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Giris

Aflatoksinler (AFler), uygun sicaklik ve nem kosullari altinda gogunlukla Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus
tarafindan Uretilen mikotoksinlerdir. Cogunlukla dort cesit AFB1, AFB2, AFG1ve AFG2 icerir. Bunlar arasinda AFB1 en toksik
olanidir ve giiclii teratojenik, kanserojen ve mutajenik etkilere sahiptir ve Diinya Saglik Orgiitiniin (WHO) Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan "Sinif | kanserojen” olarak siniflandiriimistir. Ayni zamanda, AF'ler oldukca toksik
maddelerdir ve akut zehirlenmenin toksisitesi potasyum siyantrin 10 katidir. AF'ler dogal olarak genis bir yelpazede
dagilmistir ve analiz seviyesinin iyilestiriimesiyle AF'ler tahillarda, yag bitkilerinin tohumlarinda, islenmis Urnlerde,
meyvelerde, kurutulmus meyvelerde, sebzelerde, ¢esnilerde, titiinde, Gin bitkisel |Iaf;lar|nda sut Urdnlerinde ve fermente
(iriinlerde bulunmustur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orqiti (FAO) ilk olarak tarmsal
urnlerde ve gidalarda izin verilen maksimum AF miktarini belirlemis, ardindan dinya ¢apinda Ulkeler art arda AF sinir
standartlari olusturmustur.

Prensip

Antikor ve antijenin spesifik baglanmasina dayanarak, AF'lerin monoklonal antikorlari, bir immanoafinite kolonu olusturmak
icin kolonda sabitlendi. Ornek gikarildiktan, santrifilj edildikten veya filtrelendikten ve iist sivi uygun sekilde seyreltildikten
sonra, ornekteki AF'ler yavasca immunoafinite kolonundan gecer ve spesifik olarak antikora baglanir. Baglanmamis diger
maddeleri ¢cikarmak i¢in immunoafinite kolonunu durulayin ve AF'leri metanol ile elte edin. Uygun seyreltmeden sonra
analitik cihaz tespiti icin kullanilabilir.

Uygulama

Bu Urn AF iceren numunelerin 6n islenmesi igin uygundur. Numune ¢ozeltisi immunoafinite kolonu tarafindan
saflastirildiktan sonra, HPLC, LC-MS ve diger analitik cihazlar tarafindan dogrudan nitel ve nicel tespit icin kullanilabilir.
Sinyal-gurultd oranini etkili bir sekilde iyilestirebilir ve tespit yonteminin hassasiyetini ve dogrulugunu artirabilir.

Kati Numune
Bugday, bugday unu, arpa, misir, piring, esmer piring, fistik, antep fistigi, incir, findik ve bebekler icin tamamlayici gidalar, vb.

Kati Numune - Cin Geleneksel Tibbi Malzemeleri

Jujube, Hirudo, Lumbricus, Akrep, Semen cassiae, Malt, Polygala tenuifolia willd, Pericarpium citri reticulatae, Fructus
quisqualis, Platycladi tohumu, Sterculia Lychnophora, Lotus tohumu, Semen persicae, Kirkayak, Semen Ziziphi Spinosae,
Bombyx batryticatus, Coix tohumu, Betel cevizi, Nidus vespae, Aspongopus chinensis Dallas, Yer bocegi, Corydalis
yanhusuo, Semen strychni, Hindistan cevizi.

SiviNumune
Susam yagi, misir yagi, fistik yagi, harmanlanmis yad, soya sosu, sirke vb.

Yari - SiviNumune
Soya fasulyesi ezmesi vb.
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Performans Bilgileri Saklama ve Raf Omrii

Kolon Kapasitesi :300ng Saklama :2-8 °C'de saklayin.

Geri Kazanim Orani :>90% (Buzdolabinin i¢ duvarina yakin olmayiniz.)
Dondurmayin. Dogrudan gunes isigindan,
nemden ve I1sidan uzak tutun.

Test Kiti Bilesenleri (Kit basina 25 Test) Raf mrii : 24 ay.

1. 25 Adet 3 mL immiinoafinite Kolonu
2. Tkullanim kilavuzu

Gerekli ancak saglanmayan malzemeler (BIOEASY'den temin edilebilir)
Ekipman:

1. Homojenizatar, yiksek hizl pulverizator, doku pulverizatori

2. Eleme: Tmm-2mm agiklikli test elegi

3. Terazi: 0,01 g duyarlilik

4. Vorteks karistirici

5. Ultrasonik veya vorteks calkalayici

6. Ylksek hizll homojenizator: 6500 r/dak-24000r/dak

7. Santrif(j: hiz> 6000 r/dak

8. Kati Faz Ekstraksiyon cihazi (vakum pompali)

9. Termovap Numune Konsantratori

10. Sivi Kromatografisi ve Sivi Kromatografisi-Kitle Spektrometresi gibi analitik cihazlar
11. 50mL dereceli silindir

12. Tek kanalli pipet: 10 uL-100 pL, 100 pL-1000 pL, 1000 pL-5000 pL

13. pH dlger (veya pH testi)

Sarf Malzemeleri:
1. Santrif(j tipG (4 mL, 50 mL)
2. Sirnga veya yiikleme t{ipQ (30 mL)
3. Cam mikrofiber filtreler: gerekli hizli, yiksek yik, sivida tutulan partikil 1,6 umdir
4.1 mL Tek kullanimlik siringa
5. 0,22 ym milipor filtre membranli tek kullanimlik milipor filtre bashg
(Secilen filtre membranini kullanmadan énce adsorpsiyon olayi olmadigini dogrulamak icin standart sollisyonla test edin).

Reaktifler:

(Aksi belirtilmedigi strece, kullanilan tiim reaktifler analitik derecededir)

1. Metanol: kromatografik saflik

2. Asetonitril: kromatografik saflik

3. Su: Damitilmis su veya deiyonize su

4. Sodyum Klor(r

5. %1 Tween-20: TmL tween-20 alin, suyla 100 mL'ye seyreltin ve iyice karistirin.

6. 1M sodyum hidroksit: 4,00 g sodyum hidroksiti tartin, suda ¢oztin ve 100 mL'ye seyreltin.

7. 1M hidroklorik asit: 8,5 mL hidroklorik asit alin, suyla 91,5 mLye seyreltin ve iyice karistirin.

8. pH 7,4ii Fosfat Tampon Cdzeltisi (PBS): 8,00 g sodyum klortiir, 1,20 g disodyum hidrojen fosfat, 0,20 g potasyum
dihidrojen fosfat ve 0,20 g potasyum klorir tartin, suda ¢oziin ve 1000 mL'ye seyreltin.

9. PBSde %1 Tween-20(PBST): 10 mL Tween-20 alin ve PBS ile 1000 mL'ye seyreltin.

10. Asetonitril sulu gozeltisi (84+16): 840 mL asetonitrile 160 mL su ekleyin, iyice karistirin.
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Numune Hazirlama

Kati Numuneler

Numuneyi toz haline getirmek icin yiksek hizli bir toz haline getirici kullanin, pargacik boyutunu 2 mm'den daha kicuk hale
getirmek icin eleyin, esit sekilde karistirin ve numune sisesine 100 g'a kadar alt paketleyin, kapatin ve test icin saklayin.

Sivi Numuneler
Tiim sivi numuneleri homojenizatdr tarafindan bir kapta iyice karistirin, test edilecek 100 g (mL) numune alin.

Yari - SiviNumune
Bir doku ezici ile ezin ve karistirin, numune sisesine kapatin ve test igin saklayin.

Numune Ekstraksiyonu
Kati Numune
Bugday, bugday unu, arpa, misir, piring, esmer piring, fistik, antep fistigi, incir, findik ve bebekler i¢in tamamlayici gidalar, vb.

Kati Numune - Cin Geleneksel Tibbi Malzemeleri

Jujube, Hirudo, Lumbricus, Akrep, Semen cassiae, Malt, Polygala tenuifolia willd, Pericarpium citri reticulatae, Fructus quisqualis,
Platycladi tohumu, Sterculia Lychnophora, Lotus tohumu, Semen persicae, Kirkayak, Semen Ziziphi Spinosae, Bombyx batryticatus,
Coix tohumu, Betel cevizi, Nidus vespae, Aspongopus chinensis Dallas, Yer bocegi, Corydalis yanhusuo, Semen strychni, Hindistan
cevizi.

SiviNumune - Bitkisel yag
Susam yagr, misir yagi, fistik yagi, harmanlanmis yag, vb.

Yari - SiviNumune
Soya fasulyesi ezmesi, vb.

1. 50 mL santrif{j tipine 5,00 g 6rnek tartin.
2.1,00 g NaCl ekleyin.
3. 25 mL asetonitril sulu ¢ozeltisi (84+16) ekleyin, karistirmak igin vorteksleyin ve 20 dakika boyunca ultrasonik/vorteks galkalayicida
calkalayin (veya homojenizatdrle 3 dakika homojenlestirin).
4. Ornek cozeltisinin hazirlanmast icin dist siviyr elde etmek (izere > 6000 r/dkda 10 dakika santrif{j edin
(veya homojenizasyondan sonra gres harig cam elyaf filtre kagidiyla filtreleyin).

Sivi Numune
Soya sosu, sirke, vb.

1. 50 mL santrifij tiptne 5,00 g drnek tartin.

2. Asetonitril ile 25 mLye seyreltin, karistirmak icin vorteksleyin ve 20 dakika boyunca ultrasonik/vorteks calkalayicida calkalayin
(veya homojenizator ile 3 dakika homojenlestirin).

3. Numune sollisyonunun hazirlanmasi igin stipernatanti elde etmek tizere = 6000 r/dk'da 10 dakika santrif{j edin
(veya homojenizasyondan sonra gres harig cam elyaf filtre kagidiyla filtreleyin).

Kati Numune
Bebekler icin mama mamasi

1. 50 mL santrif{j tipune 1,00 g numune tartin.

2. Cozllmesiicin 10 mL su ekleyin.

3.10 mL metanol ekleyin, karistirmak icin vorteksleyin ve 20 dakika boyunca ultrasonik/vorteks calkalayicida ¢alkalayin
(veya homojenizator ile 3 dakika homojenlestirin).

4. Numune ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin Ust siviyi elde etmek amaciyla = 6000 r/dk'da 10 dakika santrifij edin
(veya homojenizasyondan sonra gres harig cam elyaf filtre kagidiyla filtreleyin).
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Numune Cozeltisi Hazirlama
Kati Numune
Bugday, bugday unu, arpa, misir, piring, esmer piring, fistik, antep fistigi, incir, findik ve bebekler i¢in tamamlayici gidalar, vb.

SiviNumne - Bitkisel yag
Susam yagi, misir yagi, fistik yagi, harmanlanmis yad, soya sosu, sirke, vb.

Yari - SiviNumune
Soya fasulyesi ezmesi, vb.

1.5 mL Ust siviyi dikkatlice pipetleyin.
2. PBS'ye 35 mL %1 Tween-20 ekleyin ve iyice karigtirin.
3. Tam Ust siviy1 6rnek ¢ozeltisi olarak elde etmek igin 10 dakika boyunca >6000 r/dkda santrifdj edin.

[Not: Ornek sirke gibi oldugunda, liitfen drnek ¢ozeltisinin pHini 7,4 ayarlamak icin TM sodyum hidroksit kullanin]

Kati Numune
Bebekler icin mama

1. TUm Ust siviyr alin.
2.50 mLye su ile seyreltin ve iyice karistirin.
3. Tam Ust siviy1 6rnek sollisyonu olarak elde etmek igin 10 dakika boyunca >6000 r/dk'da santrifdj edin.

Kati Numune - Cin Geleneksel Tibbi Malzemeleri

Jujube, Hirudo, Lumbricus, Scorpion, Semen cassiae, Malt, Polygala tenuifolia willd, Pericarpium citri reticulatae, Fructus
quisqualis, Platycladi tohumu, Sterculia Lychnophora, Lotus tohumu, Semen persicae, Centipede, Semen Ziziphi Spinosae,
Bombyx batryticatus, Coix tohumu, Betel cevizi, Nidus vespae, Aspongopus chinensis Dallas, Yer bocegi, Semen strychni.

1. 2,5 mL Ust siviyl dikkatlice pipetleyin.
2. PBS'ye 475 mL %1 Tween-20 ekleyin ve iyice karistirin.
3. Tum Ust siviy1 6rnek soliisyonu olarak elde etmek igin 10 dakika boyunca >6000 r/dk'da santrifij edin.

Kati Numune - Cin Geleneksel Tibbi Malzemeleri
Corydalis yanhusuo, Hindistan cevizi.

1. 2,5 mL Ust siviyi dogru bir sekilde pipetleyin.
2.PBSye 47,5 mL %1 Tween-20 ekleyin ve iyice karistirin.
3. Ornek sollsyonu olarak 25 mL Ust siviy elde etmek icin 10 dakika boyunca =6000 r/dk'da santrifdj edin.

Numune Cozeltisi Saflastirma

1. Kullanmadan 6nce immiinoafinite kolonunu oda sicakligina getirin, siringa haznesini veya yikleme tipini imminoafinite kolonuna
baglayin ve kolondaki orijinal siviy tamamen damlatin.

2. immiinoafinite kolonunu durulamak igin siringa haznesine veya yiikleme tiiptine 10 mL PBS ekleyin ve kolondaki siviyi tamamen
damlatin.

3. Numune sollisyonunu siringa haznesine veya yiikleme tlipiine dogru bir sekilde pipetleyin, numune sollisyonunun yercekimi basinci
altinda saniyede 1-2 damla hizinda damlamasina izin verin.

Kati Numune
Bugday, bugday unu, arpa, misir, piring, esmer piring, fistik, antep fistigi, incir, findik ve bebekler icin tamamlayici gidalar, vb.
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SiviNumune
Susam yagi, misir yagi, fistik yagi, harmanlanmis yag, soya sosu, sirke, vb.

Yari - Sivi Numune
Soya fasulyesi ezmesi, vb.

1) Ornek soliisyon damlasi bittikten sonra, immiinoafinite kolonunu durulamak igin sirnga haznesine veya yiikleme tiipiine 20 mL su
ekleyin. Damla bittikten sonra immiinoafinite kolonunu bosaltmak igin bir vakum pompasi kullanin.

Kati Numune - Cin Geleneksel Tibbi Malzemeleri

Jujube, Hirudo, Lumbricus, Akrep, Semen cassiae, Malt, Polygala tenuifolia willd, Pericarpium citri reticulatae, Fructus quisqualis,
Platycladi tohumu, Sterculia Lychnophora, Lotus tohumu, Semen persicae, Kirkayak, Semen Ziziphi Spinosae, Bombyx batryticatus,
Coix tohumu, Betel cevizi, Nidus vespae, Aspongopus chinensis Dallas, Yer bocegi, Corydalis yanhusuo, Semen strychni, Hindistan
cevizi.

1) Ornek sollisyon damlasi bittikten sonra, immiinoafinite kolonunu durulamak icin sirnga haznesine veya yiikleme tiipiine PBSde 20
mL %1 Tween-20 ekleyin. Ardindan immunoafinite kolonunu durulamak igin 10 mL su ekleyin. Damla bittikten sonra immunoafinite
kolonunu bosaltmak icin bir vakum pompasi kullanin.

4. §innga haznesini veya yikleme tiptnd cikarin, imminoafinite kolonunun altina 4 mLik bir santrifdj tipl yerlestirin.
5. Immiinoafinite kolonunu elle etmek igin 2 mL metanol ekleyin. Damla bittikten sonra immiinoafinite kolonunu bosaltmak igin bir
vakum pompasi kullanin.

[Not: Metanol eklendikten yaklasik 1dakika sonra sivi damlamazsa, liitfen 1-2 damla sivinin damlamast igin biraz basing vermek iizere
bir siringa kullanin, yercekimi basinci altinda damlatmaya devam edin.]

6. Tim ellatlari toplayin ve iyice karnstirin.

7. ElGent azotla neredeyse kuruyana kadar tflendikten sonra, HPLC veya LC-MSnin 1mL baslangig mobil faziyla yeniden olusturun,
0,22 pm mikro gozenekli filtreyle stiziin ve test i¢in numune sisesine aktarin. Seyreltilmemis veya uygun sekilde seyreltilmis eluenti
0,22 ym mikro g6zenekli filtreden gecirin ve test igin numune sisesine aktarin.

Sonu¢ Yorumlama
2 mL eluanttaki AF icerigi, 1g numunedeki AF igerigine esdederdir (Corydalis yanhusuo veya Hindistan cevizi 0,25 g'a esdegerdir,
Corydalis yanhusuo veya Hindistan cevizi harig Cin Geleneksel Tip Malzemeleri 0,5 g'a esdegerdir)

AF icerigi = Tespit Konsantrasyonu x Seyreltme Faktorl

Onlemler

1. Tim analiz islemi gerekli alanda yapilmalidir. Alan, nispeten bagimsiz bir ameliyat masasi ve atik depolama cihazi olmali ve dogrudan
glines 1sigindan uzak tutulmalidir.

2. Tim deney boyunca, operator son derece toksik maddelere maruz kalma gerekliliklerine uygun olarak ilgili koruyucu énlemleri
almalidir.

3. Kullanmadan 6nce gerekli sayida immunoafinite kolonunu gikarin ve oda sicakligina geri koyun.

4. Son kullanma tarihinden sonra immunoafinite kolonunu kullanmayin.

5. Tartilacak numune miktari ihtiyaglara gore uygun sekilde artirilabilir veya azaltilabilir ve sodyum klorir ve ekstraksiyon ¢ozeltisi
miktari orantili olarak artirilabilir veya azaltilabilir.

6. Numunedeki toksin iceriginin seyreltme faktoriine bélinmesi kolon kapasitesinden yiksek oldugunda, tekrar test yapiimasi
gerekir. Musteriler numune ¢ozeltisinin hacmini uygun sekilde azaltabilir veya seyreltme faktorind artirabilir.

7. Numune gdzeltisinin optimum pH' 7-8 arasindadir, numune ¢ozeltisini kolona damlatmadan 6nce pH metre (veya pH test seridi) ile
pH' kontrol edin. pH bu aralikta degilse, pH'I sodyum hidroksit veya hidroklorik asit ile ayarlayin.

8. Kullanilmis kabin ve mikotoksin ¢ozeltisinin %5 sodyum hipoklorit gozeltisi (V/V)ile bir gece bekletilmesi 6nerilir.
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Kolon Kapasitesi ve Kolon Kurtarma Dogrulamasi

1. PBSde 30 mL %1 Tween-20'ye 900 ng AFB1 standart stok sollisyonu ekleyin ve numune soliisyonu elde etmek icin iyice karistirin.
2. Ayni partiden (ic immiinoafinite kolonu alin. Eklenen numunenin hacmi 10 mLdir (300 ng AFBTe esdegerdir) ve eluant metanolddir.
3. Numune ekleme, durulama ve eliisyon prosedir( "Numune Solisyonu Saflastirma‘daki adimla aynidir.

4. Tespit ve analiz

Sonug yorumlama: )
AFB1sonucunun =270 ng olmasi, geri kazanim oraninin =%90 oldugunu gdsterir. Urlin gecerlidir.

Capraz Reaksiyon Oraninin Dogrulanmasi

1. PBSde 30 mL %1 Tween-20Yye 450 ng AFG2 standart stok sollisyonu ekleyin ve numune sollisyonu elde etmek igin iyice karistirin.
2. Ayni partiden (ic immiinoafinite kolonu alin. Eklenen numunenin hacmi 10 mLdir (150 ng AFG2'ye esdegerdir).

3. Numune ekleme, durulama ve eltsyon prosedurl "Numune Solisyonu Saflastirma‘daki adimla aynidir. Suyla durulayin.

4. Tespit ve analiz.

Sonug yorumlama:

AFG2 sonucu =135 ng, iyilesme oraninin >%90 oldugunu gosterir.
Bu Grtin AFB1, AFB2, AFG1ve AFG2'nin es zamanl 6l¢im icin kullanilabilir.
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