Sunulan tez kapsaminda, besinlerdeki Okratoksin A (OTA) seviyelerinin insan
sagligi acisindan tolere edilebilir dizeyde olup olmadigini gozlemleyebilmek icin
OTA tayinine yonelik monolitik afinite kolonlarinin hazirlanmasi ve es zamanli
olarak analizlerin iki-boyutu HPLC (2D-HPLC) sisteminde incelenmesi
hedeflenmigtir. Calismada son yillarin gézde arastirma konulari olan monolitik
kolonlar, ¢ok-boyutlu kromatografik teknikler ve gida maddelerindeki mikotoksin
analizi  konularinin birlegtiriimesi amacglanmigtir. Piyasadaki Okratoksin A
immunoafinite kolonlarina alternatif kolonlar olusturmak igin c¢elik HPLC
kolonlarinda hidrofobik afinite temelli monolitik kolonlar tasarlanmigtir. Bu
dogrultuda, ilk olarak hidrofobik ligand olarak kullanilan L-fenilalanin molekulunun
polimerlesebilen turevi olan N-metakriloil-L-fenilalanin  (MAPA) monomeri
sentezlenmistir. Monolitik kolonlar, MAPA monomeri ile 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA)'In yigin polimerizasyonu ile c¢elik kolonlarin igerisinde 75°C'lik su
banyosunda 3.5 saatte sentezlenmigtir. Monolitik kolonlar, taramali elektron
mikroskobu (SEM), elementel analiz, Fourier donusumli toplam yansimasi
azaltimis infrared spektroskopisi (FTIR-ATR), Raman spektroskopisi ve geri



basing-akis hizi iligkisi yodntemleri ile karakterize edilmistir. ik asamada,
hazirlanan monolitik afinite kolonlari ile okratoksin A analiz kosullarinin
optimizasyonu  tek-boyutlu HPLC (1D-HPLC) sisteminde incelenmigtir.
Optimizasyon c¢aligmalari kapsaminda; OTA derisimi (0.5-20 ng/mL), MAPA
monomer miktari (0-250 pmol), hareketli faz [ACN:H20 (% 2 HAc igeren) (40:60-
45:55-51:49-55:45-60:40)], akis hizi (0.25-1.5 mL/dk), sicaklik (25°C-40°C) ve
enjeksiyon hacmi (10-100 pL) etkileri incelenmistir. Calismanin ikinci agamasinda
ise hidrofobik temelli monolitik kolonlar birinci boyutta ayrima kolonu olarak, ters
faz C18 kolonu ise ikinci boyutda analitik kolon olarak HPLC sistemine entegre
edilmistir. Gida maddelerindeki (bira, sarap, misir ve kahve) OTA es zamanli
olarak iki-boyutlu HPLC sisteminde analiz edilmistir. 2-5 ng/mL OTA c¢ozeltileri igin
gun igi tekrar kullanilabilirlik % RSD degerleri % 0.21-% 0.49 ve % geri kazanim
degerleri % 104.44-% 107.33 olarak; gunler arasi tekrar kullanilabilirlik % RSD
degerleri ise % 0.44-% 1.31 ve % geri kazanim degerleri de % 104.34-% 107.03
olarak bulunmustur. Monolitik kolonlarin gun i¢i ve gunler arasi tekrar
kullanilabilirlik degerlerinde belirgin bir azalma olmadan defalarca kullanilabilecegi
ve bu yuzden piyasada OTA’nin analizinde kullanilan tek kullanimlik immunoafinite

kolonlarina alternatif olabilecegi kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Monolitk HPLC kolonlar, iki-boyutlu HPLC sistemi,
Mikotoksinler, Okratoksin A Analizi.



ABSTRACT

PREPARATION OF MONOLITHIC AFFINITY COLUMNS FOR
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Supervisor: Prof. Dr. Adil DENiZLi

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



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 ymol), mobile phase [ACN:H,O (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 uL) 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. GIRiS
Gida maddelerinde ureyebilen, bu yolla gunlik yasantida ¢ok sik temasin s6z
konusu olabildigi kufler ve Ozellikle bunlarin olusturduklari toksik metabolitler,
uzerinde onemle durulan bir aragtirma konusudur. Son yillarda mikotoksinlerin
gidalarda gorulmesi digsatimlarda sikintilar yagsanmasina, ihracattan donen ya da
toksin bulunmasi nedeniyle dig pazara gonderilemeyen UrlUnlerin i¢ pazarda
degerlendiriimesine neden olmustur. Ozellikle i¢ pazara ydnelik kontrollerdeki
eksikliklerden kaynaklanan aciklar yuzunden, O6nemli saglik sorunlarini da
beraberinde getirmektedir. insanlarda ve benzer sekilde hayvanlarda mikotoksin,
dozuna bagl olarak farkli etki gostermektedir. Canlilar mikotoksin ile maruz
kaldiklarinda erken dogum, bagisiklik sisteminin baskilanmasi (immunosupresif),
kanda Iokosit sayisinin azalmasi (I6kopeni), dogurganhgin azalmasi, kanser veya
geri donusu olmayan ciddi hasarlara ve hatta olum ile sonuglanan akut toksik
etkiler ile karsi kargiya kalmaktadir. Bundan dolayi, bu sorunlari minimum duzeye
indirebilmek adina, besinlerdeki mikotoksin seviyelerinin tolere edilebilir dizeyde
olup olmadigini gézlemleyebilmek igin yeni, glvenilir, tekrarlanabilir, ucuz ve kisa
surede analizi gergeklestirecek monolitik afinite kolonlarinin hazirlanmasi ve es
zamanl olarak analizlerin iki-boyutlu HPLC (2D-HPLC) sistemlerinde incelenmesi

hedeflenmigtir.

Okratoksin A (OTA) toksik bir metabolittir ve bazi Aspergillus ve Penicillium turleri
tarafindan Uretilen, gesitli hayvan yemlerinde, insan gidalarinda ve cgesitli bati
ulkelerinde insan kan oOrneklerinin % 80’'inde bulunmustur. Cesitli arastirmalar
OTA’nin, karsinojenik, genotoksik, teratojenik, immunotoksik ve nefrotoksik
oldugunu ortaya koymaktadir. OTA, DNA kirilmalari, protein sentezinin inhibisyonu
ve glikoneogenez, lipid peroksidasyonu, mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun
bozulmasi, kanin pihtilagsmasinin engellenmesi ve apoptotik etkisi nedeniyle buyuk
onem tasimaktadir. Bu nedenle son yillarda OTA’nin, insanlarda toksik ve
karsinojenik etkileri Gzerine galigmalar yogunlagmistir.

Monolitik destek malzemeleri literatire 1950’li yillarda girmis olmasina ragmen ilk
basarili  kromatografi uygulamalari 1990°li yillarda rapor edilmistir. Bu
polimerizasyon tekniginin dolgulu kolonlara karsi en 6nemli avantaji, partikuller
arasi Olu hacimlerinin olmayisidir. Ayrica; genis ve birbirine baglantih akig
kanallar yuksek akis hizlarinda galismaya olanak saglamaktadir. Geri basincin az
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olmasi, iletim ile kutle aktarimi ve difuzyon yolunun kisa olusu gibi kinetik
avantajlari da bulunmaktadir. Bu ve benzeri Ustin 6zellikleri monolitleri, yeni nesil
alternatif destek malzemeleri yapmakta ve yeni polimer temelli monolitik kolonlarin

hazirlanmasi konusunda g¢aligmalarin sayisi hizla artmaktadir.

Gida maddeleri Uzerinde vyapilan c¢alismalarda Ornekleme yapilacak besin
ortaminin karmasik dogasi, uygulanmasi gereken kromatografik ayirmanin
oldukga yuksek segicilikte olmasini zorunlu kilmaktadir. Bu kapsamda; 6zellikle
farkli sivi kromatografisi modlari (ters faz, hidrofilik, afinite, jel gecirgenlik vb.)
ayirma amaciyla kullaniimaktadir. Kromatografik ayirmanin veriminin arttiriimasi
icin iki-boyutlu kromatografik ayirma yeni bir alternatif olarak degerlendirilmektedir.
iki-boyutlu yiiksek performans sivi kromatografisi tekniginde, gercek drneklerde
bulunan eser miktardaki bilegiklerin analizinde gerekli olan; zaman alici, yogun is
gucu gerektiren, kontaminasyona yol agan, daha fazla organik ¢ozucu gerektiren,
sonug olarak analitik hatalar artiran 6n iglem basamaklarina ihtiya¢ duyulmamak-
tadir. iki-boyutlu HPLC (2D-HPLC) teknigi, "gevrimigi" olarak adlandirilan bir
adimda tum bu iglemleri saglayarak Ozellikle gida kontrol ve tarama
programlarinda toksik metabolitlerin kantitatif analizleri i¢cin performansi onemli

duzeyde arttiran populer bir teknik haline gelmigtir.

Bu calismada, piyasadaki OTA analizi i¢in kullanilan immunoafinite kolonlarina
alternatif kolonlar olusturmak icin afinite etkilesimleri temeline dayali yeni nesil
monolitik HPLC kolonlarinin hazirlanmasi, hazirlanan kolonlar ile OTA'nin 2D-
HPLC sisteminde c¢evrimici analizlerin incelenmesi ve gida maddelerindeki
OTA’nin es zamanl olarak tespit edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, farkli mantar turleri tarafindan uretilen toksik ikincil metabolitlerdir ve
ayni zamanda bu metabolitlerin mantarlarin gelisimi Uzerinde herhangi bir roll
yoktur. Mikotoksin terimi; mantar anlamina gelen “myco” (miko) ile kimyasal toksik

anlamina gelen “toxin” (toksin) kelimelerinden taretilmigtir [1, 2].

Mikotoksinler kimyasal yapilari bakimindan birbirlerinden olduk¢a farkli
molekullerdir. Molekul agirhigi neredeyse 50 Da olan tek heterosiklik halkadan
olusabildigi gibi toplam molekul agirhgi 500 Da'dan fazla olan dizensiz olarak

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

Tarimsal urtnlerin ve hayvan yemlerinin mikotoksin ile kontaminasyonu dunya
capinda bir sorundur. Geligmis ulkelerde kufli tarimsal Urlnlerin insanlar
tarafindan tuketimi s6z konusu degilken, ciftlik hayvanlari tarafindan tuketimi
gerceklesmektedir. Bundan dolayi, mikotoksin kontaminasyonu geligmis ulkelerde
hayvan saghgi acisindan 6nemli bir problemdir. Gelismekte olan ulkelerde ise gida
uretiminin azhgi, uretim sonrasi depolama kosullarinin ve dagitimindaki kotu
kosullar insanlarin yiksek mikotoksin seviyelerine maruz kalmasina neden olur [2,
5-7].

Mikotoksinler yillar oncesinde var olmasina ragmen, mikotoksinleri insan ve
Ozellikle hayvan hastaliklarindaki gogu durumda tespit etmek zor olmustur. Orta
¢agda, Orta Avrupa’da ergot alkoloidleri ile kontamine olmus g¢avdar unundan
yapilan ekmegi yiyen binlerce insan ergot zehirlenmesine maruz kalmis ve
ergotizm (insana etkili olan en eski ve en fazla bilinen mikotoksikoz) ylzunden
hayatini kaybetmistir. Ergotizime, Claviceps purpurea adi verilen bir mantarin
Urettigi alkaloidlerin sebep oldugunu belirlenmigtir. insan ve hayvan sagligi
acisindan ciddi sorunlara neden olan mikotoksinler 1960l yillarin baslarina kadar
pek fazla dikkat gcekmemistir. 1969 yilinda ingiltere’de meydana gelen 100.000
hindi palazinin 6lumu yem katkisi olarak kullanilan Brezilya yer fistiginin sebep
oldugu zehirlenme sonucu gergeklesmistir. Zehirlenmenin nedeninin Aspergillus
parasiticus ve Aspergillus flavus adi verilen mantarlarin Grettigi aflatoksinler oldugu
belirlenmistir [2, 8, 9].



Yaklasik 100.000 mantar tura tanimlanmis olmasina ragmen bunlardan 300 kadari
potansiyel toksik etkiye sahiptir ve bu Onemli mikotoksinleri Ureten mantarlar
Aspergillus, Fusarium, Penicillium ve Alternaria’dir. Bu turler tarafindan uretilen
onemli mikotoksinlerin en fazla bilinenleri; aflatoksinler (AF), okratoksin A (OTA),
zearalenon (ZON) ve bazi trikotosenler (fumonisinler (fumonisin B1),
deoksinivalon, T-2 toksin)'dir. Onemli mikotoksinlerden bazilarinin kimyasal yapisi
Sekil 2.1’de verilmigtir [10-13].

0o o 0o 0 o 0
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L Lo L
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Sekil 2.1. Bazi onemli mikotoksinlerin kimyasal yapilari [12].

2.1.1. Onemli Mikotoksinler ve Onlari Ureten Mantarlar

Dunya genelinde en sik kargilasilan ve mikotoksinlerin olugmasina sebep olan
mantar tarleri 5 farkli gruba ayrilabilir, bunlar; Alternaria, Aspergillus, Claviceps,
Fusarium ve Penicillium’dur. Ancak insan ve hayvan sagligi agisindan daha toksik
bilesiklerin olusmasina neden olan mantar turleri ise Aspergillus, Fusarium ve
Penicillium’dur. Bu 6nemli mantar turleri tarafindan Uretilen mikotoksinler de;
aflatoksinler, okratoksinler, trikotesenler, zearalenon, fumonisinler, patulindir ve
ergot alkoloidleridir [11-15]. Mikotoksin ureten mantar turleri ve olusturduklar
mikotoksinlerin listesi Cizelge 2.1°de verilmigtir [12, 15].
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Cizelge 2.1. Mikotoksin ureten mantar turleri ve olusturduklari mikotoksinlerin
listesi.

Mantar Kisaltma Mikotoksin

Aspergillus flavus;

. " AF Aflatoksin
Aspergillus parasiticus
Alternaria tenuissima ALT Altertoksin
Aspergillus ochraceus;
A ill jus;
spergillus carbonarius,; OTA Okratoksin A

Penicillium verrucosum;
Penicillim nordicum

Penicillium expansum;
Bysochlamis nivea; Patulin

PAT
Aspergillus clavatus
E ; trichioides-
usarl.um sporo I’IC. ioides; T T-2 Toksin
Fusarium langsethiae
F 1 :
usarium avenaceum; ENN Enniatin

Fusarium tricinctum

Fusarium graminearum;
Fusarium culmorum; DON Deoksinivalenol
Fusarium cerealis

Fusarium graminearum;
Fusarium culmorum; Zearalenon

, . ZEN
Fusarium equiseti
Fusarium verticillioides; .
, , FB Fumonisin
Fusarium proliferatum
Alternaria alternata TeA Tenuazonik asit

Claviceps purpurea;
Claviceps fusiformis, EA Ergot alkaloidi
Claviceps africana,

Fusarium avenaceum;

, . MON Moniliformin
Fusarium tricinctum

2.1.2. Mikotoksin Olugsumunu Etkileyen Faktorler

Toksijenik mantarlarin gelisimine ve mikotoksin olusumuna etki eden faktorler g

ana grup altinda toplanmaktadir.

a) Fiziksel Faktorler: Cevrenin sicakligi, nem, bagil nem, substratin su aktivitesi,

pH, atmosferdeki gazlarin orani, havalandirma ve mekanik hasarlar.



b) Kimyasal Faktorler: Karbondioksit ve oksijen miktari, substrat bilesimi,

mahsulde bulunan pestisit ve fungisit turu ve miktari.

c) Biyolojik Faktorler: Mikotoksin Uretebilme kabiliyeti, mahsuilde bulunan uygun
mantar sporlari, akarlarin ve bdceklerin varligi, mikotoksin olugturan kufler ile
birbiriyle rekabet eden diger kuflerin ayni ortamda bulunmasi, mikrobiyal
detoksifikasyon [12, 14].

Sekil 2.2'de toksijenik mantarlarin gelisimine ve mikotoksinlerin olusumuna etki

eden faktorler 6zetlenmistir.

Su Depolama Suresi
Sicaklik Mikrobiyal Etkilegim
Substrat Mekanik Hasar

Mantar Genetigi Bocek Hasari
pH Mantar birikmesi

Mantar turlerinin gelismesi

l

Toksin Uretimi

Sekil 2.2. Toksijenik mantarlarin gelisimine ve mikotoksinlerin olusumuna etki eden
faktorler [12].



Gunumuzde birgok tarim UrUnleri ve gida maddeleri Okratoksin A, aflatoksin,
patulin, deoksinivalenol, zearalenon vb. gibi mikotoksinler ile kirlenmektedir.
Cizelge 2.2’de bazi 6nemli mikotoksinleri, onlarin bulastigi tarim Grunleri ve gida
maddeleri 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Bazi mikotoksinler ve onlarin bulastigi tarim UrUnlerini ve gida
maddeleri [16-18].

Mikotoksin Bulunabilecegi Tarim Uriinleri ve Gida Maddeleri

Tahil taneleri (bugday, misir, arpa), baklagiller, findik,
Aflatoksin yer fistigi, baharat (kirmizi biber), hindistan cevizi,
antepfistigi, kuru Uzum, kahve, incir, sut ve sut

urdnleri

Tahil taneleri (bugday, misir, arpa), baklagiller, findik,
Okratoksin A yer fistigi, kuru Uzum, kahve, kakao, meyve suyu,
sarap, bira, bebe mamasi, 6zel tibbi amagli diyet

yiyecekleri

Meyve ve meyve urlnleri (6zellikle elma, elma suyu
Patulin ve elma sirkesi), nektarin, findik, yer fistigi, tahil

taneleri, domates salcasi, mantar

Deoksinivalenol Tahil taneleri, patates, kabuksuz meyve, Uzum, bebek
mamasi
Zearalenon Tahil taneleri (bugday, misir, arpa, yulaf), baklagiller,

zeytinyagi, bebek mamasi

T-2 Toksin Tahil taneleri (arpa, yulaf), bebek mamasi

insan ve hayvanlarin besin zincirlerine mikotoksinlerin bulagmasi dogrudan ve
dolayh kirlenme ile gergeklesir. Gida maddelerinin ve hayvan yemlerinin
mikotoksinlerle dolayl kirlenmesi; toksijenik mantarlar ile daha 6nceden kirlenmis,
ham maddelerin ve katki maddelerinin gida Uretiminde kullaniimasiyla gerceklesir.
Dogrudan kirlenme ise gida maddelerinin ve hayvan yemlerinin toksijenik mantar

ile enfekte olmasi ve gozle fark edilir sekilde kiuflenmesiyle meydana gelmektedir.



Gida maddeleri ve hayvan yemlerinin toksijenik mantar ile kirlenmesi, onlarin
uretimi, islenmesi, tasinmasi ve agirlikli olarak da depolanma evresinde meydana
gelir. insanlar tarafindan mikotoksinlerin alimi, mikotoksinler bulagmis bitkisel
urtnleri veya bu besinler ile beslenmis olan hayvanlardan uretilen gida maddeleri

araciligi ile gerceklesmektedir [4].
2.1.3. Mikotoksinlerin Canlilar Uzerindeki Etkileri

insanlarin ve hayvanlarin mikotoksine maruz kalma riski her zaman vardir ve
bundan dolay! halk sagligi alaninda mikotoksin sorunu buyuk bir problemdir [19].
insanlarda ve benzer sekilde hayvanlarda mikotoksin, dozuna bagh olarak farkli
etki gostermektedir. Canlilar yuksek dozda mikotoksin ile maruz kaldiklarinda
erken dogum, bagisiklik sisteminin baskilanmasi (immunosupresif), kanda lokosit
sayisinin azalmasi (I6kopeni), dogurganlhgin azalmasi ve olum ile sonug¢lanan akut
toksik etkiler ile karsi karsiya kalmaktadir. Dusuk dozda mikotoksin alinmasi
sonucunda ise kusma, ishal, bobrek ve karaciger hasarlari, akciger odemi ve
tumor gibi klinik semptomlar gorulmektedir. Duguk dozda mikotoksin alindiginda
gorulen klinik semptomlar, canllar tarafindan uzun sure alindiginda kanser veya
geri donusu olmayan ciddi hasarlara neden olan akut toksik etkiler olarak
siniflandirilabilirler [10, 13, 20].

2.2. Okratoksin A

1960 yilinda mikotoksin biliminin baglamasiyla, insan ve hayvan sagiliginda dogal
toksinlerin etkileri incelenmis ve Okratoksin A (OTA)'nin Aflatoksinler ile birlikte
hayvanlara toksik olan mantar metabolitlerinin birinci gruplarindan biri oldugu

tanimlanmigtir [21].

OTA, okratoksinler grubu igerisindeki en toksik olan mikotoksindir. Aspergillus ve
Penicillium cinsine ait mantar turleri tarafindan uretilen ikincil metabolitlerdir. OTA,
Aspergillus cinsi mantarlardan A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius ve A. flavus
tarafindan uretilirken Penicillum cinsi OTA Uureticisi ise P. verrucosum’dur [22, 23].
OTA, bircok gida drunleri ve alkolli igeceklerde tespit edilmistir. OTA tahillarda
(bugday, misir, arpa), kahvede, kakaoda, baharatlarda, bebek mamasi, bira, Gzim
suyu ve sarapta yaygin olarak bulunan tum danyay: ilgilendiren bir kirleticidir. Bu
urinler arasinda tahillarin  OTA aliminin % 50-80’'ini olusturdugu kabul
edilmektedir [23-27].



OTA nefrotoksik, karsinojenik, teratojenik, hepatoksik ve immunotoksik etkilere
sahiptir [25-27]. insanlarda Balkan Endemik Nefropati (BEN)nin etiyolojik
etmenidir ve idrar yolu (mesane) dahil timorler ile iligkilendirilir [28]. Uluslararasi
Kanser Arastirmalari Ajansi (IARC) tarafindan 1993 yilinda insanlar icin muhtemel
karsinojen madde olarak 2B grubu igerisinde siniflandiriimistir. Avrupa Gida
Guvenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan 2006 yilinda insanlar igin okratoksinlerin
tolere edilebilir haftalik alimi 120 ng OTA/kg vucut agirligr olarak belirlenmigtir [29,
30].

2.2.1. Okratoksin A’nin Kimyasal Yapisi

Kapali formuli CyoH1sOsNCl ve molekul agirhgr 403.82 g/mol'dur. IUPAC
tarafindan Okratoksin A molekulinun agik formula ise L-fenilalanin-N-[(5-kloro-3,4-
dihidro-8-hidroksi-3-methyl-1-oxo-1H-2-benzopiran-7)-karbonil]-(R)—izokumarin

olarak aciklanmistir [21, 23]. CAS numarasi 303—47-9'dur. OTA, 7-karboksi-5-
kloro-8-hidroksi-3,4dihidro-3R-metilizokumarin (okratoksin a; OTa)'in 7-karboksil
grubuna L-B-fenilalanilin peptid bagiyla baglanmasiyla olusmustur [31]. Sekil 2.3
ve Cizelge 2.3, Okratoksin A ve ilgili metabolitleri hakkinda ayrintilari icermektedir.

OTA, beyaz renkte, kristalize bir bilesiktir. Polar organik ¢ozlculerde yuksek
oranda ¢Ozunen; sudaki ¢dzunurligu az olan ancak sulu hidrojen karbonatta
¢ozunebilen bilesiktir. Istya karsi oldukga direnglidir. Kaynama noktasi benzende
90°C iken ksilende 171°C’dir [21, 23]. OTA zayif asidik Ozellik gostermektedir.
Fenilalanil kisminin karboksil grubu ve izokumarin kisminin fenolik hidroksil grubu
icin OTA’'nin pKa degerleri sirasiyla 4.2-4.4 ve 7.0-7.3’dur [32]. Ultraviyole altinda
asit solusyonunda yesil, alkalin solusyonunda mavi fluoresan isima verir. OTA,
asitlere karsi1 dayanikli ve ortam sicakligina karsi da oldukga kararhdir [33].

O OH Fenolik —OH grubu
©\I [ ?H I
N 0

N-Fenilalanil grubu “CH;
Ct

Sekil 2.3. Okratoksin A'nin kimyasal yapisi [25].



Cizelge 2.3. Okratoksin A'nin kimyasal yapisi ve ilgili metabolitleri [25].

Bilesik R4 R Rs R4 Rs
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 a (OT a) OH Cl H H H
Okratoksin B (OT B) 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’nin insan Saghg: Uzerindeki Etkileri

Okratoksin A, insanlarda Balkan Endemik Nefropati (BEN; kronik bobrek hastaligr)
hastaligina yol acmakta ve ayrica bobrek tumorlerinin olugsmasina neden
olmaktadir [34, 35]. OTA, hizli emilim gosteren ve yavas yavas yok olan kumulatif
bir zehir gibi davranir. insanlarda, OTA 30 giinden fazla bir yari dmiir ile gok yavas
bir sekilde metabolize edilir. Plazma proteinlerine neredeyse tamamen baglanir,
bobrek ve karaciger dokusunda birikir [36, 37]. OTA, ilerleyen renal fibroz ve
proksimal tubul epitelyumun dejenerasyonu gibi renal lezyonlar ve mesane, renal
pelvis kanseri ve idrar yolu timorleri ile karakterize edilir [38, 39]. OTA’nIn

genotoksik karsinojen oldugu, oksidatif DNA lezyonlarinin baglamasina yol agmasi
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nedeniyle kanitlanmistir [40, 41]. Ayrica, OTA organlar ve dokular Uzerine, protein
sentez inhibisyonu, oksidatif stres, transkripsiyon faktorlerinin modulasyonu,
spesifik hucre sinyal yollarinin bozuklugu (kalsiyum homeostazi) gibi farkli
etkilesim mekanizmalarina etkileri vardir [41, 42].

2.2.3. OTA’nin metabolitleri

Hidroliz, hidroksilasyon, lakton hidroliz ve konjugasyon 6nemli metabolik yollardir.
OTA'nin ana metabolitleri NADPH varliginda hidroksile edilmis turevleri olan 4(R)-,
4(S)-, 10-hidroksiokratoksin A (10-OHOTA) ve karbosipeptidaz A tarafindan peptid
baginin kopmasiyla olusan Okratoksin a (OTa)dir. OTa toksik olmayan bir
metabolittir. OTA’'nin lakton hidroliz Grinu olan OP-OTA ise oldukga toksiktir.
OTA’nin C-5 dzerinde bulunan Cl atomunun sitokrom P450 aracihigi ile kaybolmasi
ile Okratoksin B (OTB) olugur. OTB, OTA'dan daha az toksiktir. OTA'nin tim
metabolitlerinin kendisinden daha az toksik oldugu dusunulmektedir. Sekil 2.4’de
OTA’nin metabolitleri 6zetlenmistir [24, 25, 31, 40, 43, 44].

” 0 P450 veya
P450 veyj/ 3/H \ferOksidaz
peroksidaz 5 4 310

OH of o Cl OOy OH O
H 0
,/CH3 ! Lakton \Karboksipeptidaz A S /CHy =Ry

hidroliz

Hidroksillenmis
0 OH0 OH 0 0 OHO OH o\ OH O metabolitleri (R, R,
Q\I QJNJ\@;TH HO 0 ey RS:OH)
N 0 OH
H

oTB Cl Cl

Sekil 2.4. OTA'nin metabolitleri [40].



2.2.4. OTA’nin Gida Maddelerindeki Glincel Limitleri

Okratoksin A, hayvan ve insan saghgini ciddi derece tehdit eden onemli bir
mikotoksindir. Saglik problemlerinin yani sira gida maddelerinin Uretimi, igslenmesi,
tasinmasi ve agirlikli  olarak da depolanma evresinde kirlenmesinin
engellenememesine, OTA ile kontamine edilmis bitkisel Urunleri veya bu besinler
ile beslenmis olan besi hayvanlarindan Uretilen gida maddelerinin tuketiminin
engellenememesine ve besi hayvanlarinin oOlumlerine neden olmaktadir. Bu
baglamda da OTA’'nin gidalardaki varligi, oncelikle saglik olmak Uzere ekonomik
anlamda da hem Ulke i¢ci hem de ulkeler arasi piyasay! olumsuz etkilemektedir.
Olumsuz etkileri en az duzeye indirmek igin butin gida maddeleri Uretim
asamalarinda ve son tuketiciye ulagsmadan oOnce gida maddelerindeki OTA
iceriginin belirlenmesi i¢in analiz edilmelidir. Bugln dunyada hemen hemen butin
ulkeler, ihrag ettikleri Uranlerin geri donusunu azaltmak ve i¢ pazara gonderilen
artnlerin Ulke sagligini olumsuz etkilememesi icin gidalarda bulunabilecek OTA
duzeyleri icin sinir degerler belirlemektedirler. Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi tarafindan belirlenen ve Resmi Gazete'nin 29 Aralik 2011 tarihli (28157
3. mukerrer) sayisi ile yayimlanan Turk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi
Tarkiye icin gidalarda bulunabilecek OTA Ust sinir degerlerini belirlemektedir.
Cizelge 2.4’de, ilgili ydonetmelikte belirlenmis olan degerler verilmektedir.
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Cizelge 2.4. Gidalarda izin verilen okratoksin A Ust sinir degerleri (Turkiye) [45].

Ust Sinir (ng/kg)
GIDA MADDES! Okratoksin A
islenmemis tahillar 5
islenmemis tahillardan elde edilen tim Uriinler’ 3
Kurutulmus asma meyveleri 10
(kug UzUmU, kuru Uzim ve gekirdeksiz Uzum)
Kavrulmus kahve gekirdegi ve 6gutuimus kahve 5
Kahve 6zutu, ¢ozunebilir kahve 6zutu veya 10
¢ozunebilir kahve
Sarap ve meyve saraplari
(Kopukla sarap/sampanya dabhil, likor saraplari ve 5
hacmen alkol miktari en az %15 olan saraplar harig)
Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve 5
aromatize sarap kokteyli
Uzim suyu, konsantreden dretilen Gzim suyu, Gzim
nektari, Gzum girasi ve konsantreden Uretilen Gzum 2
sirasi
Bebek ve kuguk ¢cocuk ek gidalari 0,5
Bebek igin 6zel tibbi amacli diyet gidalar 0,5
Kirmizibiber
Karabiber g once 30
Hintcevizi ~
- Q

Zencefil S | sonra 15
Zerdecal
Meyan koku 20
Meyan kokii 6zt 80

' Dogrudan insan tiiketimine sunulan tahillar ve islenmis tahil Griinleri dahil.
2. Maksimum limit; 3-4 kg meyan koékiinden Uretilen 1 kg saf ve seyreltimemis
Ozutlere uygulanir.
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2.2.5. OTA Analiz Yontemleri

Gida maddelerinde ureyebilen, bu yolla gunlik yasantida ¢ok sik temasin so6z
konusu olabildigi OTA analizi, 6zutlenme, yikama, 6n deristirme, ayirma ve bu
Ozutlerin uygun bir teknik ile analizini igermektedir. OTA’nin 6zutlenmesi igin sivi-
sivi 0zutleme (LLE-liquid-liquid extraction) veya kati faz 6zutleme yontemi (SPE-
Solid Phase Extraction) kullanilabilir. OTA 6zutunun SPE teknigine uygulanmadan
once homojen hale getirilmesi ve sivi-sivi 6zutleme iglemine tabi tutulmasi gerekir.
Kati faz 6zutleme yontemi gogunlukla C18, florisil, fenil gibi farkl gruplari iceren
kolon kromatografisinden olusabilecegi gibi immunoafinite kromatografisi (IAC)
yontemi ile de olmaktadir [46-49]. immiinoafinite kromatografisi, OTA’ya dzgl
antikorlarin kati destek malzemesine kovalent olarak baglanmasiyla yuksek
hassasiyet, segicilik, dogruluk ve uygulamada kolaylik saglamaktadir.
imminoafinite kromatografisi, uygulamadaki avantajlari sayesinde temiz OTA

Ozutlerinin elde edilmesini saglamaktadir [50] .

OTA’nin 6zutlenmesi agsamasindan sonra enzim bagli immun test (Enzyme-Linked
Immuno-Sorbent Assay-ELISA), ince tabaka kromatografisi (Thin Layer
Chromatography-TLC), kapiler elektroforez (Capillary Electrophoresis-CE),
floresan dedektorlu ylksek performans sivi kromatografisi (FD-HPLC), kutle
spektroskopisi (MS) ve biyosensor teknolojisinden de faydalaniimaktadir [51-54].
ELISA yontemi dusuk derisimlerde beklenen analit-antikor 6zgun etkilesimleri
yerine yan etkilesimlerin artmasi nedeniyle kabul edilebilir hassasiyette
guvenililirligini yitirmektedir. TLC yontemi gidalarda OTA analizinde kesinlik ve
dogruluk acisindan vyeterli degildir. Biyosensor teknoloji ise OTA’nin hizl bir
sekilde gidalarda belirlenmesini saglar; ancak ekipmanlarin pahali ve yeni olmasi
biyosensorlerin yaygin olarak kullanilmamasina neden olmaktadir. LC-MS, yine
dusuk derisimlerde iyon siddetlerinin dugmesi ve artan girisim nedeni ile guvenilir
sonuglar vermemektedir. Okratoksin A belilemede yaygin olarak, ilk Once
immunoafinite kolon (IAK) kullaniimakta ve OTA’nin 6zutlemesi gerceklestikten
sonrada floresan dedektorli yuksek performans sivi kromatografisi (FD-HPLC)
sistemi kullaniimaktadir. HPLC sisteminde floresan dedektor kullanildiginda dusuk
Olcim limiti (LOQ)'ne sahip ylksek hassasiyette dogru analizler yapilmaktadir [50,
55, 56]. Immiinoafinite kolonlarinin kisa raf émiirleri ve tek kullanimlik olmalari bu

yontemin en dnemli dezavantajlaridir [57].
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Kromatografik ayirmanin veriminin arttirilmasi igin ise; iki-boyutlu kromatografik
ayirma yeni bir alternatif olarak degerlendirilmektedir. iki-boyutlu HPLC uygulama-
lar, 6zellikle gida kontrol ve tarama programlarinda toksik metabolitlerin kantitatif
analizleri i¢in performansi 6nemli duzeyde arttirdigi literaturde belirtiimektedir.

2.3. Monolitler

Monolitler partikul seklindeki destek malzemelerinin yerine tek bir parcadan olusan
oldukca gozenekli destek malzemeleridir. Monolitik kolonda ¢ok sayida birbiriyle
baglantih gézenekler ve kanallar bulunmaktadir. Hareketli faz, iletim yolu ile bu
kanallar arasindan tasinir. Bunun sonucunda da difizyon sinirlamasinin
ustesinden gelinerek, hareketli faz ile sabit faz arasindaki kutle transferi gok hizlh
gerceklesmektedir. Bundan dolayr monolitler, DNA ve protein gibi oldukga buyuk
biyomolekullerin ¢ok kisa surede ayrilmasini saglamaktadir [58]. Monolitler,
kimyasal ve hazirlanma bakimindan birbirinden farkl bigimlerde hazirlanabilirler.
Sentetik (polimetakrilat, poliakrilamid, polistren) ve dogal polimerlerden (agaroz ve
sellloz) ve ayni zamanda inorganik (silika) malzemelerden Uretilmektedirler [59].
Hazirlanma bakimindan ise monolitler disk, c¢ubuk veya tup seklinde
uretilebilmektedir [60, 61].

2.3.1. Monolitik Malzemelerin Tarihsel Gecmisi

HPLC icin ginUmuzde piyasada bulunan makro-gozenekli, kati formdaki polimerik
monolitik sabit fazlar ilk olarak 1992'de Svec ve Frechet tarafindan literatire
tanitilmigtir [62]. HPLC igin silika temelli monolitler ise daha sonra Tanaka ve
arkadaslar tarafindan bulunmustur [63-67]. Bu gibi malzemelerin ayirma biliminde
uygulamasina iligkin teorik temellerin yarim yuzyili askin suredir tartisildiginin
hatirlanmasi olduk¢ga Onemlidir; ¢unku gozenekli jel yapilarin kromatografik
uygulamalar igin 6nemi ilk olarak 1950’li yillarin basinda kaydedilmigtir [68]. Nobel
Odullii Robert Synge, 1950'lerde monolitlere benzeyen ilk yapilari dnermistir.
Fakat o zamanlarda uretilen yumusak malzemelerin hidrostatik basin¢ altinda
¢coktugunu fark etmistir [69]. Ancak, sivi kromatografisi i¢in surekli makrogozenekli
fazlarin sentezinde baslangi¢c noktasi 1960’ yillara kadar dayanmaktadir. Kubin
ve arkadaslari boyut diglama kromatografisi icin metakrilat temelli hidrojeller
uretmiglerdir [70]. 1970'lerde polimerik sungerlerin uygulamalart [71, 72],
1980'lerde sikistirlmis yataklar ve 1990'da sert makro-gozenekli organik
polimerler ve silika gubuklar ortaya ¢gikmigtir [62-67, 73]. Son zamanlarda, organik-
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inorganik hibrid monolitik malzemeler olarak adlandirilan yapilar rapor edilmis ve
bunlar siklikla silika monolitik bir destek Uzerine polimerik fonksiyonel yuzeyler ile
birlestirilmistir [74-77]. Bu uzun suren gelisim surecinde, polimerik diskler ve agik
tupler gibi alternatif monolitik formatlar (gubuklar disinda) ortaya gikmistir [78, 79].

Monolitik malzemeler ayirma bilimi ve biyoanalitik uygulamalar i¢in son 20 yilda
detayh bir sekilde gozden gegirilmistir [80-82]. Svec, 1996 yilinda monolitik fazlarin
olusum suregleri konusundaki ilk arastirmalardan birini yapmistir [83]. Daha sonra
1999 yilinda Peters ve arkadagslari, polimerik monolitik ¢ubuk kolonlarin
uygulamalari, akis ozellikleri ve olusumu Uzerine galigmalar yaparak, monolitik
yapilarin gelismelerini rapor etmiglerdir [84]. Ayni yiIl Svec ve Frechet, cesitli
faktorlerin ~ (porojenik  ¢ozicu derisimi  gibi) monolitlerin  morfolojisi  ve
gOzenekliligine etkisini detayl bir sekilde anlatan ¢alismalarini yayinlamiglardir
[85].

Monolitik kolonlarin yluzey kimyalarinin c¢esitliligi nedeniyle birgcok uygulama
mevcuttur. Afinite kromatografisinin monolitik kolonlara uygun bir teknik oldugunu

Mallik ve arkadaslari 2006 yilinda rapor etmislerdir [86].

Silika monolitik kolonlarin polimerik monolitik kolonlara gore yuzey alanlarinin
arttigi  gorulmustar [87-89]. Sonug¢ olarak, silika monolitik kolonlar kuguk
molekullerin ayirrminda (6rnegin, iyon kromatografisi) daha basarili sonuclar

vermigtir.

Svec, proteomik ve peptid haritalama [90], mikro-SPE (SPE) ve 6n derigtirme [91],
GC [92] ve son olarak immobilize enzimlerin yer aldigi mikro-reaktorlerin [93]
geligtiriimesinde monolitik kolonlarin kullaniimasini igeren, monolitik kolonlarin

olaganustu uygulamalarini rapor etmigtir.

Kolon seklindeki monolitik malzemelerden yola c¢ikarak, polipropilen uglarda
monolitik malzemelerin kullaniimasini gerektiren 6zutleme tekniklerini Blomberg
2009 yilinda rapor etmistir [94]. Monolitik malzemeler disk formatinda da
kullanilabilir. Tennikova ve arkadaslari, membrandan monolitik disk kromatografisi-
ne gegcisi, diger dolgulu kolonlarla (6rn., gozeneksiz kureler) karsilagtirarak rapor
etmislerdir [95]. Monolitik kolonlarin diger bir populer formati mikro-akigkan ¢ip
sistemidir. Bu formattaki ayirma ortamlari membranlardan monolitik malzemelere

kadar ayrintili olarak 2005 yilinda Peterson tarafindan agiklanmigtir [96].
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Gunumuzde monolitler sentetik, dogal polimerler ve ayni zamanda inorganik
malzemelerden Uretilmektedir. Organik polimer esasli monolitler protein ve
polinukleotit gibi bluyuk molekullerin ve ayni zamanda virus gibi buyuk partikullerin
ayrimini saglamaktadir. Agaroz temelli monolitlerde ayni amaglar i¢in kullanilsa
da, onlarin kimyasal ve mekaniksel ozellikleri HPLC uygulamalarina daha az

uygundur [59].
2.3.2. Yeni Nesil Kolon Dolgu Malzemesi Olarak Monolitler

Monolitler, 1990l yillarin baglarinda biyomolekullerin hizli ayrimi igin yeni kolon
teknolojisi olarak tanitiimigtir. Bu malzemelerin en 6nemli 6zelligi, duzgun akis
kanallarina, buyuk gézeneklere sahip olmasi ve bu sayede de dusuk geri basingta
yuksek akis hizlarinin kullanimina izin vermesidir [61, 97, 98]. Tek parcali
gOzenekli malzemeler olan monolitler o6lu hacim icermemektedir. Monolitler ile
partiktller arasi hacim ve yavas kutle aktarimi problemleri ortadan kalkmaktadir.
Geleneksel dolgulu kolonlarda kutle aktarimi difuzyon ile saglandigr igin
gOzeneklerden kismen yararlanilir ve kutle aktarimida sinirli gergeklesmektedir.
Monolitlerde ise kutle aktarimi tasinimh geceklestigi igin toplam gbézenek
hacminden yararlaniimaktadir [59, 99].

Monolitler kolay hazirlanabilirlikleri, mukemmel akis Ozellikleri, daha dusuk kutle
aktarim direnci ve basing dugmesi gibi hidrodinamik ozellikleriyle biyomolekullerin
ayiriminda tercih edilmektedirler [100].

2.3.3. Monolitlerin Gozenek Yapisi ve Gozenek Ozelliklerinin Kontrolii

Kromatografide gozenekli malzemelerin kullanimi ylzey ile igice bir temasa
dayanmaktadir. Buyuk yuzey alani saglamak igin ¢ok sayida kuguk gbzenegdin
polimerin igine dahil edilmesi gerekmektedir. Toplam yuzey alanina en onemli
katkisi olan gozenekler 2 nm’den kuguk gozenek boyutlari ile mikrogdzenekler ve
2 ile 50 nm arasinda degisen boyutlara sahip olan mezog6zeneklerdir. 50 nm’den
blyuk boyutlardaki makrogozenekler ise toplam yuzey alanina énemsiz bir katki
saglamaktadir [87, 101]. Yluzey alanini olusturmada o6nem tegkil etmeyen
makrogOzenekler monolitlerin  esas gozenek yapisini  olusturmaktadir.
Makrog6zenekler hareketli fazin uygun bir basingta akigini ve sabit faz ile ¢ozelti
arasinda etkili bir etkilesim saglar [87, 100]. Hareketli faz buylik gozenekili
makrogozeneklerden akmakta bundan dolayr da iletim ile kitle aktarimi
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gerceklesmektedir. Geleneksel dolgulu kolonlarda ise kutle aktarimi difuzyonla
saglanmaktadir. Monolitlerdeki makrogozenekler sayesinde kutle aktarimi hizli bir
sekilde gercgeklesmektedir. Sonu¢ olarak monolitlerde analitler difizyonla degil
akisin sebep oldugu aktarimla tasinir [102]. Monolitlerin gézenek yapisi sicaklik,
gOzenek yapici ¢ozucu karisiminin bilesimine, capraz baglayici monomerinin
icerigine baghdir [60, 87, 103].

2.3.4. Monolitlerin Avantajlari

GoOzenekli polimerik monolitler son yirmi yilda birgcok alanda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Geleneksel dolgulu kolonlar ile kiyaslandiginda monolitler;

v lletime dayall taginim,

Oldukga gozenekli yapisi,

Mukemmel akis 6zellikleri,

Dusuk katle aktarim direnci ve basing dusmesi,

Kolay hazirlanabilme,

AN N NN

Kolon doldurmasinin kolay olmasi,

gibi avantajlarindan dolayi biyomolekullerin saflagtiriimalarinda yeni nesil kolon
dolgu malzemesi olarak kullaniimaktadir [58, 100].

2.4, Yuksek performans sivi kromatografisi (HPLC)

Yuksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ¢ozunur molekullerin analizi igin en
onemli tekniklerden birisidir. Farkli ayirma temellerinden dolayi, ayni cihaz ile
yuksek segicilikte ve hassasiyette, diger ayirma tekniklerinin ulasamayacagi birgok
analitik problemin Ustesinden gelebilir. Ancak, HPLC’deki ¢ozunurlik ve pik
kapasitesi, tabaka sayisindan yoksundur; bu da ¢ok bilesenli karisimlarda yetersiz
ayirma gucune yol agmaktadir.

Pik kapasitesi (PC), ayirma kabiliyetini gOsterir, kromatografik sistemde birbirini
takip eden iki pik arasinda kag¢ tane ¢oziucunun ayrilabileceginin gostergesidir.
Ultrayuksek-basingh sivi  kromatografisinde (UHPLC) ve super kritik akis
kromatografisinde (SFC) PC degeri 1 saatte 300 iken, geleneksel HPLC
sistemlerde PC deg@eri 1 saatte 100-200 degerindedir. Daha genis PC elde etmek
icin ¢cok-boyutlu ayirma sistemleri geleneksel HPLC sistemlerinde dahil edilmelidir
[104, 105].
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2.4.1. iki-boyutlu Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (2D-HPLC)

iki-boyutlu yliksek performans sivi kromatografisi (2D-HPLC), érnek analizinde iki
bagimsiz sivi faz ayirma sisteminin uygulandigi tekniktir. 2D-HPLC hem sadece ilk
boyutta ilgilenilen maddeyi valfin donmesiyle daha iyi ayrilmasi igin ikinci boyuta
transfer eder, hem de ilk boyuttaki atiklarin tamamini bir¢gok kiiguk parcalar halinde
sirasiyla ikinci boyuta transferini gergeklestirir, bundan dolayr kapsamh 2D
kromatografi olarak bilinir (Sekil 2.5). Farkli ayirma mekanizmalarina sahip iki
kolonu birlegtirir. Analitik agidan, ikinci kolonun son derece verimli oldugu
dusunalir ve ilk kolonun ayirimi ic¢in kimyasal olarak segici detektor ile

iligkilendirilir.

A Fraksiyon Toplayici Pompa B Fraksiyon Toplayici

E‘I Pompa 1

LD " U

N Py
& Bi[inci Boyut

%% On Kolon ) Hareketli Faz 1

6-Yollu Vana Hareketli Faz 10-Yollu Vana Pompa

- .. [
] | | Dedektor =
" Digim 2 0 &
Digim 1 %ﬁ
linci Boyut Atik Hareketli Faz 2
Analitik Kolon

[‘5 .] Dedektor

Analitik Kolon

Sekil 2.5. (A) Tek-boyutlu ve (B) iki-boyutlu HPLC sistemlerine ait gizimler [106].

Cok-boyutlu sivi kromatografisinin teorik ve uygulamali gelisim tarihini ilk olarak
Schure incelemigtir. “Cevrimi¢i” kapsamh 2D-HPLC ilk olarak Eri ve Frei
tarafindan cahlsilmigtir. 1990 yilinda Jorgenson ve Bushey kapsamh 2D-HPLC
teknigini protein ayiriminda kullanmig ve ayirma 6 saat surmustur. Bu yuzyilin
baglarinda ¢ok c¢esitli 2D sivi faz ayirim metodu proteomik arastirmalara dayanak
olusturmustur. 2006 yilinda Stoll ve arkadaslar 30 dakikada protein ayirimini
gerceklestirmigtir. YUksek ayristirma gucunden dolayi, son vyillarda 2D-HPLC,
Ozellikle kompleks karisimlar ile c¢alisan kisiler tarafindan fazlaca ilgi gormustur
[107, 108].
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2.4.1.1. 2D-HPLC igin Onemli Performans Parametreleri

Uygun 0On iglem yaklasiminin secimi, gercek orneklerden bilegiklerin basarili bir
sekilde ayrilmasinda dnemli rol oynar. CUnku On iglem; zaman alici, yogun is gucu
gerektiren, kirlilige yol agan, daha fazla organik ¢bozucu gerektiren, sonu¢ olarak
analitik hatalari artiran bir igslemdir. Geleneksel olarak, gercek orneklerde bulunan
eser miktardaki bilegikler, sivi kromatografisinde oOzutleme iglemleri ile
belirlenmistir. Bu nedenle, 6ziutleme, On derigtirme ve temizleme, “cevrimdigi”
olarak adlandirilan bir dizi islemde uygulanan on islem yaklagimlari olarak
bilinmektedir. 2D kromatografik ayirma, bu sorunlari ortadan kaldirmak igin yeni bir
alternatif teknik olarak ortaya ¢ikmistir. 2D-HPLC teknigi, "c¢evrimici" olarak
adlandirilan bir adimda tum bu basamaklari saglamak igin giderek populer bir
teknik haline gelmistir. Cevrimigi mod, ¢cevrimdigi moda kiyasla, 6zel ekipman ve
teknik beceri gerektirir. ElUe edilen kisimin birinci boyuttan ikinci boyuta transfer
edilmesi valf, numune dongusu ve kati faz ara yuzu gibi 6zel bir ekipman ile
gerceklestirilir [109]. YUksek saflastirma potansiyeli, tekrarlanabilirlik, kararlilik,
yuksek verimlilik ve iglem kolaylgi gibi essiz 6zellikler, 2D-HPLC’yi umut verici bir
teknik yapmaktadir. Bu teknigin en onemli avantajlarindan birinin on iglem
sureglerinde kigisel hatalarinin 6nlenmesi olduguna dikkat edilmelidir. 2D-
HPLC’nin en etkileyici 6zelligi, istenilen maddenin on deristirme ve ozutlemesini
saglayan analitik kolon ve kati faz 6zutleme (SPE) kolonlarinin kombinasyonu ile
olusturulmasidir ve ilgili bilesiklerin belirlenmesi igin alternatif ¢evrimigi yontem
saglamaktadir. Bu yontem preparatif ve analitik kolonlarin otomasyonunu igerir,
once gercek numunelerden analitlerin 6n iglem suresini azaltarak on islem
adimlari arasindaki 6rnek manipulasyonunu onler, boylece numune kaybini ve
yabanci madde bulagma riskini azaltirken, dogruluk ve tekrarlanabilirligi
arttirmaktadir [110]. 2D-HPLC, yuksek ¢ozunurlik, kolon segiciligi, diklik ve pik
kapasitesi gibi benzersiz 6zelliklerinden dolayr karmasik karigimlarin ayrimi igin
cok dikkat cekmigtir [111-119].

2.4.1.1.1. Pik Kapasitesi

2D-HPLC, numune karisimina eszamanh olarak etki eden cesitli ayirma
mekanizmasi nedeniyle geleneksel ayirma tekniklerinden daha Ustundur; bu da
onemli dlgude pik kapasitesinin artmasini saglar [120]. Pik kapasitesi (PC) farkli
cOzeltilere ait kromatografik pikleri, bitisik pikler arasinda basari ile ayirabilen
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kromatografik ayirimlarin potansiyel bir yetenegidir. PC degerleri, geleneksel
HPLC igin 1 saatte 100-200 olarak bulunabilir, bu da ¢ok bilesenli karigimlar igin
yetersiz ayirma gucunu gosterir. Bu sikintinin, ikinci boyutun ortaya g¢ikmasi ile
ustesinden gelinebilir [105]. 2D-HPLC, c¢ok-boyutlu ayirma sistemlerinin pik
kapasitiesini artiran iki kromatografik sistemin kombinasyonu sayesinde 1 saatte
PC degerini 500 Uzerinde verir [104]. Pik kapasitesinin yuksek olmasi ¢ok-boyutlu
ayirim icin oldukga 6nemlidir. PC, alikonma alanina yapabilecek maksimum pik
sayisidir [121].

Pik kapasitesi, belirli bir zaman araliginda (f; ile t5) sabit ayiricilik (¢ozunurlik, R)
ile elie edilen piklerin miktari olarak tanimlanabilir [122]. Ayrica, pik genislik
birimlerinde Olgulen alikonma suresi olarak da tanimlanabilir [123].

Bir kavram olarak, pik kapasitesi (N;) ilk olarak Giddings tarafindan tanimlanmigtir
ve izokratik uygulamalarla sinirh oldugu icin ayirma Kkalitesinin teorik plaka

sayisindan (veya verimlilikten) cok daha 6nemli oldugunu ileri sirmektedir [124].

Giddings'in denklemi su sekilde ifade edilebilir (R = 1 oldugu varsayilir).
n, = 1+§1n(§) (2.1) [108]

Burada N; teorik plaka sayisini, tjve ts sirasiyla ilk ve son elle edilen bilegiklerin

alikkonma zamanini ifade etmektedir.

Yukaridaki agiklamalardan anlagilacagi Uzere, pik kapasitesi tanimi, ayirmanin
izokratik mi gradiyent mi olduguna yani ayirma turine baghdir. Horvath ve Lipsky,
Giddings'in sicakliga gore programlanmis elusyon (Gaz Kromatografi-GC) ve
¢ozlcu gradiyent elisyonuna (Sivi Kromatografi-LC) iligkin tanimini genisletmis ve
pik kapasitesi icin ifadeleri, tim pik genigliklerinin ayni oldugu ve R = 1 oldugu

varsayimina dayanmaktadir.

ne= (1) x[(%) - 1] (2.2) [108]

t

Burada N; teorik plaka sayisini, t; ve ts sirasiyla ilk ve son elte edilen bilegiklerin

alikkonma zamanini ifade etmektedir.

Esitlik 2.1, logaritmik bir bagimliliga sahiptir, cinku izokratik turde devam eden bu
ayirma, tabi ki gradiyent kosullarla elde edilen pik kapasitelerinden 6nemli 6lgtude
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daha dusuk olan pik kapasitesine sahiptir, analiz zamani her iki kosul i¢in de

aynidir.

Bu nedenle, ¢ozucu gradiyent elusyon programlari genellikle yuksek pik
kapasitelerine ihtiya¢ duyuldugunda uygulanir.

Genel olarak, n; tim kromatogram suresi boyunca tutunan ve tutunmayan pikler
icin kullanilan bir ifadedir. Ornek pik kapasitesi, ne ; ilgili birinci pikin alikonma
zamanindan (t) ilgili son pikin alikonma zamani () arasindaki fark olarak
tanimlanir [122, 125]:

n:* — (tsv;ti) (23)

Kolaylikla gorulebilir ki, 1D-LC igin pek ¢ok yaklagim vardir, bu durum 2D-LC igin
de yaygindir.

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

carpimi ile hesaplanabilir [112].
Nyp = NypXNyp (2.4)
2.4.1.1.2. Ortogonalite

Ortogonalite, bagimsiz ve ayni anda c¢alisan iki etkin ayirma mekanizmasini
tanimlamaktadir [126]. Bu tanimlamay! LC-LC'ye uygularsak, ortogonalite farkl

secicilik saglayan iki ayirma mekanizmasidir [124, 126].

Esitlik 2.4’de belirtildigi gibi, 2D-LC, kromatografik performans parametreleri ile gok
guclidur, ancak bu potansiyeli gergeklestirmek igin, iki ayirma boyutunun
alikonma mekanizmalarinin birbiriyle iliskilendiriimemesi sarttir. Maksimum pik
kapasitesi elde etmek icin, 2D'de kullanilan kolonlarin segiciliklerinin farkli olmasi
gerekir. Hareketli faz bilesimleri, akig hizi, sicaklik seviyeleri (sadece bazi

durumlarda) optimizasyon sirasinda dikkatlice ayarlanmalidir [108].

Ortogonalite ayirma sistemlerinin "segicilik kabiliyeti" olarak da bilinir. Birinci boyut,
ilk kolondan piklerin ¢ikarilmasina izin verir ve olugsan ortogonal ayirma tim ornek

piklerini tamamen ayirir [127].

2D-RP-HPLC/RP-HPLC'nin ortogonalite 0Ozelligi, benzer ayirma mekanizmasi

nedeniyle sinirhdir. Bu sorunu ¢d6zmek igin, RP kromatografisi ile birlesmig bir
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hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC)'nin birgok dogal kaynagin ayriimasinda
¢ok yararli oldugu kanitlanmistir [128].

2.4.1.1.3. Ayiricilik

Bir ayirma igleminin kalitesi ayiricilik (R) ile ifade edilmekte ve ayiricilik iki ardigik
kromatografik pikin ayriimasi olarak tanimlanmaktadir. Tek-boyutlu kromatografide
ayiricilik (Rs) matematiksel ifadesi;

R, = g tirn=li AL (2.5)

Wit1 +Wi w

Burada, t;ve ti.4, iki ardigik pikin alinkonma zamanidir, wiss ve w; pik geniglikleri, w

ise her ikisinin ortalama genisligidir [127].

2D sistemi igin, Rspr ve Rsp2, her boyutta birbirini izleyen iki pik arasindaki
ayiriciliktir, genel ayiricilik, Rs asagidaki denklem ile hesaplanmaktadir [112];

Rs =+ (RZp1 + R2p;) (2.6)
2.4.1.1.4. Ornekleme hizi/ sikhg

Heart-Cutting 2D ayriminda 6rnekleme sikligi kapsamli 2D ayriminda oldugu gibi
onemli degildir. Birinci boyut ayiriciiginin saglanmasi, kapsamh 2D ayriminda
izlenmesi gereken 6nemli bir kuraldir. Pik basina yeterli sayida ornekleme bu
amaca ulagsmada yardimci olabilir [112]. Aslinda, 2. boyuttaki tim analiz zamani
uygun oOrnekleme sayisini saglamak igin yeterince hizli olmalidir. Gradiyent
programin optimizasyonu ve akis hizi dusurulerek yeterli 6rnekleme hizina
ulasilabilir [112].

2.4.1.2. Yontem Gelistirme

2D-HPLC, boyut dislama kromatografi (SEC), hidrofobik etkilesim kromatografi
(HIC), hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi (HILIC) ve afinite kolonlari gibi farkh
ayirma yontemleri sayesinde iki farkli kromatografik kolonu birlestiren bir sivi
kromatografi teknigidir. Birbirinden bagimsiz ayirma teknikleri yuksek pik
kapasitesi, ayiricilik ve segicilik saglar. Bu yaklasim, 6rnek kaybina neden olan
preparatif basamagi ortadan kaldirir ve buyuk bir kromatografik kombinasyon
secenegi ile ¢ok yonlu olmasini saglar [109]. Cok sayida bilegiklerin hassas bir
sekilde ayrilmasini saglamak igin 2D-HPLC sisteminde iyon degisimi [129], ters
faz [130, 131], hidrofobik etkilesim [132], hidrofilik etkilesim ve boyut dislama [133-
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135] yontemlerini iceren birbirinden farkh kolon tarleri kullaniimistir [104]. Ayrica,
ilgilenilen bilesikler igin dnemli derecede ortogonal segicilik saglayan kolaylastirici
2D-HPLC i¢in farkli boyut ve uzunlukta monolitik kolonlar ve partikil dolgulu
kolonlar kullanilmigtir [104].

En Onemli basamak; oOrneklerin karakteristik Ozelliklerine gore kromatografik
kolonlarin segimidir. Ters faz kromatografi kolonu ve hidrofilik kromatografik kolon
genellikle polar olmayan molekduller i¢in kullanilir [136, 137]. Buna karsin, biyolojik
makromolekil oOrneklerinde en yaygin kullanilan iyon degisim kromatografi
kolonudur. Ayrica, karbonhidratlar igin hidrofobik etkilesim kolonlari gereklidir ve
inorganik iyonlar icin iyon kromatografi kolonlari onerilir. Buna ek olarak, jel
kromatografik kolonlar sentetik polimerler igin ¢ok uygundur. Stereoizomer igin
siklodekstrin sabit faz olarak kullanilirken, kiral kromatografik kolonlar rasemler igin
uygundur [137].

1B, kompleks orneklerin analizi ve preparatif saflagtiriimasi igin siklikla kullanilir ve
sahip olmasi gereken bazi 6zellikler vardir:

a) tersinmez adsorpsiyon,

b) ham 6zutleri igsleme kabiliyeti,

c) yuksek yukleme kapasitesi,

d) duguk ¢ozucu tuketimi,

e) ortogonalite.

Ne yazik ki, 1D'nin ayirma etkinligi ve pik kapasitesi, ornek karmasikhg: ile
sinirhdir.  Bu sinirlama da arastirmacilari ¢ok-boyutlu veya 2D sistemleri
gelistirmek icin tesvik etmigtir. Heart-cutting temeline dayanan ilk yaklasimda,
1B'nin segilen kisimlari ikinci boyuta transfer edilir bu da 1D ayrimiyla
kargilastinldiginda daha yuksek ¢ozunurluk saglar. 2D ayirim, ¢oklu LC pompalari,

otomatik bir valf, dedektorler ve fraksiyon toplayicilarinin kullaniimasini

gerektirmigtir [138].

Preparatif HPLC (prep-HPLC), kompleks orneklerden bilesiklerin saflagtiriimasi ve
ayrimi igin yaygin olarak kullanilirken, analitik HPLC (ana-HPLC) sadece yuksek
¢Ozunurlukld ayirma etkinligini arttirmakla kalmaz; ayni zamanda kompleks

orneklerde hedef molekullerin tayini ve miktarinin belirlenmesini saglar. Bununla
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birlikte, matrisin karmasikligi nedeniyle, ornekteki bilesenlerin igerigi yapisal ve
kimyasal olarak benzer 6zelliklere sahiptir. Geleneksel HPLC sistemi, kompleks ve
cok bilesenli urtnlerin pik kapasitesi ve ayiriciliginin sinirlandiriimasi nedeniyle tek
bir basamakta analiz ve ayrisma ihtiyacglarini karsilayamamaktadir. HPLC, farkh
ayirma mekanizmasi veya farkli ayirma yontemlerini bir valf kontrolu veya
cevrimdigi yontem ile birlestirerek kromatografik teknikler olugturmustur [137]. Bu
sadece kromatografik sistemin pik kapasitesini ve ortogonalite Ozelligini
gelistirmez; ayni zamanda kromatografik pikler arasindaki ¢akismayi azaltir. Farkl
icerikteki ornekleri veya benzer 6zellikteki ornekleri ayirmayr muamkuan kilar. 2D-
HPLC'de segcicilik ayirimi kolon tipi, sorbent gézenek boyutu, sicaklik ve valf
degistirme gibi cesitli faktorlere baghdir. Bu faktorlerin hepsi ayrilmalarin etkinligini

degistirmek igin kullaniimistir [129].

Ayiricilik kaybi olmaksizin yuksek gecirgenlik ve akis hizlarindan dolayi, monolitik
kolonlar ¢ok sayidaki bilesigin kapsamli bir sekilde ayriimasina imkan saglayan
ikinci boyutta uygulanmistir [112, 132, 139]. lkegami ve arkadaslari ters faz sivi
kromatografisi (RPLC) ile birlestirilen C18 silika monolitik kolonlari kullanarak ikinci
boyutun analiz hizini arttirmaya odaklanmiglardir. izokratik uygulamalarda
aromatik bilesikler icin ayirma suresi, 2D'de 45 ile 60 saniye araliginda
gerceklestiriimis ve toplam pik kapasitesi, 60 dakika icinde 900'e kadar ulasmigtir
[104]. Ayrica, kuguk gozeneksiz silika doldurulmug kolonlar (14x4.6 mm 1.D.)
yuksek ¢ozunurlUkld hizli ayirma igin kullaniimistir. Bu tip sistem 10 girigli iki
konumlu valfleri ile iyon degistirme/ters faz 2D-HPLC'den olugsan tam otomatik
sistemdir ve alti standart protein analizi i¢in kullaniimistir. Toplam pik kapasitesi
600 gibi yuksek bir deger olarak hesaplanmis ve toplam analiz suresi 20 dakikada

gerceklestiriimigtir [140].

ikinci boyutun analizini hizlandirmanin bir bagka yaklasimi ise 100°C iizerindeki
sicakhdin artmasiyla ortaya atiimistir. Stoll ve arkadaglari yuksek c¢izgisel hiz (>3
cm/s) ile yuksek ortam sicakhigint (110°C) uygulamis ve bunu 21 saniyede
yapmiglardir. Tum analiz 25 dakika iginde gergeklestiriimis ve toplam pik
kapasitesi 900 olarak bulunmustur [141, 142]. Yuksek sicaklik, hareketli fazin
viskozitesini dugurur, bu da yuksek akig oranlari ve dusuk basing dugusleri saglar,
dolayisiyla kutle transferini arttirir.
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ikinci boyut analizinin yilkksek hizindan dolayl dedektér sistemi, her veri
noktasindan kaynaklanan ayiricilik kaybini dnlemek igin ¢ok hizli olmalidir [112,
143]. Tim 2D-LC sistemi ultraviyole (UV) [144], foto diyot dizilimi (PDA) [145] ve
evaporatif 1s1k sacilimi (ELSD) da dahil olmak Uzere gesitli algilama teknikleriyle
kolayca birlestiriimis [146] ve boylece oOrnek bilesenlerinin kimyasal bilesiminin

yuksek hassasiyette tayini saglanmistir.

Ayrica, gesitli LC kolonlarinin segilmesi, allkonma zamanini elde etmek ve belirli
ayirma problemlerini ¢ozmek igin kritik bir noktadir. Etkili ve iyi bir ayirm LC
kolonlarinin boyut, polarite, sekil, asitlik/bazlik ve hidrofobiklik gibi 6zellikleri iceren

fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine baglidir.

Simpinks ve arkadasglari, zayif katyon degisimi, karbon kapli zirkonya (C/ZrO;) ve
ornek matrislerinden hidrokarbon bilesikleri i¢cin geleneksel bir C18 kolonu dahil
olmak Uzere ug¢ fonksiyonelli ters faz kolon kullanan Ug-boyutlu HPLC sistemini
ortaya cikarmistir. UV ve MS/MS yontemleri, yontem kantitasyon limitleri 0.4 ppt
olan kompleks orneklerde ¢ok dusuk miktarda bilesik icin mukemmel ayrimlar
saglamistir [147].

Dijkman ve arkadaslar suda asidik herbisitlerin es zamanl olarak belirlenmesi ve
nicellestiriimesi igin bir elektrosprey (ESI) ve atmosferik basing kimyasal
iyonizasyon (APCI) ile donatiimis Triple Quadrupole kutle spektrometrik (MS-MS)
algilama sistemi kullanilarak gesitli RP-LC yontemlerini onermiglerdir. ESI- veya
APCI-MS-MS yontemi ile 10 dakikadan daha kisa bir sturede 0.1 pg/L seviyesinde

asidik pestisitlerin miktarinin guvenilir bir sekilde olguimesini saglamistir [148].

2D-HPLC yontemini gelistirmek igcin uygulanan cesitli girigsimler vardir. Teorik
hesaplamalar, Jiang ve arkadaslari, Wang ve arkadaglari, ve Schoenmakers ve
arkadaslan tarafindan uygulanmigtir [125, 134, 146]. Analiz suresi Adler ve Kliz
tarafindan oldukc¢a kisa surelere dusurulmustur [149]. Popovici, SEC kolonunda
optimum kolon uzunlugu ve bant genislemesini arastirmigtir [150]. Reingruber ve
arkadaslari, yontemin optimizasyonu igin iyilestirme etkilerini arastirmislardir [151].
Yuksek sicakhgin, viskoziteyi duguren ve analitlerin difizyonunu arttiran bir etki
oldugunu gostermislerdir [152]. Berek ve arkadaslar 2D-HPLC ile en iyi sonucu
elde etmek igin gbzenek boyutu, kolon dolgu malzemesi ve ¢ozucu
kombinasyonunu incelemislerdir [153].
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2.4.2. Cevrimdigi 2D-HPLC

Bilesiklerin analizi igin en sik kullanilan teknikler, yudksek basingli sivi
kromatografisidir (HPLC). Floresan dedektoru (FD), UV-DAD ile karsilastirildiginda
dusuk algilama limiti duyarhhiklari sagladigi igin gogunlukla tercih edilmistir. Diger
yontem, bilegsik ve elemental bilesimin molekil kutlesi izlenerek yapisal bilgiyi
saglayan sivi kromatografi-kutle spektroskopisi (LC-MS)'dir. Bu teknikler, ylksek
hassasiyet, ayirma verimliligi, pik kapasitesi ve bilesik tanimlama sayisi gibi birgok
avantaja sahiptir. Geleneksel HPLC sistemlerinde ¢cevrimdigi yaklagim yapilir ve ilk
kolondan toplanan ana fraksiyonlar daha ileri analiz igin ayni veya farkli HPLC
kolonuna manuel olarak yeniden enjekte edilir. Cevrimdigi modda, genis bir
solvent sec¢imi, dusuk enstriman gereksinimi ve yuksek pik kapasitesi elde
edilebilir; ancak zaman alici ve yogun ig gucu gerektiren, analitik hatalara neden
olan, numune kaybina ve kirlenmeye yol agma gibi bazi dezavantajlara sahiptir
[112, 124, 143].

2.4.3. Cevrimici 2D-HPLC

"Cevrimici" yontem olarak bilinen ikinci yaklagim, analitik kolon ile birlegtiriimig
preparatif kolonun otomasyonunu saglamaktadir. Boylece birinci boyuttan elde
edilen fraksiyonlari otomatik bir valf araciligiyla ikinci boyuta transfer eder [143].
Cevrimdisi yontem genellikle analitlerin kompleks matristen 6zutlenmesi igin ilgili
fraksiyonlarin elle tekrar enjeksiyonu sirasinda kirlenme riskini artiran ve duguk
ornek geri kazanimina neden olan ¢ok sayida kromatografik basamaga ihtiyac
duyar. Analit kaybini ve kirlenme riskini azaltmak igin "gevrimigi" 2D-HPLC
geligtiriimis ve tekrarlanabilirlik saglanmigtir. Cevrimigi HPLC'nin en buyuk faydasi,
pik kapasitesinin geligtiriimesidir ve bu durum, ¢evrimdisi HPLC'de sinirlandiriimis
olan dogal urUnlerin saflastirilmasi ve etkili bir sekilde ayrilmasi olarak ifade
edilmektedir [146]. Ayrica, tum surecin otomasyonu sayesinde, On deristirme ve
analiz asamasi arasindaki insan hatalarini onleyebilir. Boylece 6rneklerin 6n islem
suresi onemli Ol¢cude kisaltilabilir. Bugunlerde, 2D-LC'deki heart-cutting ve
kapsamli 2D ayirma modunun her ikisininde ¢ok sayida bilesigin karakterizasyonu
ve ayirimi i¢in oldukga faydali oldugunu gostermistir [154].
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2.4.3.1. Heart-cutting Modu

Heart-cutting 2D-HPLC, belirli bir bolgedeki fraksiyonlari birinci kolondan ikinci
kolona transfer eder ve eser miktardaki analizler igin populerdir. Heart-cutting
yaklagimi, ham dogal bitki 6zUtlerindeki ilgili fraksiyonlarla ilgilenen, umut vadeden
yontemlerden biridir. ilgilenilen fraksiyon birinci boyuttan eliie edilir ve daha sonra
dogrudan ikinci boyuta aktarilir, boylece 1D ayiriminda iki pikin gakisma olasiligina
ragmen pik ayiricihgini dazeltir [155]. Birinci kolondaki ilgilenilen fraksiyon
derigtiriimis ve ayni anda ikinci kolona c¢evrimi¢i olarak eklenerek ayirma
verimliligini buyuk o6lgude artirmistir [155]. 2D-HPLC, 6rnek hazirlama suresini
azaltarak biyolojik matrislerin dogrudan enjekte edilmesine izin verir. Ustelik, bu
konfigurasyon, birden fazla bilegigin ayni anda analiz edilmesini saglar. Heart-
cutting 2D-HPLC, birinci (6n-iglem) kolondaki sec¢ilen numunede sadece ilgilenilen
fraksiyonu bir valf araciligiyla ikinci (analitik) kolona transfer eden etkili
yontemlerden biri olabilir. Bu yontem, yabanci maddelerin hassas analizini
engelleme riskini ve analitik kolonu kirletme riskini azaltir [110].

2.4.3.2. Kapsaml Mod

1970'de Erni ve Frei tarafindan baglatilan kapsamli mod 2D-HPLC [156], tum
ornekleri ilk kolondan ikinci kolona transfer eder. Bu yaklasim proteomik, dogal
urinler ve polimerler gibi yuksek sayidaki bilesenler igin oldukga yaygin olarak
kullaniimaktadir. Birgok biyolojik ve tibbi alanlarda ayirim igin uygulanmis ve
yapisal olarak benzer bilesikler igin bile iyi ayirma sonuglari saglamistir. Farkli
Ozelliklere dayanan, oldukca segici bir ayirma teknolojisidir. Kapsamli mod,
gelismis pik kapasitesi ve segicilik sayesinde heart-cutting moduna mukemmel bir
alternatif olma potansiyeli ile farkh miktarlarda karmagsik karigimlarda bulunan
cesitli bilesikler i¢cin uygundur [157]. Benzer yapiya sahip tum bilesenleri ve dogal
urinlerde bulunan c¢ogunlukla farkh polaritelerdeki tum bilegsenleri ayirmak
nispeten guctir [158]. Son gelismeler, arastirmacilara bilesiklerin karmasik
orneklerden ayrilmasi ve tanimlanmasi igin yeni stratejiler saglamigtir. Kapsamli
yaklagim, heart-cutting moduna gore iki avantaj ile farkhlik gosterir: Bunlardan biri,
heart-cutting modunda iken her iki boyutta ayirima tabi tutulur, cok sayida ¢ok
bilesenli fraksiyonlar ikinci kolona transfer edilir, bu da ornek tagsima kayiplarini
ortadan kaldirir [159]. ikincisi, gercek numunelerde bulunan daha karmasik
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karigimlar s6z konusu oldugunda gelismis pik kapasitesi ve daha yuksek ayiricilik

ile daha iyi ortogonalite 6zelligi sunar [160].
2.4.4. 2D-HPLC Uygulamalarn

2D-HPLC ilk kez 1978'de ortaya atilmis ve Ozellikle son 20 yilda proteomik, dogal
artnler, biyolojik numuneler, polimerler, farmasotik ve cevresel analizler igin
geleneksel tekniklere alternatif olarak uygulanmaktadir. Ozltleme, 6n deristirme,
temizleme ve tayin ile ilgili tim otomasyonlar eser miktardaki bilegiklerin analizini
gerceklestirmede onemli bir rol oynamaktadir. Bu yontemin en onemli avantajl,
blyuk miktarlardaki organik c¢ozuculerin kullaniimasini  Onleyen on iglem
sureclerinin dezavantaji igin bir ¢cozum sunmaktir. Ayrica, gevrimigi yontem yuksek
akis hizlariyla ¢alismaya izin verir. Bu sekilde, proteinler gibi makromolekullerin
daha kisa surede ayirimi mumkunduar. Duguk geri basing, aktarim yoluyla kitle
transferi ve daha kisa difuzyon yolu gibi benzersiz avantajlar, onlari yeni alternatif

bir teknik haline getirir.
2.4.4.1. Cevresel Uygulamalar

Eser miktardaki organik kirleticiler, insan sagligina zarar verebilecek sekilde
mutajenik, toksik ve kanserojen etkilere sahip en ciddi bilesenlerden biridir.
Havada, suda, topraklarda ve besinlerde biriken cevre kirleticileridir ve boylece
dusuk derisimlerde bile insanlarda saglik riskleri olustururlar. Dokulardaki yuksek
derisim akciger, karaciger, mesane ve cilt dahil olmak Uzere birgok kanser turine
neden olmaktadir. Bu bilegiklerin tanimlanmasi ve tayini, tehlikeli karakteristik
Ozellikleri nedeniyle buyuk ilgi uyandirmaktadir. Bu amagla, eser miktardaki
bilesiklerin tayini igin birgok pratik ve hassas 2D-HPLC iglemleri gelistirilmistir.
Murahashi ve arkadaslari, otomobil egzozundaki kanserojen 1-nitropiren tespitinde
C18 ve pentabromobenzil kolonundan olugan 2D-HPLC sistemini kullanmiglardir.
Nitropirenin dizel ve benzindeki tayin arahg: 0.01 ve 3.0 ng/mL olarak belirlenmis
ve analizi 40 dakikada gergeklestirilmistir. Onceki calismaya benzer sekilde, ayni
grup 12 ters faz HPLC kolonu kullanarak alkanlar, alkilbenzenler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH)'lari ikinci boyutta 0.1 dakika iginde tamamen
ayirmiglardir [161]. Tanaka ve arkadaslari PAH'larin ve benzen turevlerinin analizi
igin kapsamli 2D-HPLC'yi kullanmiglardir. ilk boyutta floralkilsilil bagh (FR) silika
parcaciklarla doldurulmus ters faz kolonu ve ikinci boyutta iki oktadesilsilillenmis

29



(C18) veya farkl fazlar (pentabromobenziloksi) ve propilsilil bagh (PBB) monolitik
silika kolon kullanarak ayrimi gergeklestirmistir. Pik kapasitesi 60 dakikada 1000

olarak bulunmustur [162].

Atmosferik aerosollerden yayilan organik asitlerin analizi igin yeni bir yontem Pol
ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir. Kapsamli 2D-HPLC, birinci boyutta guglu
katyon-dislama (SCE) kolonu, ikinci boyutta ise C18 dolgulu kolonu kullanilan ESI-
TOF-MS'e bagh LC-LC sistemi ile olusturulmustur. Pik alanlarinin goreceli standart
sapmas! (RSD) % 8 ve standart karisimlarin bilesikleri i¢in teshis sinir (LOD)
degerleri 0.01 ng ile 1.14 ng arasinda belirlenmistir [163].

2.4.4.2. Biyolojik Orneklerdeki Uygulamalar

insan genom projesinin tamamlanmasini bekleyen bilim dinyasi, projenin
sonunda elde edilmesi beklenen cevaplara ulagilamadagi icin hayal kirikligina
ugramistir. Ancak, GENOM projesi, bilimsel toplum igin Omiks Cagi olarak bilinen
yeni bir devri baslatmistir. Omiks arastirmalarina olan ilgi kanser, AIDS, parkinson,
Alzheimer ve otoimmun hastaliklar gibi epidemik hastaliklar ve genetik
bozukluklara ¢are bulmayi hedeflediginden her gegcen gun katlanarak artmistir. Bu
ilgi sadece hastaliklarin kokeninin belirlenmesi degil ayni zamanda hastaligin
seyrini izlemek, tedavi ve hastallk metabolizmasini belirlemektir. Omiks
calismalarinda metal ve/veya metaloprotein profillemesini iceren metallomik,
metabolit profili iceren metabolomik, glikoprotein profillemesini igceren glisiklik,
protein profili ve dagilimi da dahil olmak Uzere proteomik’in dahil oldugu genis bir
calisma alani gesitli arastirma gruplarn tarafindan arastiriimistir. Her omiks alanin
kendi yaklagimlari olsa da kromatografik ayrim/on deristirme bu analizler i¢in basit

bir yontemdir.

Omiks arastirmalarinda biyolojik ortamlarin karmasik yapisi kromatografik ayirim
igslemini oldukga segici olarak zorlar. Literaturde, iki-boyutlu HPLC uygulamalarinin
Ozellikle proteinlerin ayrilmasi ve kantitatif analizi icin performansi arttirdigi
bildirilmigtir.

Proteinler icin yeni tekniklerin geligsimi ve insan hastalik mekanizmalarina yeni
bakis agisi saglayan peptid analizi igin artan bir ilgi vardir. Bununla birlikte, en gok
kullanilan ayirma sistemi, protein haritalamasi i¢in 2D-poliakrilamid jel
elektroforezidir (2D-PAGE) ve molekul agirhgr 15 kDa'dan yuksek proteinler igin
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dusuk ozutleme verimliligi ve dusuk ¢ozunurlik gibi bazi sinirlamalara sahiptir.
Ayrica, bu teknik karmasik, zaman alici, otomasyonu zor, yogun is gucu ve higbir
sekilde spektroskopik belirleme ile birlesmemistir. Bu sinirlamalari gidermek igin,
protein ve peptitlerin ayirim verimliligini ve segiciligini arttirmak igin farkli ayirma
mekanizmalarina sahip ¢esitli kromatografik modlardan olugsan 2D-HPLC

ayirimlari kullaniimistir [164].

HPLC ile kutle spektrometrisinin kombinasyonu, diger yaklagimlara kiyasla,
oligosakkaritler de dahil olmak Uzere biyopolimerlerin yuksek hassasiyet ve
segicilik ile ayrilmasini geligtirmistir.

Williams ve arkadaglari, monoklonal antikorlarin (mAb) karakterizasyonu igin UV-
dedektoru ile bagl 12 pozisyonlu valf sistemini kullanmiglardir. Birinci boyut
ayirimi, protein A afinite kromatografisi (ProA) vasitasiyla, ikinci boyut ayirimi ise
boyut diglama kromatografisiyle saglanmigtir. Otomatiklestirilmis bir ProA-SEC
2D-HPLC yontemini, diger yaklagimlardan farkli kilan iki kolon arasinda fraksiyon
toplama cihazi saglamak Uzere tasarlanmasidir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
0.016 mg/mL ve 0.052 mg/mL olarak belirlenmistir [165].

Wang ve arkadaslari metabolom tasarimi ve optimizasyonu ve ayrica lipidom
ayirimi igin farkh LC ayirim sistemlerine fraksiyonlarin gevrimigi olarak transfer
edilmesiyle yeni bir 2D-LC sistemini sunmuslardir. 2D-LC yontemini MS sistemi ile
birlestirmis ve 4 pozisyonda c¢alistirilan 3la valf konfigirasyonu ile galisan bu
sistemi, 17 karakteristik standardi kullanarak valide etmislerdir. BEH C8 kolonu,
metabolomu lipidomdan ayirmak igin kullaniimig, lipidomik analiz igin HSS T3
kolonu piyasaya surulmus ve LOD degerleri pg/mL olarak verilmistir [136].

2.4.4.3. Gidalardaki Uygulamalar

Gida maddelerinin karmasik yapisi daha secici kromatografik ayirimlarin olmasini
gerektirmektedir. Bu baglamda, ayirimin saglanmasi igin Ozellikle farkli sivi
kromatografik modlar gergeklestirilmistir. Literaturde 6zellikle gida kontrolinde ve
tarama programlarinda bulunan gida metabolitlerinin niceliksel analizi igin iki-

boyutlu HPLC uygulamalarinin performansi arttirdigi bildirilmigtir.

Mondello ve arkadaslari, triacilgliserollerin (TAG'ler) ayrilmasi igin atmosferik
basin¢li kimyasal iyonizasyon kutle spektrometresi (APCI-MS) algilama sistemi
kullanilarak gumus iyonu ters faz (Ag-RP-HPLC) ile geligtirilen kapsamli LC'yi
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(LC/LC) tanitmiglardir. Sistem ikinci boyutta 90 saniyede gradiyent elisyonunu
etkili bir bicimde gergeklestirmis ve 120 dakika iginde 4 TAG (POP, OOP, OOOQ ve
POS) karisimi igeren piring yagi ayirimini tamamlamigtir [139].

Kogus ve arkadaslari gemenotu tohumlarinda C-glikosil flavonlarinin belirlenmesi
icin bagka bir yaklagsim bildirilmiglerdir. 2D-HPLC sistemini birinci boyut olarak
fenil-RP18 kolonu ve ikinci boyut olarak iki RP-18 kolonunu kullanarak
gerceklestirmiglerdir. Yontem, on sekiz C-glikozil flavon bilesiginin ylksek ayiricilik
ile belirlenmesini HPLC-DAD-MS sistemi kullanarak saglamistir [166]. Kalili ve
arkadaslari, cevrimdigi 2D-HPLC sistemi ile elma ve kakao OzUtlerinden
prosiyanidinleri tayin etmislerdir. Once prosiyanidinler birinci boyutta HILIC
yontemi ile ayrilmig ve ikinci boyut olarak da RP kolonlarina transfer edilmistir, UV
ve ESI-MS sistemleri kullanilarak da belirlenmiglerdir. HILIC ve RP-LC-MS
kombinasyonu, kakao ve elma oOrnekleri icin pik kapasitelerini sirasiyla 3137 ve
2334 olarak saglamistir [167]. Ayni grup, yesil g¢aydan fenolik bilesiklerin
ayrilmasini benzer bir yaklasim ile 3556 pik kapasitesi elde ederek saglamiglardir
[168].

Leitneret ve arkadagslari tarafindan et Urunlerine eklenebilecek soya fasulyesi
proteininin analizi rapor edilmistir. Cevrimdisi 2D-LC-MS/MS sistemi, yuksek
secicilik ve yluksek hassasiyet ile butun et orneklerinden G4 peptidlerini tespit
etmeyi basariyla gercgeklestirmislerdir [169]. Castro-Rubio ve arkadaglari ise
domates meyvesinden (Lycopersicon esculentum) N-bagli oligosakkaritlerin
saptanmasi igin MALDI-TOF-MS ile birlestiriimis HPLC sistemini kullanmiglardir
[170].

Jakobsen ve arkadaslari, D3 vitamini ve 25-hidroksivitamin D3'Un belirlenmesi igin
bir yontem gelistirmigler ve bu yontemi gida bilesim tablolarina katkida bulunmak
icin domuz eti, yagsiz et ve domuz yagi analizlerinde uygulamislardir. Bu
yaklagimda, vitaminler 6nce alkalin hidroliz, kati faz 6zutleme (SPE), silika ve
amino kolonlari olan yari hazirlayici HPLC kullanilarak 6n ayirimi gergeklestirilmis,
ardindan da RP-HPLC (C18 column) kolonu ile tayin edilmistir. D vitamini kesinligi
sirasiyla yagsiz et ve domuz yaginda % 9.1 ve % 7.1 olarak bulunmus, geri
kazanim degerleri ise D3 vitamini igin yaklasik % 94.7, 25-hidroksivitamin D3 igin
ise % 99 olarak belirlenmigtir [171].
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McSheehy ve arkadaslari, dogal selenyumlu topraklarda hasat edilen sarimsakta
selenyum saflastirma ve izolasyonu igin 2D-HPLC ayrimlarinin kullanimini
belirtmiglerdir. SEC yontemi, sarimsak 6zutlerinden ilgili fraksiyonlarin izolasyonu
icin birinci boyut olarak kullaniimistir. Birinci boyuttan toplanan fraksiyonlar RP-
HPLC kolonuna aktariimig ve ICP-MS ile tayini gergeklestirilmistir [172].

2.4.4.4. ilaglardaki Uygulamalar

Zhang ve arkadaglari, 2D-HPLC sisteminde yeni bir konfigurasyon olan ¢ok yonlu
heart-cutting yaklasimini kullanmiglardir. Bu yaklagim ile alti pozisyonlu valf
sistemli ve detektor sistemi olarak UV-yiklu aerosol MS (UV-CAD-MS)
kullaniimigtir. Kiguk farmasotik bilesikler, safsizlik ve bozunma Urunleri igin pik
kapasitesini ve diklik Ozelligini arttirmak icin RP-HILIC ve RP-RP sisteminin
otomasyonu saglanmigtir [121]. Yang ve arkadaglari, GNE1 farmasotik
maddesinin ve izomerlerin saf olmayan standartlarininin analizi igin heart-cutting
2D-LC yaklagimi Uzerinde durmuslardir. Ana bilesigin ve safsizliklarin segici olarak
ayrilmasi icin Zorbax Eclipse XDB C-18 ve Xselect CSH fenil-heksil kolonlarini
kombine etmislerdir. izomerler igin LOD degeri 0.1 g/mL, LOQ degeri ise % 4.1
goreceli standart sapma ile 0.25 g/mL olarak bulunmustur [154]. Lee ve
arkadaslari, farmasotik bilegiklerin analizinde PDA ve MS'e alternatif heart-cutting
yontemi sunmuslardir. Yeni bir ilagin (bilesik A) 2D ayrimi, UV detektor sistemi
kullanilarak gradient kosullari altinda ACE Fenil kolonu ile kombine RP18 kolonlari
ile gergeklestirilmis, kiral ayirim ise bilesik A'nin dort izomerinin hepsinin ayriimasi
igin izokratik modda CHIRALPAK AD-H kolonu kullanilarak gergeklestirilmigtir
[173]. Stol ve arkadaslari, aktif farmasotik malzemelerin igindeki safsizliklarin ve
bozunma drunlerinin  LC-LC ayirrminin tespit hassasiyetini gostermiglerdir.
Karmasik matrislerde c¢ok dusuk derisimde bulunan naproksen ve onun
fotodegradasyon urunlerinin ayrilmasi icin DAD dedektor sistemi kullanarak RP-
RP sistemi geligtirmislerdir. Tek-boyutlu ayirimi kisa kolon (6 cm x 2.1 mm i.d.,
RP) kullanarak 8 dakika gibi kisa bir surede, iki boyutlu ayirnmi ise 3.5 dakika
icinde gerceklestirmiglerdir [174]. Burns ve arkadaslari, ila¢ kesfinde 2D-HPLC'nin
rolinu anlamig ve daha sonra bu sistemi dogal bir drinden farmaséotik maddenin
ortaya c¢ikarilmasi i¢in kullanmiglardir. Bu yeni yaklagimi hashas sapindan morfinin
ayiriminda kolon sec¢iminin optimizasyonu igin kullanmislardir. Bu c¢alismada,

bitkinin ham 6zutunden morfinin gok-boyutlu analizi igin LC/MSD TOF sistemi ile
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birlestiriimis aromatik ve hidrofobik durgun fazlarin on alti farkh kombinasyonu
kullaniimigtir [175]. Stevensen ve arkadaslarinin sundugu benzer bir yaklagsimda,
on yedi gesit difenil-C18 kolon kombinasyonu ile morfinin ayirimi igin LC/TOF-MS
kullaniimigtir [120].

2.4.4.5. Sentetik Polimerlerdeki Uygulamalar

Sentetik polimerlerin ayirimi igin polimerlerin kimyasal bilesimine gore ug¢ grup
islevselligini farkli polaritelerle ele alan gesitli yaklagimlar yapilmigtir. Snauko ve
Berek, LC-SEC kolonlarini refraktif indeks (RI) dedektort ve ¢ok agili 11k sagilimi
(MALS) dedektoru ile birlestirilmis bir sistemde kullandiklarini rapor etmislerdir.
Neredeyse ayni molar kutlelere sahip polistiren (PS) ve poli(metil metakrilat)'i
(PMMA), kuguk bir LC-LCD kolonu kullanilarak dort dakika iginde analiz etmislerdir
[176]. Cuong ve arkadaslari, PEG ve metil eterlerinin tayininde Rl dedektor ile
birlegtiriimis ters faz kolonu kullanmiglardir. Duguk molekul agirligindaki
oligomerlerin aseton-su igerisinde ¢ozundugu, daha yuksek molekll agirligindaki
oligomerlerin ise metanol-su igerisinde ¢ozundugunu belirtmiglerdir [177]. Cho ve
arkadaslar, farkli molekul agirhginda sentezledikleri siklik polistrenlerin
karakterizasyonlari icin SEC ve etkilesim kromatografisi (IC) turlerini
kullanmiglardir [178].
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3. MALZEME VE YONTEMLER

3.1. Kimyasal Malzemeler

P(HEMAPA) monolitik kolonlarin hazirlanmasinda temel bilegsen 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve fonksiyonel monomerin
sentezinde kullanilan L-fenilalanin, metakriloil klorur Sigma-Aldrich (St. Louis,
ABD) firmasindan saglanmigtir. Ayrica hareketli fazlarin hazirlanmasinda
kullanilan asetik asit de Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, ABD) firmasindan
temin edilmigtir. Potasyum persulfat (KPS), metanol (HPLC igin uygun saflikta) ve
asetonitril (HPLC icin uygun saflikta) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan
saglanmistir. Standart olan Ochrastandart ve karsilastirma amaciyla kullanilan
Ochraprep® immunoafinite kolonu, R-Biopharm Rhone (Darmstadt, Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Deneyler sirasinda kullanilan su; Barnstead
(Dubuque, 1A) ROpure LP® ters ozmoz uniteli selluloz asetat membranh
(Barnstead D2731) ve Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid
uzaklastiricili, iyon degisimli ultra saf su cihazindan saglanmistir. Kullanilan cam
malzemeler gece boyu % 5’lik nitrik asit ¢ozeltisinde tutulmus ve kullaniimadan

once deiyonize su ile durulanarak tozsuz bir ortamda kurutulmustur.

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

N-Metakriloil-L-fenilalanin ~ (MAPA) monomeri literatire  uygun  sekilde
sentezlenmigtir [179]. Uygulanan yontem kisaca soyledir: 5.52 mmol, (0.91 g) L-
fenilalanin, 1 M NaOH sulu ¢Ozeltisinde deney tlpu iginde ¢ozulmugstur. MA-Bt
(5.52 mmol) gozeltisi igeren 1,4-dioksan (25 mL) yavags¢a aminoasit ¢ozeltisi igine
eklenmistir. Karisim oda sicakliginda 10-20 dakika karigtiriimis ve reaksiyonun
tamamlanmasina izin verilmigtir. Reaksiyon bittiginde vakum altinda 1,4-dioksan
buharlastirilarak uzaklastiriimistir. Cokelti su ile seyreltiimis ve reaksiyon sonucu
olusan 1H-benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL) ile gekilmistir. Toplanan sulu
monomer ¢ozeltisi % 10'luk HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 6.0-7.0 (metakriloil
grubunun asidik ortamda olasi polimerlesmesini engellemek igin pH 6.0-7.0
civarinda tutulmalidir) olacak sekilde noturlestiriimistir. Doner buharlastirici ile su
yapidan uzaklastirilarak reaksiyon urini MAPA monomeri (agik kahverengi renkli
cOkelek) elde edilmigtir. Elde edilen MAPA monomeri, Fourier donusumlu toplam

yansimasi azaltiimis infrared spektroskopisi (FTIR-ATR) ile karakterize edilmigtir.
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3.2.2. P(HEMA) ve P(HEMAPA) Monolitik HPLC Kolonlarin Hazirlanmasi

P(HEMAPA) monolit, paslanmaz c¢elik HPLC kolonlarinda N-metakriloil-L-
fenilalanin (MAPA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve potasyum persulfat
baslatici varliginda yigin polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Gézenek olugturucu
olarak toluen, capraz baglayici olarak da etilen glikol dimetakrilat (EGDMA)
kullaniimigtir. Sekil 3.1'de monolitik kolonun hazirlanmasinda kullanilan sistem
gOsterilmistir. Cizelge 3.1'de monolitik kolonlarin  hazirlanma recgetesi ve
polimerizasyon kosullari verilmistir. Polimerizasyon sonucunda reaksiyona
girmeyen monomerler ve diger bilesenler monolitik kolonun su ve etanol ile

yikanmasiyla yapidan uzaklastiriimigtir.

Cizelge 3.1. Monolitik kolonlarin regetesi ve polimerizasyon kosullari.

Polimer karigimi Polimerizasyon Kosullar
0 - 250 ymol MAPA Kolon hacmi: 1.6 mL
1 mL HEMA Sicaklik ve zaman: 3.5 saat 75°C.

0.25 mL EGDMA
0.5 mL Toluen
0.5 mL HEPES (% 0,9'luk)

17 mg KPS

Farkli miktarlarda MAPA monomeri iceren 4 ayri monolitik kolon sentezlenmis ve
sentezlenen monolitik kolonlarin kodlari ve yapilarindaki MAPA miktarlari soyledir:
P(HEMA): 0 pmol, P(HEMAPA)-1: 62.5 pmol, P(HEMAPA)-2: 125 pmol,
P(HEMAPA)-3: 187.5 umol ve P(HEMAPA)-4: 250 pmol.

Monolitik kolonlar paslanmaz c¢elik HPLC kolonlarinda hazirlanmigtir. Potasyum
persulfat (17 mg), monomer karisimi (HEMA: 1 mL ve EGDMA: 0.25 mL) ve
gOzenek olusturucu (toluen: 0.5 mL) igerisinde ¢ozunmustar. MAPA monomeri
HEPES (0.5 mL) igerisinde ¢ozUnmustur. Bu monomer karisimi oda sicakliginda
kanistinlmis ve karigim 15 dakika azot atmosferinde bekletildikten sonra 17 cm
yukseklik; 5 mm i¢ caph gelik kolon igerisine aktariimigtir. Polimerizasyon celik
kolon icerisinde 75°C'lik su banyosunda 3.5 saatte tamamlanmigtir.
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Polimerizasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra ¢6zunur bilesenler ve
reaksiyona girmemis monomerler polimerin su ve etanol ile yikanmasiyla yapidan
uzaklastiriimigtir. P(HEMA) monolitik kolonlar MAPA olmaksizin ayni yontem ile

hazirlanmistir.
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EGDMA
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Gozenek Yapici  : Toluen
Baslatici . KPS ‘
Sure | 75°C (3.5 saat)

Sekil 3.1. Monolitik kolonun hazirlanmasinin gematik gosterimi.

3.2.3. P(HEMA) ve P(HEMAPA) Monolitik Kolonlarin Karakterizasyonu
3.2.3.1. FTIR-ATR ile Yapi Analizi

P(HEMA) ve P(HEMAPA) monolitlerin yigin yapisi Fourier donusimlu toplam
yansimasi azaltilmig infrared spektroskopisi (FTIR-ATR) (Spectrum One™, Perkin
Elmer, Massachusetts, ABD) ile incelenmistir. Analizden 6nce monolit, vakum
altinda (50 mbar) liyofilizatorde (Christ Freeze Dryer-Alpha 1-2 LD, Marilend,
Amerika) 24 saat kurutulmustur. FTIR-ATR spektrumlarinin elde edilmesi amaciyla
kurutulan monolit 6rnekleri toz haline getirilmistir. Monolit 6rneklerinin 4000-600
cm™ dalga sayisi araliginda spektrumu FTIR-ATR cihazinda alinmustir.

3.2.3.2. Raman ile Yapi Analizi

P(HEMAPA) monolitik kolonlarin yapisina giren MAPA monomerinin fonksiyonel
gruplari RAMAN Spektroskopisi (DXR™ Raman microscope, Thermo Scientific,
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Waltham, MA, ABD) kullanilarak elde edilmistir. Analizden 6nce monolit, vakum
altinda (50 mbar) liyofilizatorde (Christ Freeze Dryer-Alpha 1-2 LD, Marilend,
Amerika) 24 saat kurutulmustur. RAMAN spektrumlarinin elde edilmesi amaciyla
kurutulan monolit 6rnekleri toz haline getirilmistir. Monolit 6rneklerinin 3300-200
cm™' dalga sayisi araliginda spektrumu RAMAN cihazinda alinmistir.

3.2.3.3. Geri Basing-Akis Hizi iligkisinin incelenmesi

Sentezlenen P(HEMA) ve P(HEMAPA) monolitik kolonlarda geri basing-akis hizi
iligkisi de incelenmistir. Monolitik kolonlarda su kullanilarak akis hizi 0.1-1.5 mL/dk
araliginda degistirilerek her bir akis hizi degerinde sistem basinci degerleri

okunmus ve elde edilen veriler incelenmistir.
3.2.3.4. Yuizey Morfolojisi

P(HEMA) ve P(HEMAPA) monolitlerin yuzey ve yigin yapisi yuksek buyutme
saglamasi nedeniyle taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Bu
amagla ilk basamakta monolit kesitleri iletken bir yapistiriciyla SEM 6rnek plakasi
Uzerine tutturulmustur. Daha sonra érnek yiizeyi vakum altinda 200 A kalinliginda
metalik altin ile kaplanarak yluzey iletken hale getirilmigtir. Hazirlanan ornekler
SEM ornek yuvasina yerlestirilerek cesitli blyutme oranlarinda fotograflari
cekilmistir (JEOL, JEM 1200EX, Tokyo, Japonya).

3.2.3.5. Elementel Analiz

Sentezlenen hidrofobik ligand igeren ve igermeyen monolitlerin elementel analizleri
gerceklestirilerek, monolitin yapisina katilan MAPA miktarinin belirlenmesi
amaglanmistir. 1 mg kuru monolit 6rnegi elementel analiz cihazinin (Thermo
Scientific FLASH 2000 Serisi CHNS/O Analyzer, Cambridge, UK) kalay kapsul
ornek hucresine yerlestirilerek £ 0.0001 g duyarllikla tartiimistir. Polimerik 6rnek
cihaza konularak yakma islemi sonucunda o6rnegin % azot (N), karbon (C) ve
hidrojen (H) analizi yapiimigtir.

3.24. P(HEMAPA) Monolitik Kolonlarin Tek-Boyutlu Kullanimi igin
Optimizasyonu

Sulu ¢ozeltilerden Okratoksin A’nin kromatografik ayirimi yiksek performans sivi
kromatografi (HPLC) sistemi ile analiz edilmigtir (Shimadzu Corp., Kyoto,
Japonya). Kullanilan sistemde CBM-20A Lite model sistem kontrol Unitesi, LPGE
unitesi iceren LC-20AT model pompa, FCV-20AH2 model ¢ok yonlu vana, SIL-
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20AHT model otomatik enjeksiyon unitesi, CTO-10ASVP model kolon firini, RF-
20A model floresan dedektor sistemi bulunmaktadir. MAPA monomeri igeren
P(HEMAPA) ve P(HEMA) monolitik kolonlarin, Okratoksin A tayini i¢in performansi
incelenmigtir. HPLC’nin A ve B hareketli fazlari sirasiyla asetonitril (ACN) ve %2
Asetik asit iceren su ile hazirlanmigtir. % 100’luk B hareketli fazi ile 7 dakikalik
baslangi¢ periyodunun ardindan, A hareketli fazinin miktari % 0’dan % 51’e kadar
50 saniye igerisinde dogrusal gradiyentli olarak artirlmigtir. % 51 A-% 49’luk B
hareketli fazi 17 dakika sureyle uygulandiktan sonra B hareketli fazinin miktari %
49'dan % 100’e kadar 50 saniye igerisinde dogrusal gradientli olarak artiriimistir.
Daha sonra kolonun bir sonraki analize uygun hale getiriimesi igin kolondan 10
dakika boyunca % 100°luk B hareketli fazi gegcirilmigtir. Tum tamponlar ve
karigimlar kullanilmadan 6nce 0.45 pm'lik filtrelerle stuzulmastur. Akis hizi, 0.5
mL/dk; kolon sicakhgi, 40°C; ornek yukleme hacmi 100 pyL ve dedektor dalga
boylari ise 333 nm (uyariima) ve 443 nm (yayilma) olarak uygulanmisgtir.
Deneylerde kullanilan OTA toplam standart ¢ozeltileri, ana stok ¢ozeltisinin (1000
ng/mL) seyreltiimesi (metanol: % 51 ACN - % 49 H,0 (% 2 HAc igeren); 25:75) ile
hazirlanmistir. P(HEMAPA) monolitik kolonlarda baslangi¢c OTA derigiminin (0.5-
20 ng/mL), hareketli fazin [ACN:H>O (% 2 HAc iceren) (40:60-45:55-51:49-55:45-
60:40)], sicakhgin (25°C-40°C), enjeksiyon hacminin (10-100 uL) ve akis hizinin
(0.25-1.5 mL/dk) OTA adsorpsiyonuna etkisi incelenmigtir. Yontemin ayrintilar

Cizelge 3.2°de verilmigtir.
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Cizelge 3.2. Tek-boyutlu HPLC parametreleri.

Tek-Boyutlu HPLC Parametreleri

Hareketli Faz A Asetonitril

Hareketli Faz B Su (hacimce % 2 Asetik asit iceren)
Kolon P(HEMAPA) monolitik kolon
Enjeksiyon Hacmi 100 puL

Akis Hizi 0.5 mL/dk

Cozucu Gradiyent 7.00 dk % 100B, 7.00 dk—7.50 dk, % 100B—% 49B,
Programi 17 dk % 49B’de sabit, 24.50 dk—25.00 dk, % 100B,
10 dk % 100B ‘de sabit

Dedektor Kazanlm: 4x .
Hassasiyet: YUksek

Kolon Firini Sicakhigi | 40°C

3.2.5. P(HEMAPA) Monolitik Kolonlarin iki-BoyutIu HPLC Sisteminde
Kullanimi

Sulu ¢Ozeltilerden Okratoksin A'nin  analizlerinde tek-boyutlu HPLC sisteminde
elde edilen verimleri Ust seviyelere ¢ikarmak igin iki-boyutlu HPLC sistemi
kullaniimigtir. Bu kapsamda hidrofobik 6zellige sahip fonksiyonel bir monomer ile
hazirlanan P(HEMAPA) kolonu birinci boyut olarak kullanilmigtir. ikinci boyut
olarak da ters faz kromatografik C18 kolonu tercih edilmistir.

Tek-boyutlu HPLC sisteminde elde edilen sicaklik, akis hizi, enjeksiyon hacmi gibi
optimizasyon kosullari iki-boyutlu HPLC sisteminin nasil gergeklestiriimesi
hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica iki-boyutlu HPLC sisteminde ikinci pompanin
Ozellikleri 6 yollu vana yardimi ile denenmis ve elisyon tamponlarinin etkisi

incelenmigtir. Yontemin ayrintilari Cizelge 3.3’de verilmistir.

iki-boyutlu HPLC sistemini kullanmanin nedenlerinden en énemlileri; tek-boyut
analizlerinde elde edilen verimleri, pik kapasitesini artirarak oldukga Ust seviyelere
cltkarmak ve gida orneklerinde eser miktarda bulunan OTA'nin analizinde

Ozutleme gibi 6n iglemlerin kullaniminin gerekmesidir.
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Cizelge 3.3. iki-Boyutlu HPLC parametreleri.

iki-Boyutlu HPLC Parametreleri

ik Kolon P(HEMAPA) monolitik kolon

ikinci Kolon Inertsil ODS-3 150X4.6mm, Sum (Ters faz C18 kolonu)
Pompa A

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

Hareketli Faz B %100 Asetonitril

Pompa B

Hareketli Faz A Asetonitril:Su (hacimce % 2 Asetik asit iceren); 25:75
Hareketli Faz B Asetonitril:Su (hacimce % 2 Asetik asit iceren); 30:70
Hareketli Faz C Asetonitril:Su (hacimce % 2 Asetik asit iceren); 60:40
Enjeksiyon Hacmi 100 pL

Akis Hizi 0.5 mL/dk

Coziicl Gradiyent 5.00— Pompa B (A kanali)

Programi 5.01— Pompa B (B kanal)

7.99— Akig hizi (0.3 mL/dk)
8.00— Iki-boyut (2D) igin valf déner
8.00— Akig hizi (1 mL/dk)
15.00— Pompa B (B kanal)
15.01— Pompa B (C kanali)
22.00— Tek-boyut (1D) igin valf doner
22.00— Akig hizi (1 mL/dk)
22.01— Akig hiz1 (0.3 mL/dk)
29.00— Pompa B (C kanali)
29.01— Pompa B (A kanali)
35.00— Program biter

Dedekidr Kazamrp: 4x )
Hassasiyet: YUksek

Kolon Firini Sicakhigi | 40°C
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3.2.6. immiinoafinite-Kati Faz Oziitleme igleminin Uygulanabilirliligi

Gergek orneklerden OTA Ozutleme galismasina gegmeden once immunoafinite-
kati faz dziitleme isleminin Ochraprep® kolonlari ile uygulanabilirligine bakilmistir.
Bu amag dogrultusunda iki farkli derisimdeki OTA 6rnegi hazirlanmig, Ochraprep
kolondan gegirilmis ve ardindan OTA ornekleri Ochraprep kolondan elue edilmistir.
R-Biopharm Rhone® tarafindan tavsiye edilen HPLC methodu ile ters faz C18
kolonu kullanilarak elie edilen OTA orneklerinin analizleri gergeklestirilmistir.
immiinoafinite-kati faz dzitleme isleminin ne kadar verimli oldugunu gérebilmek
icin ayni derisimde hazirlanan OTA oOrnekleri Ochraprep kolonu kullanmadan
dogrudan ters faz C18 kolonuna verilmigtir. HPLC parametreleri Cizelge 3.4’de

verilmigtir.

Cizelge 3.4. Ters faz C18 kolonu HPLC parametreleri.

HPLC Parametreleri
Hareketli Faz Asetonitril: Su: Asetik Asit (51:47:2 viviv)
Kolon Inertsil ODS-3 150 X 4.6mm, 5um (Ters faz C18
kolonu)
Enjeksiyon Hacmi 100 pL
Akis Hizi 1.0 mL/dk
Cozicl Programi izokratik
Dedektor Kazamrp: 4x y
Hassasiyet: YUksek
Kolon Firini Sicakhigi | 40°C

3.2.7. Gergek Orneklerden OTA Oziitlemesi

Gergek oOrneklerden OTA ozutleme galismalart dort farkh numune kullanilarak
gerceklestiriimigtir. Bu amagla, piyasadan rastgele satin alinan bira, sarap, misir,
kahve numuneleri kullaniimistir. Bira ve sarap numunesi dogrudan kullaniimis,
misir numunesi mutfak tipi bir dograyici kullanilarak kuguk pargalara ayrilip
havanda oOgutulmis ve kahve numunesi de el blendert yardimi ile
homojenizasyonu gergeklestiriimigtir. Elde edilen homojenizat, sizme kagidi
(Whatman No: 4) icine bir miktar cam pamuk koyularak suzulmuastir. Bu asamada
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numunelerin  OTA igerip i¢cermedigi, immunoafinite-kati faz ozutleme islemi
Ochraprep® (R-Biopharm Rhone®, Sekil  3.2)  kolonlari  kullanilarak
gerceklestiriimigtir. Ochraprep® kolonlari ile 6ziitleme islemi her numune icin farkli
bir sekilde gerceklestiriimigtir. Gida Ornekleri igin Ochraprep® 6ziitleme
asamalarinin ayrintilari Cizelge 3.5'de anlatilmigtir.

Sekil 3.2. Ticari Olarak Satilan Ochraprep® kolonlar.
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Cizelge 3.5. Gida ornekleri i¢in Ochraprep® 6ziitleme asamalari.

Kahve ve Tahil Ornekleri

Kahve;

50 g kahve + 100 mL % 1’lik sodyum
bikarbonat

Y

2 dk blender
Filtrasyon (Whatman 4)

5 mL sltzinti+5 mL % 0.1’lik Tween 20
pH7.4

\

Ochraprep kolon agsamasi

20 mL % 0.1’lik Tween 20 igeren
pH 7.4 tampon
(kolon yikama)

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

1.5 mL saf su kolondan gegirerek
toplamda 3 mL toksin alma

100 pL enjeksiyon

Oziitleme

Karistirici
Filtrasyon/Seyreltme

Adsorpsiyon/Eliisyon

wr

]

\e /

|
immiinoafinite Kolon

Misir;
50 g misir + 200 mL ACN:Su
(60:40,v/v)

2 dk blender

V

Filtrasyon (Whatman 4)

2 mL suzinti+22 mL pH 7.4

\

Ochraprep kolon asamasi

20 mL pH 7.4 tampon
(kolon yikama)

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

1.5 mL saf su kolondan gegirerek
toplamda 3 mL toksin alma

\

100 pL enjeksiyon

Bi

ra ve Sarap Ornekle

ri

Bira 30 dk
gazindan arindirma
(Sarap igin gerek yok)

pH 7.2’ye ayarla
(2 M NaCOH ile)

20 mL bira/sarap

Ochraprep kolon asamasi

o

[

-y

|
Immiinoafinite Kolon

20 mL pH 7.4 tampon (kolon yikama)

1.5 mL metanol:asetik asit (98:2)'i 3
defa kolondan gegirme

1.5 mL saf su kolondan gegirerek
toplamda
3 mL toksin alma

100 pL enjeksiyon
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Oncelikle 2-8°C sicakliktaki imminoafinite kolonlar oda sicakhgina getiriimig,
ardindan Ochraprep® kolonun éniindeki ve arkasindaki tikaglar cikarilmis ve
homojenize edilip suzlilmus numune Ornekleri kendileri igin uygun olan yontemler
ile hazirlanip akis hizi 2-3 mL/dk olacak sekilde Ochraprep® kolonlarindan
gegcirilmigtir. Bu islemlerin ardindan yikama basamagina gegilmigtir. Yikama iglemi
20 mL fosfat tamponu, pH 7.4 ¢ozeltisi (kahve numunesi icin 20 mL % 0.71’lik
Tween 20 igeren pH 7.4 tampon) ile gergeklestiriimis ve OTA 1.5 mL
metanol:asetik asit (98:2) ¢Ozeltisi ile kolondan 3 kez gecirilerek eltue edilmistir.
Ardindan Ochraprep® kolonlar1 1.5 mL su ile ylkanmig ve elde edilen 3 mL eluat
cOzeltisi, HPLC hareketli fazi ile (metanol: % 51 ACN - % 49 H,O (% 2 HAc
iceren); 25:75,v/v) seyreltiimig ve iki-boyutlu HPLC sistemi ile 100 pL enjeksiyon
edilerek analiz edilmigtir. OTA icermedigi kesinlesen numunelere, P(HEMAPA)
monolitik kolona uygulanmadan hemen 6nce OTA standart karigimi eklenerek,
OTA derisimleri bilinen gida numuneleri elde edilmigtir. Daha sonra, elde edilen
cozeltiler, P(HEMAPA) monolitik kolon ile ve ticari Ochraprep® kolonlari ile
etkilegtirilmistir. Elde edilen veriler P(HEMAPA) monolitik kolonun etkinliginin
degerlendiriimesi amaciyla kullaniimigtir.

3.2.8. P(HEMAPA) Monolitik Kolonlarin Tek ve iki-Boyutlu HPLC Sisteminde
Tekrar Kullanilabilirligi

P(HEMAPA) monolitik kolonlarin tek-boyutlu ve iki-boyutlu HPLC sisteminde tekrar
kullanilabilirliklerini  belirlemek amaciyla gun ici ve gunler arasi tekrar
kullanilabilirlik galigmalari gerceklestiriimigtir. Her iki ¢alisma igin de dusuk ve
yuksek derisimde (0.5 ve 4 ng/mL) olmak Uzere iki farkh OTA ¢Ozeltisi
hazirlanmistir. Gun igi tekrar kullanilabilirlik igin hazirlanan OTA ¢oOzeltileri ayni
monolitik kolonlar ile ardi ardina 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon
islemine tabi tutulmustur. Gunler arasi tekrar kullanilabilirlik ¢alismasi ise ayni
monolitik kolonlar ile ardi ardina 10 ayri haftada, taze OTA ¢ozeltileri kullanilarak
gerceklestirilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Piyasadaki Okratoksin A kolonlarina alternatif kolonlar olusturmak igin sunulan tez
calismasi 4 ana baslik altinda toplanmigtir: (i) L-fenilalanin molekualinin
polimerlesebilen turevi olan MAPA monomeri ile afinite etkilesimleri temeline
dayal hidrofobik P(HEMAPA) monolitik HPLC kolonlari hazirlanmig ve karakterize
edilmig; (ii) hazirlanan P(HEMAPA) monolitik kolonlari ile okratoksin A analiz
kosullarinin optimizasyonu tek-boyutlu HPLC sisteminde belirlenmistir; (iii) L-
fenilalanin molekulinden polimerlegtirilen P(HEMAPA) monolitik kolon 1. Kolon
olarak, 2. Kolon olarak da ters faz C18 kolonlari HPLC sistemine baglanmig iki-
boyutlu HPLC uygulamalarinda Okratoksin A analizi incelenmis ve gida
maddelerindeki (bira, sarap, misir ve kahve) Okratoksin A es zamanli olarak tespit
edilmigtir; (iv) son asamada ise P(HEMAPA) monolitik kolonlarinin iki-boyutlu
sistemdeki kullaniminin etkinliginin belirlenmesi icin piyasada ticari olarak satilan
standart okratoksin A kolonlari Ochraprep® de kullanilmis ve sonuglar
karsilastinimistir. Elde edilen sonuglar bagliklar halinde tartisilarak agiklanmaya

calisiimigtir.

4.1. N-Metakriloil-L-Fenilalanin (MAPA) Monomerin Karakterizasyonu
Fonksiyonel monomer MAPA, L-fenilalanin ve metakriloil grubu tasiyicisi MA-

Bt'nin tepkimesi ile literatire uygun olarak sentezlenmistir (Sekil 4.1).

H.C o
=4 /
R O H.C - (CHy)
N iMNaoh * 4 "o
©: ‘N H,N  OH /E ~ Z

N O - __ OH R, HN

> < 1-4 Dioksan [ ”

25°C, 30 dk =y

O CHj (a) MA-Bt
(a) (b) (b) N-Metakriloil-L-Fenilalanin

Sekil 4.1. MAPA monomerinin sentez reaksiyonu.

Sentezlenen MAPA monomerinin kimyasal yapisinin belirlenmesinde kullanilan
yéntem FTIR-ATR teknigidir. FTIR-ATR spektrumunda 3368 cm™ civarinda —OH
bandi; 2976 cm™ de alifatik ve 3064 cm™ ve 3031 cm"de aromatik CH gerilme
bandlari belirlenmistir. 1733 cm™de 1660 cm™ ve 1622 cm™de ise sirasiyla
karbonil (C=0) ve amit | ve amit Il bandlari belirlenmigtir. Aromatik C=C egilme
bandlari 1527 cm™ civarinda gorulmustur. FTIR-ATR spektrumundan elde edilen
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veriler 1s1ginda  MAPA monomerinin literatire uygun sekilde basariyla
sentezlendigi gorulmektedir.

4.2. P(HEMA) ve P(HEMAPA) Monolitik Kolonlarin Karakterizasyonu
4.2.1. FTIR-ATR ile Yapi Analizi

P(HEMAPA) monolitik kolonlarin sentezlenmesi icin HEMA ve N-Metakriloil-L-
fenilalanin (MAPA) monomerlerinin yigin polimerizasyonu uygulanmistir. Farkli
miktarlarda MAPA iceren P(HEMAPA) monolitik kolonlarin her biri FTIR-ATR
spektroskopisi ile incelenmis ve farkli miktarlardaki MAPA oraninin polimerik
yapida olugturmus oldugu farklilik gozlenmistir. Sekil 4.2'de P(HEMAPA) monolitik
kolonlarin olasi kimyasal yapisi gosterilmigtir.

?H:; T CH3 H CH3
|
*—Cl) C|) , C|) { *
C H J\ H C
e \ = e \
(|3 o O TH OH (|) o
CH, CH—C CH,
| 7 \ |
H,C o]
THz c|:H2
OH OH
L —ax L =y
HEMA MAPA HEMA

Sekil 4.2. P(HEMAPA) monolitik kolonlarin olasi kimyasal yapisi.

Sekil 4.3'de goruldugu gibi MAPA monomeri, P(HEMA) ve farkh miktarlarda MAPA
iceren P(HEMAPA) monolitik kolonlarin -OH gruplarinin gerilme titresimleri 3360-
3410 cm™ araliginda ve alifatik -CH gerilme bandi yaklasik 2950 cm™de
gorilmektedir. C-N simetrik ve C-N asimetrik bandlari sirasiyla yaklasik 1070 cm™
ve 1450 cm™de gériillmektedir. P(HEMAPA) monolitik kolonlarda amid | ve amid Il
bandlarini 1661 cm ve 1621 cm™ civarinda gériilmektedir. Ayrica 695 cm™ ve 744
cm™”  civarindaki piklerin siddetinde artiglar gorulmektedir. Bu bandlarin
siddetindeki artis, MAPA monomerinin yapisinda bulunan aromatik halkadan
kaynaklanmaktadir. Bu FTIR-ATR spektrum sonuglari, MAPA monomerinin
polimer yapiya basarili bir sekilde girdigini ve polimerizasyona eklenen MAPA

miktarinin polimerik yapidaki MAPA oraniyla dogrusal oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3. MAPA monomeri, P(HEMA) ve farkli miktarlarda MAPA monomeri igeren
P(HEMAPA) monolitik kolonlara ait FTIR- ATR spektrumlari. (a) MAPA monomeri;
(b) P(HEMA); (c) P(HEMAPA)-1; (d) P(HEMAPA)-2; (e) P(HEMAPA)-3;
(f) P(HEMAPA)-4.

4.2.2. Raman ile Yapi Analizi

P(HEMAPA) monolitlerin kimyasal yapi analizi icin RAMAN spektroskopisi yontemi
uygulanmigtir (Sekil 4.4). Polimerik yapi igerisine MAPA monomerinin girdigini
gostermek amaciyla P(HEMA), P(HEMAPA) monolitik kolonlarinin ve MAPA
monomerinin RAMAN spektrumlari alinmigtir. MAPA monomerine ait spektruma
bakildiginda 3060 cm™, 1604 cm™, 1585 cm™ ve 1005 cm™ civarlarinda gériilen
—CH=CH, amid bandi, aromatik/hetero halka ve aromatik halka gorulmektedir.
P(HEMA) monolitik kolonlarinda bu bandlara rastlanmazken, farkhh MAPA
miktarlarina sahip P(HEMAPA) monolitik kolonlarda s6z edilen bandlar agikca
gorulmektedir. Sekilde goruldugu gibi P(HEMAPA) monolitik kolonlarda MAPA
miktarinin artmasi ile birlikte 3060 cm™, 1604 cm™”, 1585 cm” ve 1005 cm’
civarlarinda gorulen bandlarin siddetlerindeki artis degerleri yukselmektedir. Bu
sonuglar polimerik yapiya MAPA monomerinin girdigini ve polimerizasyona
eklenen MAPA miktarinin polimerik yapidaki MAPA oraniyla dogrusal oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.4. MAPA monomeri, P(HEMA) ve farkl miktarlarda MAPA monomeri igeren
P(HEMAPA) monolitik kolonlara ait RAMAN spektrumlari. (a) MAPA monomeri;
(b) P(HEMA); (c) P(HEMAPA)-1; (d) P(HEMAPA)-2; (e) P(HEMAPA)-3;
(f) P(HEMAPA)-4.

4.2.3. Geri Basing-Akis Hizi iligkisinin incelenmesi

P(HEMAPA)-4, P(HEMA) ve bos kolonlarda su kullanilarak akig hizi 0.1-1.5 mL/dk
araliginda degistirilerek geri basing-akis hizi iligskisi incelenmistir. Sekil 4.5°de
goruldagu gibi tum kolonlarda geri basing degerleri artan akis hizi ile birlikte
dogrusal bir degisim gostermektedir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolondan su
gegcirilirken elde edilen geri basing degerleri P(HEMA) kolonuna goére daha
yuksektir. Degerlerden de goruldugu Uuzere hidrofobik Ozellige sahip olan
fonksiyonel MAPA monomerinin P(HEMAPA)-4 kolonun vyapisina girdigi
gorulmustar. Ayrica hazirlanan monolitik kolonlarin yiksek akig hizlarinda bile

HPLC pompalarinin tolere edebilecegi duzeyde geri basing gostermektedirler.
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Sekil 4.5. P(HEMAPA)-4, P(HEMA) ve bos kolonlarda geri basing-akis hizi
iligkisinin incelenmesi. Akis hizi: 0.1-1.5 mL/dk.

4.2.4. Elementel Analiz

P(HEMAPA) monolitik kolonlarin yapisina ilave edilen MAPA miktarini belirlemek
uzere elementel analiz dlgumleri yapilmistir. Elementel analiz sonuglari monolitik
kolonlarin yapisindaki % olarak azot (N), karbon (C) ve hidrojen (H) miktarlarini
vermektedir. Yapiya giren MAPA miktarinin belirlenebilmesi icin P(HEMAPA)
monolitik kolonlar elementel analize tabi tutulmus ve MAPA miktari azot
sitokiyometrisinden faydalanilarak bulunmustur. Cizelge 4.1'de P(HEMAPA)
monolitik kolonlarin elementel analiz sonuglari 6zetlenmistir. P(HEMAPA)
monolitik kolonun sentezlenmesinde kullanilan HEMA monomerinin yapisinda azot
bulunmadigindan dolayr P(HEMAPA) monolitik kolonun yapisina ilave edilen
azotun kaynagi sadece MAPA'dir. Elementel analiz sonucundan goruldugu gibi
P(HEMAPA) monolitik kolonlarda yer alan MAPA miktarina bagli olarak, elementel
analiz sonuglarindan hesaplanan ve polimer yapisina giren MAPA miktarinin da
arttigr gézlenmistir. Ayrica P(HEMAPA) monolitik kolonlarin yapisina ilave edilen
MAPA monomerinin ortalama % 97.37 oraninda donusum yaptigi hesaplanmistir.
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Cizelge 4.1. P(HEMAPA) monolitik kolonlarin elementel analiz sonuglari.

Monolitik kolonlar MAPA miktari, umol/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. Yuzey Morfolojisi

P(HEMA) ve P(HEMAPA) monolitik kolonlarin yuzey morfolojisi ve i¢ yapisi,
taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Monolitik kolonlarin
SEM fotograflari $ekil 4.6’da verilmistir. Sekilden de goruldugu gibi monolitik
kolonlarin gézenek boyutlari 0.2-1.0 ym arasinda degismektedir. Yigin polimeri-
zasyonu ile hazirlanan monolitik kolonlar olduk¢a puruzla ve farkh boyutta
gozenek yapilarina sahiptirler. Gozeneklilik nedeniyle de olduk¢a buylk yuzey
alanina sahiptirler. Monolitik kolonlarin ana gozenek yapisi makrogdzenekler
tarafindan olugmaktadir. Makrogozenekler, monolitik kolonlar ile OTA'nin arasinda
etkili bir etkilesim saglamaktadir. Monolitik kolonlar birbiriyle baglantili genig akig
kanallarina ve makrog6zeneklere sahip oldugu igin OTA 6zultlerinin hareketli faz ile
kolayca akisina olanak saglamakta, bdylece iletimle kutle transferi gerceklesmek-
tedir. Ayrica, bu vyapisal Ozellik sayesinde difuzyonel kutle transfer direnci
azalmaktadir. Sonug olarak, OTA o6zutleri sadece difizyonel kutle transferi ile degil
ayni zamanda iletimli kutle transferi ile monolitik kolonlarda taginmakta ve boylece

OTA adsorpsiyon kapasitesinin artmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4.6. Monolitik kolonlarin SEM fotograflari. (a) P(HEMA), (b) P(HEMAPA)-4.

4.3. P(HEMAPA) Monolitik Kolonun Tek-Boyutlu Kullanimi igin Adsorpsiyon
Kosullarinin Optimizasyonu

4.3.1. Hareketli Faz Etkisinin incelenmesi

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyon c¢alismalari farkli hareketli faz
iceriklerinde incelenmigtir. Kullanilan hareketli faz icerikleri farkli oranlardaki ACN:
HO (% 2 HAc igeren) (40:60; 45:55; 51:49; 55:45; 60:40) ile hazirlanmigtir.
Hareketli fazin etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan deneyler, 40°C sabit
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sicaklikta, 2.0 ng/mL OTA derisiminde, 0.5 mL/dk akis hizinda ve 100 pL
enjeksiyon hacminde gergeklestirilmistir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolon ile farkl
hareketli faz iceriklerinde elde edilen OTA molekuline ait kromatogramlar ve
kromatografik parametreler Sekil 4.7°de verilmektedir. Sekilden de goruldugu gibi
P(HEMAPA)-4 monolitik kolon ile farkli hareketli faz iceriklerinde OTA adsorpsiyon
kapasitelerine bakildiginda OTA adsorpsiyon kapasitelerinde gok onemli bir fark
olmadigr gozlenmigtir.  Ancak hareketli faz icerigindeki ACN miktar1 artinca
alikonma zamani kisalir. OTA zayif bir asit oldugu icin, kolona spesifik olmayan
adsorpsiyonu azaltmak ve gugli pik kuyruklanmasinin 6nine ge¢mek igin
kullanilan hareketli fazin asidik olmasi gerekmektedir [53]. Bu yuzden seyreltik
asetik asit ile asetonitril karisimi kullaniimaktadir [37, 180]. Pik sekilleri ve
allkonma zamanlar dikkate alindiginda en uygun hareketli faz iceriginin 51:49
[ACN: H20 (% 2 HAc iceren)] oldugu gorulmustur.

uv
175000

P(HEMAPA)-4
60:40 [ACN: H,0 (% 2 HAc)]

150000]  55:45 [ACN: H,0 (% 2 HAc)]
1 51:49 [ACN: H20 (% 2 HAc)]
1 45:55 [ACN: H;0 (% 2 HAc)]
1000004 40:60 [ACN: H20 (% 2 HAc)]

125000

75000

4 St >
50000 /
25000
] rr
o] —

e s e B B . B e B e B B e B B A s B
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 min

Hareketli Alikonma Adsorplanan
Faz |(%er|g| zamani OTA alani
0,2 [ACN : H,O (dk) (uV.dk)
.1 (% 2 HAC)]

0,15 A

40:60 13.580 5855334
I 45:55 12.710 5698172
51:49 11.987 6183355

40;60 .

0,1 4

55:45 11.722 6041993

Adsorpsiyon Kapasitesi, ng/g

Hareketli Faz igerigi [ACN : H,O (% 2 HAc)] 60-40 11.391 5707656

Sekil 4.7. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna hareketli faz
etkisi. OTA derigimi: 2.0 ng/mL; Sicaklik: 40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 pL;
Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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4.3.2. OTA Derisim Etkisinin incelenmesi

P(HEMA), P(HEMAPA)-1, P(HEMAPA)-2, P(HEMAPA)-3 ve P(HEMAPA)-4
monolitik kolonlarda OTA baslangi¢c derigsiminin adsorpsiyona olan etkisi
incelenmisg ve Sekil 4.8-4.13'de ilgili adsorpsiyon grafigi ve kromatogramlar
verilmektedir. OTA baslangi¢c derisimi 0.5-20 ng/mL araliginda degistirilmigstir.
P(HEMA), P(HEMAPA)-1, P(HEMAPA)-2, P(HEMAPA)-3 ve P(HEMAPA)-4
monolitik kolonlarda birim monolit kitlesi bagina adsorplanan OTA miktarlari Sekil
4.13'de gosterilmektedir. Sekillerden goruldigu gibi OTA derigimi arttikga yuzeye
difuzlenen OTA miktari ve adsorpsiyon igin surucu kuvvet olan derisim farki (AC)
arttigi icin adsorpsiyon kapasitesinde derisime bagh olarak bir artis s6z konusudur.
20 ng/mL OTA derigsiminde maksimum adsorpsiyon miktarlari; P(HEMA) igin; 0.79
ng/g; P(HEMAPA)-1 icin 1.09 ng/g; P(HEMAPA)-2 igin 1.58 ng/g; P(HEMAPA)-3
icin 2.25 ng/g ve P(HEMAPA)-4 icin 2.82 ng/g olarak belirlenmistir. Adsorpsiyon
kapasitelerinden de goruldugu gibi P(HEMAPA) monolitik kolonlarin adsorpsiyon
kapasitesi P(HEMA) monolitik kolona gore yuksektir. Bunun nedeni ise OTA
adsorpsiyonunun P(HEMA) monolitik kolonlarda segici olmayan zayif
etkilesimlerden ve monolitik kolonlarinin gozenekleri icine OTA diflizyonundan
kaynaklanmaktadir. P(HEMAPA) monolitik kolonlarinda kolonlarin yapisinda
bulunan MAPA monomerinin fonksiyonel grubu ile OTA molekulu arasindaki

hidrofobik etkilesimler oldugunu hatirlatmakta fayda vardir.
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Sekil 4.8. P(HEMA) monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna OTA baslangig
derigimin etkisi. Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2 HAc iceren);
Sicaklik: 40°C; Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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Sekil 4.9. P(HEMAPA)-1 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna OTA baslangig
derigimin etkisi. Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2 HAc iceren);
Sicaklik: 40°C; Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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Sekil 4.10. P(HEMAPA)-2 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna OTA baglangig
derigimin etkisi. Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2 HAc iceren);
Sicaklik: 40°C; Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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Sekil 4.11. P(HEMAPA)-3 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna OTA baslangig
derigimin etkisi. Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2 HAc iceren);
Sicaklik: 40°C; Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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Sekil 4.12. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna OTA baglangig
derigimin etkisi. Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2 HAc iceren);
Sicaklik: 40°C; Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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Sekil 4.13. P(HEMA), P(HEMAPA)-1, P(HEMAPA)-2, P(HEMAPA)-3 ve
P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlarda OTA adsorpsiyonuna OTA baglangi¢ derigimin
etkisi. Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2 HAc igeren); Sicaklik: 40°C; Akis
hizi: 0.5 mL/dk.

4.3.3. Akis Hizi Etkisinin incelenmesi

Akis hizinin OTA adsorpsiyonuna etkisini belirlemek i¢in 2 ng/mL derigimindeki
OTA c¢ozeltisi P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda akis hizi 0.25 mL/dk-1.5 mL/dk
araliginda degistiriimigtir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolon ile farkli akis hizlarinda
yapilan analizlere ait kromatogramlar ve OTA adsorpsiyon kapasiteleri Sekil
4.14’de verilmektedir. Kromatogramlara ait pik simetrileri, alikonma zamanlari ve
OTA adsorpsiyon alan degerleri karsilastirildiginda, akis hizinin artmasi ile birlikte
OTA adsorpsiyon kapasitesi onemli miktarda azalmaktadir. Pik simetrileri,
alikonma zamani, OTA adsorpsiyon alani ve analiz sirasinda harcanan hareketli
fazin miktari dikkate alindiginda 0.5 mL/dk’lik akig hizinin optimum oldugu
sonucuna variimigtir. OTA adsorpsiyon kapasitesi 0.25 mL/dk akis hizinda 0.24
ng/g degerinden 1.5 mL/dk akis hizinda 0.06 ng/g degerine azalmaktadir. Akis
hizinin artmasi ile OTA molekullerinin  P(HEMAPA)-4 monolitik kolonla
etkilegebilecegi zaman azalacagindan OTA adsorpsiyon miktari onemli olgtude

azalmaktadir. Ayrica alikkonma zamani da akis hizinin artmasi ile azalmaktadir.
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Sekil 4.14. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna akis hizi etkisi.
OTA derigimi: 2.0 ng/mL; Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H,O (% 2 HAc iceren);
Enjeksiyon Hacmi: 100 pL; Sicaklik: 40°C.

4.3.4. Sicaklik Etkisinin incelenmesi

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna sicakhgin etkisini
HPLC kolon firini 25°C-40°C araliginda
degistirilmistir. Sekil 4.15'de ilgili adsorpsiyon grafigi ve kromatogramlarda
goruldugu gibi artan sicaklikla birlikte P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlarin OTA
adsorpsiyon kapasitesi onemli oranlarda artmaktadir. 25°C’de adsorplanan OTA

belirlemek amaciyla sicakligi

miktari 0.16 ng/g iken 40°C'de bu deger 0.18 ng/g olarak bulunmustur.
Adsorpsiyon kapasitesi % 12.82 oraninda artmistir. Bu sonuglar 1si1ginda
P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile OTA molekulleri arasindaki etkilesimin spesifik
oldugunu ve hidrofobik etkilesimle gergeklestiginin kanitidir ve sicaklik artigi ile
P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun

analitlerin etkilesim kinetigi artmaktadir.
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hazirlanmasinda kullanilan MAPA fonksiyonel monomeri hidrofobik bir aminoasit
olan fenilalaninden yola gikilarak sentezlenmigtir. Fonksiyonel monomer olarak
fenilalanin secilmesinin sebebi de tayin edilmek istenilen OTA molekulindn
hidrofobik 0Ozellikte olmasidir. Hidrofobik etkilesimler entropi artigiyla yurtyen
etkilesimlerdir; sicaklik artigi da bu etkilesimleri arttirma yonunde etkilemektedir
[181, 182]. Farkh sicakliklarda elde edilen sonuglardan da goéruldugu gibi artan
sicaklikla birlikte OTA adsorpsiyon kapasitesi onemli miktarda artmaktadir.
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Sekil 4.15. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna sicaklik etkisi.
OTA derigimi: 2.0 ng/mL; Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H,O (% 2 HAc iceren);
Enjeksiyon Hacmi: 100 pL; Akis hizi: 0.5 mL/dk.

4.3.5. Enjeksiyon Hacmi Etkisinin incelenmesi

P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna enjeksiyon hacminin
etkisini belirlemek amaciyla 6rnek enjeksiyon hacmi 10 pL-100 pL araliginda
degistiriimistir. Farkli enjeksiyon hacimlerinde vyapilan analizlere ait kroma-
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togramlar ve OTA adsorpsiyon kapasiteleri $Sekil 4.16’da verilmektedir.
Kromatogramlardan goéraldugu gibi 100 pL enjeksiyon hacminde adsorplanan OTA
alani 10 pL enjeksiyon hacmi verildiginde elde edilen OTA alaninin yaklasik 10
kati kadardir. Bilindigi gibi yuksek enjeksiyon hacmi, diguk kromatografi etkinligine
ve pik genigslemesine neden olmaktadir. Ancak OTA miktarinin gida 6rneklerinde
¢ok az seviyede bulunmasindan dolayl pik geniglemesi ve dusuk kromatografi
etkinligi gibi olumsuzluklar olusmamaktadir. Enjeksiyon hacminin artmasi
hassasiyeti arttirmaktadir [183]. Gida 6rneklerinde OTA miktarinin ¢ok az oldugu

g0z onune alinarak enjeksiyon hacminin 100 pL olmasi gerektigi sonucuna

variimistir.
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Sekil 4.16. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonda OTA adsorpsiyonuna enjeksiyon
hacmi etkisi. OTA derisimi: 2.0 ng/mL; Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2
HAc iceren); Sicaklik: 40°C, Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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4.3.6. P(HEMAPA) Monolitik Kolonlarin Tek-Boyutlu HPLC Sisteminde Tekrar
Kullanilabilirligi

Hazirlanan monolitik kolonlarin en o6nemli o6zelliklerinden biri defalarca
kullanabilmeye olanak vermesidir. Bu amag¢ dogrultusunda hazirlanan
P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile gun i¢ci ve gunler arasi tekrar kullanilabilirlik
calismalari gergeklestiriimigtir. Her iki calisma i¢in de dusuk ve yuksek derisimde
(0.5 ve 4 ng/mL) olmak Uzere iki farkli OTA ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Gun ici tekrar
kullanilabilirlik igin hazirlanan OTA ¢oézeltileri ayni P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu
ile ardi ardina 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon islemine tabi
tutulmustur. Gunler arasi tekrar kullanilabilirlik ¢calismasi ise ayni P(HEMAPA)-4
monolitik kolonu ile ardi ardina 10 ayri haftada, taze OTA c¢Ozeltileri kullanilarak
gerceklestiriimistir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun gun i¢i ve gunler arasi tekrar
kullanilabilirligi yuzde goreceli standart sapma (% RSD) ve geri kazanim degerleri
uzerinden kontrol edilmigtir [184]. Sekil 4.17-4.20°de ilgili adsorpsiyon grafigi ve
kromatogramlarda goéruldugua gibi on dongunun ardindan kolon kapasitesinde
onemli bir miktarda azalma gozlenmemigtir. Adsorpsiyon grafiklerinden de
goruldugu gibi OTA adsorpsiyon kapasitesi, gun igi tekrar kullanilabilirligin onuncu
dongusu sonunda 0.5 ng/mL OTA g¢ozeltisi icin 0.077 ng/g’dan 0.076 ng/g
degerine, 4 ng/mL OTA g¢ozeltisi igin 0.395 ng/g’dan 0.392 ng/g degerine
dusmustur. OTA adsorpsiyon kapasitesi, gunler arasi tekrar kullanilabilirligin
onuncu dongusu sonunda ise 0.5 ng/mL OTA ¢ozeltisi igin 0.077 ng/g’dan 0.075
ng/g degerine, 4 ng/mL OTA ¢ozeltisi icin 0.389 ng/g’dan 0.386 ng/g degerine
dusmustur. 0.5 ng/mL ve 4 ng/mL OTA ¢ozeltileri igin gun igi tekrar kullanilabilirlik
kromatogramlarindan elde edilen alan tekrarlanabilirligi % RSD degerleri sirasiyla
% 2.57, % 1.53 ve % geri kazanim degerleri sirasiyla % 95.22 ve % 97.54 olarak
bulunmustur. 0.5 ng/mL ve 4 ng/mL OTA c¢ozeltileri i¢cin gunler arasi tekrar
kullanilabilirlik kromatogramlarindan elde edilen alan tekrarlanabilirligi % RSD
degerleri sirasiyla % 2.87, % 1.92 ve % geri kazanim degerleri sirasiyla % 100.57
ve % 96.65 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Ayrica P(HEMAPA)-4 monolitik
kolonu ile 1D- ve 2D-HPLC calismalarn kapsaminda 1000’in Uzerinde analiz
yapilmis ve OTA adsorpsiyon kapasitesinde oOnemli bir azalma olmadigi
gOzlenmistir. Gida Orneklerinde eser miktarda bulunan OTA’nin analizinde
immunoafinite kolonlari kullaniimakta ve bu kolonlar tek kullanimlik olmalar

nedeniyle yuksek maliyetlidirler. Hazirlanan monolitik kolonun tekrar kulla-
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nilabilirliginin iyi olmasi OTA tayin igleminin maliyetini onemli dlcude azaltan bir

etmendir.
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Sekil 4.17. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonla gun ici tekrar kullanim. (a) OTA
derigimi: 0.5 ng/mL; (b) OTA derigimi: 4 ng/mL; Sicakhk: 40°C; Enjeksiyon Hacmi:
100 pL; Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2 HAc iceren); Akig hizi: 0.5
mL/dk.
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Sekil 4.18. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonla gunler arasi tekrar kullanim. (a) OTA
derigimi: 0.5 ng/mL; (b) OTA derigimi: 4 ng/mL; Sicakhk: 40°C; Enjeksiyon Hacmi:
100 pL; Hareketli Faz: % 51 ACN - % 49 H>O (% 2 HAc iceren); Akig hizi: 0.5
mL/dk.
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Sekil 4.19. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonla gun i¢i tekrar kullanim, adsorpsiyon
kapasitesi ve % kalan kapasite. (a) OTA derisimi: 0.5 ng/mL; (b) OTA derisimi:
4 ng/mL; Sicaklik: 40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 yL; Hareketli Faz: % 51 ACN - %
49 H,0 (% 2 HAc iceren); Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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Sekil 4.20. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonla gunler arasi tekrar kullanim,
adsorpsiyon kapasitesi ve % kalan kapasite. (a) OTA derisimi: 0.5 ng/mL; (b) OTA
derigimi: 4 ng/mL; Sicaklik: 40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 uL; Hareketli Faz: % 51
ACN - % 49 H>0 (% 2 HAc igeren); Akis hizi: 0.5 mL/dk.
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Cizelge 4.2. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun gin igi ve gunler arasi tekrar
kullanilabilirliginin RSD ve geri kazanim degerleri.

Gun ici tekrar kullanilabilirlik Gunler arasi tekrar kullanilabilirlik
Teorik (n=10) (10 farkh haftada 10 farkh gun)
Derigim Belirlenen i i Geri
(ng/mL) ef Geri RSD Bellrl.er\en RSD
Derisim Kazanim %) Derisim Kazanim (%)
(ng/mL) (%) ° (ng/mL) (%) °
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

44. P(HEMAPA)-4 Monolitik Kolonlarin iki-BoyutIu HPLC Sisteminde
Kullanimi

Hazirlanan P(HEMA) ve P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlar iki-boyutlu HPLC
analizleri i¢in birinci boyutta 6n kolon olarak kullanilmig, ikinci boyut olarak da

analizde ticari ters faz C18 kolonu kullaniimigtir.

4.4.1. iki-Boyutlu HPLC Sisteminde OTA Derisgim Etkisinin incelenmesi

OTA baslangi¢c derisiminin adsorpsiyona olan etkisini incelemek igin on kolon
olarak P(HEMA) ve P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlar, ikinci boyut olarak da ters
faz C18 kolonu kullaniimigtir. OTA molekilune ait adsorpsiyon grafigi,
kromatogramlar ve kromatografik parametreler Sekil 4.21-4.23'de verilmektedir.
Analizlerde HPLC sisteminde uygulanan parametreler Bolum 3.2.5 Cizelge 3.3'de
dzetlenmistir. OTA baslangi¢ derisimi 0.5-20 ng/mL araliginda degistirilmistir. iki-
boyutlu HPLC sisteminde hazirlanan monolitik kolonlar OTA molekilunu adsorbe
etmekte ve desorpsiyon ajani kolondan gegmedigi surece OTA molekuli monolitik
kolonu terk etmemektedir. Adsorbe olan OTA molekulinu elGe etme iglemi ise C18
kolonu ile gergeklestiriimistir. OTA molekuline ait pik, yaklasik olarak 18-19 dk
araliginda gorulmektedir. Tek-boyutlu ve iki-boyutlu sistem kullanilarak yapilan
OTA baslangi¢ derigimlerinin adsorpsiyona etkisi karsilastirildiginda, iki-boyutlu
analizlerde OTA molekulune ait piklerin olduk¢a keskin oldugu gorulmustur. Tek-
boyutlu HPLC sistemde oldugu gibi OTA derigimi arttikga adsorpsiyon i¢in surtcu
kuvvet olan derigim farki (AC) arttigi igin adsorpsiyon kapasitesinde derisime bagh
olarak bir artis s6z konusudur. P(HEMAPA)-4 ve P(HEMA) monolitik kolonlarinin
on kolon olarak kullanildigi iki-boyutlu HPLC sisteminde OTA molekuline gore
maksimum adsorpsiyon miktarlari 20 ng/mL OTA derisiminde 1.72 ve 0.29 ng/g
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olarak  bulunmustur. Adsorpsiyon kapasitelerinden de goruldugu  gibi
P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlarin adsorpsiyon kapasitesi P(HEMA) monolitik
kolona gore vyuksektir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun yapisinda MAPA
monomerinin bulunmasindan dolayr OTA molekulu ile P(HEMAPA)-4 monolitik
kolonu arasinda hidrofobik etkilesim kaynakli spesifik bir etkigelim gorulmektedir.
iki-boyutlu HPLC sisteminde OTA’nin P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile miktar
tayininin yapilabilecegi en dusuk derisim (LOQ-Limit of Quantitation) ve teshis
edilebilecek sinir degeri (LOD-Limit of Detection) sirasiyla 0.0643 ng/mL ve
0.0212 ng/mL olarak hesaplanmistir. iki-boyutlu sistemin kullanilmasinin dnemli bir
nedeni piyasada Okratoksin A analizi igin kullanilan multi-toksin immunoafinite
kolonlari yerine hazirlanan P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlarinin kullaniimasidir.
Bu amag¢ dogrultusunda hazirlanan P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlarinin OTA
molekulunu analiz etmek icin kullanilabildigi ve C18 kolonu ile birlegtirilerek de

OTA analiz veriminin oldukga Ust seviyeye c¢iktigr gorulmustar.

2 -
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o
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Sekil 4.21. P(HEMAPA)-4_C18 ve P(HEMA) C18 iki-boyutlu HPLC sisteminde
OTA adsorpsiyonuna OTA baglangi¢ derisimin etkisi. Enjeksiyon Hacmi: 100 pL;
Sicaklik: 40°C.
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Sekil 4.22. Birinci kolon: P(HEMAPA)-4 monolitik kolon. ikinci Kolon: C18. Sicaklik:
40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 pL.
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Sekil 4.23. Birinci kolon: P(HEMA) monolitik kolon. ikinci Kolon: C18. Sicaklik:
40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 pL.

4.4.2. immiinoafinite-Kati Faz Oziitleme igleminin Uygulanabilirliligi

Gergek orneklerden OTA Ozutleme galismasina gegmeden once immunoafinite-
kati faz 6zutleme isleminin Ochraprep kolonlari ile uygulanabilirligine bakilmigtir.
Bu amag¢ dogrultusunda 0.5 ng/mL ve 5 ng/mL derigimindeki OTA 6rnekleri 10 mL
pH 7.4 (10 mM) tamponu igerisinde hazirlanmistir. Oda sicakligina getirilen
Ochraprep kolonlarina, OTA ornekleri Cizelge 3.5de anlatildigi gekilde
uygulanmigtir. Cizelge 3.5°de anlatildigi gibi Ochraprep kolonlari tarafindan
tutunan OTA 0Ornegdi 1.5 mL metanol:asetik asit (98:2) ¢Ozeltisi ile elue edilmis ve
ardindan ayni Ochraprep kolonu 1.5 mL su ile yikanmigtir. Bundan dolayi toplam
eluat ¢ozeltisi 3 mL olmustur. Ochraprep kolonlarina uygulanan OTA 0Ornek
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hacminin 10 mL ve desorpsiyon hacminin de 3 mL olmasindan dolayr OTA
ornekleri 3.3 kat deristirilerek kolondan geri kazaniimigtir. Ochraprep kolonundan
gegcirilip elie edilen ve Ochraprep kolonundan geciriimeyen OTA Orneklerine ait
kromatogramlar Sekil 4.24’de verilmektedir. 0.5 ng/mL ve 5 ng/mL derisimindeki
OTA oOrnekleri igin ayri ayri yuzde geri kazanim degerleri OTA molekulline ait
kromatogramlardan elde edilen alanlara bakilip derigtirme kat sayisi dikkate
alinarak hesaplanmistir. 0.5 ng/mL OTA 0Ornegi igin ylizde geri kazanim degeri %
96.96, 5 ng/mL OTA 06rnegi icin ise yuzde geri kazanim degeri % 96.7 olarak
bulunmustur. Sonuglar dikkate alindiginda kuguk derisimde de buyuk derisimde de
yuzde geri kazanim deQerleri birbirine ¢ok yakindir. Yuzde geri kazanim
degerlerinden de goruldugu gibi immunoafinite-kati faz 6zutleme iglemi bagarili bir
sekilde gerceklestiriimektedir.
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Sekil 4.24. Ochraprep kolonundan gegirilip eliue edilen ve Ochraprep kolonu
kullanilmayan OTA 6rneklerinin ticari C18 kolonu kullanilarak analiz edilmesi. OTA
derigimi: 0.5 ng/mL ve 5.0 ng/mL; Sicaklik: 40°C; Akis Hizi: 1.0 mL/dk; Enjeksiyon
Hacmi: 100 pL.
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4.4.3. Gergek Orneklerden OTA Oziitlemesi

Gergek orneklerden OTA o6zutleme c¢alismalari dort farklh numune (bira, sarap,
misir ve kahve) kullanilarak gergeklestirilmistir. Farkli derisimlerde OTA
standartlari eklenen ve OTA standarti eklenmeyen dogal oOrnekler hem
P(HEMAPA)-4 hem de standart immunoafinite-kati faz 6zutleme (Ochraprep)
kolonlari kullanilarak gergeklestiriimigtir. Bolum 2.2.4’de Cizelge 2.4'deki Turk
Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeliginin gidalarda izin verilen OTA Ust sinir
degerleri dikkate alinarak dort farkli numuneye farkli derigsimlerde (bira igin 2
ng/mL; sarap icin 2 ng/mL; misir icin 5 ng/mL ve kahve icin 10 ng/mL) OTA
eklenerek olusturulan ornekler igin elde edilen kromatogramlar Sekil 4.25, 4.26,
4.27 ve 4.28de verilmektedir. Kromatogramlardan da goruldugu gibi OTA
standarti eklenmeyen dogal ornekler, P(HEMAPA)-4 birinci kolonundan gegirilip
ticari C18 kolununa verildiginde OTA analiz edilememigtir. Ochraprep kolonu ile
OTA oOzutlemesi yapildiktan sonra elde edilen eluat c¢ozeltisi C18 kolonuna
verildiginde OTA analizi gergeklestirilebilmistir. Ancak Ochraprep kolonunda OTA
Ozutlemesi yuksek oOrmek hacminde ve yluksek hacimde desorpsiyon ile
gerceklestirilir. P(HEMAPA)-4 kolonuna uygulanan o6rnek hacmi 100 pL iken
Ochraprep kolonuna uygulanan 6rnek hacimleri her 6rnek igin farkhdir (Kahve igin:
10 mL; sarap ve bira igin: 20 mL ve misir igin: 24 mL). Ochraprep kolonlari ile
yapilan analizlerde birada 0,024 ng/mL; sarapda 0,093 ng/mL; kahvede 0,092
ng/mL; misirda ise 0,011 ng/mL olarak bulunmustur. Bolim 4.4.1'de P(HEMAPA)-
4 kolonu ile iki-boyutlu HPLC Sisteminde OTA derigim etkisi incelendiginde de
goruldugu gibi en dusuk OTA analizinin yapildigi derisim 0,5 ng/mL’dir. Gida
orneklerindeki OTA derigimleride bu degerin ¢ok altinda oldugu igin P(HEMAPA)-4
kolonu ile OTA analizi gorulememistir. Ocraprep kolonlarinda ise OTA’nin analiz
edilebilmesinin en 6nemli nedenleri drnek hacminin ve desorpsiyon hacminin
yuksek olmasidir. Turk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligindeki gidalarda izin
verilen OTA Ust sinir degerleri gida 6rneklerine eklenip OTA analizi yapildiginda
ise hem P(HEMAPA)-4 kolonu ile hemde Ochraprep kolonu ile OTA analizi basarih
bir seklide gerceklestiriimigtir. Cizelge 4.3'de geri kazanilan OTA derisimleri ve
adsorpsiyon kapasiteleri 6zetlenmigtir. Sonuglardanda goruldugu gibi OTA eklenen
gida oOrneklerinde yapilan analizlerdeki geri kazanilan OTA derigimleri
P(HEMAPA)-4 kolonu ve Ochraprep kolonunda birbirine oldukga yakin ¢ikmigtir.
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P(HEMAPA)-4 ile ticari Ochraprep kolonu arasinda paralellik olmasi, hazirlanan
monolitik kolonlarin mevcut ticari kolonlara potansiyel alternatif olabilecegini
gOstermektedir. Adsorpsiyon kapasiteleri dikkate alindiginda ise hazirlanan
P(HEMAPA)-4 kolonunun Ochraprep kolonundan daha yuksek oldugu
gozlenmigtir. Burada dikkate alinmasi gereken en onemli nokta 1D- ve 2D-HPLC
calismalari kapsaminda yapilan tum calismalarin ayni P(HEMAPA)-4 kolonu ile
gerceklestiriimis olmasidir. Daha oncede belirtildigi gibi ticari Ochraprep kolonlari
tek kullanimhk olmalari nedeniyle yuksek maliyetlidirler. Hazirlanan monolitik
kolonun duguk maliyet ve tekrar kullanilabilirliginin iyi olmasi OTA tayin igleminin

maliyetini onemli dlgude azaltan bir etmendir.

uv

8000000 Bjra. 2|ng/mL OTA eklenen Ochraprep _C18

7000000

6000000
5000000

4000000

3000000

2000000

1000000}

0]

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 min

uv

800000 Bjra- 2 ng/mL OTA eklenen P(HEMAPA)-4_C18

1 Bira
700000 T - .
] ”H'\ OTA gozlenmedi
600000 o € \

500000 o]

400000

300000

200000

100000

o]

B L s B sy By By B B By S N
0,0 25 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 275 30,0 32,5 min

Sekil 4.25. 2 ng/mL derisiminde OTA standarti eklenen ve OTA standart
eklenmeyen bira numunesinden P(HEMAPA)-4_C18 ve Ochraprep_C18 kolonlari
ile OTA 6zutlenmesi.
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Sekil 4.26. 2 ng/mL derisiminde OTA standarti eklenen ve Ota standart
eklenmeyen sarap numunesinden P(HEMAPA)-4 C18 ve Ochraprep_C18
kolonlari ile OTA 6zutlenmesi.
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Sekil 4.27. 5 ng/mL derisiminde OTA standarti eklenen ve Ota standarti

eklenmeyen misir numunesinden P(HEMAPA)-4_C18 ve Ochraprep_C18 kolonlari
ile OTA 6zutlenmesi.

77



uv
10000000

1 Kahve- 10 ng/mL OTA eklenen Ochraprep_C18
9000000? ¥

Kahve o] ‘

8000000
7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

04

0,0 10 2,0 3,0 40 50 6.0 7,0 8,0 90 100 110 120 130 140 mn
uv
1 Kahve-10 ng/mL OTA eklenen P(HEMAPA)-4_C18
3000000 =
1 Kahve 0 e I I - :
] ‘\ l OTA go6zlenmedi
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
o
L o B N e B B o
0,0 215 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 min

Sekil 4.28. 10 ng/mL derisiminde OTA standarti eklenen ve Ota standart
eklenmeyen kahve numunesinden P(HEMAPA)-4 C18 ve Ochraprep_C18
kolonlari ile OTA 6zutlenmesi.

Cizelge 4.3. Geri kazanilan OTA derisimleri ve OTA adsorpsiyon kapasiteleri.

Geri Kazanilan OTA derisimleri Adsorpsiyon Kapasitesi
(ng/mL) (ng/g)
Ornekler 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
Sarap 0.093 - 0.004 _
Sarap (2 ng/mL
OTA eklenen) 2.030 2.040 0.071 0.163
Misir 0.011 - 0.001 _
Misir (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. iki-Boyutlu HPLC Sisteminde Tekrar Kullanilabilirlik

Okratoksin A analizi igin piyasada kullanilan multi-toksin immunoafinite
kolonlarinin tek kullanimlik olmasi Okratoksin A analiz maliyetini oldukca
arttirmaktadir. Tek kullanimlik multi-toksin immunoafinite kolonlarina alternatif
olarak tek kullanimlik olmayan defalarca kullanilabilen monolitik kolonlar
hazirlanmigtir. Ayrica multi-toksin immunoafinite kolonlari kullanilarak saflagtirilan
OTA molekult OTA analizi yapilmak i¢cin HPLC sistemine bir ara eleman araciligi
ile verilmektedir. Hazirlanan monolitik kolonlar ile bu dezavantajlarin Ustesinden
gelinmektedir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun ve ters faz C18 kolonunun bir
arada kullanildigi iki-boyutlu HPLC sisteminde gun ici ve gunler arasi tekrar
kullanilabilirlik ¢alismalar gergeklestirilmistir. Her iki calisma igin de 3 farkh
derisimde (2, 4 ve 5 ng/mL) olmak uzere Ug farkh OTA ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Gun ici tekrar kullanilabilirlik i¢in hazirlanan OTA c¢ozeltileri ayni P(HEMAPA)-4
monolitik kolonu ile ardi ardina 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon
islemine tabi tutulmustur. Gunler arasi tekrar kullanilabilirlik calismasi ise ayni
P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile ardi ardina 10 ayri haftada, taze OTA ¢ozeltileri
kullanilarak gergeklestiriimistir. P(HEMAPA)-4 monolitik kolonun gun ici ve gunler
arasi tekrar kullanilabilirligi yuzde goreceli standart sapma (% RSD) ve geri
kazanim degerleri Uzerinden kontrol edilmigtir [184]. Sekil 4.29-4.32°de ilgili
adsorpsiyon grafigi ve kromatogramlarda goruldugu gibi on dongunun ardindan
kolon kapasitesinde onemli bir miktarda azalma gozlenmemistir. Adsorpsiyon
grafiklerinden de goéruldugu gibi OTA adsorpsiyon kapasitesi, gun ici tekrar
kullanilabilirligin onuncu dongusu sonunda 2 ng/mL OTA ¢ozeltisi icin 0.184
ng/g’dan 0.182 ng/g degerine, 4 ng/mL OTA ¢ozeltisi igin 0.335 ng/g’dan 0.331
ng/g degerine, 5 ng/mL OTA ¢ozeltisi icin 0.420 ng/g’dan 0.418 ng/g degerine
dusmustur. OTA adsorpsiyon kapasitesi, gunler arasi tekrar kullanilabilirligin
onuncu dongusu sonunda ise 2 ng/mL OTA ¢ozeltisi icin 0.184 ng/g’dan 0.182
ng/g degerine, 4 ng/mL OTA ¢ozeltisi i¢cin 0.336 ng/g’dan 0.331 ng/g degerine, 5
ng/mL OTA ¢ozeltisi igin 0.421 ng/g’dan 0.417 ng/g de@erine dusmustur. 2 ng/mL,
4 ng/mL ve 5 ng/mL OTA c¢ozeltileri icin gun ici tekrar kullanilabilirlik
kromatogramlarindan elde edilen alan tekrarlanabilirligi % RSD degerleri sirasiyla
% 0.41, % 0.49, % 0.21 ve % geri kazanim degerleri sirasiyla % 104.45, %
104.44, % 107.33 olarak bulunmustur. 2 ng/mL, 4 ng/mL ve 5 ng/mL OTA
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cOzeltileri igin gunler arasi tekrar kullanilabilirlik kromatogramlarindan elde edilen
alan tekrarlanabilirligi % RSD degerleri sirasiyla % 1.31, % 0.88, % 0.44 ve % geri
kazanim degerleri sirasiyla % 105.26, % 104.34, % 107.03 olarak bulunmusgtur
(Cizelge 4.4). Kolonlarin OTA adsorpsiyon veriminde onemli bir azalma olmadan
defalarca kullanilabilir olmasi ve ara eleman ihtiyacini ortadan kaldirarak iki-
boyutlu HPLC sisteminde OTA analizlerini yuksek verimde elde etmesi, piyasada
kullanilan ticari multi-toksin  immunoafinite kolonlarina alternatif olmasini

saglamistir.
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Sekil 4.29. P(HEMAPA)-4_C18 monolitik kolonlarla iki-boyutlu HPLC sisteminde
gun i¢i tekrar kullanim. (a) OTA derigimi: 2 ng/mL; (b) OTA derigimi: 4 ng/mL;
(c) OTA derigimi: 5 ng/mL; Sicaklik: 40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 L.
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Sekil 4.30. P(HEMAPA)-4_C18 monolitik kolonlarla iki-boyutlu HPLC sisteminde
gunler arasi tekrar kullanim. (a) OTA derigimi: 2 ng/mL; (b) OTA derigimi: 4 ng/mL;
(c) OTA derigimi: 5 ng/mL; Sicaklik: 40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 L.
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Sekil 4.31. P(HEMAPA)-4_C18 monolitik kolonlarla iki-boyutlu HPLC sisteminde
gun ici tekrar kullanim, adsorpsiyon kapasitesi ve % kalan kapasite. (a) OTA
derigimi: 2 ng/mL; (b) OTA derigimi: 4 ng/mL; (c) OTA derigimi: 5 ng/mL; Sicaklk:
40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 pL.
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Sekil 4.32. P(HEMAPA)-4_C18 monolitik kolonlarla iki-boyutlu HPLC sisteminde
gunler arasi tekrar kullanim, adsorpsiyon kapasitesi ve % kalan kapasite. (a) OTA
derigimi: 2 ng/mL; (b) OTA derigimi: 4 ng/mL; (c) OTA derigimi: 5 ng/mL; Sicaklk:
40°C; Enjeksiyon Hacmi: 100 pL.
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Cizelge 4.4. P(HEMAPA)-4_C18 monolitik kolonlarin gun igi ve gunler arasi tekrar
kullanilabilirliginin RSD ve geri kazanim degerleri.

Giun ici tekrar kullanilabilirlik Gunler arasi tekrar kullanilabilirlik
Teorik (n=10) (10 farkl haftada 10 farkli giin)
Derigim Belirlenen i i Geri
. /r?1L l ef Geri RSD Bellrl.er\en eri RSD
(ng/mL) Derisim Kazanim (%) Derisim Kazanim %)
(ng/mL) (%) ° (ng/mL) (%) °
2.09 104.45 0.41 2.11 105.26 1.31
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. Literatur Karsilagtirmasi

Okratoksin A analizi igin piyasada kullanilan 6rnek hazirlama ve analitik tayin
yontemlerinden bazilari Cizelge 4.5'de karsilastirmali olarak verilmigtir. Cizelge
4.5'de goruldugu gibi OTA’nin 6zutlenmesi ve on deristiriimesi i¢in kullanilan
mevcut yontemlerin g¢ogu immunoafinite kolonlari veya kati faz ozutleme
adimlarini icermektedir. Kullanilan bu yontemlerin hepsi “cevrimdigi” olarak
adlandirilan bir dizi iglemde uygulanan, ara bir elemana ihtiyag duyan, zaman alici,
kirlenmeye yol agan, daha fazla organik ¢ozucu gerektiren, sonug olarak birgok
hatalari (toplam hatanin yaklagik % 60) da beraberinde getiren yontemlerdir.
Sunulan tez kapsaminda OTA tayinine yoOnelik hazirlanan monolitik afinite
kolonlari ile 2D-HPLC sisteminde “cevrimigi” olarak adlandirilan tek adimda tum bu
basamaklari saglamak mumkun hale gelmistir. Literatur degerlendirmesi yapilirken
dikkate alinan calismalarda dogrusal aralik, LOD, LOQ, RSD ve geri kazanim
sonuglari karsilastinimistir. Oldukga dugsuk degerlerdeki OTA derigsiminde analiz
yapilabildigi gibi, yuksek derigsimlerde OTA analizi yapmak da mumkundur. 2D-
HPLC sisteminde OTA'nin P(HEMAPA)-4 monolitik kolonu ile LOQ ve LOD
degerleri sirasiyla 0.0643 ng/mL ve 0.0212 ng/mL olarak hesaplanmigtir. Diger
calismalarla kiyaslandiginda hemen hemen hepsinden daha dusik miktar tayininin
yapllabilecegi ve teshis edilebilecek daha dusuk sinir degerlerine inilebildigi agikca
gorulmektedir. Kargilastirma yapilan tum c¢alismalar arasinda % RSD degerleri
incelendiginde, en iyi sonuglarin 2D-HPLC sisteminde kullanilan P(HEMAPA)-4
monolitik kolonu ile elde edildigi ayrica belirtiimelidir. Elde edilen sonuglarin
IsIginda tez kapsaminda kullanilan P(HEMAPA)-4 monolitik kolonlarin piyasada
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OTA’nin analizinde kullanilan

kanitlanmigtir.

Cizelge 4.5. Literatur kargilagtirmasi.

IAC ve SPE kolonlarina

alternatif olabilecegi

Ornek Ayirma/Tayin | Dogrusal | LOD LOQ RSD Geri Kaynaklar

Hazirlama aralk (ng/L) | (ngl/L) (%) Kazanim

(ng/L) (%)

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- 1-200 0.3 0.8 4.5 89.3-99.1 [187]

MS/MS

Nano-y- HPLC-FD 2-500 0.3 1.0 1.96-7.76 67.2-90.4 [188]

F9203-

aptamer
IAC HPLC-FD 0.9-50 0.3 0.9 2.34.4 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

Tez calismasinin ¢ikis noktasi, piyasada bulunan Okratoksin A’nin
analizinde kullanilan multi-toksin immunoafinite kolonlarina alternatif

olabilecek yeni nesil monolitik HPLC kolonlar hazirlamaktir.

Bu amac¢ dogrultusunda ilk olarak hidrofobik ligand olarak kullanilan L-
fenilalanin  molekulinin polimerlesebilen turevi olan N-metakriloil-L-

fenilalanin (MAPA) monomeri sentezlenmis ve karakterize edilmistir.

Tez galigmasinin birinci 6zgun degeri, MAPA monomeri ile afinite
etkilesimleri temeline dayali hidrofobik monolitik HPLC kolonlari yigin

polimerizasyonu ile HPLC celik kolonlar igerisinde hazirlanmistir.

Sentezlenen hidrofobik monolitik kolonlari ile okratoksin A analiz

kosullarinin optimizasyonu tek-boyutlu HPLC sisteminde belirlenmistir.

Tez calismasinin ikinci 6zgun degeri, OTA optimizasyon kosullarindan
sonra, on kolon olarak sentezlenen hidrofobik monolitik kolon, ikinci kolon
olarak da ters faz C18 kolonlari HPLC sistemine baglanmig, iki-boyutlu
HPLC uygulamalarinda OTA analizi incelenmis ve gida maddelerindeki
(bira, sarap, misir ve kahve) OTA es zamanli olarak tespit edilmigtir.

Diger bir O6zgun degeri ise piyasadaki OTA analizi i¢in multi-toksin
immunoafinite kolonlari kullanilirken 6zutleme gibi 6n islem basamaklarinin
kullanimi gerekmekte ve saflagtirilan OTA ornekleri HPLC sistemine bir ara
eleman araciligi ile verilmektedir. Bundan dolayi insan kaynakli hata paylari
calisma esnasinda olabilmektedir. Bu hata paylarini en aza indirmek ve
birden fazla basamagin oOnune gecilerek daha hizli OTA analizi
gergeklestirebilmek igin iki-boyutlu HPLC sistemleri kullaniimistir. Bu sekilde
OTA analiz/zaman orani iyilestiriimis ve OTA analizinde elde edilen verim
oldukca Ust seviyeye cikariimistir.
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» Piyasada ticari olarak satilan multi-toksin immunoafinite kolonlarinin tek
kullanimhk olmasi OTA analiz maliyetini olduk¢ca arttirmaktadir.
Sentezlenen hidrofobik monolitik kolonlarinin dagtk maliyet ve tekrar
kullanilabilirliginin iyi olmasi OTA tayin isleminin maliyetini onemli dlglide

azaltan bir etmendir.

» Sentezlenen hidrofobik monolitik kolonlarinin OTA adsorpsiyon veriminde
onemli bir azalma olmadan defalarca kullanilabilir olmasi ve ara eleman
ihtiyacini ortadan kaldirarak iki-boyutlu HPLC sisteminde OTA analizlerini
yuksek verimde elde etmesi, piyasada kullanilan ticari multi-toksin
immunoafinite kolonlarina potansiyel alternatif olabilecegini gostermektedir.
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Esaslari’'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez ¢alisgmamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim. Ld“/'"/ 7.
28.1.201F

Tarih ve Imza

AdiSoyadi: Canan Armutcu Corman

Ogrenci No: N11249956

Anabilim Dali: Kimya

Programi: Doktora

Statiisii: [ ] Y.Lisans  [X] Doktora [ Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.

(Prof. Dr. Adil Denizli)




