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iNCiR ve ÜZÜMDE OKRATOKSiN A'nın YÜKSEK PERFORMANSlı 
SIVI KROMATOGRAFi METODU ile SAPTANMASI 
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ÖZET 

Üzüm ve incirde okratoksin A'nın saptanması için hızi" ekOnomik, ~llJ ':,:,~I!lr l-,ıı nıe tot uygulanmıştır . 
Okratoksin A, üzüm ve incirden 0.1 M H3P04 ';e kloroform ile ekstre edilt1~lş Vf: ("'!\strakt tek kullanıınlık Sep-Pilk 

silika kartuş ile temizlenmiştır. Girişim yapan maddelerin fazla oldugu incı(de :51 : l ı , p,ızleın", basamagına iiaveler 
yapılmıştır. Okratoksin A, HPLC ile saptanmış 'ıe TLC'de dogrulanmı;;t:r HP,-C ıle ölçümlerde mınımum 

saptama limiti 0.03 ppb ve geri kazanım % 93.5-100·dür. 

Anahtar Kelimeler: Okratoksin A, üzüm, incir, HPLC 

THE DETERMINATION OF OCHRATOXIN A IN RAISIN AND FIG BY HIGH 
PERFORMANCE uauID CHROMATOGRAPHY 

SUMMARY 

Arapid, economic and reliable methOd is applted ıo determirıe ochmtOf.ın A ır: I ' aısın ar:d figs . Ochratox ın A 's 
extracted by 0.1 M H3P04 and chloroform from raisın and figs. The extract ıS cIE'al'wf up tısıng a Sep-Pak ~ı"ca 

cartridge. For the figs which has more interlerences, extra steps are added to cie'.:ır.ıııg procedure _ Ochratox ın A iS 

detected by HPLC and conlirmed by TLG. The detection IImıt is 0.03 ppb,thc r(:CO'/1;1', iS 93.5-100 % in HPLC. 

Key Words: Ochratoxin A, raiSin, lig, HPLC 

GiRiş 
Okratoksin'ler, Aspergi/lus ve Penicil/ium gibi 

he r yerde bulunabilen küflerin çeşitli türleri 
tarafından oluşturulurlar. Bu küfler, gıda ve 
hayvan yemlerinin kontaminasyonu için bir 
potansiyeldir. Aspergilfus türleri tara/ından 

oluşturulan okratoksin A yüksek rutubet ve 
sıcaklık şartlarında sınırlı olarak ortaya çıkar, 
halbuki bazı Penici/lium türleri ise en az 5' C kadar 
düşük sıcaklıklarda bile okratoksin üretebilir( 1). 

Okratoksin A'nın en yüksek kontaminasyonu 
hububatlarda bulunmuş ve bazı çekirdeklerde 
(kahve, soya, kakao) ise daha az ölçüde 
bulunmuştur. Okratoksin B ise nadirdir. Çeşitli 

Avrupa ülkelerinde, çiftlik hayvanlarında başlıca 
____ ... __ ~ _________________ .0 _- _ .. 

belirtisi kronik ne/ropati olan okratoksin sorunu ilc 
karşılaşılmıştır (2). 

Okratoksin A kalıntıları domuz, tavuk ve 
piliçlerin kan, böbrek , karaciğer ve kasıarında 

saptanmış fakat geviş getiren hayvanlarda 
bulunmamıştır. Deneysel çalışmalarda. 

domuzların böbreklerinde okratoksin A'nın 

oldukça yüksek seviyelerde olduğu ve maruz 
kalmanın bitişinden bir ay sonra bile böbreklerde 
teşhis edilebildigi görülmüştür( 1). 

Avrupa'nın çeşitli ülkelerinde, gıdada, 

kanda ve insan sütünde okratoksin A'nın 

meydana çıkması ile insanların maruz kaldıgı 

kanıtlanmıştır. Epidemiolojik bilgiler, bu toksinle 
kontamine olan gıdaların tüketimi ile Balkan 
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nefropati'nin çağrışım yaptığını göstermiştır( 1). 
Bununla beraber, bazı !ümörlerin etiolojisınde 

okratoksin A'nın direkt nedensel bir rolünün 
kanıtlandığı hiç bir veri yayınlanmamıştır. Bu 
neden lerden dolayı, okratoksin A' nın insan 
sağl191na etkileri tekrar degerlendirilmelidir. 

insan sağlığı açısından önem taşıyan 
okratoksin A'nın üzüm ve incirde tespiti için 
bugüne kadar yayınlanan resmi bir yöntem 
bulunmaması laboratuvar olarak bizi bu konu 
üzerinde çalışmaya yöneltmiştir. Kahve, hububat 
ve yemlerde okratoksin A'nın saptanması için 
kullanılan TLC metodlarını modifiye ederek 
üzüm ve incirde okratoksin A'yı saptamak için 
uygun bir HPLC metodu bulunmuştur. 

GEREÇ ve YÖNTEM 
A) Clhazlar 

a) Yüksek devirli çalkalayıcı - Ika 
Labortechnık 

b) Parçalayıcı - Waring Lab 
c) Rotat!f evaporatör - Buchi rotavapor R 

110 
d) Sep-Pak Silika kartuş - J T Baker(7086-

07) 
e) UV aydınlatma donanımı - 365 and 

254 nm 
f) ince tabaka plakları - Merck 1.05721 

(Silica gel 60) 20x20 cm 
g) Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi 

üniteleri: 
1- Shimadzu LC-10 AD Sıvı kromatografi 

pompası 

2- Shimadzu RF-535 Fluoresans dedektör 
3- Shimadzu CTO-lOA Kolon fırını 
4- Shimadzu Shim-pack CLC-ODS kolon 

(150x6mm),5mm, 100 AO 

5- Shimadzu CBM-1 OA Bağlantı kutusu 
6- Hewlett Packard Vectra 486/33 VL 

Bilgisayar 

56 

7- Super VGA Ekran 
8- Hewlette Packard Desk Jet 550C Yazıcı 
9- CLASS-LC10 Yazılım versiyon 1,2 

8) Solventler 
a) Kloroform - Baker. 9175-03 

b) Benzen r-ı~ık."r 9149-03 
C) Hek z;;ı:> S;:IKcr. 9304-03 
d) Dietilet8r· :d~rck. 926 
e) Asetik asi1rilerck.56 
f) Asetonitrı i .l'i1'::rck.1 .00030 
g) Toluen- ::;'Clkt::r. 9351-03 
hi EW"setcı\ - iv1erck. 864 
i) Formik a ~; ıt- Merck. 563 
ıl MetarıOI- ~Jl e rck . 106007 

k) Ortofosfo(ik asit - H3P04- Merck. 563 

i) Mobil L,;;: . ':.~. 0.1 Ortofosforik as,t: 
Asetonitr il 145:55) i. 'IV'1 

m) çalışıwı ~·t;:nd;:ırdı-HPCL için 40 ngiml 
ve TLC içiıı 1 iJg:illl Okratoksin A. Benzen: 
asetonitril (98:2) :v:v! iI(~ çözüldü. 

C) Ekstraksiyon: 
Analiz içiıı getir,lım incir veya üzüm örneğı, 

kıyma makinesinden geçirilmiş ve yoğurularak 

homojen hale getirilmiştir. Homojen hale getirilmiş 
bu örnekten, 500 ml'lik bir balon içine 50 gram 
tartılmış ve üzerine 25 ml 0.1 M H3P04 ve 250 mi 

kloroform ilave edilmiştir. Yüksek devirli 
çalkalayıcıda 1;2 sa;:;t calkalanmış ve süzgeç 
kagıdından (Wh::ıtmar. 1) süzülmüş!ür. 

Süzüntüden 50 ml Alınmış ve döner uçurucuda 
kuruluğa getiri:miştir (3-7). Geri kazanım 

çalışması için, homoınn hcıle getirilmiş örnekten 
50 gram alınaraı-; içıne 40 ppb okratoksin A 

standardından 25 iJ: ilave edilmiş ve işleme 

yukarıda anlatıldığ: gibi devam edilmiştir. 
D) Sep-Pak Temizleme: 
Sep-Pak kartuş 6 ml benzen geçirilerek 

şartlanmış ve 3 ml benzen ile çözülen örnek 
kalıntısı silika kartuşa verilmiştir. Balon tekrar 3 ml 
benzen ile yıkanarak kartuşa ilave edilmiştir. 

Solvent silika jel üzerine gelince sıra ile 10 mi 
dietileter:hekzan 13: 1) (v:v) ve 10 ml 
benzen:hekzan (1:9) Iv:v! ile yıkanmış tır. Yıkama 

solvenHeri atılmış 'I":' okr<ı10ksin A, 15 ml benzerı: 
asetik asil (9:1) (v :V! ıle elüe edilmiştir. Elüat su 
banyosunda, azot gazı altında kuruluga 
getirilmiştir. Kalınt i 500 iJI benzen:asetonitr il 
(98:2) (vv)'de çözülmüş ve 250 iJI'si diğer bir 
viaıe alınarak kuruluga kadar uçurulmuştur. 

Kuruluğa getirilen bu i<alıntı HPLC'de çalışmak 
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üzere 250 ~i mobil fazda çözülmüştür. Kalan 
250 ~i örnek ekstraktı ile doğrulam3 ıçın 

TLC çalı şılmıştır . 

E) jnce Tabaka Kromatografi (TLC): 
Aktive edilmiş TLC plaklarına . benzen 

asetonitril (98 :2) (v :v) ile çözü[müş örnek 
ekstraktından 1, 3, 5 ve iki kez 1 O ~i 

spotlanmıştır . 1 O ~i örnek spotundan birinin 
üzerine 1 O ~i 1 ppm 'lik okratoksin A çalışma 
standardı spotlanmı ştır, Sonra sıra ile 1. 3, 5, 
1 O ~i gibi farklı konsantrasyonlarda 1 ppm 'lik 
okratoksin A standardı spotlanmıştır. Plak 
benzen:metanol:asetik asit (95:5:5) (v :v:v) içeren 
yürütme tankında geliştirilmiştir. Plak kurutulmuş 
ve 365 nm dalga boyu UV'de numune. internal 
standart ve standart spotları ile mukayese 
edilerek incelenmiştir , Okratoksin A olduğu 

düşünülen örnek spotunun standart sp otu ile aynı 
Rf değerinde ve yeşilimsi mavi okratoksin A 
renginde olması gerekir . Spotun fluoresaııs 

yoğunluğunun hangi standart konsantrasyonuna 
uyduğu incelenmiştir. Bu bize bir ön bilgiyi verir. 
Daha ileri bir inceleme için iki yönlü TLC çalışması 
yapılmıştır, kinci yürütmede, toluen: etil asetat: 
formik asit (5:4: 1) (v:v:v) solventi kullanıımışiır . iki 
yönlü kromatografide numune tüm girişim yapan 
maddelerden temizlenmiştir . Hesaplama ise 
a şağıda verilen formül uygulanarak yapımıştıır . 

S x Y x V 
Okratoksin (ng/ml) 

w x Z 

S ~ Plak üzerinde , örnekte bulunan okratoksin 
fluoresansı ile uyan standart miktarı (~I) . 

Y ~ Okratoksin derişimi (~gjml) 

W~ Özülün içerdiği örnek ağırlığı (g) 
Z ~ Fluoresansı S'ye uyan örnek miktarı (~i i 

V~ Özütün son seyreltme hacmi (mi) 

F) Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografi 
(HPLC): 

Mobil faz ile HPLC kolonu şartlanmiştır . 

Fluoresans dedektör, Eksitasyon 333 nm, 
Emisyon 470 nm'e akış oranı 1 mljdak. ve fırın 
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sıcaklığı 30 'C'elE :ıyaı' :,:ıımı ştır . HPLC' de, 10, 20 
ve 40 ppb gibi deçJl ~ lk konsantrasyonlarda 
h3zırlanan okr3t cı k ~ lı 'l A staı,dardından 20'şe r ~i 

eı ,jekte edilmiş 'I t:: ::;~=, rıd c.trl pik alanları (Y ı 'ıe 

standart kons31:t r::ı:; 'y ';:' IU( 1 (XL <.i(asında 3 nokteılı 
kalibrasyon eğrı si i', <ı :ır !8 nmı ş tır . Mobil faz ile 250 
~re iTvl dilue edilen b ı ı ıek ekstratından 20 ~i (I) 

enıekte ediınıi ş tir . E n ı ekte edilen örnekte ki 
ok(atoksin A konsantrasyonu (A) kalibrasyon 
grafiğinden te spit edilmiş tir . Hesaplama, aşağ ıd8 

verilen formül ile yapılmıştır . 

50 
W~ 50 i. ---- = 9.09 g, 

25 + 250 

A x T v x iv 

Okratoksin A ,-,giÇI ıppb ) ~------

A: Enjekte edil en örnekteki okratoksin A 
miktarı ıng) 

Tv: Örnek solüsyonunun son hacmi (~i) 

W: Eluatın tem sil eltigi örnek miktarı ıg) 
iv: Enjekte edilen eluat ( ~i ) 

BULGULAR ve TARTIŞMA 
Kontamine o:P~u~ incir ve üzümde bulunan 

okratoks in A'nın s ıvı kromatografideki 
kromatogramı şekil 2 ve 4'de gösterilmiştir. 

40 ppb okratok sin A çalışma standmt 
kromatogramları ise Ş0kil 1 ve 3'degörülmektedir. 
Çalışmada iki par Cil ei örnek ve iki geri kazanım 
olmak üzere dört analiz yapılmıştır . Geri kazanım 
çalışması için homojen hale getirilmiş örnekten 50 
gram tartılarak içine 25 ~i 40 ppb okratoksin A 
standardı ilave edilmis ve iyice karıştırılmı ştır . 

Analiz yukarıda anlatıldıgı şekilde yapılmıştır . 

Incir ve üzümde iii< önce Romer metodu (3) 
uygulanmıştır. Bu metotta son ekstraktın HPLC 
çalışması içın uygun temizlikte olmadığı 

görülmüştür, Birçok madde karışım yaptığı için 
Romer metoduni) kolon temizleme basam ağı 
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Şekıl 2. üzüm numune kronıaıo gramı 

eklenmiştir. Bu şekilde örnek karışım yapan 
maddelerden kısmen temizlenmesine rağmen 
geri kazanımın düştüğü görülmüştür. Geri 
kazanımın düşük olması , örneğin iyi homojen 
olmadığını veya okratoksin A'nın ekstraksiyonun 
herhangi bir basamağında alınamayıp kaldığını 

akla getirmiştir_ 
Daha sonra gıda maddelerinde okratoksin 

A'nın TlC ile saptanma metodu (41 incire 
uygulanmış fakat girişim yapan maddelerin 
çok fazla olduğu ve işıemin uzun sürdüğü 

görümüştür.Temizleme basamağında benzen ile 
şartlanan SPE kartuş kullanılmış , ayrıca hekzan 
ve eter:hekzan (3:1) (v:v) ile yıkama işlemi ilave 
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Şekil 4. ıncır ııuını;"e kromaıogram 

edilerek okratoksin A benzen:asetik asit (9:1) 
(v:v) ile elüe edilmiştir. HPlC'e enjekte edildiğinde 
girişim yapan maddelerden arındığı ve özellikle 
okratoksin A pikinin etrafında herharıgi bir girişim 
yapan maddenin olmadığı görülmüştür. Bu 
metot üzüm örnekıerine uygulandığında incir 
örneklerinden daha iyi sonuç alınmıştır, Saptama 
limitinin minimum 0,03 ppb ve geri kazanımın 
% 93 .5·100 arasında olduğu tespit edilmiştir. 

Bu metod yüksek geri kazanım ve saptama 
limitinin düşük olması ile birlikte, 4· 6 saat 
arasında sonuç vermesi ile hızlı , ekonomik ve 
güvenilirdir, 
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