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PIYASADA BULUNAN YAS VE KURU UZUMLERDEN KUF iZOLASYONU

VE OKRATOKSIN A'NIN ELISA YONTEMI iLE SAPTANMASI
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Son yillarda, kanserojenik ve genotoksik etkilerinin ortaya konmasi nedeni ile
bir kif toksini olan Oktatoksin A (OTA) tlkemiz i¢in 6nemli ihrag Urtnleri olan yas
ve kuru tiziimlerde hem ekonomi hem de saglik agisindan bir sorun haline gelmistir.

Uziimde; Aspergillus ve Penicillium tirleri tarafindan olusturulan OTA’ nin
olusumunda iklim kosullarinin, Grindn olgunluk durumunun, pestisit kullaniminin,
UzOmin hasat edilme ve depolama kosullarinin ve drine yapilan islemlerin, OTA
miktarinda etkili oldugu belirtilmektedir.

Bu calismada, Cukurova bolgesinde vyetistirilen ve satisa sunulan yas
Uztimlerle piyasada bulunan Sultani kuru Uzumlerden kif izolasyonlari yapilmis ve
OTA varlig1 arastirilmustir.

Elde edilen bulgulara gore, analizi yapilan 22 yas ve 22 kuru Uziim drneginde
OTA, kuru Gzim Orneklerinde, 5,2-18,2 ppb diizeyinde bulunurken; yas Gzim
orneklerinde 0,2-0,7 ppb dizeyinde tespit edilmistir. Arastirmamizda kuru Uztimden
elde ettigimiz bulgularin birgogunun Turk Gida Kodeksinde kabul edilen, maksimum
OTA limitini (10 pg/kg) astigr gordlmuistir. KUf olarak yas ve kuru utzimlerden,
Aspergillus niger, Penicillium citrinum ve Moniliella acetoabutens izole edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Yas UzOm, kuru Uzim, okratoksin A, ELISA
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DETERMINATION OF OCHRATOXIN A BY ELISA TEST AND ISOLATION OF

MOULDS FROM GRAPESAND RAISINSSOLD IN MARKETS AND BAZAAR
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Recently, Okratoksin A (OTA), known as a mould toxin was found in raisins
and grapes which are important export product of Turkey. This has known a great
economic burden because many export products were returned due to OTA. Also 1t
has become a health problem because of its canserogenic and genotoxic effects.

In grapes, climate, ripening, using pesticide, harvest and storage conditions,
food processing effect the amount of OTA produced by the species of Aspergillus
and Penicillium.

In this research quantitiy of OTA has been determined and moulds are
isolated from grapes grown and sold in Cukurova region and raisins sold in markets
and bazaars.

Results show that; in 22 grapes and 22 raisins samples OTA amount is found
between 5,2-18,2 ppb and 0,2-0,7 ppb in raisins and grapes, respectively. It is
observed that OTA is found in excessive quantities above the Turkish legal limit of
10 ng kg™ in most of the raisin samples. As a mould Aspergillus niger, Penicillium
citrinum and Moniliella acetoabutens are isolates from grapes and raisins.

Key words: Grape, raisin, ochratoxin A, ELISA



TESEKKUR

Arastirmanin  planlanmasi, yuratilmesi ve degerlendirilmesinde bana yol
gosteren damsman hocam Sn. Yrd. Dog. Isil VAR’ a, arastirmanin 6n ¢alismalarinda
yardimlarint esirgemeyen Bilent KABAK’a, ELISA reader ile ilgili yardimlarim
esirgemeyen Bitki Koruma Bolumiinden Prof. Dr. Sadettin BALOGLU'na, Zirai
Mucadelede calisan ve sonuclari okuma sirasinda yardimcr olan Uzman Hakan
FIDAN’ave calismamda emegi gecen Mikrobiyoloji Bolumiindeki tim calisanlara,

Tezi yazma asamasinda manevi destegini esirgemeyen sevgili esim Cemil
CICEKTAS ve annem Aliye YALCINDAG’ atesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Okratoksinler, Penicillium ve Aspergillus cinsine giren tirler tarafindan
olusturulan ikincil metabolizma Urtnleridir. OTA'min da iginde bulundugu, yapi
benzerligi bulunan yedi metabolit Okratoksin grubunda yer almaktadir (Soufleros ve
ark, 2003).

Okratoksin A (OTA), Penicillium ve Aspergillus cinsine giren tirler
tarafindan Uretilmektedir. OTA’ min bitin hayvan tarleri icin kuvvetli bir nefrotoksik
kanserojenik, teratojen etkiye sahip, immunosupresif, genotoksik, akut ve kronik
etkili, bir bilesik oldugu bildirilmektedir (Battilani ve Pietri, 2002).

OTA'min, insan ve hayvan saghgi agisindan yarattignr risk, o©zellikle;
kanserojenik ve genotoksik etkilerinin ortaya konmast nedeni ile giderek 6nem
kazanmistir. (Aksoy ve ark., 2003). OTA'min Avrupa ulkelerinde ortaya gikan
Balkan nefropatisinin de nedeni oldugu saptanmistir (Markak: ve ark. 2001).

Yapilan arastrmalarda birgok arastirmaci; OTA’nin ppb dizeyinde insan
vicuduna alindigini, bu mikotoksinin insamn bazi organlarinda biriktigini ve
oncelikli olarak bobrek ve karacigerlere etki ettigini saptamglardir (Sahin ve
Korukluoglu 2000; Markaki ve ark. 2001).

Doga gida kontaminanti olarak bilinen kifler ve bunlarin  Orettigi
Okratoksinler, gida maddesine 0Orinun gelisimi, hasat, tasima ve depolama
asamalarinda kontamine olabilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda, hasat
Oncesi donemde yagis ve benzeri kosullara maruz kalan taze tziimde OTA olusumu
gozlenmistir. Taze Uzimin islenmesi ile elde edilen basta kuru Uziim olmak Uzere,
sirke, sarap ve pekmezde de OTA’yarastlanmaktadir. (Eltem ve ark, 2003)

Bircok Ulke kendisi icin 6nemli buldugu gidalara OTA sinir degerleri
koymustur. Turkiyede de OTA limit degerleri ile ilgili calismalar
yapilmaktadir.(Heperkan, 2003; Heperkan, 2005).

Gidalarda bulunabilecek (tolere edilebilir) en yuksek miktarlar yasal
duzenlemelerle belirlenmekte, her tlkenin limit degerleri farkli olsa da uluslar arast
ticarette belli normlara yaklasmak icin ¢aba sarfedilmektedir (Anonymous, 20063).
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Gida maddelerinden, OTA ile kontamine olmus Uriinlerde toksini belirlemeye
yonelik guniimiizde hassas ve givenli birgok yontem bulunmaktadir. OTA’nin
kromatografik yontemlerle ve immunokimyasal test kitleri ile analizi
yapilabilmektedir. ELISA yontemi de immunokimyasal test kitleri ile yapilan bir
yontemdir. Bu metodun diger yontemlere gore avantgji 6n islemlerin cok azaltilmis
olmasi, islemin kisa siirmesi, 1mg/kg® mikotoksin veya altindaki miktarlarin
saptanabilmesidir (Anonymous, 2006a).

Ulkemizin cesitli bolgelerinde, oldukca fazla sayida ve genis aanlarda
bagcilik yapilmaktadir ve bu sektorun Uretip ihrag ettigi gekirdeksiz kuru tzumler
blylk ekonomik ©6neme sahiptir. Turkiye Uretim alam yoniinden 567.000 ha ile
(dinya baglarimin % 6.84'0) dordunci sirada yer almaktadir. DUnyada yas Uzim
ihracat1 yoninden 3.7 milyon ton ile besinci sirada, sofralik Gzim Uretiminde
921.000 ton ile ikinci srada ve kuru Uzum dretiminde ise 360.000 ton ile birinci
sirada yer almaktadir. Kuru tziim ihracat1 yoninden de Turkiye, ABD’den sonra
118.000 ton ile ikinci sirada yer almaktadir. Ornegin, 1997-98 sezonunda yapilan
kuru Gzim dig satimi 180.000 ton dolayinda gerceklesmis ve 180-200 milyon
dolarlik doviz girdisi saglanmistir (Eltem ve ark., 2003). Uretilen Giziimiin 6nemli bir
kismimin sofralik ve kurutmalik olarak degerlendirildigi, geri kalan kismimin ise
sarap, damitik alkollt icki, sirke, pekmez, Uzim suyu gibi Urinlere islendigi
gorilmektedir.

Mikotoksinler icerisinde yiksek toksisiteye sahip olan, genotoksik,
teratojenik, kanserojenik ve nefrotoksik etkileri nedeniyle son yillarda Uzerinde
birgok arastirmanin yapildigit OTA’ nin, tlkemiz igin 6nemli bir ihrag Griind olan yas
ve kuru uzimde onemli miktarda bulunabildigi ve Ulkemizde, Gzim yetistirilen
bdlgelerdeki cevre kosullarinin OTA olusumu agisindan uygun oldugu saptanmustir.
Son yillarda kuru Gzim ve saraplarda OTA varligi, tlkemizin de igcinde bulundugu
Uzim vyetistiriciliginin yaygin oldugu tlkelerde énemli bir sorun haline gelmistir
(Eltem ve ark., 2003).

Bu nedenle bu calismada, hem ekonomi hem de saglik agisindan sorun
yarattigi bilinen OTA’nin bolgemizde tiketime sunulan yas ve kuru Uzimlerdeki
varliginin arastirilmas: amaglanmustir. 'Y ontem olarak ELISA yontemi kullanilmistr.
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Bunun yamisira bu Uzumlerden kif izolasyonlari yapilarak, izole edilen
kuflerin tammlanmast ve tammlanan kiflerin OTA Ureten kiifler olup olmadig1 da

arastirilmistur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kiufler ve Mikotoksinler

2.1.1. Kufler ve Mikotoksinler Hakkinda Genel Bilgi

Kufler hemen her yerde yayilmis olan, heterotrof, filamentli (uzantili) ve cok
hicreli  funguslardir. Gidalarda bulunan  flamentli funguslar  denildiginde
taksonomide Mycobiota (funguslar alemi) icinde Zygomycota, Ascomycota,
Deutermycota bolumleri altinda yer alan degisik cins ve turdeki funguslar akla
gelmektedir (Temiz, 1994).

KUf hicreleri ard arda dizilerek, hif adi verilen htcre iplikciklerini
olustururlar. Hifler cesitli dallanma ve budaklanma yaparak, karmasik bir hif
toplulugu olusturacak sekilde bir araya gelirler. Bu hif topluluklarina miselyum adh
verilmektedir. Aym koloni iginde bulunan hiflerden bazilari beslenmeyi saglamak
icin Uzerinde yasadiklar1 subsratlarin icine dogru uzanirlar. Genelde beslenmeyi
sagladiklart igin bunlara beslenme hifi (vegetatif hif) adi verilmektedir. Substratin
Uzerinde kalan ve genellikle kuflerin Greme organelleri olan sporlari tasiyan hiflere
ise hava hifi (fortil hif) ach verilmektedir (Temiz, 1994).

Hifler, ortalama 5-6 um capindadir. Bazi kiflerde bdlmeler bulunmaktadir.
Hucre duvar1 ancak bolmeli hiflerde soz konusudur ve kif hicrelerinin biydkltGgunt
ve seklini tayin edebilecek derecede kuvvetli bir yapiya sahiptir (Arda, 1997).

Kufler gelisimleri icin temel olarak su, oksijen ve makro elementlere (karbon,
potasyum, fosfor, nitrojen) gereksinim duymaktadir. Kufler suda erimis halde
bulunan besinlerini difiizyon yoluyla alirlar ve zengin enzim sistemleri sayesinde gok
sayida besin maddesinden yararlanabilirler. Kifler karbon ve enerji kaynaklarini
karsilamak amaciyla genellikle glikozdan yararlamirlar. Bunun yanmisira sakkaroz,
nisasta ve maltoz gibi kompleks karbon bilesikleri de kufler tarafindan
kullanilabilmektedir. Baz1 kiufler yag asitlerini, organik asitleri, gliserolii, heksoz ve
pentoz seker turevlerini de kullanabilmektedir (Kabak, 2002).
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Kifler genellikle disik pH derecelerinde bile kolayca Ureyebilir ve bdyle
ortamlara adapte olabilirler. Bu sebeple, kiflerin minimal ve maksimal pH-limitleri
2-11 arasinda degisebilmekle birlikte optimum olarak 5-6 arasinda gelismektedirler
(Ozkaya ve ark., 1999). Asit karakterdeki meyveler veya sulart buzdolab
sicakliginda olsalar bile kiflerin Gremeleri igin iyi bir ortam olustururlar. Bunlara
karsin, kiflerin tlrlerine gore degismek Uzere, optimal pH'lari, Ureme ve cesitli
metabolit sentezi ile paralellik gostermeyebilir. Buna, diger cevresel kosullarin ve
Ureme ortaminin yapisinin da blyik etkisi bulunmaktadir (Arda, 1997).

Nem, kiflerin Gremelerinde ¢cok dnemli faktorlerden birini olusturmaktadhr.
YUksek orandaki nem, genellikle, Greme Uzerine olumlu etkide bulunur. Nem
azaldikca, kiflerin cogalmalart da sinirlanmaya baglar. Kiflerin neme olan
gereksinmeleri, turler arasinda degisiklik gosterir. Bazi kuf tirleri nisbi nemi %10-15
arasinda bulunan ortamlarda veya suyun ¢ok az oldugu kuru danelerde bile Greme
yetenegine sahiptirler (Arda, 1997).

Kuflerin Ureme sicaklik limitleri oldukga genistir ve turler arasinda farklilik
gogermektedir. Kifler 0-60°C gibi oldukga genis sicaklik araliginda
gelisebilmelerine ragmen optimum olarak 22-32 °C’'de gelisirler. Hifler maksimal
sicaklik limitinin diginda kolayca 6lmelerine karsilik, sporlart yiksek 1siya ve degisik
cevre kosullarina gok fazla dayaniklilik gosterirler (Arda, 1997).

Kufler, genellikle, aerobiktir ve oksijenin bulundugu ortamlarda gelisirler ve
Urerler. Oksijenin azlig1 tremeyi ve gelismeyi sinirlar. Kiflerin tremeleri igin 11k
onemli bir faktor degildir. Isik olmadan da kolayca gelisebilirler (Arda, 1997).

Tarimsal Urinler hasattan baslayarak isleme ve depolama asamalarinda ortam
kosullaring, tarim Urindnun bilesimine ve su igerigine bagl olarak degisik kuflerle
kontamine olurlar. Kiflerle kontaminasyon iki agidan onemlidir. Yakin zamana
kadar tarimsal UrUnlerdeki koflerin varligr yalmzca bozulmalar, Grtnin besin
degerindeki kayiplar, danelerin cimlenme kabiliyetindeki disUsler nedeniyle ve 6zet
olarak ekonomik agidan énemli gorulmustur (Arda, 1997).

Kuflerin verdigi ekonomik zararlar, tarim GUrlnlerindeki kayiplar dikkate
alindiginda gercekten azimsanamayacak diizeydedir. Ancak gida ve yemlerde gelisen
funguslarin gelisme sirecini tamamladiktan sonra miselleri icerisinde olusturduklar:



2. ONCEKIi CALISMALAR Deniz YALCINDAG

ve bircok durumda Uzerinde bulunduklar1 Grine (substrata) salgiladiklar: toksik
metabolitler, insan ve hayvan sagligim tehdit ettiginden, kiflenme ekonomik
boyutun 6tesinde 6nem tasimaktadir (Topal ve ark., 2003). Funguslarin sekonder
metabolit olarak Urettikleri bu toksik maddelere mikotoksin denilmektedir. Bu
metabolitler birincil metabolitler gibi kiflerin blyumeleri igin gerekli olmamakla
birlikle Greme sirasinda vejetatif misellerde sentezlenirler ve blyime ortamina
gegebilirler. Gida ve yemler cok cesitli kiflerin saldirisina hedef olmaktadir.
Mikotoksinler, bitki patojeni olarak bilinen Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve
Alternaria basta olmak Uzere bazi patojenik ve bozulma etmeni kifler tarafindan
uretilmekte olup dogada 250 den fazla kiif tirtnun (besin ihtiyaglar: ve uygun ortam
saglanirsa) mikotoksin olusturdugu ve bunlardan ancak 20 tanesinin insan ve
hayvanlar icin toksik ozellik tasidigi belirtilmektedir (Bozoglu, 2003).

Kiglk molekil yapisina sahip mikotoksinlerin, bunlar1 Gretme yeteneginde
olan kifler tarafindan her zaman, her kosulda Uretilebileceklerini distinmek yanlistir.
Mikotoksin sentezi icin Ozel kosullarin olusmasi gerekir. Her drdnin yapisina,
bilesimine, igerdigi nem oranmina, bulundugu klima kosullarina gore Urintn tzerinde
gelisen kuif cingleri, trleri, oranlari, olusturduklar: mikotoksin gesitleri ve miktarlar
degismektedir. Mikotoksinleri, sentezlerini gerceklestiren kif cins veya turlerine
gore ayirt etmek, siniflandirmak mimkin degildir. Bunun sebebi; bir mikotoksin
degisik fungus turleri tarafindan sentezlenebildigi gibi, bir fungus tirl de es zamanli
olarak farkli mikotoksinler olusturabilir (Bozoglu, 2003).

Mikotoksinlerin kimyasal yapilar1 incelendiginde cogunun aromatik yapida
oldugu, daha az bir kismumin da alifatik bilesiklerden olustugu goéralir. Genellikle
yuksek sicakliklara direnclidirler ve bu direncleri, mikotoksin c¢esidine, sicaklik
derecelerine ve uygulama sirelerine gore farklhilik gosterirler. Genellikle kufler
kendilerinin sentezledikleri toksinlerden olumsuz etkilenmezler. Mikotoksinler
bakteri toksinlerinin aksine kicik molekdlld bilesikler oldugundan bunlarin
immunolojik yontemlerle belirlenmesinde poliklonal antikorlar (antiserumlar) yeterli
olmaktadir. Oysa bakteriyel toksinlerin belirlenmesinde monoklonal antikorlara
gereksinim duyulmaktadir. Bazi mikotoksinler endotoksin olarak misel icinde
birikirken, bircogunun miselden substrata dogru salgilandigi ve difize oldugu
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gordldr. O nedenle kufli gida ve yemlerden miseller uzaklastirilsa bile Grinin
mikotoksin tehlikesinin ortadan kalkmadigi bilinmektedir (Arda, 1997). Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar sonucunda mikotoksinlerin az da olsa sporlarda da
sentezlenebildigi tespit edilmistir (Mello ve Macdonald, 1997).

2.1.2. Mikotoksikozis ve Neden Olan K (ifler

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilat1 diinya genelinde, Uretilen tarim
drdnlerinin - yaklasik %25'inin ciddi boyutta mikotoksinlerle kontaminasyona
ugradigim bildirmektedir. Mikotoksinlerin bir kismi gidalarda kagimimas: imkansiz
tehlikeler olarak kabul edilmekte, diger bir kismi ise hasat, depolama, kurutma
islemleri sirasindaki  dikkatli uygulamalar ve diger teknolojik islemlerle
Onlenebilmekte veya azaltilabilmektedir (Heperkan, 2003). Mikotoksinler icerisinde,
insan saglig1 Uzerinde yarattigi sorunlar ve ekonomik etkileri agisindan 6nem
derecelerine gore aflatoksinler, OTA, trikotesenler, fumonisin B;, zearalenon ve
patulin Gzerinde en fazla durulan mikotoksin turlerini olusturmaktadir (Kabak ve
Var, 2006). Cizelge 1.1'de gida ve tarim Urtnlerinde rastlanan mikotoksinleri,
ureticilerini ve bu mikotoksinlerin en fazla goruldugt gidalar ile memeli hayvanlar
Uzerindeki etkilerini gosterilmektedir.

Mikotoksinlerin tuketimi sonucu insan ve hayvan gibi yiksek yapili
canlilarda gordlen toksk sendromlara “mikotokzikozis® adi verilmektedir
(Anonymous, 2006b). Mikotoksinler, dogrudan mikotoksin iceren gidalarin tuketimi
sonucu insan vicuduna alinabildigi gibi, hayvanlar tarafindan mikotoksinlerle
kontamine olmus yemlerin tiketimi sonucu bu mikotoksinler ete, siite ve yumurta
gibi hayvansal UrUnlere gecebilmekte, bu Grlnlerin tiketilmesi sonucu insan
viicuduna alinabilmekte ve bunun sonucunda akut, kronik, mutajenik ve teratojenik
etki goriilmektedir (Ozkaya ve ark., 2003). Mikotoksinlerin insan ve hayvanlara kars:
toksik etkisi; toksin tiriine, etki mekanizmasina, alinan doza, toksine maruz kalma
siresine, yasa, metabolizmaya ve savunma mekanizmasina bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Dinya Saglik Orgiitii — Uluslararas: Kanser Arastirma Enistitiisii
(WHO - I1ARC) tarafindan, mikotoksinler insanlara karst kanserojenik
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potansiyellerine gore siniflandiriimistir. Bu simiflandirmaya 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, 2004). Diger yandan trikotesen ve zearalenon icin

insanlara kars1 kanserojenik etkisinin bulunmadigi (3B grubu) belirtilmistir (Kabak

ve Var, 2006).

Cizelge 2.1 Onemli mikotoksinler, Uretici kifler, etkileri ve bulunduklar: Griinler

(Doyle ve ark., 1997)

Mikotoksin Toksini Ureten Memeli Bulundugu
fungusturleri hayvanlara etkileri |trunler
Aflatoksin Aspergillus flavus, hepatotoksik, Yer fistigi, Antep
A. parasiticus kanserojen, fistigi, findik, stit,
teratojen (AFB,). peynir, kirmizi biber
ve gesitli baharatlar
OTA Aspergillus nefrotoksik, Uziim suyu, kuru
ochraceus, hepatotoksik, Uztm, kuru incir,
A.carbonarius, teratojen, sar ap, kahve miair,
A. niger immunosupr esif malt
P. verrucosum
P. citrinum
Sitrinin P. citrinum, nefrotoksik, Piring, arpa, bugday
P. expansum, norotoksik veunlari, meyve
P. verrucosum sular
Patulin Pen. Expansum, norotoksik, hicreye | Meyveler ve meyve
Byssochlamys nivea | toksik sular
Sterigmatosistin A. versicolor, kanserojen Bugday, yer fistigi
A. rugolosis
Trikotesenler Fusarium dusuk dozlarda Bugday, piring,
(T-2 Toksin) sporotrichioides, kusma, |6kopeni, deri | tahillar
F. poae nekrozlari.
Zearalenon Fusarium Ostrojen benzeri etki. | Misir, bugday, arpa,
graminearum, piring, yem.
F. culmorum,

F. equisetti
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2.1.3. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksin olusumunu etkileyen bir cok faktor bulunmakla beraber, bunlarin
basinda gevresel faktorler gelmektedir. Bitki veya gidamn nem igerigi, atmosfer bagil
neminden etkilendiginden sicaklikla birlikte bagil nem 6ncelikle fungus sporlarinin
¢imlenmesini ve misellerin gelismesini ardindan da toksin olusumunu etkileyen en
Onemli faktor olarak bildirilmektedir (Deacon, 1997).

Mikotoksin Uretimini etkileyen diger faktorler;
aKuf tard
b.Bitki veya gidanin gesidi
c.Blylme ortam
d.lsi
e.Uriiniin olgunluk durumu
f.Hasat
g.Urtine yapilan islemler
h.Depolama

Dis etkilerin mikotoksin Uretimi Uzerindeki etkinlikleri bilinmesine ragmen
bu toksinlerin biyokimyasal sentezleri tamamiyla anlasilamamstir. Yapilan
calismalar toksin Uretimi igin bir gok genin bulundugunu ve bu genleri aktive ederek
toksin sentezleme mekanizmalarint baslatacak aktivator veya durduracak desktivator
kimyasallarin oldugunu gostermektedir (Bozoglu, 2003).

Calismamiza konu olan Uzim ve OTA agisindan degerlendirdigimizde,
Uziimlerde OTA varligi ve miktarimin sicaklik, yagmur ve nispi nem gibi iklim
faktorlerine, Uzimin olgunluguna ve kalitesine gore degisiklik gosterebildigi
belirtilmektedir. (Battilani ve Pietri, 2002).

OTA'’y1 olusturan potansiyel okratoksijenik kflerin ana kaynaginin toprak
oldugu bildirilmistir. Topraktaki funguslarin  Uziim tanelerine ulasmasini
azaltabilmek icin sulamalarin ben diisme doneminden sonra azaltilmas: bdylece tozu
havaya kaldiracak olan toprak isciliginden kagimlmasi, Gzim tanelerinde fungus

girisini saglayacak catlama ve ylzey zedelenmelerini azaltmak amaciyla bitki
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koruma 6nlemlerinin gok dikkatli yerine getirilmesi, hasat sirasinda hasarli ve kiflu
salkimlarin hasat edilmemesi, sergide Uztimlerin kalin tabaka olusturmayacak sekilde
ve taneleri zedelemeden serilmesi gibi kilttrel tedbirler Gretim asamasinda bagda
baglayan OTA olusumunu engellemede 6nemli etkenler oldugu belirtilmektedir
(Altindisli, 2003).

2.2. Okratoksin A

OTA'min da iginde bulundugu, yapi benzerligi bulunan yedi metabolit
okratoksin grubunda yer amaktadir. Penicillium ve Aspergillus cinsi kufler
tarafindan Uretilen OTA, 1965 yilinda laboratuvar denemeleri sirasinda bulunmus ve
ilk olarak A. ochraceus kuftinden izole edilmistir. OTA' nin 6nceleri sadece A.
ochraceus, A. melleus ve A. ostianus ve A. petrakii tarafindan olusturuldugu
sanilmissa da daha sonra Penicillium cinsine giren bazi tirlerin de OTA
sentezledikleri saptanmustir. Bunlar arasinda Ozellikle P. verrucosum’ un ayri bir
Oneme sahip oldugu bildirilmektedir (Anonymous, 2006a).

Diger onemli OTA dUreticileri olarak A. alutaceus, P. aurantiogriseum ve P.
commune sayilabilir. Ancak OTA Ureten turler bunlarla sinirl degildir. Okratoksin
gidalarda genellikle sitrinin ve penisilik asitle veya baska mikotoksinlerle beraber
gorulur, ciinkt okratoksin dreticisi Penicillium ve Aspergillustirleri yan metabolitler
olarak birkag mikotoksini daha es zamanli sentezleyebilmektedirler. Cizelge 2.2'de
OTA Ureticisi fungus turt ve sentezledikleri diger mikotoksinler gosterilmektedir.
(Anonymous, 2006a).

10
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Cizelge 2.2 Okratoksin Ureten kuflerin olusturduklar: diger mikotoksinler ve etkileri

(Anonymous, 2006a).

OTA dretici fungustiri

Uretmis olduklar diger mikotoksinler

Aspergillus alliaceus

Kojikasit', penisilik asit?

A. glaucus (Eurotium spp.)

Kojikasit

A . maleus

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

P. aurantiogriseum

Siklopiazonikasit®, patulin, sitrinin?, penisilik
asit, 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

P. viridicatum

Penisilik asit, sitrinin, viomellein,
ksantomegnin, siklopiazonikasit,
penitrem A, griseofulvin

1: hafif mutajen, 2: nefrotoksik, 3: hiicreye toksik, 4: antibiyotik, 5: norotoksik,
6: kanserojen, 7: tremorjen (titremeye neden olan), 8: hepatotoksik

11
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OTA dretici tiriin tim suslar tarafindan olusturulmaz. Ornegin test edilen 48
A. ochraceus susundan 8'inin (% 16.7) toksin Uretme yetenegi gosterdigi saptanmustir
(Anonymous, 2006a).

OTA; suda az ¢ozinen, renksiz ve kristal yapili bir bilesiktir. UV 1sinlar
altinda mavi renkte floresan verir. Fenilalanin, Cl ve OH igeren dihidroizokumarin
olarak bilinen kimyasal yapiya sahiptir. Sekil 2.1'de OTA’'mn; Sekil 2.2'de ise
Okratoksin'nin kimyasal yapist gosterilmistir. OTA' nin Cl icermeyen derivati
okratoksin B, etilester derivati ise okratoksin C olarak adlandirilmistir. Bu iKi
derivatin gidalarda gorulseler de distk konsantrasyonda bulunduklarindan fazlaca
Onem tasimadiklar: belirtilmektedir (Askun, 2003).

Coow 0 Ov @
AAA,
ROV
‘o,
vl
Okrotoksin
Sekil 2.1 Okratoksin A’ min Kimyasal Sekil 2.2 Okratoksin' nin Kimyasal
Y apisi (Abarcave ark., 2001) Y apisi (Anonymous, 2006a)

OTA'nmin insanlar Gzerindeki etkisine iliskin somut kanitlar olmamakla
beraber Bulgaristan, Yunanistan, Romanya ve Yugodavya gibi bazi Ulkelerde
gorilen Balkan nefropatisi (kronik bobrek hastaligi) olarak adlandirilan 6lduricu
bobrek hastaliginin nedeni oldugu bildirilmektedir (Battilani ve Pietri, 2002). Bunun
yamsira OTA'nin bitin hayvan tirleri igin 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).

12
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Uluslar arasi Kanser Arastirma Engtitisi (IARC) tarafindan “muhtemel
kanserojenik madde (2B grubu)” grubunda siniflandirilmistir (Battilani ve Pietri,
2002; Cabanes ve ark., 2002).

Gida ve Tarim Orgitii (FAO) Gida Katkilar1 Uzman Komitesi ve Diinya
Saghk Orgitii (WHO), tolere edilebilir OTA miktarimt 0.1 my kg™t viicut
agirhgi/haftave  14ng vicut agirligi/gun olarak belirlemislerdir (Soufleros ve ark.,
2003). Avrupa Birligi Gida Bilimsel Komitesi (The Scientific Committee on Food of
the European Union) ise, maksimum giinlik kabul edilebilir OTA miktarimi 5 ng kg™
vicut agirligr olarak bildirmislerdir. Avrupa da kuru tzimlerde maksimum OTA
miktar1 10 pgkg™ olarak belirlenirken, saraplarda bulunabilecek maksimum OTA
miktart 2 ng mi™ olarak belirlenmistir (Anonymous, 2006b; Anonymous, 2006d;
Soufleros ve ark., 2003).

Ulkemizde yas tiziim ve sarap igin herhangi bir yasal limit bulunmamaktadr.
Ancak 2002 yilinda Turk Gida Kodeksi Y 6netmeliginde, Gida Maddelerinde Belirli
Bulasanlarin Maksimum Seviyelerinin  Belirlenmesi Hakkinda Teblig'de kuru
tiziimde kabul edilebilir maksimum OTA miktar1 10 pg kg™ olarak belirlenmistir
(Anonymous, 2006e; TGK, 2002; Sabanci, 2003).

Bircok Ulke kendisi icin dnemli buldugu gidalara OTA sinir degerleri
koymustur. Tahillarda bulunabilecek maksimum OTA miktar: isvigre' de 2 ug.kg™ ,
Hollanda' da 3 pg.kg™, Fransa ve Avusturya' da 5 pg.kg' , ingiltere' de 10 pg.kg™
olarak benimsenmistir. Yunanistan kahve icin 20 pg.kg', Macaristan ve Cek
Cumhuriyeti de tim gidalar icin 20 pug.kg™ OTA konsantrasyonu sinir degerlerini
kullanmaktadir. Fransa cocuklar icin siitlerde 0.03 pg.kg™® , Cek Cumhuriyeti de
tiketime hazir cocuk gidalarinda 2 pg.kg® OTA sinir degerini yasal olarak kabul
etmistir. Avrupa birligi ise OTA icin gidalarda 4 pg.kg™ sinir degerini koymuslardir
(Anonymous, 2006d).

Insanlarda gorulen OTA' nin asil kaynaginin her ne kadar hayvansal Urtinler
oldugu bildirilmekteyse de OTA’ nin tiziim suyu, kuru tzdm, kuru incir, sarap, kahve,
tahillar, misir, maltta da bulundugu ve risk olusturdugu belirtilmektedir (Doyle ve
ark., 1997; Anonymous, 2006a).

13
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2.2.1. Yas ve Kuru Uziimlerden izole edilen ve OTA Ureten Baa K ifler

Uziimlerde  Botyritis,  Penicillium,  Aspergillus, Mucor, Rhizopus,
Cladosporium, Alternia, Uncinula ve Plasmopara cinsi kufler bulundugu; OTA
Ureten kiflerden en 6nemlisinin A. ochraceus oldugu ve OTA'nmin ilk olarak A.
ochraceus kuftinden izole edildigi bilinmektedir. (Magnoli ve ark., 2003).

Penicillium cinsine giren bazi tirlerin de OTA sentezledikleri ve bunlar
arasinda ozellikle P. verrucosum’ un ayr1 bir 6neme sahip oldugu belirtilmektedir.
(Cabanes ve ark., 2002).

OTA ayrica ¢galismamizda da izole edilen A. niger ve P. citrinum tarafindan da
distk konsantrasyonlarda sentezlenmektedir.

2.2.1.1 Aspergillus ochraceus

A. ochraceus kserofilik kiflerden sayilmaktadir. Spor ¢cimlenmesi ve gelisimi
icin minimum su aktivite degeri As=0.76-0.83 ve optimum gelisme sicaklig1 ise 28
°Cdir. A. ochraceus, OTA olusturabilmek icin 20 - 30 °C sicakliga gereksim duyar.

Maksimum diizeyde olusturdugu toksinini 30 °C de % 95 bagil nemde Uretir.
Sicaklik derecesi azalirsa daha yiksek bagil nem ihtiyaci dogar. Ornegin 15 °C de %
99 bagil nem gerekir. Sicak iklimlerde OTA kontaminasyonundan sorumlu kuf
olarak A. ochraceus gosterilmektedir. Aspergillusiar:n optimum gelisme sicakliginin
altinda sentezledikleri OTA miktar1 azalirken penisilik asit miktar: artmaktadir.

Penicillium tdrleri ise Aspergillusar:n aksine disuk sicakliklarda toksin
olusturabilme yetenegindedirler. (Anonymous, 2006a).

2.2.1.2. Aspergillus niger
Aspergillus niger de A. ochraceus gibi tziimden izole edilebilmekte ve OTA

olusturabilmektedir. Optimum gelisme sicakligi ise 28-30°C’dir ve OTA
olusturabilmek igin 25-32°C sicakliga gereksim duymaktadir (Anonymous, 2006a).

14
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A. ochraceus un tim izolatlarimin OTA Uretebilmesine karsin A. niger nadiren ve

distk konsantrasyonda OTA drettigi saptanmustir (Accensi, 2004).

2.2.1.3 Penicillium verrucosum

Penicillium verrucosum 5-10 °C sicaklikta okratoksin Uretebilmektedir. -2 °C
de bile gelisimlerini yavas da olsa stirdiirebilmektedir. Kanada, Iskandinav ulkeleri
gibi soguk-serin kusakta yetistirilen Orunlerdeki OTA'dan sorumlu kif olarak
Penicillium verrucosum gosterilmektedir. Penicillium verrucosum' un minimum su
aktivite degerleri de oldukca dustktir (As = 0.79; 0.80-0.81) (Anonymous, 2006a).

2.2.1.4 Penicillium citrinum

Penicillium citrinum, sitrinin olusturmakla birlikte disik sicakliklarda OTA
da sentezlemektedir (Sahin ve Korukluoglu, 2000). Daha ¢ok tahillarda bulunmakta,
meyve sular1 ve Uiziimdende izole edilebilmektedir. Uziimlerde nadiren ve diisuk

konsantrasyonlarda OTA olusturabilmektedir (Anonymous, 2006a).

2.3. Yas ve Kuru Uziimlerden K iif izolasyonu ileilgili Yapilan Cahsmalar

OTA dureten kufler, meyvelerin patojen mikroorganizmalar tarafindan enfekte
olmasi veya fiziksel/kimyasal herhangi bir etkiyle zarar gormesi durumunda
meyvelerde kolaylikla gelisebilmekte ve sorun yaratmaktadirlar. OTA’nin 6zellikle
Uzlim, Uzdm suyu ve saraplarda sorun yarattigi bildirilmistir (Delage ve ark., 2002).
Uziimler, hasat 6ncesi, hasat sirasinda veya tziimlerin islenmesi asamasinda gesitli
kuf torleri tarafindan kontamine olabilmektedir. Uziimlerin 6zellikle Botyritis,
Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Cladosporium, Alternia, Uncinula ve
Plasmopara cinsi kufler tarafindan saldirtya ugradigi belirtilmektedir (Magnoli ve
ark., 2003).

Battilani ve Puetri (2002), Uzimlerde ve sarapta OTA varliginin
belirlenmesine yonelik yaptiklar1 diger bir calismada Uzimlerde OTA varligr ve
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miktarimin  sicaklik, yagmur ve nispi nem gibi iklim faktorlerine, Gzimin
olgunluguna ve kalitesine gore degisiklik gosterebildigini bildirmiglerdir.

Sage ve ark. (2004), Fransa daki Uzim baglarimin mikroflorasin ve buradaki
OTA riskini arastirdiklart galismada Aspergillus ve Penicillium tarlerini izole
ettiklerini, Fransamn glneyinden, daha c¢ok Aspergillus torlerinin, kuzey
kisimlarindan ise Penicillium tdrlerinin izole edildigini bildirmiglerdir. Aymi
zamanda tum GzOmlerden izole edilen Aspergillus carbonariusun OTA
sentezledigini de saptamuslardr.

Battilani ve ark. (2004), A. carbonarius kolonilesmesinin ve OTA miktarinin
farklt UzOm cesitlerine gore farkli oldugunu saptamislar ve kabuk kalinligimin da
OTA kontaminasyonunu etkiledigini belirtmislerdir.

Bae ve ark. (2004), Gzim ve Uztm Urtnlerinde OTA miktarin distrmek icin,
Lufox (Luferunon ve fenoxycab iceren carbomate tipi bdcek ilaci), Decis
(delthametrin iceren pyrethroid bocek ilaci) gibi cesitli bocek ilaglarinin kullamminin
yanisira Bt'yi (Bacillus thruingiencis) de calismalarina dahil etmisler ve sonuclarin
oldukga basarilt oldugunu bildirmislerdir. Merrien (2003), ise Uzimde yaptig1 bir
calismada Bacillus thuringiensisin OTA Ureten funguslarin buyimesini engelledigini
gogtermistir( Bae ve ark. (2004).

Varga ve Kozakiewicz (2006), OTA kontaminasyonu agisindan Uzimlerin
saglamligimin birincil dnemli nokta oldugunu vurgulamis ve ¢lrimis veya hasarl
olan tanelerin saglikli tanelere gore daha fazla OTA (0,20 — 1,40ugkg™) icerdigini
saptamislardir. Uziimdeki hasara, iiziim giivesi ve diger boceklerin larvalar: ile
fungal patojenler ve asir1 sulama veya yagmur darbelerinin sebep olabilecegi;
Fransada yapilan arastirmalarda Gzim givesinin larvasinin (eudemis ve cochylis
turleri) OTA Ureten fungileri etkiledigi  belirtilmis ve Uzomdeki OTA
konsantrasyonunun miktari ve larvalarin sebep oldugu deliklerin sayisi arasinda siki
bir iliski gbzlendigi bildirilmistir.

Varga ve Kozakiewicz (2006), Uzimlerde ve Uzim Urinlerinde OTA nin
belirlenmesine yonelik yaptiklart bir calismada, Uzumlerde fungal kolonilesmeyi
etkileyen bircok faktorin oldugunu ve iklimsel kosullarin bunda belirli etkilerinin
oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan arastirmalarda Uzlmlerdeki OTA
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kontaminasyonunun aym Uzim baginda yildan yila gesitlilik gosterdigi, tUzim
baginin bulundugu bdlgenin ¢ok Onemli oldugu belirtilmistir. Akdeniz'e 6zgu
havzalarda daha fazla oldugu, OTA'nin, Fransa, Yunanistan ve Italyanin kuzey
kismlar1 ile Portekiz ve Ispanyamin belirli bolgelerinde de tespit edildigini
bildirmiglerdir. Yine Varga ve Kozakiewicz (2006), yakin zamanlardaki bir
calismada Portekiz'in sicak ve kuru yaz karakteri olan kuzey bolumlerinde yer alan,
Uzim baglarindan okratoksin Ureten Aspergillus tura kifler izole edildigini, yaz
boyunca sicakligin 1lik gectigi Portekiz'in gliney bdlgelerinde yer alan Gzim
baglarindan ise okratoksin Ureten Aspergillus turlerinin gok zor izole edildigini
belitmislerdir. Benzer olarak OTA Ureten Aspergillus turleri sadece Macaristan'in
kuzey bolgelerinden izole edilmistir. Avustralya'daki Gzim baglarinda OTA Ureten
Aspergillus turlerinin ana kaynaginin toprak oldugunu tespit etmislerdir. Aspergillus
turlerinin az sirdlmis (islenmis) olan Gzim baglarimn topraklarina karsi, strilmis
topraktan daha sik izole edilebildigi saptanmistir. Bunun yanmsira, kif sayiminin
asmalarin altindaki toprakta asma siralarinin arasinda bulunan topraktan daha yiksek
oldugunu gozlemislerdir.

2.4. Yas Uziimde OTA Varhg iledlgili Yapilan Cahismalar

Aspergillus ve Penicilliim tirleri tarafindan olusturulan OTA insan ve hayvan
saglhig1 Uzerinde yarattigi risk nedeniyle diunyada giderek dikkat ¢ekmekte ve son
yillarda tahil ve domuz etinin yam sira tzim, Uzom suyu, sarap, bira, kahve ve siitte
de bulundugu bildirilmektedir (Abarca ve ark., 2001).

OTA’'nin ilk olarak Zimmerli ve Dick (1995) tarafindan sarapta tespit edildigi
bundan sonrada, diger Uzium tirevi Urtinlerde tespit edildigi bildirilmistir (Varga ve
Kozakiewicz, 2006). Magnoli ve ark. (2003), OTA'mn Uzumlerde ve saraplarda
bulunmasi ile ilgili olarak elde edilen verilerin genelde Almanya, Fransa, Iskandinav
ve Balkan Ulkeleri kaynakli odugunu bildirmislerdir.

Zimmerli ve Dick (1996), kiflenmis tztimlerin kullamlmast sonucu kuf ile

kontamine olmus ekipmanlarin tzimden Uretilen Grdnle (Gzim suyu, sarap) temas
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etmesi veya iyi Uretim tekniklerine uyulmamasi sonucu Urinlerde OTA
kontaminasyonunun siz konusu olabildigini bildirmiglerdir.

Cabanes ve ark. (2002), Aspergillus ve Penicillium tdrleri tarafindan
olusturulan OTA’nin olusumunda iklim kosullariin etkili oldugunu ve UzUmin
okratoksin kontaminasyonun tarlada gergeklestigini ve yaptiklari bir c¢alismada
Ispanya’dan temin edilen tim saraphik Uzimlerden OTA (reten Aspergillus
carbonarius izole ettiklerini ve Aspergillus carbonarius un, Gzimlerde ve saraplarda
OTA olusumuna neden olan en 6nemli kif tirt oldugunu bildirmektedirler.

Delage ve ark. (2002) Gzimde pestisit kullaniminin, Gzimin hasat edilme ve
depolama kosullarinin, OTA miktarinda etkili oldugunu saptamuslardir.

Magnoli ve ark. (2003), tziimlerde; kuf kontaminasyonunda ve mikotoksin
olusumunda, hasattan 6nce, hasat sirasinda ve Uretim asamasinda sicaklik ve nemin
onemli bir faktor oldugunu vurgulamslardir. Uziimlerde en 6nemli mikotoksinlerin
Aspergillus ve Penicillium tdrlerinin Urettigi OTA, aflatoksin ve sitrinin oldugunu da
belirtmiglerdir.

Eltem ve ark (2003) yaptiklar: arastirmada Ege bdlgesinden toplanan 52 yas
Uzim orneginden 37'sinde OTA’ya rastlanmazken, 15 oOrnekte (oransal olarak
%28.8) 0.24-1.5 ppb arasinda degisen miktarlarda OTA bulundugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar ayrica, taze meyvelerde hasat sonrasi bozulmalarin baslica sorumlusu
olarak belirtilen siyah sporlu kiflerin Ege Boélgesi’ nin ¢ekirdeksiz tzimlerinde hem
hasat Oncesi hem de hasat sonrasim iceren bitin safhalarda ayni yogunlukta
bulundugunu belirtmislerdir.

Serra ve ark. (2003), saraplik Uiziimlerde 0,05'ten 37pgkg™ a kadar degisen
degerlerde OTA tespit etmis ve OTA Uretiminden sorumlu kifiin A. carbonarius ve
A. niger oldugu bildirilmiglerdir.

Curto ve ark. (2004), farkli miktarlardaki pestisit kullaniminin, Gztimlerde ve
bu Uzimlerden Uretilen saraplarda, OTA miktarinin azaltilmasinda etkili oldugunu
bildirmiglerdir .

Sage ve ark. (2004), Fransa daki Uzim baglarindan iki ayr1 donemde temin
edilen Uziimlerden 0,01 ile 1,90 ug g* araliginda oldukca diisiik degerlerde OTA
tespit ettiklerini bildirmislerdir.
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Cozzy ve ark. (2006), italya da saraplik tizimlerde Lobesia botrana nin OTA
kontaminasyonunu Gzerine etkisini arastirmis ve 0,02 ng/g'den 681 ng/g'a kadar
degisen degerlerde OTA saptamiglardir. L. botrana nin zarar verdigi Uziimlerin daha
fazla OTA icerdigini belirtmiglerdir.

2.5.Kuru Uziimde OTA Varhg ileilgili Yapilan Calismalar

Markaki ve ark. (2001), olgunlasmis meyveden yapilan birgok igecegin
(6zellikle kuru Uzom suyu, sarap) onemli miktarlarda OTA icerebilecegini ayrica;
Tarkiye ve Yunanistan'dan temin edilen kuru Uzim gesitlerinde OTA tespit
edildigini bildirmiglerdir.

Altindisli (2003), kuru Uzimde sorun olan OTA konusunda ulkemizde
yurttilen kapsamli bir arastrmada farkli ozellikler gosteren segilmis baglarin
ozelliklerinin, yapilan kilttrel uygulamalar, asma tag ici ve disinin meteorolojik
degerleri, kif gelisimi ve mikotoksin olusumu agisindan takip edildigini bildirmis, bu
baglardan toprak ve 3 farkli donemde (ben disme, hasat ve kuru Uziim) alinan Gztm
orneklerinde kuiflerin izolasyonlari, tammlamalar: ve OTA Ureticisi olup olmadiklart
arastirilms, orneklerin OTA miktarlar: kantitatif olarak tespit edildigini belirtmistir.
Calismalar sonucunda OTA’y1 ¢ok sayida kuf tlrinin olusturabildigini bildirmistir.

Eltem ve ark. (2003), kuru Uzimde yaptiklari bir arastrmada, Ege
bdlgesindeki kosullarin, kuru Gzimde OTA olusumu agisindan uygun oldugunu
saptamuglardir.

Battilan ve ark. (2004), Uziim ve UrUnleri arasinda en yiksek OTA miktarinin
kuru Gzomlerde olculdigini (40ug/kg' dan fazla) belirtmislerdir. 1999 ve 2000
yillarinda Italya’mn kuzey ve giney bolgelerinde yetistirilen Gzimlerde yapilan
analizler sonucunda Aspergillus ve Penicillium tirleri izole edilmis; sicaklik, yagis
ve nem farkimin Gziimlerde OTA olusumu Uzerinde etkili oldugunu saptamuslardr.

Akdemir ve ark. (2005), kuru tzimdeki OTA dizeyini saptamak Uzere
yaptiklar1 galisma sonucunda OTA degerinin Avrupa Komisyon direktifinde
tammlanmis olan performans kriterlerinin (10 pgkg?) lzerinde  oldugunu

saptamuglardir.
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2.6. ELISA Yontemi

Gidalarda patojen mikroorganizmalarin ve toksinlerinin  saptanmasinda
genellikle ELISA teknigi kullamlmaktadir. Tek bir antijene karst hazirlanmis
antikorlarin yamnda birden ¢ok antijene kars1 hazirlanmis antikorlarin kullammuyla
ELISA tekniginde farkli tir ve suslarin saptanmast mimkin olabilmektedir
(Unlitirk ve Turantas, 1998).

2.6.1. OTA Varhginin ELISA Yontemi ile Saptanmas

Mikotoksin analizinde kullanilan geleneksel kromatografik analiz yontemleri
kesin sayisal sonuc vermelerine ragmen, uzun sireli, yiksek maliyetli ve karmasik
prosedurleri gerektirmektedir. Son yillarda kullamlimaya baslayan ve antikor-antijen
etkilesmesini esas alan immunokimyasal prosedirler ve 6zellikle ELISA (enyzme-
linked immunosorbentassay) ve RIA (radio-immunosorbentassay) testleri buyuk
Onem kazanmustir. Bununla birlikte, RIA testinde bir radyoizotop kullanma
zorunlulugu olmasi, ELISA testinin 6nemini daha da arttrmistir. Bu maksatla,
guniimiizde bircok énemli mikotoksin icin spesifik antikorlar Uretilmistir. (GURSES
ve ark., 2003)

Gida maddelerinden, OTA ile kontamine olmus Uriinlerde toksini belirlemeye
yonelik ginimizde hassas ve guvenli birgok yontem bulunmaktadir. ELISA
metodunun diger yontemlere gore avantgji 6n islemlerin ¢ok azaltilmis olmasi,
islemin  kisa sirmesi  1mgkg® mikotoksin veya altindaki miktarlarin
saptanabilmesidir (Anonymous, 2006a; Varga ve Kozakiewicz, 2006).

Uzim ve Uzum drinlerinde OTA analizi yapilan arastirmalarda daha cok
HPLC yontemi kullamimaktaysa da ELISA ile yapilmis arastirmalar da mevcuttur.

MacDonald ve ark. (1999), kuru tzim gibi kurutulmus meyvelerde, Belli ve
ark. (2004), sarapta; Serra ve ark. (2003) saraplik Gzimlerde OTA'mn varligim
arastirdiklar1 calismalarda HPLC yontemini kullamirken, Varga ve Kozakiewicz

(2006), Uzum ve Uzum drdnlerinde OTA’ min varligini arastirdiklar: galismada HPLC
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ve ELISA yoéntemini karsilastirmali olarak kullanmuslardir. 2mgkg™ diizeyinde OTA
tespit edebildikleri ELISA yonteminin basarili  oldugunu  belirtmiglerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Uziim

Arastirmada  kullanilan

Uzimler Adanada sofralik olarak

tuketilen

Uzimlerden secilmis ve piyasadan temin edilen 22 yas Uztim ve 22 kuru Gzim olmak

Uzere toplam 44 6rnek calisilmistir. Yas Uzimler manav, pazar, market ve bagdan

temin edilmis; Tarsus beyazi, Antep karasi, kardinal, ¢ekirdeksiz Uzim, Y alova incisi

ve siyah kus UzOmi olmak Gzere 6 gesit Uzerinde calisilmistir. Kuru Gzim olarak 3' U

ambalgjli olmak Uzere market ve pazar yerlerinde agikta satisa sunulan sultani

cesitler 6rnek olarak calisilmstir.

Cizelge 3.1'de yas Uzim Ornekleri ve temin edildigi yerleri verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastrmada Kullamlan Yas Uzim Ornekleri ve Temin
Edildigi Yerler
YAS UZUM ORNEK LERI . . YAS UZUM ORNEK LERI . .
TEMIN YERI TEMIN YERI
1. PARALEL 2. PARALEL
1. TARSUS BEYAZI MANAV 12. TARSUSBEYAZI PAZAR
2. ANTEP KARAS MANAV 13. ANTEP KARASI PAZAR
3. KARDINAL MANAV 14. KARDINAL PAZAR
4. CEKIRDEKSiZ UZUM MANAV 15. CEKIRDEK SiZ UZUM PAZAR
5. SIYAH KUS UZUMU MANAV 16. SIYAH KUs UzUMU PAZAR
6. TARSUS BEYAZI BAG/CEYHAN 17. TARSUSBEY AZI MARKET
7. ANTEP KARAS| BAG/CEYHAN 18. ANTEP KARASI MARKET
8. KARDINAL BAG/CEYHAN 19. KARDINAL MARKET
9. CEKiRDEKSiz UZUM BAG/CEYHAN 20. CEKIRDEK SiZ UZUM MARKET
10.. SiYAH KUS UzUMU BAG/CEYHAN 21. SIYAH KUs UzUMU MARKET
11. YALOVA INCIsi BAG/CEYHAN 22. YALOVA INCIisi MARKET
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3.1.2. Kullanilan Besiyeri ve Kimyasallar

Arastirmada, kif izolasyonu amaciyla, Potato Dextrose Agar (PDA), Czapek-
Doks Agar (CzA) besiyerleri kullamlmustir. Ekstraksiyonda kullamimak Uzere
%70'lik metanol ile 0,1 M fosforik asit ve dilisyon sivist kullanilmistur.

Diltsyon Sivist : NaCl (Merck) 8,59/l
Pepton (Oxoid) 1,04/

Yukaridaki besiyerleri ve dilisyon sivisi 121°C de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir.
3.1.3. ELISA OTA Kiti

Yas ve kuru Gzomlerde OTA varligim velveya miktarim tespit etmek
amaciyla 96 6rneklik Ridascreen OTA ELISA kiti kullamlmustir.

Resim 3.1 ve 3.2'de Ridascreen OTA ELISA Test Standartlar:, Substrat,
Kromogen, Durdurma Cozeltileri ve Mikrotiter Plate Kuyucuklar: gosterilmektedir.
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Resim 3.1. Ridascreen OTA ELISA Test Kiti

Resim 3.2. Ridascreen OTA ELISA Test Standartlari, Substrat, Kromogen,
Durdurma Cozeltileri ve Mikrotiter Plate Kuyucuklar:
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3.2.YOntem

Toplam 44 adet yas ve kuru Uzim Orneginden, kuf izolasyonu
gerceklestirilmis ve OTA varlig arastirilmistur.

3.2.1. Yas ve Kuru Uziimlerden K uif izolasyonu

Kuf sayiminda ve izolasyonunda Potato Dekstroz Agar (Merck) ve Czapek
Agar besiyerleri kullanilmustir. Hazirlanan 107 lik yas ve kuru tiziim érneklerinden
gerekli seyreltmeler yapilarak yayma kilttrel yonteme gore ekimler yapilmustir.
Ekim yapilan drnekler 25°C’de 3-6 gin siire ile inkiibasyona birakilip kif gelisimi
saglanmustir. 72 saat sonunda kuf gelisimi gbzlenen 6rneklerden sayim yapilmistir
(Durlu-Ozkaya ve Kuleasan, 2000).

3.2.2. Yas ve Kuru Uziimlerden izole Edilen K iiflerin Tamimlanmasi

Izole edilen kiflerin tammmlanmasinda Potato Dexstrose Agar ve Czapek Agar
besiyerleri kullamlmistir. Hazirlanan besiyerlerine tek koloni distrme teknigi ile
ekilerek 25°C de 3-6 giin inklibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda petri kabinda
gelisen kuf kolonileri degerlendirilmistir. Tammmlamalar mikroskobik olarak ve 2
farkli besiyerinde 3 nokta ekim yontemi ile Samson ve ark., (1981) ve Onions ve
ark., (1981)’ e gore yapil mistir.

3.2.3. Yas ve Kuru Uziimlerde OTA Varhginin Arastirilmas

Piyasadan temin edilen yas ve kuru tGziimler laboratuvara hemen getirilmis ve
ekstraksiyonu yapilana kadar soguk hava kosullarinda muhafaza edilmistir.
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3.2.3.1. Yas Uzim Ekstraksiyonu

Toplanan (1-2 kg) yas UzOm ornekleri, Sekil 3.1'de de goéruldigi gibi
oncelikle mikserde homojenize edilmis ve kaba filtre kagidindan gegirilmistir. Elde
edilen siizintiden 5 ml drnek alinarak 12,5ml %70'lik metanol ile bir blenderde 3
dakika karistirildiktan sonra Whatman No:1 filtre kagidindan gegirilerek stiziilmis ve
bir kapta toplanmustir. Elde edilen filtrattan 1ml alimp 1ml distile su ile
sulandirilarak filtrat bir viale alinmis ve daha sonra buradan 50ul alinarak OTA
ELISA kiti test prosedirine gore analiz edilerek 450 nm ELISA Reader’'da
okutularak degerler belirlenmistir.

Yas Uziim Orneklerinin Mikserle Homojenizasyonu

I

Kaba Filtre Kagidinda Stizme

I

5 ml 6rnek stiztintusi + 12,5 ml %70’lik Metanol

I

Karistirma (3 dakika, elde)

I

Whatman No:1 Filtre Kagidindan siizme

I

1 ml filtrat + 1 ml distile su

I

Viale alma

I

50 pl alinarak teste gegilir.

Sekil 3.1. Yas Uziim Ekstraksiyonu Akis Semast
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3.2.3.2. Kuru Uzim Ekstraksiyonu

Piyasadan alinan (500 gr) kuru Gzim drnekleri blendirda iyice Ggutilerek

homojenize edilmis ve 25 gr kuru Gizim 6rnegi ile 20 gr. distile su karistirilarak 45 gr

ornek hazirlanmistir. Bu 6rnege 50 mi%70’lik metanol ve 5 ml 0,1 M fosforik asit

ilave edilerek 5 dakika blendirda karistirilmistir. Bu karisim Whatman No:1 filtre

kagidindan stizilmus ve bir kaptatoplanmistir. Elde edilen filtrat bir viale alinmis ve
daha sonra buradan 50ul alinarak OTA ELISA Kkiti test prosediriine gore analiz
edilerek 450 nm ELISA Reader’ da okutularak degerler belirlenmistir.

Sekil 3.2'de kuru Uzim ekstraksiyonu akis semast verilmistir.

J
J

50 ml %70’lik metanol

J

5 ml 0,1 M fosforik asit

J

Karistirma (3 dakika, elde)

J

Suzme
(Whatman No:1 filtre kagidi)

J

Viale alma

J

50 pl alinarak teste gegilir.

Kuru Uzum Orneklerinin Blendirda Homojenizasyonu

45 gr ornek ( 25 gr kuru Uzom + 20 gr distile su)

Sekil 3.2. Kuru Uziim Ekstraksiyonu Akis Semast
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3.2.3.3. ELISA Test Prosediru

Yas ve kuru Gzom orneklerinde OTA varhiginin arastirilmasinda ELISA
yontemi kullanilarak tespit edilmesinde R-Biopharm firmasi tarafindan retilen test
kiti  prosediri  kullamlmustr.  Orneklerin @ ELISA  test  kuyucuklarina
inokulasyonundan once (1/1) seyreltme islemi uygulanmistir. Test kiti icerisinde
bulunan OTA standartlarindan 50 pl alinarak, OTA’ya spesifik antikor bulunan
mikrotiter plate kuyucuklarina asilanmis, benzer sekilde ekstrakte edilen 6rneklerden
de 50ul alinarak kuyucuklara paralel ilave edilmistir. Her bir kuyucuga 50ul
seyreltilmis enzim konjugati ilave edildikten sonra dikkatli bir sekilde karistirilms, 2
saat oda kosullarinda (20 — 25°C) ve karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir.
Inklibasyon sonunda kuyucukta bulunan sivi ortamdan uzaklastirilmis ve kuyucuk
250 m yikama tamponu ile 2 defa yikanmustir. Y ikama asamasindan sonra kuyucuk
iyice kurutulmus, 50ul substrat ve 50ul kromogen cozeltisi ilave edilmistir.
Karstirllarak 30 dakika oda kosullarinda ve karanlikta bekletilmistir. Sire sonunda
kuyucuklara 100 pl durdurma soltisyonu ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur.

Test kuyucuklar: 60 dakika icerisinde, Titertek Multiskan Plus serisi ELISA
okuyucu cihazi kullamlarak 450 nm'de absorbans degerinde okunmustur. Yas ve
kuru Gzim orneklerindeki OTA varlig1 ve miktar1 R-Biopharm tarafindan hazirlanan
RIDAWIN.EXE paket programt kullamilarak belirlenmistir. Hesaplamalarda
dilisyon faktor yas Uzim igin 5, kuru tztim igin ise 3 olarak alinmistir. Calismada
kullanilan Ridascren OTA ELISA test prosediriinde tahillar, yemler ve bira igin
dilisyon faktorleri verilirken meyve ve meyve sulari igin herhangi bir dilisyon
faktord verilmemistir. Bu nedenle ¢alismamizda yas ve kuru Gizim icin kullandigimiz
akis semalar1 R-biopharm firmasina gonderilerek calistigimiz Grdnler icin dilisyon
faktorleri hesap ettirilmis ve degerlendirmelerde bu faktorler kullamlmstir.
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50ul 6rnek veya 50ul standart ¢ozeltiler kuyucuklara ilave edilir.

\Y%
50ul seyreltilmis enzim konjugati ilavesi

Vv
Karls_tlrma

vV
Bekleme (2 saat, oda kosullarinda)

|

250ul distile su ile yikama (2 defa)

g <

Kurutma

<

50ul substrat + 50ul kromojen ilavesi

Vv
Karls_tlrma

\Y
Bekleme (30 dakika)

\Y
100ul durdurma soliisyonu ilavesi

vV
Karl_stlrma

vV
Okuma (60 dakika icerisinde)

Sekil 3.3. ELISA Test Prosedirti Akis Semasi

29



3. MATERYAL VE YONTEM Deniz YALCINDAG

3.2.3.4. Sonuclarin Okunmas ve Degerlendirilmesi

Yas ve kuru tzim ornekleri Ridascreen OTA ELISA kiti test prosedirine
gore kuyucuklara aktarilmstir. Test kuyucuklar: Zirai Micadele Arastirma Enstittisi
Fitopatoloji Bolumi Viroloji Laboratuvarinda bulunan Titertek Multiscan Plus
ELISA okuyucusunda 450 nm absorbans degerinde okutulmus, yas ve kuru Uzim
orneklerindeki OTA varligi ve miktarr R-Biopharm tarafindan hazirlanan
RIDAWIN.EXE paket program kullanilarak belirlenmistir.

Resim 3.3'te Titertek Multiscan Plus ELISA okuyucusu gosterilmektedir.

Resim 3.3. Titertek Multiscan Plus ELISA okuyucusu
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Arastirma kapsaminda 22 yas Uzim ve 22 kuru Uzim olmak Uzere 44 ornek
uzerinde calisilmustir. Uziim 6rneklerinden kuf izolasyonu yapilmis ve Giziimlerdeki
OTA varligi ve dizeyleri arastirilmistir. Elde edilen sonuclar AB Ulkelerinde ve
TGK’ de kabul edilen maksimum OTA limitlerine gore degerlendirilmistir.

4.1. Yas ve Kuru Uzimlerden K uif izolasyonu

Yas ve kuru Gzim 6rneklerinde bulunan kif sayim sonuclar: Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2 de verilmistir.

Bu arastirmada incelenen yas ve kuru Uzum orneklerinden izole edilen kifler
Aspergillus niger (siyah kuf), Penicillium citrinum (yesil kif) ve Moniliella
acetoabutens (gri kuf) olarak tammlanmuglardir. Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2'nin
incelenmesiyle gorulebilecegi gibi 22 yas Gzum Orneginin 20’ sinde (oransal olarak
%90) Aspergillus niger (siyah kiif), 8'inde (oransal olarak %36) Penicillium citrinum
(yesil kif) bulunmustur. 22 kuru Uzim o6rneginin 15’inde (oransal olarak %068)
Aspergillus niger (siyah kif), 12’sinde (oransal olarak %55) Penicillium citrinum
(yesil kuf), 4'Gnde (oransal olarak %18) ise Moniliella acetoabutens (gri kuif)
bulunmustur. Sonuclar yas Uziimlerde Aspergillus niger 6,0x10" — 5,0x10" kob/g,
Penicillium citrinum 4,0x10% - 1,5x10* kob/g; kuru tziimlerde ise, Aspergillus niger
1.0x10' — 8,3 10° kob/g, Penicillium citrinum 1,0x10%-1,9x10* kob/g, Moniliella
acetoabutens ise 5,0x10" — 1,5x10" kob/g araliginda bulunmustur.

Resim 4.1 ile 4.2'de calismamizda yas ve kuru Uztmlerden izole edilen A.
niger'in, Resim 4.3 ile 4.4’te P. citrinum'un, Resim 4.5 ile 4.6'da ise Moniliella
acetoabutens'in petri kabindaki gorinttleri gosterilmektedir.

Cabanes ve ark. (2002), sarapta OTA’'min kaynaginin arastirildigi ¢calismada
Ispanya’ dan temin edilen tim Gzumlerden Aspergillus carbonarius ve Penicillium
purpuregenum izole etmislerdir. Buna karsin, Abrunhosa ve ark (2001) Portekiz' de

sarap Uretiminde kullanilan Gzdmlerin kaf florasim ve mikotoksin  varhigini
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arastirmak amaciyla yaptiklar: calismada, sarap yapiminda kullanilan Gzimlerden
OTA Uretme yetenegine sahip olan kif suslarina rastlayamamiglardir.

Battilan ve Pietri. (2002), 1999 ve 2000 yillarinda Italya’ nin kuzey ve giiney
bolgelerinde yetistirilen Gzomlerde yapilan analizler sonucunda Aspergillus ve
Penicillium tdrlerini izole etmis; sicaklik, yagis ve nem farkinin Uzimlerde OTA
olusumu tzerinde etkili oldugunu saptarmglardir.

Eltem ve ark. (2003), kuru Gzimde yaptiklar: bir arastirmada taze meyvelerde
hasat sonrasi bozulmalarin baslica sorumlusu olarak belirtilen siyah sporlu kiiflerin
Ege Bolgesi’ nin ¢cekirdeksiz Uzimlerinde hem hasat 6ncesi hem de hasat sonrasini
iceren bitiin safhalarda aym yogunlukta bulundugunu belirtmiglerdir.

Battilani ve ark. (2004), farkli GOzim cesitlerinde A. carbonarius
kolonilesmesinin farkli oldugunu belirtmistir.

Bau ve ak. (2004), 2001 sezonunda Ispanyamn Akdenize yakin
bdlgelerinde bulunan 7 bagdan temin edilen Uzimlerin % 75.6' sinda Alternaria spp.,
%22.5'inde Cladosporium spp. ve %17.3'tnde Aspergillus spp. izole etmislerdir.
Uziimlerin %2.3' tinde Penicillium spp. ve %0.8'inden daha dusiik degerlerde
Monilia, Trichoderma ve Botrytis izole edilmistir. Bu ¢alismadal6 tir Penicillium
tammlanmasina ragmen en 6nemli OTA (reticilerinden Penicillium verrucosum
izole edilmemistir. Taumlanan tdrlerden %18.5'ni P. citrinum, %16.9'unu P.
glabrum, % 13.8'ini ise P. chrysogenum olusturmaktadir. Tanimlanan bu trlerin de
OTA Urettigi bildirilmektedir. Aymi zamanda Gzimlerin %16.9'unda Aspergillus
niger aggregate, %3.6 sindaise A. carbonarius izole etmislerdir.

Varga ve Kozakiewicz (2006), A. carbonariusun izole edilen OTA
ureticilerinin en 6nemlisi oldugunu bunun yaninda A. niger ve A. aculeatusun’da
Uziimde OTA uretebildiklerini belirtmislerdir. Bu OTA Ureticilerinin asil kaynaginin
toprak oldugu; tane clurimesi ve kuru Uzim koflenmesine sebep olabildigi
bildirilmistir. Almanya, Giiney Macaristan, Cek Cumhuriyeti ve Fransa, italya ve
Portekiz'in kuzey kisimlari gibi soguk hava iklimlerinin bulundugu ulkelerde
saraplarda OTA kontaminasyonunun varligina karsin Uizim tanelerinden Aspergillus
turlerinin izole edilemedigi, soguk iklimlerde tarimsal Uriinde, daha cok Penicillium
tirlerinin OTA kontaminasyonunun sorumlusu olarak bulundugu belirtilmistir.
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Penicillium tdrlerinin sarapta ve sirada treme kabiliyetinin olmasi ve mikotoksin
Uretmesine ragmen, OTA Ureten Penicillium tdrlerinin Gzimde ¢ok nadir bulundugu
bildirilmistir. Bununla beraber Battilani ve ark (2004), Gliney Italya ve Fransa'daki
Uzimlerde OTA Ureten Penicillium turlerini tammlamiglardir. Bu  bolgelerdeki
Penicillium tirlerinin Gziimdeki OTA kontaminasyonunun olasi sorumlusu oldugunu
saptamuglardir.

%90’ indan,

orneklerimizin ise %68’ inden Aspergillus niger, yine yas Uzim orneklerimizin

Calismamizda, yas Uzim orneklerimizin kuru  Gzim
%36'sindan, kuru Gzim orneklerimizin ise %55’ inden Penicillium citrinum izole
edilmistir. OTA sentezleyebildigi bilinen A. niger ve Penicillium citrinum’un yas ve
OTA

distnulmektedir. Kuru 0zim orneklerimizden Moniliella acetoabutens de izole

kuru 0zim  6rneklerimizdeki kontaminasyonunda  etkili  oldugu

edilmis ancak bu kiftn yapilan ¢alismalarda tziimden izole edilebilmesine karsin
OTA uretmedigi bildirilmektedir.

Cizelge 4.1. Yas Uziimlerde Kuf Sayim Sonuglar:

Ornek No (Si};/ZE/I?Uf) (Y:;illj{gjf) Ornek No (Si};/ZE/I?Uf) (Y:;illj{gjf)
1.TB * * 12.7TB 1,5x10° 5,0x10?
2. AK 1,3x10* * 13. AK 3,4x10° *

3. K 1.8x10* * 14. K 2,6x10° *
4.cU0 1,0x10? * 15. CU 3,4x10° 1,9x10°
5. KU 1,2x10* * 16. KU 5,0x10* *
6. TB 6,0x10" * 17.TB * 5,0x10?
7. AK 1.5x10° * 18. AK 1,5x10° *
8. K 1,2x10* 4,0x10° 19. K 3,0x10? 1,5x10"
9.CU 3,5x10° * 20. CcU 1,5x10° 4,0x10?
10. KU 2,4x10* 1,8x10° 21. KU 3,4x10° *
11. Yi 1,8x10° 4,0x10? 22.vi 1,5x10° *

TB: Tarsus Beyazi, AK: Antep Karasi, K: Kardinal, CU: Cekirdeksiz Uziim
KU:Kus Uziimi, Y1: Yalovaincisi
(*) bulunamadh
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Cizelge 4.2. Kuru Uziuimlerde Kuf Sayim Sonuglar:

Ornek (Ksoib;% Kob/g Kob/g |Ornek (Ksoib;% lz\?g/i? Kob/g
No Kél’f) (Yesil Kuf) | (GriKuf) | No Kél’f) K.L.n?) (Gri Kiif)
1 * * * 12 | 2,0x10' | 3,0x10' *
2 4,0x10" * * 13 | 5,0x10° * *
3 * * * 14 * * *
4 3,0x10* 1,0x10* * 15 3,0x10° 1,0x10* *
5 5,0x10° | 3.0x10' * 16 | 1,5x10° * *
6 8,3x10° | 5.0x10° * 17 * * *
7 1,2x10? 5,0x10* * 18 5,0x10° 9,0x10° 4,0x10?
8 1,0x10* 1,0x10" * 19 3,2x10° 1,2x10* *
9 2,2x10? * * 20 3,7x10° 1,6x10* 1,2x10°
10 * * * 21 * 1,9x10* 5,0x10!
11 2,5x10° * * 22 * 1,5x10* 1,5x10*

(*) bulunamadh




4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Deniz YALCINDAG

Resm 4.1. Potao Dexstrose Agar (PDA) besiyerinde Aspergillus niger
kolonilerinin 6nden gorinst

Resim 4.2. PDA besiyerinde Aspergillus niger kolonilerinin arkadan gorinist
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Resim 4.4. PDA besiyerinde Penicillium citrinum kolonilerinin arkadan gortnusu
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Resim 4.6.PDA besiyerinde Moniliella acetoabutens kolonilerinin arkadan gorinusu
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4.2. Yas ve Kuru Uzimlerde OTA varhg

Piyasadan, farkli yerlerden temin edilen yas ve kuru tzim o6rneklerinin
ekstraksiyonu yapilarak, izimde OTA’ nin varhg: arastirilmistir. 22 yas Gziim ve 22
kuru Uzom olmak Uizere toplam 44 farkli 6rnekten elde edilen OTA varligi ve miktari
ileilgili sonuglar sirasiyla Cizelge 4.3 ve 4.4’ de gosterilmistir.

Arastirma sonuglarina gore; hem yas tziimde hem de kuru Gzimlerde OTA
varligina rastlanmig ancak kuru Gzimde yas Uztime oranla daha yuksek degerlerde
OTA tespit edilmistir.

4.2.1. Yas Uziimlerde OTA varhg

Cizelge 4.1'in incelenmesiyle gorilebilecegi gibi pazar, manav, bag ve
market olmak Uzere 4 farkli yerden temin edilen ve 6 farkl ¢esit yas Uzim Ornegi
Uzerinde yapilan analiz sonucunda 0.2 ile 0.7 ug/kg (ppb) araiginda degisen
degerlerde OTA tepit edilmistir. Piyasadan 4 farkl: yerden temin edilen farkli ¢esit
yas Uzim orneklerinde tespit edilen OTA degerleri Cizelge 4.3'de gosterilmistir.
Cizelge 4.2' nin incelemesiyle gorulebilecegi gibi yaptigimiz analiz sonucunda farkl
cesit UzOmlerde OTA miktar1 birbirine yakin dizeylerde tespit edilmistir. Bu
degerler; Tarsus beyazinda 0.3 pg/kg, Antep karasinda 0.4 ug/kg, Kardinalde 0.5
ug/kg, Cekirdeksiz tzimde 0.5 pg/kg, Kus tUziiminde 0.5 pg/kg, Yalova incisinde
ise 0.4 ng/kg olarak belirlenmistir.

Avrupa Birligi’ nde (iziim suyu ve sarapta maksimum OTA miktarinin 2 ug 1™
olarak kabul edildigi ayrica Finlandiya ve Ingiltere gibi baz: tlkelerin kendi OTA
limitlerini 0.5 pg I olarak belirlendigi bildirilmektedir (Varga ve ark., 2006).
Yapllan arastirmalarda yas Uzimde herhangi bir limit  belirtilmemistir.
Arastirmamizda elde ettigimiz bulgularin Avrupa Birligince kabul edilen, Uzim
suyunda izin verilen maksimum OTA diizeyini asmadigi gordlmistir. En yiksek
OTA dizeyi 0.7 pg/kg olarak marketten temin edilen Antep karasi ¢esidine ait (18
nolu 6rnek) yas Uzim ornegi ile bagdan temin edilen Kardinal gesidine ait (8 nolu
Ornek) yas Uzim ornegi olmustur. Ceyhanda bulunan bir bagdan temin edilen
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Kardinal cinsine ait (8 nolu 6rnek) yas Uzim drneginde en yiksek OTA miktar1 (0.7
ppb) tespit edilmesine ragmen manavdan temin edilen yine aym cinse ait yas Uzim
ornegimizde (2 nolu 6rnek) OTA’ yarastlanmamustir.

Arastirma kapsaminda bag, manav, pazar ve marketten temin edilen yas
Uztm orneklerinin OTA duzeyleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliligin
UzUmin cinsine ve temin yerine bagli oldugu distinilmektedir.

Battilani ve Pietri (2002), Uzumlerde OTA varligi ve miktarinin sicaklik,
yagmur ve nispi nem gibi iklim faktorlerine, Gzimtin olgunluguna, kabuk kalinligina
ve kalitesine gore degisiklik gosterebildigini belirtmislerdir. Benzer sekilde Magnoli
ve ark. (2003) Uzumlerde; kif kontaminasyonunda ve mikotoksin olusumunda,
hasattan once, hasat sirasinda ve Uretim asamasinda sicaklik ve nemin énemli bir
faktor oldugu vurgulamislardir. Delage ve ark. (2002), Uziimde pestisit kullaniminin,
UzOmin hasat edilme ve depolama kosullarimin OTA miktarinda etkili oldugunu
saptamustir.

Cabanes ve ark. (2002), UzUmin okratoksin ile kontaminasyonun tarlada
gerceklestigini belirtmislerdir.

Eltem ve ark. (2003), kuru tUzimlerde OTA’'min hangi asamada meydana
geldigini tespit etmek amaciyla Ege bdlgesinden toplanan 52 yas Uzim o6rnegi
Uzerinde calismis bu 6rneklerin 37’ sinde OTA’ ya rastlanmazken, 15 6rnekte (oransal
olarak % 28.8) 0.24-1.5 ppb arasinda degisen miktarlarda OTA bulundugunu
bildirmiglerdir.

Belli ve ark. (2004), kirmizi ve beyaz tUztimlerden elde edilen Gizim suyunda
yaptiklar: calismada, Uiziim suyunun 0.01 — 4.7 ng | araliginda degisen degerlerde
OTA icerdigini tespit etmis ayni zamanda kirmizi Uzimlerin %86’ simin, beyaz
Uztmlerin ise %17’ sinin OTA icerdigini belirtmiglerdir. OTA miktarinin Gzimin
orjinine ve rengine bagli olarak degisebilecegini ancak yaptiklari ¢alismanmin buna
tam olarak cevap veremeyecegini bildirmislerdir.

Varga ve Kozakiewicz (2006), curimis veya hasarli olan tanelerin saglikl
tanelere gore daha fazla miktarda OTA igerdigini belirtmislerdir. 15 Avrupa
Ulkesinden temin edilen beyaz ve kirmizi sarap Orneklerinde OTA varligim
arastrmislar ve Italya da uUretilen saraplarda en yiksek OTA miktarim (1.30 ng/kQg)
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saptamiglardir. Fungal kolonilesmede ve OTA miktarinda Uzim bagimn bulundugu

bolgenin ¢cok 6nemli oldugunu vurgulamuglardir.

Cizelge 4.3. Yas Uziim Orneklerindeki OTA Diizeyleri

ORNEK NO OTA DUZEYI (pg/kg) ORNEK NO OTA DUZEYI (pg/kg)
1.TB 0.2 12.TB 0.3
2. AK * 13. AK 0.3
3. K 0.3 14. K 0.4
4. CcU 0.4 15. cU 0.6
5. KU 0.5 16. KU 0.6
6. TB 0.4 17.TB 0.4
7. AK 0.3 18. AK 0.7
8. K 0.7 19. K 0.5
9.¢cU 0.5 20.CcU 0.4
10. KU 0.4 21. KU 0.4
11. Y1 0.4 22. Y1 0.5

TB: Tarsus Beyaz, AK: Antep Karasi, K: Kardinal, CU: Cekirdeksiz Uziim
KU:Kus Uziimi, Y1: Yalovaincisi
(*) bulunamadh

Cizelge 4.4. Farkh Uziim Cesitlerinde OTA diizeyleri

UzUM GESIDI OTA DUZEYT (ng/kg)
TARSUS BEYAZI 0.3
ANTEP KARASI 0.4
KARDINAL 0.5
CEKIRDEK Siz UzUM 0.5
SIYAH KUS UzUMU 0.5
YALOVA iNCisi 0.4
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4.2.2. Kuru Uziimlerde OTA varhg

Cizelge 4.5'in incelenmesiyle gorulebilecegi gibi piyasadan 22 farkli yerden
temin edilen sultani ¢esit kuru Uztim Ornegi Uzerinde yapilan analiz sonucunda 5.1 ile
18.2 ng/kg (ppb) araliginda degisen degerlerde OTA tepit edilmistir.

Avrupa Birligi ulkelerinde kuru Gzimde kabul edilebilir maksimum OTA
miktarimin 10 pg/kg olarak belirlendigi bildirilmektedir (Varga ve ark., 2006;
Sabanci, 2002). Turk Gida Kodeksinde de kuru Gizimde kabul edilebilir maksimum
OTA miktar1 10 pg/kg olarak belirlenmistir (TGK, 2002). Arastirmamizda elde
ettigimiz bulgularin bir gogunun Turk Gida Kodeksinde kabul edilen, maksimum
OTA limitini astig1 gortlmektedir. 22 drnekten 13’ Unin ( oransal olarak ~ %60 ) 10
ug/kg limitinin Uzerinde OTA igerdigi; 9 Ornegin ise (oransal olarak ~ %40 ) bu
[imitin altinda degisen oranlarda OTA igerdigi tespit edilmistir.

Markaki ve ark. (2001), olgunlagsmis meyveden yapilan birgok igecegin
(6zellikle kuru Uzom suyu, sarap) onemli miktarlarda OTA icerebilecegini ayrica;
Tarkiye ve Yunanistan'dan temin edilen kuru Uzim gesitlerinde OTA tespit
edildigini bildirmigleridir.

Battilami ve Pietri (2002), Uzim ve Urinleri arasinda en yiksek OTA
miktarimin kuru tzimlerde olguldiguni (40pg/kg’ dan fazla) belirtmistir.

Eltem ve ark. (2003), kuru Uzimde yaptiklar1 bir arastirmada, Ege
bdlgesindeki kosullarin, kuru Gzimde OTA olusumu agisindan uygun oldugunu
saptamuslardir.

Altindisli (2003), kuru Gzim Uretiminde OTA’nin iyi tarim uygulamalariyla
engellenebilecegini belirtmis ve guvenli kuru Gzim dretiminin ilk basamaginin bagda
baslayan onlemler yani “Bagcilikta Iyi Tarim Uygulamalarr” oldugunu bildirmistir.
Budama, toprak isleme, sulama, hormon uygulamasi, bitki koruma énlemleri, hasat,
kurutma ve depolama asamalarinda uygun kosullarin saglanmasi durumunda givenli
kuru Uzim Oretiminin saglanabilecegini  belirtmektedir. Kuru UzUmlerin nem
duzeyinin %12-13, su aktivitesinin 0,4 Aw olmasi gerektigi; depolama yapilacak
yerin - sicakligimin - 5-10°C ve %65 nem kosullarimt icermesi  gerektigini
bildirmektedir.
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Akdemir ve ark. (2005), kuru tzimdeki OTA dizeyini saptamak Uzere
calismalar yapmis, bu calismalar sonucunda OTA degerinin Avrupa Komisyon
direktifinde taumlanmis olan performans kriterlerinin (10 ugkg™) Uzerinde
oldugunu tespit etmislerdir.

Galismamizda kuru Gzim Orneklerimizin hepsinde farkli oranlarda OTA
tespit edilmis ve buyuk orammin maksimum limiti astigi gordlmustir. Calisilan
Urinlerde tespit edilen bu OTA duzeyinin, kuru GzOmin kurutma, depolama,
ambalgjlama, nakliye ve satisa sunulan noktalardaki asamalarda, uygun kosullara
sahip olunmamastyla iliskili oldugu dustnilmektedir.

Cizelge 4.5. Kuru Uzim Orneklerindeki OTA Diizeyleri

ORNEK NO OTA DUZEYI (pg/kg) ORNEK NO OTA DUZEYI (pg/kg)
1 6.2 12 16.1*
2 5.3 13 14.6*
3 18.2* 14 7.5
4 17.9* 15 15.4*
5 16.1* 16 14.6*
6 12.4* 17 5.1
7 9.8 18 5.1
8 12.9* 19 11.3*
9 14.4* 20 8.9
10 7.5 21 9.8
11 15.4* 22 11*

*TGK’ dakabul edilebilir maksimum OTA limitinin Uizerinde olan érnekler
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yas ve kuru Uzimlerde daha 6nce yapilan calismalarda, farkli bdlgelerde
yetisen ve farkli UzOm cesitlerinde farkli dizeylerde OTA saptanabildigi
bildirilmistir. Bu nedenle bodlgemizden temin edilen yas ve kuru UzUmlerden kuf
izolasyonu ve OTA’ min varliginin arastirildigi galismamizda 22 yas ve 22 kuru Gzim
orneginden Aspergillus niger, Penicillium citrinum ve Moniliella acetoabutens izole
edilmistir. Yas Gzim oOrneklerinin %90’ inda, kuru Uzum orneklerinin ise %68’ inde
Aspergillus niger; yine yas Uzumlerin %36’ sinda, kuru Gzimlerin ise %55 inde
Penicillium citrinum; aym zamanda kuru UzUmlerin %18inde Moniliella
acetoabutens izole edilmistir. Sonuglar yas tiziimlerde siyah kiif 6,0x10" — 5,0x10"
kob/g, yesil kiif 4,0x10% - 1,5x10* kob/g; kuru tiziimlerde, siyah kiif 1.0x10" — 8,3
10° koblg, yesil kif 1,0x10™1,9x10* kob/g, gri kif ise 5,0x10" — 1,5x10* kob/g
araliginda bulunmustur.

Pazar, manav, bag ve market olmak Uzere 4 farkli yerden temin edilen ve 6
farkli ¢esit yas Uzum Ornegi Uzerinde yapilan analiz sonucunda 0.2 ile 0.7 ug/kg
araliginda degisen degerlerde OTA tepit edilmistir. Tirk Gida Kodeksinde yas Uztim
veya Uzum suyunda OTA miktariylailgili bir limit bulunmamas: nedeniyle yas Uzim
analiz sonuglarimiz Gzim suyunda Avrupa Birligi Komisyonunca belirlenen OTA
limitine gore degerlendirilmistir. Bu degerlerin Avrupa Birligince kabul edilen, tzim
suyunda izin verilen maksimum OTA diizeyini (2ug I™) asmachg gorilmiistir.

22 farkl1 yerden temin edilen sultani ¢esit kuru Gzim 6rnegi Uzerinde yapilan
analiz sonucunda 5.1 ile 18.2 ug/kg (ppb) araliginda degisen degerlerde OTA tepit
edilmistir. Arastrmamizda elde ettigimiz bulgularin bir ¢ogunun Turk Gida
Kodeksinde belirtilen maksimum OTA limitini (10 pg/kg) astigr gordlmektedir. 22
Ornekten 13 Giniin (oransal olarak ~ %60 ) 10 pg/kg limitinin Uzerinde OTA icerdigi;
9 ornegin ise (oransal olarak ~ %40 ) bu limitin altinda degisen oranlarda OTA
icerdigi tespit edilmistir.

Uziumlerde OTA varhigi ve miktarimin sicaklik, yagmur ve nispi nem gibi
iklim faktorlerine, Uzimun olgunluguna, kabuk kalinlhigina ve kalitesine gore
degisiklik gosterebildigi; kif kontaminasyonunda ve mikotoksin olusumunda,
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hasattan 6nce, hasat sirasinda ve Uretim asamasinda sicaklik ve nemin énemli bir
faktor oldugu, depolama kosullarimin da OTA miktarinda etkili oldugu bilinmektedir.

Ozellikle kuru Giziimiin satis kosullar: ve bekleme siirelerinin OTA miktarimn
artisinda etkili oldugu da dustntlmektedir. Kuru Gzimdeki kuru madde miktarinin
yas UzUme gore daha fazla olmasi, kurutma ve depolama kosullart kuru Gzomdeki
OTA kontaminasyonunun daha yuksek olmasinda etkili  bulunmaktadir.
Calismamizda kuru Uzom orneklerimizin %60"inda maksimum limitin Gzerinde
OTA'’ya rastlanirken, yas Uzim orneklerimizdeki OTA miktart maksimum limiti
asmamustir.

OTA'’y1 olusturan potansiyel okratoksijenik kiflerin ana kaynaginin toprak
oldugu belirtilmistir. Topraktaki funguslarin  GzOm tanelerine  ulasmasini
azaltabilmek icin sulamalarin ben diisme doneminden sonra azaltilmas: bdylece tozu
havaya kaldiracak olan toprak isciliginden kagimlmasi, Gzim tanelerinde fungus
girisini saglayacak catlama ve ylzey zedelenmelerini azaltmak amaciyla bitki
koruma dnlemlerinin gok dikkatli yerine getirilmesi, hasat sirasinda hasarli ve kiflu
salkimlarin hasat edilmemesi, sergide Uztimlerin kalin tabaka olusturmayacak sekilde
ve taneleri zedelemeden serilmesi gibi kilttrel tedbirler Gretim asamasinda bagda
baslayan OTA olusumunu engellemede 6nemli etkenlerdir. Bu tedbirlerin “Iyi Tarim
Uygulamalari -GAP)” olarak ele alinmasi gerekliligi ortaya gikmaktadir.

Uriinlerde bulunan OTA varligimin azaltiimas: ya da giderilmesinde fiziksel,
kimyasal ve biyolojik detoksifikasyon yontemleri uygulanmaktadir. Hasat sirasinda
veya depolama asamasinda hasar géren tanelerin ayirimi, yikama ve yabanci
madelerin uzaklastiriimasi, sekil ve renk farkliliklar: ve diger ssniflandirmalar, boyut
kucultme ve belirgin kif Uremesi gorilen tanelerin ortamdan uzaklastirilmasiyla
uygulanan fiziksel ayrim metodlari mikotoksin kontaminasyonunu azaltmada bir
yere kadar etkin olabilmektedir. Solventlerle ekstraksiyonu igeren kimyasal
yontemlere Avrupa Birligince gida maddelerine uygulanmasinda yasal olarak izin
verilmemektedir. Son zamanlarda mikotoksin detoksifikasyonu icin biyolojik
yontemler 6nerilmekte fakat bu yontemlerin de henliz arastirma asamasinda olmasi
aternatif yontemlere ybnelme ihtiyacin dogurmaktadr.
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