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Okratoksin A, Aspergillus ve Penicillium cinsi kiifler tarafindan iiretilen 6nemli
mikotoksinlerden olup nefrotoksik ve kanserojenik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle
biiylik onem tagimaktadir.

Onemli bir ihrag¢ iiriinii olan kuru iiziimlerdeki OTA varhig, iilkemizin de
iginde bulundugu {iziim yetistiriciliginin yaygin oldugu tilkelerde hem ekonomik hem
de saglik ile ilgili sorunlar1 beraberinde getirmistir. Uriinlerde OTA diizeylerinin pbb
kosantrasyonlarinda bulunmasi, arama c¢alismalarinda hassas yontemlerle ¢alisma
gereksinimini dogurmaktadir. Bu ¢alismada, Adana’da satisa sunulan cekirdeksiz
kuru tiziimlerde OTA varlig1 hassas bir cihaz olan HPLC kullanilarak arastirilmistir.

Analize alinan 40 kuru iiziim 6rneginden elde edilen bulgulara gore, 26 6rnekte
0.38-20.90 pg/kg arasinda OTA’ya rastlanirken, bu oOrneklerin 3’tinde OTA
miktarinin Tiirk Gida Kodeksi’nde bildirilen maksimum limit olan 10 pg/kg degerini
astig1 (11.34, 19.39, 20.9 ng/kg) gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kuru {iziim, Okratoksin A, HPLC, Immunoaffinite kolon
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Ochratoxin A is one of the major mycotoxin which is produced by the moulds
belonging to several Aspergillus and Penicillium species and it holds great
importance due to its nephrotoxic and cancerogenic affects.

In many countries worldwide (including our country) where grape producing is
common, the occurance of OTA in raisins, which are the main export products,
bring the problems releavent to economy and healths. Since the level of OTA in
foods is in ppb concentration, it is required to use sensitive methods in surveys. In
this study, the quantity of OTA in raisins sold in Adana was studied on using HPLC
device which brings out sensitive and reliable results.

According to the analyses results of 40 raisin samples, OTA was found in 26
samples between 0.38-20.90 ng/kg and in 3 samples OTA was (11.34, 19.39, 20.9
ng/kg) above Turkish Legal Limits (10 pg/kg).

Key words: Raisins, Ochtatoxin A, HPLC, Immunoaffinity Column
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1. GIRIS Cihan CELIiK

1. GIRIS

Tarimsal iiriinlerin ve ¢esitli gidda maddelerinin yapisinda mikroorganizmalar ya
dogal olarak bulunmakta veya disardan kontamine olmaktadirlar. Bu
mikroorganizmalar i¢inde kiifler, gerek gida maddelerinin bozulmasina yol agmalar1
gerekse olusturduklart metabolitler nedeniyle zehirlenme ve hastaliklara neden
olmalarindan dolay1 biiyiik 6nem tasimaktadir (Karadeniz ve Eksi, 2002). Kiiflerin
ikincil metabolizmalar1 sonucu sentezlenen toksik maddelere genel olarak
“mikotoksin” denilmektedir. Diinyada 100’iin iizerinde kiif tiiri tarafindan iiretilen
yaklasik 400 kadar ikincil metabolitin toksik aktiviteye sahip oldugu ve diinyada
yetistirilen tarim {rlinlerinin dortte birinin mikotoksin icerdigi bildirilmektedir
(Kabak ve Var, 2006).

Bazi mikotoksinler pisirme islemlerine ve gida isleme yontemlerine karsi
kararliliklarin1 ~ koruyamamalarina karsin, bazi mikotoksinler gida isleme
yontemlerine  karst  diren¢  gdstermekte ve  kimyasal  kararliliklarini
koruyabilmektedirler (Omaye, 2004).

Onemli mikotoksinlerden biri olarak bilinen okratoksinler, Penicillium ve
Aspergillus cinsi kiifler tarafindan {retilmektedir (Ringot ve ark., 2000).
Okratoksinlerin 10°u askin tiirevi bilinmektedir. Teknolojik olarak en Onemlileri
Okratoksin A (OTA), Okratoksin B (OTB) ve Okratoksin C (OTC)’dir (Glimiis ve
ark., 2003).

Okratoksin A ve daha az toksik dekloro analogu olan Okratoksin B ilk kez
1965 yilinda Giiney Afrika’li kimyacilar tarafindan tanimlanmig ve D.B. Scott
tarafindan sorgum tanelerinden izole edilen Aspergillus ochraceus K-804 susundan
izole edilmistir (Tunail, 2000; Karagozlii ve Karapinar, 2000).

Kiiflerin OTA iretmesi sicaklik, su aktivitesi, substrat kompozisyonu gibi
cesitli faktorlere baghdir. Okratoksin iireten kiifiin cinsine gore de su aktivitesi ve
sicaklik istemleri degisebilmektedir. Ornegin, Penicillium verrucosum ve Aspergillus
ochraceus tarafindan OTA’nin olusumu icin optimum sicaklik degerleri sirasiyla
20°C ve 31°C, minimum su aktivitesi degerleri ise 0.80 ve 0.86 olarak

bildirilmektedir (Karbancioglu ve Heperkan, 2003).
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Cesitli  arastirmalar OTA’nin  kanserojenik, genotoksik, teratojenik,
immunotoksik ve nefrotoksik oldugunu ortaya koymaktadir (Macdonald ve ark.,
1999; Temiz ve Ozkaya, 2003; Stefanaki ve ark., 2003). Insanlarda goriilen Balkan
Endemik Nefropatisi, domuzlardaki Danimarka Bobrek Nefropatisi ve ayrica fare ve
kiimes hayvanlar1 embriyosuna teratojenik etkinin nedeni olarak OTA gdsterilmistir.
OTA nefrotoksinler arasinda en 6nemlisi olup ilk sirada yer almaktadir. Gelismis
canlilarda kansere ve kusurlu organ gelismelerine neden oldugu bilinen OTA’nin
hamilelik doneminde bir kez alinmasi bile dogacak bebeklerde sekil bozukluklarinin
olusmasina neden olabilmektedir (Sahin ve Korukluoglu, 2000; Soydz ve Ozgelik,
2002). OTA Uluslar arast1 Kanser Arastirma Enstitlisii (IARC) tarafindan 1993
yilinda “muhtemel kanserojenik madde (2B)” olarak belirtilmistir (Abarca ve ark.,
2001).

OTA’nin hayvanlarda LDsy degerinin 3.4 ile 30.8 mg/kg arasinda degistigi
belirtilmistir. Viicutta toksinin bir boliimiiniin eleminasyona ugradig: ilk organ
karaciger olarak bilinmektedir. Daha sonra toksin safrayla atilmakta ve kan
dolagimina girmektedir. Eliminasyonun diger 6nemli bir organi ise bdobrektir. OTA,
biitliin nefron segmentlerinden geri emilmekte, bu siire¢ toksinin bobrek dokusunda
birikmesine ve toksisitesinin artmasina neden olmaktadir (Sahin ve Korukluoglu,
2000; Soydz ve Ozgelik, 2002).

Kiifler tarafindan OTA gidada olusmussa, oral yolla alindigi zaman insan
dokularinda birikme egilimine sahiptir ve serum yarilanma dmriiniin 840 saat oldugu
belirtilmektedir. Buna karsin hayvanlarda serum yarilanma 6mriiniin oldukc¢a diisiik
oldugu bildirilmektedir (Karagdzlii ve Karapinar, 2000; Soydz ve Ozgelik, 2002;
Temiz ve Ozkaya, 2003; Calvo, 2005).

Saglik tizerine olumsuz etkileri kanitlanmis mikotoksinlerle ilgili olarak
ozellikle WHO (Diinya Saglhk Orgiitii), FAO (Gida ve Tarim Orgiitii), Avrupa
Birligi, vb. organizasyonlarin yaklasimi, teknolojik olarak miimkiin olan en diisiik
degerde toksin iceren iriinlin tiiketiciye ulastirilmasi yoniindedir. Bu diisiince
tarimsal irlinlerde mikotoksinlerle ilgili maksimum degerlerin daha da asagiya
cekilmesini saglamistir. WHO ve FAO’nun gida katki maddeleri ile ilgili uzman

komitesi (JECFA)’nin 1995’te 44. toplantisinda OTA konusunda yapilan
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degerlendirmede, tolere edilebilir haftalik miktar olarak 0.1 pg/kg viicut agirhig (14
ng/kg viicut agirligi/giin’e esittir) olarak bildirilmistir (Anonymous, 1995; Soufleros
ve ark., 2003; Anli ve ark., 2005).

OTA, c¢esitli hayvan yemlerinde ve etlerinde, baklagillerde, hububat
triinlerinde ve diger bitkisel {irtinlerde, anne siitiinde ve c¢esitli bati iilkelerinde
yapilan c¢alismalarda insan kan orneklerinin %80’inde bulunmus bir mikotoksindir.
OTA ozellikle bitkisel iirtinlerin depolanmasi sirasinda olusmakta ve besin zincirine
girmektedir. Ayrica domuz dokularinda da yaygin oldugu ve OTA diizeyinin
hayvansal iirlinlerde hububatlardakilerden daha fazla oldugu bildirilmistir. Diger
yandan {iziim, kuru liziim ve saraplarda OTA varlig: iilkemizin de i¢inde bulundugu
lizim yetistiriciliginin yaygin oldugu iilkelerde 6nemli bir sorun haline gelmistir
(Eltem ve ark., 2003).

Avrupa Birligi kus iiziimii, sultani iizim ve diger kuru {iziimler i¢in tolere
edilebilir maksimum OTA seviyesini 10 pg/kg olarak, sarap ve {iiziim bazh
iceceklerde ise maksimum OTA sinir1 2 pg/l olarak belirtmistir (Anonymous,
2006b). Tirkiye’de Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nin 2002/63 nolu tebliginde,
kuru {iztimde maksimum OTA seviyesi 10 pg/kg olarak belirtilmistir (Anonymous,
2002; Giirses ve Erdogan, 2003; Aksoy ve ark., 2003).

Tiirkiye’de gida olarak tiiketilen bitkisel iriinlerdeki mikotoksin kalintilariyla
ilgili ¢alismalar antep fistig1, kuru incir, kirmiz1 pul biber, findik vb. {iriinlerde
aflatoksin ve aflatoksijenik kiiflerin saptanmasi ile sinirli kalmis, okratoksinlerle
ilgili arastirmalar 1990’I1 yillarda baslamistir. Ancak bu caligmalarin sayis1 da
Tiirkiye’deki OTA problemini agikca ortaya koyacak kadar cok degildir ve yapilan
bu calismalar da genelde daha onceki calismalarla aflatoksin igerigi acisindan
dikkatleri iizerine ¢eken bazi gida maddelerinde yogunlasmistir (Karagozlii ve
Karapinar, 2000).

Cekirdeksiz kuru tiziimlerin OTA varlig1 acisindan sorunlu bir iirlin olmasi ve
bu konuda calisiimaya baslanmasi, Tiirkiye ve Yunanistan’dan Ingiltere’ye ihrag
edilen 1997 yili iiriinii ¢ekirdeksiz kuru {iziimlerde yapilan kontrollerde OTA tespit
edilmesiyle baslamistir (Karagozlii ve Karapinar, 2000).
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Ulkemizde yapilan arastirmalara gore iiziim yetistirilen bolgelerdeki ¢evre
kosullarinin OTA olusumu agisindan uygun oldugu saptanmistir (Eltem ve ark.,
2003). Buradan yola cikilarak yapilan arastirmalar sonucunda da hasat Oncesi
donemde yagis ve benzeri kosullara maruz kalan yas tliziimlerde OTA olusumu
gozlenmistir. Sadece yas iiziimde degil ayn1 zamanda yas tiziimiin islenmesiyle elde
edilen basta kuru iziim; sirke, sarap ve pekmez gibi {lirlinlerde de OTA’ya
rastlanmistir (Eltem ve ark., 2003).

Olgunlagmis meyveden yapilan bir¢ok igecegin (6zellikle kuru iiziim suyu,
sarap) onemli miktarlarda OTA igerebilecegi bildirilmistir (Markaki ve ark., 2001;
Var ve Kabak, 2007).

Ulkemizde yiiriitiilen kapsamli bir arastirmada farkli dzellikler gosteren baglar
secilip, yapilan kiiltlirel uygulamalar, asma tag i¢i ve diginin meteorolojik degerleri,
kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu agisindan takip edilmistir. Bu baglardan toprak
ve 3 farkli donemde (ben diisme, hasat ve kuru iiziim) alinan {iziim orneklerinde
kiiflerin izolasyonlari, tanimlamalar1 ve OTA ireticisi olup olmadiklar
arastirilmistir. Orneklerin OTA miktarlar1 kantitatif olarak tespit edilmis olup,
arastirma sonucunda OTA’y1 ¢ok sayida kiif tliriiniin olusturabildigi bildirilmistir
(Altindisli, 2003).

Tiirkiye kuru iiziim ihracati yoniinden diinyada ilk siralarda yer almaktadir.
Tiirkiye acisindan énemli bir ihrag iirlinii olan kuru tiziim, 1996-1997 yili iiriinlerinde
Ingiltere’de yapilan analizlerde ortaya ¢ikan OTA varligindan dolay1 énemli bir
problemle kars1 karsiya kalmis ve 1997 yilinda ihrag edilen c¢ekirdeksiz kuru
tiziimlerde biiytlik bir OTA krizi yasanmistir (Eltem ve ark., 2003; Heperkan, 2003).
Ayrica ihracatt yapilamayan bu iiriinlerin yerel pazara girmesi de goz ardi edilemez
bir sorun olarak giindeme gelmistir.

Mikotoksinler gidalarda ¢ogunlukla homojen bir dagilim gostermemektedir. Bu
nedenle uygulanacak analitik yontemde etkin bir 6rnekleme yapilabilmesi 6nem
tagimaktadir. Mikotoksinler, kompleks kimyasal yapiya sahip organik materyallerde
genellikle diisiik konsantrasyonlarda (ppb-ppm) bulunabilmektedir. Bu kompleks
yapilya sahip organik materyallerden mikotoksinlerin dogru sekilde tespit

edilebilmeleri i¢in etkin bir ekstraktsiyon ve temizleme islemine ihtiyag
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duyulmaktadir. Mikotoksinlerin iirinlerden ayristirilmasinda 6zellikle son yillarda
kullanilmaya baslanan kat1 faz ekstraksiyon kolonlar1 hizli, az solvent kullanimi ve
de ekonomik olmalar1 nedeniyle yaygin bir kullanim alan1 bulmustur. Ayrica son
zamanlarda kullanilmaya baglanan diger bir yontem de mikotoksinlere spesifik
monoklonal antikor igeren immunoaffinite kartuglardir (Smith, 2001).

Uriinlerde OTA belirlemede yaygin olarak daha gok floresans dedektorlii
Yiisek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) kullanilmaktaysa da, ince tabaka
kromotografisi  (TLC) ve  immunokimyasal yontemlerden (ELISA)’de
faydalanilmaktadir. Ornegin, Osrtry ve ark. (2002) TLC ydntemini kullanarak kuru
tiziimlerde OTA varligin1 arastirirken, Var ve Yalg¢indag (2007) ELISA ydntemini,
Meyvact ve ark. (2005), Lombaert ve ark. (2004), Mdoller ve Nyberg (2003),
Stefanaki ve ark. (2003), MacDonald ve ark. (1999) HPLC yontemini
kullanmislardir.

Cesitli gida maddelerinde OTA analizi i¢in resmi/dogrulanmis metotlar
bulunmaktadir. TLC ile yapilan iki yontem diginda biitiin dogrulanmig yontemlerde
floresans dedektorlii sivi kromatografisi temel alinmigtir. Bunun disinda ELISA test
kitleri de kabul edilebilir hassasiyette ve birgok gida iiriiniinde ve tarama amaciyla
kullanilabilmektedir. Fakat siklikla dogrulama amacgli sivi kromatografisine ihtiyag
duyulmaktadir. Yeni teknolojilerin immunokimyasal tahlillerde kombine
kullanilmast OTA’nin hizli bir bigimde kalitatif ve semi-kantitatif sonuglar elde
edilmesi agisindan 6nem kazanmaktadir. Floresans dedektorlii sivi kromatografisine
alternatif olarak LC-MS/MS o6zellikle multi-mikotoksin analizlerinde onerilmektedir.

HPLC ile yapilan ekstraksiyonlarin ¢ogunda performans: yiiksek, kesinlik,
dogruluk, spesifiklik, hassasiyet ve yeniden iretilebilirlik saglayan immunoaffinite
kolon kullanilmakta ve gida kontrol ve tarama programlarinda da bu kolonlardan
yararlanilmaktadir (Visconti ve Girolamo, 2005).

Kuru iiziim yiiksek besin degeri nedeniyle diinyada gittik¢e artan oranlarda
talep gormektedir. Ozellikle gelismis iilkelerde, saghikli gida tiiketimi konusundaki
bilincin yiiksek olmasi beslenme aligkanliklarinda bu tip trilinlerin daha fazla yer
almasina sebep olmaktadir. Bu ac¢idan kuru tliziim, gelecek yillarda, diinya organik

gida pazarindan daha biiyiik paylar alabilecek bir iiriin olarak géziikmektedir.
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Tiirkiye ¢ekirdeksiz kuru iiztim ihracati ile diinyada ilk sirada yer almaktadir
Bu ihracatin %751 Avrupa Birligi iilkelerine yapilmaktadir. Ancak son yillarda
ortaya c¢ikan onemli bir mikotoksin olan OTA’nin varligimin iiziimlerde goriilmesi
dissatimda sikintilar yaganmasina neden olmustur. Bunun yani sira, ihracattan doénen
ya da toksin bulunmasi nedeniyle dis pazara gonderilmeyen iiriinlerin i¢ pazarda
degerlendirilmesi, 0Ozellikle i¢ pazara yonelik kontrollerdeki eksikliklerden
kaynaklanan agiklar yliziinden, O©nemli saglik sorunlarmmi da beraberinde
getirmektedir.

Bu calismada, sultani kuru iiziimlerindeki OTA sorunu boélgemizde piyasada
satisa sunulan kuru itiziimlerdeki OTA varliginin degerlendirilmesi yoluyla ele
alinmugtir. Uriinlerde bulunan mikotoksin diizeylerinin pbb diizeylerinde bulunarak
sorun yaratmasit bu irlinlerde toksin arama calismalarinda hassas yoOntemlerle
calisma gereksinimini dogurmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda, son zamanlarda
siklikla triinlerde toksin arama calismalarinda kullanilan ve hassas bir cihaz olarak
bilinen HPLC (Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi) ile sultani kuru tiziimlerdeki

OTA varliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR Cihan CELIiK

2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Mikotoksinler

2.1.1. Mikotoksinler Hakkinda Genel Bilgi

Belirli kiifler baz1 gida {irlinlerini (olgunlagtirilmis peynir gibi) ve ilaglar
(antibiyotikler) insanlara sunarlarken; Ote yandan zararli bazi maddelerin de
(mikotoksin) sentezinden sorumludurlar (Omaye, 2004).

Kiifler tabiatta serbest olarak bol miktarda bulunurlar ve saprofilik 6zellikleri
ile bircok organik maddeyi kullanarak biiyiime ve ¢ogalmalar1 i¢in gerekli yapilari
disartya ihtiyagc duymadan sentezleyebilirler. Bu ozellikleri sayesinde koruyucu
tabakalar1 zarar gormiis olan bir ¢ok gida maddeleri {izerinde kolayca kolonize
olabilirler. Kiifler gidalarda yumusamaya neden olan reaksiyonlar1 katalizleyen
ekstraselliiler proteolitik ve lipolitik enzimlere sahiptirler (Omaye, 2004). Bu sayede
ortama cesitli enzimler salgilayarak kompleks organik yapilari daha basit yapilara
cevirirler. Bu basit yapilar daha sonra kiifler tarafindan hiicre yapilan icin gerekli
olan katabolik ve anabolik sentezlerde kullanilirlar. Kullanim sonrasi ortaya ¢ikan
tiriinler birincil ve ikincil metabolitler olarak ikiye ayrilir (Bozoglu, 2003).

Mikotoksinler; ikincil metabolitler olarak iiretilmektedir. Kiiflerin ve diger
organizmalarin birincil metabolitleri, biiylimeleri i¢in esansiyel olan metabolitlerdir.
Ikincil metabolitler ise sentezleyen organizmanin metabolizmas: ya da gelisimi
lizerine belirgin bir dneme sahip olmayip, eksponensiyel biiyiime fazi sonunda
olugmaktadir (Karadeniz ve Eksi, 2002; Bozoglu, 2003). Bu tiir ikincil metabolitleri
ucucu organik maddeler ve mikotoksinler olusturur. Eksponansiyel fazda iiretilen
ucucu organik maddeler ketonlar, aldehitler, alkoller ve coklu modifiye edilmis
aromatik ve alifatik yapilardan meydana gelirler. Arastirmalar ugucu organik
maddelerin  biiyiime ortam1 ve sartlarina bagli olmadan kalitatif olarak
kompozisyonlarinin ayn1 kaldigin1 gostermektedir. Bu tiir maddeler 6zellikle gida ve
bliylime ortamlarinda kiif kokusu dedigimiz kokuya neden olmaktadirlar (Bozoglu,

2003). Kiiflerde ikincil metabolitlerin sentezlenme yollari; poliketit, terpenoid ve
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temel amino asitlerin kullanimi seklindedir. Mikotoksinler, poliketit yoluyla
sentezlenmektedirler (Smith, 2001; Karadeniz ve Eksi, 2002).

Mikotoksinlerin kimyasal yapilar1 incelendiginde ¢ogunun aromatik yapida
oldugu, daha az bir kisminin da alifatik bilesiklerden olustugu goriiliir. Genellikle
yuksek sicakliklara direnglidirler, mikotoksin ¢esitlerine, sicaklik derecelerine ve
uygulama siirelerine gore farkli kararlilik gosterirler. Genellikle kendilerinin
sentezledikleri  toksinlerden olumsuz etkilenmezler. Mikotoksinler bakteri
toksinlerinin aksine kii¢iik molekiillii bilesikler oldugundan bunlarin immunolojik
yontemlerle belirlenmesinde, bir antijenin degisik epitoplarina baglanan ve
dolayistyla V domainleri farkli olan ¢esitli antikorlar1 igeren, poliklonal antikorlar
(antiserumlar) yeterli olur. Oysa bakteriyel toksinlerin belirlenmesinde, tek bir B
lenfosit hiicresi tarafindan iiretilen ve antijenin sadece bir epitopuna baglanabilen,
monoklonal antikorlara gereksinim duyulmaktadir. Bazi mikotoksinler endotoksin
olarak misel i¢inde birikirken, bircogunun miselden substrata dogru salgilandig ve
difiize oldugu goriiliir. O nedenle kiiflii gida ve yemlerden miseller uzaklastirilsa bile
tiriiniin mikotoksin tehlikesi ortadan kalkmaz (Anonymous, 2006a).

Mikotoksinler kelime anlami olarak kullaniminda kural dist bir kullanim s6z
konusudur. Zootoksin ve fitotoksin anlam olarak sirasiyla hayvan ve bitkilere karsi
toksik etki gosteren anlamina gelirken, mikotoksin ise, kiiflere karsi toksik etki
gosteren anlami yerine, kiifler tarafindan iiretilen ve hayvanlara karsi toksik 6zellik
gosteren madde olarak kullanilmaktadir (Smith, 2001). Kiifler tarafindan yasayan bir
dokunun istilas1 mikosis olarak adlandirilmakta iken, mikotoksinler tarafindan
olusturulan hastalik mikotoksikosis olarak adlandirilmaktadir (Karadeniz ve Eksi,
2002).

Gliniimiizde 100’den fazla kiiftin 400 civarinda toksijenik etkiye sahip ikincil
metabolitler tirettikleri rapor edilmistir (Kabak ve ark., 2006). Bunlardan ¢ok az bir
kism1 yaygin olarak goriilmektedir. Mikotoksinlerin ortaya ¢ikma sikliklar iilke ve
bolgelere gore farklilik gostermekle birlikte (Orug, 2005); dominant mikotoksinler
olarak, Aspergillus tirlerinin olusturdugu aflatoksinler, Aspergillus ve Penicillium

tiirlerinin olusturdugu OTA ve patulin, Fusarium cinsine giren kiiflerin iirettikleri
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mikotoksinler (6rn. deoxynivalenol, zearalenone, T-2 ve HT-2 toksinleri) ve
fumonisinler siralanabilir (Krska ve Molinelli, 2007).

1930 ve 1940’11 yillarda kiif kaynakli antibiyotik olarak c¢alisilan bir¢ok madde,
bugiin yiiksek canlilara gosterdikleri toksik etkiler nedeniyle mikotoksin olarak
siniflandirilmistir. Esas olarak protein yapisinda ve antijen 6zellikte olan bakteriyel
toksinlerin aksine, mikotoksinler ¢ok cesitli kimyasal yap1 ve biyolojik aktiviteye
sahip maddelerdir. Kiiflerin hemen her yerde bulunabilmeleri ve bir¢ok gida ve yem
maddesinde geliserek toksinlerini olusturabilmeleri nedeniyle, mikotoksinler ¢ok
onemli dogal toksinler olarak kabul edilmektedir (Temiz ve Ozkaya, 2003).

Mikotoksinler; ¢esitli risklerle tehlike kaynagi olusturmaktadirlar. Bunlar;
saglik kayiplari, kalite kayiplari ve ekonomik agidan karsilasilabilen riskler olarak
Ozetlenebilir. Kiifler ve mikotoksinleri bu risklere bagli bazi akut veya kronik
sorunlar yaratabilirler (Topal, 2003). Insanlarda ve hayvanlarda mikotoksin aliminin
toksik etkileri alim miktari, toksin tiirii, etki mekanizmasi, metabolizma ve immun
sistemi gibi bir ¢ok etkene baglidir (Kabak ve ark., 2006). Mikotoksin aliminin neden
oldugu baglica saglik sorunlar1 olarak; kanserojenik, teratojenik (embriyonal
zararlanmalar), tremorgenik (titreme ve refleks kayiplari sorunlari), hemoraljik (doku
ve organlarda kanama sorunlari), dermatitik (deride lezyonlar), hepatoksik (karaciger
zararlanmalar1), nefrotoksik (bobrek sisteminde zararlanmalar), ndrotoksik (sinir
sistemi zararlanmalar1) vb. olumsuzluklar 6rnek olarak sayilabilmektedir. Ayrica
Olime sebep olabilen akut riskler de tasimaktadirlar. Mikotoksinler iiretici kiifleri
tarafindan kontamine iirlinlerde yetisme siirecinde, hasat sirasinda, {iriiniin islemesi,
islemeyi izleyen evrede ya da depolama evresinde, iirlinlere bulasabilmektedir.
Hayvanlar da toksin riskinin bulagmasi bakimindan dogrudan tehlike tastyan
faktorler olabildigi gibi, yasamdaki biiyliime siirecinde veya tliketim esnasinda dogal
biyo-dongii ile baglantili olarak, toksik maddelerin tiiketiciye gecisinde etken faktor
olabilmektedirler (Topal, 2003).
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2.1.2. Mikotoksikozis Ve Neden Olan Kiifler

Glinlimiizde tarim triinlerinin %25’nin her y1l degisik oranlarda mikotoksin
icerdigi ve onemli ekonomik sonuglart oldugu bildirilmektedir. US ve Kanada’da
sadece yem ve ciflik endiistrilerinde mikotoksin kaynakli yillik ortalama 5 milyar
dolar ekonomik kayip tahmin edilmektedir (Smith, 2001).

1800 sonlar1 ve 1900 baslarinda aragtirmacilar kiifler tarafindan iiretilen bir ¢ok
ikincil metabolitin farkina varmiglardir. 1928 yilinda Alexander Fleming’nin
penisilini kesfinden sonra, arastirmacilar antibiyotikler iizerine c¢aligmalarini
artirmiglardir. Bilim adamlar1 bu arastirmalar1 yaparken bazi kiif metabolitlerinin
hayvanlar lizerine toksik etki gosterdiginin farkina varmasiyla, bilim diinyasi insanlar
ve diger hayvanlar lizerine hastaliklara neden olan mikotoksinlerle ilgili ilk ipuglarini
elde etmislerdir (Richard, 2007).

Tahillarin depolanmasi sonucu ortaya c¢ikan problemler ve bunun {izerine
yapilan calismalar ile birlikte, kiifler tarafindan tahillarda ortaya ¢ikan bozulmalar
ciftliklerde ve insanlarin tiikketimi sonucu ortaya ¢ikan toksik problemler daha iyi
anlasilmaya baslanmustir. 1940 ve 1950’lerde Ikinci Diinya Savas1 &ncesi yillarda
Rusya’da insanlarda 6liimciil hastaliklar ortaya ¢ikmis ve bu durum incelendiginde
“Alimentary Toxic Aleuka (ATA)”’y1 tanimlamislardir. Bu yikic1 hastalik, kanama
ve merkezi sinir sistemi etkileri sonucu siklikla 6liimle sonuglanmasi, bu hastaligin
kiif kontaminasyonuna ugramis tahillarda 6nemini ortaya koymustur. Ancak toksik
etkiye sebep olan bilesikler o zamanlar bulunamamustir. Daha sonralar1 T-2
toksininin neden oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayni1 zamanda yine Rusya insan ve atlari
etkileyen baska bir hastalikla ugrasmaktadir. 1930’larda bu hastalik binlerce atin
Olimiiyle sonuglanmigtir. Sonunda neden olan kiif Stachybotrys atra, (glinimiizde S.
chartarum olarak bilinir) olarak tespit edilmis ancak, ATA’ya benzer semptomlari
olmasi1 nedeniyle kafa karisikligina neden olmustur. Daha sonra yapilan caligsmalarla
simdilerde trikotesenler olarak bildigimiz bu iki bilesigin benzer yapilara sahip
oldugu anlagilmistir. Benzer durumun Birlesik Devletler’de de ortaya ¢ikmasi
mikotoksinlere ve mikotoksikosise sistematik bir yaklasimin ortaya ¢ikmasina neden

olmustur. Modern mikotoksikoloji 1961°de Ingiltere’de 100.000°den fazla hindinin
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Oliimiiyle sonuclanan ve “Hindi X hastalig1 olarak adlandirilan aflatoksinlerin
kesfiyle baslamistir. Daha sonralari aflatoksinlerin sadece bir depolama sorunu
olmayip kanserojen ve immun sisteme etkilerinden dolayr mikotoksin problemi
analitik kimya, mikrobiyoloji, ziraat, entomoloji, genetik, medikal, veteriner vb.
bilimlerinin de ilgilendigi multi-disipliner bir sorun olarak goériilmeye baglanmistir
(Richard, 2007).

Baslica mikotoksin iireticilerinden Alternaria ve Fusarium cinsleri tarla kiifleri,
Penicillium ve Aspergillus ise depo kiifleri olarak siniflandirilabilmektedir. Her
irlinlin yapisina, bilesimine, icerdigi nem oranina, bulundugu klima kosullarina gore
liriinlin lizerinde gelisen kiif cinsleri, tiirleri, oranlari, olusturduklari mikotoksin
cesitleri ve miktarlar1 degisiklik gosterebilmektedir (Anonymous, 2006a). Cizelge
2.1.’de 6nemli mikotoksinler, tretici kiifleri, sorun yarattig1 iriinler ve etkileri
verilmistir (Doyle ve ark., 1997; Golob, 2007).

Bir depo kiifii olan Aspergillus tarafindan {iretilen aflatoksinler, lizerinde en
cok calisilan, dogada en yaygin rastlanilan ve oOzellikle tropikal, semi-tropikal
bolgelerde ortaya ¢ikan 6nemli bir toksin olup aflatoksinler i¢erisinde en toksik olani
aflatoksin B1 olarak bilinmektedir. Diger bir 6nemli depo kiifli ise Penicillium’dur.
Yiiksek sicaklik ve neme sahip tropik bolgeler, bu iki kiif cinsinin hasat dncesinde
tiriinlerde gelisebilmesine sebep olabilmekte ve iirline bir kez kontamine olduktan
sonra Uriiniin  kurutulma siirecinde de iiriinde O©nemli hasarlara neden
olabilmektedirler. Her iki cins kiif, ayn1 zamanda OTA iiretiminden sorumlu P.
verrucosum ve A. ochreceus gibi tiirleri de igermektedirler (Golob, 2007).

Patojen bir kiif olan Fusarium bitkilerin biiylimesi sirasinda ortaya c¢ikar ve
70’den fazla farkli toksin iiretir. Bunlardan en 6nemlileri fumonisin, deoksinivalenol
(DON), zearalenone ve trikotesenler (T-2 toksin veya vomitoksin)’dir ve ayrintili bir
sekilde son zamanlarda g¢alisilmaya baslanmistir. Bazi Fusarium tirleri 17 farkh
mikotoksini es zamanli olarak tiretebilmektedirler (Golob, 2007).

Fusarium Afrika, Asya ve Kuzey ve Giliney Amerika’da tahillarda (bugday,
arpa, misir) bozulmaya neden olan baskin bir kiiftiir. Fusarium genellikle 0.88
tizerinde su aktivitesine ihtiya¢ duymaktadir. Uygun bir depolama ile danelerdeki

nem igerigi %13.5-14°ti gegmeyecek sekilde kurutulup, temizligi iyi yapilmis
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silolarda 10-15°C’de tutulurlarsa kontamine olmus danelerdeki tarla kiiflerinin

gelismeleri  ve toksin olusturmalart  Onlenebilmektedir. Ayrica olusmus

mikotoksinlerden trikotesenler depo kosullarinda metabolize olup tamamen

parcalanabilmektedirler (Anonymous, 2006a; Golob, 2007).

Cizelge 2.1. Onemli mikotoksinler, iiretici kiifleri, sorunlu iiriinler ve etkileri
(Doyle ve ark., 1997; Golob, 2007).

Memeli

Mikotoksin Uretici Kiif Uriin Hayvanlara
Etkileri
Aflatoksin Aspergillus flavus, | Misir, bugday ve hepatotoksik,

A. parasiticus yerfistigi, kabuklu kanserojen,
yemigler, incir, teratojen (AFB,).
baharatlar, soya
fasulyesi, pamuk
tohumu yagi, palm
¢ekirdek, kurutulmus
hindistan cevizi, siit ve
siit liriinleri (M)

OTA Aspergillus Tahil ve tahil irtinleri, | nefrotoksik,
ochraceus, bakliyat, kuru hepatotoksik,

A. carbonarius, meyveler, icecekler, teratojen,

A. niger baharatlar, yerfistigi immunosupresif

P. verrucosum

P. citrinum

Sitrinin P. citrinum, Bugday, ¢avdar, piring, | nefrotoksik,
P. expansum, misir, meyve sulari norotoksik
P. verrucosum
Patulin Pen. Expansum, Kiifli meyve, sebze, Norotoksik,
Byssochlamys nivea | tahillar ve diger gidalar | hiicreye toksik
Sterigmatosistin | A. versicolor, Hububat, kahve Kanserojen
A. rugolosis
Trikotesenler Fusarium Bugday, misir, saman Diisiik dozlarda
(T-2 Toksin) sporotrichioides, kusma, 16kopenti,
F. poae deri nekrozlari.
Zearalenon Fusarium Misir, bugday, arpa, Ostrojen benzeri
graminearum, yulaf etki.

F. culmorum,
F. equisetti

12
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Diinya Saglik Orgiitii-Uluslararas1 Kanser Arastirma Enistitiisii (WHO-IARC)
tarafindan, mikotoksinler insanlara kars1 kanserojenik potansiyellerine gore
siiflandirilmigtir. Bu siniflandirmaya gore; aflatoksin B, (AFB;), “yeterli kanit elde
edilmis insan kanserojenleri” (1A grubu) grubunda yer alirken, aflatoksin M; ve
OTA “muhtemel kanserojenik mikotoksin” (2B grubu) grubunda yer almistir (Sage
ve ark.,, 2004). Diger yandan trikotesen ve zearalenon icin insanlara karsi

kanserojenik etkisinin bulunmadig1 (3B grubu) belirtilmistir (Kabak ve Var, 2006).

2.1.3. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Kiiflerin ¢ogalmasi ve mikotoksin tliretimi kiif tiirii, bitki ve ¢evre etkenlerinin
kombinasyonu sonucu meydana gelir. Gida ve yemlerde gelisen kiiflerin gelisme
siirecini tamamladiktan sonra miselleri igerisinde olusturduklar1 ve bir¢cok durumda
tizerinde bulunduklar {iriine (substrata) salgiladiklar toksik metabolitler olustururlar.
Mikotoksin tretimini etkileyen baslica faktorler asagida siralanmistir (Bozoglu,

2003; Anonymous, 2006a).
a) Mikotoksinler belirli tiirler tarafindan tiretilmektedirler;
b) Mikotoksin miktar ve tiirlinde biiyiime ortaminin etkisi bulunmaktadir;
¢) Mikotoksin iiretimi mevsime ve yasam dongiisiine gore degisebilmektedir;

d) Ortamda diger yarismaci mikroorganizmalarin olmasi toksin {iretimini aktive

etmektedir;

e) %70 den fazla nem ve 12-47 °C arasindaki sicaklik mikotoksin iiretimi igin

optimum kosullar1 saglar;

f) Mekanik iglemlerin ve boceklerin bitkilerdeki koruyucu yapiy1 bozmalari kiif

liremesinin artmasina ve mikotoksin iiretilmesine sebep olabilmektedirler;

g) Yetersiz giibreleme ve kuraklik sebebi ile bitkilerdeki koruma sistemlerinin
zarar gormesi kiiflerin bitkide kolayca kolonize olmasma ve mikotoksin

tiretmesine yol acabilmektedir.
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Dis etkenlerin mikotoksin iiretimi {lizerindeki etkinlikleri bilinmesine ragmen
bu toksinlerin biyokimyasal sentezleri tamamiyla anlasilamamistir. Yapilan
caligsmalar toksin iiretimi i¢in bircok genin bulundugunu ve bu genleri aktive ederek
toksin sentezleme mekanizmalarini baslatacak aktivatdr veya durduracak deaktivator

kimyasallarin oldugunu gostermektedir

Yapilan molekiiler calismalar sonucunda elde edilen mikotoksin yapilarinda

bulunan kimyasallar asagida verilmistir.

Aflatoksinler : kumarin ve difuran

Okratoksin : fenil alanine ve izokumarin

Lumpidin : antralik asit, glutamin triptofan ve homoprolin
Patulin ve citrinin : acetil-CoA ve 3malonil-CoA

Fumosin : poliketidler, glutamik asit, methionin ve serin

Yapilan bu calismalarda kiiflerin mikotoksin {iretiminde sahip olduklari
sentezleme becerileri 6zellikle poliketid sentezleme becerisi, mikotoksin {iretimine
onemli bir islev kazanmaktadir. Bu sayede kiifler asetil-CoA ve suksinil-CoA gibi
basit kimyasallardan bagliyarak kompleks mikotoksin yapilarin1 sentezleme

kabiliyeti edinmislerdir (Bozoglu, 2003).

2.2. Okratoksin A

Okratoksinler basta Penicillium verrucosum, ve Aspergillus ochraceus
tarafindan iretilmekte olup diisik miktarda Aspergillus niger’in de OTA
sentezleyebildigi rapor edilmistir (Creppy, 2002). Okratoksinler A, B ve C olmak
lizere birbirinden kimyasal yapilar1 ¢ok az farkli olan gruplardan olusmaktadir.
Iclerinde en yaygin bulunan, bu nedenle de en ¢ok tespit edilen, ayrica en toksik
ozellik gosteren OTA’dir (Anonymous, 2006¢).

Okratoksin A ve daha az toksik dekloro analogu olan Okratoksin B ilk kez

1965 yilinda Giiney Afrika’li kimyacilar tarafindan tanimlanmis ve D.B. Scott
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tarafindan sorgum tanelerinden izole edilen Aspergillus ochraceus K-804 susundan
izole edilmistir (Karagdzlii ve Karapinar, 2000).

Tarlada gelismekte olan tahillarda OTA freticisi olan kiiflerin {irlinde
bulunmasi ile ilgili kosullar hakkinda az bilgi bulunmaktadir. OTA’nin {iziim gibi
bazi lriinlerde depolama Oncesi baglarda ortaya ¢ikmasi hari¢, OTA iireticisi kiifler
ve toksin iiretimi i¢in depolama kosullarinin daha uygun oldugu diistiniilmektedir
(Richard, 2007). Farkl1 gidalarda OTA ortaya ¢ikmast iirlinlin goriiniistinde meydana
gelen kiif gelisiminin tarifinde zorluklara neden olmaktadir. Ancak belirgin bir
bicimde kiif gelisimi olan gidalarda A. ochraceus’un sarimsi, Penicillium cinsi
kiiflerin mavi-yesil ve A. niger’in siyah renk olusumuna neden oldugu gozlenmistir
(Richard, 2007).

Soguk ve i1liman bolgelerde OTA baslica Penicillium verrucosum veya P.
nordicum tarafindan {retilir. Penicillium verrucosum tahil iriinlerini kontamine
ederken, P. nordicum ise et liriinleri ve peynirlerde tespit edilmistir. Tropikal ve yari-
tropik bolgelerde, OTA Aspergillus ochraceus tarafindan iiretilmektedir Sekil 2.1.’de
degisik kiiflerin gelismesi ve mikotoksin Uretmesi igin sicaklik ve su aktivitesi
kosullar1 (Samson ve Hoekstra, 1988) verilmistir. Aspergillus ochraceus’un
kuruyemisler, yerfistiklari, tohumlar, baharatlar, yesil kahve tohumlarinda ve
kurutulmus meyvelerde oldugu gibi islenmis et iiriinleri ve tiitsiilenmis ve salamura
balik {iirlinleri gibi pek cok iiriinleri kontamne ettigi rapor edilmistir. Aspergillus
section Nigri'nin diger iki tiiri A. niger var niger ve A. carbonarius’un da OTA
ireticisi oldugu bildirilmektedir. [liman bolgelerde, A. carbonarius yas ve kuru iiziim
ve kahvede sorun yaratirken tahillar, yagli tohumlar ve yem karigimlar1 gibi {iriinler
A. ochraceus’un yani sira, A. niger var niger tarafindan da kontamine
edilebilmektedir. Son zamanlarda Samson ve ark., (2004) iki yeni (4. lacticoffeatus
ve A. sclerotioniger) OTA iireten Aspergillus tiiriinii kahve tohumlarindan izole
etmislerdir. Ek olarak bir baska Aspergillus tirii olan A. alliaceus (Petromyces
alliaceus) laboratuvar ortaminda soganlardan izole edilmis ve OTA f{ireticisi olarak
bildirilmistir (Ringot ve ark., 2006). Okratoksin gidalarda genellikle sitrinin ve
penisilik asitle veya bagka mikotoksinlerle beraber goriilmektedir. Ciinkii okratoksin

tireticisi Penicillium ve Aspergillus tiirleri yan metabolitler olarak birka¢ mikotoksini
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daha eg zamanli sentezleyebilmektedirler. Cizelge 2.2.’de Okratoksin iireten kiiflerin

olusturduklar1 diger mikotoksinler gosterilmistir (Anonymous, 2006a).

Aflatoksin B1 gelisme mikotoksin iiretimi
: - : : aw
1. A. flavus
2. A. parasiticus |
1 1 0.90
0.80
Patulin
1. A. clavatus
2. P expansum
3. P, griseofulviim
1 10.90
0.80
Penisilik asit
1. A. ochraceus
2. P verrucosum |
var cyclopium
10.90
) . . . 0.80
Okratoksin A : : :
1. A. ochraceus
2. P verrucosum
var cyclopium
3. P verrucosum L 0.90
var verrucosum
: 3 3 ' ’ : 0.80
0 10 20 30 0 10 20 30
sicaklik (°C)

Sekil 2.1. Degisik kiiflerin gelismesi ve mikotoksin tiretmesi i¢in sicaklik ve su
aktivitesi kosullar1 (Samson ve Hoekstra, 1988).
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Cizelge 2.2. Okratoksin iireten kiiflerin olusturduklar1 diger mikotoksinler
(Anonymous, 2006a).

OTA iiretici fungus tiirii Uretmis olduklan diger mikotoksinler

Aspergillus alliaceus Kojikasit, penisilik asit

A. glaucus (Eurotium spp.) Kojikasit

A . melleus Penisilik asit

A. ochraceus Penisilik asit, viomellein, ksantomegnin

A. ostianus Penisilik asit

A. petrakii Penisilik asit

A. sclerotiorum Penisilik asit

A. sulphureus Penisilik asit

Penicillium chrysogenum Patulin, penisilik asit, penisilin

P. puberulum Penisilik asit

P. crustosum

Viomellein, ksantomegnin

Siklopiazonikasit, patulin, sitrinin, penisilik asit,
P. aurantiogriseum . . ‘ ‘
viomellein, ksantomegnin, rugulosin

P. palitans

Sitrinin, penisilik asit, penitrem A

P. purpurescens

Sitrinin, penitrem A

P. purpurogenum

Rubratoksin A, rubratoksin B

P. variabile

Patulin, rugulosin

P. verrucosum

Penisilik asit

Penisilik asit, sitrinin, viomellein,
P.viridicatum ksantomegnin, siklopiazonikasit,

penitrem A, griseofulvin

OTA iiretimi cesitli faktorlere (sicaklik, su aktivitesi, substrat kopozisyonu vb.)
baglidir. Okratoksin iireten kiifiin cinsine gore de su aktivitesi ve sicaklik istemleri
degisebilmektedir. Ornegin, P. verrucosum ve A. ochraceus tarafindan OTA’nin

olusumu i¢in optimum sicaklik degerleri sirayla 20°C ve 31°C, minimum su
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aktivitesi degerleri ise 0.80 ve 0.86 olarak bildirilmektedir (Creppy, 2002;
Karbancioglu ve Heperkan, 2003).

Hocking ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada; kurutma islemi sirasinda A.
carbonarius’un A. niger’e gore oransal olarak artisini gozlemlemigler ve kuru
tizlimlerin saraplik tiztimlere goére daha yiliksek OTA igerme riski olusturabilecekleri
lizerine vurgu yapmislardir. Nadiren OTA iireticisi olarak gosterilen A. niger hasat
zamanina kadar tiziimlerde baskin tiir olarak bilinirken, kurutma islemi sirasinda A.
carbonarius’un hemen hemen biitiin suslarinin OTA {retebildigi gosterilmistir .
Toksin tiretimi i¢in sicakligin soguk olusu bir avantaj olusturmaktadir. 30°C’nin
tizerindeki kurutma iglemleri potansiyel OTA {iretimini diislirmektedir. Su
aktivitesinin gilivenilir sinirlara gelmesiyle toksin olusu engellenmis olur.

Valero ve ark. (2005) tarafindan, farkli olgunlasma evrelerinde gilineste-
kurutulmus kuru tiztimlerin kiif icerigi incelenmis ve izolatlarin teshisi yapilmistir.
Uziimlerde Aspergillus nigri olus sikligi ile olgunlasma arasinda pozitif bir iligki
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada 5 izolat (Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Penicillium decumbens, Aspergillus carbonarius, A. niger ve A. nigri)
sentetik besi ortamina (iizlimiin kompozisyonuna benzer) farklh a,, ve sicakliklarda
18 gilin inkiibe edilmistir. Aspergillus nigri genis bir sicaklik ve a,, aralifinda
gelismis, test edilen bir¢cok kosul altinda digerlerine gore daha yiiksek biiyiime
oranina sahip ve genellikle baskin davranig gostermistir. Aspergillus nigri varlig
sicak ve nem kosullarina toleransindan dolay1 tiziimlerde hasat ve giineste-kurutma
siiresince baskin olmustur. Elde ettikleri veriler 1s181inda, kurutma periyodunun
sliresinin son iirlinlin kalitesini bozmadan miimkiin oldugunca kisa tutulmasi veya
tiziimlerin kurutmasini kontrollii ortamlarda kuru sicak hava akis1 ile saglanmasini
Onermislerdir.

Markaki ve ark. (2001) olgunlasmis meyveden yapilan bir¢ok icecegin
(0zellikle kuru {iziim suyu, sarap) 6nemli miktarlarda OTA igerebilecegini ayrica;
Tiirkiye ve Yunanistan’dan temin edilen kuru {iziim c¢esitlerinde OTA tespit
edildigini bildirmisglerdir.

Altindigli (2003) kuru iiziimde sorun olan OTA konusunda iilkemizde

yiriitilen kapsamli bir arastirmada farkli o6zellikler gosteren secilmis baglarin
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Ozelliklerinin, yapilan kiiltiirel uygulamalar, asma ta¢ ici ve disinin meteorolojik
degerleri, kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu agisindan takip edildigini bildirmis, bu
baglardan toprak ve 3 farkli donemde (ben diisme, hasat ve kuru {iziim) alinan {iziim
orneklerinde kiiflerin izolasyonlari, tanimlamalar1 ve OTA {reticisi olup
olmadiklarinin arastirildigi bu ¢alismada ayrica 6rneklerde OTA miktarlar1 kantitatif
olarak da tespit edilmistir. Calismalar sonucunda OTA’nin ¢ok sayida kiif tiirii
tarafindan olusturalabildigi gosterilmistir

OTA sindirim sisteminden absorbe olabilmektedir. Bir¢ok tiirde OTA kan
yoluyla, baslica bobreklerde, diisiik konsantrasyonlarda karacigerde, kas ve yaglarda
dagilim gostermektedirler. Yapilan c¢alismalarda, OTA’nin fare, tavsan ve insan
siitline gectigi gozlenirken, iskembenin mikroflorasindan dolay1r gevis getiren
hayvanlarda OTA’nin az bir kisminin siite gegtigi gdzlenmistir (Creppy, 2002).

Bulgaristan, Yunanistan, Romanya ve Yugoslavya gibi bazi tilkelerde goriilen
Balkan nefropatisi (kronik bobrek hastaligi) olarak adlandirilan 6ldiiriicii bobrek
hastaliginin nedeni, domuzlarda Danimarka Bobrek Nefropatisi ve ayrica kiimes
hayvanlarindaki 6nemli bir saglik sorununun muhtemel kaynaginin OTA oldugu
belirlenmistir (Karagozlii ve Karapmar, 2000; Battilani ve Pietri, 2002). Bunun
yanisira OTA’nin biitlin hayvan tiirleri i¢in kuvvetli bir nefrotoksik oldugu ve
kanserojenik, teratojen etkiye sahip, immunosupresif, genotoksik, akut ve kronik
etkili, bir bilesik oldugu bildirilmektedir (Cabanes ve ark., 2002; Battilani ve Pietri,
2002).

Okratoksin iireticisi kiifler normal kosullar altinda Okratoksin A ve B
olustururlar. Okratoksin B’nin, Okratoksin A’dan daha az toksik oldugu bu nedenle
de karaciger hiicrelerinde protein biyosentezini inhibe etmedigi bilinmektedir.
OTA’nin daha toksik olmasina neden olarak da dihidro-metil-izokumarin halka
sistemindeki C5 lizerinde bulunan klor atomuna fenolik OH eklenmesi ve
toksisitenin bu sekilde arttigi bildirilmektedir. Okratoksin B’de bu klor atomunun
bulunmamast bu metabolitin OTA’ya nispeten daha az toksik olmasini
saglamaktadir. Okratoksinlerin kimyasal yapilarini olusturan fenilalanin ve

dihidroizokumarin bilesiklerinin, amid bag: ile birbirlerine baglanmalar1 1siya ve
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hidrolize kars1 ¢ok kararli bir yap1 kazanmalarina neden olur (Petzinger ve Ziegler,
2000).

OTA kismen kararlt bir molekiil olup, bir ¢cok gida isleme yontemlerine karsi
direncli olmasindan dolay1 tiiketim {iriinlerinde ortaya c¢ikmaktadir. Gida isleme
yontemleri kaynatma, firinlama, kurutma, fermantasyon vb. islemleri icermekte ve
OTA’nin parcalanmasinda ayrica pH, sicaklik ve diger parametrelerinde etkili
oldugu disliniilmektedir. Pisirme ve ekmek yapiminda OTA’nin ne derecede
pargalanabildigi gézlenmis ve OTA’nin yalnizca %20 gibi oranda parcalanabildigi
gozlenmistir. Ancak tahillara uygulanan fiziksel islemler 6zellikle 6glitme Oncesi
yapilan temizleme islemleri sonucunda bugday ununda OTA diizeyi %50 oraninda
azalmistir (Anonymous, 2006¢).

OTA’nin yarilanma Omrii gevis getiren hayvanlar disindaki memelilerde (6rn.
farelerde 24-39, sicanlarda 55-120 saat, domuzlarda 72—-120 saat, Gliney Afrika
maymunlarinda 456-504 saat) uzun siirmektedir. Goniillii insanlarda OTA’nin
yartlanma Omrii ile ilgili yapilan caligmalarda ise bu siire 840 saat olarak
bildirilmistir (Creppy, 2002).

OTA’nin deneysel formulii Cy0H;3O¢NCI (Sekil 2.2.) ve molekiiler agirligi
403.82°dir. CAS numaras1 303—47-9’dur. Sekil 2.3.de Okratoksin A, Okratoksin B,
Okratoksin C, 4-hidroksiokratoksin A ve Okratoksin o’nin kimyasal yapisi, onlari
aciklayic1 ¢izelgesiyle — gosterilmistir (Ringot ve ark., 2006). OTA renksiz,
kristalimsi, polar organik solventlerde yiiksek ¢oziiniirliige sahip, suda az ¢oziinen
fakat sulu sodyum hidrojen karbonatli ¢ozeltilerde ¢oziinebilen bir bilesiktir. Zayif
asidik ozellik gostermektedirler (Ringot ve ark., 2006).
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COOH O HO O

Sekil 2.2. Okratoksin A molekiiler yapisi

O OH O

3
Y CH,
R, R,
Okratoksinler R1 R2 R3
OTA H Cl -NH-CH(COOH)-CH,- Pheny
OTB H H -NH-CH(COOH)-CH,- Phenyl
QoTC H Cl -NH-CH(COOC;H;)-CH,-Phenyl
-hidroksiokratoksin A OH cl -NH-CH{COOH)-C;H- Phenyl
OTa H Cl -0H

Sekil 2.3. Okratoksin A, Okratoksin B, Okratoksin C, 4-hidroksiokratoksin A ve
Okratoksin o’nin kimyasal yapist (Ringot ve ark., 2006).

Benzen ve ksilen ile yeniden kristalize edilebilir. Kristal formda ultraviyole
altinda ve asit soliisyonda yesil, alkalin soliisyonda mavi fluoresans verir. Benzen ve
ksilen kristallerin erime noktasi sirasiyla 90°C ve 171°C’dir (Park ve ark., 2000;
Temiz ve Ozkaya, 2003; Ringot ve ark., 2006). Isiga ve dzellikle nemli kosullara

maruz kaldig1 zaman bozulabilir ve etkisini kaybedebilir. Etanol soliisyonunda,
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karanlik ve sogukta muhafaza edildigi zaman bir yildan fazla stabil kalabilir. OTA
sicaga karsi da oldukga stabildir (Soydz ve Ozgelik, 2002).

WHO ve FAO’nun gida katki maddeleri uzman komitesi (JECFA) nin 1995°te
44. toplantisinda OTA konusunda yapilan degerlendirmede, tolere edilebilir haftalik
OTA miktar1 olarak 0.1 pg/kg viicut agirhgr (14 ng/kg viicut agirhigi/giin’e esittir)
verilmistir (Anonymous, 1995; Anli ve ark., 2005).

Avrupa Birligi’nin kus {iziimii, sultani kuru {iziimii ve diger kuru {izimler igin
tolere edilebilir maksimum OTA seviyesi 10 pg/kg olarak, sarap ve liziim bazh
iceceklerde izin verilen maksimum OTA smir1 2 pg/l olarak belirlenmistir
(Anonymous, 2006b). Tiirkiye’de Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nin 2002/63 nolu
tebliginde, kuru iizimde maksimum OTA seviyesi 10 pg/kg olarak belirtilmigtir
(Anonymous, 2002).

2.3. Kuru Uziim

Asma, diinya iizerinde kiltiirii yapilan en eski meyve tiirlerinden birisidir.
Yeryiiziinde bagciligin tarihgesi M.O. 5000 yilina kadar dayanir. Asmanin anavatani
Anadolu ve Kafkasya’y1 i¢ine alan ve Kiigiik Asya olarak adlandirilan bolgedir
(Nazli, 2007). Diinyada bagcilik, genel olarak Kuzey Yarimkiirede 20°-50°, Giiney
Yarimkiirede ise 20°-40° enlemleri arasinda yapilmaktadir. Sicaklik, bagciligin
kuzeye dogru yayilmasini engelleyen en 6nemli faktordiir (Tagkaya, 2003).

Asma, diger meyvelerle kiyaslandiginda en fazla c¢eside sahip olan tiirlerden
biridir. Diinyada 10.000’nin {izerinde iiziim c¢esidi oldugu tahmin edilmektedir.
Tiirkiye ise asmanin anavatani olmasi nedeniyle 1.200’lin {izerinde iiziim ¢esidine
sahiptir. Fakat bunlardan ancak 50—60 kadarinin ekonomik 6nemi olup, genis capta
yetistirilmektedir (Nazli, 2007). Anadolu’da yetistirilen liziimlerin ¢ogu kuru ve yas
olarak tiiketilmekle birlikte bir kism1 da sarap, pekmez, bulama, pestil, lokum, vb.
olarak degerlendirilmektedir (Taskaya, 2003).

Uziim, yiiksek seker igeriginden dolay:, kalori degeri yiiksek bir besin
maddesidir. Ayrica mineral maddelerden kalsiyum, potasyum, sodyum ve demir

yoniinden zengin oldugu gibi baz1 vitaminler (A, B1, B2, Niacin ve C vitaminleri)
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yoniinden de 6nemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Baz1 karaciger hastaliklar
ile kansizligin tedavisinde etkili olan {iziim, yiliksek tansiyonu kontrol altinda
tutmaktadir. Ayrica igerdigi meyve asitleri ve lifli yapisi ile mideye zarar vermeden
bobrek ve bagirsak sisteminin ¢aligmasini diizenler, kanin temizlenmesine yardimci
olur. Diger yandan, yliksek kalori icerigine karsin, ¢ok diisiik miktarlarda yag ve
protein i¢erdiginden ideal bir diyet besinidir (Taskaya, 2003; Nazli, 2007).

Uziim, iklim ve toprak istekleri yoniinden cok segici olmayisi, ¢ogalma
yontemlerinin kolay olusu ve ¢ok ¢esitli sekillerde tiiketilebilmesi gibi sebeplerden
diinyadaki en yaygin kiiltiir bitkilerinden birisidir. Diinya yas iizlim {iretimi yaklasik
7.5 milyon hektar alanda gerceklestirilmekte olup, tiretim miktari, iklim sartlarina
bagli olarak degismekle birlikte, yillik 65 milyon ton civarinda seyretmektedir
(Nazl1, 2007).

Diinya iizlim iretimi, kuru, saraplik, yas ve farkli taleplere bagli olarak
degerlendirilmektedir. Diinyada {iretilen iiziimlerin her yil yaklasik 700-800 bin
tonluk kismu kurutularak degerlendirilirken, iiretiminin %64.3’i saraba, %7.6’s1
kurutmalik ve %20.9’u ise sofralik olarak degerlendirilmektedir (Nazli, 2007).

Diinya iiziim {iretimine bakildiginda iilkeler bazinda en fazla pay Italya’ya
aittir. Son yillarda Cin, diinya yas {iziim tiretiminde biiylik pay almaya baglamistir.
Diinya’da diger énemli iiziim iireticisi iilkeler ise Fransa, ABD, Ispanya, Tiirkiye ve
[ran’dir. 2005 yilinda Italya’nim {iziim iiretimi 8.5 milyon tondan daha fazla iken,
Tiirkiye’nin liretimi 3.65 milyon ton olarak gerceklesmistir (Nazli, 2007).

Tiirkiye yaklasik 525 bin hektar bag alaninda, yilda 3.5 milyon ton civarinda
liziim iiretimi gergeklestirilmektedir. Uretilen {iziimlerin yaklasik %30’u sofralik,
%37’si kurutmalik, %30’u pekmez, pestil, sucuk, sira ve %3’l saraplik olarak
degerlendirilmektedir. Tiirkiye, diinyanin 6. biiyiik iiziim fiireticisidir. Uretilen
lizimiin yaklasik %63°1 c¢ekirdekli, %27’si ise ¢ekirdeksiz iizimden olusmaktadir.
Bolgelerimize gore iiretim incelendiginde ise; Ege Bolgesinde c¢ekirdeksiz kuru
liziim, Marmara Bolgesinde sofralik ve saraplik, Akdeniz Bolgesinde ilk turfanda,
Orta Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde saraplik, siralik, sofralik,
cekirdekli kurutmalik {iziim yetistiriciliginde gelisme goriilmektedir (Taskaya, 2003;
Nazli, 2007).
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Kuru iiziim ihracatinda en énemli pazarlarimiz, basta Ingiltere olmak iizere
sirasiyla, Almanya, Hollanda, Italya, Avustralya, Fransa, Belgika-Liiksemburg,
Ispanya ve Irlanda olmak iizere AB iilkeleridir.

Tiirkiye’nin kuru iiziim ihracatinin hemen hemen tamamini ¢ekirdeksiz kuru
tiztimler olusturmaktadir. Tiirkiye’de iiretilen kuru {iztimiin yaklasik %72-76’s1 ihrag
edilmekte ve geri kalami (%24-28) yurt iginde tiiketilmektedir. 2004 yilma ait
verilere gore Tiirkiye kuru iiziim iiretimi 295.000 ton olarak gerceklesmistir (Ozden,
2005). Uretimin fazla, ihracatin kisith oldugu yillarda okul ve askeri kuruluslarda
kuru iiziim tiiketim miktar1 artirilmistir. Diger yandan gelisen sanayi ile birlikte
cekirdeksiz kuru iiztim kek, pasta ve sekerleme imalatinda kullanilmaktadir. Aym
zamanda 1989 yilindan sonra, ¢ekirdeksiz kuru liziim Tekel tarafindan satin alinarak
alkollii icki sanayinde kullanilmaktadir (Taskaya, 2003).

Cekirdeksiz kuru iizim Vitis vinifera L. tiirline giren Sultani (Resim 2.1.
Sultani iiziim (a. yas, b. kuru) (Aytekin. 2006)) ve yuvarlak ¢ekirdeksiz tiziimlerdir.
Sultani kuru iiziim, 18.yy sonlarinda yuvarlak ¢ekirdeksiz kuru iiziimiin 1slah edilmis
¢esididir. Sultani liziimii tane rengi beyaz, uzun oval sekli, orta taneli, ince kabuklu
ve tathidir. Uzun silindirik sekilli, sik ve iri salkim yapisina sahiptir. (Aytekin, 2006).

Kuru iiziimler yas iiziimlerin teknigine uygun olarak giineste kurutulmus,
agartilmis veya agartilmamis seklidir. Natiirel ¢ekirdeksiz kuru iizlim, hicbir islem
gérmeden veya tabii renk ve yapisini korumak ve ¢cabuk kurumasini saglamak igin,
bandirma c¢ozeltisine bandirilarak teknigine uygun olarak giineste kurutulmus
tzlimdir. Agartilmis c¢ekirdeksiz kuru iizim ise kurutulmadan oOnce veya
kurutulduktan sonra kimyasal yollarla agartilmis kuru iiziimdiir (Seger ve Ig, 2003).

Bandirma sivis1 olarak potasa denilen potasyum karbonat ile buna zeytinyagi
ilave edilmis sekli bazen de kiillii su-zeytinyag1 karisimi kullanilmaktadir. Bandirma
islemine tabi tutulan {iztimler toprak, kagit, beton veya tel sergi yerlerinde

kurutulmaktadir (Aytekin, 2006).
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b.
Resim 2.1. Sultani {iziim (a. yas, b. kuru) (Aytekin, 2006)

a.

Kaliteli ¢ekirdeksiz kuru iiziim elde edilmesinde; {iziimlerin hasadi,
kurutulmasi ve temizlenmesi Onem kazanmaktadir. Ayrica iiziimlerin olgunluk
durumlan igerdikleri seker miktariin da bir Olgiisii olup kuru {iziim randimaninm
belirlemede etkili olmaktadir. Uziimler yeterince olgunlasmadan hasat edilmeleri
durumunda tanede yeteri kadar seker birikmesi gerceklesmeyeceginden kuru tiziim
randimani diisiik olabilmektedir. Temizleme islemi ile kalitesiz {izim tanelerinin
yigindan ayrilmasi ile {iriin kalitesi iyilestirilmis olmaktadir. Temizleme isleminin
tilkemizde yeterince etkin bir sekilde uygulanmadiginin bir gostergesi de, ihrag
ettigimiz kuru tizimlerin ihraci yapilan tilkelerde gida maddesi olarak kullaniimadan
once genellikle yeniden temizlenmesidir. Buna karsin Yunanistan, son yillarda
lizlimlerinin temizlik ve kalitesini artirma yoniinde dnemli mesafeler almis olup, bu
durum Tiirk kuru tiztimlerinin ihracatinda engel olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayni
zamanda iilkemizde kurutma yerleri {irliniin kurutulmasi ic¢in elverigli sartlarda
bulunmamaktadir. Cogunlukla yerde veya ortiilerin iizerinde kurutulan {iriinler toz ve
toprakla karismaktadir (Taskaya, 2003).

Gidalarda bulunan ve gelisen kiifler, gidalarin kalite ve kantitesini azaltarak
onemli iirlin kayiplarina neden olurlar. FAO’ya gore, hasat sonrasi kiiflerin neden
oldugu iiriin kayip oran1 %25'dir. Botrytis cinerea (gri kiif), Aspergillus niger (siyah
curiikliik), Penicillium sp. (mavi ¢iiriklik) ve Rhizopus stolonifer (Rhizopus
clriikliigii), baglarda {iziimii olgunlasma doneminde veya hasat sonrast donemlerde

enfekte ederek meyve kalitesini bozan dnemli hasat sonu hastalik etmenleridir. Bes
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yillik bir periyot i¢cinde (1960-1964) Napa vadisi iiziimlerinin %10’unun incelendigi
bir aragtirmada; tiziimlerin yaklasik %?2’sinin kiiflerle enfekte oldugu, bu miktarin
%90’inda Botrytis cinerea, %8’inde Uncinula necator (mildiyd) saptanirken,
%?2'sinde Aspergillus, Cladosporium ve Penicillium cinsi funguslar tespit edilmistir
(Secer ve Ig, 2003).

Hasat sonu hastalik etmenlerinden Aspergillus cinsi, depo kiifleri arasinda
sayllmakta olup kuru meyve ve sebzelerde goriilen kiiflenme sorunu i¢inde dnemli
bir yer tutmaktadirlar. Uluslar arasi ticarette kuru tiziimlerde %0.4 oraninda kiif
miktarina izin verilmesi, bu gruba giren kiiflerin varliginin dikkatle incelenmesi
gerekliligini zorunlu hale getirmistir. Ciinkii bu grup dogada en fazla rastlanilan
mikroorganizmalar cinsinden biri olup, 160°dan fazla tiirii igermektedir. 4. niger ise
Aspergillus’lar iginde en ©Onemli {igiincii grubu olusturmaktadir. Ulkemizde
TUBITAK (Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu) tarafindan yapilan genis
kapsamli bir arastirmada; i¢inde 51 farkli kuru {iziim 6rneginin de bulundugu 156
kuru meyve kiif igerigi bakimindan incelenmis ve kuru iiztimlerin %63’iinde
Aspergillus niger tespit edilmistir. Ayn1 6rneklerde bu fungus disinda, Penicillium
aurantiogriseum, Aspergillus flavus, P. expansum, P. curustosum, A. oryzae, P.
chrysogenum, P. citrinum, P, rugulosum, P. glabrum, P. viridicatum, A. restrictus, A.
sulphureus, A. sydowii ve Epicocum purpurescens saptanmistir (Seger ve I¢, 2003).

Eltem ve ark. (2003) Ege Bolgesinde ¢ekirdeksiz iiziimlerde OTA varligini
arastirmak i¢in yaptiklar1i caligsmada; ¢esitli donemlere ait yas ve kuru {iziim
orneklerinin kiif ytikleri ve toprak oérneklerinde kiif izolasyon ve identifikasyonlarini
yapmiglardir. Yapilan incelemeler sonucunda bag topraklarinin oldukca yiiksek
sayida kiif yiikiine sahip oldugunu belirlemislerdir. Yas ve kuru iiziim 6rneklerinden
A. aculeatus, A. foetidus var. pallidus, A. foetidus var. acidus, A. japonicus, A.
ficuum, A. heteromorphus, A. tubingensis, vb. izole ettikleri bu kiiflerin OTA
iireticisi olup olmadiklarina dair yaptiklari ¢alismada; Incelenen iiziim &rneklerinde
en sik rastlanan tiirlerden ikisi A. foetidus var. Pallidus ve A. aculeatus hakkinda
literatiirde  toksin iiretimiyle 1ilgili herhangi bir kayda rastlamadiklarini
agiklamislardir. OTA iiretimi agisindan inceledikleri iki tiir i¢in; A. aculeatus'un

incelenen 5 susunun hi¢ birinde toksin tiretimi saptanamamistir. Buna karsilik A.
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foetidus var. pallidus'un incelenen suslarinin oldukga yiiksek toksin iireticileri oldugu
saptanmigtir.

Tiirkiye ve Yunanistan’dan Ingiltere’ye ihra¢ edilen 1997 yili iiriinii 20
cekirdeksiz kuru liziim Orneginden 17 tanesinde OTA varligr tespit edilmistir.
Orneklerden 9 tanesinde 0.2—4 ppb, 4 tanesinde 4—10 ppb ve 4 tanesinde ise 10—18.1
ppb arasinda OTA saptandig: belirtilmistir (Karagdzlii ve Karapinar, 2000).

2.4. Kuru Uziimde OTA Varhg ile ilgili Yapilan Calismalar

MacDonald ve ark. (1999) kuru iiziimlerde OTA konsantrasyon diizeylerini
arastirdiklar1 calismalarinda; 20 kus {iziimii 6rneginden 19’unda, 20 sultani {iziimden
17°sinde ve 20 kuru iizlimiin 17’sinde 0.2-53.6 pg/kg konsantrasyonu arasinda OTA
tespit edilmistir. Orneklerdeki OTA ortaya ¢ikis oran1 %88 olarak tespit etmislerdir.

Osrtry ve ark. (2002) Yiiksek Performanshi Ince Tabaka Kromatografisi
(HPTLC) kullanarak yaptiklar1 c¢alismada; Cek marketlerinden topladiklari
orneklerde toksijenik kiif, toplam kiif yiikii ve mikobiyal yonden arastirma yapmislar
ve Orneklerin  %33’linde 1.8-12.5 pg/kg arasinda degisen oranlarda OTA
konsantrasyonuna rastlamislardir.

Stefanaki ve ark. (2003) HPLC kullanarak; 1998 ve 2000 yillar1 arasinda 81 (27
sultani + 54 kus iizlimii) kuru iizim 6rneginde OTA igerigi yoniinden aragtirmislar ve
cesit acisindan, sultani {iziimii Orneklerinin (ortalama 0.6 pg/kg) kus tizimi
orneklerinden (ortalama 3 pg/kg) daha az OTA igerdigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar ayrica, OTA seviyesinin yillara gore farklilik gosterdigini de
belirtmiglerdir. Sultani {iziim ¢esidinin 2000 yili {iriinlerinde (ortalama 0.3 pg/kg),
kus tlziimiiniin ise 1999 yili iriinlerinde (ortalama 0.9 pg/kg) nispeten diisiik
miktarda OTA tespit etmislerdir.

Moller ve Nyberg (2003) tarafindan, HPLC kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada;
1999/2000 ve 2001/2002 kis sezonlarinda, Isvigre’deki marketlerde yaygimn olarak
bulunan kuru iiziim ve kus iiziimii markalart OTA igerigi yoniinden arastirilmislardir.
Arastirma sonucunda OTA seviyesi, 118 6rnegin 94’iinde (oransal olarak %86) 0.1

ug/kg tizerinde bulunurken, 1999-2000 yillarinda yapilan arastirmada bulunan OTA
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konsantrasyonlari; <0.1-19 pg/kg araliginda bulunmustur. 2001-2002 sezonu
calismasinda ise; <0.1-34.6 pg/kg araliginda bildirilmistir.

Eltem ve ark. (2003) tarafindan, HPLC kullanilarak yapilan ¢aligmada; 1998-
2001 yillarinda yiiriitiilen arastirmada yas ve kuru {iziim Ornekleri, {iziim
yetistiriciliginin yaygin oldugu 12 bolgedeki farkli ozelliklere sahip baglardan
toplanmistir. Arastirmacilar Ege bolgesi kosullarinin, kuru {iziimde OTA olusumu
acisindan uygun oldugunu ve 6zellikle OTA olusumunun hasat 6ncesinde tarlada
basladigini belirtmislerdir.

Magnoli ve ark. (2003) tarafindan, HPLC kulanarak ¢ekirdeksiz siyah ve beyaz
kuru tiztimlerde dogal OTA varligim1 degerlendirmek ve kiif florasini tespit etmek
amaciyla yapilan ¢alismada, Aspergillus nigrinin OTA {retim kapasitesi
aragtirtlmistir. Mendoza ve San juan’dan 50 kuru iizim 6rnegi (¢ekirdeksiz farkli
cesitlerde 31 siyah, 19 beyaz) toplanmistir. Elde ettikleri verilere gore; yiiksek
miktarlarda bu iriinlerin tiiketiminin insanlar i¢in O6nemli bir OTA kaynagi
olabilecegine vurgu yapmiglardir. Arastirmaya aldiklar tirtinlerde Aspergillus section
Nigri kontaminasyonu ve OTA varligini 6nemli bulmugslardir.

1998-2003 yillar arasinda {ilkemizde farkli baglardan elde edilen kuru {iziim
orneklerinde OTA igerikleri arastirilmis ve en yiiksek degerler 1998 yilinda 25.5
pgkg, 1999 yilinda 30 pg/kg ve 2002 yilinda 34.84 pg/kg olarak saptanmustir.
(Tosun ve ark., 2006).

Lombaert ve ark. (2004) Sivi kromatografisi kullanarak yaptiklar1 ¢alismada;
1998-2000 yillar1 arasinda, Kanada’da perakende marketlerden sagladiklar1 151
sultani iizim ve ¢ekirdeksiz kuru iiziim ve 2 kus liziimii 6rnegini OTA diizeyi
acisindan incelemisler ve Ol¢lim limiti {izerinde OTA konsantrasyonlari; ¢ekirdeksiz
kuru iiztimlerde 85 6rnegin 67’sinde (%79), sultani tiziimlerde 66 6rnegin 39’unda
(%59) ve her iki kus liziimii 6rneginde Sl¢iim limitinin {izerinde bulmuslardir.

Battilani ve ark. (2004) 1999 ve 2000 yillarinda italya’nin kuzey ve giiney
bolgelerinde yetistirilen tliziimlerde yaptiklari analizler sonucunda Aspergillus ve
Penicillium tiirleri izole etmigler. Sicaklik, yagis ve nem farkinin iiziimlerde OTA

olusumu {izerinde etkili oldugunu saptamiglar ve {izim ve {iriinleri arasinda en
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yiksek OTA miktarimin kuru {ziimlerde oOlclldiigiinii (40pg/kg’dan fazla)
bildirmislerdir.

Magnoli ve ark. (2004) tarafindan HPLC kullanarak Arjantin’de marketlerden
topladiklar1 Orneklerle yapilan bir g¢aligmada siyah kuru iiziimlerde ortalama 6.3
ug/kg, diger kuru iiziim 6rneklerinde ise 4.42 pg/kg diizeyinde OTA saptanmaistir.

Meyvaci ve ark. (2005) tarafindan, HPLC kullanilarak yapilan ¢aligmada; 1998
ve 2004 yillar1 arasinda her yil hasat doneminde (1998 - 1999 - 2000) baglardan ve
(2002 - 2003 - 2004) paketleme-evleri’nden toplanan, toplam 264 islenmemis sultani
tizimii 6rneklerinde OTA varlig1 arastirilmis ve analiz sonuglarina gore; %58’inde
0.026-10 ng/kg arasinda degisen diizeylerde OTA kosantrasyonu belirlenmistir.

Akdemir ve ark. (2005) tarafindan kuru iizimde yapilan g¢alismada; OTA
diizeyini 10 pg/kg konsantrasyonunun lizerinde oldugunu saptamisglardir.

Romero ve ark. (2005) tarafindan Arjantin’de kuru iiziimlerde OTA diizeyi
HPLC kullanilarak aragtirllmis ve arastirmaya alinan 11 kuru iizim o6rneginden
8inde 0.11 pg/kg ile 0.39 pg/kg arasinda degisen kosantrasyonlarda OTA’ya
rastlanildigi ve 3 6rnekte tespit edilebilir diizeyde OTA bulunamadig bildirilmistir.

lamanaka ve ark. (2005) tarafindan Brezilya’da satisa sunulan kuru iiziimlerde
OTA diizeyini tespit etmek amaciyla HPLC kullanilarak yapilan arastirmada; toplam
43 adet kuru iizim Orneginden 14 tanesinde tespit edilebilir diizeyde OTA
bulunamazken (<0.1 pg/kg), 21 ornekte 0.1 pg/kg -5.0 pg/kg arasinda, 4 6rnekte 5.1
pg/kg -10.0 pg/kg arasinda, 3 ornekte 10.1 pg/kg -20.0 ug/kg ve 1 6rnekte 30 ug/kg
tizerinde konsantrasyonlarda OTA tespit ettiklerini bildirmisleridir.

Caglarirmak (2006) tarafindan HPLC kullanilarak; 10 ¢ekirdeksiz kuru {iziim
ve 10 sultani iiztimde yapilan ¢aligmada iizimlerin i¢erdikleri OTA konsantrasyon
diizeyleri arastirilmis ve kuru ve sultani tipi iiziimlerde OTA konsantrasyon diizeyleri
sirastyla 1.79-8.92 pg/kg arasinda (ortalama: 4.64 ug/kg) ve 0.48-7.35 nug/kg
arasinda (ortalama: 2.98 pg/kg) degisen diizeylerde OTA’ya rastlanmistir.

Yapilan bazi arastirmalarda kuru {liziimlerde ortaya ¢ikan OTA konsantrasyon
degerlerinin sarap ve liziim suyuna oranla ¢ok daha yiiksek (50-98 ng/kg) oranlarda
oldugunu bildirmislerdir. Avrupa’da bazi1 iilkelerde kuru {iziimlerde OTA

diizeylerinin arastirildig1 ¢alismalarda ortalama OTA konsantrasyon diizeyinin 2.398
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ng/kg olarak tespit edildigine ve Avrupa’nin Kuzey ile Giiney bolgelerinde OTA
ortaya cikiglar1 arasinda onemli bir fark gozlenmedigine vurgu yapilmistir. Farkli
yillarda Amerika’da yapilan ¢alismalarda 1997 yilinda ortalama OTA diizeyi 0.42
ng/kg, 1998 ve 1999 yillarim1 kapsayan g¢aligmalarda ortalama 1.27 pg/kg tespit
edildigi agiklanmistir (Varga ve Kozakiewicz, 2006).

Zinedine ve ark. (2007) kuru iiztimlerde OTA varligint HPLC kullanarak
arastirdiklar1 caligmalarinda, Fas’in baskenti Rabat’tan topladiklar1 20 kuru {iziim
orneginde OTA igerigini arastirmislardir. Topladiklar1 kuru {iziimlerde ortaya ¢ikan
OTA konsantrasyon diizeylerinin 0.05 pg/kg ile 4.95 pg/kg arasinda degismekte
oldugunu, analize alman orneklerde oOlglim limiti {izerinde tespit edilen OTA
konsantrasyonlarinin ortalamasinin 0.96 pg/kg + 0.25 oldugunu bildirmislerdir.

Aksoy ve ark. (2007) tarafindan HPLC kullanilarak yapilan ¢aligmada; 1999 ve
2003 yillar1 arasinda toplam 1885 sultani kuru iiziim 6rnegi OTA konstaminasyonu
acisindan incelenmis ve 172 ornekte (%9.1) OTA tespit edilememistir. Geri kalan
orneklerde 0.3 pg/kg iizerinde degisen konsantrasyonlarda OTA bulunmustur.

Var ve Yal¢indag (2007) tarafindan yapilan ¢alismada; Adana’da 22 farkl
yerden temin edilen sultani kuru liziim 6rnegi lizerinde yapilan analiz sonucunda 5.1
ile 18.2 pg/kg araliginda degisen degerlerde OTA tespit edilmistir. Arastirmada elde
edilen bulgulara gore 22 6rnekten 13’iiniin (oransal olarak ~ %60) 10 pg/kg limitinin
tizerinde OTA igerdigi; 9 Ornegin ise (oransal olarak ~ %40) bu limitin altinda
degisen oranlarda OTA igerdigi tespit edilmistir.

Sofralik {iztimler i¢in kurutma sonrasi renginde kararma goriilen iiziimleri OTA
varligiin bir gostergesi olarak yorumlamislar ve kuru iiziim {iretiminde hasarh
meyveden kacginarak, hizli kurutma ve son temizleme islemi ve siyah meyveleri
uzaklastirarak  son  {irtinde toplam OTA  miktarinin  azaltilabilinecegini

ongormiislerdir (Hocking ve ark., 2007).

2.5. Kuru Uziimde OTA Varhgim Belirlemede Kullanilan Yéntemler

Uriinlerde OTA belirlemede yaygin olarak daha c¢ok fluoresans detektorlii
Yiisek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) kullanilmaktaysa da, ince tabaka
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kromotografisi (TLC) ve  immunokimyasal yontemlerden (ELISA)’de
faydalanilmaktadir. Ornegin, Osrtry ve ark. (2002) TLC yéntemini kullanarak kuru
tiztimlerde OTA varligin1 arastirirken, Var ve Yal¢indag (2007) ELISA ydntemini,
Stefanaki ve ark. (2003), Moller ve Nyberg (2003), Eltem ve ark. (2003), Magnoli
ve ark. (2003), Magnoli ve ark. (2004), Meyvaci ve ark. (2005), Romero ve ark.
(2005), Iamanaka ve ark. (2005), Caglarirmak (2006), Zinedine ve ark. (2007),
Aksoy ve ark. (2007)HPLC yontemini kullanmiglardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kuru Uziim

Aragtirmada materyal olarak Izmir ydresinden getirtilip Adana’da market ve
pazar yerlerinde satisa sunulan 3’1 ambalajli ve 37si agikta tiiketime sunulan toplam

40 adet sultani kuru tiziim 6rnegi kullanilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Fosfat tamponu (PBS) hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler Merck
(Darmstadt, Almanya) marka kullanilmastir.

Kuru {iziim Orneklerinde OTA varhiginin  yiiksek performansli  sivi
kromatografisi (HPLC) yontemiyle belirlenmesinde HPLC safliginda, Merck
(Darmstadt, Almanya) marka kimyasallar kullanilmistir. Arastirmanin tiim analitik
asamalarinda Millipore Synergy 18S (Millipore, Fransa) cihazi tarafindan iretilen
ultra saf su kullanilmistir. Ornekler HPLC cihazina enjeksiyondan 6nce, 0.45 um
gozenek capli steril membran filtrelerden (Schleicher & Schuell “Dassel, Almanya”

firmasina ait) gecirilmistir.

3.1.3. Okratoksin A Standardi

Arastirmada Aspergillus ochraceus tarafindan ticari olarak iiretilmis olan
(Sigma-Aldrich, USA) OTA standard1 kullanilmistir. OTA, 1 mg olarak kristal
formda temin edilmis olup, analize alinincaya kadar buzdolab1 kosullarinda (+4°C)

muhafaza edilmistir.
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3.1.4. OTA Immunoaffinity Kolonu

Gida materyali olarak kullanilan kuru iiziimlerden OTA ekstraksiyonu amaciyla

OCHRAPREP (P14B, Iskogya) immunoaffinity kolon kullanilmustir.

3.2. Metot

Toplam 40 adet kuru iiziim Orneginden immunoaffinity kolon kullanilarak
ekstrakte edilen Okratoksin A, Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

cihazi ile kantitatif olarak aragtirilmigtir.

3.2.1. OTA Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

Kristal formda 1 mg olarak satin alinan OTA ¢ozeltisi (amber renkli sise
icerisinde) 2 ml benzen/asetik asit (99:1, vol:vol) ile ¢ézlindiiriilmiistiir. Cozelti bir
gece oda kosullarinda bekletilerek kristal formun tamamen ¢oziinmesi saglanmustir.
Bu sekilde 500 pg/ml (500 ppm) konsantrasyonunda OTA stok standart ¢ozeltisi
hazirlanmis ve -18°C’de muhafaza edilmistir. OTA ¢alisma ¢dzeltisinin hazirlanmasi
amaciyla stok ¢ozeltiden 50 pl alinarak 25 ml’lik amber renkli balon jojeye
aktarilmis ve 1 pg/ml (1000 ppb) elde etmek amaciyla benzen/asetik asit (99:1,
vol:vol) ile 25 ml’ye tamamlanmustir. OTA ¢alisma standardi -18°C’de muhafaza
edilmistir. OTA ¢alisma standart c¢ozeltisi kullanilmadan 6nce, sicakliginin oda

kosullarina gelmesi beklenmistir.
3.2.2. Kuru Uziimlerde OTA Varhigmin Arastirilmasi

Piyasadan temin edilen kuru iiziim 6rnekleri (500 g) ekstraksiyonlar1 yapilana
kadar buzdolab1 kosullarinda (+4°C) muhafaza edilmistir.

20 g kuru iiziim 6rnegi iizerine 100 ml saf su eklenerek Waring blenderda

(Waring Commercial Laboratory Blender - Waring Products Division USA) 1 dakika

33



3. MATERYAL VE YONTEM Cihan CELIK

(dk.) yiiksek devirde (22.000 rpm) karistirilmistir. Daha sonra 100 ml %2 lik sodyum
bikarbonat (NaHCO3) ¢ozeltisi blenderdeki karigim tizerine eklenip 2 dk. yiiksek
devirde (22.000 rpm) karistirilip, homojenize edildikten sonra 4 numarali Whatman
filtre kadgidindan siiziilmiistiir. 10 ml filtrat ile 10 ml PBS karistirilarak OTA’ya karsi
spesifik antikorlar iceren immunoaffinity kolondan dakikada 2-3 ml hizla
gecirilmistir. Daha sonra immunoaffinity kolon 20 ml ultra saf su kullanilarak
yikanmis ve kolon kurutulmustur. Spesifik antikorlara bagli halde bulunan OTA
kolondan 1500 ul metanol/asetik asit (98/2) kullanilarak 10 ml lik viallere alinmistir.
Bundan sonraki asamada metanol/asetik asit karistminin ortamdan uzaklastirilmasi
icin vialler 40°C’de N, gazi altinda ugurulmus ve kalinti 1000 pl hareketli faz
(asetonitril/su/asetik asit, 47/51/2) ile ¢Ozlindiirilmiistir. 20 pl o6rnek, floresans
detektorli HPLC cihazina enjekte edilerek, kuru iiziim Orneklerinde OTA varligi
ve/veya miktar1 tespit edilmistir. Cizelge 3.1.°de Kuru iiziim 0&rneklerinin

ekstraksiyon agamasi gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Kuru iiziim 6rneklerinin ekstraksiyon asamasi

[ 20 g kuru tiztim + 100 ml saf su ]

v

[ 1 dk. Blender (22.000 rpm)

v

[ 100 ml %2’lik sodyum bikarbonat ]

v

[ 2 dk. Blender (22.000 rpm)

y

Filtrasyon (Whatman 4)

v

10 ml filtrat + 10 ml PBS

v

[ Immunoaffinity kolon agamasi

v

20 ml saf su (kolon yikama)

v

[1500 pl metanol/asetik asit (98/2) ile kolondan viale toksin alma]

v

[ metanol/asetik asit 40°C’de azot (N,) altinda ugurma ]

v
Toksin 1000 pl asetonitril/su/asetik asit, (47/51/2)
ile ¢oziindlirme

v

[ Enjeksiyon (20 ul) ]

——

~—

3.2.3. OTA Analizi

Kuru iizim orneklerinde OTA varligmin arastirllmasinda bdliimiimiiz
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda bulunan florensans detektorlii Agilent 1100 model

(USA) HPLC cihaza kullanilmistir. OTA analizi i¢in uygulanacak metot gerekli
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literatiir arastirmalarindan (Rhone Diagnostics 1999, Meyvact ve ark. 2005,
Caglarirmak 2006, Aksoy ve ark. 2007) sonra asagidaki sekilde olusturulmustur.
Kolon: C18 (250x4.6 mm, 5 um, Advanced Chromatography Technologies, Iskogya)
Hareketli faz: Asetonitril/su/ asetik asit (47/51/2, vol/vol/vol)

Hareketli faz akis hizi: 1 ml dak™

Basin¢: Minimum 0 bar, maksimum 200 bar

Analiz siiresi: 15 dakika

Alikonma zamani: 12.4-13.2 dakika

Enjeksiyon miktari: 20 pl

Excitation (tahrik dalga boyu): 333 nm

Emission (yayim dalga boyu): 470 nm

HPLC cihazinda okutulan 6rneklerin OTA konsantrasyon diizeylerini tespit
etmek amaciyla degisik konsantrasyonlarda hazirlanan OTA standart ¢ozeltileri
HPLC cihazina enjekte edilmistir. Kalibrasyonda 0.3, 0.5, 1, 2, 5, 10 ppb olmak
tizere 6 farkli konsantrasyonda OTA standart ¢ozeltisi kullanilmistir.

HPLC cihazina enjekte edilen standartlarina karsilik gelen pik alanlarina gore
cihazda bulunan yazilim “Chemstation software (Agilent) paket programi”
kullanilarak 6 farkli noktadan kalibrasyon egrisi olusturulmustur (1*=0.998). Kuru
tiziim orneklerinde OTA varliginin arastirilmasinda hazirlanan bu kalibrasyon egrisi

kullanilmustir.

3.2.4. Geri Kazamim, Tespit ve Ol¢iim Limiti Cahsmalar

Analize alinarak OTA acisindan sorunsuz oldugu gosterilen kuru {iziim
orneginde tepit limiti ve geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. Tespit limiti ¢caligmasi
icin OTA agisindan sorunsuz numune lizerine Okratoksin A miktarlar1 0.1, 0.2, 5 ve
10 ppb olacak sekilde toksin eklenerek geri alma caligmalar1 yapilmistir. Tespit ve
Ol¢iim limitlerinin belirlenmesi sinyal-giiriiltii oran1 baz alinmig olup, sinyal/giiriiltii
oraninin 3 kat1 tespit limiti, 10 kat1 ise 6l¢im limiti olarak ¢alisilmistir (MacDonald
ve ark. 1999, Rhone Diagnostics 1999, Méller ve Nyberg 2003, Lombaert ve ark.
2004).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Arastirma kapsaminda 40 kuru {iziim 6rnegi OTA varlig1 ve diizeyleri agisindan
arastirilmistir.  Elde edilen sonuglar AB ilkelerinde ve Tirk Gida Kodeksi

(TGK)’nde kabul edilen maksimum OTA limitlerine gore degerlendirilmistir.
4.1. Geri Kazamim, Tespit ve Ol¢iim Limiti Calismalari

Kuru {iziim oOrneklerinde OTA varliginin arastirilmasinda  boliimiimiiz
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda bulunan floresans detektorlii Agilent 1100 model
(USA) HPLC cihazi kullanilmigtir (Resim 4.1.).

Analize alinarak OTA acisindan sorunsuz oldugu gosterilen kuru {iziim
orneginde tepit limiti ve geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. Tespit limiti ¢caligmasi
icin OTA acisindan sorunsuz numune tizerine OTA miktarlar1 0.1, 0.2, 5 ve 10 ppb
olacak sekilde toksin eklenerek geri alma calismalar1 yapilmistir. Materyal olarak
kullanilan kuru tiziim 6rnegine ait HPLC kromatogrami Sekil 4.1°de gosterilmistir.
Geri kazanim ¢aligmalarinin sonuglar1 Cizelge 4.1.”de verilmistir.

% Geri Kazanim asagidaki formulle heasplanmaigtir.
% Geri Kazanim = % *100

a = Cihazda okunan OTA konsantrasyonu degeri

b = Numuneye ilave edilen OTA konsantrasyonu

Tirk Gida Kodeksi, gida maddelerinde mikotoksinlerin seviyesinin resmi
kontrolii i¢in numune alma, numune hazirlama ve analiz metodu kriterleri tebliginde
yer alan OTA i¢in performans kriterlerinde kabul edilebilir geri kazanim degerleri; 1
pg/kg’dan az konsantrasyonlar i¢in %350-%120 ve 1-10 pg/kg araligindaki
konsantrasyonlar i¢in %70-%110 olarak belirtilmistir (Anonymous, 2007).
Arasgtirmamizda elde ettigimiz geri kazanim c¢alismalarinin sonuglar1 Tiirk Gida

Kodeksi’nde belirtilen degerlere uygun bulunmustur.
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Tespit ve 6l¢iim limitlerinin belirlenmesinde sinyal/giiriiltii oran1 baz alinarak

elde edilen sonuglara gore, 0.1 ppb tespit limiti, 0.3 ppb Ol¢lim limiti olarak

belirlenmistir.

Resim 4.1. OTA analizlerinde kullanilan HPLC cihaz1 (Agilent 1100).
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Sekil 4.1. Kuru {iziim 6rnegine ait HPLC kromatogrami

Cizelge 4.1 OTA Acisindan temiz kuru iizimde % geri kazanim ¢aligmast

Toplam OTA | Saptanabilen OTA %
Miktari (ug/kg) | Degerleri (ug/kg) | Geri Kazanim

0.1 ppb 0 0

0.2 ppb 0.142 71

5 ppb 4.222 84

10 ppb 8.213 82

Ortalama 79
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4.2. Kuru Uziimlerde OTA Varhg

Piyasadan, farkli yerlerden temin edilen kuru {iziim 6rneklerinin ekstraksiyonu
yapilarak, iizimlerde OTA varligi arastirllmigtir. Toplam 40 farkli Ornege ait
tizimlerin OTA igerikleri ve miktarlar1 ile ilgili sonuglar Cizelge 4.2.°de
gosterilmistir.

Cizelge 4.2.’den de goriilecegi gibi piyasadan temin edilen sultani cesit 40 adet
kuru iizim Orneginin 26’sinda 0.38 ile 20.90 pg/kg (ppb) aralifinda degisen
konsantrasyonlarda OTA tespit edilmistir. 14 Ornekte tespit edilebilir diizeyde
OTA’ya rastlanmamistir. Tiirk Gida Kodeksi’nde ve Avrupa Birligi tarafindan kuru
tiziimde kabul edilebilir maksimum OTA miktar1 10 pg/kg olarak bildirilmektedir
(Anonymous, 2002; Anonymous, 2006b). Orneklerimizin 23’iinde 10 pg/kg’mn
altinda 0.38-7.65 pg/kg arasinda degisen konsantrasyonlarda OTA saptanmistir. 3
kuru iiziim o6rneginde ise OTA miktar1 maksimum limit olarak verilen 10 pg/kg

konsantrasyonun iizerinde, 11.34, 19.39, 20.9 pg/kg olarak bulunmustur.

Cizelge 4.2. Kuru liziim 6rneklerindeki OTA diizeyleri

ORNEK | OTADUZEYi | ORNEK | OTA DUZEYi | ORNEK | OTA DUZEYI
NO (Hg/kg) NO (Hg/kg) NO (Hg/kg)
1 |TEDB 15 0.39 29 [0.39
2 |164 16 | TEDB 30 |TEDB
3 |TeDB 17 1765 31 2090
4 |11.34% 18 |0.41 32 |TEDB
| 5 |15 19 | TEDB 33 |o.38 |
6 | 19.39* 20 0.40 34 0.61
| 7 |veos 21 | TEDB 35  |0.48 |
8 |1.04 22 [1.20 36 12.04
9 |os0 23 |TEDB 37 |TEDB
10 |TEDB 24 |4.18 38 043
11 |0.58 25 |TEDB 39 236 |
| 12 |teos 26 [2.13 40 |4.98 |
13 [2.14 27 | TEDB
| 14 |11 28 |o.98 | |

TEDB: Tespit Edilebilir Dizeyde Bulunamadi
*. Tirk Gida Kodeksi’'nde ve Avrupa Birligi'nde kabul edilebilir maksimum OTA limitinin
Uzerinde olan dérnekler
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Arastirmamizdan elde ettigimiz sonuglara gore kuru ilizim O6rneklerindeki
ortalama OTA (2.23 ng/kg + 4.73) konsantrasyon diizeyinin yasal limitin (10 pg/kg)
altinda oldugu goriilmiistiir.

Daha ¢ok Izmir ve cevresinde yetistirilen sultani {iziimler Tiirkiye nin degisik
bolgelerinde satisa sunulmaktadir. Kuru liziimler {izerine yapilan ¢alismalar daha ¢ok
yetistirildigi  bolgelerimizde  yogunlagmistir. Depolama, tasima ve satig
noktalarindaki uygunsuz kosullar iiriinde kiif iiremesine ve toksin olusumuna neden
olabilmektedir. Calismamizda kullandigimiz sultani kuru iiziim ornekleri izmir ve
cevresinden getirtilen ve bolgemizde satisa sunulan liziimler olup yaptigimiz calisma
ile kuru tiziimlerin yetistirildikleri bolgelerde yapilan ¢aligmalar ile bolgemizde satisa
sunulan kuru tiziimleri OTA igerigi agisindan karsilastirma imkani saglamis
olmaktadir.

Bolgemizde tiiketime sunulan kuru tiziimlerde OTA igerigi ilgili daha 6nce Var
ve Yalgindag (2007) tarafindan ELISA yontemi kullanarak yapilan arastirmada,
Adana’da 22 farkli yerden temin edilen sultani kuru {iziim 6rnekleri kullanilmis ve
5.11le 18.2 pg/kg araliginda degisen degerlerde OTA tespit edilmistir.

1998-2003 yillar arasinda tlilkemizde farkli baglardan elde edilen kuru {iziim
orneklerinde OTA igerikleri arastirilmis ve iizim Orneklerinde ortalama OTA
diizeyinin 10 pg/kg’den daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Tosun ve ark., 2006).

Meyvaci ve ark. (2005) tarafindan 1998-2004 yillarin1 kapsayan ¢aligmalarinda
sultan iizimlerindeki OTA igeriginin yillara gore gosterdigi farkliligi Onemli
bulmuslar ve farkliligin nedenlerinden biri olarak yillara goére iklim kosullarindaki
farklilik ile iligkilendirmisleridir.

Caglarirmak (2006) tarafindan ¢ekirdeksiz kuru {iziimleri ve sultani iizlimlerini
OTA igerigi yoniinden aragtirmislar ve elde ettikleri bulgulara gore yasal limit
iizerinde OTA konsantrasyonuna rastlamamislardir. Arastirma sonucunda oOzellikle
giineste kurutma yoOntemi yerine mekanik kurutma yonteminin tercih edilmesi
durumunda tiriinlerdeki OTA miktarinin daha da azaltilabilecegini agiklamiglardir.

Aksoy ve ark. (2007) calismada; 1999 ve 2003 yillar1 arasinda toplam 1885
sultani tizim 6rnegi OTA konstaminasyonu ag¢isindan incelemis ve yillara gére OTA

miktarinda farkliligi 6nemli bulmuslardir. Ayrica triinlerdeki OTA miktarini en aza
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indirebilmek amaciyla tiim {iretim zincirini hedef alan stratejiler gelistirilmesi
gerektigini ve oOzellikle iiriinlin islenmesi asamasinda hasarli tanelerin ayrilmasi
gerektigini bildirmislerdir.

Yurt disinda yapilan ¢aligmalarda ise; Stefanaki ve ark. (2003) 1998 ve 2000
yillar1 arasinda sultani {iziim ve kus tizimlerinde OTA igerigini arastirmislar ve g¢esit
acisindan, sultani iiziimii Orneklerinin kus {iziimii O6rneklerinden daha az OTA
icerdigini bildirmislerdir. Arastirmacilar teknolojiden yararlanilarak gidalardaki OTA
miktarinin  mimkiin olan en aza indirilmesine, OTA {izerinde sistematik
arastirmalarin yapilmasina ve iyi tarim uygulamalarina dikkat ¢ekmislerdir.

Moller ve Nyberg (2003) 1999/2000 ve 2001/2002 kis sezonlarinda,
Isvigre’deki marketlerde yaygin olarak bulunan gesitli firmalara ait kuru iiziim ve kus
tizimli 6rneklerini OTA igerigi yoOniinden aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda
1998/2000 sezonlarina ait iriinlerdeki OTA miktarinin 2001/2002 sezonlari
iriinlerine kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda ¢iktigin1 agiklamislardir.

Magnoli ve ark. (2003) Mendoza ve San juan’dan sagladiklar1 50 kuru {iziim
ornegini (¢ekirdeksiz farkli gesitlerde 31 siyah, 19 beyaz) OTA igerigi agisindan
arastirmiglardir. Elde ettikleri verilere gore; yliksek miktarlarda bu {iriinlerin
tilketiminin insanlar i¢in dnemli bir OTA riski olabilecegine vurgu yapmuslardir.

Lombaert ve ark. (2004) Kanada’da 1998-2000 yillar1 arasim1 kapsayan sultani
lizim, ¢ekirdeksiz kuru {iziim ve kus lizimii Orneklerini OTA diizeyi agisindan
incelemigler ve aragtirma sonuglarinin diger iilkelerde yapilan ¢aligmalarla benzerlik
gosterdigini bildirmislerdir. Bunun nedeni olarak, diinya pazarinda smirli sayida
lizim ihracatcist iilke bulundugunu ve bu ihra¢ iriinlerinin sorunlu olmasi
durumunda tiim pazarin etkilenebilecegini belirtmislerdir. Ayrica OTA’nin (iirlin
icerinde heterojen olarak bulundugunu ve yigim1 temsil eden Ornekleme
yontemlerinin 6nemine isaret etmislerdir.

Battilani ve ark. (2004) 1999 ve 2000 yillarinda italya’nin kuzey ve giiney
bolgelerinde yetistirilen liziimlerde yaptiklar1 analizler sonucunda sicaklik, yagis ve

nem farkinin tiziimlerde OTA olusumu iizerinde etkili oldugunu saptamislardir.
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Magnoli ve ark. (2004) yaptiklar caligmada {iziimlerde OTA konsantrasyonunu
dikkate deger bulmuslar ve tiiketici sagligini korumaya yonelik daha fazla ¢alismanin
yapilmasi gerektigini vurgulamislardir.

Romero ve ark. (2005) tarafindan Arjantin’de kuru liziimlerde OTA diizeyi
arastirilmis ve diger calismalarla kiyaslandiginda daha diisiik OTA konsantrasyonu
bulmuslardir. Bunun nedeni olarak da toksin iireten kiiflerin dagilimindaki farklilik,
cografi orijin, klima ve kurutma ydntemleri gibi bir ¢ok faktoriin toksin {iretimini
etkilemesi olarak ac¢iklamislardir.

lamanaka ve ark. (2005) Brezilya’da satisa sunulan kuru tiziimlerde OTA
diizeyini tespit etmek amaciyla yaptiklar1 arastirmada; kuru tiziimlerde ortaya ¢ikan
OTA’nin ara sira ortaya c¢ikan bir vaka olmayip, yapilan calismalarla stireklilik
gosterdigi ve daha fazla aragtirma yapilarak OTA kosullar1 ile ilgili ayrintili

caligmalarin yapilmasi gerektigini agiklamiglardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Uziim, kuru iiziim ve diger iiziim igerikli iiriinlerde OTA varhig iilkemizin de
icinde bulundugu iiziim yetistiriciliginin yaygin oldugu iilkelerde 6nemli bir sorun
haline gelmistir. Uziimler, hasat oncesi, hasat sirasinda veya iiziimlerin islenmesi
asamasinda cesitli kiif tiirleri tarafindan kontamine olabilmektedir. Uziimlerin
ozellikle Botrytis, Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Cladosporium,
Alternaria, Uncinula ve Plasmopara cinsi kiifler tarafindan saldiriya ugradig
belirtilse de, Aspergillus carbonarius, liziimlerde OTA olusumuna neden olan en
onemli kif tiirii olarak bilinmektedir. Diger mikotoksijenik kiiflerde oldugu gibi
okratoksijenik kiif gelisimi ve OTA olusumu, {iriiniin gelisimi, hasat, kurutma ve
depolama asamalarindaki nem ve sicaklik kosullarina bagl olarak gergeklesmektedir.

Misir, arpa, bugday, bugday kepegi, kepekli bugday unu, piring, sarap, bira,
kavrulmus kahve, kakao cekirdekleri ve baharatlar OTA acisindan riskli gida
maddeleri olarak goriilmektedir Uriinlerde OTA varligim arastirmak icin resmi
olarak yayinlanmig ¢esitli metotlar bulunmaktadir. Yayinlanan metotlarda temelde
floresans dedektorlii sivi kromatografisi onerilmekte olup, ekstraksiyon asamasinda
da kati-faz ekstraksiyon temizleme veya immunoaffinity kolon yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yayinlanan metotlarin tespit limitlerinin diisiik olmasi (<0.5 pg/kg)
ve bir ¢ok gida lirliniine basari ile uygulanabilmesi 6nemli avantajlar sunmaktadir.

Ulkemizde geg¢mis yillarda kuru iiziimlerde OTA varlig ile ilgili 6nemli
sorunlar yagsanmistir. Daha 6nce yapilan bircok calismada kuru iiziimlerde farkli
diizeylerde OTA varligina rastlanmigtir. Bolgemizden temin edilen kuru iiziimlerde
OTA varliginin arastirildigi ¢alismamizda; 40 kuru iizim Ornegi iizerinde yapilan
analiz sonucunda 0.38 ile 20.90 pg/kg araliginda degisen konsantrasyonlarda OTA
tespit edilmistir. Arastirmamizda elde ettigimiz bulgular 3 adet kuru iiziim 6rneginde
(11.34, 19.39, 20.9 pg/kg) maksimum limit olarak belirlenen 10 pg/kg konsantrasyon
degerinin asildigin1 gdstermektedir. Geri kalan 37 6rnegin 14’iinde tespit edilebilir
diizeyde OTA’ya rastlanmazken, 23 oOrnekte 0.38-7.65 pg/kg arasinda degisen

konsantrasyonlarda OTA’ya rastlanmustir.

43



5. SONUC VE ONERILER Cihan CELIiK

Tarimsal iirtinlerde mikotoksin olusumu, iirline bagli olmak {izere, iirliniin
yetisme siirecinden tiiketime kadar, kiif iiremesi i¢in uygun olan kosullarda, her
asamada meydana gelebilmektedir. Bu nedenle mikotoksinler, gida gilivenliginin
saglanmasi acisindan kontrol altina alinmasi gereken dnemli sorunlardan biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Mikotoksinlerin gerek saglik, gerekse ekonomik yodnden yarattigi sorunlar
aragtiricilart - mikotoksin  olusumunun engellenmesi ve/veya mikotoksinlerin
ortamdan uzaklagtirilmasina yonelik kontrol stratejilerine yoneltmistir. Gida ve yem
maddelerinde, mikotoksin olusumunun ve saghk {izerine olumsuz etkisinin
onlenmesi i¢in; mikotoksin olusumunun engellenmesi, gida ve yem maddelerinde
mikotoksinlerin  detoksifikasyonu ~ ve  sindirim  sisteminde = mikotoksin
absorbsiyonunun engellenmesi gibi yontemler onerilmektedir.

Uriinlerde mikotoksinler bir kez ortaya c¢iktiktan sonra iiriinlerden
uzaklastirilmas: ya miimkiin olamamakta ya da yapilan uygulamalar gida giivenligi
acisindan  yetersiz  kalmaktadir.  Giiniimiizde {iriinlerden  mikotoksinlerin
detoksifikasyonuna yonelik bir takim yontemler iizerinde ¢alismalar yapilmaktadir
ve heniiz etkin bir sekilde uygulanabilen yontem gelistirilememistir.

Bu nedenle, gilinlimiizde iiriinlerde mikotoksin olusumunun engellenmesine
yonelik; hasat oncesi uygulamalar, hasat sirasindaki uygulamalar ve hasat sonrasi
uygulamalar olarak ele alinan bu stratejiler daha da 6nem kazanmaktadir. Tarim
tiriinlerinde mikotoksinlerin kiifler tarafindan iiretildigi, kiiflerin ise yogun bir
sekilde toprakta bulunduklar1 bilinen bir gercektir.

Uziim ve iiriinlerinde OTA olusturan kiiflerin ana kaynagi toprak olarak
bildirilmektedir. Uziimlerde OTA olusumunun engellenmesi i¢in dncelikle topraktaki
kiiflerin liziime bulagsmasini1 engelleyecek tedbirlerin alinmasi onerilmektedir. Bu
amagcla, ben diisme doneminden sonra sulamanin azaltilmasi ve toprak is¢iliginden
kaginilmas1 ve tercihen damla sulama yontemi kullanilmasi1 kiif {iremesini
azaltabilecektir. Asir1 hormon kullanimi sonucu tanelerde kabugun catlamasi,
hastalik veya mekanik nedenlerle zedelenmesi kiiflerin cogalabilecegi ortam
olusturabilmektedir. Bu nedenle, hormon kullaniminda asiriliktan sakinilmasi, bitki

koruma oOnlemlerinin dikkatle yerine getirilmesi gerekmektedir. Uretimin her
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asamasinda, kiiflii, balgaml, c¢iirlik, kurtlu ve hasarli tanelerin ayrilmasi, sergi
alanlarinda saglam tanelerle beraber kurutulmamasi yine alinabilecek oOnlemler
arasindadir.

Bu onlemlerle beraber, iiziim ve iiriinlerinde OTA olusumunun engellenmesi
amaciyla uygulamaya konulmasi gereken iyi tarim uygulamalarina yonelik yapilan
oneriler su sekilde ozetlenebilir: Uziim ve toprak c¢esidine uygun anac se¢imi
yapilmasi, sira iizeri ve sira arasi mesafelerin dogru ayarlanmasi ve dogru terbiye
sisteminin uygulanmasi gerekmektedir. Asmalarda iiriin ylki iyi ayarlanarak agiri
yukten kagmilmasi ve budama terbiye sistemlerine uygun sekilde yapilmasi da
Oneriler arasindadir. Bir bagka Oneri ise, olgunlasma doneminde toz olusturan toprak
is¢iliginden kaginilarak toprakta mevcut olan kiiflerin tozla taginip meyvelere ulagsma
riskinin azaltilmasidir. Toprak yiizeyini az 1slatan dar kanalli karik sulama
sistemlerinin tercih edilmesi, miimkiinse damla sulama sistemi kullanilmas1 ve asir1
sulama ve ge¢ donem sulamalardan kaginilmasi yine dikkat edilmesi gereken
noktalar olarak vurgulanmaktadir. Kurutmalik {iziimler ile ilgili oneriler arasinda,
sulamanin hasattan en gec bir ay once kesilmesi, c¢iiriik ve kiiflii salkimlarin hasat
sirasinda saglam salkimlardan ayrilmasi, sorunlu salkimlarin higbir sekilde
kurutulmamasi1 ve baska iriinler i¢in kullanilmamasi1 bulunmaktadir. Sergide ise,
salkim inceltme isleminin tanelere zarar vermeyecek sekilde uygulanmasi, tiztimlerin
sergide tam kurutulmadan kaldirilmamasi (%12-13 nem), {iziimler sergiden
kaldirildiktan sonra mutlaka savurma makinesinde savrulmasi, bos ve sagliksiz
tanelerin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Uziimlerin depolanmasi i¢in plastik kasa
veya kiiciik ¢uvallar kullanilmasi ve ¢uval agirliginin 50 kg asmamasi, nihai iiriinii
korumak agisindan 6nem tasimaktadir. Bu kasa ve c¢uvallarin depo zemini ve duvar
ile temas etmemesi ve depo sicakliginin 5-10°C sicaklik araliginda ve nispi nemin de
%65 olmasi1 6nerilmektedir.

Alman biitin bu Onlemlere ragmen iiriinlerde OTA sorunu karsimiza
cikabilmektedir Ozellikle OTA igerigi yéniinden risk gurubu igerisnde yer alan
iriinlerin  kontrollerinin rutin olarak yapilmasi ve sorunlu iriinlerde limitlerin
tizerinde OTA igermesi durumunda HACCP sisteminin bir geregi olarak imhasi

yoluna gidilmelidir. Ayrica kuru {iziimlerde daha 6nceki yillarda ortaya ¢ikan OTA
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sorunu sonrasinda, ihracata yonelik olarak ya OTA yoOniinden sorunsuz {iriinler
secilmekte ya da OTA riski tasiyan Uriinlerin i¢ piyasaya siirlilmesi séz konusu
olabilmektedir. Bu nedenle, ihracata yonelik iriinlerde siki  kontrollerin
uygulanmasimnin yan1 sira i¢ pazara yonelik de siki kontrollerin uygulamaya
konulmasi gerekmektedir. Beslenme agisindan 6nemli bir iirtin olan kuru {iziim
cesitli Urtinlere (komposto, unlu mamiiller, kuru iiziim suyu, pasta vb.) islenerek
tikketimi s6z konusudur. OTA bir ¢ok gida isleme yontemlerine karsh kararli bir
bilesik olarak karsimiza cikmaktadir. Uziim ve iiriinlerinin genis bir tiiketici
populasyonu s6z konusu olup sorunlu iiriinlerin 6zellikle oncelikli risk gruplari
icerisinde yer alan immun sistemi daha zayif olan ¢ocuk ve yaslhlar tarafindan da
tiiketimi, ortaya ¢ikabilecek saglik sorunlarini daha da 6n plana ¢ikarmaktadir.

Tiirk tarim iriinlerine OTA {ireten kiiflerin bulagsmasini1 engellemek ve OTA
sorunu yasamamak icin {liniversiteler, liziim yetistiricileri ve diger ilgili kurumlar
isbirligi yapmali, alinmasi gereken dnlemler ve uygulama olanaklar arastiriimal, iyi
tarim uygulamalar1 (GAP) ve HACCP uygulamalar1 entegre sekilde kullanilmalidir.
Ayrica iilkemizde bagka hangi gidalarin OTA agisindan risk tasidigi, genis saha
caligmalar1 ile risk tayini yapilarak saptanmali ve elde edilen bulgular ile sorun

coziilmeye calisilmalidir.
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OZGECMIS

1980 yilinda Ordunun Aybasti ilgesinde dogdu. ilkokul Aybasti Merkez
Ilkokulu’nda, Orta ve lise &grenimini Ordu Anadolu ve Ordu lisesinde
tamamladiktan sonra 1999 yilinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii’'nde lisans egitimine basladi. Lisans programi devam ederken
3. smifta “I. Bolgesel Ogrenci Gida Sempozyumu” hazirliklarinda gorev aldi ve
sempozyum kitab1 editorliigli, web sayfasi tasarimi ve sunuculuk faaliyetlerini
yiiriittii. Yine aym sempozyumda “Giiniimiiz Siit ve Siit Uriinleri Sektdriine Genel
Bakis” baslikli poster calismasini sundu. 2003 yilinda mezun olduktan sonra 2004
giliz yartyilinda yiiksek lisans programina basladi. Yiiksek lisans devam ederken
Mersin-Tarsus Organize Sanayi Bolgesinde kurulmus olan Baharat igletmesinde
sorumlu yonetici olarak ¢aligti. Daha sonra “Sokaktan Gelecege” adli Avrupa Birligi
hibe projesinde egitmen olarak gérev aldi. 20062008 yillar1 arasinda Ozel Gida
Kontrol Laboratuvarinda Kalite Yonetim Sorumlusu, pestisit ve mikotoksin

laboratuvarlarinda kalite kontrol miithendisi olarak ¢alisti.
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