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OZET

Tosun, A.B. (2015).Cesitli Gidalarda Okratoksin A Varligmin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dal1. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul.

Okratoksin A (OTA), Penicillium ve Aspergillustiirii kiifler tarafindan {iretilen
ve ¢esitli tahil iirlinleri, kuru meyveler, yer fistig1, kahve, kakao, baharat, sarap, bira ve
baz1 hayvansal iirlinlerde rastlanan bir mikotoksindir. Biitiin memelilerde nefrotoksik
hepatotoksik, karsinojenik, teratojenik ve immiinotoksik etkileri kanitlanmis olan OTA,
Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitlislisii (IARC) tarafindan olasi insan kanserojeni
(Grup 2B) smifina alinmistir. Ayn1 zamanda Giineydogu Avrupa Ulkelerinde goriilen
Balkan Endemik Nefropatisi (BEN), idrar yollar1 tiimérleri ile Misir ve Tunus’ta
goriilen ve etyolojisi tanimlanamayan nefropatilerin sorumlusu olarak da
goriilmektedir.OTA ile kontamine olmus tahil, hububat, sarap, kahve, kakao, baharat ve
kurutulmus meyveler insanlarda kronik maruziyete sebep olabilmektedir. Tiirkiye’de
tahil, tahil drlinleri, kurutulmus meyve, hayvan yemi, {izim ve {izliim
tirtinlerindeOTA nin varligi ile ilgili ¢alismalar mevcutken, kirmiz1 pul biberlerde OTA
varlig: ile ilgili sadece bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu nedenle, ¢aligmadakirmizi pul
biber 6rneklerinde OTA diizeylerinin arastirilmasi amagclanmustir. Istanbul’un degisik
semtlerindeki ¢esitli pazar ve marketlerinden kirmizi pul biber 6rnekleri toplandi.OTA,
stvi/s1vi ekstraksiyon ve immunoaffinite kolon ile temizlemenin ardindan fluoresans
dedektor donanimlhi ters faz yiiksek basingli sivi kromatografisi yontemi (HPLC) ile
tayin edildi. Kapali olarak satilan kirmizi pul biber 6rneklerinin %87,10’sinde 0,055-
0,98 pg/kgkonsantrasyonlarda, acikta satilan kirmizi pul biber 6rneklerinin %100’ {inde
isel.12-31,74 pg/kg oranlarinda OTA’ya rastlanmistir. Acikta satilan toplam 44 adet
kirmizi pul biber 6rneginin4 tanesinde (% 9,09) 15 pg/kgiizerinde OTA’ya rastlanmis
olup, bu degerTiirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan izin verilen
maksimum degerlerin (15 pg/kg) tlizerindedir. Bu yiizden risk degerlendirme siirecinde
kirmiz1 biberlerdeki OTA varliginin iyi1 bir sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Okratoksin A, kirmizi pul biber, immiinoafinite kolon, yiiksek
basin¢li s1v1 kromatografisi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:25266.
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ABSTRACT

Tosun, A.B. (2015). Occurence of OTA in Various Food Products. Istanbul
University,Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical Toxicology.
Master Thesis.Istanbul.

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced by toxigenic mould species
(Penicillium and Aspergillus), which occurs in a variety of products, including cereals,
spices, wine, dried fruit, cocoa, coffee beans, peanuts, beer and fruit juices. OTA has
been shown to be nephrotoxic, hepatotoxic, teratogenic and immunotoxic to several
species of animal and cause kidney and liver tumors in all mammals. As far as humans
concerned, the IARC (International Agency for Research on Cancer) classified OTA as
a possible carcinogen to humans (Group 2B). With regard to nephrotoxicity, OTA is
considered to be involved in the Balkan Endemic Nephropaty (BEN), a severe kidney
pathology, generally occurring in some areas of South-Eastern Europe and linked to
urinary tracttumors in Agypt and Tunisia. OTA may contaminate several food
commodities including cereals, wine, coffee, cacao, spices or dried fruits, resulting in
chronic human exposure. While studies have been carried out in Turkey with regard to
the presence of OTA in cereals, cereal-derived products, dried fruits, animal feeds,
grapes and grape products, there is no published data on the occurrence of OTA in
spices especially red pepper powder consumed in Turkey. Therefore, the objective of
present study was to investigate the presence of OTA in red pepper powder
commercialized in Turkey. A total of 75 samples were collected from different
supermarkets and traditional bazaars in Istanbul during 2013-2014 years. The analytical
methods used in our study involved the liquid/liquid extraction of OTA, immunoaffinity
clean-up and high performance liquid chromatography determination with fluorescence
detection. The frequency of OTA contamination were 87,10% with the range
concentration of 0,055-0,98 ug/kg in the for brandedred pepper powder, while in non-
branded red pepper powder 100% of samples were contaminated with OTA in the range
of 1,12-31,74 ng/kg. However, 4 of 44 (9,09%) branded red pepper powder samples had
higher levels than permitted by the Turkish Ministry of Agriculture and Rural Affairs
and the European Commission (15 pg/kg) for safe consumption. Therefore, it is
suggested that OTA content should carefully be monitored in red pepper powder
samples for risk assessment process.

Key Words: Ochratoxin A, ped pepper powder, immunoaffinity column, high
performanceliquid chromatography.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 25266.



1. GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler, cesitli kiifler tarafindan salgilanan ikincil metabolitler olup,
cesitli gida iriinlerini kontamine edebilir. Dogrudan kontamine olmus gidalarin
tiiketilmesi ya da kontamine yemler ile beslenen hayvanlardan elde edilen besinlerin
tiikketilmesiyle insanlara maruziyet gergeklesir. Insan ve hayvanlarda mikotoksinlerin
sebep olduklar1 olaylar mikotoksin zehirlenmeleri “mikotoksikozis” olarak
bilinmektedir. Bu durum, mikotoksinin kimyasal yapisina, toksik etkilerine maruz
kalma siiresine, kiginin yas ve beslenme durumuna, kisinin maruz kaldigi diger
kimyasallarla toksinin kimyasal etkilesimine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Mikotoksinler i¢inde en ¢ok incelenen ve toksisite olusturma potansiyeli en yiiksek
olani, aflatoksin grubundan hepatotoksik ve karsinojenik 6zellikteki Aflatoksin B1’dir.
Son yillardaki mikotoksin g¢aligmalarinda iizerinde yogunlasilan diger mikotoksin
gruplart ise okratoksinler, patulin, trikotesenler, zearalenon ve sitrinindir.

Okratoksinler, aflatoksinlerin disinda dogada en yaygin bulunan mikotoksin
grubudur. Okratoksinler, ilk kez 1965 yilinda sorgum tanelerinden izole edilen
Aspergillus ochraceus kiiltiiriinden izole edilmistir (van der Merwe ve ark., 1965). Daha
sonraki aragtirmalarda diinya iizerinde iliman iklimin hakim oldugu yerlerde yaygin
bulunan bir depo kiifii olan Penicillium verrucosumun da okratoksinleri salgiladigi
belirlenmigtir (Ciegler ve ark., 1972; van Walbeek ve ark., 1969). Okratoksinler
icerisinde toksikolojik 6neme sahip olan tek mikotoksin, Okratoksin A (OTA)’duir.
Peptid bagi ile fenilalanin baglanmis bir isokumarin tiirevi olan OTA’nin olusumunu
belirleyen en 6nemli iki faktor sicaklik ve nemdir. Ayni zamanda OTA, basta Balkan
tilkelerinin (Bosna, Bulgaristan, Hirvatistan, Romanya ve Sirbistan) kirsal bolge
insanlarinda goriilen “Balkan Endemik Nefropatisi” (BEN) olmak {izere, Misir ve
Tunus’da goriilen ve etiyolojisi bilinmeyen nefropatiler ve bdbrek tiimorlerinden de
sorumlu tutulmaktadir (Mally ve ark., 2007). Elde edilen epidemiyolojik bilgiler,
BEN’nin OTA igeren yiyecek tiiketimiyle baglantili oldugu sonucunu desteklemektedir.

OTA tahil ve tahil {irlinleride yaygin olarak bulunurken, kuru meyve, yer fistigi,
kahve, kakao, baharat, sarap, cay, bira, sirke, iizim suyu, bebek mamasi ve bazi
hayvansal iirtinlerde de bulundugu bildirilmistir. Bugiin OTA, gida maddelerinde ve

hayvan yemlerinde bulunabilen en tehlikeli bulasicilardan biri olarak kabul



edilmektedir. Bu nedenle bir¢ok iilke, vatandaslarini OTA bulagmis gida maddelerinin
tikketimi sonucu ortaya ¢ikabilecek zararlardan korumak ve ihrag¢ ettikleri {iriinlerinin
geri donlisilinii azaltabilmek i¢in bir yandan yasal limitlerini belirlerken, 6te yandan gida
maddelerindeki dagilimlarint ortaya koyacak tarama ve izleme programlarina
yonelmektedir. Bu programlarla, hangi tiriinlerde sorun oldugu belirlenmekte ve OTA
olusumunun kontrol edilmesine yonelik c¢alismalara yon verecek veriler elde
edilebilmektedir. Bu sekilde sistemli bir yaklasimla gelismis tilkelerde sorun 6nemli
Olgiide azaltilabilmistir. Tirkiye’de 29 Aralik 2011 tarihli ve 28157 sayili Resmi
Gazetede yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’ yiiriiliikkte olup, bu
yonetmelikte baharatlar icin limit deger 15 pg/kg olarak bildirilmistir (28157 sayili
Resmi Gazete, 2011).

OTA’nin, gida maddelerinde ve hayvan yemlerinde kontrolii biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ancak {ilkemizde heniiz OTA’ya maruziyetin derecesinin ortaya
¢ikmasina yetecek sayida arastirma yapilmamistir. Meseci ve Alpertunga (2001)
tarafindan misir ve musir iriinlerinde OTA tayini gergeklestirilmis olup, Anabilim
Dalimizda gergeklestirilen diger ¢aligmalarda da tahil iiriinlerinde (kahvaltilik gevrekler,
bebek mamalar1) ve tarhanada (Ozden ve ark., 2012) ve kuru iiziim, {iziim suyu ve
pekmez tirlinlerinde OTA seviyesi (Akdeniz ve ark., 2013) arastirilmistir.

Tez calismasinda Istanbul’un ¢esitli semtlerindeki pazar ve marketlerden
toplanan toplam 75 adet kirmiz1 pul biber 6rneginin analizinin yapilmast amag¢lanmistir.
Ornekler, kapali markali ambalajlarda ve baharatgilarda agikta markasiz satilan kirmizi
pul biberleri seklinde gruplandirilarak, OTA’nin bu iirlin gubunda risk degerlendirilmesi
gergeklestirilmistir. Orneklerin analizinde Avrupa Birligi Komisyonu Direktifinde
(Avrupa Birligi Komisyonu, SCOOP, Task 3.2.7, 2002) yer alan organik ¢oziiciiler ile
ekstraksiyon ve immiinoafinite kolon ile temizlemenin ardindan valide edilmis
fluoresans dedektdr donaniml ters faz HPLC yontemi kullanilmistir. Ayrica, OTA’nin
kirmiz1 pul biberlerde seviyelerinin belirlenmesinin yaninda bireylerin maruziyetinin de

belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler ¢esitli kiifler tarafindan salgilanan ikincil metabolitler olup,
insanlar ve hayvanlarda istenmeyen patolojik ve fizyolojik degisiklikler meydana
getirirler. Mikotoksin terimi mantar anlamina gelen ‘myco’ ve zehir anlamindaki ‘toxin’
kelimelerinin birlestirilmesinden tiiremistir. Bir takim kiifler ¢esitli gida {iriinlerini
(olgunlastirilmis peynir gibi) ve ilaclar1 (antibiyotikler) insanlara sunarlarken; ote
yandan da mikotoksinler gibi zararli bazi maddelerin de sentezinden sorumludurlar
(Omaye, 2004). Kiifler dogada serbest halde bol miktarda bulunurlar ve saprofilik
ozellikleri ile bircok organik maddeyi kullanarak biiylime ve ¢ogalmalart i¢in gerekli
yapilart diger etmenlere ihtiyag duymadan sentezleyebilirler. Bu 6zelliklerinden dolay1
koruyucu tabakalar1 zarar gormiis olan bircok gida maddeleri iizerinde rahatlikla
kolonize olabilirler. Gilinlimiizde ¢esitli kiif cinsleri tarafindan {iretilen yaklasik 300
mikotoksinin varligr bilinmektedir. Hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalar farkl
mikotoksinlerin farkli organlar1 etkiledigini ve akut toksik, mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik etkilere sahip oldugunu, bazilarinin bu etkilerin birkagini birden gosterdigini
ortaya koymustur. Ayrica, mikotoksinler bugday, arpa, misir ve piring gibi besin
kaynaklarmin yaygin kontaminantlar1 olup, insan ve hayvan sagligi acisindan risk
olusturmaktadir. Mikotoksinlerin ¢ogu Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsleri
tarafindan sentezlenmektedir (Bennett ve Klich, 2003; Creppy, 2002; Omurtag, 2002).
Mikotoksinler i¢inde en ¢ok incelenen ve toksisite olusturma potansiyeli en yiiksek
olani, aflatoksin grubundan hepatotoksik ve karsinojenik 6zellikteki aflatoksin B1’dir.
Son yillardaki mikotoksin caligmalarinda {iizerinde yogunlagilan diger mikotoksin

gruplari ise okratoksinler, patulin, trikotesenler, zearalenon ve fumonisinlerdir.

2.1.1. Mikotoksin Olusumuna Neden Olan Kiifler

1800 sonlar1 ve 1900 baslarinda arastirmacilar kiifler tarafindan iiretilen
bircokikincil ~ metabolitin  farkina  varmuislardir. 1928  yilinda  Alexander
Fleming’inpenisilini kesfetmesiyle birlikte, bilim adamlar1 antibiyotikler {izerine
calismalarimiartirmiglardir.  Bilim adamlar1t bu arastirmalart yaparken baz1 kiif
metabolitlerininhayvanlar iizerine toksik etki gosterdiginin farkina varmasiyla, bilim

diinyas1 insanlarve diger hayvanlar iizerine hastaliklara neden olan mikotoksinlerle ilgili



ilk ipuclarim1 elde etmislerdir (Richard, 2007).Mikotoksin iireticileri olarak 6n plana
cikan kif mantarlar1 Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Alternaria tiirleridir. Tablo

2-1’de bu dort cinsin olusturdugu baslica mikotoksinler goriilmektedir(Doyle ve ark. ,

1997; Golob, 2007).

Tablo 2-1: Gida ve yemlerde goriilen bashica mikotoksin iireten cinsler ve iirettikleri

mikotoksinler (Doyle ve ark. , 1997; Golob, 2007).

Aspergillus Penicillium Fusarium Alternaria

toksinleri toksinleri toksinleri toksinleri

Aflatoksinler Sitrinin (Zlfflzrigi?s(i)ﬁ) Alternariol

AFB1 Okratoksin A Trikotesenler Alternariolmono-
metil-eter

AFB2 Sitreoviridin Deoksinivalenol Altertoksin

AFG1 Rubratoksin A Nivalenol Tenuazonikasit

AFG2 Rubratoksin B Diasetoksisirpenol

AFM1 Patulin T-2 toksin

AFM2 Penisilikasit HT-2 toksin

AFB2a ‘E)_li i(j’en. requeforti) Tremortin

AFQG2a Luteosikrin Fusarin-C

AFB3 Izlanditoksin Fumonisin B1

Aspertoksin Ksantosilin-X Moniliformin

Sitrinin Siklopiazonikasit

Sterigmatosistin Sitromisetin

Okratoksin A Rugulosin

Patulin Ksantomegnin

Penisilikasit Rugulovasin A

Rugulovasin B
Verrukulotoksin
Emodin

En o6nemli mikotoksin fireticilerinden Alternaria ve Fusarium cinsleri tarla
kiifleri, Penicilium ve Aspergillus ise depo kiifleri sinifina girmektedir. Her materyalin
yapisina, bilesimine, i¢erdigi nem oranina, bulundugu sicaklik kosullarina gore iiriiniin
tizerinde gelisen kiif tiirleri, cinsleri, oranlari olusturdaklar1 mikotoksin gesitleri ve

miktarlart degiskenlik gosterirler.



2.1.2. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksin olusumunu etkileyen en 6nemli faktorler cevresel faktorlerdir. Tarim
iriinii veya gidanin nem icerigi (sicaklikla beraber bagil nem) kiif mantar1 sporlarinin
¢imlenmesini ve misellerin gelismesini saglayarak toksin olusumunu etkileyen en
onemli faktordir. Mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler asagida gdosterilmistir

(Bozoglu, 2003; Akdeniz, 2009, Tunail, 2000):

v' Tarim iirlinii ve gidanin gesidi,

v Uriiniin yetistirildigi ve depolandig1 ortamin fiziksel kosullar1 (nem igerigi,
sicakligl, pH’s1)) (%70°den fazla nem ve 1247 °C arasindaki sicaklik
mikotoksin liretimi i¢in optimum kosullart saglamaktadir),

v Uriiniin olgunluk durumu, hasat islemleri, depolama kosullari,

v" Ortamda diger yarigmaci mikroorganizmalarin varlig,

v Yetersiz giibreleme ve kuraklik (bitkilerdeki koruma sistemlerinin zarar
gbérmesi sonucu kiiflerin bitkide kolayca kolonize olmasi),

v Mekanik islemlerin ve boceklerin bitkilerdeki koruyucu yapry1 bozmalaridir.

2.1.3. Mikotoksin Maruziyeti

Insanlarin mikotoksinlere baslica maruziyet kaynagi beslenmedir. Dogrudan
kontamine olmus gidalarin tiiketilmesi ya da kontamine yemler ile beslenen
hayvanlardan elde edilen besinlerin tiiketilmesiyle maruziyet gerceklesir. insan ve
hayvanlarda mikotoksinlerin sebep olduklar1 olaylar mikotoksin zehirlenmeleri
“mikotoksikozis” olarak bilinmektedir. Bu durum, mikotoksinin kimyasal yapisina,
toksik etkilerine maruz kalma siiresine, kisinin yas ve beslenme durumuna, kisinin
maruz kaldig1 diger kimyasallarla toksinin kimyasal etkilesimine bagli olarak ortaya
cikar. Dogrudan ve dolayli yoldan mikotoksinlerin baslica insanlara ge¢is yolu Sekil 2-
1’de gosterilmektedir. Temel olarak mikotoksin iiretimi ve buna bagli olarak yemeklerin
ve gida maddelerinin kontaminasyon dereceleri; substrat kompozisyonu ve yapisi, nem
ve sicaklik gibi faktorler degistirilerek azaltilabilir. Mikotoksinlerin kiifler tarafindan
sentezi genetik olarak diizenlenir ve aminoasit ve yag asidi metabolizmasi ile

iligskilendirilir (Fink-Gremmels, 1999).



Bitkisel uriinler

Hayvanlar tarafindan

titketim
Kiif bulasmasi ve  J
mikotoksin olusumu
Dokulara Siite
baglanma salgilanma
Insan ve hayvanlar l l
Et tiriinleri Siit dirtinleri

Kif  sporlarimin  Toksin igeren gida

solunumu veya yemin direkt Insanlar

Deri ile temasi tuketimi tarafindan tiketim

| l

PRiIMER SEKONDER
MIKOTOKSIKOZIS MIKOTOKSIKOZiS

Sekil 2-1: Mikotoksinlerin insanlara gecis yolu (Akdeniz, 2009).

2.1.4. Mikotoksinlerin Toksik Etkileri

Insan saglig1 agisindan risk olusturan mikotoksinlerden en &nemlisi Aspergillus
flavustarafindan {iretilen aflotoksin B1 (AFB1)’dir. Insanda AFB1’in karaciger
kanserine sebep oldugu ortaya konmustur. Karaciger kanseri nedeni ile Cin ve
Afrika’da yaklasik olarak 250.000 6lim gerceklestigi ve nedeninin ise giinliik yiiksek
miktarda (1,4 pg/kg) AFBI alimi oldugu iddiaedilmistir. Dokularinda aflatoksin tespit



edilen cocuklarin ayni zamanda Kwashiorkor' ve Reye sendromundan sikayetci
olmalari, bu iki hastalifin ortaya cikisinda AFB1’in biretkisi oldugu siiphelerini
uyandirmistir (Richard ve ark., 2003).

Insan saglhigma olumsuz etki eden diger bir mikotoksin tiirii de okratoksin A
(OTA)’dir. OTA, basta Balkan {ilkelerinin (Bosna, Bulgaristan, Hirvatistan, Romanya
ve Sirbistan) kirsal bolge insanlarinda goriilen “Balkan Endemik Nefropatisi” (BEN)
olmak {izere, Misir ve Tunus’da goriilen ve etiyolojisi bilinmeyen nefropatiler ve
bobrek tiimdrlerinden de sorumlu tutulmaktadir (Mally ve ark., 2007). Elde edilen
epidemiyolojik bilgiler, BEN’nin OTA igeren yiyecek tiiketimiyle baglantili oldugu
sonucunu desteklemektedir. Fumonisinler ise; Fusarium cinsi kiifler tarafindan
sentezlenir (Gelderblom ve ark., 1991). Giliney Afrika ve Cin’in baz1 boélgelerinde
yapilan calismalarda; FB1 ve FB2’nin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu misir
yetisen bolgelerde 6zofagus kanserinin goriilme sikliginin yiiksek oldugu gosterilmistir
(Sydenham ve ark., 1990; Chu ve ark., 1994;Yoshizawa ve ark., 1994). Fumonisin
iceren misir ve bu misirdan yapilan yemlerle beslenen atlarda beyin zar iltihabi (equine
leucoencephalomalacia, ELEM) (Marasas ve ark.,1988 ve Kellerman ve ark., 1990) ve
domuzlarda akciger 6demigelistigi gosterilmistir (Harrison ve ark., 1990). Tablo 2-2’de
Onemli mikotoksinler, iretici kiifleri, kontamine olan iirlinler ve toksik etkileri

gosterilmistir.

'Protein eksikligine bagh olarak ortaya cikan kas erimesi



Tablo 2-2: Onemli mikotoksinler, iiretici kiifleri, kontamine olan iiriinler ve toksik etkileri
(Kotsonis and Burdock, 2013, p. 1338).

Kontamine olan

Mikotoksin Kaynak Etkiler
y Gidalar
. Aspergillus flavus, <
Aflatoksin B, B, Aspergillus Akut aflatoksikozis, karsinojenez Mistr, yer fistig ve
Gy, G, >, digerleri
parasiticus
Aflatoksin M, AFB; metaboliti Hepatotoksisite Siit
Fumonisin By, B,, | Fusarium .. . .
Bs, By, Ay, A, verticillioides Bobrek ve karaciger kanseri Misir
Trikotesenler Kan iizerine toksik etki,beyin
. . kanamasi, sinirsel diizensizlik,
(T2 toksin, Fusarium, . . . .
.. . deri nekrozu, mide ve ince Tahil taneleri, misir
Deoksinivalenol, | Myrothecium bas N
; e agirsak kanamasi, kusma, immiin
Diasetoksisirpenol) sistem baskilayici
Zearalenon Fusarium Ostrojenik etki Misir, tahil
Siklopiazonik asit Asp eirglglus, Kas, karaciger ve dalak toksisitesi | Peynir, tahillar, fistiklar
Penicillium
Kojik asit Aspergillus Hepatotoksik ? Tahillar, hayvan yemleri
Arthrinium
sacchari,
3—N1troprop1yon1k Arthrzmym Merkezi sinir sistemi hasar1 Sekerkamigi
asit saccharicola,
Arthrinium
phaespermum
Penicillium
Sitreoviridin citreoviride, Kalp ritmi bozukluklari Piring
Penicillium
toxicarium
Sitokalasin E, B, F, | Asp e_rgzl]us ve Sitotoksisite Maisir, tahil taneleri
H Penicillium
Sterigmatosistin Asp grgzllus Karsinojenez Misir
versiolar
Penisilinik asit Pemal.lmm Nefrotoksisite, diisikk yapma Misrr, kuru fasulye,
cyclopium tahillar
Rubratoksin A, B Penicillium Hepatotoksisite, teratojenik etki Misir
rubrum
Patulin Penicillium Karsinojenez, karaciger hasart Elma ve elma tirtinleri
patulum
Aspergillus
ochraceus,
Okratoksinler Asp ergzllbfs Endemik nefropati, karsinojenez Misir, fistik, {iziim, yesil
carbonarius, kahve
Penicillium
verrucosum
Sitrinin Aspergillus ve Nefrotoksisite Tahil taneleri




Penicillium
. Titreme, koordinasyon bozuklugu, Kuﬂq krem peynir, ingiliz
Penitrem . pon cevizi, hamburger
kanli ishal, 6lim S
ekmegi, bira
Ergot alkaloidleri Claviceps Ergotizm Tahil
purpurea

2.1.5. Mikotoksinlerin Dekontaminasyonu ve Zararlarimin Azaltilmasi

Gidalardan  mikotoksinlerin ~ dekontaminasyonu i¢in  birgok  yaklagim
gelistirilmistir (Halasz ve ark., 2009). Mikotoksinler ile kontamine olmus gida ve
yemlerin zararli etkilerinden korunmak amaciyla baslica 3 prensip bulunmaktadir: 1)
kontaminasyonun onlenmesi, 2) mikotoksin iceren gida ve yemlerin dekontaminasyonu,
3) tiiketilen gidalardan gastrointestinal bdlgede mikotoksin absorbsiyonunun
Oonlenmesidir. Bu amaglara yonelik olarak mikotoksinlerin dekontaminasyonu ve
zararlarinin azaltilmasi konusunda yapilan ¢alismalarda fiziksel teknikler, dogal veya
sentetikkaynakli kimyasal maddeler ve biyolojik yontemler kullanilmaktadir.

Fiziksel detoksifikasyon icin uygulanan genel yontemler; arindirma,mekanik
siralama ve dagilim, yikama, yogunluk farkinin godzlenmesi, termalinaktivasyon,
mikrodalga uygulamalarin1 da iceren radyasyon uygulamasive ¢oziicii ekstraksiyonu
olarak siralanabilir (Atasayar Sabuncuoglu ve ark., 2008).

Mikotoksinlerin toksik olmayan iiriinlere doniistiiriilmesi amaciyla birgok tilkede
alkali ve oksidatif ajanlar gibi farkli kimyasallar kullanimiyla ekonomik olarak kabul
gbren yontemler de uygulanmistir. Fakat bu uygulamalar mikotoksin konsantrasyonunu
tamamen ya da tama yakin olarak azaltirken, gidalarin besin degerinin kaybolmasina ve
bazi iirlinler i¢in de zararli olmasina sebep olmaktadir. Ayrica, Avrupa Birligi kimyasal
uygulama metodlarina izin vermemektedir (Juodeikiene ve ark., 2012).

Daha sonralari, mikroorganizmalar ya da enzimler ile mikotoksinlerin biyolojik
dekontaminayonu ve biyodegredasyonu yontemleri kullanilmistir. Mikotoksinlerin
enzimatik olarak bir c¢ok bakteri ve kiif mantar1 tarafindan degrade edildigi
gosterilmistir (Bata ve Lasztity, 1999; Reddy ve ark., 2009; Patharajan ve ark.,
2011;Styriak ve Concova, 2002; Pereira ve ark., 2010). Boylelikle, zararli kimyasallarin
kullanilmamasiyla gida ve yemlerin lezzeti ve de besin degeri bozulmadan

mikotoksinlerin dekontaminasyonu saglanmis olmaktadir.
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2.2. Okratoksinler

Okratoksinler basta Penicillium verrucosum, ve Aspergillus ochraceus
tarafindan tretilmekte olup, diisiik miktarda Aspergillus niger’in de okratoksinleri
sentezleyebildigi rapor edilmistir (Creppy, 2002). Okratoksinler kimyasal yapilarina
gore A, B ve C olarak isimlendirilir. Fenilalanin ve dihidroizokumarinin peptid bag ile
birlesmesiyle olusurlar. Sekil 2-2 ve Tablo 2-3’de okratoksinlerin kimyasal yapis1 ve

major tiirevleri gosterilmistir (Coronel ve ark., 2011).

Sekil 2-2: Okratoksinlerin kimyasal yapisi.

Tablo 2-3: R-siibstitiisyon gruplarina gore okratoksin tiirevleri.

Genel Isim Kisaltma R1 R2 R3 R4
Okratoksin A OTA Fenilalanil Cl H H
Okratoksin B OTB Fenilalanil H H H
Okratoksin C OTC Fenilalanil etilester CI H H
4-R-hidroksi okratoksin A 4-R-OTA-OH  Fenilalanil Cl H OH
4-S- hidroksiokratoksin A 4-S-OTA-OH  Fenilalanil Cl OH H
Okratoksin o OTa OH Cl H H
Okratoksin 3 OTp OH H H H

Iclerinde en yaygm bulunan ve toksik etkisi yiiksek olan Okratoksin A
(OTA)’dir. Dolayisiyla ¢aligmalar da OTA {izerine yogunlasmistir (Van der Merwe ve
ark., 1965; Marquardt ve ark., 1997). Ayn1 zamanda OTA, basta Balkan iilkelerinin
(Bosna, Bulgaristan, Hirvatistan, Romanya ve Sirbistan) kirsal bdlge insanlarinda
goriilen “Balkan Endemik Nefropatisi” (BEN) olmak {izere, Misir ve Tunus’da goriilen
ve etiyolojisi bilinmeyen nefropatiler ve bobrek tiimorlerinden de sorumlu tutulmaktadir
(Mally ve ark., 2007). Elde edilen epidemiyolojik bilgiler, BEN’nin OTA igeren

yiyecek tiiketimiyle baglantili oldugu sonucunu desteklemektedir.
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OTA yaygin olarak tahil ve tahil {riinlerinde bulunmaktadir. Avrupa Birligi
Komisyonu tarafindan yapilan maruziyet degerlendirmesinde; Avrupa iilkelerinin
toplam diyetinin %50’sini kapsayan tahil ve tahil iirlinlerinin temel olarak OTA
maruziyet kaynagi oldugu bildirilmistir. (Avrupa Birligi Komisyonu, SCOOP, Task
3.2.7,2002). Tahil ve tahil iirtinleri disinda, OTA’nin kakao, kahve, ¢esitli tahillar, kuru
meyveler, baharat, yag, siit ve siit iirlinleri, ¢ay, bira, sirke, liziim suyu, bebek mamasi
ve sarap gibi ¢esitli gida iriinlerinde yaygin olarak bulundugu bildirilmistir (EFSA,
2006).

2.2.1. OTA’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

OTA, renksiz, kristalimsi, suda az ¢ozilinen, fakat sulu sodyum bikarbonath
cozeltilerde c¢oziinebilen, zayif asidik oOzellikte bir bilesiktir. OTA’nin  kimyasal
yapisinda fenilalanin, kloriir ve hidroksil igeren dihidroizokumarin bilesikleri bulunur.
Kloriir icermeyen tiirevi okratoksin B, etilester tiirevi ise okratoksin C'dir. Bu iki
okratoksin tiirevi gidalarda goriilseler de diisiik konsantrasyonda bulunduklarindan
fazlaca 6nem tasimazlar (Tunail, 2000). OTA’nin molekiiler formiilii 1965 yilinda Van
der Merwe ve arkadaglar tarafindan 7-karboksi-5-kloro-8-hidroksi 3,4-dihidro-3-metil
izokumarin olarak agiklanmistir (Van der Merwe ve ark., 1965; O'Callaghan J ve ark.
2003).0TA’nin kapali formulii ise Cy0H;30sNCI ve molekiiler agirligi 403,82°dir. OTA,
dihidro-metil-izokumarin halka sisteminde 5. karbon iizerinde klor atomuna sahiptir, bu
atom okratoksin B’de bulunmaz ve klor atomuna fenolik OH eklenmesi toksisiteyi
arttirir. Fenilalanin ve dihidroizokumarin bilesikleri amid bagi ile baglanirlar ve bu bag
ise 1s1ya ve hidrolize karsi ¢ok dayaniklidir (Frenettea, C. ve ark.,2008; Ringot, D. ve
ark., 2006; Park, D.L. ve ark., 2000). Sekil 2-3’de OTA’nin kimyasal yapisi

gosterilmektedir.
7N\ a O
g ‘)= CHz —CH—NH—CO, _A_ A
_— | o~ e
COOH il L+
e P

0y

Sekil 2-3: OTA’nin kimyasal yapisi.

OTA genel olarak kararli bir molekiildiir ve tliketiciye sunulan gida

maddelerinin iglenme silirecinde herhangi bir degisime ugramadan varligin siirdiirebilir.
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Bu siirecler kaynatma, firinlama, kizartma ya da fermantasyon ve diger bilesenleri yok
edecek pH ve sicakliktir. OTA, pisirme ve ekmek yapimi sirasinda kismen bozulur.
Firinda pisirme ve kizartma islemlerinin toksin aktivitesini %20 oraninda azalttigi

goriilmiistiir (Berry, 1988; Puntaric ve ark., 2001).

2.2.2. OTA Olusumuna Sebep olan Kiifler

OTA cografik bolgelere ve ham maddelerin etkilenmesine gore farkli tiirlerde
mantarlar tarafindan olusturulabilir. Penicillium verrucosumyaygin olarak bilinen bir
depo mantar1 olup, Kanada, kuzey dogu Avrupa ve giiney Amerika’nin bazi bolgeleri
gibi soguk iklimlerde misirlardaki OTA f{ireticisi olarak bilinir. Yanlizca 30°C ve daha
diisiik sicaklik seviyelerinde aktivite gdsterebilirler ve hatta Penicillum tiirlerinin 5°C
gibi diistik sicakliklarda bile okratoksin tirettikleri bildirilmektedir (WHO, 1990). Buna
z1t olarak Aspergillus tiirlerinin ise; yliksek sicaklik ve nemin goriildiigii tropikal veya
yar1 tropikal iklimlerde kahve, kahve ¢ekirdegi, kurutulmus meyveler ve iiziimden elde
edilen meyve sular1 gibi materyallerde gelistigi gorilmistiir. Aspergillus tiirleri
arasindaorta sicakliklarda ve yiiksek nemde aktivite gosteren Aspergillus ochraceus

tahillarda OTA {ireten en dikkate deger tiir olarak bilinir.

Aspergillus carbonarius siyah sporlara sahip oldugu icin giines 1s18na ve
giineste birakarak kurutma yontemine oldukca direnglidirler; bu ylizden yiiksek
sicakliklarda dahi gelisim gosterebilirler. Aspergillus carbonariusolgunlasmis meyveler
ile Ozdeslesmis durumdadir ve iiziimlerdeki OTA’nin ana kaynagidir. Ayrica
kurutulmus asma meyveleri, sarap ve kahvelerde temel OTA {ireten kaynaklarindan
biridir. Diger bilinen bir tiir olarak Aspergillus niger enfekte olmus kahve ¢ekirdekleri
ve kuru asma meyvelerinde OTA {iretiminden sorumlu 6nemli bir tiirdiir (Centre for

Food Safety, 2006).

2.2.3. OTA Olusumunu Etkileyen Faktorler

Gida ve yemlerde OTA iiretiminde etkili olan bircok faktor bulunmaktadir.
Bunlardan baslicalari; su aktivitesi (ay), sicaklik, substratin cinsi, ortamda rekabetci
mikrofloranin varligi, ortamin pH’1 fungusun cinsi olarak siralanabilir (Akdeniz, 2009;
Glimiis, 2002; Bucheli ve ark., 2002; Bayman ve ark., 2002; Larsen ve ark., 2001). Ay,
degeri mikroorganizmalarin kullanimina yarayan ve gida icinde bagli olmayan suyu

ifade eder. Gida igerisinde bulunan suyun mikroorganizmalarin kullanimina agik
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olmamasi gerekir. Su aktivitesi degeri, substrattaki su buhar1 basincinin saf suyun buhar
basincina boliinmesiyle elde edilen bir parametredir. Optimum ay’de 1s1 aralig1 4-
31°C’dir. Bu durumda Kanada ve Iskandinavya gibi soguk iklime sahip iilkelerde, OTA
tiretiminden Penicillium; Yugoslavya ve Avusturalya gibi sicak iklime sahip bolgelerde
ise OTA iretiminden %28-50 oraninda Aspergillus ochraceus tiirlerinin sorumlu
oldugunu ileri siiriilmektedir (Soy6z, 2002; Pohland ve ark., 1992; Samson ve ark.,
1988). OTA’nin lireyebilmesi i¢in pH da 6nemli bir faktordiir. Okratoksin liretebilen
mantarlarin  gelisebildikleri pH araligit  3,9-9,1°dir. Ayrica, kiifler aeorobik

mikroorganizmalar olduklarindan oksijensiz ortamlarda gelisemezler.

2.2.4. OTA’mn Toksikokinetik Ozellikleri

Oral yol ile alindiktan sonra, sican ve farelerde mide ve ince barsaklardan hizli
bir sekilde absorbe edilir. Absorbsiyon yiizdesi tiirler arasinda farklilik gosterebilir
(domuzda %66, sican ve tavsanda %56, tavukta %40). OTA kan dolagimina gectiginde
baslica albumin ve diger makromolekiiller olmak {izere kan proteinlerine baglanir. Bu
durum tiirler arsinda da farklilik gosterebilir. Hayvanlarda OTA ve metabolitlerinin
doku ve plazmadaki konsantrasyonu tiir, cinsiyet, doz, maruziyet yolu (direkt ya da gida
ile alimi; oral ya da intravendz alimi), maruziyet siiresi, diyet icerigine ve hayvanin

saglik durumuna gore degisiklik gosterebilir (Coronel ve ark., 2011).

Tiim tiirlerde OTA’nin major metabolitinin klorlu dihidroizokumarin tiirevi olan
okratoksin o oldugu gosterilmistir. Okratoksin o ve OTA’nin diger min6ér hidroksil

metabolitlerinin OTA’dan daha az toksik oldugu bildirilmistir (Bruinink ve ark., 1998).

Maruziyet yolu ve sikligina bagli olarak OTA’nin farkli oranlarda bobrek,
karaciger, kas, akciger, kalp, barsak, testis, dalak, beyin, deri ve yag dokularinda
biriktigi gosterilmistir. Ana hedef doku olarak bobrek ve karacier gosterilmis olup,
bunlar kas, akciger ve kalp dokular takip etmektedir. OTA’nin bobreklerden hiicresel
aliminda spesifik tastyicilarin roliiniin olabilecegi bildirilmistir (JECFA, 2007). Insan ve
maymunlarda ana atilim yolag1 bobreklerden eliminasyon olurken, sigan ve farelerde
safra ile atilim ana yolaktir. Yapilan bir ¢alismada OTA’nin safra ve bobrekler yolu ile
viicuttan ¢ok yavag atildigin1 fakat metabolitlerinin ise daha hizli bir oranda atildigini
gostermistir. OTA ve metaboliti okratoksin o’nin fegesle de atildigi bildirilmistir (Li ve
ark., 1997). Cesitli caligmalarda OTA’nin tavsan, sican ve ineklerde siite gectigi
gosterilmis olup, OTA’nin insanlarda da siite gectigi bildirilmistir. OTA, gevis
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getirmeyen hayvanlarda uzun yarilanma Omriine sahiptir. OTA’nin yarilanma Omrii
farelerde 1-1,5 giin, siganlarda 2-5 giin, domuzlarda 3-5 giin, maymunlarda yaklagik 20

giin ve goniillli insanlarda 35 giin olarak bildirilmistir (JECFA, 2007).

2.2.5. OTA’min Akut Toksik Etkileri
Cesitli tiirlerde ve maruziyet yollar1 ile bulunan LDsy degerleri Tablo 2-4’de
verilmistir. Kdpek ve domuzlar en duyarh tiirler iken, sican ve fareler ise en az duyarh

tiirler olarak bildirilmistir (JECFA, 2001).

Tablo 2-4: Cesitli hayvan tiirlerinde OTA’nin verilis sekillerine gore L.Ds, diizeyleri.

Uygulama yerine gore LDs, diizeyleri

Hayvan Tiirii (mg/kg, viicut agirhgr)

Oral Peritoni¢i  Damar igi
Fare 46-58 22-40 26-34
Sigan 20-30 13 13

Yeni dogan sigan 3,9 - -

Kopek 0,2 - -
Domuz 1 - -
Pili¢ 3,3 - -

Akut zehirlenmelerde erken belirtiler olarak, bircok organda multifokal
kanamalar, dalak, beyin, karaciger, bobrek ve kalpte fibrin pihtisi rapor edilmistir.
Ayrica, nefroz, hepatik ve lemfatik nekroz ve ince bagirsak iltihabi gibi degisiklikler de
bildirilmistir (Albassam ve ark., 1987). Insanlarda akut toksisitesi ile ilgili belgelenmis

herhangi bir ciddi vaka gozlenmedigi bildirilmistir.

2.2.6. OTA’nin Kronik Toksik Etkileri

OTA’nin ¢esitli hayvan tiirlerinde nefrotoksik, hepatotoksik, teratojenik ve
immunotoksik etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, sican ve farelerde bobrek ve
karaciger tiimorlerine sebep olan karsiojenik etkileri de gosterilmistir. Yapilan arastirma
verilerine dayanarak OTA’nin temel toksik etkimekanizmasi olarak, ATP azalmasina

bagl olarak mitokondriyel solunumuninhibisyonu, protein sentezinin azalmasina eslik
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eden tRNA sentezinin inhibisyonu, lipid peroksidasyonunun artmasi ileri siiriilmektedir

(Scientific Committee on Food, 1998).

OTA’nin kronik nefropatilerdeki rolii birgok memeli tiirlinde kapsamli bir
sekilde arastirilmistir. OTA’nin birgok tarimsal hayvan tiirlerinde oOzellikle de
domuzlarda ortaya ¢ikan nefropatilere sebep oldugu gosterilmistir. Domuz ve kiimes
hayvanlarinda goriilen okratoksikoz bobreklerde proksimal tiibiiliin dejenerasyonu,
renal kortekste interstisyel fibroz, glomeriiliin hiyalinizasyonu ve tiibiiler epitelin
atrofisi gibi patolojik degisikliklere sebep olur. Bobreklerin proksimal tiibiilleri
OTA’ninsitotoksik ve karsinojenik etkilerini gosterdigiana hedef bolgesidir. OTA’nin
nefrotoksisitesinde cinsiyet ve tiirler arasinda farklilik gosterilmis olup, domuzlarin
sican ve farelere gore daha hassas tilirler oldugu bildirilmistir. OTA, basta Balkan
tilkelerinin (Bulgaristan, Romanya ve eski Yugoslavya) kirsal bolge insanlarinda
goriilen BEN olmak tizere, Misir ve Tunus’da goriilen ve etiyolojisi bilinmeyen
nefropatiler ve bdbrek tiimérlerinden de sorumlu tutulmaktadir. Ozellikle 35-55 yas
grubu kadinlarda daha sik goriilen BEN’in semptomlar1 zayiflik, istahsizlik, belde
kronik agrilarla birlikte bobrek fonksiyon bozuklugu ve proteiniiridir (Hall ve ark.,
1967; Categnaro ve ark., 1991; Abid ve ark., 2003; Hassen ve ark., 2004; Wafa ve ark.,
1998).

OTA’nin fare, sigan, hamster ve tavuklarda teratojenik etkiye sebep oldugu ayni
zamanda lireme sistemi iizerine de toksik etkiler gosterdigi belirtilmistir. OTA immiin
sistemi baskilayict bir ajan olarak rapor edilmis ve bircok memeli tiirlinde immiin
sistem {izerine etkileri bildirilmistir. OTA, protein biyosentezi ve makrofaj gdgiiniin

inhibisyonuna sebep oldugu gdsterilmistir (Creppy, ve ark., 1984).

OTA’nin hem disi hem de erkek farelerde hepatoseliiler tiimdrlere sebep oldugu,
erkek farelerde ve disi ve erkek sicanlarda ise renal hiicre adenom ve karsinomalar1 da
gozlendigi rapor edilmistir.Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC) 1993
yilinda OTA’y1 insanlarda muhtemel karsinojen sinifi olan Grup 2B grubu igerisine
dahil etmistir (IARC, 1993). Kemirgenlerde karsinojenik etki gosteren dozun
nefrotoksik etki gdsteren doz ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Memeli hiicrelerinde in vitro olarak DNA hasari, DNA tamiri ve kromozomal
hasarlara sebep oldugu; ayni zamanda in vivo olarak farelerde de DNA hasar1 ve

kromozomal hasarlara sebep oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, genotoksik etki
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mekanizmalar1 agiklanmamistir ve direkt olarak DNA ile etkilesime girdigine dair bir

kanit bulunmamaktadir.

Gida ve Tarim Orgiitii ve Diinya Saghk Orgiitii’niin Gida Katki Maddeleri ile
Ilgili Uzman Komitesi (Joint FAO/WHO Expert Committee of Food Additives, JECFA)
1991 yilinda OTA’nin domuzlarda bobrek toksisitesi temel alinarak en diigiik advers
etkinin gozlendigi degeri (lowest observed adversed effect level, LOAEL) 8000
ng/kg/giin viicut agirhigi ve giivenlik faktoriinii de 500 kabul ederek, kesin olmayan
tolere edilebilir haftalik degeri (provisional tolarable weekly intake, PTWI) 112ng/kg
viicut agirligl, yaklasik olarak gilinlik degeri de 14 ng/kg viicut agirhigi olarak
belirlemistir. 1996 yilindaki JECFA degerlendirmesinde bu deger 100ng/kg viicut
agirhig1 olarak belirlenmis ve 2001 ve 2007 yillarindaki JECFA degerlendirmelerinde de
sabit kalmistir (JECFA, 2007).

2.2.7. insanlarin OTA’ya Maruziyeti

Insanlarn OTA’ya temel maruziyet kaynagi diyettir. Dogrudan kontamine
olmus gida iirlinlerinin tiiketilmesi ya da kontamine yemler ile beslenen hayvanlardan
elde edilen besinlerin tiiketilmesiyle maruziyet gerceklesir. Tahil hangarlarindaki tozun
solunmastyla maruziyet pek goriilmemektedir. Insanlarm OTA’ya maruziyeti siitte
veya kanda bulunan OTA seviyelerinin tespiti ile hesaplanabilir. 1995°te Avrupa
Birligi'ne tiye 13 iilkenin birlikte gergeklestirdigi calisma sonucunda insanlarda
plazmada OTA seviyelerinin beslenme ile alinan gidalardaki OTA seviyeleri ile benzer
oldugu gosterilmistir. Bu veriler OTA’nin temel kaynaginin gida maddelerinin
kullanim1 sonucu oldugunu gostermistir (Avrupa Birligi Komisyonu, SCOOP, Task

3.2.2,1997).

Cesitli gida frtinlerinde OTA seviyeleri ve gidalarin tiikketim miktarina
dayanilarak Avrupa Birligi iiyesi popiilasyonu i¢cin OTA’nin giinliikk alim miktarlar
hesaplanmistir (Avrupa Birligi Komisyonu, SCOOP, Task 3.2.7, 2002; EFSA, 2006).
Ortalama yetigkin tiiketimi i¢cin OTA’nin ortalama giinliik alim miktar1 2-3 ng/kg viicut
agirhigr olarak; haftalik ise 15-20 ng/kg viicut agirligr seklinde belirlenmistir. Yiiksek
oranda tiiketiciler i¢in haftalik alim miktar1 ise 40-60 ng/kg viicut agirligi olarak
bildirilmistir. Ortalama plazma konsantrasyonu Norveg’te 0,18ng/mL; Ispanya’da ise
1,19 ng/mL olarak bildirilmistir. Hirvatistan, Kanada, Fas ve Liibnan’da da benzer OTA
kan seviyeleri gosterilmistir (EFSA, 2006). Tiirkiye’de ise Ozcelik ve arkadaslarinin
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yaptiklar1 bir caligmada diyaliz ile tedavi edilen bobrek hastalarinda ortalama kan OTA
seviyeleri 2,1 ng/mL iken, kontrol gruplarinda ise 0,44 ng/mL olarak bildirilmistir

(Ozcelik ve ark., 2001).

2.2.8. Gida Uriinlerinde OTA ile Ilgili Yasal Diizenlemeler

OTA’nin yakin zamana kadar sadece misir, bugday, arpa, ¢avdar, yulaf, piring
ve malt gibi tahil iirlinlerine bulastig1 bilinirken giiniimiizde kuru meyve, yer fistigi,
kahve, kakao, baharat, sarap, bira ve bazi hayvansal iiriinlerde de rastlandigi
bildirilmistir.Bugiin OTA, gida maddelerinde ve hayvan yemlerinde bulunabilen en
tehlikeli bulasicilardan biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle bircok iilke,
vatandaglarim1 OTA bulasmis gida maddelerinin tiikketimi sonucu ortaya ¢ikabilecek
zararlardan korumak ve ihrag ettikleri tirlinlerinin geri doniisiinii azaltabilmek icin bir
yandan yasal limitlerini belirlerken, 6te yandan gida maddelerindeki dagilimlarini
ortaya koyacak tarama ve izleme programlarina yonelmektedir. Bu programlarla, hangi
tirtinlerde sorun oldugu belirlenmekte ve OTA olusumunun kontrol edilmesine yonelik
caligsmalara yon verecek veriler elde edilebilmektedir. Bu sekilde sistemli bir yaklagimla

gelismis iilkelerde sorun 6nemli 6l¢iide azaltilabilmistir.

Avrupa Birligi’nin 2002 yilinda yayinladigi komisyon direktifinde (EC
472/2002) gida friinlerinde OTA’nin maksimum seviyeleri belirlenmistir (Avrupa
Birligi Komisyonu, 2002). Direktife gore OTA’nin maksimum seviyelerini tahillar ve
tahil taneleri i¢in 5 pg/kg, insanlarin tiikketimine sunulmus islenmis tiim tahil {rtinleri
icin 3 pg/kg, kurutulmus sarap meyveleri i¢in 10 pg/kg olarak bildirilmistir. Bebekler
ve ¢ocuklar icin riskin ¢ok daha fazla oldugu diisiiniilerek, 2004 yilinda yayinlanan
komisyon direktifinde (EC 683/2004) bebek mamalari, bebek ve ¢ocuklar i¢in islenmis
tahil bazli gidalar (0,5 pg/kg) ve ozellikle bebekler icin tibbi amagla kullanilan gida
tiriinleri (0,5 pg/kg) de dahil edilmistir (Avrupa Birligi Komisyonu, 2004). 2006 yilinda
yayinlanan komisyon direktifinde (EC 1881/2006) kavrulmus ve oOgiitiilmiis kahve
cekirdeklerinde (Sug/kg), ¢oziinebilir kahvede (10ug/kg) ve sarap ve bazi cesitleri (2
ug/kg), iizim suyu ve liziim suyu konsantresi (2 pg/kg) i¢in de limitler belirlenmistir
(Avrupa Birligi Komisyonu, 2006a). 2010 yilinda bu direktif komisyon direktifi (EC,
105/2010) ile degistirilerek baharatlar ve meyan kokii ektresi i¢in de 80 pg/kg’a kadar

maksimum limitler eklenmistir (Avrupa Birligi Komisyonu, 2010).
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Tiurkiye’de 1997 yilinda yiirtirliige giren Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde
(23172 sayili Resmi Gazete, 1997) mikotoksinlerden sadece aflatoksinler, patulin ve
ergot alkaloidleri icin limit degerlere yer verilirken, 2002 yilinda yayimlanan “Gida
Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda
Teblig” (Teblig No: 2002/63) ile ii¢ tiriinde OTA i¢in maksimum seviye bildirilmigtir
(24885 sayili Resmi Gazete, 2002). 26879 sayil1 Resmi Gazete’de yayimlanan 17 Mayis
2008 tarihli 2008/26 numarali teblig ile de gida maddelerindeki OTA’nin maksimum
limitleri yeniden belirlenmistir (26879 sayili Resmi Gazete, 2008). Daha sonra, bu
teblig yiirtirlikten kaldirilmis ve 29 Aralik 2011 tarihli ve 28157 sayilit Resmi Gazetede
yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi’ uygulanmaya baslanmis olup,
bu yonetmelige gére OTA’nin gidalarda belirlenen maksimum limitleri Tablo 2-5’de
verilmigtir. 2011 yilindaki yonetmelige baharatlar ve meyan kokii icin OTA limitleri

eklenmistir (28157 sayili Resmi Gazete, 2011).

Tablo 2-5: Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’ne gore gidalarda belirlenen
maksimum OTA limitleri (28157 sayili Resmi Gazete, 2011)

2.2. OKRATOKSIN A

22.1. |Islenmemis tahillar 5,0

Islenmemis tahildan elde edilen tiim iiriinler

2.22. (dogrudan insan tiikketimine sunulan tahillar ve iglenmis tahil Griinleri dahil) 30
2.2.3. Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru iiziim ve ¢ekirdeksiz tiziim) 10,0
224, Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve dgiitiilmiis kahve 5,0
2.2.5. Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya ¢oziinebilir kahve 10,0

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

2.2.7. Aromatize sarap, aromatize sarap bazl icki ve aromatize sarap kokteyli(**) 2,0 (%)

Uziim suyu, konsantreden iiretilen {iziim suyu, iiziim nektar1, iiziim siras1 ve
konsantreden firetilen

{iziim siras1 (*°)

(dogrudan insan tiikketimine sunulan)

2.2.8. 2,0 (%)

2.2.9. Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalari (%), (°) 0,5

2.2.10. | Bebekler igin 6zel tibbi amagh diyet gidalar ('), (*%) 0,5
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Baharatin asagidaki tiirleri igin; 30,0
— Kurmuzibiber (Capsicum spp.) (30.6.2012
tarihine

(bunlarin kurutulmus meyveleri, tiim ve 6giitiilmiis halleri dahil)

— Karabiber (Piper spp.) kadar)
2.2.11. (bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil) 15.0

— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans) a .7.2’012

— Zencefil (Zingiber officinale) carhinden

— Zerdegal (Curcuma longa) sonra)
— Bunlarin bir veya birkagini igeren karisim baharat

2.2.12. | Meyan kokii (Glycyrrhiza glabra, G. inflate ve diger tiirler)

2.2.12.1. | Meyan koki 20,0
(bitkisel infiisyon bileseni olarak kullanilanlar)

2.2.12.2. | Meyan kokii ekstrakti (') 80,0
(6zellikle alkolsiiz i¢ccek ve sekerleme tiretiminde kullanilan)

2.3. Kirmuz1 Biberlerde Mikotoksin Sorunu

Tirk Gida Kodeksi Baharat Tebligi’'nde (Teblig No: 2013/12) pul kirmizi
biber “Capsicum (Solanaceae) cinsine giren bitkilerin tam olgunlagmig meyvelerinin
teknigine uygun olarak saplar1 alindiktan sonra kurutulup, su ile tavlanip, farkli
boyutlarda ogiitiilerek ya da parcalanarak pul haline getirilmis, yemeklik bitkisel sivi
yag ve yemeklik tuz karigtirlmis hali”, kirmizi biber ise “Capsicum (Solanaceae)
cinsine giren bitkilerin tam olgunlagmig meyvelerinin teknigine uygun olarak saplari
alindiktan sonra kurutulup, 6gitiilmiis hali, seklinde tanimlnmaktadir (28614 sayili

Resmi Gazete, 2013).

Kirmiz1 biber, Giineydogu Anadolu Bolgesi basta olmak iizere, Tiirkiye’nin her
bolgesinde yaygin olarak tiiketilen ve ayni zamanda iilke ekonomisinde de 6nemli yeri
olan bir iiriindiir. Ancak, 1994 yilinda Tiirkiye’den Isvi¢re ve Almanya’ya ihrac edilmek
istenen kirmizi pul ve toz biberlerde limitlerin ¢ok iizerinde aflatoksin bulunmasi
nedeniyle ihracatta sikintilar yasanmustir. Boylelikle, kirmizibiberlerde mikotoksin
sorunu ortaya ¢ikmis ve halk sagligi ve ekonomik yonden bu sorunun ¢oziilmesinin

gerekliligi de vurgulanmistir (Demircioglu ve Filazi, 2010).

Tiirkiye’de kirmizi biber iiretimi oldukga ilkel sartlarda yapilmaktadir. Tarladan
toplanan kirmiz1 biberler kiiciik parcalara ayrildiktan sonra toprak iizerinde gilineste
kurutulur ve degirmenlerde toz haline getirilir. Daha sonra naylon ya da bez ¢uvallarda
toptancilara satilmaktadir. Bundan dolayidir ki kirmizi biberlerin topraktan toksikojenik
mantar kontaminasyonuna ve de toksin olusumuna oldukg¢a acgik bir iiriin oldugu

goriilmektedir (Taydas ve Askin, 1995; Dokuzlu, 2001). Buna karsin gelismis iilkelerde
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kurutma islemi 06zel cihazlar ile yapildigindan kontaminasyon en alt seviyede
bulunmaktadir (Semple ve ark., 1989). Bu nedenle, mikotoksin problemi agisindan
kirmiz1 biberin kurutulmasi isleminin daha saglikli kosullarda yapilmasinin saglanmasi
ve iyi tarim uygulamalarinin hayata gegcirilmesi ile bulagsma riskinin miimkiin oldugu

kadar azaltilmas1 gerekmektedir (Sen ve Nas, 2010).

Tirkiye’de kirmizi biberlerde mikotoksin varliginin aragtirilmasi hem halk
sagligt hem de ekonomik acgidan biiyiikk O6nem tasimaktadir. Tiirkiye’de yapilan
calismalarda kirmizi biberlerde aflatoksin varligi tizerine yogunlagilmig olup (Taydas ve
Askin, 1995; Yildirim, 1996; Dokuzlu, 2001; Karagdz, 2001; Erdogan, 2004; Kanbur
2006; Coksoyler, 1999; Colak ve ark., 2006; Aydin ve ark., 2007; Ardi¢ ve ark., 2008;
Bircan ve ark., 2008; Demircioglu ve Filazi, 2010, Set ve Erkmen, 2010; Yentiir, 2010;
Ozbey ve Kabak, 2012; Alpsoy ve ark., 2013;Karaaslan ve Arslangray, 2015; Ozkan ve
ark., 2015),0TA varlg agisindan yayinlanmig sadece 1 ¢alisma mevcuttur (Ozbey ve
Kabak, 2012). Bu arastirmalardan kirmizi pul biber yetistirilmesi ve islenmesi sirasinda
kurutma kosullarindan kaynaklanan mikotoksin kontaminasyonunun g¢ok genis bir

boyutta oldugu anlagilmaktadir.

2.3.1. Kirmizi Biberlerde OTA ile ilgili Diinyada Yapilmis Caliymalar

Diinyada kirmiz1 biberlerde yapilmis ¢alismalar Tablo 2-6’da &zetlenmistir.
Thirumala-Devi ve ark. (2000) Hindistan’da yapilan bir ¢alismada analiz edilen 100
adet kurutulmus aci kirmizi biber drneginin 26’sinda (%26) 10-120 pg/kg oraninda
OTA’ya rastlamistir. Macaristan’da gerceklestirilen bir ¢caligmada 70 adet 6giitiilmiis
kirmizi biber 6rneginin 18’inde (%25,7) 0,14-15,7 pg/kg oraninda AFB1’e rastlanirken,
32’sinde (%45,7) 0,4-66,2 pg/kg oraninda OTA bulunmus olup, 5 adet ac1 kirmizi biber
orneginin 2’sinde (0,75-8,1 ng/kg) AFBI, 1’inde ise 2,1 pg/kg OTA’ya rastlanmigtir
(Fazekas ve ark., 2005). Brezilya’da gerceklestirilen bir ¢aligmada 70 adet toz kirmizi
biber 6rneginin 58’inde (%82,9) >LOD-7,3ug/kg oraninda AFB1’e rastlanirken, 60
(%85,7) ornekte ise 0,24-97,2ng/kg oraninda OTA bulunmustur (Shundo ve ark., 2009).
Santos ve arkadaslarinin (2010) Ispanya’da yaptiklari bir ¢alismada; 64 adet kirmizi
biber 6rneginin %59’unda AFBI1, %98’inde OTA ve %39’unda zearalenon; 35 aci
kirmizi biber 6rneginin ise %40’ mmda AFBI1, %100’tinde OTA, %46’sinda zearalenon

bulunmustur. Bu ¢alismada kirmiz1 biber 6rneklerinin %75’inde ve aci kirmizi biber
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orneklerinin de %65’inde birden daha fazla mikotoksinin birarada bulundugu

belirtilmistir.

Tiirkiye’de yaymlanmis kirmizi biberlerde aflatoksinler ve OTA varliginin
arastirlldigr tek caligmada ise; 24 adet ac1 kirmizi pul biber 6rneginin 19’unda (%79,2)
0,13-11,45 pg/kg oraninda AFB1’e rastlanirken, 18’inde (%75) 0,46-53,04 npg/kg
oraninda OTA’ya rastlanmis olup, 22 adet ac1 kirmizi toz biber 6rneginin ise 14’{inde
(63,6) 0,20-35,77 ng/kg oraninda AFBI1 ve 12’sinde (%54,5) 0,78-98,2 ug/kg oraninda
OTA bulunmustur (Ozbey ve Kabak, 2012). Bu calismada acit kirmizi pul biber
orneklerinin %62,5’inde ve ac1 kirmizi toz biber 6rneklerinin ise %40,9’unda AFB1 ve
OTA’nin bir arada bulundugu tespit edilmistir. Jalili ve Jinap (2012) tarafindan
Malezya’da yapilan ¢aligmada; 80 adet ac1 kirmizi biber drneginin 52’sinde (%65) 0,2-
56,61 ng/kg oraninda AFBI1, 65’inde (%81,25) 0,2-101,24 pg/kg oraninda OTA tespit
edilmistir. Italya’da ac1 kirmizi1 biberlerde 30 adet 6rnegin 12’sinde (%40) 6,72-10,18
ug/kg oraninda OTA bulundugu rapor edilmistir (Prelle ve ark., 2013). Skorkova ve ark.
(2013) ise, Cek Cumhuriyeti’nde 12 adet ac1 kirmiz1 toz biberin %100’iinde 0,1-91,8
ng/kg, 12 adet tath kirmizi biberin %100’tiinde 0,1-38,4 pg/kg ve 11 adet ac1 kirmizi
biberin de %98’inde 0,1-32,7 ug/kg OTA verlig1 tespit etmislerdir.

Tablo 2-6: Diinyada kirmz1 biberlerdeOTA ile ilgili yapilan ¢calismalar

Ornek Ornek  OTA tespit OTA Kaynak
sayis1  edilen 6rnek (ng/kg)
sayis1

Kirmizi biber 5 0 - El-Kady ve ark., 1995
Ac1 kirmizi toz biber 4 4 1,6-50,4 Patel ve ark.,1996
Kurutulmus ac1 kirmizi Thirumala-Devi ve
biber 100 26 10-120 ark.,2000
Ogiitiilmiis kirmiz1 biber 70 32 0,4-66,2  Fazekas ve ark.,2005
Aci1 kirmizi biber 5 1 2.1

. Goryacheva ve
Kirmizi biber 17 6 >10 ark..2006
M . Hernandez Hierro ve
Ogiitiilmiis kirmizi biber 21 14 0,7-73,8 ark..2008
Toz kirmiz1 biber 70 60 0,24-97,2  Shundo ve ark.,2009

Kirmizi biber 64 62 <LOQ-281 Santos ve ark.,2010



Aci1 kirmizi biber 35 35 0,62-44,6

Kirmizi biber 17 17 4,3-118,7  Santos ve ark.,2011
Aci1 kirmizi biber 11 11 4,3-19,1

giiibt:;'ilenmis kirmizi 4 4 9.0-474.7

Ac1 kirmizi pul biber 24 18 0,46-53,04 Ozbey ve Kabak, 2012
Act kirmizi toz biber 22 12 0,78-98,2

Aci1 kirmiz1 biber 80 65 0,2-101,24  Jalili ve Jinap, 2012
Aci1 kirmizi biber 30 12 6,72-10,18 Prelle ve ark.,2013
Aci1 kirmizi toz biber 12 12 0,1-91,8 Skorkova ve ark.,2013
Tatli kirmizi biber 12 12 0,1-38.4

Aci1 kirmizi biber 12 11 0,1-32,7

22



23

3. GEREC VE YONTEM

Tez ¢alismas: Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji

Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Kitler

OTA standard1 Supelco, 46912

Etanol Riedel-de Héen, 32221
Metanol Riedel-de Héden, 34860
Asetonitril Riedel-de Hden, 34888
Sodyum klortir Lachema, 30423
Disodyum hidrojen fosfat Riedel-de Haen,04274
Potasyum dihidrojen fosfat Merck, 1.05101
Potasyum kloriir Riedel-de Haen, 12636
Hidroklorik asit Riedel-de Hien, 07102
Tween 20 Sigma, P7949

Asetik asit Merck, 1.00056.2500
Bor trifloriiriin metanoldeki%14’likk ¢cozeltisi Sigma, B1252
Immunoaffinite kolon Vicam,Ochratest ™ 13012

3.2. Kullamilan Aletler ve Cihazlar

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

Buzdolabi (+4°C) Argelik,5231 NFY
Derin dondurucu (-20°C) Argelik, 2041 D
Hassas terazi Precisa,XB 220 A
Etiv Niive

Hassas terazi Mettler, H20



Mobil faz filtre sistemi
pH metre

Milli Q su cihazi
Spektrofotometre

Su banyosu

Vakum pompast
Vorteks

Santrifiij aleti
Laboratuar blenderi
Vakum manifold cihazi
Ultrasonik banyo

Blok 1sitict

Azot tlipu

Phenomenex

Hanna, HI 1131 B

Millipore, Milli Q Gradient

Shimadzu, UV-1200
Memmert, WB14
Speedivac,ES 35

Ika, NC 28405
Hettich, Universal 32R
Waring commercial
Varian

Transsonic, 460 H
Lab-line

Habas

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Sistemi

HPLC sistemi

Sistem kontrol tinitesi
Pompa tinitesi
Floresans dedektor

Degaz tinitesi

Otomatik numune 6rnekleyici

Kolon firmi
Rezervuar tablasi
Yazilim programi

Bilgisayar ve yazici

Shimadzu, LC-20A
Shimadzu, CBM-20A
Shimadzu, LC-20AD
Shimadzu, RF-10AXL
Shimadzu, DGU-20A5
Shimadzu, SIL-20AHT
Shimadzu, CTO-10AS
Shimadzu

Shimadzu, LC-Solution

Xerox, HP L1706
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3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Enjektor (10 mL) Set inject
Falkon tiip (15 mL; 50 mL) Citotest

Falkon tiipler i¢in uygun portiip Greiner bio-one
Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL) Greiner bio-one
Mikrotiipler i¢in uygun portiip Greiner bio-one
Polipropilen tiip (3 mL) Greiner bio-one
Schott sise (250 mL; 500 mL; 1 L) Isolab

Pipet ucu (0,5-10 pL; 2-20uL; 20-200 pnL;100-1000 nL) Nest
Mobilfaz siizme filtresi (0,2 pm) Sartorius

Siyah bantli filtre kagidi 110 mm Schleicher&Schiill 300 010

3.4. Kullanilan Cozeltiler
3.4.1. OTA Standart Cozeltileri

OTA stok ¢ozeltisi: 50 ng/ulL konsantrasyonunda ve benzen:asetik asit (99:1)
¢oOzeltisi iginde hazir olarak satin alinan OTA standart ¢ozeltisi -20°C’de muhafaza
edildi. OTA ara stok ve calisma standart ¢ozeltileri OchraTest WB™ (Vicam) test

protokoliine uygun olarak hazirlandi.

1 ng/ul OTA ara stok standart ¢ozeltisi:20 pL. OTA standart ¢ozeltisine (50
ng/ul) 980 uL etanol eklendi ve 1 ng/puL konsantrasyonda olacak sekilde OTA ara stok

standart ¢ozeltisi hazirlandi.

0,1 ng/ul OTA ara stok standart ¢ézeltisi: 100 pL OTA ara stok c¢ozeltisine (1
ng/pL) 900 pL etanol eklendi ve 0,1 ng/puL konsantrasyonda ikinci ara stok standart

¢Ozeltisi hazirlandi.

OTA ¢calisma standard ¢ozeltileri: Hazirlanan ara stok standart ¢ozeltileri metanol
ile seyreltilerek 1 g Ornege esdeger olacak sekilde 0,05-40 pg/kg konsantrasyon
araliginda ¢alisma standart ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra ¢aligsma standart ¢ozeltileri
1/2 oraninda su ile seyreltildi ve -20°C’de cam vial igerisinde muhafaza edildi. Calisma

standart ¢ozeltilerinin analizden 6nce sicakliginin oda kosullarina gelmesi saglandi.



26

3.4.2. Fosfat Tamponu

8 g Sodyum kloriir, 1,2 g disodyumhidrojen fosfat, 0,2 g potasyumdihidrojen
fosfat ve 0,2 g potasyum kloriir tartilip, 990 mL Milli Q suda¢oziildi. %37’lik
hidroklorik asit ile pH 7’e ayarland1 ve Milli Q su ile hacmi 1 L’ye tamamland.

Fosfat tampon-%0,01 Tween 20 yikama tamponu

1000 mL Fosfat tamponu iizerine 0,1 mL tween 20 eklenerek hazirlanir.

3.4.3. Mobil Faz Cozeltisi
Milli Q su, asetonitril ve asetik asit, 99:99:2 (hacim/hacim) oraninda hazirland1 ve

ultrasonik su banyosunda degaze edildi.

3.5. Orneklerin Hazirlanmasi

3.5.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada Istanbul’un degisik semtlerindeki cesitli pazar ve marketlerden temin
edilen44 adet markasiz ve agikta satilan kirmizi pul biber 6rnekleri ve 31 adet markali
ve kapali ambalajda satilan kirmizi pul biber 6rnekleri kullamldi. Ornekler deney

giiniine kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.5.2. Orneklerin Ekstraksiyonu ve Immiinoafinite Kolon ile Temizleme

Kirmiz1 pul biberlerde OTA ekstraksiyonuVicam tarafindan saglanan OchraTest
WB™ immiinoafinite kolonlar (OTA’ya &zel spesifik antikorlar igeren) ile kullanim
talimatlar1 uygulanarak asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Temin edilen

immiinoafinite kolonlar1 "4°C’de muhafaza edildi.
Orneklerin ekstraksiyonu

1. 25 gr 6rnek, 100 mL (asetonitril:su, 60:40, hacim/hacim) ileblenderda 1 dakika siire

ile yliksek devirde homojenize edildi.

2. Ornek ekstresi siyah bantli siizge¢ kagidindan 50 mL’lik falkon tiipe siiziildiikten
sonra, sliziintiiniin 10 mL’si 40 mL fosfat tamponu ile seyreltildi ve 3000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Ekstrenin yiiksek organik ¢dziicii icerigine immunoaffinite
kolonlarin dayanikli olmamasindan dolay1 elde edilen siizlintliiniin seyreltilmesi

gerekmektedir.
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Immunoafinite kolon ile temizleme

Immiinoafinite kolon ile temizleme islemi Sekil 3-1’de gdsterilmistir.

Immunoaffinite kolon Ornek gegirme Yikama Eliisyon
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Sekil 3-1: Immunoaffinite kolonda temizleme islemi

1. Immiinoafinite kolonlar iceriseinde hazir bulunan kosullandirma ¢ozeltisi kolondan
gegirildi.

2. Elde edilen ekstrenin 20 mL’si 1 damla/saniye hizla kolondan gegirildi.

3. Ekstre kolondan gegirildikten sonra, kolon 10 mL %0,01 oraninda tween 20 igeren
fosfat tamponu ve 10 mL su ile yikandi.

4. Eliisyondan 6nce kolondan suyun tamamiyla temizlenmesi i¢in hava gegirildi.

5. Spesifik antikorlara bagli halde bulunan OTA, kolondan 1,5 mL eliisyon ¢ozeltisi
(metanol:asetik asit, 98:2, hacim/hacim) ile 1 damla/saniye hizla eliie edildi.

6. Eluata 1,5 mL su ilave edildi, vortekste karistirildiktan sonra karigimin 100 pL’si

HPLC’ye uygulandi.

3.6. OTA’min Fluoresans Dedektor Donanimh HPLC ile Analizi

OTA’nin kirmizi pul biberlerde analizi OchraTest WB™  (Vicam) test
protokoliine uygun olarak fluoresans dedektér donanimli HPLC cihazinda
gerceklestirildi. OTA analizi i¢in optimum kromatografik calisma kosullar1 Tablo 3-

1°de gosterilmistir.
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Tablo 3-1: OTA analizi i¢cin optimum kromatografik ¢calisma kosullari.

Kolon Teknokroma Mediterraneasea, Cig, 150 mm x 4,6 mm, 5 um, 100 A
Koruyucu kolon Phenomenex, C;g,4mm x 3.0 mm, Sum

Mobil Faz Su:asetonitril:asetik asit(99:99:2, hacim/hacim), izokratik sistem
Akis Hiz1 1 mL/dakika

Enjeksiyon Hacmi 100puL

Basing Minimum 0 bar, Maksimum 300 bar

Fluoresans dedektér,

Dedektor dzellikleri Eksitasyon dalga boyu:333 nm, Emisyon dalga boyu:460 nm

Alikonma Zamani 10,5-11,5 dakika

3.7. Yontemin Validasyonu

3.7.1. Segicilik

Orneklerden kaynaklanabilecek olasi girisimlerin incelenmesi amaciyla OTA
icermeyen bos kirmizi pul biber 6rnekleri ve OTA katim yapilmis 6rnekleri HPLC ile
analiz edildi. Kromatogramlar incelenerek bos drnekte OTA piki ile yakin alikonma
zamanlarinda matriksten ve c¢oziiciiden kaynaklanan herhangi bir girisim olmadigi

incelendi.

3.7.2. Dogrusallik

OTA standart cozeltilerine kars1 dedektdriin cevabinin belli
konsantrasyonaraligindaki dogrusalligini belirlemek amaciyla 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10;
20; 40 pg/kg’lik konsantrasyonlarda OTA standard ¢ozeltilerinden 4’er adet hazirlandi.
Her ¢ozeltiden 3’er kez enjekte edildi. Kromatogramlarda standartlara karsilik gelen pik
alanlar1 kullanilarak y=ax+b formiiliine gore kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon
egrisinin hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alanlari, standard sapma (SD) ve

relatif standard sapma (RSD, %) degerleri hesaplandi.

3.7.3. Dogruluk

Geri kazanim calismalart

Yapilan analiz sonucuOTA igermedigi tespit edilen bos kirmizi pul biber
orneklerine OTA standart ¢ozeltisinden ornekteki miktar1 0,05; 0,5; 2; 5; 10; 20;
40png/kgkonsantrasyonlarda olacak sekilde katim yapildi. 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi ve Bolim 3.5.2°de belirtilen kosullarda calismaya devam edildi. Her

konsantrasyon i¢in 4 kezcalisildi ve her birinden 3’er kez enjekte edildi. Katim
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yapilmamis kirmizi bos biber 6rnegiyle paralel ¢alisilarak matriksten ilerigelebilecek
piklerin varlig1 da kontrol edildi. Kromatogramlarda OTA’ya karsilik gelen pik alanlar
kullanilarak y=ax+b formiiliine gore bir kalibrasyon egrisi ¢izildi. Geri kazanim

oranlari, SD ve RSD (%) degerleri hesaplandi.

3.7.4. Kesinlik

Giin ici tekrarlanabilirlik

OTA icermedigi tespit edilen bos kirmizi pul biber orneklerine OTA standart
cozeltisinden 6rnekteki miktar1 0,5; 2; 5; 10; 20ug/kg konsantrasyonlarda olacak sekilde
katim yapildi. Boliim 3.5.2°de belirtilen kosullarda ¢alismaya devam edildi. Ayn1 giin
icinde her konsantrasyon i¢in 4 kez ¢alisild1 ve giin i¢inde her birinden 3’er kez enjekte
edildi.Kromatogramlarda OTA’ya karsilik gelen pik alanlarinin ortalamasi alind1 ve SD
veRSD (%) degerleri hesaplandi.

Giinler arasi tekrarlanabilirlik

OTA icermedigi tespit edilen bos kirmizi pul biber 6rneklerine OTA standart
cOzeltisinden ornekteki miktar1 0,5; 2; 5; 10; 20ug/kg konsantrasyonlarda olacak sekilde
katim yapildi. Boliim 3.5.2°de belirtilen kosullarda ¢alismaya devam edildi. Ayni giin
icinde her konsantrasyon i¢in 1 kez ¢aligildi ve her birinden 3’er kez enjekte edildi. Bu
islem birbirini takip eden 4 giin boyunca ve her defasindayeni c¢ozeltilerle calisiimak
kosuluyla tekrarlandi. Kromatogramlarda OTA’ya karsilik gelen pik alanlarinin
ortalamasi alind1 ve SD veRSD (%) degerleri hesaplandi.

3.7.5. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek i¢in OTA katimi yapilmis kirmizi
biber  Orneklerinde  “teshis  edilebilir ~en diisik OTA  konsantrasyonu
(LOD)”(giiriiltii/sinyal oran1 = 3) ve kalibrasyon egrisinde verilen en diisiik
konsantrasyon degeri olan“tayin edilebilir en diisik OTA konsantrasyonu

(LOQ)”(giiriiltii/sinyal oran1 = 10) cihaz iizerinde hesaplandi.

3.7.6. Kararhhk
OTA’'nin metanol/su ve oOrneklerdeki kararliigi +25°C, +4°C ve -20°C
sicakliklarinda 1., 2., 3., 5. ve 20. giinlerde izlendi. Ol¢iim giinii ara stok OTA

¢ozeltisinden taze 6rnekler hazirlanarak alan degerlerindeki degisim odlgiildii.
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3.7.7. Konfirmasyon

OTA’nin konfirmasyonu metil esterine doniistiiriilerekOchraTest WB™ (Vicam)
test protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. 0,4 mL kirmiz1 pul biber ekstresi ve 0,4
mL OTA standardi kuruluga kadar ucuruldu. Uzerine 0,5 mL bor trifloriiriin
metanoldeki %14’liikk ¢ozeltisinden ilave edildi. Karisim 15 dakika 50-60 °C de su
banyosunda 1sitildive sogutulduktan sonra azot akiminda kuruluga kadar ucuruldu.
Artik daha sonra 0,4 mL mobil fazda ¢6ziildii ve vortekste karistirildi. Tiirevlendirilmis
ekstrenin analizi ayni c¢alisma kosullarinda HPLC’de gergeklestirildi. OTA-metil
esterinin alikonma zamaninin OTA pikinden 20 dakika sonra oldugu tespit edildi

(Zimmerli ve Dick, 1995).

3.8. Orneklerin Analizi

Calismada Istanbul’un degisik semtlerindeki gesitli pazar ve marketlerden temin
edilen44 adet markasiz ve agikta satilan kirmizi pul biber 6rnekleri ve 31 adet markali
ve kapali ambalajda satilan kirmizi pul biber 6rnekleri Bolim 3.5.2 ve 3.6’ya gore
calisildi. Elde edilen sonuglar Tiirk Gida Kodeksi’nde kabul edilen maksimum OTA

limitlerine gore degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yontemin Validasyonu

4.1.1. Secicilik
Boliim 3.7.1°de anlatildig1 sekilde calisilarak elde edilen OTA igermeyen bos

kirmizi pul biber 6rnekleri ve OTA katim yapilmis Orneklerine ait kromatogramlar
incelenmis ve bos orneklerde OTA piki ile yakin alikonma zamanlarinda matriksten ve
¢Oziiciiden kaynaklanan herhangi bir girisim olmadig1 goriilmiistiir. Sekil 4.1°de bos ve
2 ug/kg konsantrasyonda OTA ile katim yapilmis pul biber Orneklerine ait

kromatogramlar verilmistir.

mf
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Sekil 4-1: a) OTA tespit edilmeyen kirmizi biber 6rnegine ait kromatogram, b) 2ug/kg
konsantrasyonda olacak sekilde OTA ile katim yapilmis kirmizi pul biber
ornegine ait kromatogram.
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4.1.2. Dogrusallik

Bolim 3.7.2°de anlatildig1 sekilde calisilarak elde edilen 0,5-40 pg/kg
konsantrasyon araliginda OTA standardina ait kalibrasyon egrisi Sekil 4-2’de ve bu
egrinin hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alanlar1 ve SD ve RSD (%)degerleri de

Tablo 4-1’de gosterilmektedir.

700000 y = 16422x + 1006,

R2=0,999
600000

500000

400000

Pik alam

300000

200000

100000

0

0 10 20 30 40 50

OTA konsantrasyonu (ppb)

Sekil 4-2: OTA standardina ait kalibrasyon egrisi.

Tablo 4-1: OTA standartlarina ait kalibrasyon egrisinin ortalama pik alanlari, SD ve RSD
(%) degerleri (n=4).

OTA Konsantrasyonu Ortalama pik alam1 SD RSD (%)
(ng/kg)

0,05 1165 155,53 13,35

0,1 2152 278,25 12,93

0,5 7565 966,05 12,77

1 18479 2333,89 12,63

2 33538 3085,50 9,20

5 81685 3920,88 4,80

10 167425 3817,29 2,28

20 332756 22361,20 6,72

40 655852 22954,82 3,50
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4.1.3. Dogruluk

Geri kazanim calismalar

Boliim 3.7.3°de anlatildig1 sekilde OTA standart ¢ozeltisinden 6rnekteki miktar
0,05; 0,5; 2; 5; 10; 20; 40 ng/kg konsantrasyonlarda olacak sekilde kirmizi pul biber
orneklerine yapilan katim sonucu elde edilen geri kazanim (%), SD ve RSD (%)

degerleri Tablo 4-2’de verildi.

Tablo 4-2: OTA’min kirmizi pul biber érneklerine yapilan katim sonucu elde edilen geri
kazanmim (%), SD ve RSD (%) degerleri (n=4).

OTA katim miktar1  Ortalama geri RSD (%)
(ppb) kazanim (%) + SD

0,05 93,13+9,1 9,77

0.5 88,41 £7,2 8.10

2 86,90 + 7,8 9,0

> 83,32+ 6,1 7,30

10 90,34 +7,3 8,10

20 85,00 + 5,8 6,80

40 87.08 + 4,2 4.83

Katim sonucu elde edilen degerler ile hazirlanan kalibrasyon egrisi Sekil 4-3’de
ve bu egrinin hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alanlari, SD ve RSD (%)

degerleri de Tablo 4-3’de gosterilmektedir.
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Sekil 4-3: OTA’nin kirmizi pul biber 6rneklerine yapilan katim sonucu elde edilenelde
edilen kalibrasyon egrisi.
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Tablo 4-3: OTA’min kirmizi pul biber o6rneklerine yapilan katim sonucu hazirlanan
kalibrasyon egrisine ait ortalama pik alanlari, SD ve RSD (%) degerleri(n=4).

OTA Kkatim miktar1 (ug/kg) Ortalama pik alam  SD RSD (%)
0,05 1085 106 9,77

0,5 6687 541,647 8,1

2 29144 262296 9,0

5 68059 4968307 7,3

10 151245 1223572 8,09

20 283158 19254,74 6,8

40 571105 2758437 4,83

OTA icin Analiz Metodu Performans Kriterleri:

Tiirk Gida Kodeksi, “Gida Maddelerinde Mikotoksinlerin Seviyesinin Resmi
Kontrolii i¢cin Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz Mectodu Kriterleri”
Tebliginde (Teblig No: 2011/32) (28026 sayili Resmi Gazete, 2011) ve Avrupa Birligi
Komisyonu Direktifinde (EC, 401/2006) (Avrupa Birligi Komisyonu, 2006b) yer alan
OTA i¢in analiz metodu performanstesti ile ilgili parametrelere uygun oldugu

goriilmiistiir (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Gida maddelerinde mikotoksinlerin seviyesinin resmi kontrolii i¢cin
analiz metodu Kkriterleri (28026 sayili Resmi Gazete).

OKkratoksin A
Limit (ng/kg)
RSD, (%) RSDg (%) Geri Alma (%)
<1 <40 <60 50-120
1-10 <20 <30 70-110

r = Tekrarlanabilirlik, R = Laboratuvarlararasi yeniden yapilabilirlik

4.1.4. Kesinlik

Giin ici ve Giinler arast Tekrarlanabilirlik

Bolim 3.7.4’de anlatildig1 sekilde calisilarak OTA standart ¢ozeltisinden

ornekteki miktar1 0,5; 2; 5; 10; 20ug/kg konsantrasyonlarda olacak sekilde kirmizi pul

biber Orneklerine katim yapilmasiyla elde edilen gin i¢i ve gilinler arasi

tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 Tablo 4-5’degdsterilmektedir.
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Tablo 4-5: Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik cahismalari (n=4).

Giin ici tekrarlanabilirlik Giinler arasi tekrarlanabilirlik
OTA konsantrasyonu (pg/kg) OTA konsantrasyonu (ng/kg)
Katim yapilan Eulunan o, + | Katim yapilan Bulunan o
konsantrasyon onsantrasyon RSD (%) konsantrasyon konsantrasyon  RSD (%)
(ortalama + SD) (ortalama + SD)
0,5 0,51 0,05 9,1 0,5 0,44 + 0,04 8,1
1,96 £ 0,2 7,8 2 1,74 £ 0,2 9,0
4,85+0,3 6,3 5 4,17+0,3 7,3
10 9,48 +0,8 8,7 10 9,03 +£0,7 8,1
20 19,21 +1,3 6,6 20 17,02+ 1,2 6,8

4.1.5. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Sinmir1 (LOQ)
Boliim 3.7.5°de anlatildig1 sekilde yapilan kirmizi pul biber 6rneklerine katim
deneyleri sonucunda OTA i¢in LOD degeri 0,015ug/kg; LOQ degeri ise 0,05 pg/kg

olarak belirlendi.

4.1.6. Kararhhk

OTA’nin metanol/su ve Orneklerdeki kararlilign +25°C, +4°C ve -20°C
sicakliklarinda 1., 2., 3., 5. ve 20. giinlerde izlendi. Ara stok OTA ¢dzeltisinden taze
olarak hazirlanan orneklerin 6l¢iilmesiyle elde edilen alan degerlerinde bir degisim

olmadig goriildii.

4.1.7. Konfirmasyon
Boliim 3.7.7’deanlatildig1 sekilde hazirlanan OTA standartina ve OTA-metil

esterine ait kromatogramlar Sekil 4-4’de gosterilmektedir.
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Sekil 4-4: a) OTA standartina (Sug/kg) ve b) OTA-metil esterine ait kromatogramlar.

4.2. Orneklere ait Analiz Sonuglar1 ve OTA’nin Maruziyet Degerlendirmesi

Sekil 4-5°de OTA tespit edilmemis kapali olarak satilan kirmizi pul biber 6rnegi,
Sekil 4-6’da0,38 pg/kg konsantrasyonda OTA tespit edilmis kapali olarak satilan
kirmizi pul biber 6rnegi ve Sekil 4-7°de31,73 pg/kg konsantrasyonda OTA tespit

edilmis agikta satilan kirmizi pul biber 6rnegine ait kromatogramlar gdsterilmistir.
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Sekil 4-5: OTA tespit edilmemis kapal olarak satilan kirmizi pul biber Ornegine ait

kromatogram.
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Sekil 4-6: 0,38ug/kg konsantrasyonda OTA tespit edilmis kapal olarak satilan kirmizi pul
biber 6rnegine ait kromatogram.
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Sekil 4-7: 31,73ug/kgkonsantrasyonda OTA tespit edilmis acikta satilan kirmizi pul biber
ornegine ait kromatogram
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Bolim 3.8’de anlatildigi sekilde analizleri yapilan kirmizi pul biber
orneklerindeki OTA diizeylerine ait sonuglar Tablo 4-6’da verilmistir.Kapali olarak
satilan kirmizi pul biber Orneklerinin (31 adet) 27 tanesinde (% 87,10) 0,055-
0,982ug/kg konsantrasyonlarda OTA’ya rastlanirken, acikta satilan kirmizi pul biber
orneklerinin hepsinde (44 adet, % 100) 1,118-31,736ug/kg oranlarda OTA’ya
rastlanmistir (Tablo 4-7 ). Acikta satilan kirmiz1 pul biber 6rneklerinin 2 tanesinde 15
ppb ve 2 tanesinde ise 30 ppb iizerinde OTA’ya rastlanmistir. Bu degerlerin, 29 Aralik
2011 tarihli ve 28157 sayili Resmi Gazetede yayimlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi
Bulasanlar Yonetmeligi’’ne gore 1 Temmuz 2012 tarihinden sonra gegerli olacak olan
kirmizi pul biberlerde maksimum OTA seviyelerinin (15 pg/kg) iizerinde oldugu
goriilmiistiir (28157 sayili Resmi Gazete, 2011).

Maksimum OTA tespit edilen deger (31,736ug/kg) dikkate alimarak OTA’nin
kirmizi pul biberlerde maruziyet miktar1 hesaplandi. Ozcan ve Akbay tarafindan
Turkiye’de kisi basina yillik ortalama kirmizi biber tuketimi 2005 yilinda 220 g
civarinda oldugu bildirilmistir (Ozcan ve Akbay, 2013). Dolayisiyla, giinliik kirmiz1 pul
biber tiiketim miktart 0,6 g, maksimum OTA tespit edilen deger 31,736 ug/kg ve
ortalama viicut agirligi da 70 kg olarak belirlenirse; tahmin edilebilir giinliik OTA
maruziyeti 0,27 ng/kg/viicut agirligi ve haftalik OTA maruziyeti ise; 1,9 ng/kg/viicut
agirhig1 olarak hesaplanabilir. Bu degerin JECFA tarafindan belirlenen PTWI degeri 100
ng/kg viicut agirligi’ndan daha diisiik oldugu goézlenmektedir (JECFA, 2007).
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Tablo 4-6: Tez caliymasinda analiz edilen kirmiz1 pul biber érneklerindeki OTA diizeyleri

Acikta satilan pul biber 6rnekleri

Kapali ambalajda satilan pul biber

ornekleri
O;nek D?i::;'i Ornek DOii:gfi Ornek D(i)i:e[;i Ornek D?i:gfi
“ 1 e | N | ey [ N e | N | pph)
2 2,8304 35 3,5590 1 0,5971 53 t.e
4 10,5632 36 1,8368 3 0,6547 54 0,3113
5 6,0151 37 2,5077 10 0,5752 55 0,2896
6 15,3093 38 5,9824 12 0,1542 58 t.e
7 3,4352 41 5,3862 14 0,9824 59 0,3828
8 1,9384 42 1,7262 15 0,6332 68 0,0573
9 31,7360 44 3,8496 19 0,3265 70 0,1433
11 5,7230 48 3,0746 22 0,1147 72 0,9582
13 2,0544 56 1,2355 24 0,4047 73 0,6995
16 3,0173 57 2,6030 25 0,6944
17 1,7855 60 2,6923 28 t.e
18 5,1486 61 1,1342 31 0,1590
20 4,7556 62 10,2998 39 0,0659
21 1,2091 63 5,9703 40 0,7804
23 1,1179 64 15,0124 43 0,9069
26 4,6786 65 3,5700 45 0,1181
27 4,9567 66 1,9905 46 0,5184
29 1,4209 67 31,3333 47 0,0546
30 4,7093 69 5,7490 49 0,2191
32 1,9011 71 2,1605 50 t.e
33 1,1589 74 3,0693 51 0,4717
34 1,3055 75 2,0136 52 0,2304

t.e:tespit edilemedi
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Tablo 4-7: Tez ¢caliymasinda analiz edilen kirmzi pul biber 6rneklerinde OTA varhgi

Pozitif
Ornek ornek Konsantrasyon 0,05-1 pg/kg 1-5 pg/kg 5-15 pg/kg 15-30pg/kg > 30ug/kg +
sayist  sayist  arahg (ug/kg) <LOD (%) (%) (%) (%) (%) Ortalama + SD
(%)
Acikta
satilan pul 44 31 9 2 2
- - - +
biber 44 (100) ,118-31,736 (70,45) (20,45) (4,55) (4,55) 3,31£66
ornekleri
Kapah
ambalajda
27 4 27
- +
satll.an pul 31 (87.10) 0,055-0,9824 (12.90) (87.10) 0,43+0,3
biber
ornekleri
71 4 27 31 9 2 2
- +
Toplam 75 g4 67) 003531736 g 53, (36) (41,33) (12) 2,67) (2,67) 3A45£57
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5. TARTISMA

Okratoksinler, aflatoksinlerin disinda dogada en yaygin bulunan mikotoksin
grubudur. Okratoksinler, ilk kez 1965 yilinda sorgum tanelerinden izole edilen
Aspergillus ochraceus kiiltiiriinden izole edilmistir (van der Merwe ve ark., 1965). Daha
sonraki aragtirmalarda diinya iizerinde i1liman iklimin hakim oldugu yerlerde yaygin
bulunan bir depo kiifii olan Penicillium verrucosum’un da okratoksinleri salgiladigi
belirlenmigtir (Ciegler ve ark., 1972; van Walbeek ve ark., 1969). Okratoksinler
icerisinde toksikolojik Oneme sahip olan tek mikotoksin, OTA’dir. Peptid bagi ile
fenilalanin baglanmis bir isokumarin tiirevi olan OTA’nin olusumunu belirleyen en
onemli iki faktor sicaklik ve nemdir. OTA memelilerde akut ve kronik lezyonlara sebep
olan 6nemli bir nefrotoksindir. IARC tarafindan insanda muhtemel karsinojen (2B
grubu) olarak smiflandirilmistir (IARC, 1993). Aym1 zamanda OTA, basta Balkan
iilkelerinin (Bosna, Bulgaristan, Hirvatistan, Romanya ve Sirbistan) kirsal bolge
insanlarinda goriilen “Balkan Endemik Nefropatisi” (BEN) olmak iizere, Misir ve
Tunus’da goriilen ve etiyolojisi bilinmeyen nefropatiler ve bobrek tiimoérlerinden de
sorumlu tutulmaktadir (Mally ve ark., 2007). Elde edilen epidemiyolojik bilgiler,
BEN’nin OTA igeren yiyecek tiiketimiyle baglantili oldugu sonucunu desteklemektedir.
JEFCA, OTA’ nin nefrotoksik etkisini géz oniine alarak PTWI degerini 100ng/kg viicut
agirhig1 (14 ng/kg viicut agirligi/giin’e esit) olarak bildirilmistir (JECFA, 2007).

OTA yaygin olarak tahil ve tahil {iriinlerinde bulunmaktadir. Avrupa Birligi
Komisyonu tarafindan yapilan maruziyet degerlendirmesinde; Avrupa ilkelerinin
toplam diyetinin %350’sini kapsayan tahil ve tahil iirlinlerinin temel olarak OTA
maruziyet kaynagi oldugu bildirilmistir. (Avrupa Birligi Komisyonu, SCOOP, Task
3.2.7, 2002). Tahil ve tahil iiriinleri disinda, OTA’ nin kakao, kuru meyve, yer fistigi,
kahve, baharat, yag, siit ve siit iiriinleri, ¢ay, bira, sirke, liziim suyu, bebek mamasi ve
sarap gibi cesitli gida iriinlerinde yaygin olarak bulundugu bildirilmistir. Tarimsal
tiriinlerde OTA olusumu uygun kosullar bulundugu takdirde hasattan tiiketime kadar
hemen her asamada meydana gelebilmektedir.

Insan ve hayvan saglig1 acisindan biiyiik risk olusturdugu kanitlanan OTA’nin
gidalar ve yemlerdeki diizeyinin gergekci olarak belirlenmesi amaciyla yogun

aragtirmalar yapilmaktadir. Tiiketicilere en diisiik degerde toksin igeren iiriinlerin
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ulastirilmasini saglamak, ayrica OTA’l1 {iriinler sebebiyle ortaya cikabilecek ekonomik
kayiplart en aza indirgemek amaciyla bircok iilkede yasal limitler yeniden
diizenlemekte, gida maddelerindeki dagilimlar1 ortaya koyacak tarama ve izleme
programlar1 diizenlemektedir. Tiirkiye’de 29 Aralik 2011 tarihli ve 28157 sayili Resmi
Gazetede yayinlanan ‘Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi® yiiriirliikkte oluip, bu
yonetmelikte baharatlar i¢in maksimum OTA limiti 15 pg/kg olarak belirlenmistir

(28157 sayil1 Resmi Gazete, 2011).

Bugiin OTA, gida maddelerinde ve hayvan yemlerde bulunabilen en tehlikeli
bulasicilardan biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, gidalarin ve yemlerin OTA
yoniinden kontrolii biliylikk Onem tasimaktadir. Ancak iilkemizde heniiz OTA’ya

maruziyetin derecesinin ortaya ¢ikmasina yetecek sayida aragtirma yapilmamaistir.

Tez c¢alismasinda Istanbul’un cesitli semtlerindeki pazar ve marketlerden
toplanan toplam 75 adet kirmuizi pul biber &rneginin analizi yapildi. Ornekler, kapali
markali ambalajlarda ve baharatgilarda agikta markasiz satilan kirmizi pul biberleri
seklinde gruplandirilarak, OTA’nin bu {riin gubunda risk degerlendirilmesi
gergeklestirildi. Orneklerin analizinde Avrupa Birligi Komisyonu Direktifinde (Avrupa
Birligi Komisyonu, SCOOP, Task 3.2.7, 2002) yer alan organik c¢oziiciiler ile
ekstraksiyon ve immiinoafinite kolon ile temizlemenin ardindan valide edilmis

fluoresans dedektor donanimli ters faz HPLC yontemi kullanildi.

Gidalarda ve biyolojik tiriinlerde OTA analizinde, OTA’nin 6rneklerden uygun
¢Oziicli (su ve asetonitril ya da metanol karigimlari) ile ekstraksiyonunun ardindan,
OTA’ya 6zgii antikorlar iceren immiinoafinite kolonlar ile saflagtirilmasi en yaygin
olarak kullanilan ektraksiyon ve temizleme yontemidir. OTA’nin HPLC ile analizinde
ise; OTA dogal fluoresans gosteren bir madde oldugundan dolay1r herhangi bir
tirevlendirme islemine gerek olmadan cok diisiik seviyelerde ve yliksek hassasiyette
OTA’y1 fluoresans dedektorle tayin etmek miimkiin olabilmektedir. Tez ¢aligmasinda
OTA’nin kirmizi pul biberlerde analizi OchraTest WB™ (Vicam) test protokoliine

uygun olarak fluoresans dedektér donanimlit HPLC cihazinda gerceklestirildi.

Analiz yontemi icin yapilan validasyon caligmasinda segicilik, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, LOD, LOQ ve kararlilik parametreleri aragtirildi. Yontemin kirmizi
pul biber orneklerinde 0,05-40 pg/kg konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu

gosterildi (1*=0,0997). Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik (kesinlik) calismalarinda
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ise RSD (%) degerlerinin <9,1°den kii¢iik oldugu gosterildi. Dogruluk calismalarinda
ise, 0,05-40 pg/kg konsantrasyon araliginda geri kazanim oranlar1 %83,32-93,13 olarak
bulundu. Kirmiz1 pul biber 6rneklerinde OTA’nin LOD degeri 0,015 iken, LOQ degeri
ise 0,05 olarak olciildii. Bu sonuglara gore analiz yonteminin Tiirk Gida Kodeksi, “Gida
Maddelerinde Mikotoksinlerin Seviyesinin Resmi Kontrolii i¢in Numune Alma,
Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri” Tebliginde (Teblig No: 2011/32)
(28026 sayili Resmi Gazete, 2011) ve Avrupa Birligi Komisyonu Direktifinde (EC,
401/2006) (Avrupa Birligi Komisyonu, 2006b)yer alan OTA i¢in analiz metodu
performanstesti ile ilgili parametrelere uygun oldugugoriilmiistiir.

Calisgilan 31 adet kapali ambalajda satilan kirmizi pul biber o6rneklerinin
%87,10’unda 0.055-0.982 pg/kg konsantrasyon araliginda OTA’ya rastlanmustir.
Calisilan 44 adet acgikta satilan markasiz kirmizi pul biber 6rneklerinin ise %100’iinde
1,118-31,736 ng/kg konsantrasyon aralifinda OTA’ya rastlanmis olup, bu drneklerin
4’tinde ise Tirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan belirlenen
maksimum OTA limitinin (15 pg/kg) tizerinde 15,012-31,736 pg/kg konsantrasyonlarda
OTA bulunmustur.

Tirkiye’de baharatlarda OTA varligi konusunda yapilmis sadece 1 adet ¢calisma
bulunmaktadir. Ozbey ve Kabak (2012) tarafindan gerceklestirilen bu ¢alismada 24
kirmiz1 pul biber 6rneginin 18’inde (%75) 0,46-53,04 ng/kg konsantrasyonlarda ve
4’tinde (%16,7) ise Tirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan
belirlenen maksimum OTA limitinin {izerinde OTA’ya rastlanmistir. Ayrica, kirmizi toz
biberlerde ise 22 6rnegin 12 (%54,5) tanesinde 0,78-98,2 ng/kg konsantrasyonlarda ve
bunlarin 3’tinde (%13,6) ise Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi Komisyonu
tarafindan belirlenen maksimum OTAlimitinin iizerinde OTA’ya rastlanmistir (Ozbey
ve Kabak, 2012). Ozbey ve Kabak (2012) tarafindan elde edilen bu sonuglarda kirmizi
pul biberlerde daha yiiksek oranda OTA tespit edilmesine ragmen, sonuglarin tez

calismasindan elde edilen sonugclar ile benzer oldugu gézlenmektedir.

Thirumala-Devi ve ark. (2000) Hindistan’da yapilan bir ¢calismada analiz edilen
100 adet kurutulmus ac1 kirmizi biber drneginin 26’sinda (%26) 10-120 pg/kg oraninda
OTA’ya rastlamistir. Macaristan’da gerceklestirilen bir ¢aligmada 70 adet 6giitiilmiis
kirmizi biber 6rneginin 32’sinde (%45,7) 0,4-66,2 pug/kg oraninda OTA bulunmus olup,

5 adet acit kirmizi biber Orneginin ise 1’inde 2,1 pg/kg konsantrasyonda OTA’ya
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rastlanmistir (Fazekas ve ark., 2005). Brezilya’da gerceklestirilen bir calismada 70 adet
toz kirmizi biber Orneginin 60’inda (%85,7) 0,24-97,2 pg/kg oraninda OTA
bulunmustur (Shundo ve ark., 2009). Santos ve arkadaslarmimn (2010) ispanya’da
yaptiklar bir calismada; 64 adet kirmizi biber 6rneginin %98’inde (<LOQ-281 ug/kg)
ve 35 adet act kirmizi biber Orneginin ise %100’iinde (0,62-44,6 ng/kg) OTA
bulunmustur. Jalili ve Jinap (2012) tarafindan Malezya’da yapilan ¢alismada; 80 adet
act kirmizi biber 6rneginin 65’inde (%81,25) 0,2-101,24 pg/kg oraninda OTA tespit
edilmistir. Italya’da ac1 kirmizi biberlerde 30 rnegin 12’sinde (%40) 6,72-10,18 pg/kg
oraninda OTA bulundugu rapor edilmistir (Prelle ve ark., 2013). Skorkova ve ark.
(2013) ise, Cek Cumhuriyeti’nde 12 adet ac1 kirmizi toz biberin %100’iinde 0,1-91,8
ng/kg, 12 adet tath kirmizi biberin %100’iinde 0,1-38,4 pg/kg ve 11 adet ac1 kirmizi
biberin de %98’inde 0,1-32,7 ng/kg OTA verlig1 tespit etmislerdir.

Calismamizin sonucunda, acikta satilan kirmizi pul biberlerinin OTA igerigi
yoniinden risk olusturdugu diisiiniilmektedir. Ayrica, diger bir énemli nokta ise; bu
degerlerin bir¢ok lilkede beslenme aligkanliklarina gore ve her iiriin igin giinliik
tiikketilen miktarlar esas alinarak giinliik maruziyet miktarlarinin hesaplanmasidir. Tez
calismasinda elde edilen sonuglardan hareketle, maksimum OTA tespit edilen deger
(31,736pg/kg) dikkate alinarak OTA’nin kirmizi pul biberlerde maruziyet miktar
hesaplanmistir. Turkiye’de kisi basina yillik ortalama kirmizi biber tuketimi 2005
yilinda 220 g civarinda oldugu bildirilmistir (Ozcan ve Akbay, 2013). Dolayisiyla,
giinliilk kirmizi pul biber tiiketim miktar1 0,6 g, maksimumOTA tespit edilen deger
31,736 pg/kgve ortalama viicut agirligi da 70 kg olarak belirlenirse; tahmin edilebilir
gilinliik OTA maruziyeti 0,27 ng/kg/viicut agirligr ve haftalik OTA maruziyeti ise; 1,9
ng/kg/viicut agirligi olarak hesaplanabilir. Bu degerin JECFA tarafindan belirlenen
PTWI degeri 100 ng/kg viicut agirligi’ndan (giinliik 14 ng/kg viicut agirligina esit) daha
diistik oldugu gozlenmektedir (JECFA, 2007).0TA’nin kirmizi pul biberler ile
maruziyeti gilinliilk alinabilen maksimum limitlerin altinda bulunmus olsa bile kirmizi
pul biberlerde yiiksek seviyelerde bulundugundan dolayi dikkatle degerlendirilmesi
gerekmektedir.

Tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar ile gida 6rneklerinin iyi kosullarda ve
uygun ambalajlarda saklanmasinin OTA olusumunda ne kadar etkili oldugu

gosterilmektedir. Ozellikle de baharatgilarda ambalajsiz olarak agikta satilan drneklerin
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ylksek oranda OTA olusturma ve icerme konusunda riskli oldugu da agik olarak
goriilmektedir. Acikta satilan kirmizi pul biberlerinde OTA’nin yiiksek seviyelerde
bulunmasi, kirmizi pul bibelerinin hazirlanmas1 ve saklanmasi sirasinda uygulanan
yontemlerin  kiif mantarlarin1  aktif hale getirip OTA {iretebilmelerine imkan
saglamasinin sonucu oldugu diisiintilmektedir.

Sonug olarak; beslenme acisindan degerli olan pek ¢ok {iriin ayn1 zamanda OTA
acisindan da risk tagimaktadir. Toplumun her kesimini tehdit eden bu riskin azaltilmasi
icin gidalarda gerekli kontrollerin diizenli olarak yapilmasi; tiiketicilere OTA’I
gidalarin ulagmasinin engellenmesi; iireticilerin OTA hakkinda bilgilendirilmesi ve
OTA olusumunun engellenmesi i¢in gerekli onlemlerin alinmasi konularinda ilgili

kurumlarin igbirligi icerisinde ortak ¢oziimler aramalar1 gerekmektedir.
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