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Giris

Fumonisinler, esas olarak Fusarium moniliforme tarafindan Uretilen suda ¢6ziinen bir metabolit grubudur. Simdiye kadar
toplam 1 tur kesfedildi, bunlarin ana bileseni FB1 olup toplamin %70Q'ini olusturur ve ayni zamanda fumonisinlerin toksik
etkilerinden sorumlu ana bilesendir. Fumonisin kontaminasyonu iklim ve sicaklikla iligkilidir, ihman bolgelerde daha yiksek
maruz kalma seviyeleri vardir. Esas olarak misir ve trtnlerini kirletir ve ayrica diger tahillarda ve Urtnlerinde, kuru Gzdm,
hurma ve incirde de tespit edilmistir. Aragtirmalar, misirda dogal olarak bulunan en 6nemli fumonisinlerin FB1, FB2 ve FB3
oldugunu bulmustur.

IARC, fumonisinleri Grup 1IB kanserojen olarak siniflandirir. FDA, WHO, FAO ve diger tlkeler ve kuruluslar, misir ve
urtnlerindeki fumonisinler i¢in sinir standartlarini belirlemistir.

Prensip

Antikor ve antijenin spesifik baglanmasina dayanarak, FUM'un monoklonal antikorlari bir immunoafinite kolonu olusturmak
icin kolonda sabitlendi. Numune ¢ikarildiktan, santrif(j edildikten veya filtrelendikten ve Ust sivi uygun sekilde seyreltildikten
sonra, numunedeki FUM yavasca immunoafinite kolonundan geger ve spesifik olarak antikora baglanir.

Baglanmamis diger maddeleri gikarmak i¢in immunoafinite kolonunu durulayin ve FUM'u metanol-glasiyal asetik asitle
(98+2) eliie edin. Uygun seyreltmeden sonra analitik cihaz tespiti icin kullanilabilir.

Uygulama

Bu Grdin, misir ve Grdnleri gibi FUM iceren numunelerin on islenmesi igin uygundur. Numune ¢6zeltisi immunoafinite kolonu
tarafindan saflastirildiktan sonra, HPLC, LC-MS ve diger analitik cihazlar tarafindan dogrudan kalitatif ve kantitatif tespit
icin kullanilabilir. Sinyal-gurGltd oranini etkili bir sekilde iyilestirebilir ve tespit yonteminin hassasiyetini ve dogrulugunu
artirabilir.

[Not: Ayrintili olarak listelenmeyen numuneler igin liitfen numune tiiriine gdre ekstraksiyon yontemini secin. Siipheniz
varsa, liitfen (iriin yoneticisiyle iletisime gecin veya teyit yontemi igin numuneleri BIOEASY'ye génderin.]

Performans Bilgileri
Kolon Kapasitesi : >5000ng (FB1=5000ng, FB2>2500ng, FB3>2500ng)
Geri Kazanim Orani :290%
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Saklama ve Raf Omrii Test Kiti Bilesenleri (Kit basina 25 Test)
Saklama :2-8 °C'de saklayin. 1. 25 Adet 3 mL immiinoafinite Kolonu

(Buzdolabinin i¢ duvarina yakin olmayiniz.) 2. 1kullanim kilavuzu

Dondurmayin. Dogrudan gunes isigindan,

nemden ve 1sidan uzak tutun.
Raf Omrii : 24 ay.

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. Santriftj: hiz> 6000 r/dak

8. Kati Faz Ekstraksiyon cihazi (vakum pompali)

9. Azot Buharlastirma

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{ip{ (30 mL)
3. Cam mikrofiber filtreler: gerekli hizli, yiksek yik, sivida tutulan partikdl 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 takdirde, kullanilan tim reaktifler analitik kalitededir ve su saf sudur).

1. Metanol: kromatografik saflik

2. Asetonitril: kromatografik saflik

3. Buzlu asetik asit

4, Metanol-buzlu asetik asit (98+2): 98 mL metanole 2 mL buzlu asetik asit ekleyin ve iyice karistirin.

5. 1M sodyum hidroksit: 4,00 g sodyum hidroksit tartin, suda ¢oziin ve 100 mL'ye seyreltin.

6. M hidroklorik asit: 8,5 mL hidroklorik asit alin, suyla 91,5 mL'ye seyreltin ve iyice karistirin.

7. pH174 olan Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS): 8,00 g sodyum kloriir, 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.

8. 0.1% Tween-20-PBS: TmL Tween-20 alin ve PBS ile 1000 mL'ye seyreltin.

9. Asetonitril sulu ¢ozeltisi (50+50): 500 mL asetonitrile 500 mL su ekleyin ve 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 kicik 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 - Sivi Numuneler
Numuneyi bir doku ezici ile ezin ve kanstirin. Numune sisesinde saklayin ve test icin kapali tutun.

Numune Ekstraksiyonu
1. 50 mL santrifij tlptne 5,00 g numune tartin.
2. 20 mL Asetonitril sulu gozeltisi (50+50) ekleyin, karistirmak icin vorteksleyin ve 20 dakika boyunca ultrasonik/vorteks calkalayicida
calkalayin (veya homojenizatdrle 3 dakika homojenlestirin).
3. Numune sollsyonunun hazirlanmasi igin Ust siviy elde etmek Gzere >6000 r/dk'da 10 dakika santrifij edin
(veya homojenizasyondan sonra gres hari¢ cam elyaf filtre kagidiyla filtreleyin).

Numune Cozeltisi Hazirlama
1.2 mL Ust siviyi dikkatlice pipetleyin, 48 mL %0,1 Tween-20-PBS ekleyin ve iyice karistirin.
2. Test icin tim Ust siviyi elde etmek Gzere >6000 r/dk'da 10 dakika santrifijleyin.

Numune Cozeltisi Saflastirma

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

2. Numune solUsyonunu siringa haznesine veya yukleme tipune dogru bir sekilde pipetleyin, numune sollisyonunun yergekimi basinci
altinda saniyede 1-2 damla damlamasini saglayin.

3. Numune sollisyonu damlasi bittikten sonra, imminoafinite kolonunu durulamak igin siringa haznesine veya ylikleme tliptine 10 mL
PBS ekleyin. Damla bittikten sonra immiinoafinite kolonunu bosaltmak igin bir vakum pompasi kullanin.

4. Sinnga haznesini veya ylkleme tpind ¢ikarin, imminoafinite kolonunun altina 4 mLlik bir santrifdj tlpd yerlestirin.

5. immiinoafinite kolonunu 2 mL (1 mL/zaman) metanol-glasiyal asetik asit (38+2) ile 2 kez eliie edin. Damla bittikten sonra
immunoafinite kolonunu bosaltmak igin bir vakum pompasi kullanin.

[Not: Metanol eklendikten yaklagik 1dakika sonra sivi damlamazsa, liitfen 1-2 damla sivinin damlamasini saglamak igin bir siringa
kullanarak biraz basing uygulayin, yergekimi basinci altinda damlatmaya devam edin.}

6. Tim ellatlari toplayin ve iyice karstirin.
7. Eliiant azotla neredeyse kuruyana kadar iflendikten sonra (< 60°C), HPLC veya LC-MSnin TmL baslangic mobil faziyla yeniden
olusturun, 0,22 um mikro gdzenekli filtreyle stiziin ve test icin numune sisesine aktarin.

Sonu¢ Yorumlama
2 mL eluenticindeki FUM icerigi, 0,5 g numunedeki FUM icerigine esdegerdir.

FUM icerigi = Algilama Konsantrasyonu = Seyreltme Faktor(
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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, operat6r son derece toksik maddelere maruz kalma gerekliliklerine uygun olarak ilgili koruyucu énlemleri
almalidir.

3. Kullanmadan dnce gerekli sayida immiinoafinite kolonunu gikarin ve oda sicakligina geri koyun.

4. Son kullanma tarihinden sonra immainoafinite kolonunu kullanmayin.

5. Tartilacak numune miktari ihtiyaclara 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 yiiksek oldugunda, tekrar test yapiimasi
gerekir. Misteriler numune ¢6zeltisinin hacmini uygun sekilde azaltabilir veya seyreltme faktériini artirabilir.

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

8. Kullanilmis kabin ve mikotoksin gozeltisinin %5 sodyum hipoklorit gozeltisi (V/V)ile bir gece bekletiimesi dnerilir.

Kolon Kapasitesi ve Kolon Kurtarma Dogrulamasi

1.30 mL %0,1 Tween-20-PBS'ye 15 g FB1 standart stok soltisyonu ekleyin ve numune sollisyonu elde etmek igin iyice karstirin.
2. Ayni partiden G¢ imm{noafinite kolonu alin. Eklenen numunenin hacmi 10 mLdir (5 pg FBTe esdegerdir).

3. Numune ekleme, durulama ve eliisyon prosediiri "Numune Soliisyonu Saflastirma’daki adimla aynidr.

4. Tespit ve analiz.

Sonug yorumlama:
FB1sonucunun 24,59 olmasi, geri kazanim oraninin 2%90 oldugunu gdsterir. Bu trln gecerlidir.

Capraz Reaksiyon Oraninin Dogrulanmasi

1.30 mL %0,1 Tween-20-PBS'ye 7,5 ug FB2 standart stok sollisyonu ekleyin ve numune sollsyonunu elde etmek icin iyice karistirin.
Ayni partiden {i¢ immiinoafinite kolonu alin. Eklenen numunenin hacmi 10 mLdir (2,5 ug FB2'ye esdegerdir).

2.30 mL 7%0,1 Tween-20-PBS'ye 75 pg FB3 standart stok sollisyonu ekleyin ve numune soliisyonunu elde etmek igin iyice karistirin.
Ayni partiden i immiinoafinite kolonu alin. Eklenen numunenin hacmi 10 mLdir (2,5 ug FB3'e esdegerdir).

3. Numune ekleme, durulama ve eliisyon prosedirl "Numune Cozeltisi Saflastirma‘daki adimla aynidir.

4. Tespit ve analiz.

Sonug yorumlama:

FB2 >2,25uq ve FB3 >2,25ug sonuglari geri kazanim oraninin %90 oldugunu gdstermektedir.
Bu rlin FB1, FB2 ve FB3'lin es zamanli dlgtim icin kullanilabilir.
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