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INCIR ve UZUMDE OKRATOKSIN A'nin YUKSEK PERFORMANSLI
SIVI KROMATOGRAFI METODU ile SAPTANMASI
Emsl KURUOGLU! Nesllhan OZCILE" Sibel GOGER!
OZET
Uzom ve incirde okratoksin A'nin saptanmasi igin hizi, ekoncmek, guvembs tn metot aygulanmistir.

Okratoksin A, UzUm ve incirden 0.1 M HgPO4 ve kloroform ile ekstre ediimig ve akstrait tek kullanimhk Sep-Pak

silika Kartug ile temizlenmigtir. Girisim yapan maddelerin fazla oldugu incicde i: temizleme basamagina itaveler
yap!imistir. Okratoksin A, HPLC ile saptanmig ve TLC'de dogrulanmistir HPLC e dlgimlerde  minimum
saptama limiti 0.03 ppb ve gen kazanim % 93.5-100°dUr.

Anahtar Kellmeler: Okratoksin A, UzUm, incir, HPLC

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

SUMMARY

A rapid, economic and reliable method is appled 1o determine ochratoxn A i raisin and figs. Ochratoxin A is
extracted by 0.1 M H3PO4 and chloroform from raisin and figs. The extractis clears:fup using a Sep-Pak silica

cartridge. For the figs which has more interferences, extra steps are added ta civaring procedure. Ochratoxin A 1

detected by HPLC and confirmed by TLC. The detection mt 1s .03 ppb,the recovery s 83.5-100 % in HPLC.

Key Words: Ochratoxin A, raisin, fig, HPLC

GIiRiS

Okratoksin'ler, Aspergillus ve Peniciffium gibi
her yerde bulunabilen kuflerin gesith tarleri
tarafindan olusturulurlar. Bu kifler, grda ve
hayvan yemlerinin kontaminasyonu igin bir
potansiyeldir.  Aspergillus turleri tarafindan
olusturulan okratoksin A yuksek rutubet ve
sicaklik sartlarinda  siirh olarak ortaya  ¢ikar,
halbuki bazi Peniciffium tirlen ise en az 5°C kadar
duguk sicakliklarda bile okratoksin uretebilir(1).

Okratoksin A'min en ylksek kontaminasyonu
hububatlarda bulunmus ve baz! ¢ekirdeklerde
(kahve, soya, kakao) ise daha az dlgude
bulunmugtur. Okratoksin B ise nadirdir. Cesith
Avrupa Ulkelerinde, giftlik hayvanlannda baslca
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belirtisi kronik nefropati olan okratoksin sorunu ile
karsilastimigtir (2).

Okratoksin A kahintlan domuz, tavuk ve
piliclerin kan, bébrek, karaciger ve kaslarinda
saptanmis takat gevis getiren hayvanlarda
bulunmamistir. Deneysel ¢ahsmalarda.
domuzlann bobreklerinde okratoksin  A'nin
oldukca yiiksek seviyelerde oldugu ve maruz
kalmantn bitisinden bir ay sorra bile bébreklerde
teshis edilebildigi gordlmustur(1).

Avrupa'nin  gesitli Ulkelerinde, gidada,
kanda ve insan sutinde okratoksin A'nin
meydana g¢ikmas: ile insanlann maruz kaldig
kantlanmistir. Epidemiolojik bilgiler, bu toksinle
kontamine olan gidalann tiketimi ile Balkan
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nefropati'nin ¢agrisim yaptigini  gostermistir(1).
Bununia beraber, bazi timérlerin etiofojisinde
okratoksin A'nin direkt nedensel bir rolinun
kamitlandigr hi¢ bir veri yayinlanmamigtir. Bu
nedenierden dofayr, okratoksin A' nin insan
sagh@ina etkileri tekrar degeriendiriimelidir.

insan saghg agisindan onem tasiyan
okratoksin A'min Uzim ve incirde tespiti i¢in
buglne kadar yayinianan resmi bir yontem
bulunmamas! faboratuvar olarak bizi bu konu
Uzerinde ¢alismaya yoneltmistir. Kahve, hububat
ve yemierde okratoksin A'min saptanmasi icin
kullantan  TLC  metodiarini modifiye ederek
0zi0m ve incirde okratoksin A'yr saptamak icin
uygun bir HPLC metodu bulunmustur.

GEREC ve YONTEM
A) Cihazlar
a) Yiksek devirli galkalayici - fka
Labortechnik
b} Pargalayici - Waring Lab
c¢) Rotatif evaporator - Buchi rotavapor R
110
d) Sep-Pak Silika kartus - J T Baker{7086-
07)
e} UV aydinlatma donammi - 365 and
254 nm
f) ince tabaka plakian - Merck 1.05721
(Silica gel 60) 20x20 cm
g) Yiksek Performansli Sivi Kromatografi
Uniteleri:
1- Shimadzu LC-10 AD Sivi kromatografi
pompast
2- Shimadzu RF-535 Filuoresans dedektor
3- Shimadzu CTO-10A Kolon firini
4- Shimadzu Shim-pack CLC-ODS kolon

(150x6mm),5mm, 100 A°

5- Shimadzu CBM-10A Baglanti kutusu

6- Hewlett Packard Vectra 486/33 VL
Bilgisayar

7- Super VGA Ekran

8- Hewlette Packard Desk Jet 550C Yazic

9- CLASS-LC10 Yazilim versiyon 1.2

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

56

b) Benzen Baker 93149-03

¢) Hekzan- Bakar. 9304-03

d) Dietileter- hterck. 926

e) Asetik asit -Mearck.56

f) Asetonitei-Itzrck.1.00030

g) Toluen- Baker. 3351-03

ni Etrasetat - iMerck. 864

1) Formik asit- Merck. 563

i) Metanol-t:lerck. 1.06007

k) Ortofosforik asit - H3PO,4- Merck. 563

I} Mobil fzz - <& 0.1 Ortofosforik asit:
Asetonitrif 145:55) vl
m) Caligma standardi-HPCL icin 40 ng/mi
ve TLC igin 1pgn Okratoksin A. Benzen:
asetonitril {98:21 svive ile ¢dz(idl.

C) Ekstraksiyon:

Analiz ign getinlen incir veya Uzdm ornedt,
kKiyma makinesinden gegiriimis ve yogurularak
homojen hate getiritmistir. Homojen hale getirilmis
bu ornekten, 500 ml'lk bir balon icine 50 gram
tartitmig ve Uzerine 25 ml 0.1 M H3PO4 ve 250 m

kloroform ilave edimistir.  Ylksek devirli
calkalayicida 1/2 sast catkalanmis ve slzgec
kagidindan  (Whatman 1)  sOzOimUstar.
Suzdantdden 50 mi alinmis ve doner ugurucuda
kuruluga getirnmigtir  (3-7). Geri  kazanim
calismasi i¢in, homojen hale getirilmis drnekten
50 gram alinarak icine 40 ppb okratoksin A
standardindan 25 p¢ lave edilmis ve igleme
yukarida anlatiidig: gibi devam edilmistir.

D) Sep-Pak Temizieme:

Sep-Pak kartus 6 mi benzen gegiriterek
sartlanmis ve 3 ml benzen ite ¢ozilen drnek
kahintisi silika kartusa verilmistir. Balon tekrar 3 mi
benzen ile yikanarak kartusa ilave edilmistir.
Solvent silika jel lzerine gelince sira ile 10 mi
dietileter:hekzan  13:1)  (viv) ve 10 ml
benzen:hekzan (1:9) (vivi ile yikanmigtir. Yikama
solventieri atilmis va ckratoksin A, 15 mi benzen:
asetik asit (9:1) (vivi ile elle edilmistir. ElOat su
banyosunda, azot gazi altinda kuruluga
getinilmistir.  Kalinti 500 pl benzen:asetonitril
(98:2) (viv)de cozllmis ve 250 pl'si diger bir
viale alinarak kurufuga kadar uguruimustur.
Kuruluga getirilen bu xalintt HPLC'de ¢ahismak
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mobil fazda ¢ézilmistur. Kalan
ile dogrulama ¢

tzere 250 pl
250 pl ornek ekstraktt
TLC caligimistrr.

E) ince Tabaka Kromatografi (TLC):

Aktive edilmis TLC plakiarina. benzen:
asetonitrii {98:2) (viv} ie ¢ozUimus ornek
ekstraktindan 1, 3. 5 ve iki kez 10 ypi
spotlanmistir. 10 pl émek spotundan birinin
tzerine 10 pl 1 ppm'lik okratoksin A calrgma
standard: spotlanmistir. Sonra sira ile 1. 3, 5,
10 pl gibi  farkli konsantrasyonlarda 1 ppm’lik
okratoksin A standardi spotlanmisgtir. Plak
benzen:metanokasetik asit (95:5:5) (viviv) iceren
yurtitme tankinda gelistirimistir. Plak kurutulmus
ve 365 nm dalga boyu UV'de numune. internal
standart ve standart spotlarn ile mukayese
edilerek incelenmistir. Okratoksin A oldugu
disunulen 6rnek spotunun standart spotu ile ayni
Rf degerinde ve yesilimsi mavi okratoksin A
renginde olmasi gerekir. Spotun fluoresans
yogunlugunun hangi standart konsantrasyonuna
uydugu incelenmistir. Bu bize bir én bilgiyi verir.
Daha ileri bir inceleme i¢in iki yénlii TLC galigmas:
yapiimigtir, kinci yiritmede, toluen: etil asetat:
formik asit (5:4:1) (viv:v) solventi kullandmistir. Tki
yonld kromatografide numune tim girisim  yapan
maddelerden temizlenmistir. Hesaplama ise
asagida verilen formil uygulanarak yapimistir.

SxYx V
Okratoksin {ng/ml} =
WxZ

S = Plak Gzerinde, drnekte bulunan okratoksin
fluoresans: ile uyan standart miktar: {pl).

Y = Okratoksin derisimi (pg/mi)

W= Ozitiin icerdidi drnek agirhgr (g)

Z = Fluoresanst S'ye uyan 6rnek miktar (plj

V= Ozitin son seyreltme hacmi (mi)

F) Yuksek Performansfi Sivi Kromatografi
(HPLC):

Mobil faz ile HPLC kolonu sartlanmistir.
Fluoresans dedektdr, Eksitasyon 333 nm,
Emisyon 470 nm'e akis orani 1 mldak. ve firn
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sicaklidr 30 'C'de ayarianmigtir. HPLC' de, 10, 20
ve 40 ppb gibi  dzosik  konsantrasyonlarda
hazrrlanan okratokser A standardindan 20'ser pl
enjekte edilmis ve ciandart  pik alanlan (Y) ve
standart konsantrasycatarr {X) arasinda 3 noktalr
kalibrasyon egrist raznianmistir. Mobil faz ile 250
pl'e (T,) dilue edilen &inek ekstratindan 20 pl (1}
enjekte edimistir. Enjekte edilen ornekteki
okratoksin A konsantrasyonu (A} kalibrasyon
grafiginden tespit ediimigtir. Hesaplama, asagrda
verilen formdl tle yapurmrstir.

50
W= 50 % =9.09 g.
25 + 250
AxTxl,
Okratoksin A ngi¢| 1DpD) =
Iy x W

A: Enjekte edilerr ornekteki okratoksin A
miktari (ng)
T,: Ornek soltsycnunun son hacmi (pl)

W: Eluatin temsil ettigi 6rnek miktart (g)
Iy © Enjekte edilen eluat ( pl')

BULGULAR ve TARTISMA
Kontamine olmug incir ve Gzimde bulunan
okratoksin  A'nin Sivi kromatografideki
kromatogram: sekil 2 ve d'de gosteriimistir,
40 ppb okratoksim A calisma standart
kromatogramlart ise Sekil 1 ve 3'degértimektedir.
Calismada iki paralel émek ve iki geri kazanim
olmak tzere dort analiz yapimustir. Geri kazanim
¢alrsmast icin homojen hale getiriimis drnekten 50
gram tartiarak i¢ine 25 pl 40 ppb okratoksin A
standard: ilave edilmis ve iyice karistrimisgtir.
Analiz yukarida anlatidigr sekilde yapimuistir,
incir ve Gzumde ik once Romer metodu (3]
uygulanmestrr. Bu metotta son ekstraktin HPLC
cahgmasr i¢in  uygun temizlikte olmadigr
gorulmustir. Bircok madde karigim yaptigr igin
Romer metoduna kolcn temizieme basamag!
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Sekll 2. Uzm numune kromatagrami

eklenmistir. Bu sekilde 6rnek kangim yapan
maddelerden kismen temizienmesine ragmen
geri kazamimin dusgtigi goriimistar.  Geri
kazanimin dustk olmasi.6rnedin iyi homojen
olmadigimi veya okratoksin A'min ekstraksiyonun
herhangi bir basamaginda alinamayip kaldigini
akla getirmistir.

Daha sonra gida maddelerinde okratoksin
A'nin TLC ile saptanma metodu (4] incire
uygulanmis fakat girisim yapan maddelerin
cok fazla oldugu ve islemin uzun sUrdigu
gorimistir. Temizieme basamaginda benzen ile
sartlanan SPE kartus kullamimig, ayrica hekzan
ve eterhekzan (3:1) (viv) ile yikama islemi ilave
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$ekil 4. Incie numizie kromatagram

edilerek okratoksin A benzen:asetik asit (9:1)
(v.v) ile elte edilmistir. HPLC'e enjekta edildiginde
girisim yapan maddelerden arindigi ve ozellikle
okratoksin A pikinin etrafinda herhangi bir girisim
yapan maddenin olmadi§i goralmusgtir. Bu
metot uzim Ornekierine uygulandiginda incir
orneklerinden daha iyi sonug alinmigtir. Saptama
limitinin minimum 0.03 ppb ve geri kazanimin
% 93.5-100 arasinda oldugu tespit edilmigtir.

Bu metod yiksek geri kazanim ve saptama
lmitinin - dasuk olmasi ile birlikte, 4-6 saat
arasinda sonug vermesi ile hizli, ekonomik ve
guavenilirdir.
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