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OZET

Unal AS. Kuru Uziim ve Uriinlerinde Okratoksin A Varligmin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmasétik Toksikoloji ABD. Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul. 2009.

Okratoksin A (OTA), Penicillium ve Aspergillus tiirii kiifler tarafindan tretilen ve
cesitli tahil iiriinleri, kuru meyveler, yer fistigi, kahve, kakao, baharat, sarap, bira ve
bazi hayvansal {irlinlerde rastlanan bir mikotoksindir. Biitiin memelilerde nefrotoksik,
hepatotoksik, karsinojenik, teratojenik ve immiinotoksik etkileri kanitlanmis olan OTA,
Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiislisii (IARC) tarafindan olasi insan kanserojeni
(Grup 2B) smifina alinmistir. Ayn1 zamanda Giineydogu Avrupa Ulkelerinde goriilen
Balkan Endemik Nefropatisi (BEN), idrar yollar1 tiimorleri ile Misir ve Tunus’ta
goriilen ve etyolojisi tanimlanamayan nefropatilerin sorumlusu olarak da goriilmektedir.

OTA, gida maddelerinde ve hayvan yemlerinde bulunabilen en tehlikeli bulasicilardan
biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle gidalarda ve yemlerde OTA diizeylerinin
arastirilmast ve insanlarin bu toksine maruziyetlerinin belirlenmesi biiyiikk 6nem
tasimaktadir.

Bu c¢alismada; Istanbul’da satisa sunulan {iziim ve iiziim iiriinlerinde OTA varlig,
ekstraksiyon ve immunoaffinite kolon ile temizlemenin ardindan ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisi yontemi ile tayin edilmistir. Analizler fluoresans
dedektortii ile eksitasyon dalga boyu 333 nm ve emisyon dalga boyu 460 nm’de, mobil
faz olarak su: asetonitril: asetik asit (99:99:2, v:v:v) karisimi kullanilarak, ImL/dak akis
hizinda izokratik olarak gerceklestirilmistir.

Caligilan 50 kuru iiziim ve 10 iiziim suyu 6rneginin 6 tanesinde 0,19-2,59 ppb araliginda
OTA’ya rastlanmistir. 25 adet pekmez 6rneginin 21 tanesinde (%84) 0,55 ppb-4,90 ppb
araliginda degisen degerlerde, bir Ornekte ise tayin smirmin altinda OTA tespit
edilmistir. 12 pekmez Orneginde saptanan OTA degerleri, Tirk Gida Kodeksi ve
Avrupa Birligi Gida Bilimsel Komitesi tarafindan izin verilen maksimum degerlerin
tizerindedir. Saptanan en yiikksek OTA degeri 4,90 ppb, ortalama deger ise 1,83 ppb’dir.

Anahtar Kelimeler: Okratoksin A, Uziim ve iiriinleri, Yiiksek performansli sivi
kromatografisi, Immunoaffinite kolon, Mikotoksin
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ABSTRACT

Unal AS. Determination of OTA in Grape and Grape Products. Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical Toxicology. Master Thesis.
[stanbul. 2009.

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 tract
tumors in Agypt and Tunisia.

OTA has been dedected in diverse food and feed commodities and so it has an
increasing attention world-wide because of the hazard it poses to human and animal
health.

In this study, the quantity of OTA in grape and grape products sold in Istanbul was
studied on using HPLC. The method based on immunoaffinity column for clean-up and
high-performance  liquid  chromatography @ with a  mobile phase of
acetonitrile:water:acetic acid (99:99:2) at a flow rate of 1 mL/min. Detection was with a
fluorescence dedector with excitation 333 nm and emission 460 nm.

According to the analyses results of 50 dried grapes and 10 grape juice samples, OTA
was found in 6 samples between 0.19 to 2.59 ppb. Also, in 21 (%84) of 25 pekmez
samples it was dedected between 0.47 ppb to 4.90 ppb. The OTA contamination in 12
samples is much higher than the limit value of 2 ppb as defined in the Turkish Food
Codex and EU Scientific Committee on Food. 1 sample had no dedectable OTA
contamination. The maximum concentration of OTA in samples was found 4.90 ppb
and the mean concentration was found 1.83 ppb.

Key Words: Ochratoxin A, Grape and grape products, High performance of liquid
chromatography, Immunoaffinity column, Mycotoxin



1.GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler, cesitli kiifler tarafindan salgilanan ikincil metabolitler olup,
insanlar ve hayvanlarda istenmeyen patolojik ve fizyolojik degisiklikler meydana

getirirler (1).

Giliniimiizde ¢esitli kiif cinsleri tarafindan {iretilen yaklasik 300 mikotoksinin
varlig1r bilinmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan calismalar farkli mikotoksinlerin
farkli organlar etkiledigini ve akut toksik, mutajenik, karsinojenik, teratojenik etkilere
sahip oldugunu, bazilariin bu etkilerin birkagini birden gosterdigini ortaya koymustur.
Mikotoksinlerin ¢ogu Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsleri tarafindan
sentezlenmektedir (2-4). Okratoksin A (OTA) , Penicillium verrucosum ve Aspergillus
ochraceus gibi baz1 kiif tiirleri tarafindan iiretilen bir mikotoksin tiiriidiir. Peptid bagi ile
fenilalanine baglanmis bir isokumarin tiirevi olan OTA’nin olusumunu belirleyen en
onemli iki faktor sicaklik ve nemdir. Aspergillus tiirleri yliksek nem ve sicaklikta (12-
37°C) toksin sentezlerken, Penicillium tiirleri daha diisiik sicakliklarda bile (4-31 °C)
toksin tiretebilmektedirler (5-8).

OTA ilk kez misirda dogal bulasan olarak tespit edilmistir. Yakin zamana kadar
sadece misir, bugday, arpa, ¢avdar, yulaf, piring ve malt gibi tahil iirlinlerine bulastigi
bilinirken glinlimiizde kuru meyve, yer fistig1, kahve, kakao, baharat, sarap, bira ve bazi
hayvansal iiriinlerde de OTA’ya rastlanmaktadir. Cesitli iilkelerde tahil iiriinlerinde
yapilan taramalarda saptanan OTA degerleri iiriine gore farklilik gostermekte ve 5-

27500 ppb gibi genis bir aralikta degismektedir (9-18).

OTA biitiin memelilerde akut ve kronik lezyonlara sebep olan Onemli bir
nefrotoksindir. Fare, sigan, hamster ve tavuklarda etkili bir teratojendir. In vivo ve in
vitro sistemlerde mutajen etkisi kanitlanmis, ancak etki mekanizmasit heniiz
aciklanamamustir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC) tarafindan, insanda
muhtemel karsinojen madde (Grup 2B) olarak simiflandirilmistir. OTA, mikroorganizma
ve sicanlarda, mRNA’da protein sentezini ve tRNA sentetazi inhibe eder (19-20).
Ayrica OTA, basta Balkan iilkelerinin kirsal bolge insanlarinda goriilen Balkan
Endemik Nefropatisi (BEN) olmak tizere, Misir ve Tunus’da goriilen ve etiyolojisi

bilinmeyen nefropatiler ve bobrek timérlerinden de sorumlu tutulmaktadir. Ozellikle



35-55 yas grubu kadinlarda daha sik goriilen BEN’in semptomlar zayiflik, istahsizlik,
belde kronik agrilarla birlikte bobrek fonksiyon bozuklugu ve proteiniiridir. BEN
sebebiyle Olen hastalarin, otopsilerinde interstisyel fibroz, tiibiiler dejenerasyon ve
korteksin ylizeysel bolgelerinde glomeriiler hiyalizasyon seklinde histolojik lezyonlara
rastlanmistir (21-25). Bir¢ok {lilke vatandaslarini OTA bulagmis gida maddelerinin
tikketimi sonucu ortaya ¢ikabilecek zararlardan korumak ve ihrag¢ ettikleri {iriinlerinin
geri donlisilinii azaltabilmek icin bir yandan yasal limitlerini belirlerken, diger yandan da
gida maddelerindeki dagilimlarini ortaya koyacak tarama ve izleme programlarina
yonelmektedir (26). Ulkemizde gida olarak tiiketilen iiriinlerde mikotoksin kalmntilarinin
aragtirilmasma yonelik caligmalar ilk kez 1967 yilinda Kanada’ya ihrag edilen
findiklarin aflatoksin igermeleri nedeniyle iade edilmesinden sonra bagslamistir.
Tiirkiye’de 1997 yilinda yiirlirliige giren Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde (27)
mikotoksinlerden sadece aflatoksinler, patulin ve ergot alkaloidleri i¢in limit degerlere
yer verilirken, 2002 yilinda yayimlanan “Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin
Maksimum Belirlenmesi Hakkinda Teblig” ile 3 iirtinde OTA i¢in maksimum seviye
bildirilmistir (28). 26879 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan 17/05/2008 tarihli 2008/26
numarali teblig ile de gida maddelerindeki OTA’nin maksimum limitleri yeniden

belirlenmistir (29).

Yiiksek toksisitesi nedeni ile OTA, giliniimiizde gida maddelerinde ve hayvan
yemlerinde bulunabilen en tehlikeli bulasicilardan biri olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle gidalarin ve yemlerin OTA yoniinden kontrolii biiylik énem tagimaktadir.
Ozellikle iilkemizde iiretilen ve %42’lik bir pazar payiyla diinya ticaretinde énemli bir
ithrag¢ {irlinii olan kuru iiziim ve iirlinlerinde OTA seviyesini ger¢gek¢i bicimde ortaya
koymaya yetecek yeterli sayida saghikli veri bulunmamaktadir. 1996 yilinda Isvigre’de
yapilan bir ¢calismada farkli cografik kdkenli sarap drneklerinde OTA’nin saptanmasi ile
lizim {riinlerindeki toksinlerin denetimi arttirilmis, bu da iiziim ihracatinda zaman
zaman sikintilarin yasanmasina sebep olmustur. Avrupa Birligi’ne iiyelik siirecine
heniiz girmis olan iilkemizde {iziim ve {iziim {iriinlerinde OTA analizi ile ilgili yapilacak
bir arastirmanin Tirkiye’deki gidalarin OTA agisindan mevcut durumunun ortaya

konmasina katkis1 olacag diisiiniilmektedir.

Bu calismanin amaci, iilkemizin 6nemli ihrag iirlinlerinden olan ve beslenme

acisindan biiyiik 6nem tasiyan kuru liziimde; lilkemize 6zgii geleneksel tirlinlerimizden



biri olan ve igerdigi minerallerin yaninda iyi bir enerji kaynagi olmasi nedeniyle
Ozellikle ¢ocuklarin beslenmesinde tercih edilen pekmezde ve yine liziimden elde edilen
ve son yillarda tiikketimi yayginlasan iiziim suyunda OTA analizi yaparak bu tirlinlerin

icerdikleri OTA seviyelerini belirlemektir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler

Gidalar {retimlerinden tiiketimlerine kadar gecen siire¢ igerisinde cesitli
faktorlerin etkisiyle bozulmaktadirlar. Bozulmaya neden olan faktorler igerisinde kiifler,
degisik ¢evre sartlarina dayaniklilik gostermeleri nedeniyle 6nem tagimaktadirlar.
Kiifler (funguslar), dogada toprak, su, hava ve organik kalintilarin mikroflorasinda
yaygin  olarak  bulunan,  klorofil  icermeyen,  heterotrofik  organotrof
mikroorganizmalardir. Saprofilik 6zellikleri ile bircok organik maddeyi kullanarak
biiyime ve c¢ogalmalart i¢in gerekli yapilari, disartya ihtiyag duymadan
sentezleyebilirler ve bu 6zellikleri sayesinde koruyucu tabakalar1 zarar gérmiis olan bir
cok gida maddesi iizerinde kolayca kolonize olabilirler. Kiifler gidalarda yumusamaya
neden olan reaksiyonlar1 katalizleyen ekstraselliiler proteolitik ve lipolitik enzimlere
sahiptirler. Bu sayede ortama ¢esitli enzimler salgilayarak kompleks organik yapilar
daha basit yapilara cevirirler. Bu basit yapilar daha sonra kiifler tarafindan hiicre
yapilart i¢in gerekli olan katabolik ve anabolik sentezlerde kullanilirlar. Kullanim

sonras1 ortaya ¢ikan lirlinler birincil ve ikincil metabolitler olarak ikiye ayrilirlar (30-

32).

Mikotoksinler, kiifler tarafindan iiretilen, insan ve hayvanlara toksik etkileri olan
ikincil metabolizma iirlinleridir. Kiiflerin ve diger organizmalarin birincil metabolitleri,
biiyiimeleri icin esansiyel olan metabolitlerdir. ikincil metabolitler ise sentezleyen
organizmanin metabolizmasi ya da gelisimi iizerine belirgin bir 6neme sahip olmayip,
eksponensiyel biiyiime fazi sonunda olugmaktadir. Kiiflerde ikincil metabolitlerin
sentezlenme yollari; poliketit, terpenoid ve temel aminoasitlerin kullanimi seklindedir.
Mikotoksinler poliketit yoluyla sentezlenmektedirler. Uretilen mikotoksin miktari
kiiflerin iizerinde biiytidiikleri substrata, kiifiin tiiriine, bitki ve ¢evre etkenlerine gore

degisebilir (33-35).

Mikotoksinlerin kimyasal yapilar1 incelendiginde ¢ogunun aromatik yapida
oldugu, daha az bir kisminin da alifatik bilesiklerden olustugu goriiliir. Genellikle
yiiksek sicakliklara direnglidirler. Genellikle kendilerinin sentezledikleri toksinlerden
olumsuz etkilenmezler. Mikotoksinler bakteri toksinlerinin aksine kiigiik molekiillii

bilesikler oldugundan bunlarin immunolojik yontemlerle belirlenmesinde poliklonal



antikorlar (antiserumlar) yeterli olur. Oysa bakteriyel toksinlerin belirlenmesinde
monoklonal antikorlara gereksinim vardir. Baz1 mikotoksinler endotoksin olarak misel
icinde birikirken, bircogunun miselden substrata dogru salgilandigi ve difiize oldugu
goriiliir. Bu nedenle kiiflii gida ve yemlerden miseller uzaklastirilsa bile {iriiniin

mikotoksin tehlikesi ortadan kalkmaz.

Giiniimiizde 100°den fazla kiifiin 300 civarinda toksik etkiye sahip ikincil
metabolitler {irettigi tahmin edilmektedir (36). Bunlardan ¢ok az bir kismi1 yaygin olarak
goriilmektedir. Yaygin olarak bilinen mikotoksinler, Aspergillus cinslerinin olugturdugu
aflatoksinler, Aspergillus ve Penicillium cinslerinin olusturdugu OTA ve patulin,
Fusarium cinsine giren kiiflerin lirettikleri mikotoksinler (deoksinivalenol, zearalenone,
T-2 ve HT-2 toksinleri) ve fumonisinler seklinde siralanabilir (37). Mikotoksinlerin
ortaya c¢ikma sikliklar1 iilke ve bolgelere gore farklilik gostermektedir. Ornegin,
ABD’de misirda fumonisin birinci derecede Onemli mikotoksinler arasinda
degerlendirilirken, Avustralya’da misir beslenmede fazla kullanilmadigindan 6énemli bir
tehlike olarak goriilmemektedir. iklim kosullarmin uygun olmamas: ve ithal gidalarda
denetimin siki olmasi nedeniyle Avrupa’daki tiiketiciler i¢in aflatoksin ciddi bir tehdit
olusturmazken; ABD dahil olmak tizere Amerika, Afrika ve Asya kitalarindaki pek ¢cok

ilke ve Tirkiye i¢cin 6nemini halen korumaktadir.

Mikotoksinler iizerine yapilan ilk ¢aligmalar 1960°l1 yillarda baslamistir. Bu
tarihe kadar tarimsal tirlinlerin kiiflenmesi sadece ekonomik yonden problem yaratirken,
1960 yilinda; oral alimlarla canlilarda ¢ok kuvvetli toksik etki gosteren, ayn1 zamanda
kanserojen Ozellikte, aflatoksin adi verilen bir metabolitin kesfinden sonra
mikotoksinler yogun arastirilan bir konu olmustur. 1960 yilinda Ingiltere'de 100 000
hindi palazinin, ABD' de 1 000 000 alabaligin ani 6liimii sagkinlik yaratmig ve hastaliga
"Turkey X hastalig1" ismi verilerek nedenleri arastirilmigtir. Sonunda hindi palazlarinin
yemlemesinde kullanilan Brezilya kokenli kiiflii yer fistig1 kiispesinden Aspergillus
flavus izole edilmis ve onun metaboliti olan difurankumarin yapinin 6liime neden
oldugu gosterilmistir. Aragtirmalar kapsaminda bu fungusun gelistigi yem maddeleri
tavuk ve hindi yavrularina yedirilmis, ayni1 hastalik semptomlar1 izlenmis ve hastalik
kisa siirede 6liimle sonuclanmistir. Bu metabolite kokenini belirtmek i¢in aflatoksin adi

verilmigtir. Aflatoksinin bulunusu ile toksik etkiye sahip ikincil metabolitler 6nem



kazanmis ve yillardir {izerinde sayisiz arastirmalarin yiiriitiildiigii olduk¢a genis bir

madde grubu olusmustur (38).

2.1.1.Mikotoksikozis

Mikotoksikozis, mikotoksin igeren su veya ¢esitli gida maddelerinin sindirim
sisteminden viicuda girdikten sonra toksinin tiirii, miktari, alinma siiresi ve ¢evresel
kosullara bagl olmak {izere, a¢ik veya gizli enfeksiyonlarla ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Mikotoksinlerin insanlara gecis yolu dogrudan ve dolayli olmak iizere iki sekilde

olmaktadir

Insanlar ve hayvanlar dogrudan mikotoksin ile bulasms gida ve yem
maddelerini tiiketerek mikotoksinleri biinyelerine alirlar ve bunun sonucunda olusan

mikotoksikozise “primer mikotoksikozis™ ad1 verilmektedir.

Mikotoksin bulagsmis yem ile beslenen hayvanlarin et, siit ve yumurta gibi
iirinlerine bu toksinler ge¢mekte ve hayvansal iirlinlerin tiiketilmesi sonucu da
mikotoksin dolayl1 olarak insanlara gecebilmektedir. Bu sekilde olusan mikotoksikozise

ise “sekonder mikotoksikozis” ad1 verilmektedir.

Dogru ve dolayli yoldan mikotoksinlerin insanlara geg¢is yolu Sekil 2-1°de

gosterilmektedir.

Kayitlara gecen ilk mikotoksikozis vakast MS 943 yilinda Fransa’da
gorlilmiistiir. Claviceps purpurea’nin salgiladigt mikotoksin tlirevi olan ergot
alkaloidleri ile enfekte olmus ¢avdar ve diger hububatlarin tiiketilmesi sonucu 40 000
kisi 0lmiistiir. Haliisinasyon, deliryum, konviilsiyon ve gangren tipte belirtiler gosteren

hastalik ergotizm (St. Anthony’s Fire) adi ile tarihe gegmistir.

Yine 2.Diinya Savasi’nda, 1942-1944 yillarn arasinda Rusya'nin Orenburg
bolgesinde binlerce insanin oliimii ile sonuglanan mikotoksikozis olayr "Alimentary
Toxic Aleukia, ATA" (beslenmeye bagli toksik etki ile kanda I6kosit sayisinin diismesi
sonucu olusan 16semi) olarak tarihe ge¢mistir. Hastalik kisilerde parmak, dudaklar ve
ag1z mukozasinda iilserler, ates, burun, bogaz ve disetlerinin kanamasi, dermal nekroz,
sepsis, lokopeni, agraniilositoz, hemoraji, kemik iligi depresyonu ve hematopoetik
sistem bozukluklarina sebep olmustur. Bu hastaliga, savas nedeniyle zorunlu olarak
tarlada hasadi tamamlanmamis tahillarin kis boyunca kar altinda kalmasi ve bahar

mevsiminde toplanarak gida olarak kullanilmasinin yol ag¢tigi anlagilmig ve tahillar



tizerinde iireyen Cladosporium, Alternaria, Penicillium, Mucor ve Ozellikle de
Fusarium tiirlerinin olusturdugu mikotoksinlerin 6liime neden oldugu belirlenmistir.
Bugiin Fusarium'un T-2 toksininin yaninda trikotesenlerin de dliimlerde rol oynadigi

bilinmektedir (31, 39-41).

Bitkisel tiriinler )
Hayvanlar tarafindan
ro—————— tiiketim
Kiif bulasmasi ve
mikotoksin olusumu
Dokulara Siite
baglanma salgilanma
Insan ve hayvanlar l l
Et tiriinleri Siit tiriinleri

~ S

-Kiif  sporlarinin Toksin iceren gida

solunumu veya yemin direkt Insanlar
-Deri ile temasi tuketimi tarafindan tiiketim
PRiIMER . SEKONDER .
MIKOTOKSIKOZIS MIKOTOKSIKOZIS

Sekil 2-1: Mikotoksinlerin insan ve hayvanlara gecis yollar:

2.1.2.Mikotoksikozise Neden Olan Kiifler
Gerek cevre sartlari, gerekse gida maddelerinin ¢esidine bagli olarak bir ¢ok
tiriinde ¢ok sik rastlanilan kiif tiirleri vardir. Gidalarda en ¢ok rastlanilan ve mikotoksin

tireten kiifler Aspergillus, Penicillum, Fusarium, Alternaria vb. cinsleridir (30).

Aspergillus, ¢ogu mikotoksin {iretme kapasitesine sahip, 100°den fazla tiirii

iceren genis bir cinstir. Sicak ve tropik bolgelerdeki tahillar ve yagl tohumlar gibi tarim



tirlinlerinde yogun olarak olusurlar. A.flavus ve A.parasiticus aflatoksin, A.ochraceus
okratoksin, A.versicolor sterigmatosistin gibi toksinleri iireten onemli tiirlerdir (42).
Bunlardan gida ve yemlerdeki en toksik metabolitlerden olan aflatoksin insanlar ve
hayvanlarda baslica immun sistemi baskilayabilmekte ve 6zellikle karacigerde kanser
olusumuna yol agabilmektedir. Aflatoksin Bl (AFBI1), Aflatoksin B2 (AFB2),
Aflatoksin G1 (AFG1), Aflatoksin G2 (AFG2), Aflatoksin M1 (AFM1) bu grubun en

onemli toksinleridir.

Diger bir 6nemli depo kiifii ise, yiiksek sicaklik ve neme sahip tropik bolgelerde
olusan Penicillium’dur. 150 den fazla tiire sahip olan Penicillium un yaklagik 100

tiirliniin toksin {irettigi belirtilmistir.

Baz1 Aspergillus ve Penicillium cinsleri tarafindan {iretilen okratoksinler de
mikotoksikozise neden olmaktadir. Uygun kosullar altinda c¢esitli tahillar, yemler,
baklagiller, meyveler iizerinde iireyen ve 3 ayri tiirii bulunan okratoksinlerin en toksik

metaboliti OTA’dur.

Patojen bir kiif olan Fusarium bitkilerin biiylimesi sirasinda ortaya c¢ikar ve
70’den fazla farkli toksin iiretir. Bunlardan en Onemlileri fumonisin, deoksinivalenol
(DON), zearalenon ve trikotesenler (T-2 toksin veya vomitoksin)’dir. Fusarium Afrika,
Asya ve Kuzey ve Gliney Amerika’da tahillarda (bugday, arpa, misir) bozulmaya neden

olan baskin bir kiftir.

2.1.3.Mikotoksinlerin insan Saghg Uzerine Etkileri

Mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi lizerindeki olumsuz etkileri ortaya
ciktiktan sonra, bu konuda yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir. Mikotoksinler i¢inde
insan saglig1 lizerine en etkili olanlar aflatoksinler, trikotesenler, fumonisinler ve OTA'
dir. Canlilarda alinan mikotoksin dozuna bagl olarak iki farkli etki goriilebilir. Yiiksek
dozda alindiklarinda akut toksik etki meydana gelir ve gida veya yemin tiiketilmesinin
ardindan kisa siirede 6liim goriilebilir. Akut toksik etkiye bireyin duyarliligi, genetik ve
fizyolojik ozellikleri ve cevresel faktorler etkendir. Bazi mikotoksinler 6limden &nce
cok az belirgin semptomlar gosterirler. Bir kismi ise deri nekrozlari, 16kopeni ve
immunosupresif etkiler ile belirginlesirler ve agir hastaliklara neden olurlar. Daha az
dozlarin uzun siire alinmalar1 sonucunda ise kronik hastaliklar goriiliir. Bunlar; 6zellikle

karaciger, bobrek gibi organlarda hastaliklar, dejenerasyonlar, bagisiklik sisteminde



bozukluklar, kusurlu ve eksik organ olusumlari, deri nekrozlari, tiremede azalma ve kilo

kayb1 gibi bozukluklardir.

Insan saghig acisindan risk olusturan mikotoksinlerden en énemlisi 4. flavus
tarafindan {iretilen AFB1’dir. Insanda AFB1’in hepatokarsinojen etki yaptig1 ortaya
konmustur. Karaciger kanseri nedeni ile Cin ve Afrika’da yaklasik olarak 250.000 6lim
gerceklestigi, nedeninin ise giinliik yiliksek miktarda (1,4 pg) AFBI alimi oldugu iddia
edilmistir. Dokularinda aflatoksin tespit edilen ¢ocuklarin ayn1 zamanda Kwashiorkor*
ve Reye Sendromu’ndan sikayetci olmalari, AFBI1 bu iki hastaligin ortaya ¢ikisinda bir

etkisi oldugu siiphelerini uyandirmstir.

Insan sagligma olumsuz etki eden diger bir mikotoksin tiirii de OTA’dir. Balkan
ilkelerinde sik¢a goriinen iist iiriner bolgede epitel tiimorlerin olugsmasinda etkili olan
OTA, ayn1 zamanda insanda B- ve T- lenfositlerinin bagisiklik sistemindeki etkisini de

inhibe edici 6zelligi vardir.

WHO-IARC tarafindan, mikotoksinler insanlara karst kanserojenik
potansiyellerine gore siiflandirilmigtir. Bu siniflandirmaya gore; AFBI1, “yeterli kanit
elde edilmis insan kanserojenleri” (Grup 1A) grubunda yer alirken, AFM1 ve OTA
“muhtemel kanserojenik mikotoksin” (Grup 2B) grubunda yer almistir. Diger yandan
trikotesen ve zearalenon i¢in insanlara karsi kanserojenik etkisinin bulunmadigi (Grup
3B) belirtilmistir. Tablo 2-1’de 6nemli mikotoksinler, tiretici kiifleri, sorunlu iiriinler ve

etkileri gosterilmektedir (31, 36, 43-45).

2.1.4.Mikotoksin Uretimini Etkileyen Faktorler

Kiiflerin ¢ogalmas1 ve mikotoksin tiretimi kif tiirii, bitki ve ¢evre etkenlerinin
birlikte etkileri sonucu meydana gelir. Gida ve yemlerde gelisen kiiflerin gelisme
siirecini tamamladiktan sonra miselleri igerisinde olusturduklar1 ve bir¢ok durumda

tizerinde bulunduklari {irtine (substrata) salgiladiklar1 toksik metabolitler olustururlar.

*Kwashiorkor: Protein yetersizligine bagh gelisen kas erimesi. Bagisiklik sistemi zayiflamasina yol agan protein

enerji malniitrisyonu.
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Tablo 2-1: Onemli mikotoksinler, iiretici kiifleri, sorunlu iiriinler ve etkileri

Memeli Hayvanlara

Mikotoksin Uretici kiif Uriin Etkileri
AFBI1 Aspergillus flavus, Misir, bugday ve Hepatotoksik,
AFM1 A. parasiticus yerfistig1, kabuklu kanserojen,
yemisler, incir, teratojen
baharatlar, soya
fasulyesi, pamuk
tohumu yagi, ¢ekirdek,
kurutulmus hindistan
cevizi, siit ve siit tirlinleri
OTA Aspergillus ochraceus,  Tahil ve tahil tirinleri, ~ Nefrotoksik,
A. carbonarius, bakliyat,kuru meyveler, hepatotoksik,
A. niger icecekler, teratojen,
P. verrucosum baharatlar, yerfistigi immunosupresif
P. citrinum
Sitrinin P. citrinum, Bugday,c¢avdar,piring, Nefrotoksik,
P. expansum, misir, meyve sulari norotoksik
P. verrucosum
Patulin P.expansum, Kiiflii meyve, sebze, Norotoksik
Byssochlamys nivea tahillar ve diger gidalar
Sterigmatosistin 4. versicolor, Hububat, kahve Kanserojen
A. rugolosis
Trikotesenler Fusarium Bugday,misir, saman Diisiik dozlarda
(T-2 Toksin) sporotrichioides, kusma, lokopeni,
F. poae deri nekrozlari

Zearalenone

Fusarium graminearum,

F. culmorum,
F. equisetti

Misir, bugday, arpa,
yulaf

Ostrojen benzeri etki

Mikotoksin iiretimi etkileyen faktorler su sekilde siralanabilir:

1) Tarim iirliniin ve gidanin ¢esidi

2) Uriiniin yetistirildigi ortamin nem igerigi, sicaklig1, pH’s1 (%70’den fazla nem

ve 12-47

saglamaktadir)

°C arasindaki sicaklik mikotoksin {iretimi i¢in optimum kosullar

3) Uriiniin olgunluk durumu, hasat islemleri, depolama kosullar

4) Yetersiz giibreleme ve kuraklik

5) Ortamda diger yarigmact mikroorganizmalarin varligt
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6) Mekanik islemlerin ve boceklerin bitkilerdeki koruyucu yapiy1 bozmalar1 kiif

liremesinin artmasina ve mikotoksin iiretilmesine sebep olabilmektedirler (46, 47).

2.1.5.Tiirkiye’de Mikotoksin Sorunu

Tiirkiye’nin bulundugu cografya, mikotoksin iireten kiiflerin iiremesi ve toksin
iiretmesi i¢in uygun iklim sartlarina sahiptir. Gidalarda mikotoksinlerin varligi 6nemli
saglik sorunlarina yol actigindan, basta Avrupa Birligi iilkeleri olmak {izere ithalatg1
tilkeler, mikotoksinlerle ilgili limit degerleri siirekli olarak asagiya ¢ekmekte ve bu
durum da ozellikle tarimsal {iriin ihra¢ eden iilkemiz i¢in biiyiik ticari onem arz

etmektedir.

Tiirkiye’de mikotoksin sorunu ilk kez, 1967°de Kanada’ya ihra¢ edilen
findiklarin aflatoksin igermeleri nedeni ile geri gonderilmeleriyle giindeme gelmistir.
Yine 1971°de Amerika’ya ihrag¢ edilen antepfistiklari ve 1972’de Danimarka’ya
gonderilen kuru incirler aflatoksin kapsadiklar gerekcesiyle geri gonderilmislerdir. Bu
olaylar, Tirkiye’de basta AFB1 olmak {izere ¢esitli mikotoksinlerle ilgili
arastirmalarinin baglamasina neden olmustur. Elma sularinda patulin, siit ve siit
tiriinlerinde AFB1 ve AFMI, hububat ve bakliyat iriinlerinde T-2 toksini ve
deoksinivalenol, misir ve misir iirlinlerinde ve bitkisel caylarda fumonisin B1 ve B2,

tahil ve tahil iirlinlerinde OTA aranmasina yonelik mevcut ¢calismalar vardir (48-59).

2.2. Okratoksin A

OTA, baz1 Aspergillus ve Penicillium tirleri tarafindan {retilen, hayvan
yemlerinde, insan gidalarinda ve bazi bati iilkelerinde insan kan 6rneklerinin %80’inde
bulunmus bir mikotoksindir. Hububatlarin, hububat {iriinlerinin ve diger bitkisel

tiriinlerin depolanmasi sirasinda olusur ve besin zincirine girer (60-64).

OTA ve daha az toksik dekloro analogu olan Okratoksin B ilk kez 1965 yilinda
Giliney Afrikali kimyacilar tarafindan tanimlanmis ve D.B. Scott tarafindan sorgum
tanelerinden izole edilen Aspergillus ochraceus K-804 susundan izole edilmistir (39).
OTA’nin diinyanin ¢esitli iilkelerinde baklagillerde, hububatlarda ve diger bitkisel
tirinlerde, hayvan yemlerinde, hayvan etlerinde ve insan dokularindaki varligi
saptanmistir. OTA bitkisel triinler igerisinde 6zellikle misir, bugday, arpa, sorgum,
yulaf, baklagiller, yer fistig1 ve karigik yemlerde bulunan en énemli mikotoksinlerden

biri olarak kabul edilmektedir. Ayrica domuz dokularinda da yaygin oldugu ve OTA
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diizeyinin hayvansal iiriinlerde hububatlardakilerden daha fazla oldugu bildirilmistir

(65-67).

2.2.1.0kratoksin A’nin Ozellikleri

OTA, renksiz, kristalimsi, suda az ¢Ozilinen, fakat sulu sodyum bikarbonatli
cozeltilerde c¢oziinebilen, zayif asidik oOzellikte bir bilesiktir. Ksilen ile yeniden
kristalize edilebilir. Kristal formda, ultraviyole altinda, asit soliisyonda yesil ve alkalin
soliisyonda mavi fluoresans verir, bu kristallerin erime noktas1 169°C’dir. OTA’nin
serbest asidi polar organik ¢oziiciiler i¢inde ¢oziilebilir. OTA, 151k ve havada dayanikli
degildir. Isik ve 6zellikle nemli kosullara maruz kaldigi zaman bozulabilir ve etkisini
kaybedebilir. Etanol soliisyonunda karanlik ve sogukta muhafaza edildigi zaman, bir
yildan fazla dayanir. OTA, sicaga karst olduk¢a dayaniklidir; hububat {iriinlerinin
otoklavda (121°C, 1 atm) 3 saat kalmasi durumunda dahi toksinin %35’i etkinligini
stirdiirtir. Isiyla ayristirildigi zaman toksinden klorun toksik buhari ve nitrik oksit
ortama verilir. Normal kosullar altinda okratoksin A ve B olusturulur. Okratoksin B,

OTA’dan daha az toksiktir ve karaciger hiicrelerinde protein biyosentezini inhibe etmez.

OTA’nin molekiiler formiilii 1965 yilinda Van der Merwe ve arkadaglari
tarafindan  7-karboksi—5-kloro-8-hidroksi  3,4-dihidro-3-metil izokumarin olarak
aciklanmistir (68, 69). OTA, dihidro-metil-izokumarin halka sisteminde C5 iizerinde
klor atomuna sahiptir, bu atom okratoksin B’de bulunmaz ve klor atomuna fenolik OH
eklenmesi toksisiteyi arttirir. Fenilalanin ve dihidroizokumarin bilesikleri amid bag ile
baglanirlar ve bu bag 1siya ve hidrolize karst ¢ok dayamiklidir (70-72). Sekil 2-2°de

OTA’nin kimyasal yapis1 verilmistir.

OH O
CHg——(iJH—NH—CD\

COOH H
*CH3
Cl

Sekil 2-2: OTA’nin kimyasal yapisi
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2.2.2.0TA Biyosentezi

Okratoksinler, L-B fenilalanine amid bagi ile bagli izokumarin tiirevleridir.
Biyosentetik  orijinine gore poliketidler grubu iginde pentaketitler olarak
simiflandirilmigtir. Pentaketitler, asetil ve malonil CoA’dan olusurlar. Pentaketit,
sikiilizasyon ve aromatizasyon ile izokumarine doniisiir. Karboksi tiirevinin metilasyon,
oksidasyon, klorinasyon ve asit aktivasyonlari ile sikimik asit yolu sonrasi olusan fenil
alanin ve fosfookratoksin A, OTA’y1 olusturmaktadir. Klorinasyon asamasinin
kloroperoksidaz enziminin varlig ile gerceklestigi diisiiniilmektedir. Kloroperoksidaz
diisiik substrat spesifitesi gosteren, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda yaygin olarak
bulunan iki yiizden fazla halojenlenmis maddelerin biyosentezini uyaran bir enzimdir.
OTA’daki klor fenolik gruba para formundadir. OTA biyosentezindeki iki ana kismin
(fosfookratoksin a ve fenilalanin etil esteri) olusmasini, bunlarin birlesme reaksiyonlari
takip eder. Birlesme reaksiyonu, okratoksin sentetaz kompleksi ile olur, ATP ve Mg
reaksiyon i¢in gereklidir. Yapilan caligsmalar 1s18inda, okratoksinin bes tiirevi oldugu
bilinmektedir. Bunlar; Okratoksin A, B, C, a ve B’dir. Bunlarin i¢inde toksik acidan en
onemlisi molekiil agirligr 403,83; kimyasal formiili C,0H;sCINOg olan OTA’dur.
OTA’nin yarilanma 6mrii; farelerde 24-39 saat, siganlarda 55-120 saat, domuzlarda 72-
120 saat, maymunlarda 456-504 saat, insanlarda ise 840 saattir (3, 73, 74). Sekil 2-3’de

OTA’nin biyosentezi d6zetlenmistir.

2.2.3.0TA Olusumunu Etkileyen Faktorler
OTA, cesitli Aspergillus ve Penicillium kiifleri tarafindan sentezlenir. OTA,

adin1 Scott tarafindan ilk kez izole edildigi A. ochraceus’tan alir (68). OTA iireten
kiifler Tablo 2-2’de verilmistir.

Gida ve yemlerde OTA iiretiminde etkili olan birgok faktér bulunmaktadir.

Bunlardan baslicalart;
* su aktivitesi (ay),
* sicaklik,
* substratin cinsi,
* ortamda rekabet¢i mikrofloranin varligi,

« fungusun cinsi olarak siralanabilmektedir (75-78).
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Tablo 2-2: OTA iireten cinslere ait tiirler

Penicillium cinsine ait tiirler Aspergillus cinsine ait tiirler

P. glabrum A. petrakii

P. purpurrescens A. sulphureus
P. commune A. sclerotiorum
P. variabile A. alliaceus

P. verrucosum A. melleus

P. viridicatum A. ochraceus
P. palitans A. ostianus

P. cyclopium
P. purpurogenum

Ay, degeri mikroorganizmalarin kullanimina yarayan ve gida iginde bagh
olmayan suyu ifade eder. Gida igerisinde bulunan suyun mikroorganizmalarin
kullanimina agik olmamasi gerekir. Su aktivitesi degeri, substrattaki su buhari

basincinin saf suyun buhar basincina béliinmesiyle elde edilen bir parametredir.

OTA iiretiminden sorumlu olan Penicillium ve Aspergillus kiifleri ekolojik
nigleri, etkiledikleri iiriinler ve degisik cografik bolgelerde bulunma sikliklarina gore

farkliliklar gostermektedir.

A.ochraceus ile yapilan lretim calismalarinda, optimal {remenin 20-30°C
arasinda oldugu goriilmistir. En yiliksek tretimin 30°C’de ve su aktivitesinin 0,95
oldugu tespit edilmistir. Diisiik sicakliklarda nem gereksinimi yiiksektir. Ornegin

15°C’de su aktvitesi 0,997 veya nem orani %52’dir.

Penicillium cinsi, diisiik sicakliklarda gelisebilen tlirleri igerir. Diisiik
inkiibasyon sicakliklarinin etkilerinin arastirilmasi, P.viridicatum suslarinin, 5-10°C’de
OTA iiretebildiklerini gostermistir. Bunlar i¢in a,, degeri 0,95-0,99 arasindadir.
Optimum a,,’de 1s1 aralig1 4-31°C°dir. Bu durumda Kanada ve Iskandinavya gibi soguk
iklime sahip iilkelerde, OTA {iretiminden Penicillium; Yugoslavya ve Avusturalya gibi
sicak iklime sahip bolgelerde ise OTA {iretiminden %28-50 oraninda A. ochraceus

tiirlerinin sorumlu oldugunu ileri siiriilmektedir (79-81).

OTA’nin iireyebilmesi i¢in pH da 6nemli bir faktdrdiir. Okratoksin iiretebilen
mantarlarin  geligebildikleri pH araligt 3.9-9.1°dir. Ayrica kiifler aeorobik

mikroorganizmalar olduklarindan oksijensiz ortamlarda gelisemezler.
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2.2.4.0TA’nin Organizmadaki Degisim Siireci

2.2.4.1.Absorbsiyonu

OTA’nin viicuda girisinden sonraki absorbsiyon yerinin tespit edilmesi, toksinin
viicuttaki seyri ve yapacagi ilk etkilerin belirlenebilmesi i¢in olduk¢a Gnemlidir.
OTA’nin viicuttaki absorbsiyon yerini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada (82),
sicanlara tek dozda verilen 10 mg/kg OTA, 4 saat sonra mide duvarindan izole edilmis,
ince ve kalin bagirsaklarda degismeden ve az miktarda kaldigi belirlenerek toksinin

absorbsiyon yerinin mide oldugu ileri siirtilmiistiir.

OTA’nin absorbsiyon yerinin belirlenmesi iizerine yapilan bir baska ¢alismada
da (18), OTA’nin absorbsiyon yerinin mide oldugu ve hatta midedeki asidik ortamin
toksinin emilimini kolaylastirdigi, toksinin maksimum absorbsiyon yerinin jejunum

oldugu ve portal ven yoluyla lenfatik sisteme tagindig1 belirlenmistir (83-86).

2.2.4.2.Dokularda Parcalanmasi ve Metabolik Doniisiimii

OTA igeren yemlerle beslenen domuzlarla yapilan ¢alismada, toksin artiklar
baslica bobrek, karaciger, kas ve adipoz dokuda bulunmustur. Siganlara 10 mg/kg OTA
uygulmasindan 96 saat sonra, uygulanan dozun bobrekte %0.3°1, karacigerde %0.9’u,

toplam kas dokusunda %0.6’s1 tespit edilmistir (87-90).

2.2.4.3. Eliminasyonu ve Atilimi

OTA, viicuda alindiktan sonra bir kism1 degismeden, bir kismi da metabolitleri
seklinde gaita ve idrar yoluyla atilmaktadir. OTA’nin viicuttan atilimint belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢alismada (91), sicanlara oral yolla verilen OTA’nin idrarda
%6’simnin OTA seklinde, %1.5’inin (4R)-4-hidroksiokratoksin A ve %?25-27’sinin de
Okratoksin a (Oa) seklinde atildigi belirlenmistir. Calismada, gaitada %12 oraninda
OTA’nin degismeden ve %9 oranindaki OTA’nin ise Oa sekline doniistiiriilerek atildig:
tespit edilmigtir. Deneysel olarak, oral yolla verilen OTA’nin yarilanma Omri,
intraven0z enjeksiyona gore daha kisadir. Toksinin bir bdliimiinlin eliminasyona
ugradig1 bolge karacigerdir, daha sonra safrayla atilir ve sistemik kan dolagimina girer.
Karacigerin temizlenmesi, karaciger hiicrelerinin membraninda bulunan organik anyon

tastyici protein 'organic anion transporting polipeptid carrier’ (OATP) ile gerceklesir.

Eliminasyonun diger 6nemli organi bdbrektir. OTA plazma proteinine %99

baglanma potansiyeli gosterir. Bu ylizden OTA glomertiler filtrasyonla ortamdan
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uzaklastirilamaz, daha ¢ok tiibuler eliminasyon ile iireye gecer. Bu siirece, proksimal
tiibiil hiicresinin bazolateral hiicre membranindaki ksenobiotik tasiyicilar aracilik eder.
Proksimal tiibiil kokenli bobrek hiicrelerinin, uzun siireli OTA’ya maruz kalmasi,
hiicrenin genel fonksiyonunu etkilememekle beraber organik anyon transportunu azaltir.
Bu hiicrelerden OTA’nin salgilanmasi azalirken, diger ksenobiyotik tasiyicilarin ve
ilaglarin digar1 atilmasi da azalir. OTA, biitiin nefron segmentlerinden geri emilir. Bu
siire¢ toksinin bobrek dokusunda birikmesine ve toksisitesinin artmasina neden olur.
Ara tastyicilarin toksini kandan ayirmasi organizmanin toksik yiikiinii azaltir, fakat ayni
anda bobrek ve karaciger lizerindeki eliminasyon yiikiinde artisa neden olur. Safra
kesesinden uzaklastirilan toksini ayiran ince bagirsaklardir. Bu yiizden 6zel toksik

etkileri bu organlarda gézlenir (92, 93).

2.2.5.0kratoksin A’nmin Viicuttaki Etkileri
OTA ile ilgili toksisite caligmalari incelendiginde, OTA’ya maruz kalma
stiresine ve OTA miktarina bagl olarak goriilen etkilerin birbirinden farkli oldugu

belirlenmistir ( 94).

2.2.5.1.0kratoksin A’nin Akut Etkileri

Toksine kisa siireli olarak, ancak yiiksek dozda maruz kalma sonucu etkilenen
ilk organ bobrektir. OTA’nin kisa siireli olarak yiliksek dozda alinmasi ile bdbrek
fonksiyonlar1 ve morfolojisi biiyiik 6l¢iide etkilenmekte, bobreklerde agirlik artisi, idrar
hacmi ve kan iire azotu ‘Blood Ure Nitrojen’ (BUN) seviyesinde artis oldugu
bildirilmektedir. Dahlman ve ark. (92) ise, bu bulgulara ilave olarak glukoziiri ve
proteiniirinin de goriildiigiinii bildirmislerdir.

Cesitli hayvan tilirlerinde toksinin verilis sekillerine gore LDs, diizeyleri

belirlenmis ve sonuclar Tablo 2.3’de 6zet halinde sunulmustur.

Elde edilen sonuglar, akut toksisite yoniinden OTA’ya en duyarli hayvanlarin
kopek ve domuzlar, en az duyarli hayvanlarin ise sican ve fareler oldugunu ortaya

koymaktadir.
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Tablo 2-3: Cesitli hayvan tiirlerinde toksinin verilis sekillerine gore LDs, diizeyleri

Hayvan Tiirii Uygulama yerine gore LDs, diizeyleri

(mg/kg viicut agirhg)

Oral Periton i¢i  Damar i¢i
Fare 46-58,3 22-40,1 25,7-33,8
Sican 20-30,3 12,6 12,7
Yeni dogan 3,9 - -
sigan
Kopek 0,2 - -
Domuz 1 - -
Pili¢ 3.3 - -

2.2.5.2.0kratoksin A’nin Kronik Etkileri

OTA’nin etkilerinin arastirildi§i uzun siireli ¢alismalarda, hedef doku ve
organlar incelenmistir. Yapilan bir caligmada farelere rasyona ilave edilen 40 mg/kg
OTA, 44 hafta boyunca hayvanlara yedirilmis ve bu uygulamadan 5 hafta sonra yapilan
incelemede, hayvanlarda karaciger hiicre tiimorleri, bobreklerde kistik adenomalar ve

solid hiicre tiimorleri gézlenmistir (95).

Cesitli  arastirmalar OTA’nin, karsinojenik, genotoksik, teratojenik,
immunotoksik ve nefrotoksik etkilerini ortaya koymustur. DNA kirilmalari, protein
sentezinin inhibisyonu ve glikoneojenezis, lipid peroksidasyonu, mitokondrideki
oksidatif fosforilasyonun bozulmasi, kanin pihtilagsmasinin engellenmesi ve apoptozise
neden olmasi, OTA’nin insan saghigi i¢in biiyiilk 6nem tasidigini1 gostermektedir (96-

101).

IARC 1993 yilinda OTA’y1 insanlarda muhtemel karsinojen siniflandirmasi
olan 2B grubu icerisine dahil etmistir. Hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda bobrek
ve karacigerde tlimorlerin gelismesine yol agtigi bildirilmistir. OTA’nin karsinojenik
etkisi, lipid peroksidasyonunu arttirip, serbest radikallerin aciga ¢ikmasina ve immun

sistemin baskilanmasina baglanmaktadir (102).

OTA, bir¢ok doku ve organda olumsuz etkileri olan bir mikotoksin olmakla

beraber asil hedef bobreklerdir. OTA, basta Balkan iilkelerinin kirsal bdlge insanlarinda
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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. 1970’11 yillarda
OTA’l1 yemlerle beslenen hayvanlarda goriilen toksik etkilerle, bu endemik hastaligin
klinik ve patolojik 6zellikleri arasinda c¢arpici benzerliklerin goriilmesi {lizerine OTA ile
BEN arasindaki iliskiyi ¢6zmeye yonelik calismalar yogunlasmistir. BEN sebebiyle
Olen hastalarin, otopsilerinde interstisyel fibroz, tiibiiler dejenerasyon ve korteksin
yiizeysel Dbolgelerinde glomeriiler hiyalizasyon seklinde histolojik lezyonlara

rastlanmigtir (21-25).

OTA’nin bobreklerdeki nefronlara olan 6zel toksik etkisi, Dahlman ve ark. (92)
gore, OTA’nin proksimal tiibiil hiicreleri ve bazolateral membraninda organik anyon
transport mekanizmasinin bozulmasini indiiklemesine baglanmistir. Ayrica derialt1 yolla
verilen OTA’nin bobreklerde oncelikle muramidaz enzim seviyesinin diisiirdiigi,
ardindan da laktat dehidrojenaz, alkalin fosfataz, glutamat dehidrojenaz ve asit fosfataz

seviyelerini diislirdiigli belirlenmistir (103).

Eski Yugoslavya ve Bulgaristan’da endemik bolgelerdeki nefropati hastalarinin
serumlarinda %16-17 oraninda OTA rastlanmis, kontrol gruplarinda bu oran % 6-7
olarak bulunmustur. BEN rastlanma sikliginin yiiksek oldugu bolgelerde ayn1 zamanda
idrar yollart tiimdrlerinin ¢okluguna dikkat g¢ekilmis ve bu bdlgede tiiketilen gida
orneklerindeki OTA diizeyi ile BEN hastalarinin kan ve idrar ornekleri arasinda

iliskinin oldugu belirtilmistir (67, 68).

Grosso ve ark. (104)tarafindan yapilan bir diger calismada, aralarinda idrar
kesesi tlimdrlerinin de bulundugu 47 nefropati hastasi ile bagka hastalik sikayetleri ile
hastanede yatmakta olan 62 hastanin serum orneklerinin karsilagtirilmasinda nefropatik
hastalarin %14,9’unun serum orneklerinde 1,0 mg/mL’nin Ustiinde; diger hastalarin

%3,2’sinde 1,0 mg/mL nin iistiinde OTA diizeyi tespit edilmistir.

Ozellikle bébrek ve karaciger iizerinde neoplastik etkileri olan OTA nin immun
sisteme olan etkileri de olduk¢a fazladir. OTA, bir¢cok hayvan tiirii {izerinde immun
sistemin yapisal igerigine dogrudan olarak etki etmektedir. Chang ve Hamilton (88),
rasyonlarina 2-4 mg/kg OTA ilave edilmis piliglere 20 giin siireyle OTA verilmesinin

lenfoid hiicrelerin sayisinda azalmaya sebep oldugunu tespit etmislerdir.
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OTA, belirli dozlarda alindiginda bir¢ok hayvan tiirlinde anemiye sebep
olmaktadir. Agawane ve Lonkar (105) caligmalarinda, OTA toksikasyonlarinda goriilen
aneminin, kanda hemoglobin konsantrasyonunda degisime sebep olmadigini tespit
etmiglerdir. Ancak eritrositlerdeki sayr ve hacim ile serum demir ve transferinin
cozlinlirliigli oranindaki azalmadan kaynaklanan hipokromik mikrositik anemi

gorilmiistiir.

OTA, karaciger fonksiyonlari iizerinde de oldukga etkilidir. Storen ve ark. (106),
sicanlarda rasyona OTA ilave edilmesinden sonra yapilan glukoz tolerans testinde elde
edilen degerlerin kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kan-glukoz seviyesinin normal
degerlere ulasmadigini belirlemislerdir. Ayrica bu ¢alismada, OTA uygulanan grupta
karacigerdeki total karbonhidrat ve glukojen seviyeleri ile glikolitik enzimlerin
aktivitesinde diisme gozlenirken glukoneojenik enzim seviyesinde ise yiikselme

kaydedilmistir.

OTA; fare, sican, hamster ve piligler i¢cin kuvvetli diizeyde teratojen etkilidir.
Ancak domuzlarda OTA’nin teratojen etkisinin diger tiirler kadar kuvvetli olmadigi
bildirilmistir. OTA’nin teratojenik etkilerinin tiirler arasindaki farkliligi, kan-plasenta
bariyerindeki  farkliliklar ile OTA’nin tiirler arasindaki duyarhilik farkiyla
aciklanmaktadir (91, 107, 108)

Kontamine materyalle beslenmis gebe hayvanlarda yapilan incelemelerde,
OTA’nin fetusun ozellikle merkezi sinir sistemi, géz ve iskelet yapisimi etkiledigi
belirlenmistir. Fare ve sicanlarda gebelik doneminde giinde iki kez oral yolla ve viicut
agirhgina gore 1 mg/kg gibi disiik dozda verilen OTA’nin fetusta 6nemli ol¢iide
malformasyonlara sebep oldugu belirlenmistir. Gebe domuzlarda ise OTA’nin yliksek

dozlarnin fetusta herhangi bir patolojiye sebep olmadig: bildirilmistir.

Toksinlerin  biiyiikk bir boliimiiniin genler {izerinde olumsuz etkileri
bulunmaktadir. OTA’nin memeli hiicreleri lizerine mutajenik etkisi olmamakla birlikte,

zay1f diizeyde genotoksik etkilerinin oldugu bildirilmektedir (109).

OTA’nin, glikoz ve insulin metabolizmasi tizerinde olumsuz etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Waren ve Hamilton (110), OTA’nin, karacigerde glikojenolizin siklik
adenozin monofosfat’a bagl protein kinazi aktive etmesi sonucu glikojen birikimine

sebep oldugunu bildirmislerdir (111).
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OTA’nin, cesitli biyokimyasal etkileri vardir. Mikroorganizmalarda (Bacillus
subtilis, Bacillus stearothermophilus, Streptococcus faecalis, mayalar) oldugu gibi,
sican karaciger hiicrelerinde de tRNA sentetazin ve protein sentezinin inhibitoriidiir.
OTA’nin, tRNA sentetaz ve protein sentezi iizerindeki geri doniisiimlii inhibitor etkisi,
fenilalanin tarafindan engellenir, OTA’nin hasara yol agmasi, bu engellemenin 6l¢iitii
ile bire bir iligkilidir. Farelerde akut intraperitonal etkisi, beraber enjekte edilen
fenilalanin ile Onlenmistir. Bu bulgular hayvanlar iizerindeki kronik etkilerinin

(nefropati), fenilalanin ile 6nlenebilecegini diisiindiirmektedir (112).

2.3. Okratoksin A’ nin Gidalarda Varhgi ve Limitler

OTA’nin yakin zamana kadar sadece misir, bugday, arpa, ¢avdar, yulaf, piring
ve malt gibi tahil iirlinlerine bulasti1 bilinirken gliniimiizde kuru meyve, yer fistigi,
kahve, kakao, baharat, sarap, bira ve bazi hayvansal iirinlerde de rastlandigi
bildirilmistir. 1999 yilinda 143 no’lu Avrupa Birligi’nin Komisyon Direktifinde
“Avrupa Birligi’'ne liye llkelerdeki insanlarin diyetlerle OTA  aliminin
degerlendirilmesi” c¢aligmalarinin diizenlenmesine karar verilmistir. Bu kapsaml
calismanin 2002 yilinda yayimlanan sonuglarina gére OTA’nin bulastigi triinlerin
dagilimi; tahil ve tahil iriinleri (%50), sarap (%13), kahve (%10), baharat (%8), bira
(%5), kakao (%4), kuru meyve (%3) ve kiimes hayvanlarinin eti (%]1) seklindedir.
Ancak triinlerdeki toksin seviyelerinde iilkelere gore biiyilik farkliliklar bulunmaktadir.
Ornegin, sarapta saptanan OTA diizeyi iilkelere gore 0,003-15,6 pg/kg arasinda
degismektedir. Et orneklerinin %18’inde OTA’ya rastlanma oraninin diisiik olmasina
karsin bazi irlinlerdeki OTA miktarinin yiiksek olduguna dikkat cekilmektedir.
Sonuglart degerlendiren Avrupa Birligi yayimladigi Komisyon Direktifleri ile c¢esitli
tiriinleri kapsayan maksimum degerlerde diizenlemeler yapmistir. Birligin 446/2002
Direktiflerinde bu degerler tahillar ve tahil taneleri i¢in 5 ppb; insanlarin tiiketimine
sunulmus islenmis tiim tahil iiriinleri i¢in 3 ppb; kuru {iziim ¢esitleri i¢in 10 ppb; sarap
cesitleri, sira ve lizim sular1 i¢in 2 ppb olarak bildirilmistir. Bebekler ve ¢ocuklar i¢in
riskin ¢ok daha fazla oldugu diisiiniilerek, 683/2004 Direktiflerine bebek mamalar1 ve
tahil {iriinii, bebek ve ¢cocuk gidalar1 (0,5 ppb) ile tibbi amacla ve 6zellikle bebekler igin
kullanilan diyet iiriinleri (0,5 ppb) de dahil edilmistir (113).

Bugiin OTA, gida maddelerinde ve hayvan yemlerinde bulunabilen en tehlikeli

bulasicilardan biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, gidalarin ve yemlerin OTA
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yoniinden kontrolii biliyilk onem tasimaktadir. Ancak iilkemizde henliz OTA’ya
maruziyet derecesinin ortaya ¢ikmasina yetecek sayida arastirma yapilmamistir. 1990-
1994 yillar1 arasinda Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’na bagh il Kontrol Labaratuarlarina
gelen Orneklerde OTA seviyelerine bakilmis ve findik ve mamulleri, yer fistigi, incir ve
kirmizi biberden olusan toplam 114 ornekten 38’inde 10-120 ppb arasinda OTA’ya
rastlanmistir. Kirmizi biberin en yiiksek diizeyde OTA saptanan iirin oldugu
bildirilmistir (114). Bir diger ¢alismada 127 adet taze, kuru, toz ve pul biber 6rneginin
%55,12’sinde 0,55-126,81 ppb araliginda OTA bulundugu bildirilmistir (115).

Islenmis tahil {iriinleri OTA bulasma riski yiiksek olan iiriinlerdir. 2002-2003
yillar1 arasinda Ankara’daki marketlerden ve pazarlardan toplanan 25 iiriin iizerinde

yapilan incelemede, 24 iirtinde 0,27-4,07 ppb diizeyinde OTA belirlenmistir (116).

Kayseri’de tiiketilen un, piring ve bulgurda (25’er 6rnek) 145,66-1011,84 ppt
arasinda degisen miktarlarda OTA Ol¢iilmiistiir (117).

Benzer tiriinleri iceren markali ve markasiz 120 adet tahil 6rneginin 11’inde (5
tarhana, 1 bugday unu, 1 musir ve 2 miisli) OTA’ya rastlanmistir (59). Tarhana
orneklerinin dérdiinde OTA diizeyinin 5 ppb’nin lizerinde bulunmustur. Toplumumuzun
beslenme aligkanliginda 6nemli bir yeri olan ve kirsal kesimde halkin kendi imkanlari
ile hazirladigi, temelini yogurt ve unun olusturdugu tarhana, cesitli islemlerden sonra
bezler iizerine serilerek golgede kurutulup son seklini almaktadir. Kurutma iglemlerinin
saglikli bir sekilde yapilamamasi sonucunda, ortamda olusan uygun kosullarin (is1,
rutubet) kiif mantarlarinin aktif hale gecirdigi ileri siiriilmektedir. Karagdzli ve
Karapinar tarafindan gergeklestirilen bir diger calismada asurelik bugday, misir, misir
unu, yulaf gevregi, yulaf ezmesi, yulaf unu ve miisliden olusan toplam 100 adet 6rnegin
4’iinde (1 asurelik bugday, 2 musir, 1 yulaf ezmesi) 0,27-9,84 ppb diizeyinde OTA tespit
edilmistir (39). 24 kahvaltilik tahil, 24 tahil bazli bebek mamasi ve 35 bira 6rnegini
kapsayan bir diger calismada ise kahvaltilik tahilin %38’inde, tahil bazli bebek
mamasinin %17’sinde ve bira Orneklerinin %14’linde, smir degerlerin altinda OTA

tespit edilmistir (118).

OTA ile kontamine olan iiriinlerden olan kahve ve kakao ile ilgili iilkemizde
yapilmis olan tek calismada, rastgele Ornekleme ile toplanan 44 Ogiitiilmiis ve

kavrulmus kahve 6rneginin 9 tanesinde 2 ppb’nin lizerinde OTA tespit edilmistir (119).
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Kurutulmus meyveler her yas grubu tarafindan fazla miktarlarda tiiketilen, i¢ ve
dis piyasada da onemli ekonomik potansiyele sahip gida maddeleridir. Diger taraftan
kuru yemisler, olusumlar1 1s1 ve nem gibi faktorlere ¢ok siki bagl olan aflatoksinler ve
OTA ig¢in riskli {irtinlerdendir. Kuru incir iiretim ve dig sattminda ana iilke konumunda
olmamiza ragmen son yillarda aflatoksin ve OTA problemi nedeni ile sektérde dnemli
sikintilar yasanmaktadir. Ege Universitesi ve TARIS AR-GE tarafindan ortaklasa
yiriitiilmiis bir ¢calismada, 1999, 2000 ve 2001 sezonu kuru incir 6érneklerinde OTA
diizeyi arastirilmis, 6rneklerin %38,2” sinde 2-10 ppb arasinda degisen diizeylerde OTA
saptanmistir. 2000 ve 2001 {irtinlerinde oransal olarak diigiis olmakla birlikte (%1,8;
%1,4) 100 ppb’nin iizerinde toksine rastlanmis olmasi tiiketicilerin sagligi ve incir
ticareti agisindan riskli bulunmustur (120). Bir diger ¢alismada, 1988 iiretim sezonunda
toplanan 282 incir drneginin 16’sinda OTA (maksimum 62,9 ppb) belirlenmistir (121).
2003-2004 yillarinda Ege Bolgesi’nin 7 farkli bolgesinden toplanan 115 incir drneginin
ise 55 tanesinde (%47,2) 0,12-15,31 ug/kg diizeyinde OTA teshis edilmistir. Sadece 4
ornekte 1 pg/kg’in tistiinde toksin belirlenmistir (122).

Benzer sekilde, 1996-1997 yillar1 arasinda Ingiltere’ye ihra¢ edilen kuru
tizimlerde de yiiksek diizeyde OTA tespit edilmesi ve ihracatta biiyilk sorunlar
yasanmasi iizerine lizim ve {izim {riinlerinde toksin aranmasina yonelik caligmalar

baslamistir.

Tiirkiye’de 1997 yilinda yiiriirliige giren Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’nde
(27) mikotoksinlerden sadece aflatoksinler, patulin ve ergot alkaloidleri i¢in limit
degerlere yer verilirken, 2002 yayimlanan “Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin
Maksimum Belirlenmesi Hakkinda Teblig” ile ii¢ lirlinde OTA i¢in maksimum seviye
bildirilmistir (28). 26879 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan 17/05/2008 tarihli 2008/26
numarali teblig ile de gida maddelerindeki OTA’nin maksimum limitleri yeniden
belirlenmistir. Tablo 2-5’de Tirk Gida Kodeksi tarafindan belirlenen yeni limitler
goriilmektedir (29).

2.4. Uziim ve Uziim Uriinleri:

Tiirkiye gerek cografi ve gerekse ekolojik ozellikleri itibariyle bagciliga ¢ok
elverislidir. Ulkemiz asmanm anavatani olmasi ve bagcilik tariminin hayli eskiye
dayanmasi yaninda, gerek iiretim miktar1 ve gerekse cesit zenginligi bakimindan

diinyanin sayil iilkeleri arasinda yer almaktadir (123, 124). Tirkiye yaklasik 525 bin
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hektar bag alaninda, yilda 3.5 milyon ton civarinda iiziim iiretimi gerceklestirilmektedir.
Uretilen iiziimlerin yaklasik %30’u sofralik, %37’si kurutmalik, %30’u pekmez, pestil,
sucuk, sira ve %3’l saraplik olarak degerlendirilmektedir. Diinyanin altinci biiyiik
lizlim {ireticisi olan tlilkemizde iiretilen iiziimiin yaklasik %63’i ¢ekirdekli, %27°si ise

¢ekirdeksiz tizimden olusmaktadir.

Uziim iilkemizde; taze olarak, kurutularak, pekmez, pestil gibi yoresel iiriinlere
islenerek, liziim suyu, iiziim suyu konsantresi ve sarap yapilarak ve bunun yaninda,
sirke ve raki yapiminda kullanilarak tiiketilmekte ise de en ¢ok kurutularak ve pekmez

yapilarak degerlendirilmektedir.

Kuru iiziim, yiliksek seker igeriginden dolayi, kalori degeri yiiksek bir besin
maddesidir. Ayrica mineral maddelerden kalsiyum, potasyum, sodyum ve demir
yoniinden zengin oldugu gibi bazi vitaminler (A, B1, B2, Niasin ve C vitaminleri)
yoniinden de onemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Baz1 karaciger hastaliklar
ile kansizhigin tedavisinde etkili olan {iziim, hipertansiyonu da kontrol altinda
tutmaktadir. Ayrica icerdigi meyve asitleri ve lifli yapisi ile mideye zarar vermeden
bobrek ve bagirsak sisteminin c¢alismasini diizenler, kanin temizlenmesine yardimci
olur. Diger yandan, yiiksek kalori igerigine karsin, ¢ok diisiik miktarlarda yag ve protein

icerdiginden ideal bir diyet besinidir (125, 126).

Uziimlerde kurutma islemi dogal olarak ve bandirma yapilarak iki sekilde
olmaktadir. Dogal kurutma yontemi genellikle siyah renkli ¢ekirdekli tiziim ¢esitlerinde
kullanilmaktadir. Bu yontemde hasadi yapilan iiziimler bagda bol giines goren yerlere
toprak iizerine serilmekte veya salkimlar ipe dizilerek bagdaki cardaklarda veya

sundurma altlarinda golgede kurutulmaktadir.

Gerek ¢ekirdekli ve gerekse cekirdeksiz iiziim g¢esitlerinin kurutulmasinda
kullanilan bandirma yonteminde amag liziim tanesi tizerindeki mumsu pus tabakasinin
uzaklastirilip ve bir miktar ¢atlama saglayarak da tanenin su kaybini hizlandirmak
suretiyle kurumanin ¢abuklastirilmasi ve iyi bir renk elde edilmesidir. Bandirma sivisi
olarak potasa denilen potasyum karbonat ile buna zeytinyag: ilave edilmis sekli, bazen
de killi su-zeytinyagi karistmi kullanilmaktadir. Bandirma islemine tabi tutulan

tiztimler toprak, kagit, beton veya tel sergi yerlerinde kurutulmaktadir (128).
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Tablo 2-4: Tiirk Gida Kodeksi’nde yer alan OTA limitleri

Gida Maddesi Maksimum limit
(ng/kg) (ppb)

OTA

Islenmemis tahillar 5,0

Tahildan elde edilen tiim tiriinler (dogrudan tiiketime sunulan 3,0

tahillar ve islenmis tahil iiriinleri dahil)

Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru {iziim ve ¢ekirdeksiz 10,0
lizlim dahil)

Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve dgiitiilmiis kahve 5,0
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya ¢oziinebilir kahve 10,0

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

Aromatize sarap, aromatize sarap bazl i¢ki ve aromatize sarap 2,0
kokteyli
Uziim suyu, iiziim suyu konsantresi, {iziim nektari ile 2,0

dogrudan tiiketime sunulan iiziim siras1 ve liziim sirasi konsantresi

Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalar 0,5
Bebekler i¢in 6zel tibbi amagl diyet gidalar 0,5
Diger gida maddeleri (bulunmasi muhtemel riskli gidalar) 10,0

Ulkemize 6zgii geleneksel iiriinlerimizden biri de; icerdigi mineraller yaninda iyi
bir enerji kaynag1 olmasi nedeniyle son derece besleyici bir iiriin olan pekmezdir. Uziim
pekmezi, taze ve kuru iliziim sirasinin asitligini gidermeden veya giderdikten sonra
vakum altinda veya agikta koyulastirilmasi ile elde edilen koyu kivamli bir iirlindiir
(129). Uziim pekmezi, hemen hemen yurdumuzun her yerinde iiretilmekle birlikte kirsal

bolgelerde daha yaygin olup ¢ok eski gecmige sahiptir.

Kirsal kesimde geleneksel yontemle yapilan pekmez iiretiminde hasat edilen
tizimlere, kalintilardan uzaklastirilmak amaciyla yikanip, sikilarak sirasi ¢ikarildiktan
sonra, asitligi gidermek amaciyla %50-90 oraninda kire¢ iceren beyaz renkli bir toprak
tirii olan pekmez toprag: ilave edilir. Daha sonra siranin koyulastirilmasi amaciyla
kaynatma islemi gergeklestirilir. Koyulastirma iglemi, gilinesi bol ve kurak bolgelerde
giines enerjisinden yararlanilarak da yapilir. Modern yontemle sivi pekmez iiretiminde
ise kiy1lmis kuru tiziimlere kati- siv1 ekstraksiyonu uygulanarak 6ziitleme islemi yapilir.

Temizlenen iiziimler degirmenden gegirilip preslenerek iiziim sirasi elde edilir. Uziim
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sirasina asitligi gidermek amaciyla pekmez topragi ya da kalsiyum karbonat ilave edilir.
Uziim sirasinin tamamen berraklasmasi igin tanen- jelatin uygulamasi veya enzimatik
yolla durultma islemi yapilir. Berrak sira agik kazan ya da vakumla suyu buharlastirarak

koyulastirilir.

Uziimler, hasat oncesi, hasat sirasinda veya iiziimlerin islenmesi asamasinda
cesitli kiif tiirleri tarafindan kontamine olabilmektedir. Meyveler olgunlasma
asamasinda, dokularda pH’nin yiikselmeye baslamasi, koruyucu tabakanin yumusamasi
ve meyvenin savunma mekanizmasinin zayiflamasiyla birlikte fungal saldirtya karsi

hassas hale gelmektedirler.

Uziimlerin 6zellikle Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Cladosporium,
Alternaria, Uncinula, Botrytis ve Plasmopara cinsi kiifler tarafindan saldirtya ugradig
belirtilmektedir. 1996 yilina kadar, iiziim mikotoksinsiz gilivenilir bir meyve olarak
diisiiniiliirken Isvigre’de yapilan bir ¢alismada farkl1 cografik kokenli sarap 6rneklerinde

OTA’nin saptanmasi bu goriisti degistirmistir (130).

Ulkemizde ilk kez, 1996-1997 yillar1 arasinda Ingiltere'ye ihrag edilen kuru
tiztimlerde yiiksek diizeyde OTA tespit edilmesi ve ihracatta biiyiik sorunlar yaganmasi
lizerine iliziim ve {liziim triinlerinde toksin aranmasina yonelik calismalar baslamistir.
Kuru tiziimlerde OTA’nin hangi asamada meydana geldigini tespit etmek amaciyla
Eltem ve ark. (131) 1998-2001 yillar1 arasinda Ege Bolgesinde secilen baglarda toprak,
ben diisme ve hasat oncesi donemlerdeki yas liziimler ile kuru iiziimlerde potansiyel
OTA iireticisi kiifleri ve toksin iiretme yeteneklerinin belirlemisler ve OTA iiretiminin
lizimiin gelisme donemi boyunca baglarda olgunlasma donemi ile basgladigini ortaya
koymuslardir. Topladiklar1 203 ornegin 82’sinde OTA tespit edilmis ve diizeyin
agirlikli olarak 10-50 ppb arasinda oldugu belirtilmistir.

1998-2006 yillar1 arasinda farkli aragtirmacilar tarafindan iilkemizde degisik
baglardan elde edilen kuru iiziim 6rneklerinde yapilan arastirmalarda 0,26-34,84 ug/kg
arasinda degisen diizeylerde OTA’ya rastlanmistir (132-135). Aksoy ve ark. (136)
tarafindan incelenen 1885 sultani kuru iiziim 6rneginden sadece 172 o6rnekte OTA’ya
rastlanmamistir. Adana’da 2 farkli yerden temin edilen sultani iiziim Orneklerinin

13’tinde 10 pg/kg limitin tizerinde OTA tespit edilmistir.
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Son yillarda, o6zellikle liziim, iiziim suyu ve saraptaki OTA diizeylerinin
arastirilmast ile ilgili ¢alismalardaki artis dikkat cekmektedir. Isvigre’de sarap ve iiziim
sularinda yapilan OTA taranmasinda sarap Orneklerinde 3-451 pg/mL, kirmizi {iziim
sularinda ise 3-311 pg/mL arasinda degisen miktarlarda OTA’ya rastlanmustir. Uziim
suyunda rapor edilen en yiiksek OTA degeri 6270 ng/L’dir. Kirmiz1 {iziimlerden
iiretilen {iziim sularinda diger iiziim sularina kiyasla daha yiiksek diizeyde OTA
bulunmustur (137). Arastirmacilar saraplardaki seviyenin bir risk olusturmayacagini
ancak kirmizi liziim sularindaki seviyenin yeni doganlar ve c¢ocuklar acgisindan riskli
olabilecegini ve bu seviyenin 100 pg/mL’nin altinda tutulmasi gerektigine dikkati

¢ekmislerdir.

Ulkemiz Ispanya ve italya’dan sonra en fazla sarap iiretilen iilkelerin baginda
gelmektedir. Ancak Tiirk saraplarinda OTA diizeyi ile ilgili yayimlanmis sadece bir
calismaya rastlanmistir. Farkli tiretici firmalara ait 47 sarap orneginde 0,053-1,372 g/L
diizeyinde OTA saptanmustir. Trakya ve Ege Bolgesi kirmizi saraplarinda diger
bolgelere kiyasla OTA diizeyi yiiksektir (138).

Arict ve arkadaglarimin yaptiklart ¢alismada OTA igeren iiziimlerin pekmeze
islenmesi durumunda pekmezdeki OTA miktarinin iiziimlere goére 5-6 kat arttigi
belirlenmistir. Yine bu calismada pekmez {iretim asamasindaki nem oraninin, pH’nin,

toplam seker miktarinin pekmezdeki OTA miktarini etkiledigi belirtilmistir (139).

Uziim ve iiziim iiriinlerinde OTA olusturan kiiflerin ana kaynag: topraktir. Bu
nedenle tiziimlerde OTA olusumunun engellenmesi i¢in Oncelikle topraktaki funguslarin

lizime bulagsmasini engelleyecek tedbirler alinmalidir (140, 141).

1. Bag tesisinde oOncelikle telli destek sistemli modern bir bag olusturmali ve

tiziimlerin toprakla temas1 6nlenmelidir.

2. Kis budamasinda agir1 ¢ubuk birakilmamali, yaz budamalar1 da diizenli olarak

yapilarak salkim ¢evresinde hava sirkiilasyonu saglanmalidir.

3. Damla sulama sistemleri gibi toprak yiizeyini az islatan sulama sistemleri

tercih edilmelidir. Ge¢ donemde ve asir1 sulamalardan kaginmalidr.
4. Olgunlagma doneminde toprak isleme yapilmamalidir.

5. Kurutmalik tizimlerde asir1 hormon uygulamalarindan kaginilmalidir.
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6. Hastalik ve zararlilara karsi ilaglama uygulamalari zamaninda ve uzman

tavsiyesine gore yapilmalidir.

7. Hasat ve kurutma islemi sirasinda ciiriik, kiiflii iiziim salkimlar1 saglikli

salkimlardan ayrilmali ve birlikte kurutulmamalidir.

8. Kuru tiziimler uygun depo kosullarinda (%60-65 nem, 5-10°C) serin ve kuru

ortamlarda depolanmalidirlar.

9. Uziim mutlaka iyi kurutulmus olarak sergiden kaldiriimalidir. (Nem oram

%13 ve altinda olmalidir).

10. Uziim toprak sergi alanlarma serilmemelidir.

2.5. OTA Tayininde Kullanilan Yoéntemler

Gidalarda OTA analizinde tercih edilen yontemler immunokimyasal yontem
(ELISA) ile ince tabaka kromotografisi (TLC) ve fluoresans dedektorlii yiiksek
performansli sivi  kromatografisi (HPLC) yontemleridir. OTA asitlendirilmis
ortamlardan organik coziiciilerle kolaylikla ekstre edilebilmektedir. Yontemlerin
timiinde OTA analizine ge¢cmeden Once Ornekte, uygun yontemlerle ekstraksiyon,

saflastirma ve zenginlestirme islemlerinin yapilmasi gerekmektedir.

2.5.1. Immunokimyasal Yontem

Antijen-antikor reaksiyonuna dayanan enzim baglanmis immunosorbant
‘Enzyme-linked immunosorbent assay’ (ELISA) yonteminde esas kat1 yiizeyler iizerine
baglanmis az miktarda antikor ile Ornekteki OTA ve OTA ile isaretlenmis enzim
(horseradish peroksidaz) arasindaki reaksiyonlardir. Antikor ile 6rnek ve OTA ile
isaretlenmis enzimin inkiibasyonunun ardindan yapilan yikama sonrasi baglanmamig
enzim uygun bir substrat ile reaksiyona sokulur ve olusan rengin siddetinden OTA
miktarin hesaplanmasina gecilir. ELISA ydnteminin basit olmasi, kisa siirede ¢ok
sayida analiz yapilabilmesi, fazla solventle calisilmamasi gibi avantajlar
bulunmaktadir. Buna karsin, mikotoksinlerin iirline homojen bir sekilde
yayilmamasindan dolayi, ELISA ydnteminde az miktarda érnek kullanilmasi en 6nemli

sorunu olusturmaktadir.

Uziim ve {iziim iiriinlerinde OTA varhigi saptanmasinda ELISA yontemi bazi

arastirmacilar tarafindan kullanilmistir (137-139).
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2.5.2.Ince Tabaka Kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi yontemi (TLC), OTA’nin kalitatif ve kantitatif tayini
icin eskiden beri kullanilmaktadir. AOAC (Association of Analytical Communities)’nin
yonteminde OTA, orneklerden asit ortamda kloroform ile ekstre edilmekte, alkali
emdirilmis diatome toprag siitunlarda temizlendikten sonra ince tabaka kromatografisi
isleminin ardindan UV lamba altinda 360 nm’de floresans gosteren lekeler seklinde
teshis ve tayin edilmektedir. Yontemin hassasiyeti ince tabakanin amonyak buharlarina
tutulmasi ile arttirilabilmektedir. Ostry ve ark. TLC yontemini kullanarak kuru

tizimlerde OTA varligin1 arastirmiglardir (142).

2.5.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Fluorasans dedektorlii ters faz HPLC, OTA analizinde en fazla tercih edilen
analiz yontemidir. OTA dogal fluoresans gdsteren bir maddedir. Bu 6zelligi nedeni ile;
herhangi bir tiirevlendirme islemine gerek olmadan ¢ok diisiik OTA seviyelerini
fluoresans dedektorle tayin etmek miimkiin olabilmektedir. HPLC ile analizlerde Cjg

kolonlar ve asetik asitli asetonitril su karisimi1 mobil fazlar tercih edilmektedir.

OTA’nin gida maddeleri ve biyolojik iirlinlerdeki diizeylerinin tayininde en
onemli satha ekstrelerin temizlenmesidir. OTA’nin  Orneklerden su ve
asetonitril/metanol karigimlar1 veya kloroform ile ekstraksiyonunun ardindan yapilacak
temizleme isleminde en fazla tercih edilen yontem, ¢oziicli sarfiyatinin diisiik diizeyde
oldugu kat1 faz ekstraksiyon teknigidir. Cok daha hizli ve etkili temizlemenin saglanan

bu yontemde kat1 faz olarak florisil, C;s, silikajel ve diatome toprag: kullanilmaktadir

(143-149).

Immiinoafinite kolon kromatografisi uluslararasi bilim ¢evrelerince kabul
gormiis en iyi OTA saflastirma ydntemidir. immiinoafinite kolonun 6zelligi, OTA’ya
6zel bir monoklonal antikor igermesidir. Ornege ait ekstre immiinoafinite kolondan
gecerken OTA antikorlar tarafindan tutulur, daha sonra kolondan gegirilen eliisyon
¢oOzeltisi antikoru denatiire eder, OTA saf halde eliisyon ¢oziiclisiine geger ve eliiat

HPLC ile analiz edilir ( 11, 15, 16).
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3.GEREC VE YONTEM

Calismada Istanbul’un degisik semtlerindeki pazar ve marketlerden temin edilen
50 markasiz kuru iiztim (500 g), 20 markali ve 5 markasiz tiziim pekmezi ile 10 markali
liziim suyu 6rnekleri kullanildi. Ornekler, ekstraksiyonlar: yapilana kadar buzdolabinda

(+4°C) muhafaza edildi.

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

OTA standard1

Etanol

Metanol

Asetonitril

Saf su (Milli Q)

Sodyum kloriir

Disodyum hidrojen fosfat
Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum kloriir
Hidroklorik asit

Tween 20

Asetik asit

Bor trifloriiriin metanoldeki

%14’1iik ¢ozeltisi

3.2. Kullamilan Arac ve Gerecler

Ayarlanabilir otomatik pipetler

Santrifiij aleti
Hassas terazi
Laboratuar blenderi

Girdap karistirict

Supelco 46912
Riedel-de Hien, 32221
Riedel-de Hien, 34860
Riedel-de Hden, 34888
Milli-Q, Millipore cihazi
Lachema, 30423
Riedel-de Héen,04274
Merck, 1.05101
Riedel-de Héien, 12636

Riedel-de Héen, 07102

Merck, 1.00056.2500

Sigma B1252

Eppendorf

Hettich Universal 32R
Precisa XB 220A
Waring commercial

Vm20 Vortex, Biobac



Vakum pompasi

Vakum manifold cihazi

Siyah bantli filtre kagid1 110 mm
Mobil faz filtrasyon sistemi
Immunoaffinite kolon

pH metre

Milli Q su cihazi

Ultrasonik banyo

Blok 1s1tict

Azot tlipii

Su banyosu
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Speedivac ES 35

Varian

Schleicher& Schiill 300 010
Phenomenex

Ochratest™ Vicam 13012
pH 211, Hanna

Millipore

Transsonic 460 H

Lab-line

Habas

Memmert

Caligmada ayrica ¢esitli hacimlerde vialler, enjektorler, cam pipetler, mavi/sar1

pipet uglar1 ve diger cam laboratuvar aletleri kullanildi.

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC):

HPLC sistemi

Sistem kontrol tinitesi

Pompa tinitesi

Floresans dedektor

Degaz iinitesi

Otomatik numune 6rnekleyici
Kolon firmi1

Rezervuar tablasi

Yazilim programi

Bilgisayar ve yazici

HPLC kolonu
Cis, (15cm % 0,46) Sum

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

HP L1706 ve Xerox

Teknokroma Mediterranea sea 18
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3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1.Mobil Faz Cozeltisi
Milli Q su 2 pm’lik membran filtreden siiziildiikten sonra asetonitril ve su
ultrasonik su banyosunda degaze edildi. Daha sonra 99:99:2 (su:asetonitril:asetik asit)

oraninda mobilfaz HPLC analizinde kullanilmak tizere hazirlandi.

3.3.2.Fosfat Tamponu
8 g NaCl, 1,2 g Na,HPO,, 0,2 g KH,PO4, 0,2 g KCI 990 mL bidistile suda
coziilerek %37°lik HCl ile pH 7’e ayarland1 ve Milli Q su ile hacmi 1L’ye tamamlanda.

3.3.3.0kratoksin A Standart Cozeltileri

3.3.3.1.Standart Cozelti
Sertifikali OTA standart ¢ozeltisi (benzen:asetik asit (99:1) karigimi igerisinde
50 ng/uL konsantrasyonundaki) kullanildi. Ampul igerisinde sivi formda temin edilmis

olan OTA ¢ozeltisi analizde kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.3.3.2.Ara Stok Cozeltileri
50 ng/pL konsantrasyondaki OTA standart ¢ozeltisinin 20 pL’si 980 pL etanol

ile seyreltilerek 1 ng/uL konsantrasyonda ara stok ¢6zeltisi hazirlandi.

1 ng/uL konsantrasyonundaki ara stok cozeltisinden 100 pL alinip, 900 pL
etanol ile seyreltilerek 0,1 ng/puL konsantrasyonda ikinci bir ara stok c¢ozeltisi

hazirlandi.

3.3.3.3.Cahisma Cozeltileri
Ara stok ¢ozeltilerinin metanol ile seyreltilmesi ile 0,5-40 ng/mL araliginda
degisen konsantrasyonlardaki calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Calisma ¢ozeltileri analiz

amaciyla alete verilmeden Once yar1 yariya su ile seyreltildi.

OTA calisma cozeltileri -20°C’de cam vial icerisinde muhafaza edildi, analizde

kullanilmadan 6nce sicakliginin oda kosullarina gelmesi saglandi.

3.4. Yontem
Orneklerin analizi Avrupa Birligi’nin 2002 Eksperler raporunda yer alan valide
edilmis yonteme goére yapildi (150). Yontemin esasi, ekstraksiyon ve saflastirma

islemlerinin ardindan fluoresans dedektorlii ters faz HPLC ile analizidir.
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3.4.1.0kratoksin A’nin HPLC ile Tayin Yonteminin Validasyonu
Orneklerdeki OTA miktarlarmin tayinine gegmeden dnce OTA standarti ile
calisilarak yontemin validasyonu yapilmistir. Kromatografik ¢alisma kosullar1 Tablo 3-

1’de gosterilmektedir.

Tablo 3-1: HPLC aletinin kromatografik calisma kosullari

Kolon Cis (15 cm % 0,46) Sum

Mobil faz su:asetonitril:asetik asit (99:99:2, v:v:v), izokratik sistem
Akis hizi 1 mL/dak

Enjeksiyon

haemi 100 L

Basing Minumun 0 bar, maksimum 200 bar

Deteksiyon Eksitasyon dalga boyu: 333 nm, Emisyon dalga boyu: 460 nm
Alikonma

11-12 dakika
zamani

3.4.1.1.Dogrusallik

OTA standart cozeltilerine karsi dedektoriin cevabmin belli konsantrasyon
araligindaki dogrusalligini belirlemek amaciyla 0,25; 0,5; 1; 2; 5; 10 ve 20 ng/mL’lik
cozeltilerden 4’er adet hazirlandi. Her ¢ozeltiden 3’er kez enjekte edildi.
Kromatogramlarda standartlara karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak y=ax+b

formiiliine gore bir kalibrasyon egrisi ¢izildi.

3.4.1.2.Dogruluk ve Kesinlik

Giin ici tekrarlanabilirlik

Yiiksek, orta ve diisiik konsantrasyonlari temsil eden 2; 5; 20 ng/mL
konsantrasyonlardaki OTA standart ¢ozeltilerinden 4’er adet hazirland1 ve giin i¢inde
her birinden 3’er kez enjekte edildi. Elde edilen kromatogramlardaki pik alanlarinin

ortalamasi alind1 ve degisim katsayilar1 hesaplandi.

Giinler arasi tekrarlanabilirlik
Yiiksek, orta ve diisiik konsantrasyonlar: temsil eden 2; 5 ve 20 ng/mL
konsantrasyonlardaki OTA standart ¢ozeltilerinden 1’er adet hazirlandi ve her birinden

3’er kez enjekte edildi. Bu islem birbirini takip eden 3 giin boyunca ve her defasinda
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yeni c¢ozeltilerle ¢alisilmak kosuluyla tekrarlandi. Elde edilen kromatogramlardaki pik

alanlarinin ortalamasi alindi ve degisim katsayilar1 hesaplandi.

3.4.2.0rneklerin Hazirlanmasi

3.4.2.1.Ekstraksiyon

Orneklerin hazirlanmasinda immunoaffinite kolonlarinin temin edildigi firmanimn
calisma kosullarna uyuldu. 50 g 6rnek, 30 mL saf su eklenerek Waring blenderda 1
dakika siire ile yiiksek devirde homojenize edildi. Homojen karisima 140 mL metanol
ve 30 mL su ilave edilerek yeniden 1 dakika siire ile karistirildi. Ornek ekstresi siyah
banth slizge¢ kagidindan 50 mL’lik falkon tiipe siiziildiikten sonra, siiziintiiniin 10
mL’si %0,01 Tween 20 iceren 40 mL fosfat tamponu ile seyreltilerek 3000 rpm’de 20
dakika boyunca santrifiij edildi. Siizlintlinlin seyreltilmesinin temel nedeni, ekstrenin

ylksek organik ¢oziicli i¢erigine immunoaffinite kolonlarin dayanikli olmayisidir.

3.4.2.2.Temizleme ve Zenginlestirme

Ekstrenin saflastirilmasinda OTA’ya &zel spesifik antikorlar iceren Ochratest™
Vicam marka immunoaffinite kolonlar kullanildi. Kolonlar 30°C’yi gecmeyen oda
sicakliginda muhafaza edildi. Antikorlarin OTA molekiiliinii tutabilmelerini saglamak
icin, 20 mL ekstre, 1 damla/saniye hizla kolondan gecirildi. Ekstre kolondan
gecirildikten sonra, kolon derhal 10 mL %0,01 oraninda Tween 20 iceren fosfat
tamponu ve 10 mL su ile yikandi. Eliisyondan 6nce kolondan tiim suyun ¢iktigina emin
olmak i¢in 10-20 mL kadar hava kolondan gegirildi. Spesifik antikorlara bagli halde
bulunan OTA kolondan, 1 damla/saniye hizla ve 1,5 mL metanol:asetik asit (98:2)
kullanilarak eliie edildi, 1,5 mL su ilave edilip vortekste karistirildiktan sonra HPLC’ye
uygulandi. Sekil 3-1° de immunoaffinite kolon ile temizleme islemi gosterilmektedir.

Sekil 3-2’ de iiziim ve iizlim {irlinlerinin ekstraksiyon agsamasi verilmistir.

3.4.2.3.Geri Kazanmim Calismalar

Orneklerden geri kazanim oranlarinin belirlenmesi igin, yapilan analiz sonucu
OTA igermedigi tespit edilen pekmez drneklerine OTA standart ¢ozeltisinden drnekteki
miktar1 0,25; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 ppb olacak sekilde 7 ayri seviyede katim yapildi. 30
dakika oda sicakliginda bekletilip, karigtiricida 1-2 dakika karistirildiktan sonra,
3.4.2.1°de belirtilen kosullarda ¢alismaya devam edildi. Her konsantrasyon i¢in 4 kez

calisildi. Katim yapilmamis bos pekmez Ornegiyle paralel galisilarak matriksten ileri
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gelebilecek piklerin varligi kontrol edildi. Kromatogramlarda standartlara karsilik gelen
pik alanlar1 kullanilarak y=ax+b formiiliine gore bir kalibrasyon egrisi ¢izildi, geri
kazanim oranlar1 ve degisim katsayilar1 hesaplandi. Teshis sinirinin belirlenmesinde
sinyal/gliriilti oram1 3:1 olarak kabul edildi. Kalibrasyon egrisinde en diisiik

konsantrasyon degeri ise tayin sinir1 olarak kabul edildi.

Immunoaffinite kolon Ornek gegirme Yikama Eliisyon

Sekil 3-1: immunoaffinite kolonda temizleme islemi

3.4.2.4.Konfirmasyon

OTA’nin konfirmasyonu metil esterine doniistiiriilerek gergeklestirildi. 0,4 mL
ekstre ve 0,4 mL OTA standardi kuruluga kadar ugurularak, iizerlerine 0,5 mL bor
trifloriiriin metanoldeki %14’liik ¢ozeltisinden ilave edildi. Karisim 15 dakika 50-60°C
de su banyosunda 1sitildi. Soguduktan sonra azot akiminda kuruluga kadar ucuruldu.
Artik daha sonra 0,4 mL mobil fazda ¢oziilerek, vortekste karistirildi. Tiirevlendirilmis
ekstre ve standart HPLC aletinde ayni ¢alisma kosullarda analiz edildi. OTA-metil

esterinin alikonma zamaninin OTA pikinden 23 dakika sonra oldugu tespit edildi (151).

3.4.3.0rneklerin Analizi

Istanbul’daki gesitli pazar ve marketlerden temin edilen 50 kuru {iziim, 25 {iziim
pekmezi ve 10 liziim suyu 6rnegi, 3.4.2.1; 3.4.2.2°de anlatildig1 sekilde ekstre edildi ve
fluoresans dedektorlii HPLC ile OTA’nin kantitatif tayini yapildi. OTA tespit edilen
orneklerde 3.4.2.4°de anlatildig1 sekilde konfirmasyon yapildi. Her ornek iki kez
calisildi. Elde edilen sonuglar Tiirk Gida Kodeksi’nde kabul edilen maksimum OTA

limitlerine gore degerlendirildi.



50 g 6rnek + 30 mL su

l

1 dk blender

l

Homojenat + 140 mL Me OH + 30 ml su

l

1 dk blender

l

Filtrasyon (siyah bantl siizge¢ kagidi ile)

l

10 mL siiziintii + 40 mL %0,01 Tween 20

iceren fosfat tamponu

l

3000 rpm 20 dk santrifiij

l

Immunoaffinite kolon

l

1,5 mL MeOH:asetik asit (98:2) ile

eliisyon + 1,5 mL su

l

HPLC aletine enjeksiyon 100 pL
Mobil faz: 99/99/2 ( su/asetonitril/asetik asit)

Sekil 3-2: Uziim iiriinlerinin ekstraksiyon asamasi
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4.BULGULAR

4.1. Validasyon Calismalarina Ait Bulgular

4.1.1.Dogrusallik

37

3.4.1.1°de anlatildig1 sekilde calisilarak elde edilen OTA kalibrasyon egrisi Sekil 4-1°de

ve bu egrinin hazirlanmasinda kullanilan ortalama pik alanlar1 ve degisim katsayilari

(CV) ise Tablo 4-1’de gosterilmektedir.

350000

300000 -
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -

50000 -

pik alani

y = 15188x - 805,08
R?=0,9994

5 10 15 20 25

Konsantrasyon ng/mL

Sekil 4-1: OTA kalibrasyon egrisi (Standart ¢ozeltiler)

Tablo 4-1: OTA kalibrasyon egrisine ait ortalama pik alanlar1 ve CV degerleri

Konsantrasyon Ortalama Pik alan1  CV (%)
(ng/mL)

0,25 3856 8,6

0,5 7192 13,3

1 15126 4,4

2 29867 2,5

5 75316 2,5

10 147131 3,6

20 302770 1,2
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4.1.2.Dogruluk ve Kesinlik

4.1.2.1.Giin I¢i Tekrarlanabilirlik
3.4.1.2°de anlatildig1 sekilde c¢alisilarak 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan
standart c¢ozeltilerden elde edilen pik alanlari ve CV degerleri Tablo 4-2’de

gosterilmektedir.

Tablo 4-2: Giin ici tekrarlanabilirlik calismalari

Ornek No. 2 ng/mL 5 ng/mL 20 ng/mL
1 29792 77132 306718

2 29280 72945 306496

3 29430 74497 301059

4 30969 76692 306475
Ortalama alan 29867 75316 305187
CV (%) 2,5 2,5 0,9

4.1.2.2.Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
3.4.1.2°de anlatildig1 sekilde c¢alisilarak 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan
standart c¢ozeltilerden elde edilen pik alanlari ve CV degerleri Tablo 4-3’de

gosterilmektedir.

Tablo 4-3: Giinler arasi tekrarlanabilirlik calismalar:

Ornek No. 2 ng/mL 5 ng/mL 20 ng/mL
1. glin ortalama 29500 74858 304757
2. giin ortalama 30115 82893 304002
3. giin ortalama 33002 81918 357188
Ortalama alan 30872 79889 321982

.CV 6,0 5.4 9.4
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4.2. Geri Kazanmim Calismalari

3.4.2.3.de anlatildig1 sekilde yapilan katim deneyleri sonucunda tayin edilebilir
minimum OTA konsantrasyonu (LOQ) 0,25 ng/mL, teshis edilebilir minimum OTA
konsantrasyonu (LOD) 0,10 ng/mL olarak belirlendi. Bu denemeler sonucunda elde
edilen geri kazanim degerleri ve degisim katsayilar1 Tablo 4-4’de, bu degerlerle

hazirlanan kalibrasyon egrisi ise Sekil 4-2°de gosterilmektedir.

Tablo 4-4: Ortalama geri kazanim degerleri ve degisim katsayilar

Katim ppb % Geri CV (%)

Kazanim
0,25 98,5 8,96
0,5 97,8 12,7
1 101,5 4.9
2 101,6 4,6
5 101,7 4.8
10 101,6 4,2
20 101,7 3,4

350000
300000 -
250000 +
200000 +
150000 -
100000 -

50000 -

y = 14957x - 884,55
R? = 0,9989

pik alani

0 5 10 15 20 25
ppb

Sekil 4-2: OTA Kkalibrasyon egrisi (geri kazanim calismalar)
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Sekil 4-3’de OTA standartinin, Sekil 4-4’de OTA tespit edilmeyen pekmez
orneginin, Sekil 4-5’de 10 ppb diizeyde OTA katilmis pekmez 6rneginin HPLC

kromatogramlar1 gosterilmistir.

m

DetA Chi

oo 248 50 75 100 125

Sekil 4-3: OTA standartina ait kromatogram (5 ng/mL)

mf

Det.A Chi

1nﬂé
7.5
5.0
2.5

nﬂi—rhrj o

oo 25 a0 7a 100 12.5

min

Sekil 4-4: OTA tespit edilmeyen pekmez 6rneginin kromatogram
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mf

751 Deta Chi
5.0+

254

0.0 T
2.8 Tl R T R L R e T Lo e

0.0 2.8 5.0 7 i) 10.0 12.5

min

Sekil 4-5: 10 ppb katim yapilmis pekmez 6rneginin kromatogrami

4.3. Konfirmasyon
3.4.2.4°de anlatildig1 sekilde hazirlanan OTA standartina ve OTA-metil esterine ait

kromatogramlar Sekil 4-6 de gosterilmektedir.
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a)
m
CatA ChA
=1
-
5.0+ o
ol
E
2.5
on-4— ———
T T T T T T
u] 4] 10 15 20 24 20
min
m .
Dat.® Chi
15
10
5 o
-
| W E
S S 4 W
T T T T T T T
a 5 10 15 20 25 30 35
min

Sekil 4-6: OTA standartina (a) ve OTA-metil esterine (b) ait kromatogramlar

4.4. Orneklerin Analizine Ait Sonuclar

3.4.2 ve 3.4.3’de anlatildig1 sekilde analizleri yapilan kuru iiziim ait sonuglar
Tablo 4-5’de, OTA tespit edilmemis kuru {iziim 6rnegine ait kromatogram Sekil 4-7’de,

OTA tespit edilmis kuru {iziim 6rnegine ait kromatogram Sekil 4-8’de gosterilmektedir.
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100
7 5
5.0

25

CLet.A Chi

N

0.0 2.5 5.0 7E 100

Sekil 4-7: OTA tespit edilmemis kuru iiziim érnegine ait kromatogram

mf

7.5
5.0

2.5

D.I:I—- S A;

Det.® Chi

0.0 25 5.0 75 10.0

Sekil 4-8: 2,59 ppb OTA tespit edilmis kuru iiziim 6rnegine ait kromatogram



Tablo 4-5: Kuru iiziim drneklerindeki OTA diizeyleri
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Ornek OTA Ornek OTA Ornek OTA Ornek OTA

No. diizeyi No. diizeyi No. diizeyi No. diizeyi
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb)

1 t.e 14 t.e 27 t.e 40 t.e

2 t.e 15 t.e 28 t.e 41 t.e

3 te 16 t.e 29 te 42 <LOQ

4 t.e 17 t.e 30 t.e 43 t.e

5 t.e 18 t.e 31 t.e 44 t.e

6 t.e 19 t.e 32 t.e 45 t.e

7 t.e 20 t.e 33 2,59 46 1,07

8 t.e 21 t.e 34 t.e 47 t.e

9 t.e 22 t.e 35 t.e 48 t.e

10 t.e 23 t.e 36 t.e 49 t.e

11 t.e 24 t.e 37 t.e 50 t.e

12 t.e 25 t.e 38 t.e

13 t.e 26 0,77 39 t.e

t.e: Tespit edilemedi ; <LOQ: Tayin sinirmin altinda

3.4.2 ve 3.4.3°de anlatildig1 sekilde analizleri yapilan liziim pekmezine ait

sonuglar Tablo 4-6’de, OTA tespit edilmemis liziim pekmezi 6rnegine ait kromatogram

Sekil 4-9°de, OTA tespit edilmis iiziim pekmezi 6rnegine ait kromatogram ise Sekil 4-

10°de gosterilmektedir.

Tablo 4-6: Pekmez 6rneklerindeki OTA diizeyi

Ornek OTA Ornek OTA Ornek OTA Ornek OTA

No. diizeyi No. diizeyi No. diizeyi No. diizeyi
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb)

1 <LOQ 8 2,17* 15 3,46* 22 1,40

2 2,04%* 9 3,87* 16 0,90 23 1,35

3 t.e 10 t.e 17 te 24 2,73%

4 1,32 11 1,18 18 0,63 25 2,36*

5 3,01%* 12 0,55 19 2,48%*

6 4,05%* 13 0,70 20 4,90%*

7 2,03%* 14 1,49 21 2,69%*

* ¢ Tlirk Gida Kodeksi tarafindan {iziim suyu ve {iziim suyu konsantresinde bulunabilecek maksimum
OTA miktar1 olan 2 ppb 'nin {izerinde OTA bulunan 6rnekler.
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mf
15 DetA Chi

i

0.0 25 S50 ER=] 0.0 12.5

Sekil 4-9: OTA tespit edilmemis pekmez 6rnegine ait kromatogram

m
4] Deté Chi

Sekil 4-10: 4,9 ppb OTA tespit edilmis pekmez drnegine ait kromatogram

3.4.2 ve 3.4.3’de anlatildig1 sekilde analizleri yapilan {iziim suyuna ait sonuglar
Tablo 4-7°de, OTA tespit edilmemis liziim suyu Ornegine ait kromatogram Sekil 4-
11°de, OTA tespit edilmis {iziim suyu Ornegine ait kromatogram ise Sekil 4-12’de

gosterilmektedir.
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m
LetA Chi
5.0+
284
0.0+ i T
T T T T T
oo 25 50 Filtil 10.0 1248
min
Sekil 4-11: OTA tespit edilmemis iiziim suyu 6rnegine ait kromatogram
m
) DetA Ch
5.0
2.5
0.0+ rj\.t
T T T T T
0.n 2.5 a0 75 10.0 12.5

Sekil 4-12: 1,9 ppb OTA tespit edilmis iiziim suyu 6rnegine ait kromatogram



Tablo 4-7: Uziim suyu 6rneklerindeki OTA diizeyi

Ornek No. OTA diizeyi
(ppb)
1.9
te
0,9
te
t.e
t.e
te
te
te

0 t.e

— O 00 1 N Li A W IN —
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5.TARTISMA

Calismamizda, iilkemizin 6nemli ihrag tiriinlerinden olan ve beslenme acisindan
biiylik 6nem tastyan kuru iiziimde, iilkemize 6zgii geleneksel iirlinlerimizden biri olan
ve igerdigi minerallerin yaninda iyi bir enerji kaynagi olmasi nedeniyle o&zellikle
cocuklarin beslenmesinde tercih edilen bir {iriin olan pekmezde ve yine iiziimden elde
edilen ve son yillarda tiikketimi yayginlasan i{iziim suyunda OTA diizeyleri tayin
edilmistir.

OTA, Penicillium verrucosum ve Aspergillus ochraceus gibi bazi kif tiirleri
tarafindan iiretilen bir mikotoksin tiiridiir. Yakin zamana kadar sadece musir, bugday,
arpa, cavdar, yulaf, piring gibi tahil {irlinlerine bulastig1 bilinirken gilinlimiizde kuru
meyve, yer fistigi, kahve, kakao, baharatta, sarap, bira ve bazi hayvansal iirlinlerde de
OTA’ya rastlanmaktadir. Tarimsal {irtinlerde OTA olusumu uygun kosullar bulundugu
takdirde hasattan tiiketime kadar hemen her asamada meydana gelebilmektedir.

OTA biitin memelilerde akut ve kronik lezyonlara sebep olan Onemli bir
nefrotoksindir. In vivo ve in vitro sistemlerde mutajenik etkisi kanitlanmis, ancak etki
mekanizmasi heniiz aciklanamamistir. IARC tarafindan insanda muhtemel karsinojen
madde (Grup 2B) olarak smiflandirilmigtir. Diger taraftan OTA, oOzellikle Balkan
Ulkelerinde Tuna nehri kiyis1 kirsal bolge insanlarinda goriilen BEN, Misir’da ve
Tunus’ta goriilen ve etyolojisi bilinmeyen nefropatilerden ve bobrek tiimdrlerinden
sorumlu tutulmaktadir. 1970’li yillarda ¢ogunlukla tek mideli olan domuzlarda ve
kiimes hayvanlarinda goriilen toksik etkilerle, bu endemik hastaligin klinik ve patolojik
ozellikleri arasindaki ¢arpict benzerlikleri goriilmesi lizerine OTA ile BEN arasindaki
iliskiyi ¢ozmeye yonelik c¢alismalar yogunlastirilmistir. BEN’in yaygin oldugu
bolgelerde tiiketilen tahillarda ve domuz etinde OTA bulasma oraninin hastaligin
goriilmedigi bolgelerdekilere gore yaklasik 10 kez daha yiiksek bulunmasi bu iligkiyi
dogrulayan ilk bulgulardir. Endemik nefropati goriilen bolgelerde, kanda OTA'ya
rastlanma sikliginin ve saptanan OTA diizeylerinin oldukc¢a yiiksek bulunmasi, ayrica
anne siitiinde de rastlanmasi bu iligkinin dogrulugunu desteklemektedir. Bu bulgulari
degerlendiren JEFCA nefrotoksik etkiyi gbz oniine alarak tolere edilebilir glinlik OTA
alimin1 (TDI) 14 ng/kg viicut agirlig1 olarak belirlemis, karsinojenez ile ilgili bulgular
degerlendiren SCF ise ¢ok daha diistik bir deger olan giinliikk 0,5 ng/kg viicut agirlig

seviyesini Onermistir (150).
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Insan ve hayvan saghig1 acisindan biiyiik risk olusturdugu kanitlanan OTA’ nin
gidalar ve yemlerdeki diizeyinin gercek¢i olarak belirlenmesi amaciyla yogun
arastirmalar yapilmaktadir. Tiketicilere en diisiik degerde toksin iceren {irlinlerin
ulagtirilmasini saglamak, ayrica OTA’l1 iiriinler sebebiyle ortaya cikabilecek ekonomik
kayiplar1 en aza indirgemek amaciyla bircok iilkede yasal limitler yeniden
diizenlemekte, gida maddelerindeki dagilimlar1 ortaya koyacak tarama ve izleme
programlari diizenlemektedir.

1999 yilinda Avrupa Birligi 143 nolu Komisyon Direktifleri dogrultusunda “liye
tilkelerdeki insanlarin diyetlerle OTA alimlarinin degerlendirilmesi” ile ilgili kapsamli
bir arastirma yapilmasma karar verilmistir. Bu arastirmada, katilimcilardan
tilkelerindeki OTA maruziyetini ortaya koyabilmeleri i¢in asagidaki bilgileri

saglamalar1 istenmistir (113).

e (Gida ve igceceklerdeki OTA diizeyleri ile ilgili veriler
e Tiiketim ile ilgili veriler

e Giinliik alim ile ilgili tahminler

e Biyolojik sivilardaki diizeyi ile ilgili veriler

e Anne siitiinden bebege gecen OTA miktari ile ilgili veriler

Arastima sonuclarint degerlendiren Avrupa Birligi yaymmladigit Komisyon
Direktifleri ile ¢esitli iriinler i¢in izin verilen maksimum OTA degerlerinde
diizenlemeler yapmustir. Birligin 446/2002 Direktiflerinde bu degerler tahillar ve tahil
taneleri i¢cin 5 ppb; insanlarin tiikketimine sunulmus islenmis tiim tahil iirtinleri igin 3
ppb; kuru liziim ¢esitleri i¢in 10 ppb olarak bildirilmistir. Bebekler ve ¢ocuklar i¢in
riskin ¢ok daha fazla oldugu diisiiniilerek 683/2004 Direktiflerinde bu listeye bebek
mamalar1 ve tahildan yapilan bebek ve ¢ocuk gidalar1 (0,5 ppb) ile tibbi amagla ve
ozellikle bebekler i¢in kullanilan diyet tiriinleri (0,5 ppb) de dahil edilmistir.

OTA ile ilgili limitler belirlenirken bir taraftan da SCF tarafindan OTA’nin
dagilimma ve toksik etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik arastirmalar
sirdlriilmiistiir. Bu arastirmalarda tahillar ve tahil irlinleri disinda sarap, bira ve
Ozellikle liziim suyunun OTA i¢in 6nemli maruziyet kaynaklar1 olusturdugunun ortaya
cikmasiyla 123/2005 Direktiflerinde sarap ve iiziim bazli igecekler i¢in maksimum OTA
seviyesi 2 ppb olarak aciklanmustir.
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Bu kapsamli ¢aligmanin 2002 yilinda yayimlanan sonuglarina gore OTA’nin
bulastig1 iiriinlerin dagilimi; tahil ve tahil iriinleri (%44), sarap (%10), kahve (%9),
baharat (%3), bira (%7), kakao ve iirlinleri (%5), kuru meyve (%4), et (%3) ve digerleri
seklindedir. Digerleri olarak gruplandirilan {iriinlerin 6nemli boliimiinii meyva sularimin
(izim suyu) olusturdugu belirtilmektedir. Ancak, iirlinlerdeki toksin seviyelerinde
iilkelere gore biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin; sarapta saptanan OTA diizeyi
iilkelere gore 0,003-15,6 pg/kg arasinda degismektedir. Et Orneklerinin sadece
%18’inde OTA’ya rastlanmis olmasina karsin bazi tirlinlerdeki diizeyin yiiksek
olduguna dikkat cekilmektedir. Ayrica, raporda arastirmaya katilan iilkeler igin
hesaplanan giinlilk OTA alim miktarlar1 da yer almaktadir. En yliksek diizeyde OTA
iceren {lirline ve bu lirliniin tiiketilen miktarina goére hesaplanan séz konusu degerler,
ilkelerin beslenme aligkanliklarina ve yas gruplarma baglhh olarak farklilik
gostermektedir. Ornegin, Ingiltere’de, 16-64 aras1 yas grubunun bugday ile aldigi OTA
miktar1 glinliik 0,53 ng/kg viicut agirlig1 iken Hollanda’da bu deger 1,59 ng/kg viicut
agirhigr olarak hesaplanmistir. Tahil iirlinleri esas alinarak hesaplanan giinlik alim
miktarlar1 Fransa’da cocuklar i¢in 3,39 ng/kg viicut agirligi, 2-65 aras1 yas grubu i¢in
2,51 ng/kg viicut agirligi, Almanya’da 4-6 yas arasi kiz ¢ocuklar i¢in 3,14 ng/kg viicut
agirhigi olarak hesaplanmistir.

Avrupa Birligi tarafindan yiiriitiilen bu kapsamli arastirmanin bir diger amaci da
OTA’nin viicut sivilarindaki diizeyleri ile ilgili verilerin toplanmasi ve giinlik OTA
alim miktarlarin1 daha saglikli hesaplayabilmek icin bu degerlerden yararlanilmasi
olarak belirlenmistir. 6 Ulkeden (Almanya, Ingiltere, Isve¢, Norveg, Italya ve Ispanya)
2 712 ornek iizerinde yapilan arastirmada saptanan serum diizeyleri 0,01-5,58 pg/L;
anne siitii diizeyleri ise 0,01- 0,24 pug/L arasinda bulunmustur. italya’dan alinan bir anne
stitli orneginde 2,85 pg/L OTA saptanmasi toksinin yeni doganlar iginde dnemli bir risk
olusturdugunu ortaya koymaktadir.

Ulkemizde gida olarak tiiketilen iiriinlerde mikotoksin kalintilarinin
arastirilmasina yonelik calismalar ilk kez 1967 yilinda Kanada’ya ihra¢ edilen
findiklarin aflatoksin igermeleri nedeniyle iade edilmesinden sonra baglamis ve
cogunlukla aflatoksinlerle siirli kalmistir. Bunu takip eden donemde ise mikotoksin
calismalarinda 6nemli Olclide bir artis goéze carpmaktadir. Tiirkiye’de 1997 yilinda
yirlirlige giren Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’'nde (27) mikotoksinlerden sadece

aflatoksinler, patulin ve ergot alkaloidleri i¢in limit degerlere yer verilirken, 2002°de
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yayimlanan “Gida maddelerinde Belirli Bulaganlarin Maksimum Belirlenmesi Hakkinda
Teblig” ile islenmemis tahil taneleri, tahillardan elde edilen biitiin iriinler ve
kurutulmus asma meyveleri i¢cin maksimum OTA seviyeleri bildirilmistir (28).
17/05/2008 Tarih ve 26879 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan 26 numarali teblig ile
gida maddelerindeki OTA’nin maksimum limitleri yeniden belirlenmis ve listeye
kavrulmus kahve cekirdegi ve ogiitiilmiis kahve (5 ppb); kahve ekstrakti veya
¢oziinebilir kahve (10 ppb); sarap ve meyve saraplar1 (2 ppb); liziim suyu, liziim suyu
konsantresi, liziim nektar1 ile dogrudan tiiketime sunulan {iziim sirasi (2 ppb); bebek ve
kiigiik ¢ocuk ek gidalar1 (0,5 ppb) eklenmistir (29).

Bugiin OTA, gida maddelerinde ve hayvan yemlerinde bulunabilen en tehlikeli
bulasicilardan biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, gidalarin ve yemlerin OTA
yoniinden kontrolii biiylik Onem tasimaktadir. Ancak iilkemizde heniiz OTA’ya
maruziyetin derecesinin ortaya c¢ikmasima yetecek sayida arastirma yapilmamistir.
Baslangicta yapilmis olan calismalar daha ¢ok 1997 yonetmeliginde yer alan iiriinlerle
stnirli kalmigtir. Bu iriinlerden hayvan yemlerinde 800 ppb’ye, tahil iiriinlerinde
(bugday, arpa, yulaf, ¢cavdar, misir, piring) 130 ppb’ye kadar rastlanan OTA diizeyleri
s6z konusu iirtinlerin hem insanlar hem de hayvanlar i¢in tehlike olusturduklarini ortaya
koymaktadir. Bazi otoriteler, insanlara gecen OTA'min asil kaynagmin hayvansal
tiriinler olabilecegi goriisiindedirler. Yemlerde bulunabilecek yiiksek toksin miktarinin,
hayvanlarin organ, doku, siit ve yumurtalarinda OTA kalintis1 diizeyini arttiracagi bu
yol ile insanlara gecebilecegi belirtilmektedir. Bazi islenmis tahil iirlinlerinde 6rnegin
tarhanada ve baharatlarda limit degerlerin iistiinde OTA’ya rastlanmasinin, bu tiir
iriinlerin hazirlanmasi ve saklanmasi sirasinda uygulanan yontemlerin kiif mantarlarini
aktif hale getirip OTA iretebilmelerine imkan saglamasmin sonucu oldugu
distiniilmektedir.

Son yillarda 6zellikle ihracatta yasanan krizler nedeniyle kuru meyvelerle ilgili
calismalarda artis dikkati ¢cekmektedir. Kurutulmus meyveler her yas grubu tarafindan
fazla miktarlarda tiiketilen, i¢ ve dis piyasada dnemli ekonomik potansiyele sahip gida
maddeleridir. Uziimlerin &zellikle Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus,
Cladosporium, Alternaria, Uncinula, Botrytis ve Plasmopara cinsi kiifler tarafindan
saldirtya ugradigr bilinmektedir. 1996 yilina kadar, iiziimiin mikotoksinle kontamine
olmayan giivenilir bir meyve oldugu diisiiniiliirken Isvigre’de yapilan bir calismada

farkli cografik kokenli sarap orneklerinde OTA’nin saptanmasi bu goriisii degistirmigtir
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(130). Son on yildir Avrupa Birligi, Japonya, Kanada, Arjantin gibi iilkelerde yapilan
caligmalar; iiziim, izim suyu, iiziim suyu konsantreleri, iiziim sirast ve sarap gibi
lizimden yapilan iriinlerde OTA bulunabilecegini gdstermektedir. Uzmanlar,
saraplarda rastlanan OTA seviyenin risk olusturmadigina, ancak kirmizi {iziim sularinda
100 ng/L’nin tizerindeki OTA diizeylerinin yeni doganlar ve ¢ocuklar agisindan riskli

olabilecegine dikkat ¢ekmektedirler.

Kuru meyvelerin ve 6zelikle de kurutulmus asma meyvelerinin 1s1 ve nem gibi
faktorlere bagli olarak olusan aflatoksinler ve OTA igin ¢ok riskli {iriinler oldugu
uzmanlar tarafindan belirtilmektedir. Tiirk Gida Kodeksinin kurutulmus asma meyveleri
icin (kus liziimi, kuru iiziim ve ¢ekirdeksiz liziim dahil) belirledigi limit 10 ppb’dir.
Ulkemizde kuru ve yas iiziimlerde yapilan incelemelerin biiyiik boliimii bolgesel
taramalar niteliginde olup, c¢ogu iiziim yetistiriciliginde Onde gelen bolge olmasi
sebebiyle Ege Bolgesini kapsamaktadir. 1998-2001 yillarinda Ege Bolgesindeki
baglardan toplanan yas ve kuru {iziimlerde yapilan incelemede 203 6rnegin 82 sinde
OTA tespit edilmis ve diizeyin agirlikli olarak 10-50 ppb arasinda oldugu belirtilmistir
(131). 1998-2006 yillar1 arasinda farkli arastiricilar tarafindan iilkemizde degisik
baglardan elde edilen kuru {iziim 6rneklerinde yapilan arastirmalarda ise 0,26-34,84 ppb
arasinda degisen diizeylerde OTA’ya rastlanmistir (132-135). Uzmanlara gore OTA
olusumu hasat Oncesinde tarlada baglamakta, toprak OTA iireten mantar tiirlerinin

dagiliminda kaynak olarak rol oynamaktadir (46).

Calismamizda Istanbul’un cesitli semtlerindeki pazar ve marketlerden toplanan
50 kuru iiziim, 25 pekmez ve 10 {iziim suyu 6rneginin analizi yapilmistir. Orneklerin
analizinde Avrupa Birligi 2002 Eksperler raporunda yer alan ve valide edilmis olan
fluoresans dedektorlii ters faz HPLC ydntemi kullamilmistir. Immunoaffinite kolon ile
orneklerin saflagtirilma islemi ilk kez bu ¢alismada pekmez 6rneklerine uygulanmis ve
% 97,8 - % 101,7 arasinda degisen aralikta geri kazanim elde edilmistir. Bu degerler
Tiirk Gida Kodeksinde ve Avrupa Birligi 2002 Eksperler raporunda yer alan OTA

analiz metodlar1 performans kriterleri ile uyumludur.

Caligilan 50 kuru liziim 6rneginin 3'tinde 0,19 ppb, 1,07 ppb ve 2,59 ppb, bir
ornekte ise tayin sinirinin altinda OTA saptanmistir. Bu degerler Tiirk Gida Kodeksinde
kuru iiziim i¢in belirtilmis olan 10 ppb limitinin altinda olup; diger arastirmacilarin elde

ettigi degerlerden disiiktiir. Bu farklilik, toksin iireten kiiflerin dagilimma veya
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tizimlerin ait oldugu bdlgelerdeki iklim kosularma bagli olabilecegi gibi kurutma ve

saklama yontemlerinde uygulanan iyilestirmelerin de bir sonucu olabilir.

Bu ¢aligmada, OTA igerigi yoniinden incelenen diger iirlinler pekmez ve tiziim
suyudur. Yapilan literatiir arastirmalarinda, bu {iriinleri kapsayan ve iilkemizde yapilmig
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamugtir. 25 adet pekmez 6rneginin 21 tanesinde (%84)
0,55-4,90 ppb araliginda degisen degerlerde, bir 6rnekte ise tayin sinirinin altinda OTA
tespit edilmistir. Pekmez orneklerinden 5 tanesi markasiz olup, bu orneklerden bir
tanesinde pekmez i¢in belirtilen yasal limitin (2 ppb) iistiinde OTA tespit edilmistir.
Markali pekmez 6rneklerinden 18’inde (%90) OTA tespit edilmis olup, bunlardan 12
tanesinde OTA degeri yasal limitin iistiindedir. Pekmezde saptanan en yiiksek OTA
degeri 4,90 ppb, ortalama deger ise 1,83 ppb’dir. Tiimii markali olan 10 iiziim suyu
orneginden iki tanesinde, 2 ppb olan yasal limitin altinda (0,9 ppb; 1,09 ppb) OTA tespit

edilmistir.

Elde ettigimiz sonuglar, iliziim ve iizim {riinlerinin OTA agisindan risk
olusturduklarmi dogrulamaktadir. Ozellikle, {ilkemize 6zgii geleneksel iiriinlerimizden
biri olan ve icerdigi mineraller yaninda iyi bir enerji kaynagi olmasi nedeniyle
cocuklara ve hastalara Onerilen pekmezde yasal limitin iistiinde OTA tespit edilmesi
diisiindiiriictidiir. Geleneksel ve modern yontemler uygulamak suretiyle {iziim sirasinin
konsantre edilmesiyle hazirlanan pekmezdeki OTA diizeyinin kuru iizim ve iiziim
suyuna kiyasla daha yiiksek olmasi sasirtict degildir. Nitekim bir arastirmada OTA
iceren lizlimlerin pekmeze islenmesi durumunda pekmezdeki OTA miktarinin iziimlere

gore 5-6 kat arttig1 tespit edilmistir (139).

Calismamizin sonucunda, incelenen iriinlerden sadece pekmezin OTA igerigi
yoniinden risk olusturdugu diisliniilebilir. Kuru {iziim ve {liziim suyu orneklerinde
rastlanan degerler yasal limitlerin altindadir. Ancak kuru iiziim i¢in Tirk Gida
Kodeksi’nde konulmus olan limit (10 ppb) kanimizca yiiksek bir degerdir. Kimyasal
maddeler i¢in belirlenen limitlerin, yeni arastirma sonuglari ortaya ¢iktikca degisiklige
ugrayabildigi bilinmektedir. Insanlar icin olas1 karsinojenler grubunda smiflandirilan
OTA’nin karsinojen etki mekanizmasi heniiz kesin olarak aydinlatilabilmis degildir. Bu
nedenle gida iirlinlerinde saptanan ve limitin altinda bulunan degerlerin de dikkatle

degerlendirilmesi gerekmektedir. Diger bir 6nemli nokta ise bu degerlerin bir¢ok tilkede
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beslenme aligkanliklarina gére ve her iiriin i¢in giinliik tiiketilen miktarlar esas alinarak

hesaplanmakta olmasidir.

Tiirkiye, gerek cografi ve gerekse ekolojik ozellikleri itibariyle bagciliga ¢ok
elverislidir. Uziimler; taze olarak, kurutularak, pekmez, pestil gibi yéresel iiriinlere
islenerek, liziim suyu, liziim suyu konsantresi ve sarap yapilarak ve bunun yaninda,
sirke ve raki yapiminda kullanilarak tiiketilmekte ise de en ¢ok kurutularak ve pekmez
yapilarak degerlendirilmektedir. Pekmez 6zellikle kirsal kesimde yasayan insanlar ve
cocuklar i¢in Onemli bir enerji kaynagidir. Diger taraftan son yillarda halk arasinda
antioksidan 6zelligi olan gidalara karsi1 artan ilgi pekmez, iiziim suyu ve kuru {iziim
tilketimini de 6nemli Ol¢lide arttirmistir. Bu nedenle OTA riski tasiyan gidalar igin
giinliik tiiketilen miktarlarin hesaplanmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Giinliik tiiketilen
miktarlar ile ilgili saglikli veriler elde edildiginde iiriin bazinda toplam alinabilecek
OTA miktarlarmi tahmin etmek miimkiin olacaktir. Ulkemizde bu konuda yapilmis bir
calismaya rastlanmamustir. Calismamizda, pekmezde saptadigimiz en yiliksek OTA
degerini esas alarak yaptigimiz hesaplamada, her giin bir yemek kasigi pekmez
(yaklasik 19,4 g) yenmesi durumunda 70 kg agirliginda bir yetiskinin alacagi giinliik
OTA miktar1 1,4 ng’dir. Bu deger, SCF tarafindan onerilen degerin (0,5 ng/kg viicut
agirhig) yaklasik ti¢ katidir.

Sonug olarak; beslenme ag¢isindan degerli olan pek ¢ok iirlin ayn1 zamanda OTA
acisindan da risk tagimaktadir. Toplumun her kesimini tehdit eden bu riskin azaltilmasi
icin gidalarda gerekli kontrollerin diizenli olarak yapilmasi; tiiketicilere OTA’I1
gidalarin ulagmasinin engellenmesi; treticilerin OTA hakkinda bilgilendirilmesi ve
OTA olusumunun engellenmesi i¢in gerekli Onlemlerin alinmasi konularinda ilgili

kurumlarin igbirligi icerisinde ortak ¢ozliimler aramalar1 gerekmektedir.
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Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 64,960 63,844 62,728

Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Cok lyi
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Yayinlary/Tebligleri Sertifikalar/Odiilleri: Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Apoptozis, Hastaliklarla liskisi ve Giincel Belirleme Yontemleri Kurs
Katilim Belgesi, Tiirkiye Biyokimya Dernegi HPLC ve Uygulama Alanlar1 Workshop
Egitimi Katilm Belgesi, Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi DNA
Hasar1, Onarmmi ve Hastaliklarla fliskisi Teorik Kursu Katilim Belgesi

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri): Miizik, tiyatro, edebiyat
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