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SIRKEDE OTA VE PATULIN iLE BAZI KALIiTE PARAMETRELERININ
BELIRLENMESI

OZET

Bilinen ilk sirke iiretimi mayalar aracilig1 ile Saccharomyces cerevisiae bakterisiyle
fermentasyon sonucu ortaya ¢ikmistir. Varolan olan sekerin etanole parcalanarak ve
asetik asit bakterisinin etanol oksidasyonuyla fermantastonu ve olusum siireci ile
liretimi tamamlanmaktadir.

Okratoksin A (OTA), Aspergillus ochraceus, Aspergillus section Nigri, Penicillium
verrucosum gibi  kiifler tarafindan {retilen, toksik Ozellikteki sekonder
metabolitlerdir. Okratoksin iireten kiif metabolitleri fazla 6zellik ve miktardaki
substratla gelisebildikleri icin ortaya c¢ikan bulasilarla bir¢ok gida iiriinlinde
bulunmaktadir.

Patulin, en fazla miktarda Penicillium expansum kiifiinden izole edilmektedir.
Bunun yaninda kirmizi meyvelerde ve meyvelerden yapilan meyve suyu, sira, posa
gibi Urtinlerde hammadde kalitesine bagli olarak olusmaktadir.

Okratoksin tespiti i¢in ¢alismanin igeriginde de belirttigimiz gibi incelenen 33 adet
sirke 6rneginin 4 tanesinde (%87,87) ¢ikan sonuclarin <LOD ve <LOQ seklinde
oldugu tespit edilmistir. Analiz yapilan 33 adet sirke numunesinden 4 tanesinde
(%12,12) cikan degerler sirasi ile 6rnek 6 i¢in; 2,15 pg/L, 6rnek 21 i¢in; 0,85 pg/L,
ornek 26 i¢in; 0,14 pg/L, 6rnek 29 i¢in; 0,12 pg/L’dir. Patulin varlig1 i¢in incelenen
33 adet sirke 6rneginin 19 tanesinin (%57,57) LOQ degerinden biiyiik, 1 tanesinin
(%3,03) LOD degerinden biiytiik, kalan 13 6rnegin (%39,39) sonuclarinin ise <LOD
ve <LOQ seklinde oldugu tespit edilmistir.

OTA ve Patulin toksinlerinin tiremesi i¢in gerekli ortamin sicak, nemli ve kotii depo
sartlarinin uygun olmasini ¢ikan pozitif degerlerde sayisal verilerle desteklemektedir.
Bunun yaninda ev yapimi sirkelerde fermentasyon islemi uygulanamadigi igin
hammadde olan meyvede olusan toksinin sonrasinda islem gormiis son iirlinede
gecmekte olup yok edilememektedir.

Anahtar Kelimeler: Sirke, Toksin, Patulin, Okratoksin
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OCRATOXIN AND PATULINE ANALYSIS IN HOMEMADE VINEGARS

ABSTRACT

The first known vinegar production was the result of fermentation with
Saccharomyces cerevisiae bacteria through yeasts. The production of the existing
sugar is completed by breaking down into ethanol and acetic acid bacteria fermenting
with ethanol oxidation and formation process.

Ochratoxin A (OTA) is a toxic secondary metabolites produced by molds such as
Aspergillus ochraceus, Aspergillus section Nigri, Penicillium verrucosum.
Ochratoxin-producing mold metabolites are found in many food products due to
contamination as they can develop with more features and amounts of substrates.
Patulin is isolated from the maximum amount of Penicillium expansum mold. In
addition, red fruit and fruit juice made from fruit, must, products such as pulp is
formed depending on the quality of raw materials.

As stated in the content of the study for the determination of ochratoxin, the results
obtained in 4 (87.87%) of the 33 vinegar samples examined were <LOD and <LOQ.
The values obtained in 4 (12,12%) of the 33 vinegar samples analyzed were as
follows; 2.15 ng / L for example 21; 0.85 pg / L for example 26; 0.14 pg / L for
example 29; 0,12 pg / L. Of the 33 vinegar samples examined for the presence of
patulin, 19 (57.57%) were greater than the LOQ value, 1 (3.03%) was greater than
the LOD value, and the remaining 13 (39.39%) had <LOD and <LOQ results. was
determined.

It supports the warm, humid and bad storage conditions of the environment required
for the growth of OTA and Patulin toxins by using positive numerical data. In
addition, since the fermentation process cannot be applied in homemade vinegars, the
toxin, which is the raw material, is passed through the processed final product and
cannot be destroyed.

Keywords: Vinegar, Toxin, Patulin, Ochratoxin
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1. GIRIS

1.1 Mikotoksinler

Mikotoksinin isim kokeni incelendiginde Yunanca’da kiif manasina gelen
‘MYKES’ ve Latince’de toksik manasma gelen ‘TOXICUM’ sozciiklerinden
tiretildigi gorilmektedir (Tayfur 1993,1996). Mikotoksin kiifleri, Fusarium,
Aspergillus, Penicillium gibi kiif ¢esitlerinin ikincil metabolizmasi neticesinde
meydana gelen toksinlerdir. Giiniimiiz de 400 ¢esit mikotoksin kiifii tespit
edilerek kayit altina alinmistir. Mikotoksin tespitlerinin bu kadar fazla olusuna
tizerinde yapilan calismalarin fazlaligi ve yeni kemoterapik, antibiyotik
ajanlarin tespit edilmeye calisildigr farkli laboratuvarlarda metabolitlerin

mikotoksin olarak tespit edilmesinin etkisi olmustur.

Kif tirlerinin  hepsi mikotoksin meydana getirmezler. Toksijenik olarak
tanimlanan kiifler mikotoksin iiretebilmektedir. Kiiflerin tatlarina bakilarak,
koklayarak veya goriiniislerini baz alarak mikotoksin meydana getirdiklerini
tespit etmek imkansizdir. Goriiniirde kiif olmamasina ragmen bazi gidalar da
mikotoksin olustugu goézlemlenmistir (Jones et al.,1993). Bahsedilen
metabolitler kiiflerin ¢ogalma doneminin sonlarin da (tropofaz) veya durma

doneminin baslarin da (idiofaz) meydana gelmektedir.

Kimyasal yapilar ile ilgili inceleme yapilan mikotoksinlerin agirlikli olarak
halkal1 yapilarda oldugu ve ufak bir kisminin da diiz zincir yap1 bilesenlerden
meydana geldigi goriilmiistiir. Yiiksek sicakliklara direngli olan mikotoksinler
sicaklik derecelerine, cesitlerine ve uygulanma siirelerine gore degisik

stabiliteler ortaya koymustur.



Tarim {riinlerinin hasat donemleri de dahil olmak {izere isleme ve depolama
siireclerindeki ortam sartlari, s6z konusu iriinlerin bilesenleri ve su

aktivitelerine (ay) gore degisik kiifler olusturduklar1 goriilmiistiir.

1.2 Mikotoksinlerin insan Saghg Uzerine Etkileri

Insanlarin denek olarak kullanilamamasi, iizerlerin de deney yapilamamasi
sebebi ile mikotoksinlerin insan sagligi ile ilgili ortaya ¢ikardigi sorunlar,
sonuglar1 ve gerekgelerini izah etmek zordur. Mikotoksinlerin akut ve kronik
etkilerine hassasiyeti olan bazi hayvan tiirleri mevcuttur. Dogrudan olmayan bu
bilgilere gore insanlari da duyarli olabilecegi diisiiniilmektedir. Hastalig1
belirlenen, izolasyon inceleme sonuglari, epidemiyolojik tespitler dogrultusun
da mikotoksinlerin insanlar iizerinde hastalik gibi sonuc¢lar dogurdugu tahmin

edilmektedir (Wilson et al.,1984).

Bu kiiflerin insan ve hayvan saghig ile ilgili toksik etkileri mikotoksikozis
hastaligr olarak adlandirilir. Mikotoksikozis hastaligi sekonder ve primer

mikotoksikozis olarak iki evrede tanimlanir (Peraica et al., 1999).

Insanlar ve hayvanlar toksik etkilere maruz kaldig: takdirde, ortaya c¢ikabilecek
sonug¢lar mikotoksin oranina gore farklilik gostermektedir. Fazla oranda akut
toksisiteye veya Oliime sebep olurken, az oranda bagisiklik sisteminde
bozukluklara sebebiyet vermektedir. Cok az oranda uzun zaman maruz
kalindiginda tiimor olusumu, kronik hastaliklar ve kansere sebep olduklari

goriilmektedir. (Meerdink, 2002; Siegel ve Babauscio, 2011).



2. SIRKE

2.1 Sirkenin Tarihi

Tarihsel siirecte farkli alanlar da kullanim imkani bulan sirke ve c¢esitleri
gliniimiizde de ayn1 sekilde sadece yemek ve salatalar da tiiketilmekle kalmayip;
tursu yapimi, hardal, sal¢a, salamura ve mayonez gibi yogun tiiketilen farkli
gida maddelerinin tiiketime hazir hale gelmesinde ve konserve sekline
getirilmesinde farkli oranlar da antiseptik olarak islenmektedir. (Tiirker, 1963;
Plessi, 2003; Tan, 2005). Bilinen ilk sirke iiretimi mayalar aracilig1 ile
Saccharomyces cerevisiae bakterisi tarafindan fermente edilerek ortaya
c¢ikmigtir. Mevcut olan sekerin etanole parcalanmasi ve asetik asit bakterisinin
etanol oksidasyonu neticesinde fermantastonu ve olusum siireci ile {iretimi
tamamlanir. Bilindigi gibi oksidasyon islemi olan asetik asit fermantasyonu
oksijen varligin da gergeklesmektedir. Mevcut fermantasyon siirecin de faaliyet
gosteren asetik asit bakterileri sirkeyi suya ve etanole doniistiiriir (Trcek ve ark.,
1997; Trcek ve Raspor, 1999; Trcek ve Teuber, 2002; De Ory ve ark., 2002;
Mejias ve ark., 2002; Bamforth, 2005; Garcia-Garcia ve ark., 2006).

2.2 Sirkenin Tanim

Sirkeler, farkli ham maddelerin degisik yontem ve teknikler ile fermente
edilmesi sonucu ortaya ¢ikarilan iiriinlerdir. Sirkelerden bahsedildiginde asetik
asitlerin fermentesi sonucu mevcut olan alkollerin asetik asite parcalandigi bir
fermantasyon {irlin grubu oldugu ortaya c¢ikmaktadir (Aktan ve Kalkan,1998;
Plessi, 2003). Farkli iilkelerde ve giincel olan mevzuatlarina gore sirke iiriinleri

ile ilgili farkli tanim ve yorumlar ortaya atilmistir. ‘TSE 1880 EN 13188 sirke



standardi’ nda ise mevcut olan sirke tanimi; "Tarim kokenli sivilar veya diger
maddelerden, iki asamali alkol ve asetik asit fermantasyonuyla, biyolojik yolla

iiretilen kendine 6zgii iiriin" olarak kayda ge¢cmistir.

Bahsedilen standartta ki sirke tiirleri, olusum siirecin de tercih edilen ham
maddelerine gore; tahil, alkol, elma sarabi, sarap, meyve, malt, aromali, meyve
sarabr sirkeleri ve diger sirke c¢esitleri olarak belirtilmistir. Bu orneklerden
sarap(lizim) sirkesi "biyolojik yol tercih edilerek fermantasyon sonucunda
asetik asit olusumu ile yalnizca saraptan (taze liziim ile iretilen sarap) imal
edilen sirke"olarak ifade edilmistir (Anonim, 2003). Gida ve Tarim Orgiitii FAO
(Food and Agriculture Organization) ve Diinya Saglik Orgiiti WHO (World
Healty Organization) standartlarina goére soyle ifade edilmistir; ‘sirke, iki
fermantasyon prosesi yani etil alkol ve asetik asit fermantasyonu ile, nisasta
ve/veya seker igeren tarimsal kokenli hammaddelerden iiretilen, insan tiikketimi

i¢in uygun olan bir s1vidir (Anonim, 2000).

2.3 Sirkenin icerigi ve Bilesenleri

Sirkelerin oransal olarak diisiiniirsek %80 gibi bir oranin1 su meydana
getirmektedir. Geriye kalan %20 oranini ise alkoller, amino asitler, polifenoller,
organik asitler vb.’den meydana gelmektedir (Casale ve ark., 2006). Sirkeler ile
ilgili farkli bir c¢aligma da ise sirkelerin kimyasal yapisinda mevcut olan
aromatik maddelerin 6nem arz eden bir kalite kriterinin mevcut oldugu ve tercih
edilen ham maddeler ve bekletme siirelerine gore farklilik gosterdikleri tespit

edilmistir (Tesyafe ve ark., 2002).

Yapay sirkeler ile dogal sirkeleri birbirinden ayirt edebilmek i¢in uygulanan test

yontemlerinden baslica alkol tayini, kuru madde tayini, kiil tayini, sekersiz kuru

madde tayini, toplam asitlik ve asetil metil karbinol testi tercih edilmektedir

(Aktan ve Kalkan, 1998). Ulkemiz de ki sirke iiretim siire¢lerin de meydana

getirilen sirkeler de mevcut asit icerigi TS 1880 EN 13188 sirke standardina
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gore ‘(suda serbest asetik asit tiiriinden) litrede 40g'dan az olmamalidir’
(Anonim, 2004). Ayni sekilde TS 1880 EN 13188 sirke standardin da
bahsedilen kalint1 alkol orani ise sarap sirkelerin de hacim itibar1 ile %1,5 tan,
diger sirke cesitlerinde ise hacim itibart ile %0,5’den yiiksek olmamalidir

(Anonim, 2003).

Sirkelerin kimyasal yapilari, tercih edilen ham madde ve kullanilan iiretim
teknikleri mevcut sirkelerin kalitesini de etki altinda birakmaktadir. Ham madde
yapilar1 toprak sartlari, yetistirme yontemleri, iklim ve ¢esitlilik gibi gerekgelere
tabi olup sirke yapisina dogrudan etki etmektedir. Sirke iiretim siireglerine etki
eden faktorler ise baslica tercih edilen mikroorganizmalar, oksijen bulunurlugu,
alkol ve sicakliktir. Sirkenin yapisinda mevcut olan mikroorganizmalar alkol
oran1 %13’l asan ortamda faaliyette bulunmamakta ve ayrica alkol mevcut
olmayan ortamda da asetik asiti fermante ederek bir iist oksidasyona sebep

olmaktadir (Tiirker, 1974; Achaerandio ve ark., 2002; Morales ve ark., 2004).

2.4 Sirke Olusum Yontemleri

Sirkelerin liretim yontemleri baslica 3 grupta toplanmistir. Bunlar; derin kiltiir
(submers) yontemi, hizli yontem ve yavas yontemdir. Sirke iiretimin de
kullanilan bu yontemlerden daha ekonomik ve hizli olan derin kiiltiir (submers)
yontemidir. Bunun yan1 sira kalite agisindan bakildigin da tercih edilen yontem,
yavas Uretim yontemidir. Gerekce olarak ise {iretim silirecinin zamana yayilarak
uzun olmasi iz elementlerinin meydana gelmesine sebebiyet vermekte olusu
gosterilmistir. Bu sartlar altinda derin kiiltiir yontemi ile hizli yontem,
ekonomik ac¢idan degerlendirildigin de ve {iretim siireci zaman olarak g6z oniine
alindiginda, yavas yonteme kiyasla daha karli olmasi sebebi ile ticari sirke
iretimlerin de tercih edilen yontemler olmustur (Morales ve ark., 2001; Tan,
2005). Sirke olusum mekanizmasi Sekil 2.4.1 de verilmistir (Aktan ve Kalkan,
1998; Plessi, 2003).



e Basamak (Alkol fermantasyonu) Anaerobik

CeH12056 — 2C,HsOH + 2CO, + 282K cal
(180 9) (92 9) (88 9)
Fermente olabilir seker etil alkol karbondioksit

e Basamak (Asetik asit fermantasyonu) Aerobik

CoHsOH + O, — CH3COOH + H,O + 115,2 K cal
(46 9) (60g)  (18g)
Etil alkol asetik asit su

Sekil 2.1: Fermente edilenilen sekerlerin iki basamakli oksidasyonu. 1. Basamak
sekerin etil alkole fermantasyonu (anaerobik kosullar) 2. Basamak etil alkoliin asetik
aside fermantasyonu (aerobik kosullar)

2.5 Sirke Cesitleri

Sekerli meyveler veya iiziim ¢esitleri aracilig1 ile iiretilen ya da farkli ham
maddelerden Oncesin de alkol ile sonrasinda da asetik asit fermantasyonu
aracilifr ile tretilen sirke tiirlerine "fermantasyon sirkesi" denilmektedir.
Bahsedilen kosullar ile elde edilen farkli sirke cgesitleri genellikle tiretim
asamasin da kullanilan ham madde ile adlandirilmaktadir. Ornegin; malt sirkesi,
elma sirkesi, pirin¢ sirkesi, iiziim sirkesi vb. (Giilcii, 2012). Bilenen 6nemli
orneklerden biri olan ‘Balsamik Sirke’ Italya’nin Modena bdlgesinde iiretimi
yapilarak biitiin diinyaya yayilan, ¢ok bilinen bir sirke c¢esididir. Uziim
sarabindan iiretimi saglanan balsamik sirke, iliretim asamasindan sonra mese
figilarinda dinlendirilerek, yillandirma islemine maruz kalir ve bu siire¢ elde
edilen sirkeye ekstra bir lezzet katmaktadir. Olgunlastirilarak degerini
yukselttikleri bu sirke ¢esidi olgunlasma evresinde mikrobiyal etki aracilig ile
kimyasal donlisiim sayesin de organik asitlerin, alkol ve aldehitlerin

karisimindan kaynakli belirgin bir aroma katilir. Bu siire¢ sonun da koyu



kahverenginde olan, %6-18 asetik asit bulunduran, tatli ve hos bir aromaya

sahip sirke iiretilmis olur (Elgiin, 2011; Giilci, 2012).

2.6 Sirke ile Yapilan Calismalar

Unal (2007), yaptig1 incelemeler de Nevsehir-Urgiip yoresinde yetistirilmekte
olan Dimrit iiziimi ile iiretimi saglanan sarabi farkli teknikler araciligi ile
sirkeye isleyerek iiretimini sagladigi bu sirkelerin ozelliklerini duyusal ve
kimyasal analiz yontemleri ile incelemistir. Derin kiiltiir (submers) yontemi ve
yavas yoOntem araciligi ile lretilen bu sirkeleri duyusal ozellikleri, genel
bilesimleri ve aroma madde igerikleri ‘(2-metil-1-biitanol, metil asetat, 2-metil-
1-propanol, 3-metil-1-biitanol, asetaldehit, 2 feniletanol)’ konusunda
istatistiksel olarak incelemis ve karsilastirmistir. Yapilan degerlendirme {izerine
elde edilen ve incelenen sirkelerin duyusal 6zellikleri, aroma maddeleri icerigi
ve genel bilesimleri yoniinden birbirlerinden farkli olduklar1 goriilmiistiir.
Yapilan liretim yOntemlerinden yavas yontem araciligr ile iiretilen sirkelerin
aroma maddeleri igerikleri ve asitliklerinin diger yonteme gore daha yiiksek

oldugu goriilmiis ve duyusal 6zelliklerinin daha verimli oldugu ortaya ¢ikmistir.

Yurdagiil ve ark. (2010), yapacagi ¢calismalar ve incelemeler i¢in Bat1 Karadeniz
yoresinde (Diizce, Bolu, Zonguldak vb.) yetisen ve buradan toplanan bir c¢esit
orman kiiltiirli meyvesi olan bogiirtlenlerden faydalanarak sirke elde etmis ve bu
sirkenin karakteristik ve yapisal 6zelliklerini incelemeler sonucu belirlemistir.
Uriin {izerinde yapilan calismalar sonucu séz konusu sitkenin pH tayinini,
elektriksel iletkenligini, seker tayinini, mikrobiyal kalitesini, inhibitdr bilesik
taramasini ve Fourier Transform Infrared Spektroskopisisini (FTIR) belirlelemis
ve bazi farkli 6zelliklerini tanimlamistir. Yapilan analizler neticesinde mevcut

sirke de asetik asit bakterileri tespit edilmistir.

Diger bir ¢alisma da Oztiirk ve ark. (2015), Tiirkiye’nin degisik ydrelerinden
toplanan yirmi adet geleneksel ve farkli ev yapimi sirkenin inlemelerini yapmis
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olup bu sirkelerin antimikrobiyal, fizikokimyasal, mineral ve ugucu profillerini,
ve mikrobiyal floralarini mercek altina almistir. S6z konusu sirkelerin
karakteristik durumlar1 ve oOzellikleri 5 farkli endiistriyel {iretim olan sirke ile
karsilagtirilarak incelenmistir. Endiistriyel iiretim olan bu sirkeler de yiiksek
oranda antimikrobiyal faaliyet gosterirken, yalnizca 3 adet geleneksel ev yapimi
sirkede yiiksek oranda antimikrobiyal faaliyet gostermistir. Elde edilen bu
verilere gore geleneksel ev yapimi sirkelerde genellikle yiiksek oranda
mikrobiyal yik tespit edilememistir. Bunanla beraber endiistriyel iretim
sirkelerde diisiik oranda mikroorganizma tespit edilmistir. Biitiin calisma
tizerinde ortak sonug¢ biitiin sirke g¢esitlerinin fizikokimyasal yapilarinin ve
ozelliklerinin son derece degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Geleneksel ev

yapimi sirkelerin toplamin da 61 adet ugucu bilesik tespit edilmistir.

2.7 Sirkede Kalite Parametreleri

Sirke tiretimin de kalite ile baglantili temel faktor hammaddedir. Gerekge olarak
mevcut hammaddenin sahip oldugu bilesimin {iretimi yapilacak olan sirkenin
bilesimi tlizerinde dogrudan belirleyici olmasi gosterilebilir. S6z konusu
hammaddenin bilesim 0Ozellikleri mevcut olan cesitliligi, i¢inde bulundugu
toprak ve iklim kosullari ile yetistirme yontemleri gibi degiskenlere bagli olarak
farklilik gosterebilmektedir (Prescott ve ark., 1959; Morales ve ark., 2004).
Sirke iiretimin de tercih edilerek kullanilacak hammaddenin belirlenmesi iiretim
isleminin yapilacagr bdlgenin yetistirilen lirlin sayisi, iiriin ¢esitliligi ve bu

tirlinlerin fiyatlarina gore belirlenir (Aktan ve Kalkan, 1998).

2.8 Sirkenin Saghk Uzerine Etkisi

Tarihin eski donemlerinden giiniimiiz donemine kadar sirke kullaniminin sadece
gida amacli olmadigi, ayni zaman da tirnak mantari, sa¢ biti, sigil, temizlik

amacli ve kulak enfeksiyonlar1 vb. tedavi silireglerinde de kullanildigi



bilinmektedir (Rutala ve ark., 2000; Dohar 2003). Gidalarin bilesimin de
mevcut olan gida kokenli patojenlerin yok edilmesi gerek¢e gosterilerek son
donemler de kimyasal merkezli koruyucu olarak eklenen katki maddeleri yerine
dogal yollar1 kullanmaktadirlar (Rauha ve ark. 2000). Genel olarakta taze,
tiiketime hazir sebze ve meyveler de mevcut olan patojen organizmalarini inhibe
edilmesi icin sirkelerden faydalanildigi farkli ¢alismalar mevcuttur (Rhee ve
ark., 2003; Sengun ve Karapinar, 2004; Chang ve Fang, 2007). Ayrica direk
olarak sirke tiiketimi insan biinyesinde tokluk hissi yaratmakta ve bireylerin

gida ihtiyacglarini azaltarak bir 6glinlin mevcut glisemik siddetini diisiirmektedir

(Lim ve ark. 2009).






3. OKRATOKSIN

3.1 Okratoksin Yapisi ve Ozellikleri

Okratoksin molekiil yapisinin agirligi 403,82 g/mol’diir. Okratoksin A’ nin
yaninda Okratoksin B (OTB), Okratoksin C (OTC) ve bunlarin metil esterler
yapilarida mikotoksinlerdir (Khoury ve Atoui, 2010).

HOOC 0 OH o
NH

Okratoksin A

Cl
Sekil 3.1: Okratoksin A’nin molekiiler yapisi (Varga ve ark., 2006).

OTA farkli Penicillium ve Aspergillus cinsleri araciligr ile ftretimi
gerceklestirilen bir toksin g¢esididir. Bunun yanmi sira A. Ochraceus, A. niger
aggregate, P. Verrucosum ve A. Alliaceus gibi farkli bir miktar
mikroorganizmanin kayit altina alinan raporlar da okratoksijenik olduklar tespit

edilmistir (Lund et al.2003).

A. oachraceus’un 28°C en iyi iireme sicakligidir. En {ist seviyede toksin

miktarin1 30°C sicaklikta ve %95 nisbi nem ortaminda iiretirler (Tunail,2000).

Su fazina gegebilen Okratoksin A goriiniim itibari ile renk icermeyen berrak bir
bilesimdir. Ultra viole (100-400 nm), yani mor 6tesi 1sinlar altinda mavi renkte
1s1ma yaparlar. Kimyasal bilesimin de CI, OH, ve fenilalanin bulunduran
dihidroizokumarin mevcuttur. Okratoksin A’nin yani1 sira Okratoksin B ve
Okratoksin C de Cl olmadig1 i¢in gidalar da diisiik konsantrasyon da bulunurlar.
Bu sebeple saglik agisindan sorun teskil etmemektedirler (Tunail,2000).
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3.2 Okratoksin Olusumuna Etki Eden Faktorler

Gidalarda ve yemlerde OTA olusumuna tesir eden bir¢cok etken mevcuttur.
Bunlarin en bilinenleri; mevcut ortamda rekabet¢i mikrofloranin bulunulurlugu,
substratin tiirii, ortamin pH’1 fungusun tiirii, sicaklik ve su aktivitesi (ay) olarak
sayilabilir (Giimis, 2002; Bucheli ve ark., 2002; Bayman ve ark., 2002; Larsen
ve ark., 2001). Su aktivitesi (aw); mikroorganizmalarin faaliyet gdstermesine
ortam hazirlayan ve gidanin bilesiminde baglilik gostermeyen suyu ifade eder.
Gidanin bilesimin de mevcut olan suyun faaliyet gostermeye c¢alisan

mikroorganizmalarin kullanimina kapali olmas1 gerekmektedir.

Subrasttaki su buhar1 basinci ile saf suyun buhar basincina oranlanmasi sonucu
elde edilen parametre bize a,, degerini verir. Okratoksinin su aktivitesin de ideal
sicaklik araligi 4-31°C’de degismektedir. Bu sebeple soguk iklime sahip olan
Iskandinavya ve Kanada gibi iilkelerde OTA olusumuna Penicillium;
Avusturalya ve Yugoslavya gibi sicak iklim siireci gegiren iilkelerde OTA
olusumuna Aspergillus ochraceus tiirlerinin sebep oldugu tahmin edilmektedir
(Soydz ve Ozgelik 2002). OTA’ nin olusup faaliyet gdsterebilmesi icin bir diger
onemli etken pH degeridir. PH degeri 3,9-9,1 olan mantarlarin gelisebildikleri
ve okratoksin iirettikleri gozlemlenmistir. Ayni zaman da oksijensiz ortamda ki

kiifler acorobik mikroorganizmalar olmalar1 sebebi ile gelisim gosteremezler.

3.3 Okratoksin Bulunabilen Gidalar

Cizelge 3.1: Okratoksin A mikotoksinlerinin kiif tiirleri ve iligkili gidalar
(Kabak, B., & Var, 1. 2006).

Mikotoksin Uretici Kiif Tiirleri Bulunabilecegi Gidalar
Okratoksin A Aspergillus ochraceus,  Tahil taneleri (bugday,
Aspergillus versicolor, musir, arpa), yer fistigi,

Pénicillium viridicatum kahve cekirdegi, findik

Pénicillium cyclopium

OTA’nin gidalar da bulunurluguna 6rnek vermek gerekirse oncelikle arpa ve
cesitli tahillar (Juan ve ark, 2008), ( Juan et al.,2007) , kuru incir (Senyuva et
al., 2005) , pekmez (Aric1 et al.,2004) , kirmiz1 biber ( Almela et al., 2007,
Topal , 2004) , yerfistig1 ( Magnoli et al., 2007) , bira, sarap (Battilani et
al.,2006; Mateo et al.,2007,) , kahve (Suarez-Quiroz et al.,2004) , kuru incir

12



(Senyuva et al., 2005) , liziim, liziim suyu (Battilani et al., 2006, Vargaa ve
Kozakiewicz, 2006,) baklagiller , kakao gibi tiiketim alani genis olan islem
gormiis gidalarin haricinde lilkemizin 6nemli ihracat {rlinlerinden olan kuru

tiziimde (Aksoy et al.,2007, Meyvaci et al.,2005) gosterilebilir.

Cizelge 3.2: Cesitli gidalarda OTA kontaminasyonundan sorumlu mantar tiirleri
(Varga ve ark., 2006).

Gida Sorumlu Tiirler Kaynak

Tahillar P. verrucosum Lund ve Frisvad (2003)
Et, peynir P. nordicum Larsen ve ark. (2001)
Uziim, sarap A. niger, A. carbonarius Battilani (2002)

Kahve, baharat A. ochraceus, A. niger, Bucheli (2002)

A. carbonarius

Incir A. alliaceus Bayman ve ark. (2002)

3.4 Okratoksinin insan ve Hayvan Saghg Uzerine Etkisi

Okratoksin bulasmasi gidalarda bazi faktorlere bagli olmakla birlikte bunlar
depo sartlari, nem ve sicaklik gibi direkt etkileyen sartlardir. (Anli ve Alkis,
2010).

OTA toksini genellikle su orani yiiksek gida iirtinlerinin kurutma isleminin
dogru yapilamamasi1 sonucu ortaya ¢ikan ve kiif gelisimi agisindan el verisli bir
ortam haline gelen depolama asamasinda olusur. Okratoksin A teratojenik,
nefrotoksik olmasinin yani sira kanserojeniktir. Cocuklar tizerinde zihinsel ve
fiziksel anormal durumlara sebep olmakta ayni zaman da insan viicudun da
bagisiklik sistemi ve sinir sistemi ilizerinde hasara yol agmaktadir. Bu veriler
Gida Katkilar1 Uzmanlar Komisyonu (JECFA), Diinya Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan da raporlanmistir.

Mikotoksinlerden OTA hayvanlarda ve insanlarda saglik i¢in onemli bir tehdit
unsurudur. (Quintela ve dig., 2013).

Okratoksinin saglik {izerine olumsuz etkilerinin arastirilmasi i¢in denek olarak
cesitli hayvanlar kullanilmistir. Calisma icin kullanilan bu hayvanlar oral yolla

okratoksin alinmasina degisik oranlarda hassasiyet gostermistir. Viicuda yliksek
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oranda okratoksin alinmasiyla g¢esitli organlar etkilenmis dokularda degisim
olmus fakat yalnizca bobreklerde tahribata sebep oldugu goriilmiistiir. (Soydz ve

Ozgelik, 2002).

3.5 Okratoksin ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

Okratoksin ilk olarak saraplarda saptanmasindan sonra farli ¢esit gidalardada
bulunmustur. Bir¢cok gidaya ait iilkemizde limit degerler belirlenmis ve bu
degerler Tiirk Gida Kodeksi’'nde (TGK) belirtilmistir Tiirk Gida Kodeksi Gida
Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum Limitleri Hakkinda Teblig (29 Aralik
2011 Sayi: 28157) ’de yer alan EK-1 Bolim 2 Mikotoksinler kisminda yer
almaktadir. (Cizelge 3.5.1)

Cizelge 3.3: Cesitli gidalarin yer aldig1 Avrupa Birligi Komisyon Direktifleri
OTA limitleri (EC, 2006)

Gida Maksimum degerler (ug/kg)
Islenmemis tahillar 5,0
Islenmemis tahildan elde edilen tiim iiriinler (dogrudan 3,0

insan tiiketimine sunulan tahillar ve igslenmis tahil
tiriinleri dahil)

Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru tiziim ve 10,0
¢ekirdeksiz liziim)

Kavrulmus kahve cekirdegi ve 6giitiilmiis kahve 5,0
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya 10,0
¢Oziinebilir kahve

Sarap ve meyve saraplari (kopiiklii sarap/sampanya dahil, 2,0
likor saraplar1 ve hacmen alkol miktar1 en az %15 olan

saraplar haric)

Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize 2,0
sarap kokteyli

Uziim suyu, konsantreden iiretilen iiziim suyu, {iziim 2,0

nektari, liziim siras1 ve konsantreden liretilen liziim girasi
(dogrudan insan tiiketimine sunulan)
Bebek ve kiiglik cocuk ek gidalari 0,5

Bebekler icin &zel tibbi amach diyet gidalar 0,5
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Cizelge 3.3: (Devami) Cesitli gidalarin yer aldigi Avrupa Birligi Komisyon
Direktifleri OTA limitleri (EC, 2006)

Baharatin asagidaki tiirleri igin; 30,0

Kirmizibiber (Capsicum spp.) (bunlarin kurutulmus (30.6.2012 tarihine kadar)
meyveleri, tim ve 6giitiilmiis halleri dahil)

Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri, akbiber ve

karabiber dahil) 15,0
Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans) (1.7.2012 tarihinden sonra)
Zencefil (Zingiber officinale)

Zerdegal (Curcuma longa)

Bunlarin bir veya birkagini i¢eren karigim baharat

Meyan kokii (Glycyrrhiza glabra, G. inflate ve diger 20,0
tiirler)

Meyan kokii (bitkisel infiisyon bileseni olarak

kullanilanlar)

Meyan kokii ekstrakti (6zellikle alkolsiiz icecek ve 80,0

sekerleme iiretiminde kullanilan)
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4. PATULIN

4.1 Patulinin Yapis1 ve Ozellikleri

Patulin halkal1 yapiya sahip doymamis beta lakton yapida olup kimyasal kapali
formiilii C7HgO4 ve toplam molekiil agirligi 154,12 g/mol olan molekiil yapidir
(Artik, 2007). Patulin toksininin kimyasal yapisini 1949 yilinda Singh ve
Woodward belirlemis olup yine ayni yil igerisinde formiil yapisint Weisenborn
ve Daiben dogrulamistir (Desphande, 2002). Patulinin molekiil yapis1 Sekil

4.1.1°de verilmistir.

OH

O —
=0

O

Sekil 4.1: Patulin’ in Kimyasal Yapist (Desphande, 2002)

Gidalarda patulinin gelismesi i¢in optimum sicaklik degerleri 0-25 °C’de, en
diistik su aktivitesi ise 0,95 elma sularinda ise pH 3.2-3.8 araliginda olmaktadir
(Lawley ve ark. 2008, Morales ve ark. 2010). Patulin 276 nm’’de DAD
dedektorde, UV absorbans ozelliktedir (Baert ve ark. 2007). Etanol, aseton,
kloroform ve suda oran olarak ¢ok iyi ¢oziinmekte fakat petrol eterinde hicbir

oranda ¢6ziinmemektedir (Karaca, 2005).

Penicillium expansum’dan izole edilen tiim mikroorganizmalar ¢ok iyi bir
patulin iireticisidir (Morales ve ark. 2010). Patulin toksini, olusumundaki en
etkili kiiflerden olan P. expansum’un meyveyi c¢iiriitmesi ve de topraga diisen
elmalarda ortaya ¢ikmustir. (Paterson ve ark. 2000). Patulin 1s1l islemlerden olan
fermentasyona karst direngli olmamakla birlikte mayalar sayesinden neredeyse
tamami pargalanmaktadir (Arici, 2005). Elmada patulin olusumunda, elmanin
cesitli, farkli olmasi dahi P. expansum’un toksin olusturmadaki oranini
etkilemektedir (Moake ve ark. 2005).
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Meyve sularinda baslica 6nem arz eden mikotoksin patulindir. Meyve ve
sularinda patulinin tiremesine sebep olan kiifler; B. Nivea, Byssochlamys fulva
ve Penicillium expansum’dur (Delage et al., 2003). Bunlardan en ¢ok kiif
iiretimine sebep olan P. expansum’dur (Jackson and Al-Taher, 2008). Patulin
toksini daha ¢ok kirmizi meyvelerden olan elma, kiraz, nektari, seftali, domates
gibi meyvelerde kiif olusumuyla birlikte ortaya ¢ikar ve bulagsma sonucu
kiiflenmis elmalardan elma suyu, sira ve marmelat yapilmasiylada son iiriinde
gorilebilir (Jackson and Al-Taher, 2008). Meyveler de eger patulin bulagsmasi
olmus ise iretimden ¢ikmis son {iriindede patulin toksini olur. Patulinin
meyvelerde olusunun etkileyen bazi yapiya 6zel durumlar vardir, bunlar pH ve
su aktivitesidir. Degisik ve c¢esitli elmalarda bulunan asidiklik ve pH, patulin

olusumuna etki etmektedir (Morales et al., 2006).

Patulin toksini pastorizasyon islemleri yapilarak giderilememekle birlikte
tirtindeki toksik etkiyide azaltmaz. Bu sebeple meyve sulari gibi iriinlere
patorizasyon islem uygulamak yararli degildir. Elma suyundan sarap yapimi
esnasinda patulin ascladiol’e pargalanmaktadir. Elma suyunun, sirasinin
kalitesini belli eden bir parametrede bu tiriinlerde ascladiol’ un olmasidir (Moss,
2008). Patulin’in 1/5 ‘inin elma suyunun igerisinde mevcut olan kati1 formdaki
bilesen maddelerle bag kurdugu belirlenmigtir. ElIma suyu gibi iiriinlerde kati
form yapisinda protein bakimindan fazla oldugundan patulin bu bolgelerle bag
kurmaktadir. Bu sebeple patuninin i¢indeki 1/5’1lik kismin HPLC-DAD analizi
ile belirlenemedigi ve berrak olmayan elma sularinda patulin miktarinin net

olarak belirlenemeyecegi bildirilmektedir (Baert et al., 2007).

Berrak olan meyve sularinda yapilan analizlerin yani sira berrak olmayan, kati
parcacikli elma sularinda yapilan analizlerde protein igeren kat1 pargalarin daha
cok olmasi ve reaksiyona girmesi sonucunda siire gectik¢e patulin miktarinin
azaldigi belirlenmistir (Silva ve ark. 2007). Bazi ¢alismalarda iiretim sonucu son
tirlindeki patulinin depo asamasinda toksik etkisi incelenmistir. Calismalardan
bazilar1 elma suyu goz Oniline alindiginda sogukta saklanmasinin patulin
miktarinda diisiise sebep oldugunu, bazilar1 ise patulin miktarinda degisme
olmadigin1 kaydetmistir (Baert ve ark. 2007, Tha ve Sabino 2008, Moake ve ark.
2005, Murillo-Arbizu ve ark. 2010).
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4.2 Patulinin Insan ve Hayvan Saghg Uzerine Etkisi

Patulinin kanserojenik etkisinin olup olmadigi beta lakton yapida olmasindan
dolay1 arastirmalar yapilmistir. Cesitli hayvan deneylerinde mutajenik, tetrojen
ve karsiyojenik etkilerinin oldugu ve bunun yaninda genis bir alanda etkisinin

olmasi belirlenmistir (Janotova ve ark. 2011).

Toksin bulasmis {irlinlerin yenmesi sonucu patulinle muamele goren insanlarda
nefrotoksik, genotoksik mutajenik, teratojenik ve hepatoksik, sonucglari olan
toksin hastaligina maruz kalabilmektedirler. Kisilerde toksine maruz kalma
sonucunda bdbrek hastaliklari, mide rahatsizliklar1 gozlenebilmektedir. Asir
miktarda alinan patulin immun sistemde bozukluklara yol acabilmektedir

(Barkai-Golan, 2008).

Patulin insanlar disindaki diger canlilar i¢in genotoksik, tetratoksik, akut ve
bagisiklik sistemini etkileyen bir toksin maddesidir. Patulinin insanlarin
viicuduna alimi sonrasinda zararli ve toksik etkilerinin olup olmadig1 hakkinda
daha calisma yapilmamistir. Fakat bunun yani sira uzun siireli elma iriinleri
kullaniminda patulin etkisi daha saptamadigi i¢in patulinin toksik miktarina
sinirlama konulmustur. Birden fazla iilkede elma ve elmadan iiretilen iiriinlerde
patulin miktar1 50 ug/ L ve daha az seviyelerde kabul edilmistir (Jackson and
Al-Taher, 2008).

4.3 Patulin ile ilgili Yasal Diizenlemeler

2003 yilinda Avrupa Birligi tarafindan yiriirliige gegirilen yasal mevzuatlara
gore , uygun goriilen ve iiretim slirecinde miisaade edilen en yiiksek patulin
oranlar1 konsantre meyve sular1 , meyve nektar ve sular i¢in 50 pg/kg , kati
halde bulunan elma piiresi ve kompostosu gibi elma iiriinlerinde 25 pg/kg ,
tiiketimi s1vi sekil de olan ve ayni sekil de elmadan {iretilen siralar , fermente
icecekler , elma sulari ve elmadan {iretilen enerji icecegi gibi iiriinlerde 50
ng/kg, oranlarinda sinirlandirmalar uygulamistir (Valle-Algarra ve ark. 2009,
Wau ve ark. 2009).
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Cizelge 4.1: Cesitli gidalarin yer aldigr Avrupa Birligi Komisyon Direktifleri
Patulin limitleri (EC, 2006)

IzinVerilen
Gida Maddesi Maksimum
Patulin Miktan

(ng/kg)

Meyve sulari, konsantre meyve sulari, meyve
nektarlari, enerji icecekleri, elma siras1 ve diger 50
fermente elma sular1

Avrupa
Birligi Elma piiresi ve kompostosu gibi kat1 elma tirlinleri 25
Cocuklara yonelik tiretilen elma piiresi ve elma
kompostosu gibi belirli bazi iirtinler 10
Meyve sulari, meyve suyu konsantresi ve meyve
nektarlar 50
Distile alkollii ickiler, elma sarabi ile elmadan
iretilen veya elma suyu iceren diger fermente 50
Tiirk ickiler
Gida
Kodeksi  Kati haldeki elma iiriinleri (elma kompostosu ve
dogrudan tiiketime sunulan elma piiresi dahil) 25

Bebek ve kii¢iik cocuklar i¢in iiretilen ve bu amagla

satiga sunulan elma suyu ve kat1 haldeki elma 10
tirtinleri

(elma kompostosu ve elma piiresi dahil)

Bununla beraber ayni sekilde Avrupa Birligi tarafindan yonetmelikler araciligi
ile desteklenen, bebek ve kiiclik c¢ocuklarin patulin toksisitesinden
etkilenmemesi, korunmalar1 amaci ile elma piiresi, elma kompostosu, elma
sular1 ve bebek tiiketim lriinlerini barindiran kati elmadan iiretilen {riinlerde
patulin miktar1 olarak 10 pg/kg oraninda farkli bir sinir getirmistir (Barreira ve
ark. 2010). Farkl1 bir 6rnek olarak JECFA da elma sularin da mevcut olabilecek
maximum patulin oramin1 50 pg/kg olarak belirlemistir (He ve ark. 2009).
Patulin sinirlamalar1 ile ilgili iilkemiz de yapilan yasal diizenlemeler
incelendigin de oransal olarak Avrupa Birligi seviyelerinin kabul edildigi Tiirk
Gida Kodeksi Gida Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum Limitleri Hakkinda
Teblig (29 Aralik 2011 Sayi: 28157) *de yer alan EK-1 Boliim 2 Mikotoksinler

kisminda goriilebilmektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

Cesitli ev yapimi sirke drneklerinde yapilan Okratoksin ve Patulin analizleri

Intertek Test Hizmetleri

gerceklestirilmistir.

5.1 Materyal

A.S. Gida Laboratuvari

Mikotoksin biriminde

Okratoksin ve Patulin analizlerini gerceklestirmek i¢in farkli kisilerden alinan

33 tane ev yapim c¢esitli sirke Ornekleri kullanilmistir. Calismada kullanilan

sirke ornekleri ile ilgili bilgiler Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1: Sirkelerin hammadde, iiretildikleri y1l ve bolgelere ait bilgiler

Ornek Hammadde Uretim yih  Orijini Temin
No ' edildigi yer
1 Elma,Mandalina Eyliil 2018 Izmir Halk pazari
2 Elma Eyliil 2018 [zmir Halk pazari
3 Uziim Eyliil 2018 [zmir Kendi
) ) bahgesi
4 Uziim,mandalina,portakal,elma,li ~ Ekim 2018 [zmir Market
mon
5 Elma Ekim 2018 [zmir Market
6 Incir, elma Kasim 2018 [zmir Kendi
bahgesi
7 Alig Subat 2018  Erzurum  Halk pazar
8 Uziim Subat 2018 Tokat Halk pazari
9 Elma Adana  Halk pazar
10 Elma Agustos Hatay Kendi
2018 bahgesi
11 Elma Ocak 2017  Gaziante Kendi
p bahgesi
12 Elma Kasim 2018  Eskisehir  Halk pazari
13 Uziim Kasim 2018  Eskisehir ~ Halk pazari
14 Elma Aralik 2018 [stanbul  Halk pazari
15 Elma Eyliil 2018  Kurklareli Kendi
bahgesi
16 Alig Agustos Ege Halk pazar1
2018 bolgesi
17 Hurma Temmuz — Halk pazar1
2018

21



Cizelge 5.1: (Devam)Sirkelerin hammadde, iiretildikleri y1l ve bolgelere ait
bilgiler

Ornek No Hammadde Uretim yih Orijini Temin
edildigi
yer
18 Elma - Ege bolgesi  Halk pazari
19 Elma ve Dag cilegi - Ege bolgesi ~ Halk pazart
20 Elma — Denizli —
21 Kirmiz1 parmak {iziim Aralik 2017  Antalya /Kas Kendi bahgesi
22 Beyaz ve kirmizi iiziim karigimi Eyliil 2018 Mersin Kendi bahgesi
23 Elma Temmuz 2018 Hatay Kendi bahgesi
24 Elma (kiigiik sar1 elma) Kasim 2018 Hatay Kendi bahgesi
25 Elma ve Kiraz Temmuz 2018 Hatay Kendi bahgesi
26 Uziim (Tarsus beyaz1) Agustos 2018 Mersin Halk pazari
27 Siyah {iziim Eyliil 2018 Mersin Kendi bahgesi
28 Elma kabugu ve ali¢ Kasim 2018 Hatay Halk pazari
29 Elma Agustos 2018 — Kendi bahgesi
(dokiilen
elma)
30 Siyah iiziim Ekim 2018 Ankara Kendi bahgesi
31 Elma Eyliil 2018 Ankara Kendi bahgesi
32 Elma Kasim 2018 Ankara Halk pazari
33 Nar — Ankara Halk pazari

5.2 Kullamlan Kimyasallar ve Cozeltiler

Okratoksin standardi (TSL-503 1,0 pg/ml Ochratoxin in Methanol Trilogy

Analytical Laboratory)

Asetonitril (Merck, CAS number: 75-05-8 HPLC Plus > 99.9 %)

Metanol (Merck, CAS number: 67-56-1 for HPLC > 99.9 %)

Sodyum Bikarbonat (Merck, CAS number 144-55-8)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Merck, Product number: P4417)
Asetik Asit (Merck, CASnumber: 64-19-7 for HPLC)
Metanol-Asetik Asit (98:2 v/v)

Metanol: Su: Asetik Asit (68,5: 29: 2,5)
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UP Su (Ultra saf su)

Patulin standardi (Sigma-Aldrich 100 pg/ml in acetonitrile, CAS number: 149-
29-1)

Di etil eter (Merck, CASnumber: 60-29-7)

Etil Asetat (Sigma-Aldrich, CASnumber: 141-78-6)

%65 Perklorik asit (Sigma-Aldrich, CAS number: 7601-90-3)
Pektinaz Enzimi (R-Biopharm P54)

%0,1 ‘lik Asetik Asit ¢ozeltisi

%?2 ‘lik Asetik Asit ¢ozeltisi

%40 ‘lik Asetonitril ¢ozeltisi

%1°lik Sodyum Bikarbonat ¢ozeltisi

Sodyum Hidroksit (Merck, CAS number: 1310-73-2)

5.3 Kullanilan Sarf Malzemeler

Okratoksin i¢in Immunoaffinity Ochraprep Kolonu (R-Biopharm)
Patulin i¢in Immunoaffinity kolon (R-Biopharm P250-P250B)

Filtre kagidi (Whatman No.4)

0,45 pm’luk PTFE Filtre (Sartorius)

Enjektor (10ml) (Set inject)

Falkon Tiipler (15 ml: 50ml) (Iso Lab)

Pipet Uglar1 (0,5-10 pL; 2-20uL; 20-200 pL;100-1000 puL) (Eppendorf)
Balon joje (10 ml) (Iso Lab)

1,5 ml 9 mm Short Thread Vial ND9 (AIJIREN)

Mobil Faz Schott siseleri (250 mL; 500 mL; 1 L) (Iso Lab)
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5.4 Kullanilan Cihaz ve Aletler

Ayarl1 otomatik pipetler (0,1-2,5 pL; 0,5-10 puL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000
uL) (Eppendorf)

40°C ye ayarl Etiiv (Niive)

Santrifiij aleti (Thermo Scientific)

Laboratuar blender1 8011 EB (Waring commercial)
Laboratuvar Hassas Terazizi Precisa, XB 220 A
Blok Isitic1 (STUART SBH200D)

Ph metre (SCHOTT TitroLine Easy M1 Titrator)
Azot tiipli  Habas

Vorteks (Heidolph)

HPLC Floresans Dedektore sahip (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi)
(Shimadzu Seri No: L20225219693, Model LC-20A) (Okratoksin analizi i¢in

kullanilan cihaz)

HPLC DAD Dedektore sahip (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi)
(Shimadzu Seri No: L20225220083, Model LC-20A) (Patulin analizi igin

kullanilan cihaz)
C-18 ODS-2 kolon (25cm x 4,6 mm x 5pum) (Okratoksin analizi igin)

ODS-3 C18 HPLC Kolonu (250mm x 4,6mm x Spum) (Patulin analizi i¢in)

5.5 Okratoksin Analizinde Kullamlan Cozeltiler

5.5.1 OTA standart cozeltileri

OTA Ana stok ¢ozeltisi: Hazir olarak alinan 1000 pg/L konsantrasyondaki ana
solusyondur. Satin aliman OTA standart c¢ozeltisi buzdolabinda -20°C’de

saklanmistir.

OTA Ara stok c¢ozeltisi: Ana stok 1/20 oraninda seyreltilir ve son
konsantrasyonu 50 pg/L olur. (500 pL ana stoktan alinarak 10 ml’lik balon
jojede HPLC saflikta Metanol ile c¢izgisine tamamlanir. Dilusyon ¢ozeltisi:

Metanol: Su: Asetik Asit (68,5: 29: 2,5)
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5.5.2 OTA Kkalibrasyon cozeltileri

Kalibrasyon c¢ozeltilerinin hazirlanisi: Okratoksin igin kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanirken sirasiyla ara stoktan alinarak 10 ml ‘lik balon joje iginde son

hacime (10 ml) diliisyon ¢ozeltisiyle tamamlanir.

Cizelge 5.2: Okratoksin A kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Son Konsantrasyon (ug/L)  Ara Stoktan Alinan (uL) ~ Tamamlanan Hacim (ml)

0,05 10 mL 10
0,10 20 mL 10
0,25 50 uL 10
0,50 100 uL 10
1 200 puL 10
15 300 uL 10
2,5 500 pL 10
5 1ml 10
10 2 ml 10

Okratoksin A i¢in 0,05; 0,1; 0,25; 0,50; 1; 1,5; 2,5; 5; 10 pg/L
konsantrasyonlarinda hazirlanan kalibrasyon grafigi Sekil 5.1 ‘de verilmis olup
kalibrasyonun Regresyon degeri (R%) 0,9999635 olarak bulunmustur.
Okratoksin icin ¢izilen kalibrasyon grafiginde sirasi ile tiim konsantrasyon

noktalarinda SD, %RSD ve alan sonuglar1 belirlenmistir.

E Calibration Curve Yiew

=aX+b
fone. o = 15662716004
10 b = 5.764034e-002
R"2 = 0.9999635
R =0.5399218
o]
Extemal Standard
. urve Fit Type:Linear
rigin:Not Forced
Weight:None
7_
Mean RF : 2.183318-004
RF 5D : 1.15558%-004
& RF %RSD ;5280132
4]
3]
T4
2_
1_
EUIUU 100‘00 15600 20600 ZE-DIUU 30600 SE-DIDU 40600 45-600 E-Daﬂﬂ EEﬂUD GUDIDU Anlaa
Level Conc. Mean Area 5D %RSD Areal Area?
1 0.0500000 105 34 69276 3293872 (v 130 [ 81
2 0.1000000 382 5544588 15.31568 |[@ 340 [V 423
3 0.2500000 1239 8.864325 | 0TS |V 1245 1233
4 0.5000000 274 41.53883 1515352 |[v M2 271
5 1.000000 8020 78.60640 1.305807 |[v sosd v 6075
6 1.500000 8859 | 2280229 | 02573985 |[v 8343 v 8675
7 2.500000 15283 | 2843226 | 0.1860390 |[v 15263 15303
8 5.000000 31083 1.504642 | 4.839150e-0 |[¥ 31082 [ 31094
9 10.00000 62763 4493697 | 7.159783e-0 [ 62795 62731

Sekil 5.1: Okratoksin A kalibrasyon grafigi
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5.5.3 Okratoksin tayinininde HPLC sartlar:

Mobil Faz: Asetonitril: Su: Asetik Asit (51: 47:2 v/v/v)
Kolon: C-18 ODS-2 kolon (25¢m x 4,6 mm x Sum)
Floresans dedektor: Excitation: 333 nm, Emission: 443 nm
HPLC Kolon: Sum x 4,6mm 25 mm ODS2 HPLC kolonu
Akis Hizi: 1 mL/ dakika

Enjeksiyon hacmi: 100 pL

Basin¢: Minimum 0 bar, Maksimum 300 bar

Kolon sicakligi 40 °C

5.5.4 Okratoksin tayini

Sirke numunelerinde okratoksin A analizi R-Biopharm Application Notes
metoduna gore yapilmistir.10 ml siiziilmiis berrak olan sirke numunesi alinir ve
2M NaOH ile pH 7,8 olacak sekilde ayarlanir. Uzerine 10 ml PBS eklenerek
santrifuj tiiplerine alinir. 10 dakika 1600 rpm de santrifiij edilir. Santrifiij
sonrast 10 ml Siipernatanat (iist faz) alinarak Ochraprep immunoaffinite
kolondan saniyede 1-2 damla olacak sekilde gegirilir. 20 ml PBS ile dakikada 5
ml akis ile immunoaffinite kolona yikama yapilir. Okratoksin A, 1,5 ml
Metanol-Asetik Asit (98:2 v/v) karisimi ile geri alinir. Uzerine 1,5 ml Su eklenir
ve vortekslenir. 0.45 um’lik filtreden gecirilerek 1,5 ml’lik cam viale alinir,
HPLC cihaza 100pl enjekte edilir. OTA analizi i¢in kolonda alikonma siiresi
yaklasik olarak 12 dakikadir. (Seyreltme faktorii=0,3) (R-Biopharm Application
Notes)

5.6 Patulin Analizinde Kullamlan Cozeltiler

5.6.1 Patulin standart ¢ozeltileri

Patulin Ana stok ¢ozeltisi: Hazir olarak alinan 100 mg/kg konsantrasyondaki
ana solusyondur. Satin alinan Patulin standart ¢6zeltisi buzdolabinda -20°C’de

saklanmistir.
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Patulin Ara stok cozeltisi: Ana stok 1/100 oraninda seyreltilir ve son
konsantrasyonu 1 mg/kg olur. (100 pl ana stoktan alinarak 10 ml’lik balon
jojede HPLC saflikta %40 Asetonitril ile c¢izgisine tamamlanir. Calisma

standartlar1 %0,1 Asetik Asit Solusyonu ile hazirlanir.

5.6.2 Patulin kalibrasyon cozeltileri

Kalibrasyon cozeltilerinin hazirlanisi: Patulin i¢in kalibrasyon c¢ozeltileri
hazirlanirken sirasiyla ara stoktan alinarak 10 ml ‘lik balon joje ig¢inde son

hacime (10 ml) %40 Asetonitril ¢ozeltisiyle tamamlanir.

Cizelge 5.3: Patulin kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmas1

Son Konsantrasyon (ug/L)  Ara Stoktan Alinan (uL)  Tamamlanan Hacim (ml)

1 10 uL 10
5 50 uL 10
50 500 uL 10

100 1ml 10

150 1,5 ml 10

250 2,5 ml 10

350 3,5 ml 10

Patulin i¢in 1; 5; 50; 100; 150; 250; 350 pg/L konsantrasyonlarinda hazirlanan
kalibrasyon grafigi Sekil 5.2 ‘de verilmis olup kalibrasyonun Regresyon degeri (R?)
0,9999517 olarak bulunmustur. Patulin i¢in ¢izilen kalibrasyon grafiginde sirasi ile

tiim konsantrasyon noktalarinda SD, %RSD ve alan sonuglar1 belirlenmistir.
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|| Calibration Curve Yiew

f=a¥+h
conc. 5 = 16530926-003
& b =1410158
=0 . R"2 = 09999517
R = 0.9999758
300} Extemal Standard
1 Curve Fit Type:Linear
] Orrigin:Mot Forced
B Weight:None
250
] Mean RF : 1.904000=-003
1 RF 5D : 4.564650e-004
200 RF %RSD : 26.07505
150
100
50}
0 T T T T T T T T
0 25000 50000 75000 1000000 125000 150000 175000 200000 Area
Level Conc. Mean Area 5D %RSD Areal Area2 Areal
1 1.000000 341 5775817 16892520 (v 275 v 334 v 364
2 5.000000 2582 18.40388 0.7100608 |[v 2504([w 2571w 2601
3 50.00000 262381 176.9150 0.6041984 | 29151|[w 29482 [ 25209
4 100.0000 58708 228.9305 0.3893494 |[v 58950( v 58495 [ 58679
5 150.0000 85571 95.84175 0.1114862 |[v 89520( v 39686( [ 85508
(] 250.0000 150198 341.9025 0.2278347 |[v  150577|[w 149913 150104
T 350.0000 211401 366.2352 01732417 ([ 211818([w 211288 211120

Sekil 5.2: Patulin kalibrasyon grafigi
5.6.3 Patulin tayinininde HPLC sartlar:
Mobil Faz: Gradient olarak cihaz {izerinden programlanir.
Mobil Faz 1: H,O: Asetonitril: %65 Perklorik Asit (950:50:1)
Mobil Faz 2: Asetonitril
Kolon: ODS-3 C18 HPLC Kolonu (250mm x 4,6mm X 5um)
Dalga Boyu: 276 nm
Akis Hiz: 1 mL/ dakika
Basing: Minimum 0 bar, Maksimum 300 bar
Enjeksiyon hacmi: 100 pL
OKolon sicakligi 30 °C

Cizelge 5.4: Patulin gradient cihaz parametreleri

Zaman % Mobil Faz 1 % Mobil Faz 2
0 100 0
16 100 0
16,01 20 80
19 20 80
19,01 100 0
24 100 0
24,01
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5.6.4 Patulin tayini

Sirke numunelerinde Patulin analizi R-Biopharm App. Notes P250 metoduna
gore yapilmistir. 2,5 ml siiziilmiis berrak olan sirke numunesi santrifuj tiipiine
alinir. Uzerine 2,5 ml %2’lik Asetik asit ¢ozeltisi eklenir. 20 saniye siireyle
vortekslenir. Kolonu sartlamak i¢in 2 ml Asetonitril 1damla/saniye hizda
gecirilir. Bu siire igerisinde kolonun kurumamas1 gerekmektedir. Kolonun en iist
beyaz tabakasi {lizerinde ince bir asetonitril kalinca hemen 1 ml su eklenir
kolondan gegirilir. Yine ince bir su tabakasi kalinca 4 ml seyreltilmis 6rnek 0,5
ml/dakika akis hizinda kolondan gegirilir. Akis hiz1 geri kazanim agisindan ¢ok
onemlidir. Iml %1°lik sodyum bikarbonat solusyonu ile tuzlar1 ve polar matriks
bilesenlerini uzaklastirmak i¢in yikanir. 2 ml su gecirilerek yikama devam
edilir. Kolondan hava gegirilerek kurutulur. Ceker ocak altinda 0,5 ml dietil eter
ldamla/saniye akis hizinda gegirilir. Kolondan hava gegcirilerek kurutulur. 2ml
100 Etil asetat kolondan gecirilerek tutulan toksin 1,5 ml’lik cam viale alinir.
10ul %100 Asetik asit eklenir ve 20 saniye boyunca vortekslenir. 35-45 °C’de
azot altinda kuruluga kadar ugurulur. Hemen 1 ml %0,1 ‘lik asetik asit ¢dzeltisi
eklenir ve 20 saniye vortekslenerek ¢oziliir. HPLC cihazinda enjeksiyona
verilir. Patulin analizi i¢in kolonda alikonma siiresi yaklasik olarak 24

dakikadir. Seyreltme Faktorii = 0,5°tir. (R-Biopharm App. Notes P250)
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1 Sirke Orneklerinde Okratoksin A Varliginin Tespiti

Sirke orneklerinde OTA analizi, Orneklerin ©on hazirligi  sonrasinda
ekstraksiyonu yapilarak Immunoaffinity Ochraprep kolonuyla saflastirilan
ekstraktlarin HPLC yontemi ile analizi gerceklestirilmistir. Ters faz C-18 ODS-
2 kolonda OTA’ nin ayrimi sonrasinda fluoresans dedektdrle tayin ve tespiti
gerceklestirilmistir. Okratoksin A analizinde Sirkede OTA geri kazanim degeri
%86 olarak belirlenmistir. Okratoksin A analizinde Limit of detection (LOD):
0,09 pg/L iken Limit of Quantification (LOQ) degeri 0,11 pg/L olarak

belirlenmistir.

HPLC cihazinda Okratoksin A analizi i¢in c¢izilmis olan kalibrasyon egrisine
gore (Sekil 5.1) kalibrasyon noktalarindan olan 1 pg/L (ppb) standart ¢ozeltisi
cihaza verilerek standardin konsantrasyonunu 1,003 pg/L olarak kaydedilmistir

(Sekil 6.1).

ﬂ Chromatogiam View
v Max tensty : 45 %?g%;"%m -
175 Peteclor ABC3anmEn&43nm Tme 0099 hien. 040 j -
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0 Adrin
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0.00~
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&
0254
1 T T T T T T T T T T T é
00 10 20 30 40 50 6.0 70 8.0 9.0 100 110 min
ﬂ Calbration Curve: View y Compaound Table Yiew dView B Edt
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Sekil 6.1: 1 ng/L (ppb) Okratoksin A standart ¢ozeltisi
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Incelenen 33 adet sirke drneginin 4 tanesinde (%87,87) ¢ikan sonuglarin <LOD

ve <LOQ seklinde oldugu tespit edilmistir. Analiz yapilan 33 adet sirke

numunesinden 4 tanesinde (%12,12) ¢ikan degerler siras1 ile 6rnek 6 igin; 2,15

ng/L, 6rnek 21 i¢in; 0,85 ng/L, 6rnek 26 igin; 0,14 pg/L, 6rnek 29 i¢in; 0,12

ug/L olup sirke numunesinde OTA ‘nin alikonma zamani (dk) 8,058 *dir. Tespit

edilen degerlerin sonu¢ kromatogramlar: sirasi ile Sekil 6.2, 6.3, 6.4 ve 6.5 te

belirtilmistir.
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Sekil 6.2: 2,15 pg/L konsantrasyonda OTA tespit edilmis olan sirke (Ornek-6)

ornegine ait kromatogram.
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Sekil 6.3: 0,85 pg/L konsantrasyonda OTA tespit edilmis olan sirke (Ornek-21)
Ornegine ait kromatogram.
E Chiomatogram Yiew
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Sekil 6.4: 0,14 pg/L konsantrasyonda OTA tespit edilmis olan sirke (Ornek-26)

Ornegine ait kromatogram.
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ﬂ Chiomatagram Yiew
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Sekil 6.5: 0,12 pg/L konsantrasyonda OTA tespit edilmis olan sirke (Ornek-29)
Ornegine ait kromatogram.
6.2 Sirke Orneklerinde Patulin Varhiginin Tespiti
Sirke Orneklerinde Patulin analizi, Orneklerin ©6n hazirhi§i sonrasinda

ekstraksiyonu yapilarak Immunoaffinity kolonuyla saflastirilan ekstraktlarin
HPLC yontemi ile analizi gergeklestirilmistir. ODS-3 C18 HPLC Kolonunda
Patulin’nin  ayrimi1  sonrasinda DAD  dedektdrle tespit ve tayini
gerceklestirilmistir. Patulin analizinde Sirkede patulinin geri kazanim degeri
%75 olarak belirlenmistir. Patulin analizinde Limit of detection (LOD): 3,97

png/L iken Limit of Quantification (LOQ) degeri 4,70 ng/L olarak belirlenmistir.

HPLC cihazinda Patulin analizi i¢in ¢izilmis olan kalibrasyon egrisine gore
(Sekil 5.2) kalibrasyon noktalarindan olan 100 pg/L (ppb) standart ¢ozeltisi
cihaza verilerek standardin konsantrasyonunu 100,02 pg/L olarak kaydedilmistir

(Sekil 6.6).
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Sekil 6.6: 100 pg/L (ppb) Patulin standart ¢ozeltisi

Incelenen 33 adet sirke 6rneginin 19 tanesinin (%57,57) LOQ degerinden biiyiik, 1
tanesinin (%3,03) LOD degerinden biiyiik, kalan 13 6rnegin (%39,39) sonuglarinin
ise <LOD ve <LOQ seklinde oldugu tesp