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Aflatoksinler, Aspergillus cinsi kiifler tarafindan iiretilen potansiyel toksik, kanserojen
sekonder metabolitlerdir. Aflatoksin M1 (AFM1) B1’in hidroksillenmis tiirevidir ve
kontamine olmus besin ile birlikte emziren insan ve hayvanlarimn siitlerine gegmektedir.
Dondurma, kurutma, fermantasyon, ve pastorizasyon gibi islemler ile AFM1 miktari
azaltilamamaktadir, dolayisiyla tespiti ¢ok onemlidir. AFM1 analizinde yiiksek miktarda
toksik organik ¢oziicii ve maliyetli immunoaffinite kolon kullanilmaktadir. Bu tez
caligmasinda ayirict kolon kullanimi gerektirmeyen ve organik ¢6ziicli yerine yeni nesil
yesil ¢oziiciiler olan Derin Otektik Céziiciiler (Deep Eutectic Solvents, DES) kullanildig:
ultrasonik dalga destekli dagitict sivi-sivi mikroektraksiyon (UDD-DSSME) yontemi
gelistirilmistir. Bu amacla literatiirde daha once incelenmemis olan farkli tiirde mentol
bazli DES’ler incelenmis ve en iyi sonu¢ mentol:hekzanoik asit (1:1) ile elde edilmistir.
Mikroekstraksiyon iizerinde etkili olan parametreler olan DES hacmi, vorteks siiresi,
ultrasonik dalga siiresi gibi paramatrelerin geri kazanim verimi (ER) lizerine etkileri
incelenerek deneysel tasarimda kullanilacak seviye araliklari belirlenmistir. Merkezi
Kompozit tasarimda faktorler sicaklik, DES hacmi ve ultasonik dalga siiresi olarak
belirlenmis ve cevap olarak zenginlestirme faktorii (EF) incelenmistir. ANOVA analizi
sonucunda cevabi en iyi ifade eden denklemin ikinci dereceden polinom oldugu
belirlenmistir (R?=0.9863). Optimum kosullar DES miktar1 207.18 uL, ekstraksiyon
stiresi 7.98 dk, sicaklik 52°C olarak belirlenmis ve bu kosullarda EF 10.22 + 0.31 ER
degeri ise %99.43 + 2.53 olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontemin tespit limiti (LOD)
0.0038 ppb, olgiim limiti (LOQ) 0.0127 ppb, lineer araligi 0.0127-0.5 ppb ve
tekrarlanabilirlik bagil standart sapmasi (RSD) %1.90 olarak belirlenmistir. Gelistirilen
yonteminin kantitatif 6zelliklerinin geleneksel yontem ve literatiir ile kiyaslanabilir ve
uygun oldugu belirlenmistir.
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Anahtar Kelimeler: Aflatoksin M1, peynir, ultrasonik dalga, derin 6tektik ¢oziiciiler,
s1vi-s1vi mikroekstraksiyon, optimizasyon



ABSTRACT
Master Thesis

DETERMINATION OF AFLATOXIN AMOUNT IN CHEESE BY THE
OPTIMISATION OF GREEN SOLVENT AND ULTRASOUND-ASSISTED
DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION

Saadet BOZKAYA

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. A. Ezgi UNLU BUYUKTOPCU

Aflatoxins are potentially toxic, carcinogenic secondary metabolites produced by molds
of the Aspergillus genus. Aflatoxin M1 (AFM1) is the hydroxylated derivative of B1 and
passes into the milk of lactating humans and animals along with contaminated food. The
amount of AFML1 can’t be reduced by processes such as freezing, drying, fermentation,
and pasteurization, so its detection is crucial. AFM1 analysis requires high amount of
organic solvent and high cost immunoaffinity column. In this study, ultrasonic wave-
assisted dispersive liquid-liquid microextraction (UDD-DSSME) method was developed,
which does not require the use of a separation column, additionally, new generation green
solvents, as Deep Eutectic Solvents (DES) are used instead of toxic organic solvents. For
this purpose, different types of menthol-based DESs were invesitgated for the first time
and the best results were obtained with menthol:hexanoic acid (1:1). The effects of
parameters such as DES volume, vortex time, ultrasound time were examined and the
factor levels of the experimental design were determined. The factors of the Central
Composite design, were determined as temperature, DES volume and ultrasound time and
the enrichment factor (EF) was examined as response. ANOVA analysis showed that
second-order polynomial (R2 = 0.9863) expressed the reslts best. Optimum conditions
were determined as DES amount 207.18 ul, extraction time 7.98 min, temperature 52°C,
and under these conditions, EF was determined as 10.22 + 0.31 and ER value was
determined as 99.43 + 2.53 %. The limit of detection (LOD) of the developed method was
determined as 0.0038 ppb, the limit of quantification (LOQ) was 0.0127 ppb, the linear
range was 0.0127-0.5 ppb, and the repeatability relative standard deviation (RSD) was
determined as 1.90%. The quantitative features of the developed method were forund to
be comparable and compatible to the traditional method and the literature.

December 2024, 65 pages

Key Words: Aflatoxin M1, cheese, ultrasonic wave, deep eutectic solvents, liquid-liquid
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1. GIRIS

Kiifler; gidalarda ve yemlerde siklikla goriilen, yerlestikleri iriin {izerinde gelisimlerini
tamamladiktan  sonra  ¢esitli  sekonder  metabolitler  iiretmeye  baslayan
mikroorganizmalardir. Kiifler tarafindan {retilen sekonder metabolitler olan
antibiyotikler insan saglig i¢in faydali olmakla birlikte yine kiifler tarafindan, uygun
sicaklik ve nem ortaminda, mikotoksin adi verilen sagliga zararli toksinler de iretilir.
Mikotoksinler kontamine olduklar1 besinler ve yemler vasitasiyla insan ve hayvan

sagligini tehdit etmektedirler (Miiller 1986, Reiss 1998, Akgelik vd. 2000).

Mikotoksinler canlilarda kanserojenik, teratojenik, mutajenik ya da toksik etkilere yol
acarlar (Van Egmond ve Paulsch 1986). Mikotoksinlerin toksikolojik olarak en biiyiik
Onemi, canlilarda akut veya kronik zehirlenmelere neden olmalaridir. Mikotoksin igeren
yemle beslenen hayvanlardan elde edilen hayvansal gidalar, toksinlerin insanlara

gegmesine yol agmaktadir (Herrman 2002, Sener ve Yildirim 2000).

Mikotoksinlerin yiiksek dozda viicuda alinmasi sonucunda akut toksik etki nedeniyle kisa
stirede 6liime kadar varabilen agir hastaliklar gelisebilir veya mikotoksinlere uzun stireli
diisiik dozda maruziyet sebebiyle basta kronik organ hastaliklar1 olmak tizere bagisiklik
sistemi ile ilgili bozukluklar beraberinde gebelikte kusurlu veya eksik organ olusumu gibi
rahatsizliklar goriilebilir. (Akgelik vd. 2000, Gilbert 2002, Ozcelik vd. 2003). Aflatoksin
B1’in 1 ppb diizeyindeki miktarinin viicuda alinmasi karacigerde tiimor olugmasi igin

yeterlidir (Timbrell 1989).

Mikotoksinler genel olarak yiiksek sicakliklara direnglidirler. Baz1 mikotoksinler miseller
icerisinde birikmekteyken birgogu misel iginden substrat yiizeyine dogru yayilmis
durumdadir. Bu nedenle kiiflenmis gidalar ve yemlerden misellerin uzaklastirilmasi,

urinde bulunan mikotoksin tehlikesini ortadan kaldirmaz.

1960’11 yillarda, agiz yoluyla alindiginda canlida gii¢lii bir toksik etki gosteren ve bunun

yaninda kanserojen bir metabolit olan aflatoksinin kesfedilmesiyle birlikte toksik etkiye



neden olan sekonder metabolitler {izerinde sayisiz arastirma yapilmistir. Bu ¢aligsmalar
neticesinde mikotoksin sentezleyebilen 350 tiir tanimlanmis olmakla birlikte, binlerce
fungus tiirii ile yapilan ¢alismalar géstermistir ki kiiflerin biiylik cogunlugu mikotoksin
olusturamamaktadir. En ¢ok mikotoksin iireten tiirlere bakildiginda agirlikli olarak
Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsleri dikkat ¢cekmektedir. Bu kiiflerin meydana
getirdigi mikotoksin sayist 100 civarindadir (Miiller 1986, Reiss 1998, Akgelik vd. 2000).

Gidalarda bulunmasit muhtemel olan aflatoksinler toplumsal saglig1 tehdit etmektedir.
Gelismis tilkeler, saglik lizerindeki riskleri en aza indirmek i¢in, kendi kosullarina bagli
olarak gidalarda bulunmasina izin verilen en yiiksek aflatoksin limitlerini belirlemislerdir
(Creepy 2002, Waters VICAM). Mikotoksinler 1sil islemlerden etkilenmemektedir,
dolayisiyla bagli basina aflatoksin igeren gidalarin yaninda aflatoksin ile kontamine olmus
hayvanlardan elde edilen siit kullanilarak {iretilen siit iiriinleri ve peynirlerde de aflatoksin
bulunmaktadir. (Orug 2003). Gidalar ve hayvan yemleri ile ilgili olarak 1995 yilinda 77
tilkede bagslatilan mikotoksin limitlerindeki diizenleme, Avrupa Birligi tarafindan 1998
yilinda tahillar, siitler, findik ve kuru meyveler gibi yaygin sekilde tiiketilen gidalarda
toplam aflatoksin ve AFMI miktar1 ic¢in kritik limitler belirlenmesiyle resmiyet

kazanmstir (Celik 2010).

Aflatoksinler i¢in belirlenen tespit limitleri ve yapilan yasal diizenlemeler yiiksek
hassasiyetli ¢alismalar gerektirdiginden, aflatoksinlerin tespitine yonelik gergeklestirilen
arastirmalar 6nem kazanmaktadir. Analiz i¢in gelistirilen yontemler ince tabaka
kromatografisi, sivi kromatografi, gaz kromatografisi ve bu yoOntemlerin kiitle
spektroskopisi ile birlestirilen uygulamalari, kapiler elektroforez ve ELISA yontemleridir
ancak HPLC cihazi ile yapilan sivi kromatografisi analizinin hassasiyeti diger yontemlere
gore daha yiiksektir (Miklos vd. 2020). Kromatografik yontemlerin kiitle dedektorii ile
beraber kullanildig1 uygulamalarda daha diisiik 6l¢lim limitlerine inilebilmekle birlikte
yiiksek analiz maliyeti ve donanimli teknik personel ihtiyaci nedeniyle bu yontemlerin
kullanimui siklikla tercih edilmemektedir (Kanik, 2018). Bu sebeplerden 6tiirii giintimiizde

aflatoksinlerin tespiti i¢in Oncelikle HPLC cihazlar1 tercih edilmektedir.



Analitik cihazlar ¢ogunlukla gercek ornek ortaminda 6n islemler olmaksizin analizi
gerceklestirmede yetersiz kalmaktadirlar. Bu sebeple aranan analitin 6rnek ortamindan
cekilmesi ve zenginlestirilmesi maksadiyla ¢ogunlukla numunenin 6n islemlere tabii
tutulmas1 gerekmektedir (Sarafraz-Yazdi ve Amiri 2010). Bu amagla uygulanan
yontemler c¢oktiirme, sivi sivi ekstraksiyon (LLE), kati faz ekstraksiyon (SPE),
bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu (CPE), dagitict kati faz ekstraksiyon (DSPE)
yontemleridir. Onzenginlestirme yontemleri aranan analitin 6rnek igerisinden bir tasiyici
faza aktarilmasi prensibine dayanmaktadir ancak bu yontemlerin zenginlestirme faktori
degerlerinin diisiik olmasi, analiz siiresinin uzun olmasi, harcanan ¢6ziicli miktarinin
yiiksek olmasi, geri kazanim oraninin diisiikk olmasi, tespit ve ol¢tim limitlerinin yiiksek
olmasi, ilk yatirim ve analiz maliyetinin yiiksek olmasi gibi dezavatajlar1 bulunmaktadir.
Arastirmacilar gelistirdikleri yontemlerle mevcut dezavantajlar1 en aza indirmeyi

hedeflemektedirler.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Aflatoksinler

Mikotoksinler gidalarda ve yemlerde dogal yollarla kolaylikla olusabildikleri ve yiiksek
toksik etkilere sahip olduklar1 i¢in son yillarin 6nemli bir arastirma konusudur (Goyal

2005).

Aflatoksinler mikotoksinler arasinda bilinen en yiiksek kanserojen etkiye sahip ve en
toksik gruptur (Pittet 1998). Aflatoksinler Aspergillus tiiriine ait olan Aspergillus flavus
ve Aspergillus parasiticus’un irettigi potansiyel olarak toksik ve ayni zamanda
kanserojen sekonder metabolitlerdir (Wood 1991). Ekinler bu kiifler tarafindan hasat
oncesinde, hasat sonrasi depolama asamasinda veya ekinlerin iglenmesi sirasinda
kontamine olurlar. Bulunduklar1 ortamda 24-35 °C sicaklik olmasi ve %7 civarinda nem
icerigi bulunmasi, aflatoksinlerin ¢ogalmasi i¢in yeterlidir (Domijan ve Peraica 2010).
Aflatoksinlerin en sik goriildigii gidalar kirmizibiber, misir, antep fistii, findik,
karabiber, yer fistig1, arpa, bugday, yulaf olmasinin yaninda siit ve siit iirlinleri ile sakatat

gibi hayvansal gidalarda da goriilmektedirler (Akgelik vd. 2000, Lagana vd. 2005).

Aflatoksinler dihidro furfuran igeren kumarinler olarak tanimlanir ve 17 tiirevinden M1
ile M2 yaninda B1, B2, G1 ve G2 6ne ¢ikmaktadir (Sekil 2.1)’ dir. Aflatoksinler arasinda
en toksik olan1 Aflatoksin B1’dir (Domijan ve Peraica 2010).

AFM1 ve AFM2, Aflatoksin B1 ve Aflatoksin B2’nin hidroksillenmis tiirevleridir.
AFM1 ve AFM2 hayvanlarin da insanlarin da siitlerine gecer. Siit veren ineklerin
Aflatoksin B1 ihtiva eden yemlerle beslenmeleri neticesinde inekler Aflatoksin B1 ile
kontamine olmaktadir. Yemlerle birlikte ineklerin viicuduna bulasan Aflatoksin B1’in bir
kismi1 hayvanin karacigerinde metabolik faaliyetler sonucu Aflatoksin M1’e
doniistiiriilerek siit bezleri vasitasiyla siite Aflatoksin M1 olarak salgilanmaktadirlar. Bu
kontamine olmus siitten elde edilen siit iirinleri de Aflatoksin M1 ile kontamine

olmaktadirlar (Domijan ve Peraica 2010).



Aflatoksinler kloroformda, metanolde ve ¢ok sayida organik ¢oziicii igerisinde tamamen
¢cozlinirken su igerisindeki c¢oziniirliikkleri oldukg¢a diisiiktiir (10 ila 30 pg/mL).
Aflatoksinler hayvan yemlerinde ve gidalarda kararlidirlar. Oksijen varliginda, 3’ten
diisiik ve 10°dan yiiksek pH ortamlarinda, UV 1s181ina maruz birakildiklarinda hizlica
deaktive olurlar (Groopman ve Kensler 1988, Stoloff 1977).
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Sekil 2.1 Aflatoksin molekiillerinin yapisi

Canlilarda maruz kalinan mikotoksin dozuna bagli olarak gelisen iki farkli etkiden s6z
edilebilir. Birincisi mikotoksinlerin yliksek dozda alinmasinin ardindan akut toksik etki
meydana gelmesi ile kisa siirede agir hastaliklarin gelismesi ya da Oliimiin
gerceklesmesidir. Ikinci etki ise mikotoksinlerin diisiik dozda uzun siire alinmasiyla
karaciger, bobrek gibi kronik organ hastaliklari ile bagisiklik sistemi bozukluklari,
kusurlu ve eksik organ olusumlar: gibi bozukluklarin goriilmesidir (Akgelik vd. 2000,

Gilbert 2002, Ozgelik vd. 2003).

Aflatoksinler bilinen en gii¢lii karaciger karsinojeni olup Aflatoksi B1 halinde diyette
bulunan 1 ppb diizeyindeki miktar1 karacigerde timor olusmasi igin yeterlidir (Timbrell
1989). Aflatoksinler insanlarda ve hayvanlarda teratojenik, karsinojenik, nefrotoksik,

mutajenik, bagisiklik sisteminin zayiflamas1 ve verimde diisme gibi etkilere neden



olmaktadirlar (FAO 1989, Castecnaro ve Gregor 1998). Sogukta muhafaza etme,
dondurma, 1s1l islem uygulama, fermente etme, konsantre etme, pastdrize etme ve
kurutma islemleri AFM1 miktarin1 degistirmemektedir, dolayisiyla kontamine olmus siit
kullanilarak iiretilen siit iirlinlerinde ve peynirlerde AFM1 bulunmaktadir ve tespiti biiylik

onem tagsimaktadir. (Orug 2003).

2.2 Siit ve Siit Uriinlerinde Aflatoksin

Siitiin beslenmedeki 6nemi her gegen giin artmaktadir. Giincel beslenme piramidinde de
en sik tiiketilmesi gereken besin grubu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sadece siit degil,
siit tirlinleri de benzer besin degerine sahip olup, siit iirlinlerinin tiiketim miktar1 ve
tilketim sekli toplumlara gore degisiklik gostermektedir (Tarak¢1 vd. 2015). Siit ve siit
tirtinleri, aflatoksini canlilara tasiyan en 6nemli gida grubu oldugu disiiniilmektedir
(Stoloff 1975). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verileri géz Oniine
alindiginda  diinyada dokuz, Avrupa'da iiglincii biiyiik siit tireten iilke Tiirkiye’ dir.
Uretilen bu siitiin kalitesinin yiiksek olmas, siitten iiretilmis olan peynirlerin kalitesini

etkilemektedir.

Peynir, diinya ¢apinda ¢ok cesitli tat ve sekillerde iiretilen fermente bir siit liriintidiir ve
diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de en sik tiiketilen siit iiriinlerindendir. Ilk etapta sadece
siit bilesenlerini korumanin bir yolu olarak ortaya cikan peynir, son derece besleyici
olmasinin yan sira, epik niteliklere sahip olusu nedeniyle kiymetli bir mutfak {irtinii

haline gelmistir (Fox 1993).

Anne siitli veya ticari siitler ile siit Grinlerinde bulunma potansiyeli yiiksek olan AFM1
toplumsal saglik bakimindan ciddi riskler barindirmaktadir. Bu riskleri azaltmak igin
gelismis tlkeler, siit ve siit triinlerinde bulunmasina izin verilen en yiikksek AFM1
limitlerini belirlemislerdir. Belirlenen kritik limitler tilkelerin kosullarina bagl olarak
degismektedir (Cizelge 2.1) (Creepy 2002, Waters VICAM). 1995 yilinda 77 tilkede,
gidalar ve hayvan yemleri ile ilgili olarak mikotoksin limitlerinde diizenleme yapilmustir.
Avrupa Birligi tarafindan 1998 yilinda tahillar, siitler, findik ve kuru meyveler gibi yaygin
sekilde tiiketilen gidalarda toplam aflatoksin ve AFM1 miktart igin kritik limitler



belirlenmistir. Bu limit degerler, iriinlerle ilgili olarak standard gerekliliklerini
karsilamak ve uluslararasi arenada ticari girisimleri kontrol altinda tutmak amaciyla

belirlenmistir (Celik 2010)

Mikotoksin limit seviyeleri ile ilgili olarak tiim Avrupa tlkeleri ile Amerika Birlesik
Devletleri, baz1 Latin Amerika, Asya ve Afrika {ilkelerinde uygulanmakta olan
regiilasyonlarin giincel bilgileri online olarak takip edilebilmektedir (Waters VICAM
2024).

Ulkemizde siitler ve siit iiriinleri ile ilgili olarak getirilen yasal diizenlemelerde; ¢ig siitler,
1s1l islem gormiis siitler ve siit esasli tirtinlerin imalatinda kullanilan siitlerde bulunmasina
izin verilen en yiikksek AFM1 miktar1 0,05 pg/kg olarak belirlenmistir. Bunun yaninda
bebek formiilii ile devam formiillerinde, tarifine gore hazirlanmis veya tiiketilmeye hazir
son lirlinde bulunmasina izin verilen en yiiksek AFM1 miktar1 0,025 pg/kg olarak
belirlenmistir (Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi, 2023).

Cizelge 2.1 Bazi iilkelerde AFM1 limitleri (Waters VICAM 2024)

Ulke Gida AFML1 (ppb)
ABD St 0,50
Almanya Siit 0,05
Avusturya Siit 0,05
Peynir 0,25
Siit (Cocuklar igin) 0,01
Belcika Stit 0,05
Bulgaristan Siit 0,50
Cekoslavakya Siit (Yetigkinler i¢in) 0,50
Siit (Cocuklar i¢in) 0,10
Fransa Siit (Yetiskinler i¢in) 0,05
Siit (Cocuklar igin) 0,03
Hollanda Siit ve Siittozu 0,05
Peynir 0,20
Tereyag 0,02
Isveg Siit 0,05




Diinyada binden fazla peynir ¢esidi oldugu bildirilmis olmakla birlikte tanimlanabilen
400-500 arasinda peynir ¢esidi bulunmaktadir (Fox 1993).

Tiirkiye’ de en yiiksek miktarda iiretilmekte olan ticari peynirler, beyaz, kasar ve tulum
peyniridir (Tarak¢1 vd. 2015). Ulkemizde iiretilen peynirlerin %85 ile %89’unu beyaz,
kasar ve tulum peyniri; geriye kalan %11 ile %15’ lik kismini ise farkli gesitlerdeki yore
peynirleri olusturmaktadir (Tekinsen, 2003). Ulkemizde peynir iiretimi 2020 yilinda
767.000 ton, 2021 yilinda 763.000 ton, 2022 yilinda 703.000 ton ve 2023 yilinda 771.000
ton seklinde gergeklesmistir. Ulkemiz, peynir iiretimi bakimindan diinya siralamasinda
ilk 5 igerisinde bulunmaktadir (TUIK, 2024). Ulkemizde iiretilen peynirlerde

bulunmasina izin verilen AFM1 ig¢in st limit degerleri Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2 Peynir gesitleri i¢in tist sinir AFM1 degerleri (TSE Standard.Net, 2024)

Peynir  Beyaz Kasar Hellim Eritme Otlu Gravyer  Tulum Lor
Cesidi TS591 TS3272 TS12513 TS2176 TS13205 TS2174 TS3001 TS 13358

AFM1
(ng/kg)

0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

2.3 Aflatoksin M1 Ayirma, Deristirme ve Analiz Yontemleri

Aflatoksin analizi i¢in ince tabaka kromatografisi (Fallah 2010), sivi kromatografisi
(Huang vd. 2014), gaz kromatografisi ve bu yontemlerin kiitle spektroskopisi ile
birlestirilen uygulamalari, kapiler elektroforez, ELISA yontemleri kullanilmaktadir ancak
HPLC ile yapilan s1vi kromatografisi analizinin hassasiyeti diger yontemlere gore daha
yiiksektir (Miklos vd. 2020). Kromatografik cihazlarin kiitle dedektorii ile beraber
kullanildig1 uygulamalar sayesinde daha diisiik tespit limitlerine inilebilmektedir (Kanik,

2018).

HPLC metodu aflatoksinlerin belirlenmesinde diinyada en yaygin olarak kullanilan
yontemdir. HPLC’nin yanisira MS ile kromatografi tekniklerinin (LC-MS/MS gibi)
birlikte kullanilmasi aflatoksinler i¢in Ol¢giim limitini diisiiren ve on plana c¢ikan

yontemlerdendir. Son yillarda, bir¢ok matriks grubunda 6zellikle ¢oklu mikotoksinlerin



bir arada tayin edildigi durumlarda LC-MS/MS kullanimi yaygin hale gelmistir. Bununla
birlikte, yliksek maliyet ve donanimli teknik personel ihtiyact nedeniyle bu yontemin
kullannmi kisith kalmistir (Kanik, 2018). HPLC ve LC-MS/MS yontemleri 6l¢tim
limitlerinin diistikligi, elde edilen geri kazanim oranlarmin yiiksekligi ve metot

dogruluklari agisindan diger yontemler arasindan rahatlikla siyrilmaktadir.

Siit ve siit tirtinlerinde AFM1 analizi i¢in herhangi bir tiirevlendirme basamagina ihtiyag
duyulmamakta olup floresans dedektor kullanilarak HPLC ile yeterli hassasiyette
analizlenebilmektedir (Miklos vd. 2020). Gelistirilmis hassas analiz yOntemleri
bulunmasina karsin, analitik cihazlar ¢ogu durumda gercek Ornek ortaminda analizi
gerceklestirmede basarisiz olmaktadir. Bundan dolay1 6rneklem igerisinden aranan analiti
ayirma ve zenginlestirme maksadiyla ¢cogunlukla numunenin 6n uygulamalara tabii
tutulmas1 gereckmektedir. (Sarafraz-Yazdi ve Amiri 2010) Benzer sekilde AFM1
analizlenmeden once diger maddelerin potansiyel etkilesimlerini engellemek ve analitin
On deristirme islemi i¢in ornege Onislem uygulanmasi gerekmektedir. Bu Oniglemlerin
amact analitlerin numuneden c¢ekilebilmesi ve zenginlestirilmesidir. Bu amagcla
cogunlukla c¢oktiirme, sivi sivi ekstraksiyon (LLE), kati faz ekstraksiyon (SPE),
bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu (CPE), dagitict kati faz ekstraksiyon (DSPE)

uygulanmaktadir.

Bu Onzenginlestirme yontemlerinin temeli, analitin 6rnek igerisinden bir tastyic1 faza
aktarilmasi temeline dayanir. Ancak bu yontemlerin dezavantaji zenginlestirme faktorii
degerlerinin diisiik olmasi, siirenin ¢ok uzun olmasi, ¢oziicii miktarinin litrelerce olmasi
gibi durumlardir. Bu dezavantajlarin ortadan kaldirilmasi gerceklestirilen calismalar
sonucunda alternatif yontem olarak dagitict sivi sivi mikroekstraksiyon (DSSME)

yontemi tercih edilmeye baslanmistir.

2.4 Dagitic1 S1vi-Sivi Mikroekstraksiyon

DSSME, sivi ¢ozelti iginde bulunan ve c¢ok az miktarda bulunan analitlerin
zenginlestirilmesi amaciyla kullanilan, kolay ve etkin bir yontemdir. Yontemin amaci,

stv1 igerisinde kompleks halde bulunan analitin, diisiik miktarda ekstraksiyon ¢oziiciisii



kullanilarak, ayr bir faza gecirilmesidir (Elyas, 2011). Maliyeti diislik, zenginlestirme
faktorii yiiksek bir yontemdir (Akdogan, 2011).

Dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyon Rezaee vd tarafindan 2006 yilinda gelistirilmistir.
Yontemde ticlii ¢oziicii sistemi kullanilmaktadir. Bu ¢oziicliler ekstraksiyon ¢oziiciisii,
dagitict ¢Oziicli ve analiti igeren sulu ¢dzeltidir. Dagitict ¢oziicliniin her iki ¢oziicii ile
karisabilir olmasi gerekmektedir (Tabaraki ve Heidarizadi 2019). Dagitici ¢oziicii olarak
metanol, etanol ve aseton benzeri ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii
olarak ise kloroform, klorobenzen, bromobenzen gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Sulu
numune ve ekstraksiyon ¢oziiciisii iceren ortama dagitici ¢oziicii eklendiginde bulanik bir
¢ozelti olusur. Ekstraksiyon ¢oziiciisii kiicliik damlaciklar halinde sulu faz i¢inde dagilir
ve iki fazin temas: artirilarak kiitle aktariminin verimli bir sekilde gerceklestirilmesi
saglanir (Tabaraki ve Heidarizadi 2019). Yiiksek zenginlestirme faktorii degerlerine
ulagilabilmesi i¢in ekstraksiyon ¢doziiciisii ve dagitici ¢oziicliniin  se¢imi  Onem
tagimaktadir. Bu coziiciilerin hacimlerinin oranlarinin iyi ayarlanmasi gerekmektedir.
Ayrica drnege eklenen tuz miktar1 ve 6rnegin pH degeri de ekstraksiyon agisindan 6nemli
parametrelerdir. YOntemin en 6nemli avantaji mikro diizeydeki damlaciklarin sagladig:
yiiksek temas ylizeyidir. Diger avantajlar1 arasinda yiiksek hiz, diisiik maliyet, islem
kolayligi, yiiksek ekstraksiyon geri kazanim ile ¢oziicii ve analit miktarinin az olmasi

siralanabilir (Mei vd. 2019).

Yontemin esasi, analitin iginde bulundugu sulu ¢ozelti igerisine dagitict ¢ozelti ve
ekstraksiyon ¢ozeltisinin hizla enjekte edilmesine dayanmaktadir. Enjeksiyondan sonra,
ekstraksiyon ¢oziiclisi 6rnek iginde kii¢iik damlaciklar halinde partikiiller olusturur. Bu
basamakta ¢ozelti icerisinde bulutlanmalar gozlemlenir. DSSME yonteminde
ekstraksiyon ¢oziiclisiiniin sulu ¢ozelti icerisinde gozle goriilebilir diizeyde belirgin
sekilde damlacik ve partikiiller olusturmasinda, dagitici ¢6ziiciliniin etkisi biiyiiktiir. Bu
asamada cok hizli dengeye ulasilir ¢ilinkii ekstraksiyon ¢oziiciisii ve sulu ¢ozelti ¢ok
biiyiik yiizey alani ile birbirleriyle etkilesmektedirler. Y ontemde ekstraksiyon ¢ozeltisinin
sulu ¢ozelti i¢inde dagilmasiyla hidrofobik maddeler zenginlestirilmis olur. Elde edilen
¢ozelti santrifiij edildiginde ayrisan damlaciklar, santrifiij tlipliniin tabaninda birikir.

Dipte toplanan ekstraksiyon ¢oziiciisii, mikro enjektor yardimiyla, toplam ¢ozeltiden
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ayrildiktan sonra analiz edilir. Bazi uygulamalarda ise analiti iceren faz toplam ¢6zeltiden
ayrildiktan sonra ¢oziiciisli buharlastirilir ve uygun bir ¢6ziicii vasitasiyla seyreltildikten

sonra analiz edilir. (Elyas, 2011).

DSSME yo6ntemi i¢in 6nemli olan basamaklar agsagida 6zetlenmistir:

Ekstraksiyon_c¢oziiciisiiniin_secimi: DSSME yonteminin optimize edilmesi esnasinda

incelenen en etkili degisken, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin se¢cimidir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii
olarak; sudan daha yiiksek yogunluga, yiiksek ekstraksiyon kapasitesine sahip ve analiz
asamasinda uyumluluk gdsteren sivilar secilir. Bunlar arasinda klorobenzen, kloroform,
karbon tetrakloriir, tetrakloroetilen ve benzeri halojenli hidrokarbonlar kullanilmaktadir

(Kartal, 2012).

Dagnci_¢oziiciiniin_secimi: Dagitict ¢oziiciiniin hem sulu fazda hem de ekstraksiyon

¢oziiciisii icerisinde karisma o6zelligi olmalidir. Iki fazda da dagilabilen dagitict
¢Oziiciiniin su ve ekstraksiyon ¢oziiciisii ile karisim halindeyken bulutsu bir goriintiide

olmasi gerekir.

Ekstraksiyon verimi, sulu fazla ekstraksiyon ¢oziiclisii arasinda kalan yiizeyin
biiyiikliigiine gore degiskenlik gostermektedir. Dagitic1 ¢oziicii varliginda ekstraksiyon
veriminde artis gozlenir. Dagitic1 ¢oziicii olarak siklikla metanol, etanol, asetonitril,

aseton ve tetrahidrofuran tercih edilir.

Ekstraksiyon_coziiciisii_hacminin_belirlenmesi: Bu parametre zenginlestirme faktori

EF’yi direkt olarak etkiler. Ekstraksiyon ¢oziiclisii miktarindaki artig, santrifiijden sonra
elde edilen organik faz miktarinda artisa neden olacagindan, ekstraksiyon ¢oziiciisii
hacmi arttikga zenginlestirme faktoriinde diisiis goriilmektedir. Bundan dolay1
ekstraksiyon ¢oziiclisi miktarini miimkiin oldugunca diisiik tutmak, zenginlestirme

faktoriinilin ylikselmesini saglar ve aranan analitin belirlenmesindeki hassasiyeti artirir.
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Dagitici ¢oziiciiniin hacminin belirlenmesi: Dagitici ¢oziicliniin miktari, olusan bulutsu

¢ozeltinin miktarin1 etkiler. Dagitict ¢oziicii, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu fazda
dagiliminda 6nemli bir etkiye sahiptir ve bu sayede ekstraksiyon verimini ciddi derecede
etkiler. Bulutsu ¢ozeltinin kalitesi; dagitici ¢oziiciiniin, sulu fazin ve ekstraksiyon

¢Oziiclislinlin miktarlar1 ile dogrudan iligkilidir. (Akdogan, 2011).

Ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi: Dagitic1 ¢oziicli ve ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin bir

araya gelip bulutsu yapiyr olusturmasindan, santrifiij yardimiyla tekrar birbirinden
ayrilmalarina kadar gecen siire ekstraksiyon siiresidir. Bu asamada ekstraksiyon ¢oziiciisii
ile sulu faz arasinda oldukga biiyiik bir etkilesim alani olusmaktadir. Bu sayede analitler
hizla sulu fazdan ekstraksiyon ¢oziiciisii fazina gecis yapar (Rezaee ve dig., 2010). Bu
yontemde sistem kolaylikla dengeye gelir, bunun sonucu olarak ekstraksiyon ¢ok hizli
sekilde gerceklesir. DSSME yonteminin en ¢ok dikkat ¢ceken yani, ekstraksiyonun ¢ok
hizli gergeklesmesidir. Bunlarin yaninda DSSME tekniginde ekstraksiyon verimi,
analitin pH’indan ve 6rnek ¢ozeltisinin iyonik dagilimindan da etkilenmektedir (Zang ve

dig., 2009).

2.5 Derin Otektik Céziiciiler ve Dagitic1 Stvi-Sivi Mikroekstraksiyonu

DSSME yonteminde organik ¢oziicii kullanimi bir adet analiz i¢in olduk¢a az olmasina
ragmen, mikro diizeydeki organik c¢Oziicii hacimlerinin binlerce 6rnegin analizinde
kullanilma durumunda g6z ardi edilemeyecek diizeylere ulagsmasi nedeniyle gliniimiizde

arastirmacilar organik ¢dziiciilerin elimine edilmesine yonelik arastirmalar yapmaktadir.

Bu arastirmalarda goze carpan ¢oziiciiler arasinda yeni nesil yesil ¢oziiciiler olan Derin
Otektik Coziiciiler (Deep Eutectic Solvent, DES) yer almaktadir. Derin Otektik Coziiciiler
(DES), iyonik sivilarla benzer karakteristik ve fiziksel 6zellikler gostermeleri sebebiyle
iyonik stvilarin yeni bir sinifi olarak kabul edilmektedir. Iyonik sivilar, organik katyon ve
anyonun birlesiminden olusan genellikle oda sicakliginda sivi formda olan, diisiik erime
noktasina (<100°C) sahip tuzlar olarak tanimlanmistir (Abbott vd. 2004; Zhang vd.
2012). Iyonik sivilar geleneksel ¢oziiciilere gdre avantajli olmasma ragmen yiiksek

maliyetlerinden ve toksisitelerindeki belirsizliklerden dolay1 endiistriyel uygulamalarda
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kullanimlar1 sinirli kalmis ve son yillarda DES'lerin daha fazla ilgi gérmesine neden

olmustur (Shamsuri ve Abdullah, 2010).

2003 yilinda Abbott vd. tarafindan kesfedilen DES’ler, yesil ¢oziiciiler sinifinda yer alan
hidrojen bagi verici (HBD) ve hidrojen bagi alicisindan (HBA) olusan iki veya daha fazla
bilesenin homojen sekilde karigtirilmasiyla olusan ve olusumunda etkin olan bilesenlerin
sahip oldugundan daha diisiik erime noktasina sahip karisimlardir (Abbott vd. 2003).
DES’lerin sentezinin diisiik maliyetli olmasi, kolay hazirlanmasi, uguculugu diistik,
biyolojik olarak parcalanabilir ve toksik olmamasi gibi iistiin 6zellikleri onlar1 iyonik

stvilardan ayirmaktadir (Smith vd. 2014).

Kesfinin ilk yilllarinda DES’ler genellikle kolin kloriir ile gliserol, iire, etilen glikol gibi
bilesenler kullanilarak sentezlenmekteyken, yillar icinde ¢ok farkli ve ¢ok c¢esitli
bilesenlerden DES olusturulabildigi goriilmiistiir ve giinlimiizde yiizlerce farkh

bilesenden olusan ve farkli mol oranlarina sahip DES’ler sentezlenmektedir.

DES’lerin bir diger avantaj1 da hidrojen bagi alict ve hidrojen bag: verici bilesenlerinin
degistirilerek fizikokimyasal 6zelliklerinin ayarlanabilmekte olmasi ve bu sayede bir¢ok
alanda kullaniminin miimkiin olmasidir. (Cao ve Su, 2021). DES'ler, sentez, ekstraksiyon,
elektrokimya ve metal isleme gibi ¢ok c¢esitli teknolojik arastirma alanlarinda
kullanilabilmektedirler (Smith vd. 2014; Isaifan ve Amhamed, 2018). Ayrica gesitli
reaksiyonlarda DES'ler katalizor olarak da kullanilabilmektedir. (Musale ve Shukla,
2016; Keshavarzipour ve Tavakol, 2015). DES’lerin ¢6zme kapasitelerinin yiliksek olmasi
sebebiyle son zamanlarda yogun bir sekilde arastirilmaktadir (Li ve Row 2019). Ayrica

cok cesitli alanlarda toksik c¢oziiciiler yerine kullanimlar1 arastirilmaktadir.

DES’lerin kullanildigi DSSME yontemi kisaca DES-DSSME olarak adlandirilmaktadir.
DES-DSSME yonteminin avantajlari arasinda islem kolayligi, buharlasmama ve yanici
olmama 6zelligi, 1s1l kararliliginin yiiksek olusu, toksikliginin diisiik olmas1 ve yeniden
kullanilabilir olmas1 gibi 6zellikleri bulunmaktadir. Son yillarda, 6zellikle 2016’dan
sonra DES-DSSME yonteminin farkli bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanimi artmistir.
DES-DSSME yontemi kandan civa (Akramipour vd. 2018), biyolojik érneklerden nitrit
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(Zhang vd. 2019) su ve gida maddelerinden kursun (Zounr vd. 2018) g¢evre
bilesenlerinden arsenik (Zounr vd. 2017) gibi maddelerin ekstraksiyonunda basarili bir

sekilde kullaniimustir.

DES’lerin DSSME’de tercih edilmesinin sebebi ¢6zme kapasitelerinin yiiksek olmasidir.
Proton ve elektron alip verme kabiliyetleri molekiiller arasindaki hidrojen bagi
olusumunu kolaylagtirmaktadir. Ayrica DES’lerin 6zellikleri ihtiyaca gore bilesenlerin

tiir ve mol oranlar1 degistirilerek ayarlanabilmektedir (Zainal-Abidin vd. 2017).

Son zamanlarda DSSME’nin hava-yardimli (Wang vd. 2016), vorteks yardimli (Zhao vd.
2017) ve ultrasonik dalga yardimli (Tuzen ve Pekiner 2015) gibi yontemler 6zel
ekstraksiyon sistemleri ile de kullanimi1 arastirilmaktadir. Bu sekilde DSSME daha etkin
olarak kullanilabilmektedir. Ayrica ¢6ziicii miktarinin az olmasi, enerji verimliligi ve
daha az atik olusumu gibi nedenlerle DSSME ‘Yesil Yontem’ olarak adlandirilmaktadir
(Yan ve Wang 2013, Farajzadeh vd. 2012).

2.5.1 Hidrofobik derin otektik coziiciiler

Coziiciiler yiiksek bazlik-diisiik polarite, diisiik bazlik-diisiik polarite, yiiksek bazik-
yiiksek polarite ve diisiik bazik-yliksek polarite olmak iizere dort grupta siniflandirilabilir.
Bu kategorilerde yesil ¢oziiciilerin kullanima siirdiiriilebilir dongii icin 6nemli olmaktadir
(Masrouri vd. 2021). Giiniimiize kadar sentezlenen DES’lerin ¢ogunlugu, hidrofilik
ozelliktedir ve dolayisiyla yiiksek baziklik ve diisiik su icerigi gerektiren uygulamalarda
yetersiz kalmaktadir (van Osch vd. 2015). Su ile karisabilirligi ¢cok diisiik olan HBD ve
HBA’dan olusan hidrofobik 6zellikte olan ilk DES van Osch tarafindan 2015 yilinda
kuaterner amonyum tuzlari ile yiliksek hidrofobik 6zellik gosteren yag asidinin (dekanoik
asit) birlestirilmesiyle ortaya ¢ikmistir (van Osch vd. 2015). Sentezlenen bu yeni tiirdeki
DES’ler hidrofobik DES (HDES) olarak siniflandirilmis ve HDES’ler ile sulu ortamdan
ucucu organik bilesiklerin ve kafein, vanilin gibi biyomolekiillerin ekstraksiyonu
gergeklestirilmistir (van Osch vd. 2015). Bu calismanin ardindan Ribeiro tarafindan kisa
zincirli yag asitleri (pirtivik, laktik ve asetik asit) ile DL-mentol kullanilarak ilk dogal

bazli HDES olusturulmustur (Ribeiro vd. 2015). Literatiirde ayrica hem HBA hem de
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HBD ozelligi gosteren lidokain: dekanoik asit, laurik asit: dekanoik asit, laurik asit:
nonanoik asit ve laurik asit: oktanoik asit gibi yag asitleri kombinasyonlarinda HDES’ler
sentezlenmistir (van Osch vd. 2016; Florindo vd. 2018). HDES’ler kesfinden giiniimiize
kadar pestisitlerin, biyomolekiillerin, metal iyonlarinin ve tibbi atiklarin sulu ortamdan
giderilmesinde, CO: yakalayici ajan olarak, biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda,
hidrometaliirji ve ayirma proseslerinde kullanilmigtir (Cao ve Su 2021). Ayrica gidalarda
bulunan katki maddelerinin ve agir metallerin tespitinde, gida ambalajinda siklikla
kullanilan plastiklere eklenen plastiklestirici, UV emici ve bisfenol bilesenlerinin
belirlenmesinde, farmasoétik endiistride hidrofobik ilag¢ bilesenlerin ¢oziiniirliiklerinin

iyilestirilmesinde kullanimlar1 da mevcuttur. (Cao ve Su 2021; Boateng, 2022)

2.6 Kaynak Ozetleri

2.6.1 AFM7T’in derin otektik coziicii destekli dagitici sivi-s1ivi mikroekstraksiyonu

Bu boliimde DES-DSSME yonteminin farkli kaynaklardan AFM1 ekstraksiyonunda

kullanimina yonelik bazi ¢aligsmalar asagida 6zetlenmistir.

Chen vd. (2022) DES-DSSME yontemini, yenilebilir yaglardan AFM1 ektsraksiyonu ve
analizinde kullanmislardir. Bu amagla kolin kloriir, iire ve 1,4-biitandiol bilesenleri
kullanilarak, farkli mol oranlarinda bes adet DES hazirlanmistir. En yliksek ekstraksiyon
geri kazanimi kolin kloriir-1,4-biitandiol 1:2 mol oraninda elde edilmistir. DES miktari
arttik¢a ekstraksiyon geri kazaniminin arttig1 belirlenmistir. DES’lerin yapisinda bulunan
hidrojen bag: verici 1,4-biitandioliin, AFM1’in yapisinda bulunan yedi adet oksijen

molekiilii ile etkileserek ekstraksiyon verimini artirdigini bildirmislerdir.

Lesan vd. (2023) piringten AFM1 ekstraksiyonu ve zenginlestirme ¢aligmalar1 yapmustir.
Ekstraksiyon i¢in basingli sivi ekstraksiyon yontemi gelistirmis ve daha sonra DES-
DSSME uygulamislardir. Kullanilan hidrofobik DES’lerde etil metil amonyum kloriir H-

bag1 verici ve karmakrol ve timol H-bag1 alict olarak kullanilmistir. Calismada LOD
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0.02-0.07 ng/g, LOQ 0.07-0.23 ng/g ve ekstraksiyon geri kazanimi 69-82% olarak

belirlenmistir.

Kiani vd. (2022) ¢alismalarinda bebek mamalarindaki AFM1’in belirlenebilmesi i¢in
kati-faz ekstraksiyonu ve DSSME yontemini kombine etmislerdir. DES olarak metil
trioktil amonyum kloriir H bagi alici etilen glikol, n-butanol, gliserol, n-heptanol ve n-
nonanol H bagi verici olarak kullanilmistir. Calismada farkli DES tiirleri, DES hacimleri
ve siirenin zenginlestirme faktorii tizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore metil trioktil amonyum kloriir-n-butanol 1:3 oraninda en etkili DES olarak
belirlenmistir. En iyi DES miktar1 50 pl olarak belirlenmistir. Sonuglara gore incelenen

orneklerin ¢ogunda olmasi gerekenden fazla miktarda AFM1 tespit edilmistir.

2.6.2 Derin otektik c¢oziicii ve ultrasonik dalga destekli dagitict sivi-sivi
mikroekstraksiyonu

Ultrasonik dalga yontemi ekstraksiyonda kavitasyonu artirarak etkin bir kiitle aktarimi
saglamaktadir (Knorr vd. 2002). Ayrica basit, ucuz ve etkili bir yontemdir (Huang vd.
2009). DSSME yonteminde ultrasonik dalgalar kullanilarak kiitle aktariminin
artirilmasina yonelik arastirmalar yapilmaktadir. Burada ultrasonik dalga birbiri ile
karigmayan iki s1v1 arasindaki kiitle aktarimini artirmaktadir. Bu yontem ile ekstraksiyon
¢oziiciisli, ornegi igeren ¢ozeltide hizlica yayilmaktadir. Dolayisiyla sonunda fazlarin

ayrimi islemi kolaylikla gergeklesmektedir (Li ve Row 2019).

Ultrasonik dalga destekli DSSME’nin farkli bilesenlerin mikroekstraksiyonunda

kullanildig1 ¢alismalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Kanberoglu vd. (2019) yaptiklari ¢calismada surup ve su orneklerinden Patent Blue V
boyasinin ekstraksiyonununda UD-DES-DSSME kullanmislardir. Calismada pH:4 olan
bir 6rnek ¢ozeltisindeki Patent Blue V, Kolin Kloriir (ChCl) ve Fenol’ den olusan DES
fazina ekstrakte edilmis olup ¢alisma kapsaminda ultrasonik dalga uygulanma siiresi ve
santrifiij sliresi optimize edilmistir. Gelistirilen yontemde optimum kosullarda LOD 0.37

ng/L olarak belirlenmistir.
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Luivd. (2019)’nin ¢alismalarinda bocek ilacindaki deltamethrin, fenvalerate, permethrin,
etofenprox ve bifenthrin’in ayrilmasinda hidrofobik DES’lerin kullanimin1 baz alan bir
UADSSME ekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Kuarterner fosfonyum tuzlar ve diiz
zincirli minobazik asitler ile hidrofobik DES’ler hazirlanmistir. Parametre olarak
ultrasonik dalga siiresi, DES tiirii ve miktar1 incelenmistir. Optimum kosullarda 6nerilen
DES-UADSSME metodu, ¢ok kiicliik miktarda DES’in, ekstraksiyonun ¢ok kisa siire
igerisinde gerceklestirilmesi ve analitin geri kazaniminin saglanmasi i¢in yeterli oldugunu

gostermistir.

Zounr vd. (2018) su ve gida Orneklerinden kadmiyumun 6n zenginlestirilmesi ve
ekstraksiyonu icin UD-DES-DSSME yontemini uygulamislardir. Kolin kloriir fenol (1:4,
n/n) DES’i hazirlanmigtir. Kadmiyumun ekstrakte edilmesini etkileyen parametreler
olarak DES tiirii ve bilesimi, DES hacmi, ultrasonik dalga uygulama siiresi belirlenmistir.

LOD 0.023 ng/L olarak bulunmustur.

Wang vd. (2017) yaptiklart ¢alismada; su 6rneklerinden UV filtrelerinin ekstraksiyonu
ve hesaplanmasi i¢in, basit ve hizli UD-DES-DSSME gelistirmiglerdir. Trioktilmetil
amonyum kloriir ve dakanoik asit ile DES hazirlanmis ve parametre olarak DES miktar1
ve ultrasonik dalga siiresi incelenmistir. Belirlenen optimum kosullarda %90.2-%103.5

geri kazanim miktart ve LOD 0.15 - 0.30 ng/mL olarak belirlenmistir.

Literatiirde AFMI1 ekstraksiyonu ve analizi i¢in ultrasonik dalga, DES ve DSSME
yonteminin bir arada kullanildig1 yalnizca bir adet ¢aligma yer almaktadir. Bu ¢calismada
AFM1 siitten ekstrakte edilmistir. Giirsoy vd. (2022) DES hazirlanmasinda H-bag verici
olarak kolin kloriir ve betain kloriir kullanmis, H-bag1 alicis1 olarak ise ksiloz, fruktoz,
sukroz ve maltoz kullanmiglardir. Betain kloriir-maltoz (1:2) DES’ile %91 ekstraksiyon
geri kazanimi degeri elde etmislerdir. Yiizey yanit yonteminde faktor olarak en 1iyi DES
miktari, pH, pirogallol derisimi ve ultrasonik dalga ekstraksiyon siiresini incelemislerdir.
Cevap olarak ekstraksiyon geri kazanimini 6l¢gmiislerdir. Optimum kosullar olarak 170 ul
DES hacmi, pH 3.8, pirogallol derisimi 13.6 mM ve siire 8 dk olarak belirlemislerdir.
Ayrica optimum kosullar altinda LOD 6.1 ng/L, ekstraksiyon geri kazanimi %91, ve EF
328 olarak belirlenmistir.
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Peynirden AFM1 ekstraksiyonunun DES ve DSSME ile gerceklestirildigi yalnizca bir
adet calisma yer almaktadir. Masrouri vd. (2021) tarafindan gergeklestirilen bu
calismada ultrasonik dalga kullanilmamuistir. 1 g peynir 6rnegine 2.1 mL asetonitril, 2 mL
saf su, 0.78 g NaCl ve 1 mL n-hekzan eklenerck 3.6 dakika vorteks uygulanmistir.
Calismada peynirdeki bilesenlerin kullanilan c¢oziiclilere olan ilgilerinin farkina
dayanilarak aranan analitin etkin ve segici bir ekstraksiyon iglemiyle asetonitril fazina
gecmesi saglanmaya calisilmistir. 5 dakika 4000 rpm santrifiij isleminden sonra
asetonitril faz1 karisimdan ayrilarak, 64 pL N,N-dieanol ammonyum kloriir ve
karvakrolden olusan yeni bir DES ile karistirilmistir. Karisim 5 mL saf suya enjekte
edildiginde bulanik bir karisim elde edilmistir. 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra dipteki DES damlaciklar1 alinmigtir. Uzerine 5 pL asetonitril eklendikten sonra
floresans dedektorlii HPLC sisteminde analiz edilmistir. Yontem optimizasyonu i¢in
YYY kullanilmis ve faktorler olarak asetonitril hacmi, NaCl derisimi, DES hacmi ve
vorteks siliresi olarak belirlenmistir. Sonugta yiiksek tekrarlanabilirlik, yliksek geri
kazanim ve LOD elde edilmistir. LOD ve LOQ sirasiyla 0.74 ve 2.56 ng/kg olarak
bulunmustur. Ekstraksiyon geri kazanimi %94,5 ng/kg olarak belirlenmistir. Bu
calismada optimizasyonda DES disinda yer alan faktorler peynirden yagin

uzaklastirilmasina yoneliktir.

Bu calismada amag, ililkemizde en ¢ok tiiketilen besinlerden biri olan peynirin i¢inde
bulunabilen AFM1’in etkin bir sekilde ekstraksiyonu i¢in yeni nesil, etkin ve ¢cevre dostu
bir yontem olan ultrasonik dalga destekli sivi-sivi mikroektraksiyon yonteminin Derin
Otektik Coziiciiler (Deep Eutectic Solvents, DES) kullanilarak gelistirilmesidir. Bu
sekilde giinlimiizde uygulanan yonteme alternatif bir yontem sunularak toksik organik
¢oziicii tiiketiminin en aza indirilmesi ve yiiksek geri kazanim ile AFM1 ekstraksiyonu
amaclanmaktadir. Calismada literatiirde daha once kullanilmamis olan DES tiirlerinin
incelenmesi amaglanmistir. Ekstraksiyon icin en iyi DES tiiriinlin belirlenmesinin
ardindan DES miktari, ultrasonik dalga ekstraksiyon siiresi, sicaklik faktorleri ile MKT
gerceklestirilerek yanit ylizeyleri incelenmistir ve ayrica cevap olarak zenginlestirme
faktorli (EF) optimize edilmistir. Bunun yam sira ekstraksiyon geri kazanim miktari,
tespit limiti (limit of detection, LOD), 6l¢iim limiti (limit of quantification, LOQ) ve

tekrarlanabilirligi belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Peynir 6rneginin hazirlanmasi

Calismada kullanilan peynir 6rnegi marketten temin edilmistir. Yaklasik 20 g lor peyniri
ornegi, filtre kagidinin ilizerinde 1 saat boyunca suyunun uzaklasmasi i¢in bekletilmistir.
Ardindan ornek, blender kullanilarak homojen hale getirilmistir. Peynir Orneginin
hazirlanmasi Sekil 3.1°de gosterilmistir. Aflatoksin M1 bakimindan kér numune bulmak,
tilkemiz peynirleri i¢in mimkiin olmadigindan hazirlanan 6rnek hem islem
uygulanmamis haliyle analiz edilerek kor olarak kullanilmis ve hem de 6rnege 50 ng/kg
analit eklenerek yiikleme yapilmistir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan ve kor olarak kabul
edilen numunede 0.018 ppb AFM1 bulunmaktadir ve yiikleme 50 ng/kg analit eklenerek
gerceklestirilmistir. Bu durumda yiiklii numunede analizlenmesi beklenen miktar 0.068

ppb olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.1 Peynir 6rneginin hazirlanmast

Analizde kullanilan kimyasallar, cihazlar ve malzemeler EK 1, EK 2 ve EK 3 igerisinde

verilmistir.
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3.1.2 DES’lerin sentezi

Calismada kullanilan suyla karigmayan Mentol Bazli Yag Asidi ve Mentol Bazli Yag

Alkolii olan DES’ler 1sitma ve karigtirma yontemiyle Cizelge 3.1°de verildigi sekilde

sentezlenmistir (Cao ve Su 2021), ilgili goriintiiler Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan DES’lerin hazirlanmasi

DES DES Bilesenleri  Sentez  Sentez  Kisa Kaynak Erime
No Sicakhigr Siiresi, Adi Noktasi, °C,
dk (Cherniakova vd
2023)
1 DL-Mentol 70°C 120 MH  Anve Row, -3.4
Hexanoic Acid 2021
2 DL-Mentol 25°C 20 MOA Sereshiti -3.42
Octanoic Acid vd., 2020
3 DL-Mentol 70°C 120 MDD  An ve Row, -
Dodecanol 2021
4 DL-Mentol 60°C 120 MO  Anve Row, 15.1
2021 (2:1)
1-Octanol
5 DL-Mentol 60°C 120 MB  Anve Row, -
1-Butanol 2021
6 DL-Mentol 25°C 20 MDA Sereshiti -0.61
Decanoic Acid vd., 2020
7 DL-Mentol 50°C 15 ML Ribeiro vd., 27.97
Lauric Acid 2015

Sekil 3.2 DES’lerin hazirlanmasi ve sentezlenen DES’ler
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3.2 Aflatoksin M1 Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.1 Aflatoksin M1 kalibrasyon cozeltilerinin hazirlanmasi

Asetonitril icerisinde 10 pg/mL Stok Aflatoksin M1 Soliisyonu kullanilmistir. Her bir

ampul agildiktan sonra 2-8 °C’ta muhafaza edilmesi halinde 2 haftaya kadar kararlidir.

3.2.2 ikinci asama standardin hazirlanmas:

10 pg/mL konsantrasyonundaki stok soliisyondan 50 pL, asetonitril ile 10 mL’ye

tamamlanmistir. Elde edilen konsantrasyon 50 ng/mL olmustur.

3.2.3 Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasi

Ikinci asama standarttan asagida belirtilen hacimler gekilerek, belirtilen hacimlerde
asetonitril (ACN), metanol (MeOH) ve su ilave edilerek kalibrasyon noktalar
hazirlanmistir. Hazirlanan 8 noktali 3 tekrarli kalibrasyon grafigi calismasinda piklerin
cakigtirilma dagilimi Sekil 3.3’te, kalibrasyon dogrusunun korelasyon faktdrii R?=

0.99994 olarak bulundugu Sekil 3.4’te gosterilmistir.

1) 0.1 ng/mL: 20 puL 2. asama standart+2980 pL. ACN+2000 pL. MeOH+5000 pL su
2) 0.2 ng/mL: 40 pL 2. asama standart+2960 pL ACN+2000 uL. MeOH+5000 pL su
3) 0.3 ng/mL: 60 puL 2. agama standart+2940 pL ACN+2000 L. MeOH+5000 pL su
4) 0.6 ng/mL: 120 pL 2. asama standart+2880 uL. ACN+2000 uL. MeOH+5000 pL su
5) 1ng/mL: 200 pL 2. asama standart+2800 uL. ACN+2000 uL MeOH+5000 uL su
6) 2ng/mL: 1000 uL 2. asama standart+2000 pL ACN+2000 pL. MeOH+5000 pL su
7) 4 ng/mL: 2000 pL 2. asama standart+1000 pL. ACN+2000 pL. MeOH+5000 pL su
8) 5ng/mL: 3000 pL 2. asama standart+0 uL. ACN+2000 uL. MeOH+5000 pL su
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Area_: AFLAM1 at exp. RT: 6.094
; 3 FLD1 A, Ex=365, Em=435
3003 Correlation: 0.99994
250 4 8 Residual Std. Dev.: 1.43523
200_; Formula: y = mx + b
] m: 68.94530
150 ' b -6.14402e-1
100 1 x: Amount
50_2 18 y: Area
) ] . . . Measluredlpoinlt: (0.|189,| 12.430)
0 2
Amount[mg/kg]

Sekil 3.4 Calismada kullanilan kalibrasyon grafigi

3.3 Referans Yonteme Gore Analiz Numunesinin Hazirlanmasi

Immunoaffinite kolon yardimi ile kat1 faz ekstraksiyon (SPE) prensibine gdre peynir
orneklerinden Aflatoksin M1’in ekstraksiyonunu ve analizini gerceklestirmeye yarayan,
TS EN ISO 14501: Eyliil 2021°den modifiye VICAM AflaTest Afla M1 Analiz Y 6ntemi,

referans yontem olarak alinmistir. Yontemin detaylart asagida verildigi gibidir:
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3.3.1 Ornek hazirlama — ekstraksiyon

Peynir 6rnegi rende kullanilarak kiiciik pargalara ayrilmistir ve naylon torba igerisinde
sallanarak iyice karistirilmistir. Burada hazirlanan peynir, 6rnek olarak kullanilmistir. 50
g peynir 6rnegi plastik bir behere tartilmistir. 10 g Celite 545, 150 mL kloroform ve 2 mL
doymus sodyum kloriir ¢ozeltisi (yaklasik 6M) ilave edildikten sonra bir mikser ile orta
hizda 2-3 dakika karistirilarak homojenize edilmistir. Homojenize edilen ornek,
Whatman No. 4 filtre yerlestirilerek Buchner hunisi ile, vakuma bagl olarak 250 mL’lik
Buchner konik erlene siiziilmiistiir. Ornek hazirlanan beher 50 mL kloroform ile
yikandiktan sonra huniye aktarilarak konik behere siiziilmiistiir. Siiziintiiniin tamami1 500
mL’ lik balona aktarilmistir. Konik erlen 25-50 mL kloroform ile yikanip balona
aktarilmistir. Balondaki siiziintiiniin tamami1 30 °C’ de vakum altinda buharlastiriimistir
(buharlastirma sonucunda balonda yagli bir kalint1 kalmistir.). Balondaki kalintiya 2 mL
metanol ilave edilip yavasca karistirilmistir. Ekstrakta 60 mL PBS ilave edilip karismasi
icin iyice calkalanmistir. Ekstrakt, ayirma hunisine aktarilmistir. Balona 38 mL daha PBS
ilave edilmistir. Cozelti iyice ¢alkalanmistir ve ayirma hunisine aktarilmistir. Ayirma
hunisine 50-100 mL n-hekzan ilave edilerek numunenin yagini almak igin siddetle

calkalanmistir. Fazlarin ayrilmasi i¢in beklenmistir ve alttaki faz bir kaba alinmastir.

3.3.2 Afla M1 kolon kromatografisi

Alttaki fazin tamami (50 g numune esdegeri) yaklasik 1-2 damla/saniye sabit hizla Afla
M1 immiinoafinite kolonundan ge¢irilmistir. Kolondan yaklasik 1-2 damla/saniye sabit
hizla 20 mL saf su gegirilerek kolon yikanmistir. Suyun tamami gegince kolondan bir

miktar hava gecirilerek tiim suyun ¢ikmasi saglanmistir.

3.3.3 Eliisyon

Afla M1 kolonu plastik enjektérden ayirildiktan sonra kolonun altina eliisyon tiipii
yerlestirilmistir. Afla M1 immiinoafinite kolonunun i¢ine 2.5 mL eliisyon solventi

aktarilmigtir. Eliisyon solventinin (60:40) (asetonitril:metanol) yergekimi ile akmasi
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beklenmistir. Akis duracak olursa enjektdriin pistonu itilerek akis saglanmistir. Elisyon
solventinin tamami gegince kolondan 2.5 mL ultra saf su gegirilmistir ve eliisyon tiipiiniin
icine akitilmistir (Sekil 3.4). Boylelikle toplam eliisyon hacmi 5 mL olmustur. Eluat
vorteks ile iyice karistinlmistir. Bu asamada eger eluat berrak olmazsa 0.45 um’lik

enjektor ucu filtreden siiziilmesi gerekmektedir fakat ¢alisilan numunede bu basamaga

gerek kalmamustir.
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Sekil 3.5 Peynirden aflatoksin M1’in immunoaffinite kolon ile eliisyonu

Peynir numunelerinde 100 puL’ lik enjeksiyonlar i¢in kalibrasyon standartlarindan elde
edilen piklerin numunedeki ppb karsiliklar1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir. (Bunun sebebi,

uygulanan metoda gore ng/mL birimiyle hazirlanan kalibrasyon tablosu i¢in ¢arpan

degerinin 0.1 olmasidir.)
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Cizelge 3.2 Kalibrasyondan elde edilen piklerin numunedeki ppb karsiliklar

Seyreltme faktorii ile Seyreltme faktorii ile carpildiktan sonra

carpilmadan once kalibrasyon  kalibrasyon noktalarinin gotiirecegi degerler

noktalan
0.1 ppb 0.01 ppb
0.2 ppb 0.02 ppb
0.3 ppb 0.03 ppb
0.6 ppb 0.06 ppb
1 ppb 0.1 ppb
2 ppb 0.2 ppb
4 ppb 0.4 ppb
5 ppb 0.5 ppb

Seyreltme faktoriiniin yaklasik 0.1 oldugu bu ¢alisma igin kalibrasyon noktas1 degerleri,

0.01 ppb- 0.5 ppb arasinda degerlendirme yapmaya imkan vermektedir.

3.4 Yesil Coziici ve Ultrasonik Dalga Destekli Dagiticit  Sivi-Sivi-
Mikroekstraksiyonu

Peynir 6rneginden AFM1 analizini etkileyecek yag igerigini uzaklastirmak i¢in oniglem
uygulanmistir (Masrouri vd. 2021). Bu amagla ACN ve su eklenmis olan 6rnege, ayni
asamada yaglarin uzaklagsmasi i¢in hekzan eklenmistir. ACN fazina alinan analit, diger
fazlardan ayrilarak alinmistir.

Ardindan kalan homojenize siv1 iizerine hazirlamis olan yedi farkli DES tiirleri eklenerek

ultrasonik dalga destekli DSSME gergeklestirilmistir (Cao ve Su 2021).

Bu amagcla 15 mL’lik cam test tlipline, homojen hale getirilmis olan peynirden 1,5 g
almmustir. Uzerine 2.0 mL saf su ve 2.1 mL ACN eklenmistir. Elde edilen ¢dzelti manuel
olarak 2 dakika boyunca calkalanmistir. Cozeltiye 0.78 g NaCl ve 1.0 mL n-Hekzan
eklenip 3,6 dakika vortexlenmistir ve ardindan 4000 rpm’ de 5 dakika santrifiij islemi
uygulanmistir. Bu asamada Kat1 pargaciklar, sivi faz, ACN ve n-Hekzan’ dan olusan

dortlii faz elde edilmistir (Sekil 3.5) Aflatoksin M 1’1 igeren, berrak, yaklasik 2 mL ACN
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faz1 damlalik yardimiyla ayrilarak (Sekil 3.6) 15 mL’lik santrifiij tiipiine konulduktan
sonra iizerine 200 ul DES ilave edilmistir. Elde edilen karisim, 10 mL’lik konik dipli cam
test tiipli igerisindeki 5 mL saf suya eklenmistir. 8 dakika ultrasonik banyoda
bekletildikten sonra elde edilen bulutsu ¢ozelti, 4000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir.
DES damlaciklart ACN iginde ¢Ozlinmeden mikrodamlaciklar olusturarak

ekstraksiyonun hizlanmasini saglamistir.

Sekil 3.6 Cozeltide diger fazlardan ayrilan ACN fazi

Sekil 3.7 Arada kalan ACN fazinin dortlii fazdan ayrilmasi
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Santrifiij sonunda, numuneden ekstrakte edilen analiti igeren DES damlaciklar tiipteki
¢dzeltinin yiizeyinde birikmistir. Ustteki birikinti yaklasik 150 pl olmaktadir. Birikintinin
tamami mikropipet yardimiyla alinarak insert vial igerisine koyulup HPLC-FLD
sisteminde analiz edilmistir. Tek seferde tek parametre yontemiyle vorteks siiresi, DES
miktar1, UDE siiresi ve benzeri parametrelerin etkileri incelenmistir. Deneysel tasarim
icin Yanit Yiizey Yontemi ve Merkezi Kompozit Tasarim kullanilmistir. Cevap olarak
zenginlestirme faktorii (EF) incelenmistir. Ayrica ekstraksiyon geri kazanimi (ER), tespit
limiti (LOD), 6l¢iim limiti (LOQ), yontemin tekrarlanabilirligi ve tekrar tretilebilirligi
belirlenmistir. Merkezi kompozit tasarim ve yanit yiizey yontemi (YYY) ekstraksiyon
verimi lizerinde etkili olan parametrelerin optimizasyonu gergeklestirilmis ve grafikler
gorsellestirilmistir. Ektraksiyon sonucunda zenginlestirme faktorii (EF) Esitlik (1) ile

hesaplanmustir.

Csed

EF = — 1)

Burada,
Csed : Analitin sediment fazindaki konsantrasyonu

Co : Analitin baglangictaki konsantrasyonu,
olarak ifade edilmektedir.

Ekstraksiyon geri kazanimi (ER) ise Esitlik (2) ile hesaplanmistir.

nsed x 100 = Csed x Vsed — EF x m x 100 (2)
COxM M

ER% =
Burada,
No : Analitin toplam miktar1
Nsed : Sediment fazina gecebilen analitin miktari
Vsed : Sediment fazinin hacmi

M : Numune miktari

olarak ifade edilmektedir.
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3.5 Deneysel Tasarim

Zenginlestirme faktoriiniin - optimizasyonunda bagimsiz degiskenler ile yanitlar
arasindaki iligkinin belirlenebilmesi i¢in yapilmasi gereken deneyler MKT ile belirlenmis
ve aralarindaki iliskiler YY'Y grafikleri ile gorsellestirilmistir (Design-Expert® 9.0. Stat-
Ease, Inc., USA). Tasarimda MKT'nin tercih edilmesinin sebebi, deneysel olarak ug
noktalarin da dikkate alinmasidir. Box-Behnken tasariminda daha az deney sayisinin
yeterli olmasi dolayisiyla serbestlik derecesi daha diisiiktiir. Kromatgrafik analiz igeren
deneyler en ufak bir degisiklikten yiiksek derecede etkilenirler. Dolayisiyla hataya daha
fazla agik olan bir alandir. Daha fazla deney sayisi tasarima katildig1 zaman, hatalarin
tasarimi iizerindeki olumsuz etkileri daha diisiik diizeyde olmaktadir. Bu nedenle bu tez
caligmasinda MKT tercih edilmistir. Coziicli olarak en yiiksek %ER saglayan DES olan
MH secilmistir. UDE siiresi, sicaklik ve DES miktari, bagimsiz degiskenler olarak
secilmis, %ER ise yanit olarak belirlenmistir. MKT ile elde edilen faktor seviyeleri
Cizelge 3.3’te verilmistir. Buna gore, merkezi noktada alt1 tekrarli olmak tizere toplam

20 adet deney gerceklestirilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3 Deneysel tasarimin bagimsiz degiskenleri ve seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler Faktor Seviyeleri

-o -1 1 +a
A- DES miktar1 (ul) 176.36 190 230 243.64
B- Siire (dk) 0.61 3 10 12.39
C- Sicaklik, °C 39.89 45 60 65.11
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Cizelge 3.4 MKT ile olusturulan deney setleri

Deney Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
A: DES miktar: (ul) B: Siire (dk) C: Sicaklik, °C
1 210.00 6.50 52.50
2 210.00 0.61 52.50
3 210.00 6.50 52.50
4 230.00 3.00 60.00
5 230.00 10.00 45.00
6 190.00 10.00 60.00
7 210.00 6.50 52.50
8 243.64 6.50 52.50
9 210.00 6.50 52.50
10 230.00 10.00 60.00
11 230.00 3.00 45.00
12 210.00 6.50 39.89
13 210.00 6.50 52.50
14 190.00 3.00 60.00
15 210.00 6.50 52.50
16 190.00 3.00 45.00
17 190.00 10.00 45.00
18 176.36 6.50 52.50
19 210.00 6.50 65.11
20 210.00 12.39 52.50
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Analiz Yonteminin Gelistirilmesi

Peynir numunesi igerisinden ekstrakte edilen milyarda bir seviyenin de altinda AFM1
analitini igeren ¢ozeltiden alinacak piklerin hassasiyetle ayrilmasi ve tanimlanmasi igin
kullanilan kolon, kolon firin1 sicakligi, mobil faz bilesimi, mobil faz akis hiz1
parametreleri, sonuca direkt etki eden sistem parametreleri olarak degerlendirilmistir.
Buradan yola ¢ikilarak referans alinan yontemlerden, ¢alismanin biitiintinde kullanilacak
en uygun parametrelerin se¢ilmesi ve degistirilmesi gerekebilecek parametrelerin
degistirilerek ¢calisma bulgularinin olusturulmasi 6nem arz etmektedir. Referans standard
yontem ile ¢aligmaya zemin teskil eden referans makale kosullari, HPLC cihazi ile AFM1
analizi i¢in genel kabul gérmiis benzer parametreleri baz almiglardir. Bu baglamda
calismada ilk etapta Shimadzu LC-2050C 3D model HPLC ve RF — 20 A XS FLD
Dedektor kullanilmis olup devaminda FLD entegre edilmis Agilent 1260 model HPLC
sistemi kullanilmistir. Sistem kosullar1 Cizelge 4.1’de verildigi sekilde ¢alismalar

baslatilmistir.

Cizelge 4.1 HPLC sistem kosullar

Parametre Ozellik
Kolon Eclipse EDB C18 analitik kolon (Agilent, 250 mm x 4.6 mm, 5um)
Sicaklik 40 °C
Mobil Faz ACN:Su (25:75 v/v) izokratik
Dedektor Ex: 365, Em: 435, Gain: x1, Sensitivity: Medium,
Response:1.5 Cell Temp: 25 °C Sampling: 2.5 Hz
Akis Hizi 1 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 100 uLL

Ayirma icin Eclipse EDB C18 analitik kolon (Agilent, 250 mm x 4.6 mm, 5Sum) 40°C’ de
sartlandirilarak kullanilmistir. Oncelikle Madde 3.1.1." de tarif edildigi sekilde hazirlanan
peynir 0rneklerine referans standard yontem uygulanmis olup numunedeki AFM1 miktari
belirlenmistir. 50 g peynir 6rnegi Madde 3.3.’te belirtildigi sekilde hazirlanarak, referans
alinan standard metod olan TS EN ISO 14501: Eyliil 2021° den modifiye edilmis VICAM
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AflaTest Afla M1 Analiz Yontemi’ nde belirtilen sistem kosullarinda analiz edilmistir.
Bu kapsamda 3 adet calisma yapilmistir. Kullanilan numune i¢in 3 ¢alismadan alinan

sonuglar i¢in ornek kromatogram Sekil 4.1°’de ve sonuglarin tamami Cizelge 4.2°de

verilmistir:
FLO A, Ex=355, Em=43E | OKRATCKSINT EKRARLANZERSHESLORPEYNIRID)
[41) =
‘] ?
13.54 ‘
3
3] g | %
3 |ﬁ| | g
125 = | A
Aol [\
J..'I | | | \ % ’ul I'. §
24 | - — - | \
e YT e d M B |
11.5
114
T T T T T T T T T
0 2 3 4 3 L] 7 L]
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : Monday, May 27, 2034 B:83:58 PM
Multiplier : 8.18e8
Dilution : 1.0808

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLD1 A, Ex=365, Em=435

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [Lu*s] [mg/kgl

6.175 BB 11.48746 1.528462-2 1.74358=-2 AFLAML
Totals @ 1.743582-2

Sekil 4.1 Referans standard yonteme gore alinan 6rnek kromatogram

Cizelge 4.2 Referans standard yonteme gore kullanilan numunedeki AFM1 miktari

Sira No Sonug, ppb
1 0.0175
2 0.0181
3 0.0188
Ortalama 0.0181
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411 HPLC kolonu etkisi

Degisken parametrelerden HPLC kolonu olarak VICAM AflaTest Afla M1 Analiz
Yo6ntemi’ nde Onerilen ODS-2 ve Masrouri vd. 2021°de onerilen C18 kolonun 2 ¢esidi

denenmistir. Bu kolonlarin analiti ayirma kapasitesinde fark gézlenmemistir.

4.1.2 Kolon firmi sicakhginin etkisi

Kolon firint sicakligi i¢in VICAM AflaTest Afla M1 Analiz Yontemi ve Masrouri vd.
2021 metodlarinda onerilen sicakliklar denenmistir. 30 °C — 40 °C ile yapilan
caligmalarda, 40 °C kolon firminda analiz daha hizli yiiriidiigii ve pikler daha belirgin

goriindiigii icin 40 °C ile devam edilmesine karar verilmistir.

4.1.3 Mobil faz akis hzimin etkisi

Mobil faz akis hizi1 hem VICAM AflaTest Afla M1 Analiz Yontemi’ nde ve hem de
Masrouri vd. 2021 metodunda 1 mL/dak olarak onerildigi halde 0.7 mL/dak, 1 mL/dak
ile 1,3 mL/dak denenmistir. 0.7 mL/dak hizda pikler yayvan, 1.3 mL/dak akista ise kolon

dolgusu zarar gormeye basladigindan onerilen 1 mL/dak tasiyici faz hiz1 kabul edilmistir.

4.1.4 Mobil faz bilesiminin etkisi

Mobil faz bilesimi, baz aliman Masrouri vd. 2021 metodunda ACN:Su (25:75 v/v)
Izokratik seklinde onerilmekte olup VICAM AflaTest Afla M1 Analiz Yontemi’ nde
ACN:Su:MeOH (24:68:8 v/v) izokratik olarak verilmistir. Metanol katkisi ile yiiriitme
onerilen metodun numune hazirlama asamasinda metanol devreye girdigi i¢in bu katki
yiirlitmede Onemli olabilir fakat bu tez ¢alismasi kapsaminda baz alinan numune
hazirlama yonteminde metanolle islem bulunmadigindan mobil faza metanol
eklenmemistir. Bunun haricinde metanoliin, analiti iceren DES damlaciklarina dogrudan
temasmin bulutlanma olusturucu bir etkisi oldugu goézlenmistir. Bulutlanma bir siire

beklenince kendiliginden dagilmaktadir ancak gozle goriilen berrakligin sahih olmadigi
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yapilan analizlerle anlasilmistir. Metanollii viallerden bulutlanmanin dagilmasinin
ardindan gercgeklestirilen analizlerde kolon zarar gérmiis, ayirma giicli oldukca azalmistir.
Bu bulutlu faz olusumunun sistem igerisinde akis sirasinda da gergeklesiyor olma ihtimali
yiiksektir. Numunenin spike yapilmasi asamasinda numuneye eklenen miktar1 bilinen
AFM1 ¢ozeltisi icerisinde de diisiik seviyede metanol bulundugu halde analiz sirasinda
sorunla karsilagilmamaktadir. Numunenin enjeksiyona hazirlanmasi sirasindaki yag
uzaklastirma ve ekstraksiyon basamaklarinda metanoliin DES ile direkt birlesmesinde
gerceklesen etkinin bertaraf edilmis oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alismalar neticesinde

mobil faz bilesimi ACN:Su (25:75 v/v) izokratik olarak belirlenmistir.

4.1.5 Enjeksiyon hacminin etkisi

Peynir numunelerinde AFM1 i¢in limit deger max. 0.05 ppb oldugu icin cihazda bu
seviyenin altinda bir galigma siirdiirmek gerekmektedir. Ulkemiz peynirlerinde AFM1
miktar1 0.02 ppb ve daha alt1 seviyelerde seyretmektedir. Bu limit diizeyinde hassasiyeti
yitirmeden caligabilmek, dogru enjeksiyon hacminde kalibrasyon olusturmak ve tiim
calismay1 belirlenen diizeyde devam ettirebilmek i¢in HPLC kosullarinda bu limitlere
inmeyi saglayan en uygun enjeksiyon hacminin, dnerilen metodlardan birinde verildigi
sekilde 100 uL oldugu goriilmiistiir. 100 uL enjeksiyon ile en alt seviye kalibrasyon
noktasi olan 0.1 ppb’nin gézlenmesinde zorluklar yaganmistir. Enjeksiyon hacmi olarak
50 uL denendiginde en diisiik seviye kalibrasyon noktas1 0.2 ppb’ye ylikselmistir. Bu da
0.02 ppb’den daha az analit iceren numune okunamayacagi anlamina gelmektedir. Burada
numune hazirlama asamasinda tartilan numune miktar1 da devreye girmektedir. Numune
tartimina, referans makalede Onerildigi sekilde 1 g ile baslandiginda ekstraksiyon yeterli
seviyede ger¢eklesemediginden cihazdan alman pikler giiriiltiiler ile karigmaktadir.
Numune tartimi 2 g’a ¢ikarildiginda ¢ok yayvan ve biiyiikliigii kalibrasyon grafigi ile
tanimlanamayacak diizeyde anlamsiz pikler olugsmaktadir. Enjeksiyon hacmini diistirerek
numune tartimini artirmak ¢6ziim olmamistir. Bu yiizden 100 uL enjeksiyon ile devam

edilmesi uygun bulunmustur.
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4.2 Dagiica  Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon Uzerinde Etkili Parametrelerin
Incelenmesi

4.2.1 DES tiiriiniin secimi

Peynir numunelerinden AFM1 analizi i¢in gergeklestirilen DSSME iizerine hazirlanan
DES’lerin etkilerinin incelenebilmeleri amaciyla Bolim 3.1.2 Cizelge 3.1°de verilen yedi

adet DES tiirii incelenmistir.

Yapilan ¢alismalarda MDD ile hazirlanan numunelerde vialde bulutsu yap1 ve ardindan
faz ayrimi gozlenmistir. Vialdeki ¢ozelti vorteks ile galkalanarak fazlar bir araya
getirildiginde yeniden bulutlanma gerceklesmekte ve ardindan zamanla yeniden faz
ayrimi gozlenmektedir. Sekil 4.2°de gosterilen bu durum, tekrar eden 3 denemenin

tamaminda ayni sekilde gerceklestiginden cihazda analiz gerceklestirilememistir.

Sekil 4.2 MDD ile hazirlanan numunelerdeki bulutsu yap1 ve ardindan ger¢eklesen zahiri
berrakliktaki faz ayrimi

MOA ve MB ile yapilan ¢alismalardan alinan kromatogramlarda tanimlanabilecek
herhangi bir pik elde edilememistir. Calismada Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterildigi gibi,

tanimlanamayacak anlamsiz giiriiltiilerden olusan kromatogramlar elde edilmistir.
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Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename

: MOA DENEME1

: 12haz20_26.lcd
- AFLAM12024.Icm
: deneme12062024.Icb

Vial # : 3- Sample Type - Unknown
Injection Volume : 100 uL
Date Acquired 1 6/13/2024 5:08:33 AM Acquired by : System Administrator

Date Processed

1 6/13/2024 5:22:34 AM

Processed by

: System Administrator

<Chromatogram>
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Sekil 4.3 MOA ile hazirlanan numunelerden alinan anlamsiz piklerden olusan kromatogramlara

Ornek

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume

:MB1

: 12haz21_27.Icd

: AFLAM12024.lcm

: deneme12062024.Icb

:3-38 Sample Type
:100 uL

: Unknown

: 6/13/2024 5:23:59 AM
: 6/13/2024 5:37:59 AM

Date Acquired

Acquired by
Date Processed

Processed by

: System Administrator
: System Administrator

<Chromatogram>
mV
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min

Sekil 4.4 MB ile hazirlanan numunelerden alman anlamsiz piklerden olusan kromatogramlara
ornek

Bu iki DES ile yapilan c¢alismalarda sonu¢ alinamayinca kalma siiresi kontrolii i¢in
gerceklestirilen denemede, standart AFM1°in de analiz edilemez oldugu goriilmistiir. Bu
asamada, Sekil 4.5’te ve Sekil 4.6’da gosterildigi gibi, sistem AFMI i¢in segici olmaktan
cikmistir. Calismada kullanilan kolon zarar goérmiis olup kolon AFM1 ayrimi igin
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kullanilamaz hale gelmistir. Kolonun kullanilan kimyasallardan etkilenerek dolgu

malzemesinin tahrip oldugu diistiniilmektedir.

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

100 uL
$6/3/2024 8:17:18 PM
©6/3/2024 8:34:20 PM

: 12PPBAFLAM1

: 12PPBAFLAM1_1 led
cAFLAM12024.lcm

: deneme03062024.Icb
:1-19

Sample Type

Acquired by
Processed by

: Unknown

: System Administrator
: System Administrator

<Chromatogram>

mV

125]
10.0

7.5

Detector B Channel 1 Ex:365nm,Em:435nm|

25 5.0 7.5

min

Sekil 4.5 AFM1 standard okumasi (kolon zarar gérmeden 6nce)

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

: 12PPBAFLAM1TEKRAR
: 12PPBAFLAM1TEKRAR_11.Icd
- AFLAM12024.lcm
. deneme03062024.Ich
1-19

-100 uL

6/4/2024 12:11:39 AM

1 6/4/2024 12:28:40 AM

Sample Type

Acquired by
Processed by

: Unknown

: System Administrator
: System Administrator

<Chromatogram>

mV

%

0ol

T

&

Detector B Channel 1 Ex:365nm,Em:435nm

0.0

Sekil 4.6 AFM1 standard okumasi (kolon zarar gordiikten sonra)

MO, MDA ve ML ile yapilan ¢alismalarda AFM1, 6rnek igerisinden geri alinamamustir.

Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’ dan anlasilacagi {lizere yapilan bu ¢aligmalar, MOA ve

MB ile yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi anlamsiz giiriiltiiler degil normal pik dagilimi

gostermis

olmakla birlikte

sonuclarda
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bulunmamaktadir. Ornek iizerine yiikleme yapilarak hazirlanan numunelerde de herhangi

bir AFM1 varlig1 tespit edilemedigi Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Sample Name : MO DENEME
Sample ID :

Data Filename : 1-2TEKRAR_10.lcd
Method Filename : AFLAM12024.lcm
Batch Filename  : deneme03062024.Icb

Vial # 11-21 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 100 uL
Date Acquired : 6/3/2024 11:48:13 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 6/4/2024 12:05:14 AM Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
mV
7.5 Q?ctor B Channel 1 Ex:365nm,Em:435nm
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Sample Name
Sample ID
Data Filename : 3-2505_1.led

Method Filename : AFLAM12024.lcm
Batch Filename  : deneme25052024-2.Icb
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Sekil 4.8 ML ile yapilan ¢alisma 6rnegi
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Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

: MDA DENEME

:1-2_9.lcd
:AFLAM12024.Icm
: deneme03062024.Icb

1= Sample Type : Unknown
Injection Volume : 100 uL
Date Acquired : 6/3/2024 11:24:47 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed :6/3/2024 11:41:48 PM Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
mV
Detector B Qfannel 1 Ex:365nm,Em:435nm
12.5+ @
10.0+

11.244

Sekil 4.9 MDA ile yapilan ¢alisma 6rnegi

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

: ML DENEME

:1-2505_3.led

: AFLAM 12024 lcm

: deneme25052024-2.Ich
3-47

100 uL
+ 5/25/2024 5:54:13
$ 5/25/2024 6:04:14 PM

Sample Type

Acquired by
Processed by

- Unknown

: System Administrator
: System Administrator

<Chromatogram>

my

Detector B Channel 1 Ex:365nm,Em:435nm|

Sekil 4.10 ML ile yapilan 0.05 ppb yiikleme ¢aligmasi
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FLDT A, Ex=365. Em=435 (SAADETOFTIIZD)

| )B287 - AFLAM1

Sorted By H Signal

Calib. Data Modified : 11/8/2024 5:88:41 PM

Multiplier H 1.006¢

Dilution H 1.0008

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLD1 A, Ex=365, Em=435

RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
[min] [Lu=s] [mg/kg.

,,,,,,, | wmmmmm | mmmm e | e | | | e
6.287 BB 44.,75959 1.47825e-2 6.58878e-1 AFLAM1

Totals : 6.58878e-1

Sekil 4.11 MH ile yapilan ¢alisma 6rnegi

Yapilan ¢alismalarin 1s181nda; hazirlanan DES’ler arasinda, yalnizca MH ile ekstraksiyon
ve analizlerin anlamli ve tanmimlanabilir sonuglar verdigi goériilmiistiir, bu nedenle tez
calismas1 kapsamindaki deneylere MH ile devam edilmistir ve AFM1’in tanimlanmasi

icin alikonma siiresinin 6.2 dk. olarak bulundugu Sekil 4.11°de gosterilmistir.

4.2.2 DES hacminin etkisi

DSSME iizerine DES hacminin etkisinin incelendigi caligmalara literatiirde verilen 64 pL
degeri ile baglanmistir ancak bu hacimde olmasi beklenen faz ayrimi gézlenememistir.
Enjeksiyon hacmi ile ilgili yapilan 6n ¢aligmalarda da 100 pl hacminin en uygun olarak
belirlenmesi nedeniyle ekstraksiyonda en az DES hacmi olarak 100 ul kullanilmasina
karar verilmistir. Bu nedenle 100 pl, 150 pl, 200 pl ve 300 pl DES hacimlerinin

ektraksiyon iizerine etkileri incelenmistir.

Sonuglar Cizelge 4.3 ’te verilmistir. Bun gore, 100 pl DES eklendigi durumda da geri
aliman miktar enjeksiyona yetecek diizeyde olmadigi belirlenmis ve DES hacmi artikca

geri kazanilan AFM1 miktarinda azalma oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.3 DES hacminin AFM1 geri kazanimina etkisi

Eklenen DES hacmi, pl AFM1 miktari, ppb
100 -
150 0.03
200 0.017
300 0.008

Kor numunedeki AFMI igerigine en yakin degeri 200 pul DES hacminin verdigi
belirlenmistir. Bu nedenle yiiklii numune ile de 200 pl DES hacminde ekstraksiyon
gercgeklestirilmis ve Cizelge 4.4°deki sonuglar elde edilmistir. Buna gore 0.05 ppb yiiklii
numunede ortalama olarak 0.064 ppb AFM1 bulunmustur. Kér numune 0.018 AFM1
icerdiginden teoride analiz sonucu 0.068 ppb AFM1 bulunmas1 gerekmektedir. Buna gore

sonuclarin uygun oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4 200 pl DES hacmi ile geri kazanilan AFM1 miktar1 (0.05 ppb yiiklii)

Sira No Eklenen DES hacmi, pl AFMI1 miktari, ppb
1 200 0.067
2 200 0.061
3 200 0.063
Ortalama 0.064

Yiikleme yapilan numune ile gergeklestirilen 3 adet analizin sonuclar1 degerlendirilerek
elde edilen geri kazanim orani olan ER degeri % 94.11 olarak hesaplanmustir.

1 ppb seviyesinde geri kazanim faktorii limitleri Cizelge 4.5°te verilmis olup (AOAC Peer
Verified Methods Program, Nov 1993) bulunan geri kazanim orani, ¢aligilan diizey igin

uygun bulunmustur.
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Cizelge 4.5 Derisime bagl geri kazanim araliklari

Miktar (%) Analit Oram Birim Geri Kazamim (%)
100 1 100 % 98-102
10 10* 10 % 98-102
1 102 1% 97-103
0.1 103 0.1% 95-105
0.01 10* 100 ppm 90-107
0.001 10° 10 ppm 80-110
0.0001 10 1 ppm 80-110
0.00001 107 100 ppb 80-110
0.000001 108 10 ppb 60-115
0.0000001 10° 1 ppb 40-120

4.3 Ultrasonik Dalga Siiresinin Etkisi

Ultrasonik dalga uygulamasi referans makalede 8 dk olarak gerceklestirilmistir. Bu
calismada 2, 4, 5 ve 6 dk siirelerde deneyler yapilmis ve sonuclar Cizelge 4.6 ve Cizelge

4.7’de sunulmustur.

Cizelge 4.6 Ultrasonik dalga stiresinin AFM1 miktarina etkisi (kér numune-0.018 ppb)

Sira Ultrasonik Dalga Uygulama Siiresi, AFM1 miktar, ppb
No dk

1 2 0.0095
2 4 0.016
3 5 0.016
4 6 0.018

Cizelge 4.7 Ultrasonik dalga stiresinin AFM1 miktarina etkisi (0.05 ppb yiiklii)

Sira Ultrasonik Dalga Uygulama Siiresi, AFM1 miktari, ppb
No dk

1 2 0.054
2 4 0.061
3 6 0.063
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Madde 4.2.2° de 8 dk ultrasonik dalga uygulanarak yapilan numunedeki AFMI
miktarinin, referans yontem ile belirlenen degerle %94.11 yaklasimla Ortiistiigi
gosterilmisti. Bu ¢alismada ultrasonik dalga uygulama siiresinin degistirilmesiyle yapilan
denemelerde bulunan sonuglara gére 4 dk ve tizerindeki ultrasonik dalga uygulama

stiresinin, AFM1 miktar1 agisindan benzer sonuglar dogurabilecegi gosterilmistir.

4.4 \Vorteks Siiresinin EtKisi

Vorteks siiresi uygulamasi referans makalede 3.6 dk olarak uygulanmaktadir. 3.6 dk
vorteks uygulanarak yapilan Madde 4.2.2.” de numunedeki AFM1 miktarinin, referans
yontem ile belirlenen degerle %94.11 yaklasimla ortlistiigli gosterilmisti. Bu ¢alismada
vorteks uygulama siiresinin degistirilmesiyle yapilan denemelerde bulunan sonuglara
gore, Masrouri vd. 2021°de Onerilen siireden uzaklasildik¢a ekstraksiyon veriminin
diismekte oldugu goriilmektedir. Yapilan denemelerden elde edilen sonuclar Cizelge

4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8 Vorteks siiresinin AFM1 miktarina etkisi (0.05 ppb yiiklii)

Sira No Vortex Uygulama Siiresi, dk AFM1 miktar, ppb
1 3 0.055
2 4 0.057

Yapilan calismalar 1s181inda karar verilen parametreler baz alinarak gergeklestirilmesi
planlanan tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢in 8 adet bos numune hazirlanip analiz edilmistir.
Alinan sonuclarin kendi aralarinda tutarli olduklar1 ve anlamli bir veri seti elde edildigi
Grubbs testiyle gosterildikten sonra bagil standart sapma (relative standard deviation,
RSD) %6.6 olarak hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik standard sapmasindan
faydalanilarak metodun LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik
standard sapmasi1 SD:0.0011 olup LOD 0.0033 ve LOQ 0.0099 olarak bulunmustur.
Sonuglar Cizelge 4.9’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.9 Tekrarlanabilirlik ve bagil standart sapma degerleri

Numune sayisi AFM1, ppb

1 0,016
2 0,018

3 0,0152

4 0,0179

5 0,0156

6 0,0156

7 0,0164

8 0,0157

ORT 0,0163

SD 0,0011

Min 0,0152

Max 0,0180
Grubbs L 1,0226
Grubbs H 1,5804

N=8, G=2,032 (Grubb 1969, T1) OK
RSD 0,06599

4.5 Deneysel Tasarim ve Optimizasyon

Calismada peynir orneklerinden DES ve ultrasonik dalga destekli DSSME deneylerinde
en yiiksek geri kazanimi saglayan MH DES’1 kullanilarak ekstraksiyon parametrelerinin
deneysel tasarim yontemiyle optimizasyonu amaclanmistir. Buna gore bagimsiz
degiskenler DES miktar1, ultrasonik dalga siiresi ve sicaklik olarak seg¢ilmis ve bu
parametrelerin cevap olarak belirlenen zenginlestirme faktorii lizerine etkisi Merkezi
Kompozit Tasarim (MKT) kullanilarak incelenmis ve yanit yiizeyleri elde edilmistir
(Design-Expert® 9.0. Stat-Ease, Inc., USA). MKT ile olusturulan deney setleri Cizelge
4.10° da verilmistir.
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Cizelge 4.10 MKT ile olusturulan deney setleri ve cevaplart

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Cevap
Deney  A: DES miktan (ul) B: Siire (dk) C: Sicaklik, °C EF
1 210.00 6.50 52.50 9.94
5 210.00 0.61 52.50 3.94
3 210.00 6.50 52.50 9.50
4 230.00 3.00 60.00 5.94
5 230.00 10.00 45.00 7.83
6 190.00 10.00 60.00 7.67
7 210.00 6.50 52.50 9.72
8 243.64 6.50 52.50 5.11
9 210.00 6.50 52.50 9.83
10 230.00 10.00 60.00 8.17
1 230.00 3.00 45.00 5.22
12 210.00 6.50 39.89 8.72
13 210.00 6.50 52.50 9.78
14 190.00 3.00 60.00 7.11
15 210.00 6.50 52.50 9.61
16 190.00 3.00 45.00 6.72
17 190.00 10.00 45.00 7.50
18 176.36 6.50 52.50 8.44
19 210.00 6.50 65.11 8.44
20 210.00 12.39 52.50 9.17

Elde edilen veriler ile olusturulan model ve model parametrelerinin varyans analizi
(ANOVA) sonuglarn1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Buna gore en uygun modelin ikinci
dereceden model oldugu belirlenmistir. Model F degerinin (79.85) olduk¢a biiyiik ve
model p degerinin 0.0001’den kiiclik olmasi onerilen modelin anlamli oldugunu
gostermektedir. Modelin regresyon katsayis1 (R?) ve diizeltilmis regresyon katsayis
(R3;,) degerleri 0.9863 ve 0.9739 olarak bulunmustur. Bu degerlerin birbirine ve de 1’e
yakin olmasi tahmini ve deneysel degerlerin arasinda yiiksek bir uyumun oldugunu

gostermektedir. Yeterli kesinlik (YK) degeri 25.649 olarak bulunmus ve bu degerin 4'ten
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biiyiilk olmasi, EF degerinin tahmin edilmesi i¢in modelin kullanilabilecegini
dogrulamaktadir. Ayrica diisiik varyasyon katsayisi (%3.25) deneysel sonuglarin

giivenilirligini ve kesinligini géstermektedir.

Modelde yer alan lineer parametreler olan A ve B’nin ve ikinci dereceden tiim
parametrelerin (A2, B2, C?) istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05, ve
p<0.0001). Bunun yan: sira AB etkilesiminin de istatistiksek olarak onemli oldugu

bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.11 MKT ile elde edilen ikinci dereceden polinom modelinin varyans analiz

sonuglari
Kaynak KT SD KTO F-degeri  p-degeri
Model 48.37 9 5.37 79.85 <0.0001 Onemli
A-DES miktari 2.87 1 2.87 42.70 <0.0001
B-t 12.68 1 12.68 188.47 <0.0001
C-T 4.186E-003 1 4.186E-003  0.062 0.8081
AB 0.84 1 0.84 12.46 0.0054
AC 0.25 1 0.25 3.69 0.0836
BC 0.29 1 0.29 4.24 0.0666
A? 19.11 1 19.11 284.01 <0.0001
B2 14.60 1 14.60 217.01 <0.0001
c? 2.52 1 2.52 37.42 0.0001
Kalint1 0.67 10 0.067
Uyum eksikligi 0.55 5 0.11 4.43 0.0641  Onemsiz
Saf hata 0.12 5 0.025
Toplam 49.04 19
Std sapma= 0.26
C.V%= 3.25
R?= 0.9863
R3:, = 0.9739
RZ,,= 0.9091
YK= 25.649

KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KTO: Kareler toplaminin ortalamasi
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EF degeri igin yapilan tasarim sonucu olusturulan ikinci dereceden polinom denklem
kodlanmig degiskenler (Esitlik 3) ve gergek degiskenler (Esitlik 4) cinsinden asagida

verilmistir.

EF = +973 — 046 * A+ 0.96 * B+ 0.018 *C+0.32*AxB+0.18 xAxC— 0.19 * B C —
1.15 % A2 — 1.01 * B2 — 0.42 = C2 )

EF = —121.47440 + 1.09454 * DES% + 0.74992 = t + 0.58263 * T + 4.62500E003 *
DES% % t + 1.17500 * DES% % T — 7.19048 * t * T — 2.87912 * DES%2 — 0.082179 * t2 —
7.43154 * T2 (4)

AFMZ’in DES miktart (pl), ekstraksiyon siiresi (dk) ve sicaklik (°C) degerlerine gore
degisimini gésteren ti¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri ve esytikselti egrileri Sekil 4.12°de

gosterilmistir.

A:DES

@ -

625 —f

oT

5250 — =

EF

CT
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EF

Sekil 4.12 Deneysel tasarim sonucu elde edilen YY grafikleri ve esyiikselti egrileri

(a) ve (b): DES miktar1 ve siire ile degisimi (T=52.5°C)
(c) ve (d) DES miktar1 ve sicaklik ile degisimi (t= 6.5 dk)
(e) ve (f) Sicaklik ve siire ile degisimi (DES miktart =210 uL)

Sekil 4.12 incelendiginde tiim grafiklerde en yiiksek EF degerinin incelen alanin
ortalarinda oldugu belirlenmistir. Sekil 4.12 a ve b’de DES miktar1 ve siirenin (t) EF
tizerine etkisi goriilmektedir. Buna gore DES miktar arttikca EF Once artmis, sonra
azalmistir. Benzer sekilde ekstraksiyon siiresi arttikca EF degeri once artmis, sonra
azalmistir. Sekil 4.12 ¢ ve d’de verilen grafiklerde DES miktar1 ve sicakligin (T) EF
tizerine etkisi incelendiginde tiim T degerlerinde DES miktar1 arttikca EF’de dnce artis,
ardindan tekrar diisiis gozlenmistir. En yiiksek EF degerlerine DES ve sicakligin orta
degerlerinde ulasildigi belirlenmistir. Sekil 4.12 e ve f’de verilen grafiklerde ise sicaklik
(T) ve siirenin (t) EF {izerine etkisi verilmistir. Buna gore t’nin artmasiyla EF’de yiiksek
bir artis, sonra hafif bir azalma goézlenmistir. T’nin degisiminin EF iizerinde ¢ok 6nemli
bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Bu durum, ANOVA analiz tablosunda sicaklik ana
etkisinin istatistiksel olarak anlamli olmamasi (p=0.8081) ile de desteklenmektedir. En

yiiksek EF degerlerine orta t ve orta T degerlerinde ulasildigr goriilmektedir.

YYY grafiklerinin incelenmesinin ardindan EF degerinin optimize edilmesi
amaglanmistir. Buna gore cevabin maksimize edilmesi i¢in program tarafindan optimum
kosullarda ekstraksiyon siiresi 7.98 dk, sicaklik 52°C ve DES miktar1 207 ul ve bu

kosullar altinda EF degeri 9.98 olarak 6ngdriilmiistiir. Deneyler optimum kosullar altinda
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4 tekrarlh olarak gerceklestirilmis ve EF degeri 10.22 + 0.31 olarak bulunmustur.
Ongoriilen ve bulunan EF degerleri birbirine olduk¢a yakin bulunmustur (%2.3). Buna
gbre optimizasyon basari ile ger¢eklestirilmistir. Optimum kosullar altinda %ER degeri

ise %101.14 + 0.92 olarak belirlenmistir.

Gelistirilen yontemde AFMI1’in ekstraksiyonu i¢in harcanan DES miktari, klasik
yontemle gergeklestirilen ekstraksiyon agsamalarinda harcanan organik ¢6ziicii miktarinin
(yaklasik 250 ml) yaninda ihmal edilebilecek derecede diisiik miktarda oldugundan ve
analitin geri kazanim orani yeterli seviyede gergeklestiginden dolayi, gelistirilen yeni

nesil mikroekstraksiyon yonteminin basartya ulastigi degerlendirilmistir.

Optimize edilen yontemin aflatoksin yiiklemesi ile degisiminin belirlenebilmesi igin
peynir ornegine 50 ve 100 ng/kg oraninda yiiklemeler yapilarak EF ve %ER degerleri
belirlenmis ve Cizelge 4.12’de verilmistir. Buna gore 50 ng/kg yiiklemede EF
38.165+0.785, 100 ng/kg yliklemede ise EF 65.83+0.388 olarak bulunmustur. Dolayisiyla
peynire yiikleme yapildiginda EF degerinin arttig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.12 Optimize edilen yontemin farkli ylikleme sonuglari

Yiiklenen Toplam Bulunan Zenginlestirme Geri kazamim
AFM1 AFM1 AFM1 faktori orani, (% ER)
ng/kg ng/kg ng/kg (EF)
0 0.018 0.018+0.001 10.22+0.311 101.14+0.919
50 0.068 0.067+0.001 38.165+0.785 98.45+0.608
100 0.118 0.121+0.002 65.83+0.388 102.74+0.523

4.6 Metot Validasyonu

DES kullanilarak peynirden AFMI1 analizi i¢in gelistirilen UD-DSSME y6nteminin
validasyonu igin tespit limiti, 6l¢tim limiti, lineer aralik, korelasyon faktorii, giin i¢i ve
giinler aras1 bagil standard sapma ve dogruluk degerleri, zenginlestirme faktorii ve

ekstraksiyon geri kazanimi degerleri Cizelge 4.13’te verilmistir.

48



Cizelge 4.13 Gelistirilen yontemin kantitatif 6zellikleri

Parametreler Degerler

Tespit Limiti (LOD:3xSD), ug/kg 0.0038

Olgiim Limiti (LOQ:10xSD), ug/kg 0.0127

Lineer Aralik (LR), pg/kg 0.0127-0.5

r?> (Korelasyon Faktorii) 0.999

% RSD (Gin i¢i) 1.90 (n=7, 50 ng/kg)

% RSD (Ginler arasi) 2.29 (n=7, 50 ng/kQ)
Zenginlestirme Faktorii (EF) 10.22 +0.31 (n=4, yiiklemesiz)

38.17 £ 0.79 (n=4, 50 ppt yiikleme)
65.83 £0.39 (n=4, 100 ppt yiikleme)

Ekstraksiyon Geri Kazanimi (ER), % 99.43 £2.53 (n=14)
%Dogruluk (Gtinler arasi) 97.06-102.94
%Dogruluk (Giin i¢i) 97.06-101.47

Buna gore LOD ve LOQ degeri oldukga diisiik bulunmustur. Yontemin lineer oldugu
aralik 0.0127-0.5 pg/kg olarak bulunmustur. Bu deger araliginin analitin beklenen
derisiminin 50-150% araliginda olmas1 uygundur. Ulkemizdeki AFMI f{ist limiti olan
0.05 pgl/kg degeri ile kiyaslandiginda bu lineer araligin 0.075 pg/kg degerine kadar
cikmasi yeterlidir. Genel olarak tilkemizdeki peynir cesitliligine bakildiginda ise AFM1
miktarinin 0.02-0.04 pg/kg olarak 6l¢iildiigii goriilmektedir. Caligmada belirlenen lineer
aralik, iilkemizdeki peynirlerde AFM1 miktarinin kantitatif olarak analiz edilebilmesi igin

yeterlidir.

%RSD degeri, standard yontem olan TS EN ISO 14501:Eylil 2021°den modifiye
VICAM AflaTest Afla M1 Analiz Yontemi ile karsilastirildiginda, daha diisiik oldugu
icin kabul edilebilir diizeydedir.

Cizelge 4.14’te farkli kaynaklardan aflatoksin analizi yapmis olan ¢aligmalarin

yontemleri 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.14 Farkli kaynaklardan aflatoksin analiz yontemleri

Masrouri | Giirsoy | Chen Kiani Lesan Standard
Parametre vd vd vd vd vd Yont Tez
2021 2022 2022 2022 2023 ontem
. . .. - Bebek .. . .
Matriks Peynir Stit Yag mamasi Piring Peynir Peynir
Analit AFM1 AFM1 AFB1 AFM1 AFB1 AFM1 AFM1
LODfl 0.0007 0.0061 0.4 0.002 0.04 0.005 0.0038
pg kg
LOQfl 0.0025 0.02 0.8 0.005 0.14 0.014 0.0127
ng kg
LR, 0.0025-2 | 0.02-300 | 0.8-80 | 0.005-10 | %X | 0014-5 | 0.0127-05
ug/kg 1000
R? 0.998 0.996 0.998 0.999 0.998 0.999 0.999
%RSD | % | 3351 | 586 | 27 53 260 | (a7 50
(Giin igi) 5 ng/kg) (n=5) (n=6) (n=7) (n=6) ng/kg)
% RSD 8.6 2.29
@inler | (n=6, | | ATE L S5 0 3.08 (=7,
arast) 5 ng/kg) 50 ng/kg)
10.22 +0.31
(n=4,
yiiklemesiz)
94 + 4 328 622 38.12 +0.79
EF 1=3) (126) 225 (h=3) 8 (n=4, 50
- - - ng/kg)
65.83 +£0.39
(n=4, 100
ng/kg)
94+ 4 91-99 101.9 7843 9943 +£2.53
0,
ER, % (1=3) =5 | (n=6) 89 (n3) 94.58 (he1d)

Cizelge 4.14’te Ozetlenen sonuglara bakildiginda; yeni gelistirilen yontemin % geri
kazanim oraninin, diger ¢aligmalarda elde edilen sonuglara kiyasla daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Yeni metodun tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik standard sapmasi
sonuglari, daha 6nce yapilmis tiim ¢alismalardan daha diisiiktiir, bu da gostermektedir ki
gelistirilen metod ile daha 6nce yapilan ¢alismalara oranla daha yiiksek tekrarlanabilirlik
ve tekrar iretilebilirlik saglanmistir. Tiim bunlara ek olarak, ulasilan LOD ve LOQ
seviyeleri, diger calismalara oranla yiiksek olmakla birlikte ilkemiz kosullarinda tiretilen
peynir Orneklerinde beklenen AFM1 miktarlart g6z Oniinde bulundurularak

degerlendirildiginde ulagilan LOD ve LOQ seviyleri ve lineer aralik yeterli diizeydedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda iilkemizde en ¢ok tiiketilen besinlerden biri olan peynirin i¢inde
bulunabilen Aflatoksin M1 (AFM1) isimli mikotoksinin etkin bir sekilde ekstraksiyonu
igin yeni nesil, verimli ve gevre dostu bir yontem olan ultrasonik dalga destekli sivi-sivi
mikroekstraksiyon yénteminin Derin Otektik Coziiciiler (Deep Eutectic Solvents, DES)

kullanilarak gelistirilmesi amag¢lanmustir.

Bu tez calismasi ile gelistirilen yontem ile gilinlimiizde uygulanmakta olan yonteme
alternatif sunularak toksik organik ¢oziicii tiiketiminin en aza indirilmesi, maliyetin
diistiriilmesi ve yiiksek zenginlestirme faktorii ve yiiksek geri kazanim ile AFMI

ekstraksiyonunun ger¢eklesmesi hedeflenmistir.

Bu dogrultuda ¢alisma kapsaminda peynirdeki AFM1’in ekstraksiyonu ve analizi igin
Derin Otektik Céziiciiler (Deep Eutectic Solvents, DES) kullanilarak ultrasonik dalga
destekli dagitict sivi-s1vi mikroektraksiyon (UDD-DSSME) yontemi arastirilmistir. Tez
calismasinda Oncelikle AFM1 analizinde HPLC ile analiz kosullar1 gelistirilmistir.
Tastyic1 faz bilesimi, kolon sicakligi, akis hizi, enjeksiyon hacminin etkileri
incelendiginde sirasiyla, asetonitril:su (25:75 v/v) izokratik, 40°C, 1 ml/dk ve 100 pl
olarak belirlenmistir. Daha sonra DES’ler ile UDD-DSSME gerc¢eklestirilmesi amaciyla
literatiirde daha 6nce incelenmemis olan yedi farkli mentol bazli DES hazirlanmis ve ilk
kez peynirden AFM1 ekstraksiyonunda kullanilmustir. Incelenen DES’ler arasinda en iyi

yanit veren DES tiirii mentol:hekzanoik asit (MH) olarak belirlenmistir.

Literatiirde, bebek siitinden AFMI1 analizinde metil trioktil amonyum kloriir ile
(MTOAC), MTOAC:etilen glikol, MTOAC:n-biitanol, MTOAC:gliserol, MTOAC:n-
heptanol ve MTOAC:n-nonanol DES’leri kullanilmistir. En yiikksek ER (%89) ve EF
(225) MTOAC:n-biitanol (1:3) ile elde edilmistir (Kiani vd 2022). Bunun yanisira
piringten AFM1 ekstrraksiyonunda etil metil amonyum kloriir (EMAC):karvakrol ve
EMAC:timol kullanilmistir. En yiiksek ER (%75) ile EMAC:karvakrol kullanilarak elde
edilmistir (Lesan vd 2023). Siitten AFM1 analizinde ise betain kloriir ve kolin kloriir

HBD olarak kullanilarak, ksiloz, friikktoz, sukroz ve maltoz HBA kullanilmis ve 8 adet

o1



DES hazirlanmistir. En yiiksek ER (%91.4) betain kloriir:maltoz (1:2) ile elde edilmistir
(Giirsoy vd 2022). Peynirden mikroekstraksiyon gergeklestirilen bir diger ¢alismada ise
DES tiirii incelenmemis ve hazirlanan N,N-dietanol amonyum kloriir:karvakrol

kullanilmistir (Masrouri vd 2022).

Yaymlanan bu c¢alismalarda DES tiirti se¢imlerinde etkili olan parametrelerden
bahsedilmemistir. Bu ¢caligmada incelenmek {izere secilen DES tiirlerinin dagitic1 6zellik
gosterebilmeleri i¢in hidrofobik o6zellikte olmalarina ve ekonomik olmasi i¢in ucuz
bilesenler olmalarina dikkat edilmistir. Ayrica literatiire katki sunulabilmesi i¢in daha

once bu konuda kullanilmamis olan hidrofobik DES’ler arasindan se¢im yapilmustir.

Gelistirilen yontemde en iyi sonucu veren mentol:hekzanoik asit DES’inin bilesenlerinin
birim maliyetleri 100 g tizerinden hesaplandiginda toplamda 2.900.-TL iken,
Masrouri’nin 2022 yilinda yaptigi calismada Onerilen N,N-dietanol amonyum
kloriir:karvakrol DES’i igin bilesenlerin birim maliyeti 100 g i¢in 27.100.-TL olarak
hesaplanmaktadir. Dolayisiyla gelistirilen yontem lietartiir ile kiyaslandiginda segilen

¢Oziicl acisindan daha ekonomiktir.

En 1yi ¢0ziicii tiirliniin secilmesinin ardindan mikroekstraksiyon {izerinde etkili oldugu
bilinen parametreler olan DES hacmi, vorteks siiresi ve ultrasonik dalga siiresi
paramatrelerinin  AFM1 geri kazanimi iizerine etkileri tek seferde tek parametre
yontemiyle incelenmistir. Bu deneyler deneysel tasarim igin diisiik ve yiiksek seviye

degerlerinin belirlenmesinde yardimci olmustur.

Deneysel tasarimda faktorlerin etkilerinin birlikte incelenebilmesi i¢in parametreler
sicaklik, DES hacmi ve ultasonik dalga siiresi olarak belirlenmis ve zenginlestirme
faktori iizerine etkileri incelenmistir. Sonuglarin ANOVA analizleri gergeklestirilmis ve
cevabi en iyi ifade eden denklemin ikinci dereceden polinom oldugu belirlenmistir.
Model F degerinin (79.85) oldukea biiyiik ve model p degerinin 0.0001’den kiiciik olmasi
onerilen modelin anlamli oldugunu gdstermistir. Modelin regresyon katsayist (R?) ve

diizeltilmis regresyon katsayisi (R3;,) degerleri 0.9863 ve 0.9739 olarak bulunmustur. Bu

52



degerlerin birbirine ve de 1’e yakin olmasi tahmini ve deneysel degerlerin arasinda

yiiksek bir uyumun oldugunu gostermektedir.

Modelde yer alan lineer parametreler olan A ve B’nin ve ikinci dereceden tiim
parametrelerin (A%, B2, C?) istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05, ve
p<0.0001). Bunun yanm1 sira AB etkilesiminin de istatistiksek olarak onemli oldugu
bulunmustur (p<0.05). AFM1’in DES miktar1 (ul), ekstraksiyon siiresi (dk) ve sicaklik
(°C) degerlerine gore degisimini gosteren li¢ boyutlu yanit ylizey grafikleri ve esyiikselti
egrileri incelendiginde optimum kosullarin deneysel alanin orta noktalarina denk geldigi

belirlenmistir.

Literatirde DES kullanarak AFM1 mikroekstraksiyonunda deneysel tasarim ile
optimizasyon yapan iki caligmaya rastlanmistir. Siitten miktoekstraksiyonun
gergeklestirildigi ilk calismada DES miktar1 ve ultrasonik dalga siiresinin yanisira
prosediirlerine 6zgii iki farkli parametre (pH degeri ve pirogallol derisimi) faktor olarak
kullanilmis ve ER degeri optimize edilmistir. Calismada ikinci dereceden polinomun
cevabi en iyi ifade eden denklem oldugu belirlenmistir ancak ¢alisian deneysel bdlge
optimum degerin kenarinda yer almistir. Yiikleme yapilan Orneklerle gergeklestirilen
optimizasyon sonucu ER olarak %107 ve EF degeri 328 olarak elde edilmistir (Giirsoy
vd 2022).

Bu tez c¢alismasi ile en ¢ok ortak noktast olan c¢alismada peynirden AFMI1
mikroekstraksiyonunda ise deneysel tasarimda faktorler olarak asetonitril hacmi, tuz
derisimi, DES hacmi ve vorteks siiresi incelenmistir. Cevabi ifade eden denklem yine
ikinci dereceden polinom olarak bulunmustur. Ancak R? ve ongoriilen R? degerleri bu
calismaya gore diisiik bulunmustur (R?=0.9751 ve 6ngoriilen R?=0.9590). ER ve EF

degerleri %94 ve 94 olarak verilmistir.

Bu tez caligmasinda peynire AFMI1 yiiklemesi yapilmadan orijinal AFM1 igerigi
tizerinden optimizasyon gerceklestirilmistir. Bunun amaci, yiiksek degerler sunmaktan
ziyade peynirde var olan AFM1 igeriginin EF degerini artirmaktir. Dolayisiyla EF degeri
10.22 + 0.31 olarak optimize edilmistir. Optimum kosullar altinda altinda %ER degeri ise

53



%101.14 + 0.92 olarak belirlenmistir. Bu da gelistirilen yontemin AFM1’in tamaminin
ekstrakte edilebildigini gostermektedir. Literatiir ile kiyaslanabilir sonuglar elde
edilebilmesi igin literatiirdeki gibi 50 ve 100 ng/kg oraninda yiiklemeler yapilarak EF ve
%ER degerleri belirlenmis ve peynire yiikleme yapildiginda EF degerinin arttigi

belirlenmistir.

Yontem validasyonu sonucunda ilgili degerlerin tamaminin kabul edilebilir diizeyde
oldugu belirlenmistir. Gelistirilen yeni yontemin literatiirde farkli kaynaklarda gelistirilen
yontemlerde oldugu gibi yiliksek geri kazanim orani ve yiiksek tekrarlanabilirlige sahip
oldugu ve bu sayede alternatif bir yontem olarak kullaniminin miimkiin olabilecegi tespit

edilmistir.

Ulkemizde AFMI1 analizi genel prosediirinde AFMI1 icin segici ozellikteki
immunoaffinite kolon kullanilmakta ve ¢oziicii olarak kloroform ve hekzan gibi organik
¢oziciiler yiiksek miktarda (yaklasik 250 ml) kullanilmaktadir. Kloroformun ortamdan
uzaklagtirilmasi i¢in doner buharlastiricida ugurma islemi yapilmaktadir. Bunun yani sira
her bir analiz i¢in bir adet immunoafinite kolon kullanilmakta ve dolayisiyla giin i¢inde
gerceklestirilen onlarca analiz sonucu toksik organik ¢6ziicli miktar1 artmakta ve kolon
maliyeti yiiksek seviyelere g¢ikmaktadir. Ekstraksiyonun son adiminda ise eluatin
immunoaffinite kolondan etkin sekilde siiziilmesini saglamak amaciyla ise yagsiz vakum
pompasi entegre edilmis vakum manifoldu ile siizme islemi gergeklestirilmekte

oldugundan elektrik sarfiyat1 da ytiksektir.

Bu tez calismasinda, hedeflendigi {izere,
- peynirden AFM1 mikroekstraksiyonunda toksik organik ¢oziicii kullanimi
yaklasik 100 kat azaltilmis (2.1 ml ACN),
- immiinoafinite kolona ihtiya¢ kalmamis
- AFML1 ekstraksiyon siiresi 120 dk’dan 35 dk’ya indirilmis,
- yesil ¢oziicli olan DES kullanilarak UD-DLLME optimize edilebilmis
- yiiksek ER ve EF degerlerine ulasilmig
- literatiir ile kiyaslanabilir ve kabul edilebilir degerlerin elde edildigi ekonomik

analiz yontemi gelistrilmistir.
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EK 1 Calismada Kullamilan Kimyasallar

Kimyasal Firma Katalog No
DL-mentol Sigma W266507
Hekzan Isolab 1.043.912.500
Etanol Isolab 9.200.262.500
Hekzanik asit Sigma 153745
Oktanoik asit Sigma C2875
Dodekanol Sigma 126799
1-Oktanol Sigma 472328
1-Biitanol Merck 1.01990
Dekanoik asit Sigma C1875

Laurik asit Sigma W261408
Immunoaffinite kolon R-Biopharm RP71/RP70N
Aflatoksin M1 Trilogy TAS-M15LA2
NaCl Merck 1.06404.1000
Celite 545 Supelco 1.02693.1000
Metanol Supelco 1.06007.2500
Kloroform Supelco 1.02445.2500
Asetonitril Supelco 1.00030.2500
n-Hexane Supelco 1.04371.2500
PBS Tablet Sigma P4417-100TAB
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EK 2 Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihaz Model

Ultrasonik Banyo IKA

Terazi Mettler AB54-S; Scaltec
Saf Su Cihazi Millipore

HPLC Shimadzu 2010 Plus

Manyetik Karistirici
Analitik Terazi
Blender

Manyetik Karistiricili Hotplate
Vortex

Ultrasonik Banyo
HPLC

HPLC

Santrifiij Cihazi
Ultra Saf Su Sistemi
Vakum Manifoldu
Doner Buharlastirici

Isitmal1 Ultrasonik Banyo

Isolab Laborgerate GmbH
Weighlab

Waring

IKA

IKA

IKA

Shimadzu

Agilent Technologies
Niive

Millipore Milli Q Direct
Agilent Technologies
Buchi

Bandelin Sonorex

63



EK 3 Calismada Kullanilan Malzemeler

Malzeme Model

Eclipse EDB C18 analitik kolon Agilent, 250 mm x 4.6 mm, 5um
Inertsil ODS-2 analitik kolon GL Sciences, 250 mm x 4.6 mm, 5um
100 uL Mikropipet Eppendorf

5 mL Mikropipet Eppendorf

1 mL Mikropipet Eppendorf

Dijital Gostergeli Sicaklik Olger EBY

64





