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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BATI AKDENIZ BOLGESINDE TUKETILEN SARAPLARDA
OKRATOKSIN A VARLIGI

Merve CICEK

Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Mikotoksinler cesitli bitkisel ve hayvansal orijinli gidalarda yaygin olarak
bulunmakta ve bitkisel liriinlerde mikotoksinlerle kontaminasyon hasat Oncesi veya
hasat sonrasi olabilmektedir. Meyveler olgunlasma asamasinda, dokularda pH'nin
yiilkselmeye baglamasi, koruyucu tabakanin yumusamasi ve meyvenin savunma
mekanizmasinin zayiflamasiyla birlikte fungal saldiriya karsi hassas hale gelmektedir.
Uziim sularinda ve sarapta ise sorun yaratan en onemli mikotoksin Aspergillus ve
Penicillium tiirleri tarafindan tiretilen okratoksin A’dir ve nefrotoksik ve karsinojenik
aktiviteye sahip olmasi sebebiyle olduk¢a dnemlidir.

Bu tez c¢alismasi, Bat1 Akdeniz bolgesi’nde tiiketilen saraplarda okratoksin A’nin
hangi miktarlarda bulundugunu gostermeyi amacglamaktadir. Tez ¢alismasi i¢in 36 adet
sarap Ornegi, Bati Akdeniz Bolgesi’nde tiliketilen sarap cesitlerinden ve ev saraplarindan
secildi. Farkli iiziim c¢esitleri kullanilarak farkli tiretim tesislerinde iiretilen bu
saraplarda, Enzim Bagli Immunosorbent (ELISA) yéntemi ile okratoksin A seviyeleri
tespit edildi. Arastirma sonucunda 33 sarap 6rneginde okratoksin A bulgusuna rastlandi.
Beyaz saraplarda ortalama 0,15 ppb; pembe saraplarda 0,14 ppb; kirmizi saraplarda
0,14 ppb ve ev saraplarinda 0,13 ppb seviyelerinde okratoksin A tespit edildi. Tiirkiye
Cumhuriyeti Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig: tarafindan yayimlanan, Tirk Gida
Kodeksi Gida Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum Limitleri Hakkindaki Teblig’de,
saraplarda okratoksin A bulunabilme {ist smir1 2 ppb olarak belirtilmistir. Analiz
ettigimiz orneklerin higbiri bu iist sinir1 asmamistir.

Anahtar kelimeler: Okratoksin A, Sarap, Mikotoksin, Bat1 Akdeniz
Damisman: Yrd. Dog. Dr. Ayse Giil MUTLU, Mehmet Akif Ersoy Universitesi,
Biyoloji Anabilim Dal1

Hazirlanan bu yiiksek lisans tezi Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Komisyonu Tarafindan 0140-NAP-11 no’lu projeden
desteklenmistir.



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

OCHRATOXIN A LEVELS of WINES CONSUMED in WEST
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Mycotoxins commonly exist in variety of food, plant or animal origin.
Mycotoxin contamination may occur before or after harvest in plant products. Fruits get
sensitive against fungal attack due to pH increase in tissue, softening of protective layer
and weakening of defense mechanism during maturation. The most important
mycotoxin that causes problem in grape juices and wines is ochratoxin A. Among the
mycotoxins which gets produced by Aspergillus and Penicillium molds, ochratoxin A is
quite important due to its nephrotoxic and carcinogenic activity.

Objective of this thesis study is to show ochratoxin A levels in wines consumed
in West Mediterranean region of Turkey. For this thesis study, 36 wine samples were
collected from the most consumed wine selections in the West Mediterranean and house
made wines. Ochratoxin A levels were detected in these wine samples, which were
produced in different production facilities, using different grape types, by Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test. As the conclusion of this study, ochratoxin
A was detected in 33 wine samples. Ochratoxin A levels were; 0,15 ppb in white wines,
0,14 ppb in pink wines, 0,14 ppb in red wines and 0,13 ppb in house made wines.
“Turkish Republic Ministry of Food, Agriculture and Livestock™ has set the upper limit
of ochratoxin A level at Turkish Food Codex’s Edict about Maximum Limits of
Propagators in Foodstuffs as 2 ppb. None of the samples we analyzed exceeded this
upper limit.

Keywords: Ochratoxin A, Wine, Mycotoxin, West Mediterranean
Advisor: Assist. Prof. Dr. Ayse Giil Mutlu, Mehmet Akif Ersoy University, Department
of Biology
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1. GIRiS

1.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, Aspergillus, Claviceps, Penicillium ve Fusarium tlrleri
tarafindan {retilen, hayvanlar ve insanlar tiizerinde toksik etkileri olan ikincil
metabolitlerdir (Peraica ve dig., 1999; Creppy, 2002; Petzinger ve Weidenbach, 2002).
Baslica mikotoksin iireten tiirler ve irettikleri toksinler; aflatoksinler (Aspergillus),
okratoksinler (Aspergillus ve Penicillium), trikotesenler (Fusarium, Trichoderma,
Trichothecium, Myrothecium), fumanisinler (Fusarium moniliforme), ergot alkoloidleri
(Claviceps, Neophytodium), zearalenonlar (Fusarium graminearum) ve sitrinin
(Penicillium citrinum, P. veridicatum) olarak bilinmektedir (Berndt ve dig., 1980;
Peraica ve dig., 1999; Bryden, 2007; Shepard, 2008). Mikotoksinler, nispeten hafif
molekiil agirlikli organik bilesiklerdir ve kimyasal yapilar1 oldukg¢a degiskendir (Peraica
ve dig., 1999). Gidalarda bulunurlar ve 1stya dayanikhidirlar; normal endiistriyel
islemlerle ya da pisirme ile yok edilemezler (Creppy, 2002).

Mikotoksinlere maruz kalma sonucu olusan hastalia mikotoksikoz denir
(Bryden, 2007). Mikotoksikoz, mikotoksinlerin insanlar ve hayvanlar tizerindeki toksik
etkisi sonucu olusur ve bu mikotoksinin toksisitesine, maruz kalma derecesine, bireyin
yas ve beslenme durumuna, bireyin maruz kaldig1 diger kimyasallarla toksinin sinerjik
etkilesimine bagli bir durumdur (Peraica ve dig., 1999).

Mikotoksinler dort temel toksik etkiye sahiptirler. Bunlar; akut, kronik,
mutajenik ve teratojenik etkilerdir. Akut mikotoksikoz, biiyiikk oranda oOliimle
sonuclanan karaciger ya da bobrek fonksiyonlar1 hasar1 yapabilir. Bunun yaninda bazi
mikotoksinler protein sentezini etkiler, bunun sonucu olarak nekroza veya cilt
hassasiyetine sebep olur; ayrica yliksek dozlari beyin fonksiyonlarini etkiler. Bir¢ok
mikotoksinin kronik etkileri kanseri, agirlikli olarak karaciger kanserini tetiklemektedir.
Baz1 toksinler DNA replikasyonunu tetikler ve bdylece mutajenik ve teratojenik etki
gosterebilir (Pitt, 2000). Mikotoksinler antijenik degildir fakat bir antikor, bir protein ya
da polipeptit tasiyiciyla konjugasyonu sonrasi, toksine cevap olusturabilir (Bryden,

2007).



Mikotoksinlerin toksik etkileri toksinin kimyasal yapisina baghdir. Bu yan
etkinin derecesi sadece gidalarda ve diyetlerde bulunma miktariyla degil ayn1 zamanda
maruz kalma siiresi ile de alakalidir. Esas olarak mikotoksin {iretimi, ve dolayisiyla
yemeklerin ve gidalarin kontaminasyon dereceleri; substrat kompozisyonu ve yapist,
nem ve sicaklik gibi faktorler degistirilerek azaltilabilir. Mikotoksinlerin kiifler
tarafindan sentezi genetik olarak diizenlenir ve aminoasit ve yag asidi metabolizmasi ile
yakindan iliskilidir (Fink-Gremmels, 1999).

Bu mikotoksinlerden; fumanisinler ve aflatoksinler karsinojenik; okratoksin A
(OTA) nefrotoksik, immunosupresif, karsinojenik ve teratojenik; zearalenonlar
Ostrojenik; trikotesenler sitotoksik, immunosupresif; sitrinin nefrotoksik etki gosterir.
(Berndt,1980; Fink-Gremmels, 1999; Peraica ve dig., 1999; Pitt, 2000; Bryden, 2007).

Calisma alanlarinda en sik karsilasan toksin, bir tip B trikotesen olan DON
(deoksinivalenol)’dur (Creppy, 2002; Bryden, 2007). Cogunlukla Fusarium
graminearum ve Fusarium culmorum tirleri tarafindan tretilen toksin; bugday, arpa,
mustr, yulaf, piring ve ¢avdar gibi gidalarda bulunabilir. Kanserojen olmayan toksinin
insanlar tizerinde akut, kisa zamanli, uzun zamanl etkileri olabilir ve akut etkisi sonucu
kusma veya anoreksi goriilebilir (Creppy, 2002).

Fumanisinler, Fusarium verticillioides, Fusarium moniliforme ve Fusarium
proliferatum tiirleri tarafindan tiretilen, kuskonmaz, piring, bira, fasulye gibi gidalarda
bulunan mikotoksinlerdir ve propan-1,2,3,-trikarboksilikasit’in diesteridir. Karaciger ve
bobrek tiimorlerine neden olabilir ayrica biyokimyasal mekanizmalara ve hiicresel
regiilasyonlara etki edebilir (Creppy, 2002). Aymi zamanda in vivo deneylerde
fumanisin B1’in beyin lezyonlarina yol agtig1 tespit edilmistir (Creppy ve dig., 2004).

Zearalenonlar yarigsmali bir sekilde Ostrojen reseptorlerine baglanarak toksik
etkilerini gosterirler ve akut-kronik toksisite, karsinojenite, genotoksisite, DNA hasari
olusumlari, immunotoksisite, geridoniisiimlii ve gelisimsel toksisite gosterirler (Creppy,
2002).

Aflatoksinler, bitki ve bitki iriinlerini kontamine eden Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus ve nadiren Aspergillus nomius tiirleri tarafindan {iretilen,
yemlerde, fistikta, misir gibi gidalarda bulunabilen mikotoksinlerdir. Aflatoksin B1

memelilerde bilinen en potansiyel hepatokarsinojen maddedir (Creppy, 2002).



Funguslarin gidalarda bulundugu ve mikotoksin adi verilen toksinleri iirettikleri
1960’lardan bu yana bilinmektedir. Bu toksinler ge¢miste insanlarda ve hayvanlarda
bircok salgin hastaliga sebep olmuglardir. En Onemlileri alimentar toksik aleukia
(ATA), ergotizm, stachybotryotoksikoz, aflatoksikozdur (Pitt, 2000). Orta cagda,
Claviceps purpurea tiriiniin trettigi ergot alkoloidlerinin sebep oldugu bir
mikotoksikoz olan ergotizmden binlerce insan 6lmiis ya da sakat kalmistir. Ergotizm (St
Anthony’s fire) kurbani hastalar, ergot ile kontamine olmus bugday ve c¢avdar ile
yapilan ekmegin pisirilmesi sirasinda olusan, halusinasyon yapan bir madde olan liserjik
asit dietilamid (LSD)’e; buna ek olarak mandragora elmasindan belladonna
alkoloidlerine maruz kalmiglardir (Peraica ve dig., 1999; Shephard, 2008). Ergot
alkoloidleri  gilinlimiizde; parkinson tedavisinde prolaktin inhibitorii olarak,
serebrovazkuler yetersizlik, migren tedavisi, vendz yetersizlik, tromboz ve embolizmde
serebral ve periferal metabolizmay1 uyarmak i¢in ve rahim uyarilarinda, dopaminerjik
agonist olarak kullanilmaktadir (Peraica ve dig., 1999). Bunun yam sira Ikinci Diinya
Savagi sirasinda Sovyetler Birligi’nde hububatin bir kis fazla tarlada beklemesi sonucu,
hemorajik sendrom olarak bilinen ve binlerce insanin Sliimiine sebep olan, Fusarium
sporotricoides tiriiniin irettigi, bir trikotesen olan T-2 toksininin sebep oldugu
alimentary toxik aleukia (ATA) hastaligr goriilmiistiir. 1960 yilinda aflatoksinler izole
edilmis, insan sagligina zararl etkileri oldugu kesfedilmistir (Peraica, 1999; Shephard,
2008).

1.2. Okratoksin A’nin Yapisi ve Ozellikleri

OTA, (R)-N-[(5kloro-3,4-dihidro-8-hidroksi-3-metil-10kzo-1H-2-benzopiran-7-
yl)-karbonil]-L-fenilalanin, dihidroizokumarin halkasina amid bag {izerinden bagli L-3-
fenilalanin molekiiliinden olusur (Sekil 1). OTA, renksiz kristal yapida bir bilesiktir
(Sekil 2) ve polar organik ¢oziiciide ve seyreltilmis sulu bikarbonat g¢ozeltisinde

¢oziinebilir. Suda ¢oziiniirliigii ise azdir (Xiao, 1995; Valenta, 1998).



o)

T

. u.i.fr’ J'C H3
Cl

Sekil 1. Okratoksin A’nin kimyasal yapisi (Pohland ve dig., 1992)

Sekil 2. Okratoksin A’nin kristal yapisi elektron mikroskop goriintiisii (Xiao, 1995).



OTA; hububat, bira, kahve, sarap ve hayvan orjinli gidalar1 kontamine eden
yaygin bir mikotoksindir (Coronel ve dig., 2010).

Puntari¢ ve dig. (2001), Slovenya’nin Slavonski Brod, Osijek, Hrvatsko Zagorje,
Istria ve Celje bolgelerinde yaptiklar: arastirmada, bugday ve misirda bulunan OTA
seviyelerini tespit etmislerdir. Doksan iki adet bugday 6rneginin 74 adedinde 0,02-160
g/kg arasi degerlerde ve 51 misir 6rneginin 17 adedinde 0,02-40 g/kg aras1 degerlerde
OTA bulunmustur. Slavonski Brod bolgesinden alinan bugday 6rneklerinde en yliksek
OTA seviyesini tespit etmislerdir (38,8-27,2 g/kg). Hemen arkasindan Osijek
bolgesi’nde ikinci yliksek seviye tespit edilmistir (8,7-8,3 g/kg). Celje bolgesinde ise en
diistik OTA seviyelerini kaydetmislerdir (0,2-0,5 g/kg). Misirda ise en yiiksek OTA
seviyesi Slavonski Brod bolgesinde (20-14,8 g/kg), en diisiik OTA seviyesi ise Istiria
bolgesinde (0,4-0,8 g/kg) tespit edilmistir. Slavonski Brod bolgesinde diger bolgelere
nazaran hem misirda hem de bugdayda daha yiliksek degerler elde edilmesi, endemik
nefropati bolgesi olan Slavonski Brod i¢in dogal olmasina karsin, endemik nefropati
bolgesi olmayan, digerlerine nazaran nispeten yiiksek OTA seviyeleri tespit edilen
Osijek bolgesinde de ara sira goriilen hastaliklar tespit edilmeye baslanmistir (Puntari¢
ve dig., 2001).

OTA, yapisal olarak dogal floresans ve optik aktivite gosterir (Dall’Asta ve dig.,
2004). Dall’Asta ve dig. (2004), saraplarda OTA belirleme g¢aligmalarini farkli pH
degerlerinde yliriitmiisler ve alkali cozeltide 10 kat daha fazla floresans o6zellik
gosterdigini tespit etmislerdir.

Yapilan calismalarda sonuglar OTA’nin termal ve hidrolitik stabilitesini
gostermektedir (Pohland ve dig., 1992). OTA’nin karanlikta 4-28°C’de bir hafta
saklandiginda stabil kaldigi belirlenmistir. On iki hafta sonunda toksinin %451
orneklerden geri alinabilir durumda bulunmustur. OTA kontamine iirlinlerin 3 saat
otoklavlanmasi bile toksini tam olarak yok edememistir. Buna ragmen saf OTA 1518a
hassastir (Trenk ve dig., 1971).

OTA gidalarda; analitik metotlar, ince tabaka kromatografisi, yiiksek performans
stvi kromatografisi (HPLC), immunokimyasal yontemler (ELISA, enzyme linked
immunosorbent assay), gaz kromatografisi kiitle spektrumu (GC-MS) gibi cesitli
yontemlerle belirlenebilir (Pohland ve dig., 1992; Flajs, 2009).



1.3. Okratoksin A Uretebilen Funguslar

OTA, esas olarak Aspergillus ve Penicillum tiirlerinin sekonder metaboliti olarak
bilinmektedir (Stander ve Steyn, 2002). OTA f{irettigi bilinen funguslar; A. ochraceus,
A. melleus, A. auricomus, A. ostinaus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. sulfureus, A.
alliaceus, A. albertensis, A. niger, A. carbonarius, A. glaucus ve Penicillum
verrucosum’dur (Bayman ve dig., 2002). Penicillum verrucosum Kanada ve Avrupa’da
serin bolgelerde (30°C ve daha diisiik sicakliklarda) tahil ve tahil iiriinlerinde OTA
kaynagidir (Creppy, 2002).

Cabafies ve dig. (2002), yaptiklar1 ¢aligmada, kiiflii iizlimlerle mikro diizeyde
sarap Uretmisler ve OTA kontaminasyonunun hangi mikroorganizmadan
kaynaklandigini test etmislerdir. Calismada sadece Aspergillus carbonarius tiiriinlin
OTA firettigi tespit edilmistir.

Siyah Aspergilli (Black Aspergilli, siyah sporlar), tiziimlerde ve kuru iizimde
predominant mikobiyota olarak rapor edilmistir. Siyah Aspergilli liziim gelisiminin her
evresinde izole edilebilir fakat en yiiksek seviyelere hasat zamaninda ulasilmaktadir.
Sporlarinin siyah olmasi, giines 15181 ve UV 1siktan koruma saglar boylece habitatlarda
yarigmali avantaj elde eder (Esteban ve dig., 2004).

Luchetta ve dig. (2010), italya’da yaptiklar1 calismada, iiziimlerde %70 oraninda
Aspergillus niger ve Aspergillus ochraceus tiirlerini izole etmislerdir. Bircok ¢aligmada
ana OTA kaynag1 Aspergillus carbonarius tiirii olarak belirlenmistir. Aspergillus nigri
ise ¢ok genis bir sicaklik araliginda OTA {iretme yetenegine sahiptir (Esteban ve dig.,
2004).

Davis ve dig. (1969), yaptiklar1 calismada A. ochraceusun % 4 sukroz, % 2
maya ekstrakti igeren her 100 mL’lik besi ortaminda 29 mg OTA iirettigini tespit
etmislerdir.

Bayman ve dig. (2002), OTA f{irettigi bilinen tiirlerden 4. ochraceus ve diger
bazi funguslar iizerinde yaptig1 arastirmada OTA iiretimi agisindan Aspergillus’un bazi
tiirlerini karsilastirmistir. A. ochraceus ve A. melleus tiirlerinin OTA iiretiminde tespit
edilebilir limiti ge¢medigini, izole edilen A. alliceus tirlerinin tamamimin OTA

{irettigini hatta bazilarinin yiiksek degerlere ulastig1 belirtilmistir. Incirler iizerinde



yapilan aragtirmada OTA igeriginin 4. alliceus tlriiniin varligina bagl oldugu ve 4.

ochraceus veya Penicillum tiirleri ile bir baglantis1 olmadig ortaya konmustur.

1.4. Okratoksin A’nin Insan Saghg Uzerine Etkileri

OTA, nefrotoksik, teratojenik, sitotoksik, genotoksik, mutajenik, immunotoksik
ve karsinojenik 6zellikte bir bilesiktir (Pohland ve dig., 1992; Bayman ve dig., 2002;
Creppy, 2002; Assaf, 2004). IARC (International Agency for Research on Cancer)
tarafindan grup 2B’de olas1 kanserojen madde olarak simiflandirilmigtir (IARC, 1993).
OTA’nin toksik etkileri, akut, subakut, kronik ve reprodaktif olabilmektedir. Hedef
organi bobreklerdir fakat karaciger, kalp morfolojisine ve kanin pihtilasma faktorlerine
de etki etmektedir (Pohland ve dig., 1992). Uriner sistemde tiimdr olusumuna neden
olan bir ajan olabilecegi de diisiiniilmektedir (Peraica ve dig., 1999). OTA 35 giinliik
kan yariomriiyle insan bedeninde oldukca kalict bir toksindir ve viicutta depolanmaz
fakat heterojen viicut dagilimi bobreklere ciddi zarar getirebilir (Petzinger ve Ziegler,
2000). OTA bobrek tiibiillerinde, organik anyon tasiyict proteinleri kullanarak
salgilanir. Sonra OTA tiim anyon tasiyici proteinleri ya da diger tasiyicilar1 kullanarak
nefron segmentlerinde geri emilir. Bu da eliminasyonu geciktirir ve bdylece dokularda
OTA birikimi riskini artirir (Pfohl-Leskowicz ve Manderville, 2007). OTA’nin antikor
sentez seviyesi ve natural killer (NK) hiicre aktivitesinin her ikisini de etkiledigi rapor
edilmistir (Lea ve dig., 1989). OTA diisiik miktarlarinda bobrekte, yiiksek miktarlarinda
karacigerde protein sentezini inhibe etmektedir. Ciinkii OTA, fenilalanin-tRNA-
sentetaz’in katalizledigi bir reaksiyonu fenilalaninle yarigarak inhibe eder. Bu
inhibisyon da yine fenilalanin ilavesi ile geri ¢evrilebilmistir. Giinliik alim dozlarinda
OTA’nin renal glukoneogenez ve glukoneogenezde hiz sinirlayict enzim olan sitozolik
fosfoenolpiruvatkarboksikinazin (PEPCK) azalmasimmi sagladigi rapor edilmistir
(Pohland ve dig., 1992). Ayrica OTA’nin renal anyon veya katyonik transport sistemine
de miidahale ettigi gozlemlenmistir. Mitokondriyel transport proteinleri iizerinde,
dikarboksilik asitler (malonat, siiksinat), adenin niikleotitleri (ADP, ATP) ve inorganik
fosfatlara baglanarak, yarigmali tip inhibitdr olarak etki gosterdigi ve bu reaksiyonun
siiksinat konsantrasyonu artirilarak engellenebildigi gosterilmistir (Meisner ve Chan,

1974). Bunun yanisira alinan doza bagli olarak RNA ve DNA sentezlerini inhibe ettigi



gosterilmistir  (Pohland ve dig., 1992). Aym1 zamanda OTA karacigerde sitokin
salmmmin1 da etkilemektedir (Petzinger ve Weidenbach, 2002). Yapilan in vivo
deneylerde, OTA ve fumanisin B1’in kombine olarak C6 gliyom, Caco-2 ve Vero
hiicreleri tizerinde toksisitesi incelenmis ve bu kombinasyonun C6 gliyom hiicrelerinde
sitotoksisitede bir artisa yol actigi, Caco-2 hiicrelerinde hiicre canliligimi % 59-71
oraninda azalttig1, Vero hiicrelerinde ise hiicre canliligin1 % 72-86 oraninda inhibe ettigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda az miktarda OTA’nin tek basina, Caco-2 hiicrelerinde,
canl hiicre sayisinda % 47’lik bir azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (Creppy ve
dig., 2004).

OTA serum albiiminine yiiksek afinite ile baglanir fakat protein denatiire ise
baglanmaz, bu durum, denaturasyon sonrasi, OTA’nin albumin proteinindeki yiiksek
afinite gosterdigi bolgenin zarar gordiigiini gostermektedir (II’ichev ve dig., 2002).
OTA; insan kanlarinda, anne siitlerinde, ¢esitli hayvanlarda ve gidalarda tespit
edilmistir (Stoev, 2010; Abid ve dig., 2003; Hassen ve dig., 2004; Maarufi ve dig.,
1999; Schwerdt ve dig., 2007; Palli ve dig., 1999; Skaug ve dig., 2001; Assaf ve dig.,
2004; Puntari¢ ve dig., 2001; Esteban ve dig., 2004). OTA gevis getiren hayvanlarda
genellikle 6n midede protozonlar ve bakteriyel enzimlerle hidrolizlenir, dolayisiyla
dokularinda ¢ok az OTA bulunur. OTA’nin gevis getirmeyen memelilerde; farelerde
24-39 saat, sicanlarda 55-120 saat, domuzlarda 72-120 saat, vervet maymunlarda 456-
504 saat ve insanlarda 840 saat olmak {izere uzun yar1 6mrii vardir (Creppy, 2002).

Tunus’ta 1983’ten bu yana hububat ve ev yapimi yemeklerde OTA tespit
edilmektedir (Abid ve dig., 2003). Bulgaristan, Romanya ve Yugoslavya olmak {izere
tic balkan tlkesinde 1950’lerde bir bobrek hastaligi ortaya ¢ikmistir (Pfohl-Leskowicz
ve Manderville, 2007). 20.000 kisiyi etkileyen, kronik tubulointerstiyal nefropati (CIN)
hastalig1 olan Balkan Endemik Nefropati (BEN)’ye sebep olan bir ajan olarak OTA
gosterilmektedir ve OTA’nin gidalardan bulastig fikri agirlik kazanmistir (Tatu ve dig.
1998; Hassen ve dig., 2004; Peraica ve dig., 1999). Ayrica hastaligin bu bolgedeki igme
suyunda bulunan aromatik bilesenlerden kaynaklanabilecegi de diisiiniilmektedir.
Hastaligin cografi dagilimi ilk kesfedildigi 1950’lerden bu yana oldukc¢a degismistir.
BEN hastalarinda goriilen belirtiler; halsizlik, yorgunluk, basagrisi, soluk cilt, istah

azalmast ve kilo kaybi gibi spesifik olmayan belirtiler olmasimin yaninda bdbrek



hasarin1 gosteren, azalmis tiibiiler transport, aralikli proteiniiri ve kan nitrojeninde
kademeli bir artis gibi spesifik isaretlerdir (Tatu ve dig., 1998).

Stoev (2010), tavuklar iizerinde yaptigi caligmada, OTA’nin, karaciger ve
bobrekte giiclii dejeneratif degisikliklere, lenfoid organlar hiicrelerinde dejeneratif
degisiklikler ve azalmaya, beyinde O6dematoz ve dejenereatif degisikliklere, kas
kanamalarina, kemik iliginde yag degisimine sebep oldugunu rapor etmistir. OTA’ ’nin
karsinojenik etkisi i¢in hedef organin, tavuklarda, bobrek ve karaciger oldugu
gosterilmistir.

Hassen ve dig. (2004), yaptiklar1 ¢calismada OTA’nin karyomegalik nefropati ile
iligkisi tizerinde c¢alismiglardir. Tunus’da yapilan bu ¢alismada ayrica OTA’nin
Tunus’ta goriilen bir nefropati (CIN) iizerinde etkileri de arastirilmig, CIN hastast 3
kisinin kan 6rneginde yapilan aragtirmada karyomegalik nefropati hiicrelerinde yiliksek
miktarda OTA’ya rastlanmasina ragmen tam olarak OTA ile iligskilendirilememistir. Bu
tic kisinin kanlarinda ve bu ii¢ kisiden ikisinin idrarinda yiiksek miktarda OTA’ya
rastlamislardir. Abid ve dig. (2003), Tunustaki 954 nefropati hastasinda ve 205 saglikli
insanda yaptiklar1 aragtirmada, hastalarda % 93-100 degerleri arasinda, saglikli
bireylerde ise % 62-82 degerleri arasinda OTA’ya rastlamiglardir. Aym1 sekilde CIN
hastalarinin kanlarinda ve yemeklerinde de yiiksek miktarda OTA’ya rastlamislardir. Bu
da ayni zamanda CIN hastaliginin bilinmeyen etiyolojisini bilinir hale getirmistir.
Fungal ¢ogalma ve OTA kontaminasyonunun iklim sartlari, cografi konum, sosyal ve
ekonomik sartlar ve giinliik beslenme ile iliskisi de kurulmustur (Abid ve dig., 2003).

Maarufi ve dig. (1999), yaptiklar1 ¢calismada OTA’ya maruz kalan sicanlar ile
maruz kalmayan siganlarin hiicre yapilarin1 karsilastirmis ve OTA’ya maruz kalmayan
sicanlarda karyomegali gozlemlemezken, OTA’ya maruz kalan siganlarin tiibiil
hiicrelerinde  OTA’nin karyomegali varligint indiikledigini gozlemlemislerdir. Bu
durumla birlikte bobrekteki megasitoz ile karyomegaliyi OTA’nin tetikleyebilecegini
One siirmiislerdir. Buna ek olarak intoksikasyonun erken donemlerinde karyomegalik
hiicrelerde anormal mitoz gozlemislerdir. Doksan giin sonra dejenerasyonun arttigini ve
geri doniisiimsiiz hale geldigini géstermislerdir.

Schwerdt ve dig. (2007), yaptiklari ¢galismada primer kiiltiirlerde insan proksimal
tiibiil hiicrelerinde (RPTEC) ve insan fibroblastlarinda OTA etkisini arastirmiglardir.
Apoptotik ve nekrotik hiicre dliimii, kollagen I, III, IV ve fibronektin sekresyonu ve



buna ek olarak NF-¢B aktivasyonunu incelemislerdir. Hiicre kiiltiirleri 14 giin boyunca
10 umol/L OTA’ya maruz birakilmistir. Bu sartlar altinda OTA’nin kapsaz-3 aktivitesi
ve nekrozis lizerinde karsilastirilabilir etkisi oldugunu gostermislerdir. Beklenmedik bir
sekilde cok diisiikk OTA konsantrasyonlarinin (0,2-10 nM) maruz kalinan siirede hiicre
hipertrofisine sebep oldugunu tespit etmislerdir. RPTEC, NF-xB aktivitesinde ve
kollajen III’'te ve buna ek olarak OTA’nin bobrekteki profibrotik etkisi altindaki
fibronektin sekresyonunda bir artis gostererek cevap olusturdugunu kaydetmislerdir. Bu
cevaplara neden OTA’nin, BEN’de siklikla gozlemlenebilen, tiibiilointerstisyel fibrozisi
yonlendirebilirdigini acgiklamaktadir. Ozellikle bulunan sonuglar OTA’nin sadece
bobregi etkilemedigi fibroblast gibi bircok hiicrenin kaderini de degistirebildigini
gostermistir.

O’Brien ve dig. (2001), yaptiklar1 ¢calismada, LLC-PK1 (ECACC No.86121112),
NRK-52E (DSMZ No. ACC 199) ve NRK-42F (DSMZ No. ACC 172) hiicrelerini 48
saat boyunca OTA’ya maruz birakmislar, OTA ve OTB’nin toksik etkilerini
gozlemleyerek, hayvanlarda ve insanlarda cinsiyete bagli farkliliklar1 arastirmislardir.
Ortamdan hiicre i¢ine alman OTA miktarlarinin cinsiyete gore farklilik
gosterebilecegini kaydetmislerdir.

Lioi ve dig. (2004), yaptiklar1 in vitro ¢aligmada, sigir lenfositlerinde OTA ve
zearalenonun birlikte, sitogenetik ve sitotoksik etkilerini incelemis ve kromozom
hasarlar1 ve kardes kromatit degisimi gozlemlemisler ve buna ek olarak gelismis
apoptozis aracilt olarak OTA’nin hiicre canliliginda bir azalmaya neden oldugunu tespit
etmislerdir.

Palli ve dig. (1999), yaptiklari calismada, italya’min Toskana, Floransa
bolgesinde yasayan ve yaslar1 35-65 arasinda olan saglikli yetiskin bireylerin serum
orneklerindeki OTA seviyelerini arastirmislardir. Orneklerden 4 tanesi hari¢ % 97’sinde
0,12-2,48 ng/mL degerleri arasinda ve ortalama olarak 0,56-0,48 ng/mL degerlerinde
OTA tespit edilmigtir. OTA seviyelerini belirgin sekilde erkeklerde kadinlara oranla
daha fazla go6zlemlemisler ve bu durumu pozitif olarak bireylerin boylariyla
iliskilendirmislerdir. Bunun yanisira mevsim farklilig ile iliskisini ortaya koymuslar ve
yaz mevsiminde alinan kan Orneklerinde, sonbaharda alinan 6rneklere nazaran daha

yiiksek miktarda OTA tespit etmiglerdir. Ayn1 zamanda; sistolik ya da diyastolik kan
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basinci, yas, kilo, kiitle viicut indeksi ve sigara igme gegmisleri ile iliskisini
kuramamislardir.

Skaug ve dig. (2001), 80 Norve¢ kadinin siitlerindeki OTA miktarlarint HPLC
yontemi ile belirlemis ve giinliik diyetleri ile iliskilendirmigtir. Glinliik diyetinde ciger
tiriinleri (ciger salami gibi) ve pasta (kurabiye, meyve kekleri, ¢ikolata kekleri gibi)
tilketen bireylerin siitlerinde daha yiliksek miktarda OTA tespit etmislerdir. Ayni
zamanda OTA kontaminasyon riski meyve suyu (tiim gesitleri) alimi ile de artmaktadir.
Buna ek olarak; kahvaltilik gevrek, islenmis et iirlinleri ve peynir de diyetle OTA
alimina 6nemli katkilar saglamaktadirlar. Siitteki OTA kontaminasyonu ile sigara i¢imi,
yas, antropometrik veri ve viicut agirlig1 arasinda bir bag kuramamislardir.

Assaf ve dig. (2004), yaptiklart ¢alismada, Liibnan’da yasayan bireylerin
kanlarinda ve giinliik tiikettikleri gidalarda OTA seviyelerini belirlemeyi amaglamis ve
saglikli bireylerden aldiklari plazma Orneklerinde ve ayni zamanda hububat ve bira
orneklerinde OTA tespit etmislerdir. 250 plazma 6rneginin % 33’iinde 0,1-0,87 ng/mL
degerleri arasinda ve ortalama olarak 0,17 = 0,01 ng/mL; bugday, bulgur ve bira’da ise
sirasiyla ortalama 0,15 + 0,03 pg/kg, 0,21 + 0,04 pg/kg ve 0,19 + 0,12 ng/mL OTA
tespit etmislerdir. Plazma Orneklerindeki sonuglart karsilastirdiklarinda Palli ve dig.
(1999) ve O’Brien ve dig. (2001)’in aksine cinsiyet farkliligina bagli bir durum tespit
etmemislerdir. Ayn1 zamanda yaslara gore bir fark da gozlemlememislerdir. Sadece
Giiney Liibnan’dan alinan plazma 6rneklerinde diger bolgelere nazaran daha fazla OTA
tespit etmislerdir. Fakat bulduklar1 degerler giinliik tolare edilebilir limitleri agmamustir.

Radi¢ ve dig. (1997), yaptiklar1 ¢aligmada Hirvatistan’in hiperendemik bdlgesi
Kaniza ve endemik olmayan bdlgelerinde 10 yillik bir takip yapmislar ve endemik
nefropati gozlemlememislerdir. Bu bdlgelerdeki insanlarin kanlarinda % 4,5 (2-50
ng/mL degerleri)- % 2,4 (2-10 ng/mL degerleri) arasinda OTA tespit etmislerdir. Aynm
zamanda bu bolgelerdeki gida ve yemlerin de OTA ile kontamine oldugunu
belirtmislerdir.

Yapilan bir calismada OTA’nin proksimal tiibiil hiicrelerinin apikal bdlgelerine
tasinmasinda, insan organik anyon tasiyict proteini (hOAT4) nin yiiksek afinite ile
aracilik ettigini ve bu tagimanin probenesid, piroksikam, oktanat ve sitrinin ile inhibe
edilebildigini gostermistir. Etki dereceleri biiyiikten kiicii§e probenesid> piroksikam>

oktanat> sitrinin olarak belirlenmistir (Babu ve dig., 2002).
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Stoev (2010), tavuklarda yaptig1 ¢alismada, 5 ppm OTA konsantrasyonuna 25
ppm L-B-Fenilalanin (Phe) uygulamis ve bu konsantrasyonlarda Phe’nin, OTA’nin
karsinojenik ve toksik etkilerine kars1 gergek bir koruyucu olarak kullanilamayacagini

gostermistir.

1.5. Sarap ve Okratoksin A

Saraplarda OTA ilk olarak, 1996 yilinda yaptiklari ¢alisma ile, Zimmerli ve Dick
tarafindan tespit edilmistir (Mateo ve dig., 2007). Uziim ve {iziimden yapilmis iiriinlerde
OTA kaynagi, A. carbonarius ve A. niger tiirleridir. OTA kontaminasyonu {iiziim
cesidine gore farklilik gostermektedir (Leong ve dig., 2006a).

Fransa’da yapilan bir calismada, {iziimlerde ve sirada OTA iireten tiirler ve OTA
arastirilmis ve 11 ¢esit liziimden 59 filamentdz fungi ve iki maya tiirii izole edilmistir.
Bu 11 6rnekten 6 tanesinin potansiyel Aspergillus carbonarius gibi okratoksigenik
tirlerle kontamine oldugu tespit edilmistir. in vitro deneylerde Aspergillus
carbonarius’un OTA iirettigi tespit edilmistir. Bu 11 {iziim ¢esidinin 8’inden yapilmis
sirada ise OTA tespit edilmistir. Boylece sarapta OTA kontaminasyonu ile sarabin
yapildigi liziimiin OTA iireten tiirlerle kontaminasyonunun iliskili oldugu gosterilmistir
(Sage ve dig., 2002).

Avustralya saraplik baglarinda yapilan bir calismada A. carbonarius tiiri
toprakta ve toprak iizerindeki sarap posasinda yiiksek miktarlarda, diger substratlarda
ise diigik miktarlarda bulunmustur. Toprak ylizeyinde diplere nazaran daha yiiksek
miktarda A. carbonarius izole edilmistir (Leong ve dig., 2006a). Sarap yapimi sirasinda
OTA olusumu olmadig: ¢iinkii fungal gelismenin alkol ile durdugu, kirmiz1 saraplarda
beyaz saraplara nazaran daha fazla OTA bulundugu, bu durumun kirmizi sarap
liretiminin maserasyon basamaginda OTA igeriginde bir artistan kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (Luchetta ve dig., 2010). Benzer sekilde Soleas ve dig. (2001), Kanada’da
yaptiklar1 calismada degisik iilkelerden topladiklart 942 sarap O6rneginde OTA tespit
etmis ve kirmiz1 saraplarin beyaz saraplardan daha yiiksek miktarda OTA igerdigini ve
giiney Avrupa iilkelerinden alinan sarap orneklerinde, kuzey Avrupa lilkelerinden alinan
orneklere kiyasla daha yiiksek konsantrasyonlarda OTA igerigi saptandigini bildirmistir.
Buna karsin, Luchetta ve dig. (2010), Italya’daki iiziimlerde yaptiklar1 calismada
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orneklerin % 30,4’iinde OTA tespit etmis; kirmizi ve beyaz liziimlerdeki OTA
miktarlarinda  istatistiksel olarak  bir fark bulamamuglar; yiikksek OTA
konsantrasyonunun giiney Italya’dan, diisik OTA konsantrasyonunun merkez ve kuzey
Italya’dan alman &rneklerde oldugunu gostermis; giiney bdlgede Avrupa Komisyonu
(EC)’nin belirledigi iist limiti asan degerler bulurken, merkez ve kuzey italya’da bu
limiti agan degerler bulamamuiglardir.

Bacaloni ve dig. (2005), on-line kati-faz ekstraksiyon-sivi kromatografi-
elektrospray ve hemen arkasindan kiitle spektrometresi (SPE-LC-ESI-MS/MS) ile
olusturulan sistemde Italya’daki saraplarda OTA seviyelerini incelemisler, 0,03-1,44
ng/mL degerlerinde OTA ’ya rastlamislardir.

Reinsch ve dig. (2005), yaptiklar1 ¢aligmada baharatla kaynatilmis saraplarda
ortalama 1,34-1,40 pg/kg OTA tespit etmislerdir.

Altiokka ve dig. (2009), yaptiklar calismada, Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden
topladiklar1 25 sarap Orneginde ortalama 2,36 pg/L olmak iizere, Bati bolgesinden
alan oOrneklerde 5,36 pg/L, Dogu Anadolu bolgesinden alinan 6rneklerde 3,33 pg/L,
Marmara bolgesinden alinan Orneklerde 5,29 pg/L, Trakya bolgesinden alinan
orneklerde 2,24 pg/L, Ege’den alinan &rneklerde 0,97 pg/L, I¢ Anadolu’dan alinan
orneklerde 2,17 pg/L ortalama OTA miktarlar tespit etmislerdir. Bulunan degerlerin bir
cogu EC’nin belirledigi yasal limitin tizerindedir.

Anli ve dig. (2005), yaptiklart calismada, 2001 ve 2002 yillar1 arasinda
Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde hasat edilen 47 sarap Orneginde OTA analizi
yapmiglar ve bu Orneklerde ortalama 0,02-2,23 ug/kg degerleri arasinda OTA
saptamiglar, kirmizi saraplarin beyaz ve pembe saraplardan daha fazla, bolgelere gore
ise; Trakya ve Ege bolgelerinde diger bolgelere nazaran daha fazla OTA tespit
etmislerdir.

Var ve Kabak (2007), Tirkiye’nin farkli bolgelerinden topladiklar1 95 sarap
orneginde yaptiklari analizlerde; Trakya bdolgesinden aldiklari 44 sarap Orneginde
ortalama 0,158 ng/mL, Ege bolgesinden aldiklar1 28 sarap 6rneginde ortalama 0,060
ng/mL, I¢ Anadolu bélgesinden aldiklar1 15 sarap &rneginde ortalama 0,027 ng/mL,
Dogu Anadolu bolgesinden aldiklart 8 sarap Orneginde ortalama 0,027 ng/mL

degerlerinde OTA tespit etmislerdir. Bu orneklerden sadece 47 tanesi Tirkiye’de

13



tiretilmis olup digerleri Avrupa iilkelerinden ve Amerika’dan Tiirkiye’ye ithal edilmis
saraplardir.

Rosa ve dig. (2004), Brezilya, Arjantin, Sili ve Giiney Amerika bolgelerinden
topladiklar1 25 sarap 6rneginde iilkelere gore sirasiyla; 28,3-42.4 ng/L; 28,3-42,4 ng/L,;
28,3-70,7 ng/L; 28,3-70,7 ng/L degerlerinde OTA tespit etmislerdir. Brezilya ve Gliney
Amerika’da en yiikksek OTA degerleri pembe saraplarda gozlenirken, Arjantin’de en
yiiksek deger kirmizi saraplarda elde edilmistir.

Chiodini ve dig. (2006), Hollanda’da ev saraplari ve fabrikasyon saraplarda
yaptiklari ¢alismada, 0,05 pg/L degerinin iizerindeki degerleri tespit edebilecek
hassasiyette bir yontem kullanmislar ve kirmizi saraplarda <0,05 pg/L-0,75 pg/L,
pembe saraplarda <0,05 pg/L-0,092 pg/L, beyaz saraplarda <0,05 pg/L-0,22 ng/L
degerlerinde OTA tespit etmislerdir. Arastirmada fabrikasyon ve ev saraplarinin OTA
icerigi arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmemistir.

Domijan ve Peraica (2004), Hirvatistan’da yaptiklar1 c¢aligmada, giiney
bolgelerde daha fazla olmak iizere kuzey bodlgeden alinan 3 beyaz sarap hari¢ tiim
kirmiz1 ve beyaz saraplarda OTA bulmuslardir. Kirmizi saraplarda en yiiksek 47 ng/L,
beyaz saraplarda 22 ng/L. ve ortalama olarak kirmizi saraplarda 22+11 ng/L, beyaz
saraplarda 10+£9 ng/L, giiney bolgelerden gelen Orneklerde 25+12 ng/L. ve kuzey
bolgelerden gelen 6rneklerde 11+8 ng/L OTA tespit etmislerdir.

Shephard ve dig. (2003), Giiney Afrika saraplarinda yaptiklar1 ¢aligmada, 24
ornekte 0,04-0,39 ng/L degerleri arasinda, kirmizi saraplarda ortalama 0,24 pg/L, beyaz
saraplarda ortalama 0,16 pg/L OTA tespit etmisler ve sadece iki Ornekte Avrupa
limitlerini agan degerler elde etmislerdir.

Stander ve Steyn (2002), Afrika saraplarinda bulunan OTA miktarlar ile ilgili
yaptiklar1 aragtirmada, ucuz ve pahali saraplar1 karsilastirmislar ve pahali saraplarda
daha diisitk OTA tespit etmislerdir. Bu durumun iiziimlerin daha kaliteli olmas1 ya da
sarap yapim siirecinin daha kaliteli olmasina baglanabilmektedir. Ge¢ hasat edilen
lizimlerden yapilan bazi saraplar disinda, sarap 6rneklerinde Avrupa limitlerini asan bir

degere rastlamamaislardir.
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1.6. Sarapta Okratoksin A Limitleri ve Sarapta Okratoksin A Varhgmn

Engellenmesi

Avrupa komisyonu sarapta OTA bulunma iist limitini 2 pg/kg olarak
belirlemistir (EC, 2005). JECFA 37. toplantisinda OTA’y1 degerlendirmis ve bu toksin
icin haftalik tolare edilebilir alim miktarni 112 ng/kg viicut agirligi olarak sinirlamigtir
(Giinliik alim1 16 ng/kg viicut agirlifina karsilik gelmektedir) (JECFA, 1998).

Yapilan ¢alismalar aktif karbon, silika jel, potasyum kaseinat, yumurta albumini
ve jelatinin OTA’y1 saraptan uzaklastirabildigini gostermistir. Potasyum kaseinat ve
aktiflenmis karbonun OTA’nin uzaklastirilmasinda en etkili ajanlar oldugu bulunmustur
(Castellari ve dig., 2001). Castellari ve dig. (2001), yaptiklar1 arastirmada potasyum
kaseinatin OTA’nin % 82 kadarimi uzaklastirabildigini ve aktiflenmis karbonun total
polifenollerde, en yiiksek spesifik absorbsiyon kapasitesini gdstermistir.

Yapilan bir calismada mikroorganizmalarin mikotoksinler {izerinde degrade
edici etkisi olup olmadig1 arastirilmis ve A. fumigatus, siyah Aspergilli ve A. niger
tirlerinin OTA iizerinde degrade edici etkisi oldugu tespit edilmistir ve degradasyon
tiriinii olarak okratoksin a elde edilmistir (Varga ve dig., 2000).

Murthy ve dig. (2009), yaptiklart ¢alismada ajowan bitkisinin ilag etkisini,
fungal gelisme iizerinde denemisler ve Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus niger, Aspergillus orizyae , Fusarium moniliforme ve Penicillium tiirlerinin
gelisimine kars1 aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Aspergillus ochraceus ve
Aspergillus flavus tiirlerini sirastyla % 69 ve % 38 oraninda inhibe ettigini
kaydetmislerdir. Ayn1 zamanda gida 6rneklerinden alinan sonuglarda 6nemli oranda 4.
ochraceus tiriiniin inhibe edildigi ve 7 gilin sonunda bile % 20 gibi yiliksek bir nem
degerinde dahi hi¢bir OTA konsantrasyonu belirlenmedigini kaydetmislerdir.

Uziimlerde tespit edilen predominant mikobiyota olan black Aspergillus
kontaminasyonunun onlenmesi, liziimlerde ve dolayisiyla saraplarda OTA igeriginin
minimize edilmesi i¢in 6nemli olacaktir (Esteban ve dig., 2004).

Avusturya saraplik baglarinda yapilan bir ¢alismada; sarap yapimi sirasinda
presleme, klarifikasyon ve figida bekletme basamaklari sirasinda OTA miktarinin
azaldig bildirilmektedir. Presleme basamaginda kirmizi ve beyaz saraplarda bulunan

OTA miktarinda % 70’lik bir azalma tespit edilmistir. Fakat yine de kirmiz1 saraplarda
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beyaz saraplara oranla 3 kat daha fazla OTA bulunmustur. Bunun sebebi olarak beyaz
saraplarda presleme basamagindan 6nce alkol bulunmamasi gosterilebilir, bdylece OTA
protein ve diger katilara baglanabilir. Kirmiz1 sarapta ise presleme alkol olusumundan
sonra yapildig1 i¢in, alkol varliginda OTA proteinlere daha az baglanir ve sivi fazda
daha fazla ¢oziiniir (Leong ve dig., 2006a).

Leong ve dig. (2006b), yaptiklar1 ¢alismada, bentonit ve potasyum kaseinat
ilavesinin ve sarabin 10-14 ay depolanmasinin OTA miktarinda bir diisiise sebep
oldugunu ve jelatin ilavesinin de OTA miktarinin azaltilmasinda bir miktar etkili
oldugunu fakat balik tutkali veya polivinilpirolidon ilavesinin OTA miktarina etki

etmedigini tespit etmislerdir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

marketlerden, 36 farkli

sarap Ornegi,

Mayis-Temmuz 2011

tarihleri

Calismada kullanilmak tizere Antalya, Isparta ve Burdur olmak {izere 3 ildeki

arasinda

toplanmustir. Ornek toplama sirasinda renk ve iiziim cesitliligi goz oniine alinmustir

(Cizelge.1). Analizler 2011 yili temmuz ay1 icerisinde yapilmistir.

Cizelge.1 Bat1 Akdeniz Bolgesi’nden alinan 36 adet farkli sarap 6rnegi.

Ornek Uretildigi Alindig1il  Uretim Satisa Uziim ¢esidi Sarap
sirasi yer tarthi  sunuldugu cesidi
tarih
1 Isparta Isparta 2009 2010 Ulubey Karasi Pembe
2 Ithal Antalya 2009 2010 Cabarnet Kirmizi
Sauvignon
3 ithal Antalya 2007 2008 Savignon Beyaz
4 Ithal Antalya 2008 2009 Shiraz Kirmizi
5 Istanbul Antalya 2010 2011 Kavak Kirmizi
6 ithal Antalya 2009 2010 Merlot Kirmizi
7 Istanbul Antalya 2006 2007 Okiizgozii- Kirmizi
Bogazkere
8 Ithal Antalya 2009 2010 Savignon Blanc Beyaz
9 Istanbul Antalya 2010 2011 Emir- Narince Beyaz
10 Istanbul Isparta 2009 2010 Okiizgdzii Kirmizi
11 Istanbul Antalya 2009 2010 Misket Yari Tath
Beyaz
12 Istanbul Antalya 2010 2011 Kalecik Karasi Pembe
13 Burdur Burdur 2010 Ev sarabi1 Kirmizi
14 Burdur Burdur 2010 Ev sarabi Kirmizi
15 Burdur Burdur 2010 Ev sarabi Kirmizi
16 ithal Antalya 2006 2007 Kirmizi
17 Antalya Antalya 2008 2009 Savignon Blanc Beyaz
18 Isparta Isparta 2009 2010 Okiizgozii Kirmizi
19 Antalya Antalya 2009 2010 Chardonnay Beyaz
20 Isparta Isparta 2009 2010 Okiizg6zii- Kirmizi
Calkaras1
21 Antalya Antalya 2009 2010 Cabernet Kirmizi
Savignon
22 Antalya Antalya 2009 2010 Kalecik Karasi Kirmizi
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Cizelge.1 Bat1 Akdeniz Bolgesi’nden alinan 36 adet farkli sarap 6rnegi (devam).

Ornek Uretildigi yer ~ Alindigiil  Uretim tarihi Satisa Uziim ¢esidi Sarap ¢esidi
sirasi sunuldugu
tarih
23 Antalya Antalya 2009 2010 Cabernet Kirmizi
Savignon-
Bogazkere
24 Antalya Antalya 2009 2010 Savignon Blanc Beyaz
25 Antalya Antalya 2008 2009 Savignon Blanc Beyaz
26 Antalya Antalya 2010 2011 Kalecik Karasi- Kirmizi (Yari
Cabernet Tatl1)
Savignon-Merlot
27 Antalya Antalya 2010 2011 Chardonnay- Beyaz
Savignon Blanc
28 Antalya Antalya 2009 2010 Kalecik Karasi Pembe
29 Antalya Antalya 2008 2009 Chardonnay Beyaz
30 Antalya Antalya 2010 2011 Cabernet Kirmizi
Savignon-
Okiizgodzii
31 Antalya Antalya 2009 2010 Merlot- syrah- Kirmizi
Okiizgozii
32 Isparta Isparta 2009 2010 Dimrit-Calkarasi Kirmizi
33 [zmir Burdur 2007 2010 Asmalibag Beyaz
34 Burdur Burdur 2010 2011 Ev sarabi Kirmizi
35 Denizli Isparta 2010 2011 Senfoni Sultaniye Beyaz
36 [zmir Isparta 2007 2010 Asmalibag Kirmizi

2.2. Yontem

Bat1 Akdeniz bolgesinde tiiketilen toplam 36 adet farkli sarap 6rnegi, okratoksin

A miktarlar1 agisindan ELISA yontemi (HELICA Ochratoxin A in Alcholic Beverages

kiti) ile analiz edildi. Ornekler ve kit analiz giiniine kadar buzdolabinda (+4 °C +1)

saklandi. Oncelikle kit ile birlikte verilen standart serisinin analizi yapildi. Test

sonuclarinin tayini igin standart egri cizildi. Sarap Orneklerinden, siseler hafifce

calkalandiktan sonra pipetor sisenin ortasina kadar daldirilarak 1’er mL 6rnek alindi ve

% 70’lik metanolde 1 (6rnek): 20 (metanol) oraninda seyreltildi, her bir 6rnek biri

kontrol olmak iizere iki kuyucukta analiz edildi. Test prosediirii, liretici firmanin tavsiye

ettigi sekilde, asagidaki gibi uygulandi.
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1. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Toz halindeki PBS (Kit ile
birlikte verilen fosfat tamponu) 1 litre distile su ile sulandirildi. Kullanilmadigi

surelerde buzdolabinda saklandi.

2. Testi yapilacak her bir standart ya da oOrnek icin bir karistirma veli mikrovel

kulplarina yerlestirildi. Diger mikro kulpa es miktarda antikor kapl veller yerlestirildi.

3. SA diluent’den (kit ile birlikte verilen seyreltme ¢ozeltisi) 200 pL her karigtirma

veline dagitildu.

4. Her biri icin farkli pipet kullanarak, uygun seyreltme iceren karistirma velinin i¢ine
100 pL her standart ve Ornek preparatindan eklendi. Calisma pipetoriiyle 3 kez
karigtirildi.

5. Her biri igin yeni bir pipet ucu kullanarak, her karistirma veli igeriklerinden 100 pL,

antikor kapli ELISA vellerine aktarildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

6. Mikrovellerdeki icerikler dikkatlice havlu kagitlarin iizerine aniden ters gevrilerek
bosaltildi. Mikrovellerin her biri yikama solusyonu doldurarak yikandi sonra ayni

sekilde bosaltildi. Yikama 3 kez tekrar edildi.
7. Mikroveller ters ¢evrilerek hafifce emici havlu lizerine mevcut su aktarildi.

8. Konjugattan 100 pL her antibody kapli vele eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi. Sekil 3’de gosterilen renk degisimi gézlendi.

9. 6. ve 7. basamaklar tekrar edildi.

10. Substrat reaktifinden gerekli hacim olgiildii (120 pL/vel) ve ayr bir kaba koyuldu.
Her bir mikrovele 100 pL eklendi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Renk
degisimi gdzlendi.

11. Stop soliisyonundan (Kit ile birlikte verilen, reaksiyonu durdurucu ¢ozelti) gerekli
hacim o6l¢iildii (120 pl/vel) ve ayirma kabina koyuldu. Substrata gore ayni sira ve ayni
hizda 100 pL eklendi. Sekil 4.’de gosterilen renk degisimi gozlendi (sekil 4.).
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Sekil 3. Sekizinci basamagin uygulanmasi sonrasi renk degisimi.

Sekil 4. Onbirinci basamak sonrasi renk degisimi.

12. ELISA okuyucusu ile 450nm’de absorbans degerleri kaydedildi. Standart
cozeltilerden elde edilen absorbans degerleri ile standart egri cizildi (Sekil 5).

Bilinmeyen ornekler standart egrisinden aradeger bulunarak 6l¢iildii.
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OKRATOKSIN A

100,00
90,00 y = -16,33In(x) + 58,75
80,00 2 =0,9489
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40,00 -
30,00
20,00
10,00

0,00 | | |
0,1 1 10 100

Calisma Konsantrasyonu (ng/mL)

Absorbans

Sekil 5. Standart egri.

Istatistiksel analizler icin Minitab 15 istatistik programi kullanildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar1 tespit etmek icin Kruskal-Wallis testi uygulandi. Ortalama ve
standart sapmalar da, Minitab 15 programi igerisindeki “Store descriptive statistics”

boliimiinden hesaplatildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Cizelge 2’de, analiz edilen orneklerdeki okratoksin A miktarlari, 6rnek

numaralart ile birlikte belirtilmistir.

Cizelge.2 Orneklerin etiket bilgileri ve okratoksin A miktarlar

Ornek Uretildigi Uretim Satisa Uziim Sarap Okratoksin
sirasi yer tarihi sunuldugu cesidi cesidi A miktan
tarih (ng/mL)

1 Isparta 2009 2010 Ulubey Pembe 0,12
Karasi

2 [thal 2009 2010 Cabarnet Kirmizi 0,13
Sauvignon

3 Ithal 2007 2008 Savignon Beyaz 0,19

4 Ithal 2008 2009 Shiraz Kirmizi 0,11

5 [stanbul 2010 2011 Kavak Kirmizi 0,13

6 [thal 2009 2010 Merlot Kirmizi 0,09

7 Istanbul 2006 2007 Okiizgdzii-  Kirmizi 0,21
Bogazkere

8 Ithal 2009 2010 Savignon  Beyaz 0,23
Blanc

9 Istanbul 2010 2011 Emir- Beyaz 0,15
Narince

10 Istanbul 2009 2010 Okiizgdzii  Kirmizi 0,13

11 Istanbul 2009 2010 Misket Yari 0,22

Tatl
Beyaz

12 Istanbul 2010 2011 Kalecik Pembe 0,20
Karasi

13 Burdur 2010 Ev sarabi Kirmizi 0,10

14 Burdur 2010 Ev sarabi Kirmizi 0,10

15 Burdur 2010 Ev sarabi Kirmizi 0,22

16 [thal 2006 2007 Kirmizi 0,24

17 Antalya 2008 2009 Savignon Beyaz 0,17
Blanc

18 Isparta 2009 2010 Okiizgézii  Kirmizi 0,28

19 Antalya 2009 2010 Chardonnay Beyaz 0,13

20 Isparta 2009 2010 Okiizgozii- Kirmizi 0,10
Calkarasi
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Cizelge.2 Orneklerin etiket bilgileri ve okratoksin A miktarlar1 (devam)

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32
33
34
35

36

*TLA: Tespit edilebilir limitin altinda

Antalya
Antalya

Antalya

Antalya
Antalya

Antalya

Antalya

Antalya
Antalya
Antalya

Antalya

Isparta
[zmir
Burdur

Denizli

Izmir

2009

2009

2009

2009

2008

2010

2010

2009

2008

2010

2009

2009
2007
2010
2010

2007

2010

2010

2010

2010

2009

2011

2011

2010

2009

2011

2010

2010
2010
2011
2011

2010

Cabernet
Savignon
Kalecik
Karasi
Cabernet
Savignon-
Bogazkere
Savignon
Blanc
Savignon
Blanc
Kalecik
Karasi-
Cabernet
Savignon-
Merlot

Chardonnay-

Savignon
Blanc
Kalecik
Karasi

Chardonnay

Cabernet
Savignon-
Okiizgozii
Merlot-
Syrah-
Okiizgdzii
Dimrit-
Calkarasi
Asmalibag
Ev sarabi
Senfoni
Sultaniye
Asmalibag

Kirmizi
Kirmizi

Kirmizi

Beyaz
Beyaz

Kirmizi
Yar1 Tath

Beyaz

Pembe
Beyaz
Kirmizi

Kirmizi

Kirmizi
Beyaz
Kirmizi

Beyaz

Kirmizi

0,15
0,20

0,01

TLA*
TLA*

TLA*

0,14

0,11
0,15
0,22

0,13

0,12
0,23
0,11
0,24

0,15
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Cizelge.3 Renklerine gore sarap cesitlerinin ortalama okratoksin A miktarlarinin karsilagtirilmasi

Sarap cesidi Ornek sayisi Ortalama Standart sapma
okratoksin
miktarlar: (ng/mL)
BEYAZ 12 0,15 0,03
PEMBE 3 0,14 0,03
KIRMIZI 21 0,14 0,02

Pembe sarap Ornek sayisi istatistiksel degerlendirme yapilabilecek kadar fazla
olmadigi i¢in sadece kirmizi ve beyaz saraplar arasinda istatistiksel analiz yapildi ve bir

fark tespit edilmedi (p>0,05) (Cizelge 3.).

Cizelge.4 Uretim sekillerine gore saraplarin okratoksin A miktarlarinin karsilastiriimast

Uretim sekli Ornek Sayisi Ortalama Standart sapma
okratoksin A

miktarlar: (ng/mL)

EV SARABI 4 0,13 0,03
FABRIKASYON 32 0,14 0,02
SARAPLAR

Ev saraplar1 Ornek sayisi istatistiksel degerlendirme yapilacak kadar fazla
olmadig1 icin, ev saraplar1 ve fabrikasyon saraplar arasinda istatistiksel fark analizi

yapilmamis fakat ortalama degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.).
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Cizelge.5 Uziim cesidine gore 6rneklerin okratoksin A miktarlarmin kiyaslanmasi

Uziim cesidi Ornek sayis1 Okratoksin A miktarlari
(ng/mL)*
Ulubey karass 1 0,12
Cabernet Savignon 1 0,13
Savignon Blanc 5 0,12
Shiraz 1 0,11
Kavak 1 0,13
Merlot 1 0,09
Okiizgozii 2 0,21
Misket 1 0,22
Kalecik Karasi 3 0,17
Ev Sarabi 4 0,13
Chardonnay 2 0,14
Cabernet Savignon 2 0,14
Kalecik Karasi 2 0,16
Asmalibag 1 0,19
Sultaniye 1 0,24

*Ornek sayisi birden fazla olan drnekler icin ortalama degerler hesaplanmustir.

Calismada 36 adet farkli sarap 6rnegi kullanilmistir. Bu 6rneklerde esas olarak
iizlim cesitliligi gbz Oniline alinmistir. Degisik izlim cesitlerine gore OTA miktarlart
ortalamalar tespit edilmis, fakat 6rnek sayilar1 yetersiz oldugu i¢in bunlar arasinda bir

istatistiksel fark analizi yapilmamistir (Cizelge 5.).
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Cizelge.6 iki veya daha fazla iiziim gesidinin karistirilmasiyla elde edilen 6rneklerin okratoksin A

miktarlarimin kryaslanmasi

Uziim Cesidi Ornek Sayisi Okratoksin A Miktarlar
(ng/mL)

Okiizgozii-Bogazkere 1 0,21

Okiizgozii-Calkarasi 1 0,10

Cabernet Savignon- 1 0,01

Bogazkere

Kalecik karasi- Cabernet 1 TLA

Savignon-Merlot

Chardonnay-Savignon Blanc 1 0,14

Cabernet Savignon- | 0,22

Okiizgozii

Merlot- Syrah- Okiizgozii 1 0,13

Dimrit-Calkarasi 1 0,12

Sarap orneklerinden bazilart iki veya daha fazla gesit lizlimiin karistirilmasiyla

ya da 2 veya daha fazla iizimden elde edilmis saraplarin karistirilmasiyla elde edilen

saraplardir. Bu Orneklerde OTA miktarlar1 belirlenmis fakat 6rnek sayilar1 yetersiz

oldugu i¢in bunlar arasinda bir istatistiksel fark analizi yapilmamistir (Cizelge 6.)
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4. TARTISMA ve SONUC

Mikotoksinler ile iiziimlerin ve dolayisiyla sarabin kontamine olmasi hasat
zamanindan baslayan bir problemdir. Hasat dncesi, hasat sirasinda, hasat sonrasinda ve
hatta iiziim {iretimi yapilan toprakta kontaminasyonlar tespit edilmistir (Leong ve dig.,
2006a; Cabafies ve dig., 2002; Esteban ve dig., 2004).

Yapilan bazi ¢aligmalarda 0©klizgozii iizlimiinden elde edilen saraplarda
digerlerine nazaran daha yiliksek miktarda OTA tespit edilmistir (Altiokka ve dig.,
2009). Bunun sebebi olarak 6kiizgdzii liziimiiniin yapis1 gdsterilebilir. Okiizgdzii tiziimii
ince kabukludur ve meyve yaralanmasi daha kolay olabilir. Yaralanma sonrasinda
mikroorganizmalar rahatlikla meyvenin igine girebilirler ve toksinlerini burada
tiretebilirler. Fakat eger iiziim kabugu kalinsa {iziim kolay yaralanmayabilir,
mikroorganizmalar iizim suyuna bulagamayabilir ve {iziim pH’s1 diisiik ise bu durum
mikroorganizma  gelisimine uygun olmayabilir, dolayisiyla bu {iziimlerde
kontaminasyon daha az gozlenebilir. Bu tez calismasinda da Okiizgdzii iliziimiinden
yapilmis 7 ve 30 numarali 6rneklerde digerlerine kiyasla daha yiiksek miktarda OTA
tespit edilmistir.

Yine bu caligmada ev sarabi orneklerinin sayis1 yetersiz oldugu igin istatistiksel
analiz yapilmadi fakat birebir degerlerin karsilastirmasi yapilirsa ev saraplarinin
fabrikasyon saraplardan farkli degerlerde OTA igermedigi gozlemlenmektedir. Benzer
sekilde Chiodini ve dig. (2006), yaptiklar1 caligmada fabrikasyon ve ev saraplarini
karsilastirmislar ve istatistiksel bir fark bulamamislardir.

Bazi calismalarda kirmizi saraplarin digerlerinden daha yiiksek miktarda OTA
icerdigi tespit edilmistir (Domijan ve Peraica, 2004; Soleas ve dig., 2001; Anli ve dig.,
2005). Bunun yaninda Luchetta ve dig. (2010), Italya iiziimlerinde yaptiklari ¢calismada
beyaz ve kirmizi iiziim arasinda OTA igerigi bakimindan istatistiksel bir fark tespit
etmemiglerdir. Bu durum OTA kontaminasyonunun iiretim proseslerinden
kaynaklandigini gosteriyor olabilir. Kirmizi {iziim iiretiminde kabuklar da siranin i¢inde
yer alirken, beyaz sarapta kabuklar preslenerek iiretime baslamadan uzaklastirilir ve
diisiik sicakliklarda calisilir. Bu durum da kontaminasyonun iiziim kabugunda ya da
kullanilan ekipmanlarda yogunlasabilecegini diisiindiirebilir. Yine benzer sekilde

kirmizi sarap liretimi asamalarindan maserasyon basamaginda OTA igeriginde bir artis
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olabilecegi de diisiiniilmektedir (Luchetta ve dig., 2010). Yaptigimiz c¢alismada da
kirmiz1 ve beyaz sarap orneklerinde bulunan OTA miktarlar1 arasinda istatistiksel bir
fark tespit edilmemistir.

Sarap ya da meyve suyu farbrikalarinda iiretim baslamadan once yapilan
sterilizasyon benzeri proseslerle (uygun filtrelerle fiziksel olarak uzaklastirma veya
degredasyon) OTA miktarinin azaltildigt tahmin edilmektedir. Fiziksel olarak
uzaklastirma, gozle goriiliir kiiflii meyvelerin {iretime alinmamas1 ya da proses sirasinda
kat1 ve sivi faz arasinda pargalanmasidir. Degredasyonun sarap iiretimi sirasinda
malolaktik fermentasyon basamaginda laktik asit bakterileri tarafindan azaltildigi
diistiniilmektedir. Ayrica siilfiir dioksit ilavesi ve meyve suyu yapimindaki
pastorizasyon islemlerinin OTA’ya etki etmedigi belirtilmistir (Leong ve dig., 2006a).

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda kullanilan 36 sarap 6rneginden higbiri Tiirk
Gida Kodeksi’'nce, Gida Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum Limitleri Hakkinda
Teblig’de belirtilen, sarapta bulunabilen maksimum OTA limitini agsmamustir (Tiirk
Gida Kodeksi, 2009). 2005, 2007 ve 2009 yillarinda yapilan Tiirk saraplarinda OTA
tespiti ile ilgili ¢aligmalarda bu limiti asan 6rnekler tespit edilmistir (Altiokka ve dig.,
2009; Anli ve dig., 2005; Var ve Kabak, 2007). Bu ¢alismada 6rneklerin yasal limitin
altinda OTA icermesi ireticilerin bilinglendigi ve OTA kontaminasyonuna daha ¢ok
dikkat edildigini gosterebilir. Bu sonug, ayni zamanda iiziimlerde kontaminasyonun
tarim ilaci kullanilarak engellenmis olabilecegi ihtimalini de ortaya ¢ikarmaktadir. Eger
boyle bir durum varsa Ozellikle kabuklarin da dahil edildigi kirmizi sarap tiretimi
sirasinda saraplarda pestisit kalintisi riski ortaya ¢ikabilir. Bu yiizden saraplarda pestisit
kalintist ile ilgili ¢alismalarin da yapilmasi faydali olacaktir. AB uyum siirecinde
olusturulan yeni tebligler, gidalarda kontrollerin artirilmasi, {iretici firmalarin ihracata
da yonelmesi gibi sebeplerle, iireticilerin bilinglendigi de diisiiniilebilir. Thrac edilen
triinler gittigi tilkede ve glimriik birimlerinde analize alinmakta ve eger limit degerleri
asan bulasan tespit edilirse geri gonderilmektedir. Bu durumda ihrac eden iiretici,

irliniine gectigimiz yillardan daha fazla dikkat etmek zorunda kalmais olabilir.
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