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OZET
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OKRATOKSIN A’NIN MODIFIYE BiR YOKSEK BASINCLI SIVI
KROMATOGRAFISI (YBSK) YONTEMI iLE TAYINI
VE BAZI UYGULAMALARI
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Analitik Kimya Anabilim Dal

Damisman: Yar. Do¢. Dr. Goksel ALTIOKKA

Yardimci Danisman: Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL
2001

Bu cabismada, gida maddeleri icerisindeki Okratoksin A diizeylerinin
tayini icin floresans detektorlii, Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (YBSK)
tekniginin kullanildig: bir yontem tamitilmaktadir. Asetonitril:su:asetik asit
(99:99:2) den olusan hareketli faz ortaminda, 3mm x 150 mm, 3p tanecik
caph ODS kolonda ve i¢ standart olarak diflunisal (IS) kullanilarak
okratoksin A’nin (OTA) tayini gerceklestirilmistir. Alilkonma zamam OTA
icin 11.7, IS icin 12.8 olarak gozlenmistir. Yontemin tekrar edilebilirligi,
seciciligi, dogrusalligy ve geri kazanim oram validasyon kurallarn altinda
incelenmis, giivenilir, dogru ve ¢cok diisiik miktarlarin tayin edilebilecegi
sonucuna varilmistir. Gelistirilen yontem kullamilarak bugday, misir,
kirmizi biber, peynir ve sarapta OTA diizeyleri tayin edilerek
uygulanabilirligi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: OTA, Yiiksek Basinghi Sivi Kromatografisi (YBSK),

miktar tayini
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

A MODIFIED METHOD FOR THE DETERMINATION OF
OCHRATOXIN A BY HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHY
USING FLUORESCENCE DETECTOR AND CERTAIN APPLICATIONS

OZLEM BANU KUTLUK

University of Anadolu
Institute of Health Sciences

Department of Analytical Chemistry

Supervisor: Ass. Prof. Goksel Altiokka
Second Supervisor: Prof. Dr. Muzaffer Tuncel

2001

A High Pressure Liquid Chromatographic method (HPLC) with
florescent detector is described for the determination of ochratoxin A . A
mobil phase consisting of acetonitrile:water: acetic acid (99:99:2) was used
for the resolution of the compounds in a 3 p particle size ODS column having
3 mm ID x150 mm length. OTA and diflunisal (IS) were appeared at 11.7 and
12.8 min., respectively. The selectivity, linearity, repeatability and recovery
studies of the progressed method were examined considering the validation
process and it was found that it is reliable, precise and low detection limits.
Applicability of the method was tested by recovering from wheat, corn, red
pepper, cheese and wine.

In conclusion, the method can be suggested for the routine analysis

laboratories where OTA analysis is performed.

Keywords: OTA, HPLC and determination
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1. GIRIS

Okratoksinler ¢esitli ¢evre sartlarmin etkisi altinda; Aspergillus ve
Penicillium tiri mantarlardan kolaylikla ve dogal olarak tireyebilen, ¢ok sik
rastlanan 6nemli toksik maddelerdir [1]. Diinyanin pek ¢ok bolgesinde insan
dokusu, siitii ve kanimin yaninda hayvan yemlerinin, tahillarin ve gesitli tarim
tirlinlerinin okratoksin A (OTA) ile kirlendigi rapor edilmistir [2]. OTA’mn
varhgimi “Agent of Balcan Endemic Nephropaties” toplulugu kiimes
hayvanlariin bébreklerinde saptamistir [3]. Son yillarda OTA’nin toksik etkisinin
aragtirilmasi i¢in pek ¢ok uluslararasi saglik kurulusu bilimsel igbirligi yapmustar.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve FAO nun gida katki maddeleri iizerinde uzman
aragtirmacilarinin OTA’nin nefrotoksik etkilerini inceledikten sonra insanlar igin
belirledikleri haftalik tolere edilebilir OTA miktar1 0.1 pg/kg dir. Bu deger giinliik
olarak 14 ng/kg’a kars1 gelmektedir ve belirtilen dqzun tizerine ¢ikildiginda
OTA’nin bobrek ve karaciger tiimériine yol agabildigi belirtilmektedir. Ayrica bu
grup maddeler {lizerinde yapilan c¢alismalarda nefrotoksik, hepatotoksik,
teratojenik ve immiinotoksik etkilerin gozlendigi belirlenmistir [4,5]. Okratoksin
grubu maddeler arasinda en ¢ok bilineni ve analizi yapilmakta olan1 OTA’dur.

OTA tayini icin kapiler elektroforez (Capillary electrophoresis, CE)
[6,7,8], jel elektroforez (Gel electrophoresis, GE) [9], iyon degisimi
kromatografisi (Ion exchange chromatography, IEC) [10], ince tabaka
kromatografisi (Thin layer chromatography, TLC) [11,12], siv1 kromatografisi
(Liquid Chromatography, LC) [12,13,14], siv1 kromatografisi - kiitle
spektrometrisi (Liquid chromatography- Mass spectrometry, LC-MS) [12,15],
elektro sprey kiitle spektrometrisi (Electro spray mass spectrometry, ESMS) [6]
gibi yontemler kullanilmigtir. Bunlara ek olarak hem ayirma, hem de tayin

yontemi olarak en ¢ok kullanilan yiiksek basingli sivi kromatografisi (YBSK)



(High pressure liquid chromatography, HPLC) dir [5,6,11,12,16-26]. YBSK
kullanilarak hububatlarda, kurutulmus meyvelerde, kahve, bira, siit ve sarapta
OTA tayini yapildig1 goriilmektedir. Bunlar florimetrik detektorlerin kullanildig:
[5,6,11,12,15-26], oktadesilsilan (ODS) kolonlarda gida maddeleri igerisindeki
OTA’nin tayinlerini kapsamaktadir.

Bu c¢alismada gida maddeleri igerisinde bulunan OTA’nin miktarimn
belirlenmesi igin YBSK yonteminin gelistirilmesi amaglanmigtir. Deneylerde
tekrar edilebilirligi arttirmak amaciyla i¢ standart (IS) olarak diflunisal
kullanilmigtir.  Yoéntem on bir dakika iginde OTA’min tayinine olanak
saglamaktadir. Tayin i¢in uygulanan islemler basit, duyarli, secici ve tekrar
edilebilir ozelliktedir. Onerilen yéntem gida maddeleri kalite kontroliinde

kolaylikla kullanilabilir niteliktedir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Okratoksin A ile Ilgili Genel Bilgi

OTA kimyasal olarak 7-(L-f-phenylanalylcarbonyl)-carboxyl-5-chloro-
8-hydroxy-3,4-dihidro-3r-methylisocumarin ~ diye  adlandinlir [5]. Bazik
¢ozeltilerinde OTA sodyum tuzu halindedir. Biyolojik yarilanma émrii oldukga
uzun olup, hiicre proteinleri veya DNA ile karsilikli etkilesimi gerekir [9]. Toksik
ve karsinojenik etkileri nedeniyle OTA’nin besinlerdeki miktarin tayini ve
viicuda girdikten sonra vermis olabilecegi zararin belirlenmesi olduk¢a 6nem
tasimaktadir. Uluslararas: Kanser Aragtirma Enstitiisiit OTA’y1 karsinojenik etkili
maddeler sinifina almigtir. Bu nedenle gida maddeleri igerisindeki OTA diizeyi
insanlar acisindan 6nem tasimaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin insanlar icin
belirledigi haftalik tolere edilebilir OTA miktarmin 100 ng/kg oldugu
belirtilmektedir [4].

2.2. Okratoksin A’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Okratoksinler yap1 olarak pentaketides grubuyla iliskilendirilirler. Bes
metaboliti i¢erisinde OTA gidalarda en sik rastlanan ve ayni zamanda en toksik
olamidir. Bu metabolitler daha ¢ok Aspergillus ve Penicillium tiiri mantarlar
tarafindan iiretilmektedirler. OTA ¢ogunlukla bitki kokenli yiyeceklerde ve
hayvan yemlerinde bulunur. Omegin kahve cekirdeginde, bugday, arpa, yulaf ve
musirda dogal olarak olusur.

Cok toksik olan OTA karaciger ve bobreklerde ciddi hasarlara neden olur.

OTA’nin  kimyasal formiilii 7-(L-B-phenylanalylcarbonyl)-carboxyl-5-
chloro-8-hydroxy-3,4-dihidro-3r-methylisocumarin’dir ~ [5]. A¢ik  kimyasal
formiilii Sekil 2.1°de verilmektedir. Kapali formiilii C,0H;sCINOg dir. Molekiil
agirhigi 403.8 dir.

Ksilenden kristallendirilmesiyle olusan seklinin asidik ¢dzeltisi UV
lambas1 1s18inda yesil, bazik ¢ozeltisi de mavi floresansh renk verir. Erime

derecesi 169 °C dir. OTA’nin asidik hali polar organik ¢éziiciilerde ¢oziiniirken,



sodyum tuzu suda ¢6ziiniir. OTA’nin 151k ve havayla temas: halinde stabilitesinin
azaldify, ozellikle 151k alan ve nemli ortamlarda bozundugu saptanmistir. Etanollii
¢Ozeltisinin sogukta ve karanlkta bir yildan fazla siireyle stabil oldugu
belirtilmektedir [27]. Ayrica, OTA’nin sicakliga olduk¢a dayamkl oldugu, OTA
igerdigi bilinen tahil {iriinlerinin ¢ saatten fazla yiiksek 1sidaki otoklavda
kalmasina ragmen igerdikleri OTA’nin ancak %35 kadanmin bozundugu ifade

edilmektedir. Bu bozunma iriinleri 1sitildiginda, toksik buhar olan Cl, ve NOx

OH O
O
COOH

a

yaymaktadirlar [27].

H
CH;

Sekil 2.1. Okratoksin A’nin kimyasal yapisi

2.3. Okratoksin A Tayini ile flgili Cahsmalar

Visconti ve arkadaglari [5] sarap icerisindeki OTA tayini igin floresans
detektorlit YBSK yontemi gelistirmislerdir. Hareketli faz asetonitril:su:asetik asit
(99:99:2) karisimindan olugsmaktadir. 330 nm eksitasyon, 460 nm emisyon dalga
boyunda ¢alisilmigtir. Ortalama geri kazanim pembe ve kirmizi saraplarda 0.04 ile
10 ng/mL araliginda %88 - %103 olarak bulunmustur. Relatif standart sapma
%0.2 ve 9%9.7 dir. Saptama limiti 0,01 ng/mL., sinyal/giiriiltii oran1 ise 3/1 olarak
bildirilmigtir. Bu yontem otuz sekiz kirmizi, sekiz pembe, dokuz beyaz, birde tath
sarap olmak tiizere toplam elli alt1 degisik sarap iizerinde uygulanmistir. Kirmizi
ve pembe sarap i¢indeki OTA miktarinin beyaz saraba oranla daha fazla oldugunu
saptamiglardir.

Wilkes ve arkadaglar1 [6] OTA ve sitrinin gibi karboksil iceren
mikotoksinlerin miktar tayinleri i¢cin YBSK, ESMS ve kapiler elektroforez
yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirma ve tayinden 6nce toksinler gida

ve dokulardan ekstrakte edilmigtir. YBSK ve kapiler elektroforeze verilmeden



once mikotoksin iceren Orneklere immunoaffinity kolon ydntemi uygulanmigtir.
Ozellikle konsantre mikotoksin iceren kromatografik yontemler uygulanmadan
o6nce immunoaffinity kolon yoOntemi uygulanmasi kullamighh bir yontemdir.
Organik coziicliler i¢inde ¢6ziinen maddelerin gaz kromatografisinde ayrilmasi
zor olurken, Floresans tiirevlendirme ve ESMS ile eser miktarda bile olsa
mikotoksinlerin tayini miimkiin olmaktadir. Toksikolojik ¢aligmalar igin
mikotoksin standartlarinin saflifi stvi kromatografisi ve ESMS kullanilarak
kolaylikla belirlenebilmektedir. Bu ¢aligma sonucunda kapiler elektroforez, LC ve
ESMS ile ¢ok diisiik diizeydeki mikotoksinlerin tayini gergeklestirilmistir.

Cornely ve arkadaslar1 [7] OTA’nin yiyeceklerde ve hayvansal kaynakh
gidalarda miktar tayini i¢in LIF detektorli kapiler elektroforez yontemini
gelistirmiglerdir. Kavrulmus kahve, misir ve siipilirge otu bitkisi olmak iizere ii¢
farkli gida maddesindeki OTA miktar1 ve geri kazanmum oranlar1 hesaplanmistir.
Ekstraksiyon ve izolasyon iglemleri silika kolon ve immunoaffinity kolonun
beraber kullanilmasiyla diger ekstraksiyon metotlarindaki gibi uygulanmistir.
OTA bu gida maddelerine 0.2-10 ng/g (ppb)oraninda ilave edilmistir. Kavrulmusg
kahve ve musir i¢in sekiz deney, siiptirge otu bitkisi i¢in ise dort deney yapilmisgtir.
Kavrulmus kahve, misir ve siipiirge otu bitkisi i¢in geri kazanim sirasiyla %86,
%99 ve %91 olarak bulunurken, standart sapma sirasiyla 12.2, 10.1 ve 14.8
olarak bulunmugtur. Ekstraksiyon ve saflastirma islemlerinden sonra 13. dakikada
OTA sinyalinin gozlendigi belirtilmektedir.

Bohs ve arkadaslar1 [8] mikotoksinlerin analizini kapiler elektroforez
kullanarak gerceklestirmislerdir. Baglica mikotoksinlerden olan OTA, okratoksin
B, zearalenon ve moniliformin kapiler zon elektroforez kullamlarak tayin
edilmistir. Bu maddelerin spektroskopik o6zellikleri, hareketlilik ve segicilik
parametreleri incelenerek optimum kosullar belirlenmistir. pH 5.5 ile 11 arasinda,
UV detektor ve floresans detektor kullanilarak bu maddelerin analizi yapilmstir.
Diode-array detektorii kullanarak da piklerin son derece iyi gézlenebildigi
bildirilmektedir.

Schwerdt ve arkadaglar1 [9] OTA’min fare plazma ve farkli organ
hiicrelerindeki proteinlere baglanmasin1 GE y6ntemini kullanarak incelemislerdir.

OTA’nin baglandig hiicresel proteinleri tayin edebilmek i¢in OTA’ya yabanturpu



peroksidaz enzimi (HRP) baglanmistir. Konjugatin peroksidaz aktivitesinden bu
proteinleri Western blot analiz yontemi ile detekte edebilmek i¢in kullanilmagtir.
Sadece HRP'nin hicbir proteini detekte edemedigi, ancak OTA-HRP bilesimi
incelendiginde OTA’nin proteinlere baglandigim gosteren sonuglar elde
edilmigtir. Fare bagirsags, karacigeri, dalak ve bobreginde OTA ile baglanan pek
cok protein detekte edilmigtir. Ayrica OTA’nin farenin plazma proteinlerine de
baglandi1g1 goériilmiistiir.

Breitholtzemanuelson ve arkadaglan [10] siitteki OTA tayini i¢in s1vi-s1vi
ekstraksiyonu ile hazirlanmig numunelerle ¢alisilan bir yontem gelistirmislerdir.
Hazirlanan ornekler floresans detektorlic  iyon degisimi sivi kromatografisi
kullamlarak analiz edilmistir. Inek siitindeki OTA tayini igin yapilan analizlerde
saptama limiti 10 ng, tayin limiti ise 40 ng olarak belirlenmistir. Benzer limitler
insan siitiinde yapilan analizlerde de gézlenmistir. 36 inek siitii, 40 da insan siitii
olmak tiizere toplam 76 siit numunesi analiz edilmistir. Biitiin siit 6rnekleri
Isvigre’den toplanmugtir. Inek siitii 6rneklerinin 5’inde (%14), insan siitii
orneklerinin de 23’iinde (%58) 10-40 ng araliginda OTA bulunmustur. Siit drnegi
veren annelerden toplanan 39 kan 6rnegi analiz edilmis ve biitiin kan 6rneklerinde
tayin limitini asan konsantrasyonlarda (60 ng/L. kan) OTA tespit edilmistir.
Orneklerdeki ortalama OTA konsantrasyonu 167 ng/L kan olarak bulunmustur.
Insan siitiindeki OTA konsantrasyonunun insan kanindakine oranla daha diisiik
veya yakin degerde oldugu bildirilmistir.

Valenta [11] hayvan ve insan dokularimin yam sira viicut sivilarinda da
YBSK ve TLC yéntemi ile OTA’mn tayinini gerceklestirmistir. Ornekleme,
ekstraksiyon, disaridan katma, clean-up, saptama ve tayin yOntemleri
uygulanmaigtir.

Richard ve arkadaglar [12] biriktirilmis ev tozu igerisindeki OTA miktar
tayinini gergeklestirebilmek i¢in YBSK kullanilan bir metot gelistirmislerdir. Ev
hayvanlarinda gériilen zehirlenmeler sonucu sahiplerinin siiphelenmesi {izerine
boyle bir calisma gergeklestirilmistir. Isitma sistemleri icerisindeki toz drnekleri
toplanmig ve 24 saat iginde laboratuar ortaminda analizlere baslanmustir.
Calismalarda %98 saflikta OTA kullamlmistir. 8 g toz, 32 mL metanol % 1 lik
sulu sodyum bikarbonat (70:30) ¢6ziiliip, 3 dakika karigtirilmis ve bu karisim



analiz edilmeden 6nce siiziilmiistiir. Optimize kosullarin asetonitril:su:asetik asit
(45:54:1) den olusan hareketli faz ve 1 mL/dk akis hizi ile saglandigi
bildirilmektedir. Floresans detektor kullanilarak 333 nm eksitasyon, 460 nm
emisyon dalga boyunda ¢alisilmistir. Kolon %0,01 Tween 20 i¢eren,10 mL fosfat
tampon tuzu ile yikanmig ve bunu takibende 10 mL su ile yikanmistir. Bu
kosullarda OTA’nin alitkonma zamani 5 dakika olarak bulunmustur. Karsilastirma
yontemi olarak LC-MS ve TLC metotlarn kullanilmustir. LC-MS metodunda,
saflagtirllmis ekstrakt 6rnekleri 200 mL metanol:su (85:15) ile ¢oziilmiis, alete 10
pl numune enjekte edilmistir. Akig hiz1 0.3 mL/dk olarak ayarlanmistir. Saptama
smr1 1 ng olarak bildirilmektedir. TLC metodunda OTA’nin alimiinyum kloriir
(AICl) belirteci ile parlak mavi renk verdigi gézlenmistir. Biitiin 6rneklerde eser
miktarda da olsa OTA’ya rastlanmigtir. Geri kazanim %90 civarinda bulunmustur.
Metodun segiciligi 0.01 ppb, saptama limiti 0.1 ng olarak bulunmustur. Toz
icerisindeki OTA oran1 diger mikotoksinlere gore daha yliksek bulunmustur.
YBSK ve LC-MS sonuglar karsilastirldiginda birbirine yakin sonuglar elde
edildigi goriilmiigtiir.

Nesheim ve arkadaslar1 [13] arpa, musir ve domuz bdbrek dokularindaki
OTA miktar tayini igin AOAC, International Union of Pure and Applied
Chemistry ve Nordic Committee on Food Analysis kuruluslarimin idare ettigi
Avrupa, Kanada ve ABD’deki 16 farkli laboratuarda sivi kromatografisi
yontemini kullanarak ortak bir ¢alisma yapmuglardir. OTA arpa ve musira 10, 20
ve 50 ng/LL oraninda, domuz bobregine ise 5, 10 ve 20 ng/L oraninda ilave
edilmigtir. Tekrar edilebilirlik deneyleri igin arpa ve musira 20 ng/g, bobrege ise
10 ng/g OTA eklenerek Ornekler hazirlanmigtir. Ortalama geri kazanim %53 -
%97 araliginda bulunmugtur. Laboratuar i¢i ¢aligmalarda relatif standart sapma
(RSD) arpa, misir ve bobrek dokusu i¢in sirasiyla %7.9, %20.1 ve %15.7 olarak
bulunmugtur. Laboratuarlar arasi ¢alismalarda ise OTA’nin arpa ve musirdaki
biitiin konsantrasyonlar1 igin RSD %20.7 - %31.7 olarak hesaplanmigtir. Bébrek
dokularinda ise 5, 10 ve 20 ng/g konsantrasyonlar i¢in RSD sirasiyla %68, %41.8
ve %32.7 olarak hesale1§t1r.

Larsson ve arkadaslar1 [14] iki farkli laboratuar ortaminda arpa, beyaz

kepek ve cavdar icerisindeki OTA tayini i¢in sivi kromatografi y&ntemi



gelistirmiglerdir. Ug beyaz kepek, ii¢ ¢cavdar, ii¢ sonradan OTA eklenmis ve ii¢ de
dogal olarak OTA ile kontamine olmug arpa numunesinin analizi sonucunda 2-9
mu-g/’kg OTA’ya rastlanmigtir. Ortalama geri kazamm %64 ile %72 arasinda
bulunmugtur. Standart sapma ise ¢avdar, arpa ve beyaz kepek i¢in laboratuar i¢i
calismalarda sirasiyla %21, %17 ve %12, laboratuarlar arasi ¢aligmalarda ise
sirastyla %23-28, %20-28 ve %18-31 olarak hesaplanmigtir. Bu ¢alisma
sonucunda hububatlarda OTA miktar1 2 mu-g/kg ve daha tizerinde bulunmustur.

Lau ve arkadaglar1 [15] OTA’mn tayini i¢in Sivi Kromatografisi (LC) ve
Elektro Sprey Kiitle Spektrometrisi (ESMS) yontemini gelistirmislerdir. Insan
plazma orneklerinde OTA’nin tayininde LC-MS in son derece segici oldugu
bildirilmektedir. Minimum saptama limiti her enjeksiyon i¢in 10-20 pg
araligindadir. 20-40 pg insan plazmasinda 0.05 ppb’ye karsilik gelmektedir. Bu
caligmada i¢ standart olarak okratoksin B kullanilmigtir. Her iki okratoksinin de
sodyuma bagh oldugu gézlenmistir. Insan kan plazmasinda, standart katma
metodu, i¢ standart katma metodu, dig standart katma metodu yontemleri
karsilastinlmigtir. Kiitle spektrometrisi metodu ile floresans detektorlit sivi
kromatografisi metodunun sonuglar1 karsilastirilmistir. Bu metot ayn1 zamanda
OTA i¢erdigi tahmin edilen kahve 6rneklerine de uygulanmagtir.

Jornet ve arkadaglari [16] ters faz siv1 kromatografisi yontemini kullanarak
saraplarda OTA miktar tayini icin kati faz ekstraksiyonlu sivi kromatografisi
metodunu gelistirmiglerdir. Florimetrik detektér kullanilan bu yontemde standart
sapma %10 dan daha diigiik bulunmustur. Geri kazanim i¢in OTA ticari saraplara
0.1 ile 3 pg/L diizeyinde ilave edilmistir. Farkli 15 ¢esit sarap iizerinde
caligilmigtir. Saraplar igerisindeki OTA miktar1 1 pg/L den daha diisiik seviyede
bulunmugtur. Geri kazanmimin %80 dolaylarinda oldugu bildirilmistir. Kirmizi
saraplarda geri kazanim %87.6, beyaz saraplarda ise %83.2 bulunmustur. Tekrar
edilebilirlik (ortalama geri kazanim) %91.8 olarak hesaplanmistir. Bu yontemin
avantaji uzun iglemler gerektirmemesi ve geri kazamm oranlarimin yiksek
olmasidir.

Vazquez ve arkadaglan [17] ters faz YBSK sistemi ile peynir icerisindeki
baglica mikotoksin olan OTA ve sitrinin tayinini gerceklestirmislerdir. Hareketli

faz olarak pH 5.5 e ayarlanmis 10° M tetrabutilamonyumbhidroksit iceren



metanol:su sistemi kullanilmugtir.  Floresans detektor kullamilarak, 331nm
eksitasyon, 545 nm emisyon dalga boyunda c¢aligilmigtir. Standart OTA
¢ozeltilerinin kalibrasyonu igin 1x107 — 5x10° M derisim araliginda ¢alisilous ve
bu derisim araliginda dogrusallik oldugu gozlenmistir. Saptama limiti 3x10° M
olarak bildirilmistir. Bu yontemin idrar ve serum gibi kompleks maddeler i¢in de
gecerli oldugu sdylenmektedir.

Frohlich ve arkadaslar1 [18] domuz bobreklerinde OTA’nin tayini igin
enzimatik ve immiinolojik ¢alismalar gerceklestirmislerdir. Calisma yontemi
olarak ters faz sivi kromatografisi kullanilmigstir. Gradient sistemle pH’1 fosforik
asitle 2.1°e ayarlanmis su (solvent A) ve %10 luk izopropanol iceren metanol
(solvent B) hareketli faz olarak kullamlmigtir. Akis hiz1 1.5 mL/dk, sicaklik ise
40°C ye set edilmigtir. Solvent B ilk 10 dakika %30 dan %48 e ayarlanmis,
sonraki 6 dakika %48 de sabit tutulmus, 9 dakika %70 yapilmistir. Kolon %90 lik
solvent B ile 6 dakika yikanmigtir. Floresans detektorle c¢alisilmig ve 333 nm
eksitasyon ,450 nm emisyon dalga boyu kullanilmigtir. Bébrek 6rnekleri ELISA
testine tabi tutulmus karboksipeptidaz A ile muamele edildikten sonra YBSK ile
analiz edilmistir. OTA miktar1 dort 6rekte 12 ppb den daha yiiksek bulunurken,
on dort 5rnekte 10 ppb den yiiksek bulunmustur. Ornekler igerisindeki OTA
miktarinin mevsimsel farklilik, sicaklik ve nemle degistigi saptanmustir. Ornegin
aralik aymnda toplanan 6rneklerin, ekim ayinda toplananlardan daha az OTA
icerdigi bulunmustur.

Marquardt ve arkadaglar1 [19] Avrupa ve Kuzey Amerika’da OTA’y1
yiyeceklerde, yemlerde, hayvan dokularinda ve insan kaninda tayin etmislerdir.
OTA’nin gastrointestinal sistemde bobrekte kolaylikla adsorbe edildigini
g6zlemiglerdir. Askorbik asit gibi antioksidanlarin OTA’min toksik etkisini
azalttig1 belirtilmistir. OTA’nin birkag ¢esidi tespit edilmis ve bunlarin bazilarinin
yiiksek, bazilarinin da disiik toksisite gosterdigi belirtilmistir.

Sharman ve arkadaglar1 [20] OTA’nin hububat ve hayvansal iiriinlerdeki
analizi i¢in immunoaffinity kolon YBSK yontemi gelistirmislerdir. Gelistirilen bu
yontem arpa, ¢avdar ve bugdaymn yam sira domuz bobrekleri ve sosise
uygulanmugtir. Standart katma yoéntemi ile geri kazanim %70-80, relatif standart

sapma ise 8 deney i¢in %1.3 olarak bulunmustur. Sadece bugday 6rmeginde 13.7
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mu-g/kg OTA’ya rastlanmustir ve standart sapmasi da 8 deney icin %3 olarak
bulunmugtur. Saptama limiti ise 0.2 mu-g/kg dir. Immunoaffinity kolon
kullaniminin bu y6ntem i¢in hizli ve belirleyici oldugu séylenmektedir.

Krogh [21] OTA igeren besinlerle beslenen hayvanlarin (fare, képek,kus
ve gevis getiren hayvanlar) zarar goérmiis bébreklerinde deneysel calismalar
yapmislardir. Domuzlar lizerinde yapilan deneysel ¢alismalar esnasinda OTA’nin
bobrekler lizerindeki etkisi ile ilgili 6nemli veriler elde edilmistir. Renal zararlar
morfolojik ve fonksiyonel degisikliklerle tanimlanabilir. Renal etki 200-4000 mu-
glkg araliginda OTA iceren yemler kullamldiginda gozlenmistir. OTA
olusumunun iklim sartlari, nem, Uriiniin hasadi ve depolanma sartlanyla ilgili
oldugu belirtilmistir.

Pittet ve arkadaglann [22] saf ve karisim halindeki ¢oziinebilen
kahvelerdeki OTA tayini i¢in immunoaffinity kolon kullanarak bir YBSK
yontemi gelistirmiglerdir. Yesil kahve ¢ekirdegi, kavrulmus kahve gekirdegi ve
¢ozinebilir kahveler i¢indeki geri kazanimi %80 den daha fazla bulmuslardir. Bu
metodu degisik iilkelerdeki farkli iireticiler tarafindan iiretilen 116 ¢oziinebilir
kahve ornegine uygulamislar, bir kisminda OTA’ya rastlanmazken, gézlenen en
yiksek OTA miktarim1 15.9 mu-g/kg olarak bulmuglardir. En fazla OTA oram
karisim halindeki ¢6ziinebilen kahvelerde bulunurken saf ¢6ziinebilen kahvelerde
bu oranin daha diisikk oldugunu belirlemiglerdir. Ortalama OTA degeri 1.1 mu-
g/kg olarak bulunmugtur.

Studerrohr ve arkadaglari [23] kahve igerisindeki OTA olusumunu
incelemislerdir. OTA’nin baglica hububatlarda ve gida maddelerinde bulundugu
bilinirken kahve ¢ekirdeginde de olustugu gozlenmistir. Bu ¢alismada yesil ve
kavrulmus kahve ¢ekirdekleri i¢indeki OTA miktar1 kahve demlendikten sonra
analiz edilmistir. Demleme yoluyla hazirlanan kavrulmus kahve YBSK’ye
verilmeden Once clean-up step programi uygulanmistir. Analizler sonucunda
saptama limiti yesil kahve ¢ekirdeginde 13-25 mu-g/kg, ticari kahve 6rnegi analizi
sonucunda ise saptama limiti 0.5 mu-g/kg olarak bulunmustur. 40 kahve 6rneginin
18’inde 0.4 ile 7.8 mu-g/kg araliginda OTA’ya rastlanmistir.

Hurst ve arkadaglan [24] kakao ¢ekirdegindeki OTA tayini i¢in otomatik
sample clean-up i bir YBSK yoéntemi gelistirmislerdir. Ppb seviyesindeki
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OTA’nin bile bu yontemle belirlenebilmesi amaglanmistir. Ornek asetik asit
iceren metanol:su karisimiyla ekstre edildikten sonra pH’1 istenilen degere
ayarlanarak kuruyana kadar buharlastirilmistir. C,g kati faz ekstraksiyonundan
sonra floresans detektorlii YBSK ile analiz edilmistir. Relatif standart sapma %1
ve %2.5 olarak hesaplanmistir. Standart ilave yontemiyle geri kazanim %87-106
araliginda bulunmustur.

Wrabcheva ve arkadaglar1 [25] Bulgaristan’da yetisen hububatlar i¢inde
OTA ve sitrinin olusumunu aragtirmislardir. Bir kontrol, iigte yoéresel bolge
belirlenmis, kontrol bolgesinden 20 6rnek, birinci yoéresel bélgeden 21, ikinci
yoresel bolgeden 30, tigiincli yoresel bolgeden 23 6rnek alinmistir. Bu 6rnekler
bugday, misir ve yem olarak kullamilan arpa, yulaf ve beyaz kepektir. Enzim
immuno assay yontemiyle yapilan OTA ve sitrinin analizi sonucunda saptama
limiti OTA i¢in 0.5 ng/g, sitrinin i¢in 5 ng/g bulunmustur. OTA igin
immunoaffinity kolon igleminden sonra YBSK uygulanmasiyla olduk¢a pozitif
sonuglara ulasilmistir. Bugday, beyaz kepek ve yulafta oldukca yiiksek seviyede
OTA'’ya rastlanmistir. OTA kontrol bélgesinde %35, birinci bolgede %29, ikinci
bolgede %30, iiciincii bolgede ise %47 bulunmustur. Ortalama/orta deger goéz
oniine alindiginda kontrol bolgesi igin 1.5/1.3 ng/g, birinci bolge i¢in 11/1.6 ng/g,
ikinci bolge igin 18/1.6ng/g, iiglincii bolge icin ise 3.5/1.5 ng/g olarak
bulunmustur. OTA i¢in en yiiksek derisim 140 ng/g bulunurken, sitrinin igin ise
420 ng/g bulunmustur.

Scott ve arkadaglar1 [26] besin maddeleri ve hayvan yemlerinden izole
edilmis mantar ve kiifler iizerinde, bunlarin aflotoksin olusturabilme ve
mikotoksin icerme potansiyellerini  belirleyebilmek i¢in, ince tabaka
kromatografisinin kullanildigi bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemle pek ¢ok
aflatoksin ve mikotoksin tayin edilebilmistir. Yontem los 1s1k altinda
uygulanmustir. Plak 0.3 mm Adsorbosil 5 silika jel ile kaplanmis ve 110 °C de 2
saat aktive edilmigtir. Standart ve ekstrakte edilerek hazirlanmis toksin
¢ozeltilerinin her birinden 5 pl diizeyinde alinarak plaga uygulanmistir. Coziicii
sistem olarak toluen:etilasetat:%90 formik asit (6:3:1) ve benzen:metanol:asetik
asit (24:2:1) kullanilmugtir. 10 mL glasiyel asetik asit ve 5 mL konsantre H>SO4

iceren, 85 mL metanol ve 0.5 mL p-anisaldehitin taze hazirlanmis karisim 130°C
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de 8-20 dakika 1sitilip plaga uygulanmasindan 6nce ve sonra toksinler goriiniir

151k altinda ve UV de gézlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

Okratoksin A SIGMA, i¢ standart olarak kullanmlan diflunisal ise Sanovel
Ilag Firmas1 A.S. den elde edilmistir.

Gradient grade metanol (CH40), etanol (C,H¢O), kloroform (CHCI),
asetonitril (C,H3N), asetik asit (C;H40;), hekzan (CgHis) Merck firmasinin
Uriiniidiir. Bidistile su tlimiiyle camdan olusan sistem ile laboratuarimizda

hazirlanmustur.

3.2. Aletler

Bu ¢alisma, tiimii Shimadzu firmasinin {iriinii olan LC 10A serisi gradient
Sivi Kromatografisi ile yapilmistir. Sistem; LC-10AT gradient donanimli pompa ,
RF-10A XL floresans detektor, CBM-10A iletisim saglayan modiil’den
olugmaktadir. Veriler LC Workstation Class LC10 (Version 1) ile islenmektedir.
Enjeksiyon tablasi Rheodyne (Cotati) olup iizerinde 20 pIl. hacimli loop
tagimaktadir. Enjeksiyonlar 22 gauge enjektér ucu ile loop’u doldurarak
yapilmuistir.

Ayirma ve miktar tayini islemlerinde Luna 3 p tanecik capinda Cig
150x3.00 mm Phenomenex marka kolon kullanlmistir. Akis hizi 0.4 mL/dk dir.
Cozeltilerin icerisindeki oksijen gazimin uzaklastirllmasinda B-220 model
ultrasonik banyodan (Branson, CA, USA) yararlanilmstir.

Floresans detektorde 330 nm eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga

boyunda ¢aligilmistir.
3.3. Hareketli Faz
Deneyler siiresince kullamlacak olan hareketli faz (asetonitril:su:asetik

asit)  (99:99:2) 500 mL hazirlanmistir. Hazirlanan hareketli faz igerisindeki

¢oziinmiis gazlarin ve oksijenin uzaklagtirilmasi igin ultrasonik banyoda yarim
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saat tutulmustur. Ayirma ve miktar tayini islemleri bu ¢ozelti ile
gerceklestirilmigtir.

Giinliik ¢aligmalarda deneylere baglamadan 6nce kolon %75’°lik metanolle
bir saat yikandiktan sonra, hazirlanisi yukarida anlatilan hareketli faz ile yarim
saat yikanarak kolonun sartlanmasi saglanmistir.

Ekstrakt ile yapilan ¢aligmalardaki tekrar edilebilirligin saglanabilmesi
icin gradient kosullarda bir yikama programi kullanilmigtir. Bunun igin A ¢dziicii
sistemi hareketli faz, B ¢6ziicii sistemi metanol (%75, h/h) olmak iizere analizin
on dort dakika i¢inde sona ermesinin ardindan dogrusal gradient kontrollii sistem

ile agagidaki gibi yikanmagtir.

Siire (dk) 0 14 22 25
CozicuB (%) :0 100 100 O gradient yikama sonu

3.4. Standart Cozeltiler

5 mg OTA 50 mL’lik balon jojeye alinarak distile etanolde ¢oziilmiistiir.
Gerekli seyreltmeler s6z edilen stok standartlardan bidistile su kullanilarak
yapilmasgtir.

Diflunisal (IS) ise 11.5 mg tartilarak, 100 mL lik bir balon jojeye alinarak
birka¢ damla derisik sodyum hidroksit damlatildiktan sonra su ile ¢oziilmiistiir. I¢
standart (IS) tiim deneyler boyunca 9.2x10°® M derisimde kullanilmigtir.

Standart stok ¢ozeltilerin saklandig: kaplar altiminyum folia ile kaplanarak

buzdolabinda +4°de saklanmigtir.
3.5. Analiz Edilecek Gida Maddelerinin Ekstraktlarinin Hazirlanmas:
3.5.1. Misir ve kirmizi biber numunelerinin hazirlanmasi
Icerisinde OTA miktar1 belirlenecek olan gida maddelerinin her biri igin

farkl1 bir ekstraksiyon yontemi kullanilmigtir. Misir ve kirmizi biberden belirli

miktar tartitlip 20 mL kloroform ile 2 saat ekstre edildikten sonra siiziilerek
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kloroform fazi ugurulmustur. Ekstrakt 10 mL metanol ile ¢oziilerek santrifiij

edilmistir. Gerekli seyreltmeler su ile yapilarak YBSK’ye verilmistir.

3.5.2. Peynir numunelerinin hazirlanmasi

Analizi yapilacak peynir numunelerinden belirli miktar tartilip, 20 mL
kloroform ile 2 saat ekstre edildikten sonra siiziilerek kloroform faz
ucurulmugtur. Ekstrakt 5 mL hekzanla calkalandiktan sonra hekzan fazi atilmuis,
ekstrakt 10 mL metanolde ¢oziilerek santrifiij edilmistir. Gerekli seyreltmeler su

ile yapilarak YBSK’ye enjekte edilmistir.
3.5.3. Bugday numunelerinin hazirlanmasi

Analizi yapilacak bugday numunelerinden belirli miktar tartilip, 10 mL
metanolle 2 saat ekstre edildikten sonra siiziilerek, santrifiij edilmistir. Gerekli
seyreltmeler su ile yapilarak YBSK’ye enjekte edilmistir.
3.5.4. Sarap numunelerinin hazirlanmasi

Analizi yapilacak sarap numuneleri 0,2 pm por g¢apt olan disposable
filtrelerden siiziilerek siiziintiiden 0.8 mL alimp iizerine 0.2 mL 4.6x107 M” ik ig

standart olarak kullanilan diflunisal ¢ozeltisinden katilarak YBSK’ye dogrudan

enjeksiyonu yapilmustir.
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Cizelge 4.1. OTA ve IS ile ilgili ¢egitli parametrelerin %RSD degerleri (n=9).

Alikonma Alan Alikonma Alan
Zamani (OTA) Zaman (IS) (1S) PN (OTA) /PN (IS)
(OTA) (9.6x10°) | (9.2x10® M) | (9.2x10% M)
(9.6x10°)
11.734 137848 12.879 425387 0.356
11.723 137235 12.870 429323 0.351
11.686 131337 12.831 399197 0.361
11.689 131337 12.831 399197 0.361
11.672 132134 12.812 399735 0.363
11.650 125149 12.789 394998 0.348
11.640 128316 12.773 396152 0.355
11.609 127920 12.733 405148 0.346
11.662 118912 12.795 370628 0.352
Standart 0.039 5870 0.05 17289 0.01
Sapma
% RSD 0.34 4.52 0.36 4.30 1.70
Ortalama 11.7 130021 12.8 402196 0.36

YBSK calismalar1 da bir kromatografik ¢alisma oldugundan kesinlikle IS
uygulamasinin yapilmasi geregi lizerinden, maddelerin olast polariteleri
diisiiniilerek, bir IS bulunmaya ¢aligilmistir. En uygun IS nin gerek yapi gerekse
gelis zamam olarak diflunisal oldugu belirlenmistir. Bu maddenin uygun bir
derisimi belirlenerek enjekte edildiginde 12.8 dakika dolayinda pik verdigi

gozlenmistir. Kaydedilen 6zgiin bir kromatogram Sekil 4.1°de verilmektedir.
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Belirtilen kosullarda degerlendirme igin uygun bir kromatogramin eldesi
sonucu, yontemin kesinligi ve dogrulugunu belirlemek amaciyla OTA ve IS'nin
alikonma zamanlari, bunlarin alanlarinin ve pik normalizasyon (PN OTA/PN IS)
degerlerinin tekrarlanabilirlikleri incelenmistir. Degerlendirme sonuglar Cizelge
4.1°de verilmektedir.

OTA i¢in elde edilen pik alanlar1 i¢ standart igin elde edilen pik alanlarina
oranlanarak degerlendirilmis ve tekrar edilebilirlik incelenmistir. Yapilan
degerlendirmelere gore tekrar edilebilirlik % 1.7 bulunmustur.

Cizelgeden goriildiigii gibi en iyi tekrar edilebilirlik, OTA ve IS'nin pik
normalizasyon degerlerinin birbirine oranlanmasi ile saglanabilmektedir. Bu
sonuca gore zaten bir ¢ok hatanin ortadan kaldirilmasina neden olan iglemin, en
iyi tekrarlanabilirlik vermesi ile paralel gitmektedir. Sonu¢ta, bundan sonraki
miktar tayini ile ilgili tlim caligmalarda tiimiiyle pik normalizasyon oranlar

degerleri kullanilacaktir.

4.1. Yontemin Segiciligi

Standart OTA c¢ozeltileri ile ayrilma ve tekrar edilebilirlik kosullarinin
saglanmasinin  ardindan, yontemin secicilifinin incelenmesine gecilmigtir.
Deneysel kisimda tarif edildigi gibi hazirlanan gida maddeleri ekstre edildikten
sonra YBSK’ye enjekte edilmistir. Elde edilen kromatogramlar arasinda en karigik
kromatograma sahip olan kirmizi biberinkinde bile piklerin tiimiiyle birbirinden
ayrilmast gerceklesmektedir. Aym kosullarda standart OTA ¢dzeltisinin
kromatogramu ile kirnizi bibere ait kromatogramlar Sekil 4.2°de verilmektedir.
Standart ve ekstraktlarin aym alikonma zamanlarinda pikler verdigi ve girisime
neden olacak yabanci pikler tagimadigi gozlenmektedir. Boylelikle yontemden

beklenen seg¢iciligin saglandig1 sonucuna varilmaktadir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

YBSK, yiiksek ayirma giiciiniin yam sira segiciligi ve diisiik saptama limiti
gibi Ozelliklerinden dolay1 hemen her ¢esit analiz i¢in yaygin olarak kullanilan bir
ayirma teknigidir. Miktar tayininin s6z konusu oldugu tiim laboratuarlarda YBSK
cihazi bulunmaktadir. Ancak hareketli faz sistemlerinin yiiksek saflikta olmasi
zorunlulugu ve ¢dziiciilerin maliyetinin yiiksek olmasi yéntemin tek dezavantajini
olusturmaktadir. Yinede analizlerde ¢ok diigik diizeyde numunelerle
gallsliabilmesi biiyiik bir iistiinliikttir.

Visconti ve arkadaglarinin tarif ettigi ¢alismada [5] kullamilan detektér ve
hareketli faz bilesimi kullanilmis, ancak kosullarin optimizasyonu yapilan &n
¢aligmalar sonucunda belirlenmigtir. Sinyaller 330 nm deki uyarilma ve 450 nm
yayum dalgaboylarinda kaydedilmislerdir. Hareketli faz sistemi olarak yukarida
belirtildigi gibi Visconti ve arkadaslarimin kullandify asetonitril:su:asetik asit
(99:99:2) kullamlmis, en iyi akis hizznin 0.4 mL/dk oldugu saptanmistir. Bu
kosullarda OTA’nin 11.7 dakikada geldigi bulunmustur. Bu siirenin, laboratuar
caligmalarinda bir analizin gerceklestirilebilmesi i¢in™ olduk¢a uygun bir siire

oldugu soylenilebilir.

OTA

Sekil 4.1. Standart OTA ¢dzeltisine ait kromatogram
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farkin oldugunu isaret etmektedir. Korelasyon katsayilar ise analitik agidan kabul

edilebilir degerdedir.

Cizelge 4.2. Standart OTA’nin derigim alan iligkileri

Derisim Aralig1 (M) 2.5x10° - 1.5x10°
IS Derisimi (M) 9.2x10°
Alikonma zamani 11.7
R
OTA/ R,/ IS/Ry 35453347.14 C (M) + 0.0027
=0.9999

OTA = Okratoksin A igeren ¢6zeltinin alani

R, = Okratoksin A igeren ¢ozeltinin sinyalinin gozlendigi zaman (dk)
IS = I¢ standart igeren ¢ozeltinin alam

R;  =I¢ standart igeren ¢ozeltinin sinyalinin gozlendigi zaman (dk)

r = Korelasyon katsayisi

Cizelge 4.3. OTA’nn giin i¢i ve giinler arasi kalibrasyon esitlikleri

Regresyon Parametresi Giin I¢i (I=1; n=5) Giinler Arasi (I=3; n=15)
Egim + SD 35453347.1 £ 565996,4 35608699.8 + 1034375,5
Egim+ CL 35453347.1 £ 5391483 35608699.8 + 470051,3
Kesim 0.0027 0.0042
Korelasyon katsayisi 0.9999 0.9996
1 :Setsayisi n : Analiz sayisi

SD : Standart sapma  CL : Giiven sinir1
4.3. Geri Kazanim Oraninin Belirlenmesi
2.5x10° — 1.5x10°® M derisim araliginda yiiksek korelasyonlu kalibrasyon

esitlikleri ile dogrusallik elde edildikten sonra standart OTA ¢6zeltilerine yukarida

belirtilen ekstraksiyon yontemi uygulanarak % geri kazanmim degerlerinin

Aiguolu Unversites
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belirlenmesi amaglanmugtir. Aym derisime sahip OTA c¢ozeltileri farkli altt
bugday numunesine ilave edilmis, iki ayr1 ekstraksiyon yontemi uygulanarak %
geri kazanim degerlerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Ekstreler YBSK cihazina
enjekte edilmistir. Elde edilen piklerin OTA standart ¢6zeltisinin dogrudan
enjekte edilmesi kosullarinda elde edilen piklerle aymi karakteristiklere sahip
oldugu goézlenmistir. Ilave edilen OTA derisimleri icin elde edilen diizeltilmis
alan oranlar1 degerleri OTA ¢ozeltilerinin Kalibrasyon esitliginde ¢oziilerek
bulunan OTA degerleri hesaplanmis ve katilan miktar ile oranlanarak % geri
kazanim degerleri bulunmustur. Sonuglar Cizelge 4.4’de verilmektedir. Geri

kazanmim degerleri %79 ile %95 arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.4. OTA’nin geri kazanim degerleri

Katilan OTA (M) Bulunan OTA (M) % Geri Kazanim
9.88x10” 7.99x10° 83.23
9.88x10° 7.88x10° 82.06
9.88x10” 9.12x10” 95.05
9.88x107 7.74x10° 80.63
9.88x107 7.57x107 78,86
9.88x10° 8.99x10° 93,67

Ortalama Geri Kazanim 85,58
Standart Sapma 6,96
Relatif Standart Sapma (%) 8.14
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4.4. Saptama Sinir1 ve Tayin Smir1

Sinyal/giirtiltii oran1 (S/N) 3 kabul edilerek yontemin saptama sinir1 (Limit
of Detection, LOD) OTA igin 2.5x10"° M hesaplanmistir. En diigiik tayin
edilebilir miktar (Limit of Quantification, LOQ) ise 8.2x107'® M olarak
bulunmustur. Bu miktarlara karsilik gelen veriler ng/mL degerlerine
cevrildiginde, en diisiik saptama smrmn 9.97x10° ng/mL, en diisik tayin

sturimin ise 3.32x10™ ng/mL’ ye karsilik geldigi bulunmustur.
4.5. Gida Maddeleri Icerisindeki OTA Miktar Tayini i¢in Uygulama

Cesitli besin maddeleri igerisindeki OTA miktarinin belirlenmesi igin
deneysel boliimde tarif edildigi sekilde ekstraksiyon islemleri yapildiktan sonra,
ekstreler gerekli seyreltmeler yapilarak YBSK cihazina enjekte edilmistir. Elde
edilen piklerin diizeltilmis alan oram1 degerleri standart ¢ozeltilerin ekstraksiyonu
ile buluﬁan kalibrasyon esitliginde ¢6ziilmiis ve her birine karsilik gelen molar
derisimler hesaplanmigtir. Buradan pg olarak gida maddeleri igerisindeki OTA
miktarlar1 hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5°de verilmektedir.

Buradan ¢ikartilan sonuca gore sarap numunelerinin hemen hemen
hepsinde OTA olduk¢a yiiksek diizeyde saptanirken, peynir cesitlerinde bu
miktarin ¢ok daha az oldugu gézlenmistir. Analizi yapilan bugday numunelerinin
yarisinda az miktarda OTA saptanmistir. Ay sekilde misir unu ve kirmizi biber
de ¢ok az miktarda OTA saptanirken, beyaz un, kepekli un, aygicegi, findik, bira
ve tatli sarapta ise OTA’ya hig¢ rastlanmamigtir. Burada segilen yontemin bir diger
tistiinligi de, Ozellikle saraplara uygularken herhangi bir 6n isleme gereksinim
duyulmaksizin anaﬁzlerin kisa siirede gergeklestirilebilmesidir. Agsagida Sekil
4.3’de sarap, kirmiza biber, kagar peyniri, misir unu ve bugday numunelerine ait
kromatogramlar verilmektedir.

Analizi yapilan tiim numuneler gelisiglizel (random) olarak se¢ilmig
ozellikle saraplarda ¢ok ¢esitli firmalarin ucuz ve pahali saraplari analizlenmis ve

bir degerlendirmeye varilmaya ¢alisilmigtir.
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Analitik c¢alismalarda dogruluk ve kesinlik ¢ok Onemli oldugundan
bunlarin saglanabilmesine ¢alisilmustir. Ozellikle kromatografik yontemlerde IS
kullanma zorunlulugu vardir ve bu ¢alismada IS kullamilmgtir. UV detekt6riiniin
kullanildigi YBSK sistemlerinde IS bulunma olasiligi daha fazladir. Floresans
detektorlerin kullanildigi durumlarda bu olasilik daha digiiktiir. Ancak bu
calisgmada Diflunisal OTA’ya ¢ok uygun bir IS olmustur. Hatalar1 minimuma
indirmede ©nemli olan i¢ standart yonteminin kullamildigi sadece bir tek
calismaya rastlannugtir ve belirtilen c¢aligmada okratoksin B IS olarak
kullamlmigtir [15]. Boyle bir kullanimin analitik agidan kullamlabilirligi
kesinlikle tartisilabilir.

Bu caligmanin digerlerine gore {istiinliigii kosullarin optimizasyonu
sonucunda analizin kisa siirede gerceklestirilmesi yaninda i¢ standart
kullanmilmasidir. Kromatografiyi ic¢ine alan tiim yontemlerde kosullarin
ayarlanmas1 hem zor, hem de olanaksizdir. Ciinkii kromatografik yéntemlerde
kullanilan hareketli fazin bilesimi her zaman aym hazirlanamaz, boylece pH’1 ve
iyon siddeti ¢ok az da olsa degisebilir. Ayrica maddelerin go¢ hizlan sicakliga
bagh olarak degiseceginden alikonma siirelerindeki artma veya azalma ile pik
boylarindaki degismelere yansimaktadir. Bu etkiler sonucunda pik boylarinda
goriilebilecek artma veya azalmalar i¢ standart kullammi ile ortadan
kaldirilabilmektedir. Degismez derisimde tutulan i¢ standardin sinyali ile madde
sinyali arasindaki iliskiye dayanarak sonuca ulasilabilmektedir. I¢ standart sinyali
ile madde sinyali arasindaki oranin sabit kalacagi fikrinden hareketle yukanida
belirtilen hatalardan kaginilabilmektedir. I¢ standart kullanilarak gergeklestirilen
OTA miktar tayinlerinde bu yolla dogruluk ve duyarhilik saglanmistir. Bu
yontemin rutin laboratuar ¢aligmalarinda son derece segici, basit ve hizli oldugu
sOylenebilir.

Yukaridaki analiz sonuglarindan ¢ikardigimuz verilere gore ozellikle
iceceklerde, ucuz olarak bilinen iiriinler igerisindeki OTA miktarlar1 az olabildigi
gibi, pahali igecekler icerisindeki OTA miktarlar1 daha yiiksek diizeyde
olabilmektedir. Sonugcta gidalar igerisindeki OTA'min varliginin tiretimdeki 6zene
bagli oldugu sdylenebilir. Biitiin bu degerlendirmelerin miktar olarak toksik doz

diizeylerine ¢ikmadigi agiktir.
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Sekil 4.2. (a) Standart OTA ¢ozeltisine ait kromatogram
(b) Kirmizi biber ekstresine ait kromatogram

4.2. Dogrusallik Arahigimin Incelenmesi

Dogrusallik araligimn incelenmesi i¢in OTA 2.5x10° — 1.5x10° M
derisim araliginda hazirlanmistir. Standart OTA’nin derisim alan iliskileri Cizelge
4.2°de verilmektedir. Toplam alti derisim diizeyi i¢in elde edilen piklerin
diizeltilmis alan oranlarinin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen kalibrasyon
esitlikleri Cizelge 4.3’de verilmektedir.

Cizelgeden de g6riildiigii gibi belirtilen derisim aralifinin tamaminda
yiiksek korelasyonlu kalibrasyon esitlikleri elde edilmigtir.

Ug ayn giinde yapilan kalibrasyon calismalarn arasinda % 0.43'liik bir fark

gozlenmektedir. Bu sonug giinler arast analizler arasinda 6nemsenmeyecek bir
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Gelistirilen yontemin halk sagligi basta olmak iizere, gida maddelerinin
rutin analizlerinde dogru ve kesin sonuglara ulagsmada rahatlikla kullanilabilecegi
sOylenilebilir. Ayrica bu yontemin dis {ilkelere ihrag¢ edilecek besin maddelerinin

zorunlu analizlerinde giivenilirlikle kullanilabilecegi sGylenebilir.

Cizelge 4.5. Cesitli gida maddelerinde bulunan OTA degerleri

Gida Maddeleri OTA (pg/100 g) Igecekler OTA (ng/1 L)
Misir Unu 7.48 E. Birasi -
Kepekli Un - T. Biras1 -
Beyaz Un - T. Biras1 (Dark) -
Bugday 1 0.84 T. Sarabi 3.80
Bugday 2 0.33 Y. Sarabi 11.14
Bugday 3 - B. Sarabi 17.82
Bugday 4 - H. Sarab 6.35

Kasar Peyniri 0.97 D. Sarabi 7.51

Cerkez Peyniri - P. Sarab1 0.26

Beyaz Peynir - K. Sarabi , 16.25
Kars Peyniri - I. Sarabi -
Lor Peyniri 1.00 V. Sarab1 -
Fmdik - M. Sarab: -
Kirmiz: Biber 1.06 Sampanya 2.97
Aygigegi -

Not: Yukaridaki degerlere Kalibrasyon denkleminden yola g¢ikilarak ulagilmistir. Kati gida

maddeleri igin gergek degerler sonuglarin 1.17 diizeltme faktdrii ile garpilmast ile hesaplanacaktir.
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Sekil 4.3. (a) Standart OTA ¢ozeltisine ait kromatogram

(b) Kasar peyniri ekstresine ait kromatogram

(¢) Misir unu ekstresine ait kromatogram
(d) Bugday ekstresine ait kromatogram

(e) Sarap numunesine ait kromatogram
(f) Kirmiz1 biber ekstresine ait kromatogram

25



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

KAYNAKLAR

STEYN, P., Toxicol. Lett., 82, 843-851, 1995.

HALD, B., Mycotoxins and Phytotoxins, 88, 57-65, 1989.

Van EGMOND, H.P., Food Addit. Contam., 2, 139-188, 1989

Ochratoxin A — Toxicological Evaluation of Contaminants, WHO Food
?9(19(16il.[ives Series 35,World Health Organization (WHO), Geneva, 363-376,

VISCONTI, A., PASCALE, M. and CENTONZE, G., Journal of
Chromatography A, 864, 89-101, 1999.

WILKES, J.G. and SUTHERLAND, J.B., Journal of Choramagraphy B, 717,
135-156, 1998.

CORNELIL S. and MARAGOS, C.M., Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 46, 3162-3165, 1998.

BOHS, B., SEIDEL, V. and LINDNER, W., Chromatographia, 41, 631-637,
1995.

SCHWERDT,G., FREUDINGER, R., SILBERNAGL, S. and GEKLE, M.
Toxicology, 135, 1-10, 1999.

BREITHOLTZEMANUELSSON,A., OLSEN, M., OSKARSSON, A,
PALMINGER, 1. and HULT, K., Journal of Food Protection, 76, 842-846,
1993.

VALENTE, H., Journal of Choramagraphy A, 815, 75-92, 1998.

RICHARD, J.L., PLATTNER, R.D., MAY, J. and LISKA, S.L,
Mycopathologia. 146, 99-103, 1999.

NESHEIM, S., STACK, M.E., TRUCKSESS, M.W., EPPLEY, R.M. and
KROGH, P., Journal of AOAC International, 75, 481-487, 1992.

LARSSON, K. and MOLLER, T., Journal Of AOAC International, 79, 1102-
1105, 1996.

LAU, B.P.Y., SCOTT, P.M., LEWIS, D.A. and KANHERE, S.R., Journal of
Mass Spectrometry, 35, 23-32, 2000.

JORNET, D., BUSTO, O. And GUASCH, J., Journal of Chromatography A,
882, 29-35, 2000

26



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

VAZQUEZ, B.1, FENTE, C., FRANCO, C., CEPEDE, A., PROGNON, P.
and MAHUZIER, G., Journal of Chromatography A, 727, 185-193,1996.

FROHLICH, A.A., MARQUARDT, RR. and CLARKE, J.R., Journal of
Food Protection, 60, 172-176. 1997

MARQUARDT, R.R. and FROHLICH, A.A., Journal of Animal Science,
70,3968-3988, 1992.

SHARMAN, M., MACDONALD, S. and GILBERT, J., Journal of
Choramagraphy A, 603, 285-289, 1992,

KROGH, P., Food and Chemical Toxicology, 30, 213-224, 1992.

PITTET, A., TORNARE, D., HUGGETT, A. and VIANI, R., Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 44, 3564-3569, 1996.

STUDERROHR, I., DIETRICH, D.R., SCHLATTER, J. and SCHLATTER,
C., Food and Chemical Toxicology, 33, 341-355, 1995.

HURST, W.J. and MARTIN, R.A., Journal of Choramagraphy A, 810, 89-94,
1998.

VRABCHEVA, T., USLEBER, E., DIETRICH, R. and MARTLBAUER, E,,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48, 2483-2488, 2000.

SCOTT, P.M., LAWRENCE, J.W. AND WALBEEK, VAN W., Applied
Microbiology, 20, 839-842, 1970.

INTERNATIONAL AGENCY for RESEARCH on CANCER, 31, 1983.

27





