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TOKSIK MELAMININ UZAKLASTIRILMASINA YONELIK AFINITE
MATRIKSININ HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

0z

Genelde regine, yapistirict ve plastik iiretiminde kullanilan ancak %66 gibi
yiiksek orandaki azot igerigi nedeniyle protein miktarini artirmak amactyla siit, siitlii
mama, ¢ikolata gibi gidalara illegal olarak ilave edilen melamin, bobrek yetmezligi,
kanser gibi ciddi saglik sorunlarina yol agan toksik bir triazindir. Bu nedenle gida
orneklerindeki melamin miktarinin takibi dnemli bir konudur. Ancak, gidalar gibi
kompleks matrikslerdeki melaminin dogru tayini oldukc¢a zordur ve analiz Oncesi

ekstraksiyonu gereklidir.

Bu calismada, melaminin yiiksek performansli sivi kromatografisi ile tayini
Oncesi  ekstraksiyonunda  karmasik = matriksli  ortamlardan =~ melaminin
ekstraksiyonunda ve wuzaklastirilmasinda kullanilmak amaciyla metal selat
etkilesimlerine dayali immobilize metal selat afinite sorbentinin (IMAK)
hazirlanmas1 ve karakterizasyonu hedeflenmistir. Bu amagla, kitosan (CTS), 2-
hidroksietil metakrilat p(HEMA) ve ¢apraz baglayici olarak etilenglikol dimetakrilat
(EGDMA) kullanilarak kitosan-p(HEMA) sorbenti radikalik polimerizasyon yoluyla
sentezlenmistir. Cu(ll) iyonlar1 daha sonra CTS-p(HEMA) sorbenti iizerine
selatlanmigtir. CTS-p(HEMA)-Cu(Il) afinite sorbenti, fourier infrared spektroskopisi
(FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM), termogravimetrik analiz (TGA) ve
sisme testi ile karakterize edilmistir. Melaminin ekstraksiyonu amaciyla hazirlanan
CTS-p(HEMA)-Cu(ll) sorbentinin adsorpsiyon parametreleri (siire, baslangi¢
melamin derisimi gibi) sulu ¢ozeltiden melaminin ekstraksiyonu igin optimize
edilmistir. Sorbent ayrica siit ve bebek mamasi gibi giinlik gidalardaki melaminin
tayini amaciyla  kullanilmigtir.  CTS-p(HEMA)-Cu(ll)  sorbentinin  tekrar
kullanilabilirligini belirlemek iizere adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii ayni sorbent
kullanilarak yapilmis ve bes dongiliye kadar adsorpsiyon kapasitesinde kayda deger

bir diisiis gozlenmemistir.

Anahtar kelimeler: Melamin, immobilize metal selat afinite kromatografi



PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF AN AFFINITY MATRIX
TO REMOVE TOXIC MELAMINE

ABSTRACT

Melamine which is used in the manufacture of resins, adhesives and plastics and
added illegally to the foods such as milk, milky formula and chocolate to increase
their protein amounts due to its high nitrogen content (66%) is a toxic triazine that
causes serious health problem like cancer and renal failure. Hence, it is imperative to
monitor the amount of melamine in food samples. However, accurate determination
of melamine in the complicated matrices like foods is quite difficult and therefore

extraction of melamine from food samples is needed before analysis.

This study has been performed in order to prepare and characterize immobilized
metal affinity chromatography (IMAC) sorbent based on the metal-chelate
interaction for the extraction and removal of the melamine from complex matrices
prior to HPLC analysis. For this purpose, chitosan-p(HEMA) sorbent were
synthesized through radical polymerization by using chitosan (CTS), 2-hydroxyethyl
methacrylate (HEMA) and ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) as cross-linker
agent. Cu(ll) ions were then chelated on the CTS-p(HEMA) sorbent. CTS-
p(HEMA)-Cu(ll) affinity sorbent was characterized by using fourier transfer infrared
spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetric
analysis (TGA) and swelling test. Adsorption parameters (contact time, initial
melamine concentration, etc.) of CTS-p(HEMA)-Cu(ll) sorbent were optimized for
the extraction of melamine from aqueous solutions. This sorbent was also used for
the determination of melamine in dairy products such as milk and infant formula. In
order to show the stability and reusability of CTS-p(HEMA)-Cu(ll), the adsorption-
desorption cycle was repeated five times using the same sorbent and no significant

decrease was observed.

Keywords: Melamine, immobilized metal-chelate affinity chromatography
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Melamin

Melamin (2,4,6-triamino-s-triazin, MEL), Sekil 1.1’de gosterilen, CzHsNe
kimyasal formiiliine sahip, genellikle kimya endiistrisinde laminant kaplamalar, ticari
filtreler, tutkallar veya tutkal maddeleri ile plastik ve alev geciktiriciler igin melamin-
formaldehit polimer reginelerinin tiretiminde kullanilan veya ham materyal olarak da
oldukga genis bir kullanim alanina sahip olan bazik organik bir bilesiktir (Tran ve
diger., 2010; Zhang ve diger., 2014).

NH,
NJ\}\I

< |

HoN™ N° NH»

Sekil 1.1 Melaminin Yapisi

Genis kullanim alanina sahip olan melamin-formaldehit recineleri ayn1 zamanda
% beyaz yazi tahtasinda,
% mutfak malzemelerinde,
% plastik malzemelerin yapiminda,

% vyapistiricilarda,

% {itil istemeyen kumaglarda,

% yiizey kaplamalarinda,

% kagit iiretimi gibi alanlarda yaygin olarak kullanildig bildirilmistir (Tyan

ve diger., 2009; Wang ve diger., 2010).



Melamin aleve dayanikli materyallerde de genis bir kullanim araligina sahip olup,
bu tiirden elbiseleri giyen kisileri atesin yarattig1 tehlikelerden korudugu ve ugak,
otobiis gibi pek ¢ok yerde yanginin Oniine gegilmesi amaciyla kaplama materyali
olarak kullanildiginda yanginin yayilmasina engel oldugu belirtilmistir (Tyan ve
diger., 2009).

Bunlara ek olarak, melaminin 1950’li yillarda azotun yavas salimim &zelligine
sahip olmasindan dolay1 giibre olarak kullanildigi, sonra yerine daha ekonomik azot
kaynaklar1 bulunmasi1 nedeniyle bu amagcla kullaniminin terk edildigi rapor edilmistir

(WHO, 2009; Wang ve diger., 2010).

F£ %

J/‘v e
‘ -

Melaminin Kullamm Alanlari

Sekil 1.2 Melaminin kullanim alanlar1

Ayrica, melamin yukarida yer alan endiistriyel amagh kullanimlarinin yani sira
yiiksek azot icerigine sahip olmasi nedeniyle gidalara (siit, bebek mamasi, ¢ikolata,
biskiivi, evcil hayvan yemleri vb.) katki maddesi olarak da ilave edilmektedir (Chan,
Griffiths ve Chan, 2008; Erkmen, 2010).



Son yillarda, kiiresellesmenin getirdigi hizli diinya niifusunun artisi ile birlikte
artan gida tiiketimi, cevre kirliligi ve ekonomik yetersizlik gibi sorunlar nedeniyle
beslenme sorunlar1 da artmakta ve giivenli gida temini zorlasmaktadir. Bu nedenle;
gida giivenligi konusu, insan sagligmin korunmasi yoniinden tiim iilkeler agisindan
onem kazanan ve bu nedenle de aragtirmalarin ilgi odagi olan bir konu haline
gelmistir (Erkmen, 2010).

Gida kaynakli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olan ve gida giivenligini tehdit

eden unsurlar ti¢ ana baslik altinda degerlendirilmekte olup bu unsurlar Sekil 1.3’de

verilmistir.
Fiziksel Tehlikeler Bivolojik Tehlikeler Kimvasal Tehlikeler

* Gida bilegiminde dogal olarak e Metaller

o Uretim bulunan zehirli kimyasal e Dioksinler
maddeler ..
® Paketlems . ) ® Pestisitler
¢ Gidalara bulagan yada uygun )
¢ Taginma vb. kosullarda saklanmama nedeniyle * Melamin
hizla tireyen mikroorganizmalar e Veteriner ilag kalinfilar

Sekil 1.3 Gida giivenligini tehdit eden unsurlar

Metaller, dioksinler, pestisidler ve veteriner ila¢ kalintilar1 gibi gida giivenligini
tehdit eden, gida kaynakli hastaliklarin ortaya g¢ikmasina neden olan kimyasal
tehlikelerden biri de melamindir. Melamin, genellikle endiistriyel olarak recine ve
plastik tretimi gibi alanlarda kullanilmasina karsin kiitlece %66 oraninda yiiksek
oranda azot icermesi Sebebiyle, azot eksikligini gidermek ya da protein igerigini
zenginlestirmek amaciyla gidalarin {iretiminde katki maddesi olarak illegal bir
sekilde ilave edilmektedir (Chan, Griffiths ve Chan, 2008; Erkmen, 2010; Vasimalai
ve John, 2013).

Fareler ve sicanlarda yapilan deneyler sonucunda melaminin, oral ortalama
oldiirticti doz olan 3000 mg/kg’m1 asan dozlarda diisiik akut toksisiteye sahip oldugu

belirlenmistir. Sulu kosullarda melamin ve siyaniirik asitten melamin kristalleri



olarak da adlandirilan, melamin ve siyaniirik asit arasinda gergin hidrojen baglarinin

bulundugu melamin-siyaniirat kompleksi olusur.

i
o N __o
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N
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Melamin (MEL) Siyaniirik Asit (CYA

Sekil 1.4 Melamin-siyaniirat kompleksi

Olusan melamin-siyaniirat kompleksi (melamin kristalleri) renksiz monolitik
prizma seklindedir; suda ve organik ¢o6zgenlerdeki ¢Oziniirligh 2,2 mg/L’tir.
Melaminle (3,24 mg/L) Kkarsilastirildiginda bu deger melamin-siyaniirat
kompleksinin idrar yoluyla viiciittan atilmasi i¢in olduk¢a diisiik bir degerdir. Bu
nedenle, bu melamin kristalleri idrarda bulundugu zaman ¢ok daha tehlikeli olan ve
yiksek oranda ¢oziinmeyen bobrek taslari olusumuna yol agabilmektedir. Deney
hayvanlarinda yapilan arastirmalarda, melamine uzun siireli maruz kalinmasi
durumunda bobrek tasi, epitel irritasyonu ve yangi olusumlarinin yani sira bobrek
yetmezligi, idrar kesesi ve iireter kanseri gozlemlendigi bildirilmistir. Ayrica, hayvan
caligmalar1 sonucunda melaminin tireme iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu
belirlenmistir (Brown ve diger., 2007; Dobson ve diger., 2008; Tyan ve diger., 2009;
Gossner ve diger., 2009; Erkmen, 2010).

Melaminin zehirliligine iliskin ilk bulgular Amerika Birlesik Devletleri’'nde 2007
yilinda kedi ve kopeklerin bobrek yetmezligine bagli ani 6liimleri {izerine yapilan
arastirmalar sonucu ortaya konmustur. Kedi ve k&pek mamalarinin igerisine

konulmak tizere Cin’den ithal edilen bugday ve piring konsantrelerinde melamin



tespit edildigi ve oliimlerin buna bagli oldugu bildirilmistir (FDA, 2008). Boylece
ticari olarak kullaniminin disinda, melaminin kedi ve kopek mamalaria bulastigini
belirleyen veteriner hekimler, yiizlerce hayvanin 6lmesi iizerine 2007°de tartismanin
odagi haline gelmislerdir. Oysa bu raporlardan 6nce melaminin zehirli olmadig1 veya
¢ok az zehirli oldugu kabul edilmekteydi (Tyan ve diger., 2009). Bu olaydan sonra
baz1 tahil kaynakli katki maddelerine (6rnegin; bugday unu, bugday gluteni, misir
unu ve piring protein konsantresi) toplam azot konsantrasyonunu arttirmak ve kedi-
kopek ve ciftlik hayvanlar1 yemlerinde goriiniir protein igerigini fazla géstermek igin

bilingli bir sekilde melamin katildigi anlagilmigtir (Muniz-Valencia ve diger., 2008).

Melaminin toksisitesi, son yillarda Cin’deki melamin igeren siitleri tiikketen
cocuklarda bobrek tasi olusumunun goézlenmesiyle daha da dikkat cekici hale
gelmistir. 2008 yilinda Cin’de 3 yasindan kiiglik coguklarda bobrek tasi olusumuna
iliskin salgin rapor edilmistir (Hau, Kwan ve Li, 2009). Ayrica, Cin Halk
Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi’nin 2008 yil1 verilerine gore bebek mamalarina katilan
melaminden dolay1 294.000 ¢ocukta idrar yollarinda tas olusumunun belirlendigi,
bunlardan 51.900 bebegin hastanede yogun bakima alindig1 ve 6 bebegin yasamini
kaybettigi bildirilmistir (Gossner ve diger., 2009; WHO, 2009). Bebeklerin iiriner
sisteminde limen, tiibuller ve kan damarlarmin kiicliik olmasi, tiibuller ve {iriner
sistem duvarlarinin kolayca irrite olmasina ve olusan bobrek taslari ile kolayca
titkanmasina yol agmaktadir (Melnick ve diger., 1984). Cin’deki siit skandalinin
ardindan yapilan genis capli arastirmalarda bebek mamalarinin yani sira; siitte,
yogurtta, siit tozlarinda, tahil iiriinlerinde, donmus tatlilarda, sekerlemelerde, kek ve
biskiivilerde, protein tozlar1 ve bazi iglenmis gidalarda da melamin bulundugu

bildirilmistir (Gossner ve diger., 2009).

1.1.1 Melaminin Maksimum Kalinti Limitleri ve Tayin Yontemleri

Halk saglig1 ve gida giivenligini korumak i¢in uluslararasi saglik organizasyonlari
tarafindan bircok tlkede c¢esitli gida irtinlerine eklenen melamin igerigi i¢in
diizenlemeler yapilarak maksimum kalint1 limitleri (MKL) belirlenmistir (FDA,

2008; EFSA, 2008; WHO, 2009;). Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (US FDA), Diinya



Saglhk Orgiiti (WHO) ve Avrupa Birligi'ndeki birgok iilke tarafindan belirlenen
maksimum kalinti limitleri (MKL) bebek mamalarinda 1,0 mg/kg’a kadar, bunun
haricindeki gida veya yemlerde 2,5 mg/kg melamin olarak verilmektedir (Codex
Alimentarius Commission, 2010; Sun ve diger., 2010a). Bu limitler, bizim iilkemizde
de Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’'ne gore melamin ve yapisal
analoglarinin maksimum kalint1 limitleri gidalar i¢in 2,5 mg/kg, bebek formiilleri ve

devam formiillerinin toz halde olanlar1 i¢in 1,0 mg/kg olarak verilmistir (Tiirk Gida
Kodeksi, 2012) .

Melaminin gida {irlinlerine eklenmesine yonelik bazi yasadisi faaliyetler
bulunmasindan bu yana, yapilan bu tahsisin tayinine yonelik giivenilir, spesifik,
yiiksek duyarlikli analitik yontemlere ihtiyag duyulmustur (Wagers, Chui ve Adem,
2014). Bu amagla, siitteki ve diger gida tiriinlerindeki melaminin tayininde, kapiler
elektroforez (CE), yiliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi
kromatografi-kiitle  spektrometri (LC-MS), sivi  kromatografi-tandem  kiitle
spektrometri (LC-MS/MS), gaz kromatografisi-kiitle spektrometri (GC-MS), antijen-
antibadi etkilesimleri, immunokromatografik analiz ve elektrokimyasal teknikler gibi
analitik yontemler kullanilmaktadir (Wang ve diger., 2013; Zhu ve diger., 2011).
Ancak bu tekniklerin ¢ogu pahali analitik cihazlari, karmagik numune hazirlama
adimlarini, yogun ugucu organik ¢ézgen kullanimini, zaman alic1 tayin adimlarim

gerektirir (Cao, Shen, Zhang ve Sun, 2014).

Bu nedenle, yukarida yer alan gesitli analitik cihazlar yardimiyla gergeklestirilen
analizler Oncesinde gidalar gibi kompleks matrislerden eser diizeyde bulunan
analitlerin ekstrakte edilerek, ayrilmasi ve deristirilmesi igin 6rnek hazirlama islemi

onemli bir basamaktir.

1.1.2 Gidalardaki Melaminin Tayini Oncesi Ornek Hazirlama

Gidalardaki 6rnek matriksinin son derece komplike olmasi nedeniyle, melaminin
gidalardaki analizi Oncesi Onislem yapilmasi gerekli bir zorunluluktur. Gida

ornekleri, icerigindeki proteinlerin, karbonhidratlarin ve yaglarin ¢oklugu nedeniyle



analizi zor olan ve genellikle kompleks matriksli numunelerdir. Kompleks
matrikslerinden dolayr da, gida &rneklerindeki melaminin dogru tayini icin etkili

izolasyon ve ekstraksiyonu dncelikli olarak gereklidir.

Ekstraksiyon, Onderistirme ve tiirevlendirme gibi 6rnek hazirlama islemlerinin
temel amaci, analitlerin zenginlesmesini ya da algilanmasini etkileyebilecek matriks
bilesenlerinin ortamdan uzaklastirilmasiyla daha diisiik dedeksiyon limitleri (LOD)
elde edilebilmektedir (Yuan, Xu ve Peng, 2008). Ancak, matrikslerin karmasikligi
nedeniyle, cogu uzun siiren 6rnek hazirlama prosediirleri adimlarinin ardindan

ekstraksiyon gerektirir.

Analiz Oncesi yapilacak olan numune hazirlama islemlerinin ¢ogu, zor, zaman
alic1 ve pahali olabilmektedir. Kompleks matrikslerden analizi yapilacak maddelerin
(analit) istenilen saflikta ayriminin yapilarak, uygun bir 6rnek hazirlama basamaginin

gergeklestirilmesi i¢in dogru ayrim tekniginin kullanilmasi ¢ok onemlidir (Sekil 1.5).

Ornek
Organik ¢oziiciide ¢oziinen Suda ¢oziinen
Metanol & Hekzanda ¢oziinen Iyonik Non-Iyonik
Metanol/suda
¢dzinen
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Sekil 1.5 Analiz edilecek 6rnegin 6zelligine gore secilmesi gereken SPE ayrim teknigi (SCX: Giiglii
katyon degistirici; SAX: Giiglii anyon degistirici). (http://www.cobertassoc.com/xpertekspe.jpg)



Numunenin 6zelligi 6rnek hazirlama igleminin se¢iminde 6nemli bir faktor
olmakla birlikte, siklikla kullanilmakta olan sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) yontemi,
¢ok miktarda ¢oziicliye gerek duyulmasi ve toksik 6zellikli bu ¢oziiciilerin ¢evre igin
zararli olmasi, ekstraksiyon esnasinda emiilsiyon fazinin olusabilmesi, yiiksek
saflikta ekstraklar elde edilememesi ve kullanilan ¢oziciilerin tam olarak
uzaklagtirllamamasi gibi istenmeyen durumlarin olusumuna neden olabilir

(Rosenfeld, 1999; Zief ve Kiser, 2005).

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), karigmayan iki sivi faz arasinda c¢oziinenin
dagilimmin gergeklestigi sivi-sivi ekstraksiyonuna (LLE) benzer bir ekstraksiyon
islemidir. Ancak kat1 faz ekstraksiyonunda karismayan iki sivi yerine, bir kat1 faz
(sorbent) ve bir sivi faz (numune) arasindaki dagilim gergeklesir. Kati faz
ekstraksiyonu teknigi, sivi numunenin analiti tutan bir sorbent (kolon, kartus, disk
vb.) icinden gecirilmesi ile tutulmus olan analitin uygun bir ¢oziicii ile yikanmasi
sonucunda, ¢ozeltide bulunan analitin kat1 bir sorbent araciligiyla saflastirilmasi ve

konsantre edilmesine dayanir (Camel, 2003).

Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE), sivi-sivi ekstraksiyonuna alternatif bir yontem
olmakla birlikte diger klasik 6rnek hazirlama teknikleriyle karsilastirildiginda diisiik
maliyet, yliksek geri kazanim, hizli faz ayrimi, diisiik organik ¢oziicii tiikketimi gibi
avantajlar1 nedeniyle daha yaygin kullanilan bir numune hazirlama yontemi haline

gelmistir (Wang ve diger., 2015).

Silika jel, LiChroprep ®, RP-2 tozu ve katyon degistiriciler gibi gesitli ticari kati
faz sorbentleri gilinlimiizde melaminin ekstraksiyonu amaciyla kullanilmaktadir
(Wang ve diger., 2015). Ancak, kompleks orneklerdeki safsizliklar1 gidermek ve
melaminini ekstrakte etmek igin tek etkilesim mekanizmali bu sorbentler yeterli
gelmemektedir. Bu yilizden, karisik-mod mekanizmali ticari  sorbentler
kullanilmaktadir (Deng ve diger., 2010; Khedr, 2013). Bununla birlikte farkli
molekiiler tanima mekanizmasina sahip molekiiler baskilanmig polimerler, molekiiler
baskilanmis tabaka kapli silika jel gibi sorbentler de gelistirilmistir (He ve diger.,
2009; Yang ve diger., 2009).



Son yillarda ise gida, serum gibi kompleks matrikslerde eser diizeydeki analitlerin
analizi oncesi ekstraksiyonunda kati faz sorbenti olarak afinite sorbentleri tercih

edilmektedir.

1.2 Afinite Kromatografisi

Biyolojik molekiilerin ayrilmasi ve saflastirilmasinda fiziksel veya kimyasal
Ozelliklerine dayali olan geleneksel yontemler (sicaklik, tuz, iyonik siddet, pH,
¢oziicii ve polimerler ile coktiiriilerek ayrilmasi vb.) zamanla yerini biyolojik

Ozeliklerine dayali olan ayirma yontemlerine birakmustir (Zou, Luo ve Zhou, 2001).

Afinite kromatografisinin temel prensibi, Sekil 1.6’da gosterilen, saflastirilmasi
istenen biyolojik molekiiliin ¢éziinmeyen bir destek materyali (sorbent) iizerine
kovalent olarak immobilize edilmis ve yliksek tanima kapasitesine sahip bir ligand
tarafindan spesifik ve tersinir olarak adsorbe edilmesine dayanmaktadir (Wilchek ve
Chaiken, 2000; Kumpalume ve Ghose, 2003). Oldukea yiiksek spesifik ‘molekiiler
tanima’ yetenegine sahip olmasi nedeniyle, molekiiler tanimaya dayali afinite
kromatografisi olarak da adlandirilabilen bu yoOntemle; proteinler, enzimler,
hormonlar ve vitaminler gibi pek ¢ok molekiilliin ayrilmasi ve saflastirilmasi

gerceklestirilebilir (Hage, 2006).



Ligand b)
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Sekil 1.6 Afinite kromatografisinin sematik gdsterimi a) Ligandin tersinmez olarak uzatict kol

yardimiyla destek sorbentine baglanmasi; b) Saflastirilacak molekiiliin segici adsorpsiyonu; c)

Safsizliklarin ortamdan uzaklastirilmasi; d) Saflastirilmas: istenen destek sorbentinden ayrigtirilarak

saflastirilmasi

D N N NI N

Kullanilan ligandin segici olmast,

Adsoplanan molekiillerin kolay eliie edilebilir olmasi,

Kullanilan adsorbanin tekrar kullanilabilir olmasi,

Kullanilan adsorbanin yapisal olarak kararli olmas1 ve kararliligini uzun bir
stire koruyabilir olmasi,

Ekonomik olmasi

gibi unsurlar afinite kromatografisi sistemlerinde dikkat edilmesi gereken

faktorlerdir. Bu parametrelerin arasinda en onemlisi ise, ligandin hedef molekiile

kars1 gosterdigi segiciliktir (Turkova, 2002).
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Afinite kromatografisinin sahip oldugu yiiksek secicilik 6zelligiyle, ideal ortam
kosullarinda analitlerin kompleks karigimlardan tek bir adimda hizli ve ¢ok yiiksek
bir verimle ekstrakte edilebilmesi ve saflagtirilabilmesi bu yontemin diger

yontemlere gore en biiyiik avantajidir (Wilchek ve Chaiken, 2000).

1.2.1 Afinite Kromatografinin Bilesenleri

1.2.1.1 Afinite Sorbenti

Afinite sistemlerinde dikkat edilmesi gereken ilk nokta sistemin basarisini
etkileyen destek sorbentinin segimidir. Bu nedenle destek sorbentinin, yiizeyine

liganlarin tutunabilmesi i¢in asagida verilen 6zelliklere uygun olmasi gerekir:

e Destek sorbenti, ideal ortam kosullarinda ¢6ziinmez yapida olmali,

e Destek sorbenti, yiiksek yiizey alanina sahip, uygun ve saglam nitelikte
partikiil forumuna sahip olmali,

e Destek sorbenti, yiizeyinde fonksiyonel gruplar (hidroksil, karboksil, amino
gibi) icermeli,

e Destek sorbenti, hidrofilik ve notral davranisa sahip olmali,

o Destek sorbenti, iyi bir kimyasal, mekanik, biyolojik kararliga sahip olup
ayrica sicakliga kars1 da dayaniklilik gostermeli ve kimyasal reaksiyonlarla
tirevlendirilebilir olmalidir (Wilchek ve Chaiken, 2000).

Kromatografik uygulamalarda agaroz, dekstran, seliiloz ve tiirevleri, kitosan gibi
polisakkaritler vb. gibi dogal veya poliakrilamid, poliakrilat tiirevleri gibi polimerik
yapilar ile silika gibi anorganik ozellikteki yapilar sentetik materyaller destek
sorbenti olarak kullanilabilmektedir (Tablo 1.1) (Lowe ve Pearson, 1984). Ancak,
agaroz ve dekstran gibi dogal polimerlerin zayif mekanik ozellik gostermelerinin
yanisira yiiksek basing ve akis altinda da dayaniksiz olmalari, bir diger destek
sorbenti silikanin ise, u¢ pH degerlerinde kararliligin1 koruyamamasi ve kolonlarin

yikanmas1 esnasinda kullanilan alkali ¢ozeltilere dayaniksiz olmasi bu matrikslerin

11



kromatografik calismalardaki kullanimlarini sinirlandirmaktadir (Wu, Zhu ve Jia,
2006). Bununla beraber, hazirlanmalari esnasinda kontrol edilebilebilir yapisal
ozellikler sergilemeleri, yiiksek mekaniksel ve kimyasal kararliliga sahip olmalari
nedeniyle sentetik polimerik destek sorbentleri, kromatografik calismalarda ilgi
cekici hale gelmistir (Kracalikova, Tishchenko ve Bleha, 2006).

Tablo 1.1 Afinite kromatografisinde kullanilan baz1 sorbentler

= Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
E Agaroz Poliakrilamid

> Silika Poliamid

= Seliiloz Poliakrilat

z Kitosan Metakrilat tiirevleri

1.2.1.2 Afinite Ligandi

Afinite kromatografisinde gerceklesecek olan ayrimin basarisini etkileyen en
onemli faktorlerden biri de afinite matriksine baglanan ligandin afiniteye uygun bir
sekilde secilmesidir. Saflastirilmasi istenen biyolojik molekiille (hedef molekiil)
Ozglin baglanma yetenegi sergileyen molekiile ligand denilmektedir (Ming ve
Howell, 1991; Zeng ve Ruckustein, 1999). Afinite sistemlerindeki ayrimlarda
kullanilacak olan ligandin sahip olmas1 gereken iki 6nemli 6zellik vardir. Bunlardan
ilki, ideal kosullar altinda matrik iizerine tutunmus olan ligandin hedef molekiile
spesifik ve tersinir bir kompleks olusturabilir olmasi; digeri ise, destek sorbentine de
baglanmasina imkan saglayacak fonksiyonel gruplar icermesidir (Klein, 1991). Bu
iki kosulu da saglayan pek ¢ok ligand olup afinite kromatografisinde kulanilan bazi

ligandlar Tablo 1.2°de belirtilmistir (Hage ve Clarke, 2004).
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Tablo 1.2 Afinite kromatografisinde kullanilan bazi ligandlar

Ligand Cesidi Tutulan Bilesik
V' Yiiksek spesifikteki (mono-spesifik)
ligandlar .
Antikorlar Ilgglar, hormonlar, peptitler, proteinler,
viriisler
Enzim inhibitorleri ve kofaktorler Enzimler
Niikleik asitler Tamamlayici niikleik asit zincirleri,

DNA/RNA’ya baglanan proteinler

v Genel (grup-spesifik) ligandlar

Lektinler Sekerler, polisakkaritler, glikoproteinler,

glikolipidler
Boronatlar Katesoller, polisakkaritler, glikoproteinler
Sentetik boyalar Dehidrogenazlar, kinazlar
Metal selatlar Meta! baglayici aminoasitler, peptitler,
proteinler

Bu ligandlarinin ¢ogunun biyolojik kokenli olmasina karsin, ayrilma isleminde
kullanilan dogal veya sentetik olmak {izere kullanilan bazi molekiiller de mevcuttur.
Kokenine bakilmaksizin bu molekiiller yiiksek spesifik 6zellikli (mono-spesifik) ve
genel amaglh (grup-spesifik) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Yiiksek spesifite
gosteren ligandlar (mono-spesifik) bir veya birkag yakin Ozellige sahip olan
bilesiklere baglanarak spesifik bir bilesigin ayrimin1 saglarken; genel amach
kullanilan ligandlar (grup-spesifik) ise birbiriyle iliskili bir sinif molekiile baglanarak
yapisal olarak birbirine benzer molekiillerin bulundugu gruptaki bilesiklerin ayrimim

saglamaktadir (Hage, 1999; Hage ve Clarke, 2004).

1.2.1.3 Uzatici Kol

Destek sorbentindeki reseptor, kimyasal bir antijen yada enzim kofaktorleri gibi
ligandin kiigiik oldugu afinite kromatografisi sistemlerinde; saflastirilacak olan
molekiiliin (hedef molekiil), liganda dogrudan baglanmasi esnasinda sorbent ile

hedef molekiil arasinda sterik engellerden dolayr molekiiliin baglanmasi konusunda
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sorun meydana gelebilir (Charcosset, 1998). Bu sorunu gidermek ve baglanma
verimini arttirmak icin ligand baglanmadan 6nce destek sorbenti ile ligand arasina
uygun bir uzatict kol takilir (Magdeldin ve Moser, 2012). Uzatict kol adi verilen bu
materyaller, sorbent ile ligand arasindaki etkin baglanmay1 saglayan maddelerdir ve

bu materyallerin uzunlugu kritik 6neme sahiptir (Charcosset, 1998).

Ideal bir uzatic1 kol;
» En az ii¢ atomlu olmak tizere uygun uzunlukta olmali,
» Destek sorbenti ile hedef molekiil arasinda non-spesifik adsorpsiyona neden
olmamali,
» Kol iizerindeki fonksiyonel gruplar hem ligand hem de hedef molekiil ile

etkilesime girebilmelidir (Zou, Luo ve Zhou, 2001).

Eger uzatici kol gereginden kisa olursa, sterik engellerden dolayi ligand ile hedef
molekiil arasindaki baglanma sorunu yasanir ve kol etkisiz kalarak baglanma verimi
diigser. Gereginden uzun oldugu durumunda ise, kol lizerinde istenmeyen molekiiller
baglanir ve non-spesik etkilesimler artar. Bunun sonucunda da ayirmanin seciciligi
azalir ve sorbentin saflastirma derecesinde disiis gozlenir (Ocarra, Barry ve Griffin,
1974; Arslan, 2001).

1.2.2. Afinite Kromatografisinin Alt Dallar

Afinite kromatografisinin genis bir alanda kullanilmasi sebebiyle bu
kromatografinin farkli yaklasimlar sonucu tiirevlendirilmesiyle bir¢cok afinite
teknikleri ortaya c¢ikmistir ve bu tekniklerden bazilari asagidaki Sekil 1.7°de

verilmistir.
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Sekil 1.7 Afinite kromatografisinin alt dallar

1.3 immobilize Metal Selat Afinite Kromatografisi iIMAK)

Immobilize metal selat afinite kromatografisinin (IMAK) baslangici, biyolojik
molekiilerin (aminoasitler, proteinler, niikleik asitler, peptitler vb.) ayrilmasinda
kullanilmak tizere immobilize metal-selat komplekslerinden yararlanilma fikrinin
ortaya ¢iktigi 1960’11 yillarin baslarina kadar uzanmaktadir (Goldstein, 1967). Daha
sonralar1 biyolojik molekiillerin saflastirilmasinda ligand degisimini de i¢ine alan
metal-gelat etkilesim kromatografisini biitiin yonleriyle ele alan ‘immobilize metal
selat afinite kromatografisi’ terimi Porath ve arkadaslar1 tarafindan ortaya
konulmustur. Bu yontem, biyolojik molekiiller ile metal iyonlar1 arasinda selat
olusmas1 esasina dayandigindan ‘metal-iyon etkilesim kromatografisi’ olarak da

adlandirlabilir (Porath, Carlsson, Olsson ve Belfrage, 1975).

Immobilize metal selat afinite kromatografisinin diger ydntemlere gore bir¢ok

istlinliigli s6z konusudur (Tablo 1.3).
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Tablo 1.3 Farkli kromatografik tekniklerin karsilastirilmasi

Ozellikler Kromatografik Teknikler

IMAK Afinite IEC HIC
Kapasite Yiiksek Diisiik Yiksek  Yiiksek-Orta
Yeniden kullanim Yiiksek Orta Yiiksek Orta
Yiikleme Yiksek-Orta Orta Orta Orta
Eliisyon Yiksek Zor Yiiksek Yiiksek
Secicilik Yiiksek Yiiksek Diusiik-Orta  Diisiik-Orta
Maliyet Diisiik Yiiksek-Orta Diisiik Disiik

IMAK’1n diger kromatografik ydntemlere gére sagladigi avantajlardan bazilari
asagidaki sekilde siralanabilir:

e diger afinite sorbentlerine gore yiiksek ligand kararliligi,

e yiiksek oranda analit yiikleme kapasitesi,

e yikama sartlarinin uygunlugu ve rejenerasyonu,

e diislik maliyetli olmasi,

e genis Olgekli saflagtirmalar i¢in kullanilabilir olmasi (Comiskey, Albert,

Yoshizawa ve Jacobsan, 1998; Chaga, 2001)

Immobilize metal selat afinite kromatografisinde biyolojik molekiillerin
adsorpsiyonu, bu molekiiliin yiizeyindeki elektron verici gruplar ile immobilize
edimis metal iyonu arasindaki tersinir koordinasyon kompleksi olusumuna
dayanmaktadir (Gaberc-Porekar ve Menartr, 2001; Chaga, 2001). Metal baglayici
gruplara esdegerlikli bir sekilde konulan destek matriksiyle IMAK’mn uygulamasi
gerceklestirilir (Sekil 1.8). IMAK daki ayrim islemi, Lewis asidi olarak davranan
(yani elektron cifti alicis1) bir metal iyonu (6rnegin Cu?*, Ni%*, Co?* ve Fe?* gibi
gecis metal iyonlar1) ile hedef molekiiliin yiizeyindeki elektron verici gruplar (N, S
ve O) arasindaki etkilesim vasitayla gergeklesmektedir (Sulkowski, 1989; Arnold,
1991). Bu etkilesimdeki hedef molekiil ile metal arasindaki bagi kuvveti, baglanan
hedef molekiiliin ilgisine gore farklilik gosterir (Kagedal, 2011). Bu farkliliklar
Pearson tarafindan ortaya konulan sert-yumusak asit ve baz teorisiyle agiklanabilir.
Bu teoriye gore, iki atom arasinda bir bag olusacagi zaman, bu atomlardan biri Lewis

asidi olarak davranirken, digeri de Lewis bazi olarak davranir. Bu bagin kuvvetini,
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atomlari igeren ‘yumusaklik® veya ‘sertlik’ siniflamasi belirler. Ag*, Cu*, Cd®*, Hg?*
metal iyonlar1 yumusak Lewis asitleri olarak smiflandirilirken, Ca?*, Mg?*, ve Fe®*
gibi metal iyonlar1 sert Lewis asitleri olarak ayrilir. Cu?*, Ni?*, Zn?* ve Co?" gibi

metal iyonlar1 ise sinir metal iyonlari olarak yer alir (Pearson, 1968).

Kromatografik destek matriksine baglanan selat olusturucu bilesiklerdeki elektron
verici atomlarin (N, S ve O) metal ile olusturdugu koordinasyon sayisina bagl
olarak, bidentat, tridentat, tetradentat, pentadentat vb. metal selatlar1 olusabilir ve
geriye kalan koordinasyon bolgeleri su molekiileri tarafindan isgal edilmistir. Hedef
molekiil lizerindeki uygun olan elektron verici gruplar ile yer degistirmesi sonucunda

da molekiil matrikse baglanir (Prasanna ve Vijayalakshmi, 2010).
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Sekil 1.8 IMAK yontemiyle saflastirilacak olan molekiiliin adsorpsiyon ve desopsiyonu igeren

mekanizmalarin diyagrami (Ueda, Gout ve Morganti, 2003)
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1.3.1 IMAK I¢in Ideal Kromatografik Destek Sorbentleri

IMAK’da kullanmlan ¢ok cesitli destek sorbentleri gelistirilmistir. Geleneksel
matriksler (agaroz, dekstrin ve seliiloz gibi) yiiksek afinite gosteren sorbentler olup
diisiik mekanik kararliliga sahiplerdir. Ote yandan sentetik sorbentler (silika,
metakrilat tiirevleri gibi) yiiksek mekanik 6zelliklere sahiplerdir ve yeni sorbentlerin
hazirlanmasinda son derece elverislilerdir (Belew ve Porath, 1990). IMAK igin
uygun olabilecek bazi polimerik destek sorbentleri asagidaki yer alan niteliklerde

olmalidir;

e Kolay tiirevine doniistiirilebilmek,

e Spesifik olmayan adsorpsiyon sergilememek,

e Farkli sartlar altinda iyi fiziksel, mekanik ve kimyasal dayaniklilik
sergilemek,

e Kolay ligand erisimi saglamak i¢in yiiksek gozeneklilige sahip olmak,

e Yiiksek akis hizlarinda kullanilabilir olmak,

e Denatiire 6zellikte olanlar dahil eluentlere dayanikli olmak,

e Herhangi bir dejenerasyona ugramadan matriksin kolayca yenilenmesine
izin vermek,

e Kromatografi siireci boyunca sabit hacimli (kiigiilme ya da biiyiime
olmaksizin) dayanikli bir yatak saglamak (Kamihira, Kaul ve Mattiasson,
1992).

Gidalardaki melamin miktarinin tayini ulusal ve uluslararas1 boyutta Onem
tagimasi nedeniyle bu caligmada, melaminin sivi kromatografisi ile tayini Oncesi
ekstraksiyonunda kullanilmak amaciyla yapilan ¢alismalara literatiirde rastlanmamus,
ucuz, cevre dostu ve seciciligi yiiksek hidrojel yapili bir IMAK temelli afinite
sorbentinin gelistirilmesi ve adsorpsiyon yoluyla melamimin ekstraksiyonunda

kullanilmas1 hedeflenmistir.
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1.4 Literatiir Ozeti

Xia ve digerleri, yumurta drneklerinden melaminin tayini i¢in gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi (GC-MS) ve ultra-performans sivi kromatografisi-tandem kiitle
spektrometresi  (UPLC-MS/MS) temelli yontem gelistirilerek  validasyonu
yapilmigtir.  Yumurta Orneklerindeki proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve ekstraksiyon
amaciyla trikloroasetik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Sulu ekstraklar (siipernatant),
karisik-mod mekanizmali ters faz/gliglii katyon degistirici ticari kartusa (Oasis MCX)
yiiklenmistir. Bu kartustan melamin %5 amonyum igeren metanol c¢ozeltisiyle
eliisyonu yapilmistir. Orneklerden melamin ortalama geri kazanim oran1 % 85,2 ile
% 103,2 arasinda degismektedir. Tayin limitleri GC-MS i¢in 10 pg/kg, UPLC-
MS/MS i¢in 5 pg/kg’dir (Xia ve diger., 2009).

Braekevelt ve digerleri, Kanada’da satilan bebek mamasi 6rneklerinden melamin
ve analoglarinin tayini amaciyla sivi kromatografi-kiitle spektrometri (LC-MS)
temellli izotop seyreltme yoOntemi gelistirmislerdir. Bebek mamasi 6rnekleri once
asetonitril-su (1:1) ¢ozeltisi ile ektrakte edilmis daha sonra karisik-mod mekanizmali
iyon degisimli/ters faz kati faz ekstraksiyon kartuslar1 (Oasis MAX ve Oasis MCX)
ile saflagtirilmistir. Bebek mamalarinin tamamina yakininda melamin tespit edilmis
olup bulundugu en yiiksek konsantrasyon degeri 0,32 mg/kg’dir (Braekevelt ve
diger., 2011).

Zhao ve digerleri, gida maddelerinde melamin ve siyaniirik asidin eszamanl
tayini i¢in kati1 faz ekstraksiyonu-sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi
(LC-MS/MS) temelli bir yontem gelistirmislerdir. Melamin ve siyaniirik asit
kalintilari, asetonitril ve su ile ekstre edilmis ve hekzan ile yagdan arindirilmistir.
Ekstraklar, hidrofilik fonksiyonel silika jel sorbent ve katyon degistirici regineye
sahip bir karistk-modlu bir kati1 faz ekstraksiyon kolonu (MCT) temizlenmistir.
Melamin ve siyaniirik asit i¢cin dogrusallik 10-2500 ng/L araliginda ve korelasyon
katsayist 0,99°dan biiyiiktiir. Melamin ve siyaniirik asidin hayvansal kaynaklh

gidalar, bitkisel kaynakli gidalar, siit ve siit tiriinlerine eklenmesiyle elde edilen geri
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kazanim oranlart melamin i¢in %70,0-129,6, siyaniirik asit i¢in %70,0-128,6

araligindadir (Zhao, Deng, Yi ve Wu, 2012).

Pan ve digerleri, siit ve siit {iriinlerinden melamin ve analogu olan siyaniirik asitin
eszamanl tayinini gerceklestirmislerdir. Ornekler asetonitril/su karisimi kullanilarak
ekstrakte edilmis ve grafit karbon/karisik-mod mekanizmali gii¢lii katyon degistirici
kartus (CARB/SCX) ile saflastilmistir. Orneklerin geri kazanim oranlar1 %80,8 ile
%101,5 araliginda degismektedir. Tayin limitleri siyaniirik asit i¢in 0,025 mg/kg,
melamin i¢in 0,01 mg/kg’dir. Sonuglar, numunenin 6n-hazirlanmasi icin CARB/SCX
karisik kat1 faz ekstraksiyon kartuslarin kullanilabilecegini gostermektedir (Pan ve
diger., 2013).

Ge ve digerleri, ot ve yenilebilir bitkilerde melamin ve analogu olan siromazin
tayini amaciyla ters fazli yliksek performanslh sivi kromatografisi (RP-HPLC-DAD)
kullanilmistir. Ug farkli konsantrasyon degeri igin geri kazanim degerleri %96,2 ile
%107,1 arahgindadir. Ornekler pH:3 olan su (trifloroasetik asit kullanilarak) ile
ekstrakte edilmistir. Ekstrasiyon sonrasi ornekler, ProElut™ PXC SPE kartustan 1
ml/dk akis hiziyla gegirilmistir. Kartus 0,1 mol/L hidroklrorik asit (HCI) ile
yikandiktan sonra %25’°lik amonyak-methanol (1:20, v/v) ile analitler eliie edilmistir.
Tespit limiti siromazin i¢in 2,15 pg/kg, melamin i¢in 2,51 pg/kg’dir (Ge, Wu, Liang
ve Sun, 2014).

Sun ve digerleri, siitteki melaminin tayini i¢in yeni bir kati faz ekstraksiyon-
kapiler elektroforez (SPE-CE) yontemi gelistirilmistir. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve
analitin ekstraksiyonu amaciyla %1’lik trifloroasetik asit ve %2,2’lik kursun asetat
cozeltileri kullamlmustir. Ornekler, Cleanert PCX SPE kartus kolondan gegirilerek
temizlenmistir. Dogrusallik 0,8-100 pg/mL araligindadir ve korelasyon katsayisi
0,9988°dir. Optimum kosullar altinda, metodun tespit limiti ve tayin limiti sirasiyla
0,12 ve 0,37 mg/kg olarak bulunmustur. Farkli siit 6rneklerindeki melaminin geri
kazanim oran1 %89,5-98,5 araligindadir. (Sun, Liu, Wang ve He, 2010b)
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Li ve digerleri, siit ve bebek mamalarindan melaminin tayini i¢in HPLC-UV
sisteminde mevcut Cig kolonla birlikte Acclaim® karisik mod mekanizmali WCX-1
kolon kullanarak yontem gelistirmislerdir. Orneklerin bir kism1 %1°lik trikloroasetik
asit/asetonitril kalant %3’liik asetik asit ilave edilerek ekstrakte edilmistir.
HPLC’deki analiz dncesinde aktive edilmis giiclii katyon degistirici kartus (SCX
SPE) ile saflastirtlmistir (Li, Luo, Xu ve Lefferts, 2009).

Cheng ve digerleri, melaminin tayini i¢in silika jel molekiiler baskilanmis polimer
icin destek gorevi gormiistiir ve melamin icin yiiksek secicilik gdsteren molekiiler
baskilanmis silika jel (MIP @ SiO2) hazirlanmistir. Karsilagtirma yapmak amaciyla
ayni zamanda molekiiler baskilanmamis polimer (NIP) de hazirlanmistir. Elde edilen
polimerlerin karakterizasyon ve performans testleri sonrasinda MIP @ SiO:2
polimerinin sadece NIP @ SiO2 polimeri ile karsilastirildiginda melamin kalip
molekiiliine yiiksek segicilik gostermekle kalmadigi, ayni zamanda silika jelin
yiizeyindeki molekiiler tanima bolgeleri nedeniyle MIP'in iistiin emme kapasitesi
gosterdigi belirlenmigtir. Siit 6rneklerinden melaminin tayinine yonelik kat1 faz
sorbenti olarak MIP @ SiO; kullanildiginda, melamin ilave edilmis 6rneklerden geri
kazanim oranit %75,6-96,8 araligindadir (Cheng, Liu ve Wang, 2013).

Qi ve digerleri, stitten melaminin tayininde sorbent olarak kullanilmak amaciyla
manyetik molekiller baskilanmig polimer (MMIP) gelistirmislerdir. MMIP
sentezinde, kalip molekiil olarak melamin (MEL), fonksiyonel monomer olarak
metakrilik asit (MAA) ve manyetik destek olarak Fe3Os @ SiO. mikrokiireleri
kullanilmistir. Polimerin karakterizasyonu sonrasi, molekiiler baskilanmis polimerin
yiizeyinin modifiye edilen Fe3Os nanomateryal ile basarili bir sekilde kaplandigi
gbzlenmistir. Melamin i¢in dedeksiyon limitleri 0,15-3,00 pg/mL araliginda olup,
siitteki eser miktardaki melaminin analizini karsilayabilecek diizeydedir. Gergek
orneklerden melamin ekstraksiyonu sonucunda geri kazanim oranlar1 %85,6-104,2

araligindadir (Qi, Li, Wei, Zhao ve Gong, 2016).

Wang ve digerleri, bebek mamasi Orneklerinden melaminin tayini i¢in aktive

edilmis atapulgitin sorbent olarak kullanilmasi ile kati faz ekstraksiyon (SPE)
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yaklagimi basariyla gerceklestirilmistir. Omek ¢oziiciisii, eliisyon ¢oziiciisii, drnek
yikleme hacmi gibi ekstraksiyon verimliligini etkileyen bazi parametreler
arastiritlmistir. Optimum ekstraksiyon kosullar1 altinda, 6rnek yiikleme hacmi 200
mL’ye cikarilmistir ve melamin adsorpsiyon kapasitesi 1154 ug/g’ye ylikselmistir.
Tespit limiti ve tayin limiti sirasiyla 0,15 ve 0,50 ng/mL olarak bulunmustur. Dort
farkl gesit bebek mamasina {i¢ farkli konsantrasyon seviyesinde eklenen melaminin
geri kazanim oranit %83,5 ile %111,0 araliginda degismektedir (Wang ve diger.,
2016).

Liang ve digerleri, siit 6rneklerinden melaminin tayininde kullanilmak tizere kalip
molekiil olarak melamin (MEL), fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit (MAA)
ve garpraz baglayici olarak etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) kullanarak molekiiler
baskilanmaya dayali potansiyometrik sensor i¢in polimerik membran iyon segici
elektrot hazirlanmistir Membran elektrotu 5,0 x10° ila 1,0 x10? mol/L
konsantrasyon araliginda protonlanmis melamine yanit gostermistir. Ayrica,
membran elektrot ~16 s'lik kisa bir yanit siiresi sergilemekte ve 2 aydan daha uzun
stire stabil olabilmektedir. Akis analiz sistemi ile birlikte, potansiyometrik sensor, siit
orneklerinde melamin tayini igin basariyla uygulanmistir (Liang, Zhang ve Qin,
2009).

Zhang ve digerleri, siit orneklerinden melamin ve kromazinin tayini amaciyla
yiizey baglaticili atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) yoluyla kuvvetli
katyon-degistirici siirli erisim materyali sentezlemislerdir. Sentezde oOnce silika
lizerine yiizey baglaticili ATRP yontemiyle poli (3-siilfopropil metakrilat-co-etilen
dimetakrilat) [p(SPM/EDMA)] graft edilmistir. Daha sonra, dis yiizeyine
poli(gliserol ~ mono-metakrilat) [pGMMA]  immobilize  edilerek  Sil-g-
p(SPM/EDMA)-g-pGMMA  hazirlanmistir. Hazirlanan — Sil-g-p(SPM/EDMA)-g-
PGMMA, online kati faz ekstraksiyonu (SPE) /HPLC metodu kullanilarak sigir
stitiinde melamin ve kromazin tayini ile incelenmistir. Yapilan ¢lismada, sigir siitii
ornekleri Sil-g-p(SPM/EDMA)-g-pGMMA ile 6n muamele yapilmis ve analitik
kolon olarak bir HILIC kolonu calisilmistir. Kullanilan yontem iyi dogruluk,

hassasiyet ve diisiikk tayin limitleri gostermistir. Sonug olarak, dogrudan HPLC
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enjeksiyonu ile biyolojik numunelerden katyon ekstraksiyonu igin Sil-g-p (SPM /
EDMA)-g-pGMMA 'nin kullanilabilecegini gostermistir (Zhang ve diger., 2014).

Peng ve digerleri, siit liriinlerinde ve yumurtada melaminin saflagtirilmasi ve
zenginlestirilmesi amaciyla poli (2-akrilamido-2-metil-1-propansiilfonikasit-co-etilen
dimetakrilat) monolit sorbent kullanilmistir. Optimum kosullar altinda, siit tirtinlerine
ve yumurtaya eklenen farkli melamin konsantrasyon seviyesinde eklenen melaminin
geri kazanim oranm1 %87-95,5 arasinda degismektedir ve RSD degerleri ise, %6,4’iin
altindadir. Dedeksiyon limitleri siit {iriinlerinde ve yumurtada sirasiyla 0,024 ve

0,018 mg/kg’dir (Peng, Shi ve Feng, 2011).

Huang ve digerleri, eser miktarda bulunan melamin ve yan tirlinlerinin tayini i¢in
(ammelin, ammelid ve siyaniirik asit) kapiler elektrokromatografi (CEC-UV ve
CEC-MS) yontemi gelistirmistir. Divinilbenzen (DVB), vinilbenzil trimetilamonyum
kloriir (VBTA) ve farkli alken monomerler (6rnegin 1-okten, 1-dodesen veya 1-
oktadesen) ile basit in situ polimerizasyon ile hazirlanan bir dizi poli (divinil benzen-
alken-vinilbenzil trimetilamonyum kloriir) monolitik kolonlar kullanilmistir; ancak
ayrilmanin en iyi oldugu poli (DVB-1-dodecene-VBTA) monolit ayirma kolonu ile
calisilmigtir. Dort farkli melamin tiirevi igin CEC-UV yoOntemiyle siit tozu 6rnekleri
icin dedeksiyon limitlerinin 0,6-2,18 pg/L araliginda oldugu belirlenmistir. CEC-MS
yonteminde ise, dedeksiyon limitleri 2,2-19,4 pg/L’dir (Huang ve diger., 2012).

He ve digerleri, siitlerdeki melamini tayini i¢in sorbent olarak manyetik molekiiler
baskilanmis polimer (MMIP) polimer gelistirmistir. MMIP sorbenti, kalip molekiil
olarak melamin (MEL), fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit (MAA), etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA) ve manyetik bilesen olarak FesOs manyetit
kullanilarak hazirlanmistir. Deneysel sonuglar, MMIP'nin melamine karsi yiiksek
afinite ve secicilige sahip oldugunu gostermistir. Melamin igin tespit limiti 2,6
ng/mL’dir. Giin i¢i ve giinler aras1 bagil standart sapma degerleri % 4,3-7,2

araliginda degismektedir (He ve diger., 2014).
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Hu ve digerleri, siitlerdeki melaminin beirlenmesi i¢in molekiiler baskilanmis
polimer ve yiizey arttirllmis Raman spektroskopisini (MIPs-SERS) birlestiren yeni
bir biyosensor tasarlamiglardir. MIP'ler, melamin (kalip), metakrilik asit (fonksiyonel
monomer), etilen glikol dimetakrilat (capraz baglayici ajan) ve 2,2'-
azobisizobiitironitril (baglatic1) yiginli polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Statik ve
Kinetik adsorpsiyon testleri, siitten melaminin verimli bir sekilde ayrilmasi ve
zenginlestirilmesi i¢in MIP'lerin gegerliligini dogrulamistir. Tespit limiti ve tayin
limiti sirasiyla 0.012 ve 0.039 mmol/L olarak bulunmustur (Hu ve diger., 2015).

1.5 Cahsmanin Amaci

Bu calisma ile analitlerin metal iyonlarina kars: ilgilerinden yararlanilarak secici
adsorpsiyon saglayan immobilize metal selat afinite kromatografisi (IMAK) esash
yeni nesil afinite sorbenti gelistirilecektir. Bu hedef dogrultusunda c¢alismanin

kapsami agagidaki islem basamaklarinda verilmistir:

1. Melaminin uzaklastirilmasi ve tayini amaciyla kullanilmak iizere Kitosan
(CTS), 2-hidroksietil metakrilat p(HEMA) ve c¢apraz baglayici olarak
etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) kullanilarak CTS-p(HEMA) kat1 faz
sorbenti radikalik polimerizasyon yoluyla sentezlenmistir. Daha sonra Cu?*
iyonlar1 CTS-p(HEMA) sorbenti iizerine selatlanarak CTS-p(HEMA)-Cu?*
yapisindaki IMAK sorbenti hazirlanmistir,

2. Hazirlanan CTS-p(HEMA)-Cu?* IMAK sorbenti, fourier doniisiimlii infrared
spektroskopisi (FTIR), atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS), taramali
elektron mikroskobu (SEM), termogravimetrik analiz (TGA) ve sisme testi

ile karakterize edilmistir.

3. CTS-p(HEMA)-Cu** IMAK sorbenti iizerine melaminin adsorpsiyon
kosullarinin optimizasyonu amaciyla sorbent miktari, baslangic melamin
derigimi, siire, pH, sicaklik gibi melamin adsorpsiyonunu etkileyebilecek

parametrelerin adsorpsiyona etkisi incelenmistir.
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4. Adsorplanan melaminin desorpsiyon islemi i¢in uygun desorpsiyon ajant

belirlenmis ve sorbentin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.
5. Hazirlanan CTS-p(HEMA)-Cu?* IMAK sorbentinin, siit ve bebek mamasi

gibi siit trlinlerinden melaminin HPLC ile analizi Oncesi ekstraksiyonu

gerceklestirilmistir.
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BOLUM iKi
MATERYAL VE METOT

2.1 Reaktifler

Melamin (MEL, %99 saflikta) ve amonyum kloriir (%99,5 saflikta) Alfa Aesar
(Karlsruhe, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Kitosan (CTS, orta molekiil
agirlikli, %75-85 deasetilasyon derecesine sahip), etilenglikol dimetakrilat
(EGDMA, %98 saflikta), asetonitril (ACN, HPLC saflikta) sodyum hidroksit (pellet,
%99 analik saflikta) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA, %97 saflikta) Fluka firmasindan temin edilmistir. Potasyum
peroksidisiilfat (KPS) ve bakir (II) nitrat trihidrat (Cu(NOz3)2.3H20) analitik saflikta
olup Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Kullanilan diger
tiim kimyasallar analitik safliktadir. Denemelerde kullanilan su, Millipore ultra saf su
cihazi [Millipore Corporation (France) Elix 5 ® Reverse Osmos {initesi,
elektroiyonizasyon (E.D.I) modiili Elix 5 ® Water Purification System),

organik/kolloid uzaklastirici iyon degisim sistemi] ile tiretilmistir.

2.2 Kitosan-Poli(2-hidroksietilmetakrilat) [CTS-p(HEMA)] Sorbentinin Sentezi

1 g kitosan (CTS) 100 mL’lik iki boyunlu balonda 60°C’de 30 mL %]1’lik asetik
asit ¢ozeltisi ile yaklasik 6 saat magnetik karistirict ile karistirllmistir. Daha sonra
60°C’de 30 dakika boyunca reflux sistemi altinda azot gecirilerek karistirilmaya
devam edilmis ve bu silirenin sonunda 0,1 g potasyum peroksidisiilfat (KPS) ilave
edilerek 15 dakika boyunca karistirilarak kitosan radikalik hale gelmesi saglanmistir.
Bagka bir yerde, 0,05 mL EGDMA ve 5 mL HEMA c¢o6zeltisi 30 mL’ye su ile
tamamlanarak 30 dakika boyunca magnetik karistirici ile karistirilmistir. Bu karisim
15 dakika siire ile degaze edilerek kitosan karisimina eklenmis ve olusan karisim
reflux altinda azot gazi gegirilerek 6 saat boyunca magnenik karistirict ile siddetli

karistirtlarak  polimerizasyona birakilmistir.  Polimerizasyon sonunda karisim
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sogumaya birakilmig, soguyan karigima 1M NaOH eklenerek pH 8’e ayarlanmig ve
olusan polimerin ¢okmesi saglanmistir. Karisim su ile 3 kez yikanarak safsizliklar ve
tepkimeye girmeyen monomer kalintilart uzaklastirilmistir. Coken polimer bir giin
boyunca metanolde bekletilerek suyu ugurulmus, 50°C’lik etliivde polimerin
kurumasi saglanmis ve kuruyan polimer daha sonra ogiitiillirek toz haline
getirilmistir. Kurutulan sorbent 6giitiildiikten sonra CTS-p(HEMA) sorbentine bakir
immobilizasyonu gergeklestirilmistir.

"
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Sekil 2.1 CTS-p(HEMA) sorbentinin olasi yapist a) Kitosan radikalinin olusumu b) Radikalik kitosana
HEMA baglanmasi
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2.3 CTS-p(HEMA) Sorbentine Bakir immobilizasyonu

CTS-p(HEMA) sorbentinden 3 gr alinarak 100 pg/mL 50 mL Cu?* ¢ozeltisi ile 1
saat 25°C’de ve diisiik rpmde magnetik karistici ile karistirilmistir. Daha sonra
karistm 6000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlenip iist faz alinarak baglanan Cu?*

iyonlarinin miktar1 atomik adsorpsiyon spektometrisi (AAS) ile belirlenmistir.

Atomik absorbsiyon spektroskopisi (AAS), gaz halindeki ve temel enerji
diizeyinde bulunan atomlarin, UV ve goriiniir bolgedeki 15181 absorblamasinin
Olgiilmesi ilkesine dayanmaktadir. Ortamdaki 1518in siddetindeki azalmaya bagh
olarak adsorpsiyon yapan elementin derisimi de dogru orantili olarak degiseceginden
bu degisimden yararlanirak metallerin ¢ogu ve az sayida ametalin analizi atomik

adsorpsiyon spektroskopisi (AAS) ile gergeklestirilmektedir (Y1ldiz ve Geng, 1993).

Yapilan ¢alismada da, ortamdaki 1s18in siddetindeki degisimine bagli olarak
adsorpsiyon ortamindaki Cu?* iyonlarmin konsantrasyonu atomik absorbsiyon
spektroskopisi ile belirlenmistir. Atomik absorbsiyon spektroskopisi ile yapilan

olgtimlerle ilgili parametreler Tablo 2.1’de sunulmustur.

Tablo 2.1 Atomik absorbsiyon spektroskopisindeki 6lgtimlerle ilgili parametreler

Olciimlerle Tlgili Parametreler

Element Cu
Dalga Boyu 249,2 nm
Slit Arahig: 0,7 nm
Alev tipi Hava-Asetilen

Oncelikle atomik adsorpsiyon spektrometrisiyle 10-100 pg/mL araliginda

kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. Daha sonra
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Csorbent = (Cbaslangi¢c — Cson)

esitliginden yararlanarak baglanan Cu?" miktar1 belirlenmistir. Bu esitlikte, Csorbent:
Sorbent tarafindan adsorplanan Cu?* konsantrasyonunu (ug/mL); Coaslanee: Baslangic
Cu®** konsantrasyonunu (ug/mL); Cson: adsorpsiyon sonrasi belirlenen Cu?

konsantrasyonunu (ng/mL) ifade eder.

Baglanan Cu?" iyonlarinn CTS-p(HEMA) sorbentinden ortama salmip
salinmadigint kontrol etmek amaciyla hazirlanan polimer pH 4, 5, 6, 7 ve 8
ortamlarinda karistirllmaya birakilmigtir. Daha sonra karisim 6000 rpm’de 15 dakika
boyunca santrifiijlenip {ist faz almarak ortama salman Cu?* iyonlarmin miktar:

atomik adsorpsiyon spektometrisi (AAS) ile belirlenmistir.

2.4 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentinin Karakterizasyonu

Sentezlenen CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbenti, Fourier Doniisiimlii IR spektroskopisi
(FTIR), termal gravimetrik analiz (TGA-DTA), taramali elektron mikroskopu (SEM)
ve sisme testi analizleri ile karakterize edilerek fonksiyonel gruplari, termal

kararlilig1 ile ylizey morfolojisi belirlenmistir.

CTS-p(HEMA) sorbentinin FTIR spektrumu, ATR o&rnekleme probuna sahip
FTIR spektrofotometresi (Perkin Elmer spectrum 100 FT-IR spectrometer) ile
gerceklestirilmistir. Kurutulmug ve 6giitiilmiis olan polimerden 1 mg alinarak 100
mg KBr ile karistirlmis ve preslenerek pellet haline getirip 4000-400 cm™ dalga

sayist araliginda IR spektrumu alinmistir.

TGA analizi, numunede sicakliga bagli olarak meydana gelebilecek agirlik

degisimlerini tanimlamaya yarayan termal analiz yontemlerinden biridir. CTS-
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P(HEMA)-Cu?* sorbentinin termal kararligmin incelenmesi amaciyla da termal

analiz (Perkin Elmer STA 6000) cihaz1 kullanilmistir.

CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin SEM gériintiilerinin alinmasi i¢in Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisiinde bulunan SEM cihaz1 (Quanta 250 FEG) kullanilmistir.
Polimerin iletkenligini arttirmak amaciyla yiizeye altin kaplama yapilarak goriintiiler
alinmis olup elde edilen goriintiiler ile polimerin yiizeyinin morfolojik 6zellikleri

incelenmistir.

CTS- p(HEMA)-Cu?* sorbentinin sisme kapasitesinin belirlenmesi amaciyla kuru
olan kitosan- p(HEMA)-Cu?* sorbentinden + 0,00001 duyarlilikta 0,1 g alarak 20
mL suda 15, 30, 45 dk siire boyunca birakilmis ve sisme kapasitesi

%S = Wislak — Wkuru oo
y 4 Wkuru x

esitliginden yararlanilarak belirlenmistir. Bu esitlikte, %S, sorbentin sisme yiizdesini,
Wisiak: 1slak olan sorbentin agirligini (g); Wiuru: kuru olan sorbentin agirhigini (g)

ifade eder.

2.5 Melaminin CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbenti Uzerine Adsorpsiyon Kosullarinin

Optimizasyonu

CTS-p(HEMA)-Cu?*  sorbentine  melaminin  adsorpsiyon  kosullarmin
optimizasyonu amaciyla sorbent miktari, baslangi¢c melamin derisimi, siire, pH,
sicaklik gibi melamin adsorpsiyonunu etkileyebilecek parametrelerin adsorpsiyon

tizerine etkisi incelenmistir.
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2.5.1 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna pH Etkisi

pH’m CTS-p(HEMA)-Cu?" polimerine melamin adsorpsiyonuna etkisini
belirlemek icin pH: 4-9 araliginda farkli pH’larda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Son
hacmi 5 mL, melamin konsantrasyonu 0,5 pg/mL olan bu farkli pH’daki ¢ozeltiler
0,05 g sorbent ile 150 rpm’de karistiricida 1 saat boyunca 25°C’de adsorpsiyona
birakilmistir. Adsorpsiyondan sonra érnekler 6000 rpm’de 15 dk santrifiij edilip tist
fazlarinda melamin analizi yapilmustir. Igerisinde sorbent bulunmayan farkli pH’daki
kor ornekler de her konsantrasyon degeri icin baglangic derisimini belirlemede

kullanilmustir.

2.5.2 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna Sorbent Miktarinin
Etkisi

Melamin adsorpsiyonuna sorbent miktarinin etkisini incelemek igin baslangig
melamin konsantrasyonu 0,5 pg/mL olan ¢ozelti (5 mL) 0,05 g, 0,1 g ve 0,15 g
sorbent ile 150 rpm’de kanistiricida 1 saat boyunca 25°C’de adsorpsiyona
birakilmigtir. Adsorpsiyondan sonra 6rnekler 6000 rpm’de 15 dk santriftijlenip ist

fazlarinda melamin analizi yapilmistir.

2.5.3 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna Siirenin Etkisi

Melamin adsorpsiyonuna siirenin etkisini belirlemek i¢in son hacmi 5 mL,
melamin konsantrasyonu 0,5 pg/mL olan ¢6zelti hazirlanarak 0,05 g sorbent ile 15,
30, 45, 60, 90, 120, 150 dakika boyunca 150 rpm’de karistiricida 25°C’de
adsorpsiyona birakilmistir. Belirtilen siireler sonunda 6rnekler 6000 rpm’de 15 dk

santrifiij edilip iist fazlarinda melamin analizi yapilmistir.

31



254 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna Melaminin

Baslangi¢ Konsantrasyonunun Etkisi

Melamin adsorpsiyonuna melamin baslangi¢ konsantrasyonunun etkisini
incelemek icin adsorpsiyon ortamindaki baslangic melamin konsantrasyonu 0,5-10
ng/mL araliginda ¢ozeltiler hazirlanarak 0,05 g sorbent ile 150 rpm’de karistiricida 1
saat boyunca 25°C’de adsorpsiyona birakilmistir. Adsorpsiyon hacmi 5 mL’dir.
Adsorpsiyondan sonra ornekler 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenip st fazlarinda
melamin analizi yapilmistir. Icerisinde sorbent bulunmayan kor &rnekler de her

konsantrasyon degeri i¢in baslangi¢ derisimini belirlemede kullanilmistir.

2.5.5 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna Sicakhigin Etkisi

Melamin adsorpsiyonuna sicakligin etkisini incelemek igin 15°C, 25°C ve 45°C
degerlerinde ¢alisilmigtir. Son hacmi 5 mL, baslangic melamin konsantrasyonu 0,5
ug/mL olan ¢ozelti, 0,05 g sorbent ile belirtilen sicakliklarda 150 rpm’de karistiricida
1 saat boyunca adsorpsiyona birakilmistir. Adsorpsiyondan sonra ornekler 6000
rpm’de 15 dk santrifiij edilip iist fazlarinda melamin analizi yapilmistir. Igerisinde
sorbent bulunmayan koér érnekler de her bir sicaklik degeri igin baslangi¢ derisimini

belirlemede kullanilmistir.

2.6 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentinden Melaminin Desorpsiyonu

Adsorpsiyon sonrasinda CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbenti iizerinde adsorplanmus
olan melaminin desorpsiyonu amaciyla Tablo 2.2°de verilen desorpsiyon ajanlariyla

farkli oranlarda ¢alisilmastir.
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Tablo 2.2 Melamin desorpsiyonu amactyla galisilan bazi desorpsiyon ajanlar1

Desorpsiyon Ajanlari

Organik Coziiciiler Tuzlar

ACN:MeOH (1:9) NaCl (0,5 M)
ACN:MeOH (2:8) NaSCN (0,5 M)
ACN:MeOH (3:7) NH4CI (0,5 M)
NH4Cl:MeOH (1:9) NH.CI (0,02 M)
ACN:MeOH:NH4,OH (2:7:1) NH4CI (0,01 M)
ACN:MeOH:H,0:NH,OH (2:5:2:1) NH.CI (0,01 M, pH:8)
ACN:NH,CI (1:1) NHCI:NH,OH (9:1)

CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbenti iizerine adsorplanan melaminin desorpsiyonu 5 mL
desorpsiyon ¢ozeltisi ilave edilerek gergeklestirilmistir. 0,05 g melamin adsorplanmis
sorbent desorpsiyon ¢ozeltisi ile 150 rpm’de karistiricida 2 saat boyunca 25°C’de
desorpsiyona birakilmistir. 2 saat sonunda sorbent 6000 rpm’de ¢oktiiriilmiistiir.
Coktiiriilen sorbent, ultra saf su ile 3 kere yikama yapilarak desorpsiyon islemine
hazir hale getirilmistir ve lizerine 5 mL taze desorpsiyon ¢ozeltisi eklenerek 2 saat

daha desorpsiyon islemine devam edilmistir. Desorpsiyon orant

] desorpsiyon ortamina salinan melamin miktari
Desorpsiyon orant (%) = - - x 100
adsorplanan melamin miktari

esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

2.7 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentinin Tekrar Kullamlabilirlik Denemeleri

CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin tekrar kullanilabilirlik denemeleri igin baslangic
melamin konsantrasyonu 0,5 pg/mL olan ¢6zelti hazirlanarak son hacmi 5 mL olacak
sekilde 0,05 g sorbent ile 25°C’de 1 saat adsorpsiyona birakildiktan sonra 6000
rpm’de 15 dk santrifiijlenip sorbent ¢oktiiriilerek st fazda melamin analizi
yapilmigtir.  Coktiiriilen sorbent {izerine 5 mL desorpsiyon c¢ozeltisi eklenerek

karistiricida 2 saat desorpsiyona birakilmistir. 2 saat sonunda sorbent 6000 rpm’de
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coktiiriiliip iizerine 5 mL taze desorpsiyon c¢ozeltisi eklenerek 2 saat daha
desorpsiyon islemine devam edilmistir. Coktiiriilen sorbent her bir adsorpsiyon-
desorpsiyon islemi sonrasinda ultra saf su ile 3 kere yikama yapilarak diger bir dongii
islemine sorbent hazir hale getirilmistir. Bu sekilde sentezlenen sorbentin tekrar
kullanilabilirliginin belirlenmesi igin ayni1 sorbentle adsorpsiyon-desorpsiyon

dongiisii 5 kere tekrar edilmistir.

28 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbenti ile Siit Uriinlerinden Melaminin
Ekstraksiyonu

Cesitli markalarda alman siit ve bebek mamasi ornekleri, izmir’deki farkl
marketlerden temin edilmis ve Ornek hazirlama Oncesi tim calisilacak Ornekler

+4°C’de muhafaza edilmistir.

2.8.1 Siit

15 mL’lik santrifiij tiipiine 7 mL siit 6rnegi konularak {izerine 3 mL su ve 500 pL
0,5 M HCl ilave edilir. Karisim 3 dk kadar vorteklenir ve daha sonra 5000 rpm’de 15
dk santrifiijlenir. Santrifiijlenen karisimdan {ist faz alinarak 0,22 um’lik membran
filtreden gegirilir. Daha sonra, bu filtre edilen 6rnek CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbenti ile

ekstraksiyon dncesinde ve sonrasinda melamin analizi i¢in kullanildi.

2.8.2 Bebek Mamas

15 mL’lik santrifiij tiipiine 2 g bebek mamas1 6rnegi konularak iizerine 8 mL su
ve 500 puL 0,5 M HCl ilave edilir. Karisim 3 dk kadar vorteklenir ve daha sonra 5000
rpm’de 15 dk santrifiijlenir. Santrifiijlenen karisimdan {iist faz alinarak 0,22 pm’lik
membran filtreden gegirilir. Daha sonra, bu filtre edilen 6rnek CTS-p(HEMA)-Cu?*

sorbenti ile ekstraksiyon dncesinde ve sonrasinda melamin analizi i¢in kullanildi.
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Hazirlanan bu o6rnek karigimlarindan 5 mL alinarak her birine 0,05 g CTS-
p(HEMA)-Cu?* sorbentinden eklenerek 25°C’de 1 saat adsorpsiyona birakildiktan
sonra 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlenip sorbent ¢oktiiriilerek HPLC ile iist fazdaki

melamin miktar1 belirlenmistir.

2.9 Melaminin Yiiksek Performanh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Analizi

Adsorpsiyon-desorpsiyon denemeleri sonrasinda melamin miktarlar1 Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir. Melamin analizleri
Thermo Ultimate 3000 HPLC sisteminde, gerceklestirilmis olup HPLC analizinde
Finete ve diger. kullandiklar1 yontemden yararlanilmistir (Finete, Gouvéa, Marques
ve Netto, 2014). Melaminin HPLC ile analizine iliskin kromatografik kosullar
asagidaki Tablo 2.3’de verilmistir.

Thermo Ultimate 3000 HPLC sisteminde gergeklestirilen melamin analizleri igin
1-800 pg/L araligindaki standart melamin ¢ozeltileri ile kalibrasyon dogrusu
olusturulmustur. Sekil 2.2’de 1 pg/mL melamin standart c¢ozeltisinine iliskin

kromatogram verilmistir. Melaminin alikonma zamani (R¢) 1,45 dakika olarak

belirlenmistir.

MM T

150000004

5000,000

el T T T T T T T T T T T ﬁ
a0 o220 o s s 109 1z 1o 1m0 1 200 P L4 P I8 200

Sekil 2.2 1 pg/mL melamin standart ¢ozeltisinin kromatogrami (R¢: 1,45 dakika)
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Adsorplanan melamin miktar

_ (Cbaslangig — Cson)x V

m

esitligi kullanilarak hesaplanmistir. Bu esitlikte, Q, gram sorbent basina adsorplanan
melamin miktart (ug/g); Coaslangic, baslangi¢ melamin konsantrasyonunu (pg/mL);
Cson, adsorpsiyon sonrasi belirlenen melamin konsantrasyonu (pg/mL); m, Kkuru

sorbent agirligi (g); V ise adsorpsiyon hacmini (mL) ifade eder.

Tablo 2.3 Melaminin HPLC ile analizine iligskin kromatografik kosullar

Kromatografik Analiz Kosullar:
Kolon: Thermo ODS-2 HYPERSIL (50 x 4,6 x 3um)
Asetonitril : Amonyum Kloriir (10 mM)
Mobil Faz: (2:98)
Akis: 0,8 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi: 20 uL
Analiz Siiresi: 3dk
Calisma Sekli: [zokritik
Sicakhik: 30°C
Floresans Dedektor
Dedektor: .
(Eks:250 nm, Emis: 365 nm)
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2.9.1 Yontemin Analitik Performans Parametrelerinin Belirlenmesi

Melamin tayininde kullanilmak {izere gelistirilen yontemin analitik performans
parametreleri [dogruluk, kesinlik, tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ)] optimize
edilen kosullar altinda siit ve bebek mamasi Orneklerine uygulanarak

gergeklestirilmistir.

Dogruluk, analiz sonucunda elde edilen sonuglarin gergek degere olan yakinligini
ifade eder (Taverniers, De Loose ve Bockstaele, 2004). Dogruluk parametresinin
degerlendirilmesi, siit ve bebek mamas1 6rneklerine belirli konsantrasyonlarda (0,6,
0,8, 1 pg/mL) standart melamin ¢ozeltileri ile zenginlestirilerek yapilan geri kazanim

sonucunda elde edilmistir. Dogruluk, yiizde geri kazanim cinsinden

% Geri K. Zenginlestirilmis 6rnegin cihazda belirlenen konsantrasyonu 100
eri Kazamm = X
0 L Zenginlestirme konsantsanyonu

esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

Kesinlik, analiz sonucunda ayni 6rnekten elde sonuglarin birbirine yakinligini
ifade etmektedir. Bir yontemin keskinligi, geri kazanimlar sonucu elde edilen
degerlerin yiizde bagil standart sapma (% RSD) degeri ile belirlenmektedir
(Taverniers, De Loose ve Bockstaele, 2004). Kesinlik,

standart sapma
% RSD = - x 100
ortalama geri kazanim

esitligi kullanilarak hesaplanmistir.
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Tespit limiti (LOD), zemin giiriiltiisiinden farkli olarak tespit edilebilen fakat
degeri tam olarak oOlgiilemeyen en diisiik analit konsantrasyonu olarak tanimlanir
(Peters, Drummer ve Musshoff, 2007). LOD’nin belirlenmesi igin siit ve bebek
mamasi orneklerinin korii tizerine standart melamin ¢6zeltisinden cihazda okunabilen
ve tekrarlanabilirliginin yapilabildigi en disiikk konsantrasyonda melamin ilave
edilerek analiz yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda kalibrasyon grafigi
olusturulmus ve elde edilen degerlerin standart sapmasi hesaplanmistir ve asagida

yer alan esitlige gore LOD degeri belirlenmistir.

LOD = (Standart Sapma/Kalibrasyon dogrusunun egimi) x 3,3

Tayin limiti (LOQ) ise, kabul edilebilir dogrulukta ve kesinlikte Glgiilebilen en
diisiik analit konsantrasyonu olarak tanimlanir (Peters, Drummer ve Musshoff,
2007). LOQ degeri,

LOQ = (Standart Sapma/Kalibrasyon dogrusunun egimi) x 10

esitligi kullanilarak belirlenmistir.
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BOLUM UC
BULGULAR VE TARTISMALAR

3.1 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentinin Karakterizasyonu

3.1.1 CTS-p(HEMA) Sorbentinin FTIR Spektrumu

HEMA polimerinin, kitosan (CTS) monomerinin yapisina katilip katilmadigini
belirlemek icin alinan FTIR spektrumu Sekil 3.1°’de gosterilmektedir. p(HEMA) ve
kitosan yapilar1 sirasiyla 3442 cm™ ve 3436 cm™’de karakteristik hidrojen bagh
alkol, -OH, gerilme bandina sahiptir. p(HEMA)’nin kitosanin yapisina katilmasiyla —
OH gerilme bandinin siddeti artarak 3455 cm™’e kaymustir. CTS-p(HEMA) nin
FTIR spektrumunda p(HEMA)’nin karbonil (-C=0) grubuna ait karakteristik
adsorpsiyon bandi 1728 cm™’de goriilmektedir. Kitosanin amid grubuna ait
karakteristik olan gerilme bandi 1644 cm™’de goriilmektedir ve CTS-p(HEMA) nin
FTIR spektrumuna bakildiginda, bu bandin siddetinde azalma ger¢eklesmistir. Ek
olarak, p(HEMA)nin 600-1400 cm™ arahginda gozlenen Karakteristik gerilme
bandlart CTS-p(HEMA) yapisinda da yer almaktadir. Bu durum, CTS-p(HEMA)

yapisinin olustugunun bir gostergesidir.
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Sekil 3.1 CTS-p(HEMA) sorbentine iligkin FTIR Spektrumu




3.1.2 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentinin Termal Analizi

Sentezlenen CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin termal kararliginin incelenmesi
amaciyla azot atmosferi altinda 30-700°C araliginda 1sitilmasi sonucu elde edilen
termogram1 Sekil 3.2°de verilmistir. Sekil 3.2’den goriilecegi iizere, sentezlenen
sorbentin termal bozunmasinin iki kademeli olarak gerceklestigi goriilmiistiir. Ilk
kiitle kaybinin yaklasik olarak 50°C’de oldugu ve bu bozunma sonucu olusan kiitle
kaybimnin sorbentin igindeki nemden kaynaklanabilecegi disiiniilmiistiir. CTS-
P(HEMA)-Cu?* sorbenti, sicakligin 100-200°C oldugu aralikta yapismni yari kararli
olarak korumugstur. Sonrasinda artan sicaklik artisiyla birlikte, 300-500°C araliginda
yapismin yavas yavas bozunmaya basladigi goriilmiistiir. Ikinci bozunmanin 455°C
civarinda oldugu, sorbentin bu sicakliga kadar kararliligini biiylik 6l¢iide korudugu

ve burdaki kaybin yaklagik olarak %89 olarak belirlenmistir.

232 99.80

20 T

Delta ¥ = 94.102 %

i

\
S
\
Onset =59.30 °C \
N\ 'y 20
Ll

50 |\_'__————T\ 5
\

End=12892°C

Weight % (%) — - —

Heak FlowwEndo Dawn (m) —— —

Peak =86.12 °C

Area = 1626.835 mJ
100 Delta H = 115.5505 Jfg
20

1783 - ———omcee 5775
272 100 200 300 40 500 800 6987
Temperature ()

Sekil 3.2 CTS-p(HEMA) sorbentine iliskin TGA termogrami
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3.1.3 CTS-p(HEMA) ve CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentlerinin SEM Gériintiileri

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisiindeki Taramali elektron miktroskobu (SEM) ile
alman  goriintillerde  sentezlenen CTS-p(HEMA) ve CTS-p(HEMA)-Cu?*
sorbentlerinin morfolojik yapis1 belirlenmistir. SEM goriintiilerine bakildiginda
radikalik polimerizasyon yoluyla sentezlenen CTS-p(HEMA)-Cu?* polimerinin
yaklasik olarak boyutu 42 pm olarak gozlenmistir. Sekil 3.3.1°e bakildiginda
sentezlenen sorbentin adsorpsiyona etki edebilecek piiriizlii yapisinin oldugu ve Sekil
3.3.2°de yapiya Cu?* iyonlarinin baglanmasi sonucunda bu piiriizlii yapismin az da

olsa arttirllarak korundugu gézlenmistir.

P — 1] HY 0 mag HRW Le— '] —

TYTEMAM 3.00 2.5 000 14 ym TYTEMAM

Sekil 3.3.1 CTS-p(HEMA) sorbentine ilisgkin SEM goriintiisii

a) 300um b) 100pm c¢) 30pm d) Spm
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50 pm 5 jum -
IYTEMAM IYTEMAM

Sekil 3.3.2 CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentine iliskin SEM goriintiisii

a) 300um b) 100pum c) S0um d) Sum

3.1.4 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentinin Sisme Kapasitesinin Belirlenmesi

CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin sisme kapasitesinin belirlenmesi amaciyla kuru
olan CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinden + 0,00001 duyarlilikta 0,1 g almarak 20 mL
su igeren kaba 15, 30, 45 dk siire boyunca birakilmistir. Bu siireler sonunda sorbent
sudan alinmis, slizge¢ kagidi yardimu ile yiizeyindeki su uzaklastirilarak tartilmisgtir.
Kuru ve 1slak agirliklar kaydedilerek yiizde sisme esitliginde (%S) yerine konmus ve
sorbentin sisme ylizdesinin %140 oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gore, sentezlenen

CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin hidrojel yapili oldugu sdylenebilir.
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3.2 Melaminin CTS-p(HEMA)-Cu? Sorbentin Uzerine Adsorpsiyon

Kosullarinin Optimizasyonu

3.2.1 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna pH EtKisi

pH’m CTS-p(HEMA)-Cu?* polimerine melamin adsorpsiyonuna etkisini
belirlemek i¢in pH 4-9 araliinda farkli pH’larda ¢ozeltiler hazirlanmistir. CTS-
p(HEMA)-Cu?* sorbentinin melamin adsorpsiyonuna ortam pH’nin etkisi Sekil
3.4’de sunulmustur. Sekil 3.4’e bakildiginda, asidik ve bazik ortamlarda adsopsiyon
kapasitesinde diisiis oldugu ve maksimum adsorpsiyon Kapasitesinin pH 6-7
araliginda oldugu gozlenmistir. Melaminin pKa degeri 5,6’dir ve disik pH
degerlerinde melamin pozitif yiikliidiir. Asidik ortamdaki adsorpsiyon kapasitesinin
diisiik olmasi, melaminin CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbenti ile etkilesime girememesi,
sonu¢ olarak da adsorpsiyon kapasitesinin diismesiyle agiklanabilir (Kokotou ve
Thomaidis, 2012). Hidrojen ve hidroksil (-OH) iyonlar1 gii¢li baglanma
yeteneklerine sahiplerdir. Ortamin nétral oldugu pH degerinde, ortamda bu iyonlar
bulunmadigi i¢in melamin ile sorbentin ylizeyine baglanma yarigina
girmediklerinden adsorpsiyon kapasitesinde herhangi bir diisiis ger¢eklesmemistir.
pH degerlerinin arttirilmasiyla birlikte, bazik ortamdaki hidroksil (-OH) iyonlarinin
derigimi artar ve yiizeydeki melaminin baglanacagi yerlere hidroksil (-OH) iyonlari

baglanarak melaminin adsorpsiyon kapasitesini disiiriir (Wang ve Li, 2007).
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Sekil 3.4 CTS-p(HEMA)-Cu?* iizerine melamin adsorpsiyonuna pH etkisi (Deneysel Kosullar: 0,05 g
sorbent, 0,5 ug/mL MEL, 25°C, 60 dk)

3.2.2 CTS-p(HEMA)-Cu?" Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna Sorbent Miktarinin
Etkisi

Melamin adsorpsiyonu iizerine sorbent miktarnin etkisini incelemek i¢in CTS-
p(HEMA)-Cu?* sorbentinden 0,05 g, 0,1 g ve 0,15 g kullamlarak adsorpsiyon
calismalart  gerceklestirilmistir. ~ CTS-p(HEMA)-Cu?*  sorbentine  melamin
adsorpsiyona, sorbent miktarmin etkisi Sekil 3.5’de gosterilmektedir. Sekil 3.5’
bakildiginda, sorbent miktar1 0,05 g’dan 0,15 g’a arttirnldiginda adsorpsiyon
kapasitesinde 9%25,7 oraninda diisiis gozlenmistir. Diisiik sorbent miktarlarinda
ortamda yeterince sorbent bulunmadigindan, birim sorbent basina adsorplanan
melamin miktar1 ylikselmistir. Yiiksek sorbent miktarlarinda ise, ortamdaki sabit
melamin konsantrasyonunda sorbent miktarinin arttirilmastyla CTS-p(HEMA)-Cu?*
sorbentinin acik uglarinin melamin ile tam olarak doyurulamadan kalmasi sonucunda
adsorpsiyon kapasite degerinde diisiis yasanmistir (Vadivelan ve Vasanth Kumar,
2005). 0,05 g sorbentle yapilan adsorpsiyon c¢aligmasinda yiiksek adsorpsiyon

kapasitesinin elde edilmesi nedeniyle ¢aligmalara 0,05 g sorbent ile devam edilmistir.
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Sekil 3.5 CTS-p(HEMA)-Cu?* {izerine melamin adsorpsiyonuna sorbent miktarmin etkisi (Deneysel
Kosullar: 0,5 pg/mL MEL, 25°C, 60 dk)

3.2.3 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna Siirenin Etkisi

Melamin adsorpsiyonu iizerine siirenin etkisi 15, 30, 45, 60, 90 120 ve 150.
dakikalarda alinan orneklerle incelendi. Sekil 3.6’dan goriilecegi lizere elde edilen
adsorpsiyon kapasitesi (Q) degerlerinde 60. dakikaya kadar adsorplanan melamin
miktarinda artis meydana geldigi, 60. dakikada dengeye ulastigr gozlenmistir. CTS-
P(HEMA)-Cu?* sorbentinin yiizeyindeki tiim baglanma bédlgelerinin dolmasi
nedeniyle doygunluga ulastigi goriilmiistiir ve bu siire sonrasinda adsorpsiyon
kapasitesinde degisim gozlenmemistir. Bu nedenle, adsorpsiyon caligmalar1 icin

optimum siire 60 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.6 CTS-p(HEMA)-Cu?* iizerine melamin adsorpsiyonuna siirenin etkisi (Deneysel Kosullar:
0,05 g sorbent, 0,5 ug/mL. MEL, 25°C)

3.2.4 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna Baslangic Melamin

Konsantrasyonunun Etkisi

Melamin adsorpsiyonu fiizerine baslangi¢c konsantrasyonunun etkisini incelemek
amaciyla adsorpsiyon ¢alismalar1 0,5-10 pg/mL araligindaki melamin ¢ozeltileri ile
gergeklestirilmistir. CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentine melamin adsorpsiyonuna,
melamin baglangic konsantrasyonun etkisi Sekil 3.7’de sunulmustur. Sorbent
tarafindan adsorblanan madde miktari, ¢ézeltide bulunan melamin konsantrasyonuna
bagli olarak degisim gosterir. Farkli baslangic melamin konsantrasyon degerlerinde,
birim hacimdeki melamin miktar1 degiseceginden buna bagli olarak, CTS-p(HEMA)-
Cu?" sorbenti tarafindan adsorblanan melamin miktari da degisecektir. Adsorpsiyon
boyunca, c¢ozeltideki melamin miktar1 zamanla azalacagindan, adsorpsiyon
kapasitesindeki degisimin yavaslayarak bir siire sonra dengeye gelmesi beklenir
(Erdem, Karapinar ve Donat, 2004). Sekil 3.7°den goériilecegi gibi, ¢ozeltideki
baslangic melamin derisiminin artmasiyla, sorbent tarafindan birim kiitle basina

adsorplanan melamin miktart artmis, 8 ng/mL melamin konsantrasyonunda dengeye
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ulasmistir. CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin maksimum adsorpsiyon kapasitesinin

275,38 pg/g oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.7 CTS-p(HEMA)-Cu?* iizerine melamin adsorpsiyonuna baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi
(Deneysel Kosullar: 0,05 g sorbent, 25°C, 60 dk)

3.2.5 CTS-p(HEMA)-Cu?* Uzerine Melamin Adsorpsiyonuna Sicakhigin Etkisi

Melamin adsorpsiyonu iizerine sicakligin etkisini incemek amaciyla adsorpsiyon
islemi 15°C, 25°C ve 45°C degerlerinde gergeklestirilmis olup CTS-p(HEMA)-Cu?*
sorbentinin melamin adsorpsiyonuna sicakligin etkisi Sekil 3.8’de sunulmustur. Sekil
3.8°den  goriilecegi  iizere, CTS-p(HEMA)-Cu?*  sorbentine  melaminin
adsorpsiyonunda  sicakligin = 15°C’den  25°C’ye arttirilmasiyla adsorpsiyon
kapasitesinde % 51,9 oraninda artis meydana gelmistir. Bu durum, sicaklikla artan
van der Waals c¢ekim kuvvetlerinde bir artis ile iliskili olabilir. IMAK
sorbentlerindeki adsorpsiyonun, elektrostatik (veya iyonik), hidrofobik veya verici-
alict (koordinasyon) etkilesimlerinin toplam bir etkisi oldugu disiiniilmektedir
(Ueda, Gout ve Morganti, 2003). Daha sonra sicakligin arttirtlarak 45°C’ye
¢ikarilmasiyla adsorpsiyon kapasitesi %38,5 oraninda azalmistir. Sekil 3.8’deki
25°C’nin tizerindeki sicaklik degerlerinde adsorpsiyon kapasitesindeki (Q) gozlenen

diisiis, melamin ve Cu®" iyonlar1 arasindaki etkilesimlerin azalmasi ve adsorpsiyonun
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ekzotermik dogasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, adsorpsiyon calismalari

icin optimum sicaklik degeri 25°C olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.8 CTS-p(HEMA)-Cu?* iizerine melaminin adsorpsiyonuna sicakligin etkisi (Deneysel
Kosullar: 0,05 g sorbent, 0,5 pg/mL MEL, 60 dk)

3.3 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentinden Melamin Desorpsiyonu

CTS-p(HEMA)-Cu?" sorbenti iizerine adsorplanan melaminin desorpsiyonu
amaciyla farkli desorpsiyon ajanlariyla ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.9 ve

Sekil 3.10°de sunulmustur.

CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinden adsorplanan melaminin organik ¢oziiciiler
kullanarak desorpsiyonuna iliskin sonuglar Sekil 3.9’da verilmistir. Organik
coziiclilerle gerceklestirilen deneylerin sonucunda desorpsiyon oranlart %0-7,7
araliginda degismektedir. Organik ¢oziiciilerle elde edilen desorpsiyon oranlarinin
oldukca diisiik olmasi sebebiyle deneylerin bir sonraki asamasinda tuz ¢dzeltileri

kullanilmastir.

49



100

75

50

% Desorpsiyon

25

Sekil 3.9 CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinden organik ¢oziiciiler kullanarak melaminin desorpsiyonu
(0,5 ug/mL MEL, 250C, tadsorpsiyon:eo dk, tdesorpsiyon: 240 dk)

CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinden adsorplanan melaminin tuz ¢ozeltileri

kullanarak desorpsiyonuna iliskin sonuglar Sekil 3.10’da verilmistir.
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Sekil 3.10 CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinden tuz ¢dzeltileri kullanarak melaminin desorpsiyonu (0,5
pg/mL MEL, ZSOC, tadsorpsiyon:eo dk, tdesorpsiyon: 240 dk)
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Sekil 3.10°deki sonuclara bakildiginda, desorpsiyon oranlart %5 ile 9%90,53
araliginda degismektedir. Melamin i¢in en yiiksek desorpsiyon degeri, desorpsiyon
ajan1 olarak kullanilan 0,01 M NH4Cl ¢ozeltisi ile elde edilmis olup desorpsiyon

orani % 90,53 olarak belirlenmistir.

3.4 CTS-p(HEMA)-Cu?* Sorbentinin Tekrar Kullanilabilirlik Denemeleri

CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin tekrar kullanilabilirligini belirlemek igin
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii 5 kez tekrarlanmigtir. Her bir dongii sonrasinda

elde edilen adsorpsiyon kapasiteleri Sekil 3.11°de verilmistir.
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Dongli Sayisi

Sekil 3.11 CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin tekrar kullanilabilirligi

Sekil 3.11°’den de goriildiigii iizere, 5 kez tekrarlanan adsorpsiyon-desorpsiyon
islemleri sonrasinda CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin adsorpsiyon kapasitesinde
ancak %15 oraninda azalma meydana gelmistir. Bu sonuca dayanarak sentezlenen
CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbentinin yiiksek rejenerasyon yetenegi sayesinde melaminin

adsorpsiyonunda defalarca etkin bir sekilde kullanilabilecegini sdylenebilir.
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3.5 Siit Uriinlerinde Melamin Tayini

Siit ve bebek mamasi ornekleri Izmir’deki yerel marketlerden satin almip
adsorpsiyon islemi i¢in hazirlanmis ve optimize edilen yonteme gore adsorpsiyonu

saglanarak, HPLC-FLD cihazinda tayini gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1 Siit ve bebek mamasi 6rneklerinden MEL adsorpsiyonu sonuglari

Siit Bebek Mamasi
Ornek Bulunan % Bulunan %
(ng/mL) Adsorpsiyon  (pg/mL) Adsorpsiyon
1 0,18 89 0,26 50
2 0,25 72 2,90 66
3 0,51 88 0,64 88
4 0,25 88 0,45 27
5 0,18 89 N.D -
6 0,63 84 N.D -

Siit ve bebek mamasi drneklerinden, sentezlenen CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbenti
tizerine melaminin adsorpsiyonuna iliskin sonuglar Tablo 3.1°de verilmistir. UHT siit
orneklerinden melaminin adsorpsiyonu %72-89 oraninda basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Sade, hipoalerjenik, siitlii biskiivili, piringli siitlii gibi igerige
sahip bebek mamalarindan melamin adsorpsiyonu ise, %27-88 araliginda
gerceklestirilmistir.  Bu  oranlar, siit Ornekleri ile yapilan c¢alismalarla
karsilastirildiginda bebek mamalarindan melaminin adsorpsiyonun diisiik oldugu
gbzlenmistir. Calismalar sonucunda elde edilen verilere gore, sade bebek mamasi ile
yapilan deneylerde melamin adsorpsiyon degerinin en yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bebek mamasinin igerisine eklenen ilave besin maddeleri ile bebek
mamast matriksinin daha kompleks hale gelmesi nedeniyle melaminin
adsorpsiyonunda diisiisler gozlenmistir. Melaminin adsorpsiyonunda gergeklesen bu
diisiislerin, matriks etkisinden dolayr melaminin CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbenti ile

tam olarak etkilesime girememesi sonucunda yasandigi diisiiniilmektedir.
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Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’'ne gore melamin ve
yapisal analoglarinin maksimum kalinti limitleri (MRL) gidalar i¢in 2,5 mg/kg,
bebek formiilleri ve devam formiillerinin toz halde olanlar1 i¢in 1,0 mg/kg olarak
verilmistir (Tirk Gida Kodeksi, 2012). Yapilan c¢aligmalar sonucunda, siit
orneklerindeki melamin miktarinin yasal limitler igerisinde oldugu belirlenmistir.
Bebek mamalarinda ise, ¢aligilan alt1 bebek mamasi 6rneginden bir tanesinde yasal

limitleri asan oranda melamin varlig1 tespit edilmistir.

3.6. Yontemin Analitik Performans Parametrelerinin Belirlenmesi

Melamin tayininde kullanilmak tizere gelistirilen HPLC-FLD yo6nteminin analitik
performans parametreleri optimize edilen kosullar altinda siit ve bebek mamasi

ornekleri i¢in belirlenmis ve sonuglar Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2 HPLC-FLD yonteminin siit ve bebek mamasi kullanarak elde edilen analitik performans

parametreleri

Parametreler

Siit Bebek Mamasi
Kalibrasyon Esitligi y =749,17 x + 1379,6 y = 876,63 x -50875
Korelasyon Katsayis1 (R?) 0,999 0,998
Kalibrasyon Araligi (ug/mL) 0,025-0,2 0,125-1
LOD (pg/mL) 0,0049 0,0416
LOQ (pg/mL) 0,0150 0,1261

Melamin tayininde kullanilmak tizere gelistirilen yontem ile siit ve bebek mamasi
orneklerinden geri kazanim sonuglari Tablo 3.3’de verilmistir. Buna gore, siit
ornekleri i¢in geri kazanim oranlarmin %92,06-103,02 arasinda degistigi bebek
mamas1 Ornekleri i¢in ise, bu oranlarin %78,40-93,03 arasinda degistigi

belirlenmistir.
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Tablo 3.3 Siit ve bebek mamasi 6rneklerinden geri kazanim sonuglari

Ornek Eklenen Bulunan Geri kazanim RSD

(ng/mL) (ng/mL) (%) (%0)

0,6 0,71 92,06 0,10

Siit 0,8 0,97 99,50 0,09

1 1,21 103,02 0,34

0,6 0,68 78,40 0,16

Bebek 0.8 0,90 84,18 1,21
Mamasi

1 1,18 93,03 0,10

Siit ve bebek mamasi Orneklerinden melamin tayini i¢in optimize edilen
yontemden elde edilen tespit limiti (LOD), tayin limiti (LOQ) ve geri kazanim
degerlerinin rapor edilen diger kromatografik yontemlerle karsilastiriimasi Tablo

3.4’de verilmistir.

Stit ve siit {riinlerinden melaminin tayininde literatiirde yer alan diger
kromatografik yontemlerle gelistirilen yontem karsilastirildiginda, bu yontemin
duyarliligimin ve kesinliginin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak, siit
ve bebek mamasi 6rneklerine belirli konsantrasyonlarda (0,6, 0,8, 1 ng/mL) eklenen
standart melamin cozeltileri ile elde edilen geri kazanim oranlarn siit ve bebek
mamasi i¢in sirastyla %92,06-103,02 ve %78,40-93,03 araligindadir. Elde edilen bu
geri kazanim degerlerinin yilizde bagil standart sapma (% RSD) degeri gelistirilen
yonteminin kesinligini vermektedir ve siit ve bebek mamasi icin % RSD degeri
sirasiyla % 0,1-0,34 ve %0,1-1,21 araligindadir. Bu sonuglar, gelistirilen yontemin
siit ve bebek mamasi Orneklerindeki melamin tayini icin tekrarlanabilirliginin

oldukca yeterli oldugunu gostermektedir.
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Tablo 3.4 Siit ve bebek mamasindan melamin tayini i¢in literatiirde yer alan bazi kromatografik yontemler

GG

Analitik Metod Matrix (”;%?L) (;hg?n?L) Geri g/?);amm I?Oi)l)) Referans

Siit 0,005 0,015 92-103 0,09-0,34
HPLC-FLD Bebek Mamas 0,042 0,126 78-93 0,10-1,21 Bu cahsmada
HPLC-DAD/SPE St 18,00 60,00 85-99 2,30-3,70 Sun ve diger., 2010c
CE-DAD Stit 0,047 0,050 94-97 3,09-4,20 Chen ve Yan, 2009
CZE-DAD Siit 0,053 0,176 89-96 1,84-2,45 Xia ve diger., 2010
CZE-UV Stit 0,250 - 96-101 3,90-4,10 Meng ve diger., 2009
DPP-CV Siit 0,037 0,126 95 2,10 Yilmaz ve Yazar, 2012
GC-MS Stit 0,010 0,050 95-102 3,10-8,70 Xu ve diger., 2009
GC-MS Siit 0,010 - 85-99 4,70-5,50 Pan ve diger., 2013
HILIC-ESI/MS Siit 0,250 0,840 93-96 0,97-4,08 Xia ve diger., 2010b
LC-ESI-MS/MS Stit 0,025 0,050 102-107 3,00-6,10 Desmarchelier ve diger., 2009
PMME-LC-UV St 0,024 0,080 87-97 2,0-6,30 Peng ve diger., 2011
UV-Vis Spektrofotometre ~ Siit 0,040 0,120 92-99 5,26-8,18 Kumar ve diger., 2016

Siit 0,110 0,320 95-116 1,50 o .
HPLC-DAD Bebek Mamast 0,090 0,280 97-122 1 Filazi ve diger., 2012

Siit 0,030 0,090 98-101 1,80-3,60 .
HPLC-UV Bebek Mamast 0,060 0,180 89-02 1,20-2,70 Lutter ve diger., 2011
HPLC-DAD Siit ve Bebek Mamasi 0,200 1,000 81-83 - He ve diger., 2008
HPLC-UV Bebek Mamasi 0,100 0,200 97-101 <1,0 Venkatasami ve Sowa, 2010
LC-MS/MS Bebek Mamasi - 0,250 71-109 5,70-16,50 Turnipseed ve diger., 2008

HPLC-FLD: High-performance liquid chromatography with fluorescence detection, HPLC-DAD/SPE: High-performance liquid chromatography-diode array detection with solid-phase extraction, CE-DAD:
Capillary electrophoresis with diode array detector, CZE-DAD: Capillary zone electrophoresis with diode array detector, DPP-CV: Differential pulse polarography with cyclic voltammetry GC-MS: Gas
chromatography-mass spectrometry, HILIC-ESI/MS: Hydrophilic interaction liquid chromatography—electrospray mass spectrometry, LC-ESI-MS/MS: Liquid chromatography—electrospray ionization
tandem mass spectrometry, PMME: On-line polymer monolith microextraction coupled to high-performance liquid chromatography, LC-MS/MS: Liquid chromatography coupled with tandem mass

spectrometry.



BOLUM DORT
SONUCLAR

Bu calismada, kompleks matriksli gidalardan toksik melaminin uzaklastirilmasi
ve yliksek performansli sivi kromatografisi ile tayini Oncesi ekstraksiyonunda
kullanilmak tizere bir metal selat etkilesimlerine dayali yeni nesil immobilize metal

selat afinite sorbenti (IMAK) sentezlenmistir.

Toksik melaminin uzaklastirilmasi ve yliksek performansl sivi kromatografisi ile
tayini Oncesi ekstraksiyonunda kullanilmasi amaciyla sentezlenen CTS-p(HEMA)-
Cu?* IMAK sorbentinin karakterizasyonu fourier déniisiimlii infrared spektroskopisi
(FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM), termogravimetrik analiz (TGA) ve
sisme testi ile gergeklestirilmistir. Karakterizasyonu yapilan CTS-p(HEMA)-Cu?*
IMAK sorbenti iizerine melaminin adsorpsiyon kosullariin optimizasyonu amaciyla
amacityla pH, sorbent miktari, siire, baslangic melamin derisimi, sicaklik gibi

melamin adsorpsiyonunu etkileyebilecek parametreler calisiimistir.

Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda olduk¢a diisiik miktarda CTS-p(HEMA)-
Cu?" IMAK sorbenti ile (0,05 g sorbent) nétral pH araliginda 60 dakika gibi kisa bir
stirede ve oda kosullarinda (25°C) gram sorbent basina 275,38 pg melamin
adsorplanabilecegi belirlenmistir. CTS-p(HEMA)-Cu?* IMAK sorbenti iizerine
adsorplanan melaminin desorpsiyonu 0,01 M NH4Cl ¢6zeltisi kullanilarak % 90,53
oraninda gergeklestirilmis ve CTS-p(HEMA)-Cu?* IMAK sorbentinin melamin

adsorsiyonunda defalarca etkin bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.

Calismanin bir sonraki agsamasinda melamin i¢in optimum adsorpsiyon kosullari
saglanarak gelistirilen yontemin siit ve siit iirlinlerinden (siit ve bebek mamasi)
melaminin uzaklastirilmas: ve tayini Oncesi ekstraksiyonunda sentezlenen CTS-

P(HEMA)-Cu?* sorbentinin uygulanabilirligi calisiimistir. Gelistirilen ydntemin siit
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ve bebek mamas1 gibi kompleks gidalardaki melaminin MRL diizeyinde tayinine
olanak sagladig1 belirlenmistir. Ayrica sentezlenen CTS-p(HEMA)-Cu?* sorbenti ile
siit orneklerindeki melaminin %70-90 oraninda, mama orneklerindeki melaminin ise
%25-90 oraninda (matriks etkisi nedeniyle oran siite kiyasla diisiik)

uzaklastirilabilecegi goriilmektedir.

Tablo 3.3’¢ bakildiginda, siit ve bebek mamasi Orneklerinden HPLC-FLD
yontemiyle melamin tayininde geri kazanim oranlari siit ve bebek mamasi i¢in
sirayla %92,06-103,02 ve %78,40-93,03 arasinda degistigi goriilmektedir. Belirli
kosullar altinda elde edilen analiz sonuglarinin gercek degere olan yakinlhig
dogrulugu ifade eder ve bir analitik yontemin dogrulugu geri kazanim ¢aligmalari ile
belirlenir. Bu nedenle, siit ve bebek mamasi i¢in geri kazanim oranlar1 kabul

edilebilir limitler (%80-110) i¢indedir.

Calisilan kosullar altinda analit i¢in bulunan 06l¢lim sonuglarinin birbirine
yakinligr ise kesinlik olarak ifade edilmektedir ve geri kazanim degerlerinin
%RSD’lerine bakildiginda ise siit ve bebek mamasi i¢in sirasiyla <0,34 ve <1,21

olarak bulunmustur.

Bir analitik yontemin gecerli olabilmesi i¢in geri kazanim oranlari %80-110
arasinda olmasi gerekmektedir (Wood, Nilsson, ve Wallin, 1998). Dolayisiyla bu
caligmayla gelistirilen yontemin geri kazanim oranlar1 kabul edilebilir limitler (%80-
110) araligindadir. Ayrica, Tablo 3.4 incelendiginde %RSD oranlarinin literatiirdeki
birgok c¢alismadan daha diisiik oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla gelistirilen
yontemin kesinliginin daha yiiksek oldugu sdylenebilir. Ayrica bu caligmayla
gelistirilen yontemin gercek orneklerdeki LOD ve LOQ degerleri de literatiirdeki
bircok ¢alismaya kiyasla daha diisiiktiir (Tablo 3.4). Bu durumda bu yontemin siit ve
bebek mamast gibi kompleks gida 6rneklerindeki melaminin yiliksek dogruluk ve

kesinlikte, tekrarlanabilir tayini amaciyla kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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