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KURU UZUMDE OKRATOKSIN A VE FUMONISIN B, VARLIGININ
INCELENMESI

OZET

Uziim (Vitis vinifera), iklim ve toprak istekleri yoniinden ¢ok segici olmayist,
¢ogalma yontemlerinin kolay olusu ve cok cesitli sekillerde tiiketilebilmesi gibi
sebeplerden dolayr diinyadaki en yaygin kiiltiir bitkilerinden birisidir. Yiiksek
besinsel degeri ve yiiksek mikro besin icerigi sayesinde milattan dnce 1490’dan beri
sevilen bir gida maddesi olmustur. Kuru iizim, yiiksek 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) yoninden de onemli bir kaynak olarak kabul
edilmektedir. Diinyada iretilen tziimlerin her yil yaklasgik 700-1,200 bin ton
arasindaki bir miktar1 kurutularak degerlendirilmektedir.

Tiirkiye, ABD, Sili, Iran, Giiney Afrika Cumhuriyeti ve Yunanistan diinyanin en
onemli ¢ekirdeksiz kuru iiziim iireticisi iilkelerdir.Tiirkiye Cin, Italya, Amerika,
Ispanya, Fransa’dan sonra altinci yas iiziim iireticisi iilke olmasmin yani sira net
lizim ihracatc¢isidir. Tiirkiye kuru {izim ihracati yonilinden diinyada ilk siralarda yer
almaktadir. Tiirkiye agisindan 6nemli bir ihrag {liriinii olan kuru {iziim, 1996-1997 yil
iiriinlerinde Ingiltere’de yapilan analizlerde ortaya ¢ikan OTA varlifindan dolayi
onemli bir problemle kars1 karsiya kalmis ve 1997 yilinda ihrag¢ edilen ¢ekirdeksiz
kuru tiziimlerde biiytik bir OTA krizi yasanmistir.

Uziim fungal gelisime hassas olan meyvelerden biridir ve bu zamana kadar yapilan
caligmalar {izim ve iiziim iirlinlerinde en sik rastlanan mikotoksinin OTA oldugunu
ortaya koymustur. OTA Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin belli suslar1 tarafindan
iiretilen ve cesitli gida matrislerinde tespit edilen diisiik agirlikli bir mikotoksindir.
OTA pisirme, kavurma, fermentasyon gibi gida proseslerine karsi dayaniklidir. Yani
hububat, kavrulmus kahve, sarap, bira ve hayvan yemi gibi islenmis iiriinler
kontamine olabilmektedir. Yakin zamana kadar sadece misir, bugday, arpa, ¢avdar,
yulaf, pirin¢g gibi tahil {irtinlerinde bulundugu bilinmekteyken giiniimiizde kuru
meyve, yer fistig1, kahve, kakao, baharatta, sarap, bira ve bazi hayvansal {iriinlerde
de OTA’ya rastlanmaktadir. Tarimsal iriinlerde OTA olusumu uygun kosullar
bulundugu takdirde hasattan tiiketime kadar hemen her asamada meydana
gelebilmektedir. OTA immiinotoksik, teratojenik, nefrotoksik, norotoksik ve
kanserojenik etkilerinden dolay1 6nemli halk saglig1 sorunu olusturmaktadir.

Fumonisinler bir¢ok Fusarium tiirii tarafindan iiretilen bir mikotoksin olmakla
birlikte genel olarak Fusarium verticillioides ve F. proliferatum tarafindan iiretilen
ve diinya ¢apinda siklikla misir ve musir iiriinlerini kontamine eden mikotoksinlerdir.
Yapilan ¢aligmalarda Aspergillus niger’ in fumonisin B, (FB,) ve B4 (FBy) iiretme
kapasitesinde oldugu bildirilmistir. Hububat ve hububat kaynakli gida {iriinleri i¢in
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fumonisin limiti belirlenmis olmasma ragmen, kuru {izim i¢in bu limit heniiz
belirlenmemistir. Deney hayvanlar iizerinde yapilan aragtirmalar ve epidemiyolojik
calisma sonuglar1 incelendiginde OTA ve FB,, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) tarafindan potansiyel kanserojen (2B) olarak degerlendirilmistir.

Bu calismada, Anadolu’nun ¢esitli bolgelerinden Izmir, Gaziantep, Besni,
Kahramanmaras, Konya, Bing6l illerinden 60 adet 7 farkli tiirde; Sultana
(¢ekirdeksiz liziim), Besni (kirmiz1 ¢ekirdekli iri), Antep (¢ekirdekli siyah iri), Marag
(cekirdekli siyah kiiciik), Karaman (¢ekirdekli iri siyah),Urumu (g¢ekirdekli sar1) ,
Dimisk1 (gekirdekli siyah iri) kuru iiziim temin edilmis. Uziimlerde OTA ve FB,
varlig1 incelenmistir. Elde edilen sonuglar AB iilkelerinde ve Tiirk Gida Kodeksi’nde
kabul edilen maksimum limitlere gore degerlendirilmistir.

Kuru iiziim 6rneklerinde OTA ve FB, varlig yiiksek performans sivi kromatografisi
(HPLC) yontemi ile arastirtlmistir. OTA ve FB; analizi, hazirlanan 6rneklerin
ekstraksiyonu sonrasinda immunoaffinite (IA) kolonla saflastirilan ekstraktlarin
HPLC yontemi ile analiziyle gergeklestirilmistir. Ters faz kolonda OTA ve FB;
ayrimi sonrasinda fluoresans dedektorle tespit ve tayin gergeklestirilmistir.

Kuru tiztim 6rneklerinin %18,3’tinde 0,22 -5,2639 pg/kg arasinda degisen diizeylerde
OTA belirlenmistir. Toplanan 16 adet Besni iiziimlerinden 5 (%31,3) tanesinde
sirayla 1.09-1.43-2.67-1.75-0.39 nug/kg, 17 adet Antep iiziimlerinden 5 (%29,4)
tanesinde sirasiyla 0.34-0.26-2.63-0.22-1.65 ng/kg, 19 adet Sultana gekirdeksiz
tiziimlerinden 1 (%5,3) tanesinde 5.26 pg/kg OTA tespit edilmistir. Bunun yani sira
farkli bolgelerden alinan kuru {iziimlerden Antep iiziimlerinin 1 tanesinde (%5.8)
yani toplam tiztimlerin %1,6’sinda 8.8 png/kg FB; kontaminasyonu tespit edilmistir.

Kuru iiztimlerde OTA ve FB; olusumunun Onlenmesi amaciyla, bag alanlarinda,
hasat sirasinda ve sonrasinda Iyi Tarim Uygulamalart (GAP), Iyi Uretim
Uygulamalar: (GMP) ve lyi Hijyen Uygulamalar1 (GHP) olduk¢a énemlidir. Uretim
esnasinda her bir basamagin titizlikle kontrol edilmesi, son iirliniin depolama
kosullarinin uygun olmasi, mikotoksin analizlerini diizenli olarak uygun yontemlerle
yapilmasi kontaminasyonlarin onlenmesinde etkilidir. Kuru tiziimde OTA ve FB;
olusumunun 6niine ge¢ilmesiyle hem halk sagligi korunur hem de ekonomik kayiplar
onlenmis olur.
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DETERMINATION OF OCHRATOXIN A AND FUMONISIN B, IN DRIED
VINE FRUITS

SUMMARY

Grape (Vitis vinifera) consist in the world's most widely cultivated plants because the
lack of very selective in terms of climate and soil, the proliferation of methods is
easy to create and can be consumed in a variety of ways. Since ancient times, raisins
have been valued as a form of preserving grapes so they would last through the
winter months and could be more easily stored and transported. Grapes were
considered to be a nutritious and healthful food and raisins a good source of energy
because of their high sugar content. Thanks to it has got nutritional value and high
micro-nutrient content, it has been a nourishment which has liked since 1940 BCE.
Grape is a high calorific value nutrient due to high sugar content. Also it has lots of
mineral such as calcium, potassium, sodium and iron rich as well as some vitamins
such asA, B; , B, niacin and vitamin C. Grapes produced in the world each year in
an amount of about 700 to 1.200 tons are evaluated by dried.Sun drying was seen as
a natural way to produce raisins that not only gave them a particular intense flavor,
but also maintained the delicate balance of nutrients of the original fruit. Some saw
this age-old process as an extension of the natural ripening cycle of the grape.
Indeed, it is almost certain that raisins and grapes occurred naturally before men
intended to cultivate them.

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by many phytopathogenic and
food spoilage fungi, which can cause a variety of adverse effects in humans, from
allergic responses to cancer and death. They are low molecular weight secondary
metabolites that have adverse effects on humans, animals, and crops that result in
illnesses and economic losses, commonly found in various plant and animal origin
foods. Distribution of mycotoxin producer fungi quantities in the final product varies
depending on climatic factors and food processing conditions. General interest in
mycotoxins rose in 1960 when a feed-related mycotoxicosis called turkey X disease,
which was later proved to be caused by aflatoxins, appeared in farm animals in
England. After this importance of mycotoxins increased all over the word. Turkey,
USA, Chile, Iran, South Africa and Greece are the most important countries,
producing seedless raisins. Turkey is the sixth grape producers after China, Italy,
USA, Spain, France as well as net exporters of grapes. Turkey is world leader for
raisin. In 1996-1997 the raisins from Turkey to Britain had been analyzed and the
analysing had uncovered OTA in raisins so that led to OTA crisis in raisins occured
which was exported in 1997.

Grape is one of the most perishable fruits for fungal growing. Studies that has been
done up to this time presents the mycotoxin is seen in grape is OTA. OTA was
originally described as a metabolite of Aspergillus ochraceus but, currently, several
fungal species belonging to the genera Aspergillus and Penicillium are known to
biosynthesize it . With regard to the first genus, the ochratoxigenic species are
included in the Circumndati and Nigri sections such as A. ochraceus, Aspergillus
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melleus, Aspergillus carbonarius and Aspergillus niger aggregate. OTA has been
reported to be produced by A. ochraceus, A. carbonarius and A. niger as the main
producers commonly found in warm climates such as southern Europe and by
Penicillium verrucosum and Penicillium nordicum in more temperate climates. OTA
is a mycotoxin mainly low is detected in various food matrices. This toxin is
colorless, blue fluorescent crystalline compound and has acidic character; acting as a
weak organic acid, and relatively stable to baking, roasting and fermentation, as well
as in food products. In dark phase the production is higher than under the light. OTA
is resistant to food processes such as baking, roasting and processed products like
cereals, roasted coffee, wine, beer and animal feed can be contaminated. Until
recently it was known that OTA had only present in corn, wheat, barley, rye, oats,
rice, cereal products but now it is known OTA is being also in dried fruit, peanuts,
coffee, cocoa, spices, the wine, beer and animal products. In the case that suitable
conditions OTA can occure in agricultural products in each step from harvesting to
the consumption. OTA  constitutes a major public health problem due to
Immunotoxic, teratogenic, nephrotoxic, neurotoxic and carcinogenic effects.
Ochratoxin A has been shown to be mutagenic, to cause cancer and kidney damage
in a number of animal species. Teratogenic, immunotoxic and hepatotoxic effects of
ochratoxin A have been determined. Ochratoxin A has been associated with Balkan
Endemic Nephropathy. Balkan Endemic Nephropathy is a chronic progressive
kidney disease, predominantly affect women, which may lead to death. OchratoxinA
has been also linked with the development of urothelial cancer in some human
populations. With regard to the animal studies and epidemiological studies on
humans, Ochratoxin A has been classified as possible human carcinogen (Group 11B)
by International Agency for Research on Cancer (IARC).

Fumonisins are carcinogenic mycotoxins that were originally identified in Fusarium
verticillioides. Fusarium proliferatum, F. subglutinans, F.oxysporum and F.
globosum were found to be able to produce these toxins. A putative gene cluster for
fumonisin biosynthesis in the phylogenetically very distantly related fungus
Aspergillus niger, and fumonisin production has also been proved for several A.
niger isolates that came from culture collections, coffee beans and grapes.
Fumonisins can be divided into structurally distinct groups, four of which have been
designated A, B, C and P fumonisins. These fumonisin groups differ in structure by
differences in the nitrogen function and by the length of the carbon backbone. In
fumonisins A, B and P analogues (FAs, FBs and FPs) the backbone is 20 carbon
atoms long, whereas in C type fumonisins (FCs) it is 19 carbon atoms long. 100
different isomers and stereomers of fumonisins have been identified. These
fumonisins contaminate maize and maize products in the worldwide. Fumonisin B,
is the most commonly found, in corn (maize) and corn-based foods, beer, milk, rice,
sorghum, triticale, cowpea seeds, garlic (powder), garlic bulbs, onion powder, black
radish, figs, black tea, beans, soybeans and asparagus. Some industrially important
strains of Aspergillus niger were reported to produce, in addition to ochratoxin A, the
mycotoxin fumonisin B, . It has also been shown that strains of A. niger from coffee
beans and raisins produced both fumonisin B, and fumonisin B,4. A. niger is produced
fumonisin B, from grape. A. niger strains isolated from raisins are capable of
producing both fumonisin B, and fumonisin B4 when cultured on either grapes or
raisins. Although the fumonisin limit is determined for cereals and cereal products,
this limit has not been established for the raisins. When studies on experimental
animals and epidemiological study results have been analyzed, International Agency
for Research on Cancer evaluated that OTA and FB; are potential carcinogen (2B).
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Fumonisins may be involved in esophageal cancer in South Africa, and have been
shown to be involved in leukoencephalomalacia in horses, pulmonary edema in pigs,
and cancer and neural tube defects in experimental rodents.

In this study, 60 samples in five different types of dried vine fruits, Antep, Sultana,
Besni , Marag, Karaman,Urumu, Dimigsk1 were supplied from the regions of Anatolia
such as Izmir, Gaziantep, Besni, Kahramanmaras,Konya, Bingdl. The presence of
OTA in grapes and FB, were examined. The results obtained in the EU and the
Turkish Food Codex had been evaluated according to the accepted maximum limit.
An analytical method based on immunoaffinity column clean-up and high
performance liquid-chromatography with fluorimetric detection was used to
determine the occurrence of OTA and FB; in dried vine fruits and sultanas. The limit
of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) for OTA were 0,2 pg/kg, 0,26
pg/kg respectively and the recovery value was %86,3. The limit of detection (LOD)
and limit of quantification (LOQ) for FB, were 8 pg/kg, 8,63 ng/kg respectively and
the recovery value was %75,5. In order to minimize public health risk, the European
Commission and Turkish Food Codex established a maximum level of 10 pg/kg for
OTA in dried vine fruits.

The presence of OTA and FB; in the samples was explored by high performance
liquid chromatography method. Following extraction of the samples prepared
immunoaffinity (IA) of the extract purified by column, The analysis of OTA and FB;
was performed by HPLC method. After the seperation of OTA and FB; are detected
by reversed phase column assays were performed by detectors.OTA was determined
at levels from 0.22-5.2639 0.22 pg/kg in 18,3% of the samples. OTA was detected
in 5 (31.3%) of gathered 1 Besni, 1.09-1.43-2.67-1.75-0.39 ug/kg, in 5(29.4%) of 17
Antep, 0.34-0.26-2.63-0.22-1.65 ug/kg, in 1(5,3%) of 19 Sultana, 5.26 pg/kg. In
addition, FB, was found in 1 sample (1,6%) sample in Antep raisin (5.5%) in the
content of 8.8 pg/kg.

The percentage of contamination in the sample from Southeastern Anatolia Region
was remarkably high when comparing to the other regions such as Aegean, Central
Anatolia and The Mediterranean. Taking precautions in Southeastern Anatolia region
is very significant for public health.

In order to prevent the formation of OTA and FB; in raisins, during and after harvest
of Good Agricultural Practices (GAP), Good Manufacturing Practices (GMP) and
Good Hygiene Practices (GHP) are very important. Preventing OTA and FB;
formation in dried vine fruits, both public health is protected and economic losses
can be avoided. Raw material control, good agricultural practices (GAP), good
manifacturing practices (GMP), good hygene practices (GHP) are necessary in
vineyards, during harvesting and post harvesting phases , in order to prevent OTA
and fumonisin B,. While producing raisins, it is vitally important to prevent
contamination in raw material to prevent OTA and fumonisin B,. Contamination
being detected indicates that good agricultural practices haven’t been used or
contaminated grapes have been used. Good agricultural practices contain setting up
vineyards, pruning, soil cultivation, watering, applying hormones, plant protection
and harvesting process. Each of these stages should be controlled carefully. In
vineyards, during harvesting and post harvesting, occurrence of OTA and fumonisin
B, can be prevented using good manufacturing practices. During production, every
step should be controlled meticulously and storage conditions should be proper to
regular micotoxine analysis work in order to prevent contamination. Preventing OTA
and fumonisin B, is necessary in terms of protecting health and preventing economic
losses.

XXi



xXxii



1. GIRIS

Mikotoksinler kiifler tarafindan dogal olarak {iretilen ikincil metabolitlerdir,
gidalardaki haliyle insanlar1 yemlerdeki haliyle hayvanlar etkiler. Hasat sirasinda
veya depolama sirasinda olusur; findik, misir, piring ve diger gesitli hububatlarda
bulunmaktadir. Gida maddelerinde hasat dncesi, hasat sonrasi veya proses sirasinda,
depolama sirasinda bulasarak gidanin kalitesini olumsuz etkiler. Gida ve yemlerdeki
mikotoksin kontamisyonu ciddi saglik problemlerine neden olmakla birlikte Afrika ,
Asya ve Latin Amerika gibi ticaret dengesini ihracat triinleriyle saglayan iilkelerde
ciddi ekonomik sorunlar olusturmaktadir (Rocha ve dig. 2014). Mikotoksin ile
kontamine olmus yemlerin hayvanlar tarafindan tiiketilmesi ile hayvan gelisimi
lizerine yan etkisi olmakta ayrica yeniden imalat gerektirdigi icin ciftgiler tizerinde
bilyon dolar kayiplara sebep olmaktadir. Saglik ve veteriner maliyetleri artar,
olimler meydana gelir hayvansal {iretim azalir. Kontamine trtinleri imha etme ve
mikotoksin probleminin siddetini ¢ozmek igin yapilacak yatirnmlar mikotoksinlerin

ekonomik etkileri arasindadir (Chassy, 2010).

Uziim tarihteki en eski ¢apa iiriinlerdendir. Kokeni milattan énce 6000 yillarinda ,
Karadeniz ile Hazar Denizi arasindaki Anadolu bolgesine dayanmaktadir. Bu bolge
Vitis vinifera’nin evidir, iiziim burada hakim olan ticari bir {iriindiir. Uziim buradan
Avrupa’ya, Ispanyol gezginler tarafindan ise Amerika’ya yayilmistir. Uziimler taze
tilketim i¢in yetistirilir, kuru {iziim olarak kurutulup tiiketilir, sarap ve meyve suyu
yapimi i¢in ezilir. Diinya ¢apinda tahmini olarak 19,000,000 doniim alana ekilidir
(Bentley ve dig., 2007). Uziim fungal gelismeye hassas olan meyvelerden biridir ve
bu zamana kadar yapilan ¢alismalar iiziim ve {iziim iiriinlerinde en sik rastlanan
mikotoksinin OTA oldugunu ortaya koymustur. Kurutulmus tiziim ¢esitleri saglikli

gidalar olarak bilinmekte ve aym zamanda miisli, biskiivi, kek ve diger gida



maddelerinde bilesen olarak yer almaktadirlar (Sen ve Nas, 2010). Ulkemizde,
1200’iin iizerinde {iziim cesidinin varhigi saptanmustir. Uretilen {iziimiin, yillari
itibariyle degismekle beraber, ortalama % 5-10’unun kurutuldugu tahmin
edilmektedir. Tirkiye’nin diinya ticaretine konu olan ve ihracatta en fazla 6neme
sahip kuru {liziimleri, ¢ekirdeksiz ve 6zellikle “Sultani” tip kuru liziimlerdir. Nefaset
yonilyle sultanlara layik gorildiigiinden sultan sofralarini silislemesi nedeniyle
sultaniye adin1 almistir. Ulkemizde g¢ekirdeksiz kuru iiziim iiretimi, Ege bolgesinde
Ozellikle Manisa, Turgutlu, Salihli, Akhisar, Menemen, Kemalpasa, Cal ve Civril’de
yogunlagmistir (Anon, 2012).

OTA Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan tretilen ¢esitli gidalar1 etkileyen
ikincil toksik bir metabolittir. Cogu hayvan tiiriinii ve insanlar1 etkileyen potansiyel
nefrotoksin, kanserojen ve teratojen kabul edilmektedir (Persi ve dig., 2014). Mistr,
bugday, piring, yulaf ve arpa gibi temel hububatlarda, kuru meyveler, bira, sarap,
bebek iirtinleri ve ¢esitli tarim triinlerinde bulunmaktadir; insan kani, idrar, ve anne
stitii gibi biyolojik 6rneklerde de tespit edilmistir (Nguyen ve Ryu, 2013). Pigirme,
kavurma, fermentasyon gibi gida proseslerine kars1 dayaniklidir. Hububat, kavrulmus
kahve, sarap, bira ve hayvan yemi gibi islenmis iiriinlerde hala varligini devam
ettirmektedir (Novo ve dig.,2013). Fumonisinler genel olarak Fusarium
verticillioides ve F. proliferatum tarafindan ftretilen ve siklikla misir ve musir
tirtinlerini kontamine eden mikotoksinlerdir (Perrone ve dig., 2013). Fumonisinlerin
atlarda kontamine olmus yem tiiketimine bagli olarak beyin hiicrelerinde 6liim ve
lezyonlara yol agtig1, domuzlarda akciger 6demlerine, farelerde karaciger kanserini
tetikleyici etki gosterdigi belirlenmistir. (Scott,2012). ABD’de 1989 ve 1990
yillarinda bugday ile beslenen at ve domuzlarda goriilen salginlar, tiim diinyada
bugdayda fumonisinin o6lgiilebilir konsantrasyonlarda bulunmasi ve Fusarium
spp.’den kaynaklanan bu fungal toksinin yemek borusu kanseri ile ilintili oldugunun
bulunmasi, fumonisin ve Fusarium ¢aligsmalarinda biiyiik patlamaya neden olmustur
(Koseoglu,2008). Ayrica gesitli hayvan tiirleri iizerine Karsinojenik, hepatoksik,
nefrotoksik ve embriyotoksik etkileri saptanmistir (Scott, 2012). Okratoksin A ve
fumonisinler Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan 2B smifi
kanserojen olarak degerlendirilmektedir (IARC, 1993). Bu calismada, Tiirkiye’nin
farkli bolgelerinde iiretilmis farkli tiirden kuru iiziim 6rneklerinde okratoksin A ve

fumonisin B, varliginin arastiritlmasi amaglanmistir.



2. KURU UZUM

2.1 Kuru Uziim Tanim ve Tarihcesi

Antik zamanlardan beri, kuru iiziim , izimii koruma formu olarak degerlendirilmis,
kis aylar1 boyunca muhafaza edilip, kolayca depolanip, tasinabilmistir (Fouskaki ve
dig., 2003). Uziim asmagiller (Vitaceae) familyasinin Vitis cinsinde yer alan asma
bitkilerinin (6zellikle de Vitis vinifera’nin) salkim halindeki tatli ve sulu meyvesidir
(Miran ve dig., 2013). Kuru iiziim, yiiksek seker igeriginden dolay1, 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 6nemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Bazi
karaciger hastaliklar1 ve kansizligin tedavisinde etkili olan iizim, hipertansiyonu da
kontrol altinda tutmaktadir. Ayrica igerdigi meyve asitleri ve lifli yapisi ile mideye
zarar vermeden bobrek ve bagirsak sisteminin ¢alismasini diizenler, kanin
temizlenmesine yardimci olur. Diger yandan, yiiksek kalori icerigine karsin, ¢cok

diisiik miktarlarda yag ve protein icerdiginden ideal bir diyet besinidir (Unal,2009).

Ik olarak Fenikeliler ve Misirhilar, kolay depolama ve tasima ile iiretimi
yaygmlastirmis boylece kuru iiziim bati diinyasina dogru yayimustir. Uretimin
Akdenizden Avrupa dogrultusunda gecisi  bu alanlarda ¢ok miktarda bag
bulunmasiya iliskilidir (Williamson ve dig., 2010). Uziim tarmmu ise ilk olarak
Ermenistan, iran ve Fenike’nin de iginde bulundugu Akdeniz’in dogu kesimlerinde
baslamistir. Uziim Anadolu i¢in de  onemlidir ; Hititler diizenli olarak tanrilarina
liziim sunmuglardir. Yakin Dogu’da (Hindistan ve Akdeniz arasindaki gilineybati
Asya iilkeleri) ise kuru iiziim, yas tziimlerin ¢6l kumuna gomiilmesiyle elde
edilmektedir. Bagcilik neredeyse Kuzey Afrika’daki Firat-Dicle bolgesine kadar
ulasmistir. Uziim, Uzak Dogu, Fas ve Tunus gibi Kuzey Afrika’nin diger kismina da
yayilmistir. Antik Roma’da kuru tiziim toplumun her tabakasi tarafindan ¢ok fazla
tiikketilmis, yemeklerin biiylik bir kismini olusturmustur, zeytin ve ekmegin yaninda

tilkketilmistir. Romalilar en tatli ve en iri taneleri kurutmak i¢in secip icki térenlerinde



meniiniin ana pargast olarak sunmuglardir. Romali doktorlar kuru iiziimiin tibbi
ozelliklerini  gelistirmis, cesitli hastaliklarin iyilestirilmesinde kiir olarak
kullanmiglardir. Kuru iiziim ayrica basarili atletlere 6diil olarak sunulmustur. Roma
lejyonerlerin yardimiyla, asma ve asma tiriinleri imparatorluga kadar ulasmis elzem
bir gidadir. 200 y11 sitiren Hagli Seferleri siiresince, Avrupa ve Dogu arasindaki
ticaret gelismis , boylece kuru iiziimiin popiilaritesi artmistir, seyahat eden askerler
tarafindan degerlendirilmistir. Kesif cagina gelindiginde bu {iriin ¢ok énemli olmaya
baslamistir. Bilhassa Ispanya 13. yy sonlarina dogru kuru iiziim ihracatina
baslamustir. Kisa bir siire sonra, 14. yy Ingiltere’sinde popiiler likks bir gida haline
gelmistir. Kralige I. Elizabeth doneminde, Frenk iiziimii para olarak kullanilmistir.
1700°’1li yillarda Avrupa, Afrika, Amerika {i¢ {lilke ticaretinde biitlinlestirici rol
oynamistir. Modern Avrupalilar kuru tiziimii enerji kaynagi yiiksek olan bir besin
olarak degerlendirmis. ikinci diinya savasi sirasinda askerler icin ideal bir gida
maddesi oldugu goriiliip, yumurta ve seker miktarinin az oldugu ekmeklere ilave
edilerek tiiketilmistir (Carughi, 2008).

2.2 Kuru Uziim Ekonomik Veriler

Devlet Istatistik Kurumu verilerine gére Tiirkiye’de iiziim ekim alam ve kullanimi
Cizelge 2.1°de gosterilmistir (DIE, 2013). Ulkemiz diinyada en biiyiik cekirdeksiz kuru
lizim Tdreticisi ve ihracatgisi konumundadir. Diinyadaki c¢ekirdeksiz kuru iiziim
thracatinin % 35-50ini gerceklestiren iilkemiz, diinya ¢ekirdeksiz kuru iiziim fiyatlarinin
olusmasinda o6nemli etkiye sahiptir. 2011/2012 sezonu verilerine gore, diinya
{iretiminin %24,8'ini Tiirkiye gerceklestirmektedir, ABD, Iran Hindistan ve Cin
tretimdeki paylar1 sirasiyla, %24,89, %12,45, %12.45, %11.06°dir. Diinya
¢ekirdeksiz kuru tiziim rekoltesi 650-1085 bin ton civarinda ger¢eklesmektedir. Son
bes yil ortalamasina gore diinya g¢ekirdeksiz kuru iiziim {retimi yaklasik 725 bin
tondur (Cin ve Hindistan hari¢). Cekirdeksiz kuru iiziim iiretiminde iklim kosullarina
bagli olarak zaman zaman biiyiik azalmalar veya artislar da yasanabilmektedir. Son
iki yilda Cin, Hindistan ve Ozbekistan verileri de eklendiginde bin tonun iizerine
cikmistir (Anon. 2013). Cizelge2.2’de Diinyada gekirdeksiz kuru iiziim miktarlar

gosterilmistir.



Cizelge 2.1: Tiirkiye’de iiziim ekim alan1 ve kullanimi1 (DIE, 2013).

Yil ToplamAlan Uretim Sofralik Kurutmalik  Saraplik
(Dekar) (Ton)
1988 5900 000 3350 000 - - -
1989 5970 000 3430 000 - - -
1990 5800 000 3500 000 - - -
1991 5 860 000 3600 000 - - -
1992 5760 000 3450 000 - - -
1993 5670 000 3700 000 - - -
1994 5670 000 3450 000 - - -
1995 5 650 000 3550 000 - - -
1996 5600 000 3700 000 - - -
1997 5 450 000 3700 000 - - -
1998 5410 000 3 600 000 - - -
1999 5 350 000 3400 000 - - -
2000 5 350 000 3600 000 - - -
2001 5250 000 3250 000 - - -
2002 5300 000 3500 000 - - -
2003 5300 000 3600 000 - - -
2004 5200 000 3500000 1900000 1230000 370 000
2005 5 160 000 3850000 2000000 1400000 450 000
2006 5138 351 4000063 2060167 1495697 444 199
2007 4 846 097 3612781 1912539 1217950 482 292
2008 4 827 887 3918442 1970686 1477471 470 285
2009 4790 239 4264720 2256845 1531987 475 888
2010 4 777 856 4255000 2249530 1543962 461 508
2011 4725 454 4296351 2268967 1562064 465 320
2012 4 622 959 4185126 2170634 1613833 400 659




Cizelge 2.2: Diinyada ¢ekirdeksiz kuru tizim miktarlar1 BinTon (Anon. 2013).

Ulkeler ~ 2007/08 2008/09 2009/10 2010/11 2011/12 2012/13
Tiirkiye 225 310.0 270.0 249.0 269.0 286,57

A.B.D 241 255.0 243.0 259,0 270,0 248,27
Iran 70 50.0 100.0 135,0 135,0 135,00
Sili 25 50.0 64.0 60,0 62,0 83,00
Arjantin 27 26.0 28.0 30,0 40,0 26,00
G.Afrika 29 28.0 17.0 29,0 19,0 19,20
Avustralya 15 9.0 14.0 12,0 5,0 10,60
Yunanistan 5 - 5.0 5,0 5,0 5,00
Cin *- *- *- 130,0 120,0 150,00
Hindistan  *- *- *- 120,0 135,0 125,00
Ozbekistan *- *- *- 25,0 25,0 25,00

TOPLAM 637 728.0 741.0 1.053.0 1.085.0 1.113,64
*: Cin,Hindistan ve Ozbekistan’dan veriler alinmamustir.

Ulkemizde iiretilen iiziimiin yaklasik 2/3ii ¢ekirdekli 1/3’ii ise ¢ekirdeksiz iiziimden
olusmaktadir. Bolgelerimize gore Tlretim incelendiginde ise Ege Bolgesinde
cekirdeksiz kuru {iziim, Marmara Bolgesinde sofralik ve saraplik, Akdeniz
Bolgesinde ilk turfanda, Orta Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde saraplik,
siralik, sofralik, cekirdekli kurutmalik {izim yetistiriciliginin gelisme gosterdigi
goriilmektedir. Ulkemizde iiretilen iiziimlerin yaklasik %30'u sofralik, %35'si
kurutmalik % 30'n pekmez, pestil, sucuk, sira ve %5'de saraplik olarak
degerlendirilmektedir. Bugiin Tiirkiye' de ihracata yonelik sofralik {iziim {iretimi
bakimindan ilk siray1 g¢ekirdeksiz iliziim almaktadir. Tiirkiye'de {iziim ihracatinin
%95'ini sultani ¢ekirdeksiz tiziim olusturmaktadir (Anon, 2013).

Diinya Cekirdeksiz Kuru Uziim ihracatina iliskin veriler incelendiginde iilkemizin
%25’lik pay ile birinci sirada yer aldig, iilkemizi sirastyla A.B.D (%20), iran (%19)
ve Sili’nin (%Q) takip ettigi goriilmektedir (Cizelge 2.3). Sektorde basta Almanya ve
Hollanda olmak iizere bazi iilkelerin re-export uygulamalarma yaygin olarak
rastlanmaktadir (Anon, 2012).

Cizelge 2.3: Diinya Cekirdeksiz Kuru Uziim ihracat: (Bin$) (Anon, 2012).

Ulkeler 2009 2010 Pay(%) Degisim(%)
Tiirkiye 407.512 417.598 24,6 2,5
A.B.D 290.698 331.814 19,6 14,1
Iran - 318.879 18,8 -

Sili 118.568 141.392 8,3 19,2
Gliney Amerika 47.757 79.902 4.7 74,6




Cizelge 2.3: Diinya Cekirdeksiz Kuru Uziim Ihracati(Bin$) (Anon,2012) devamu.

CinHalk Cumhuriyeti 65.311 69.960 4.1 7,1
Yunanistan 56,302 55,623 3,3 -1,2
Afganistan 53.359 52.527 3,1 -1,6
Arjantin 32.382 46.962 2,8 45,0
Ozbekistan 26.079 26.629 1,6 2,1
Genel Toplam 1.318.407 1.695.681 100,0 28,6

Tirkiye’nin kuru iiziim ihracatinin hemen hemen tamamini ¢ekirdeksiz kuru iiziimler
olusturmaktadir. Tiirkiye’nin 2010 yili kuru iiziim ihracat1 417 milyon dolar olarak
gerceklesmis olup, 2011 yilinda ise bir 6nceki yila oranla %21°lik artis ile bu rakam
506 milyon dolara yiikselmistir (Anon, 2012).

Ulkemizde iiretilen c¢ekirdeksiz kuru iiziimiin yaklasik % 90’i ihra¢ edilmektedir.
Ulkemizdeki ihracatin biiyiik bir boliimii AB iilkelerine yapilmaktadir. Cekirdeksiz
kuru iiztim yillik 400-500 milyon Dolar doviz geliri ile tarimsal {iriinler bazinda ilk
li¢ sira icerisinde yer alan 6nemli ihrag tiriinlerindendir (Anon, 2013).

Ulkeler itibariyle Tiirkiye’nin gekirdeksiz kuru {iziim ihracatina bakildiginda, en
onemli ihra¢ pazarlarrmizin, basta Ingiltere, Almanya, Hollanda ve Italya olmak
tizere AB iilkeleri oldugu goriilmektedir. Bu iilkeler, Tiirkiye’den ithal ettikleri kuru
tiziimlerin bir kismin1 yeniden ihra¢ ederek degerlendirme yoluna gitmektedirler.
(Anon,2012). Cizelge 2.4’te Tirkiye’nin ¢ekirdeksiz kuru {iziim ihracati

gosterilmistir.

Cizelge 2.4: Tiirkiye’nin gekirdeksiz kuru {iziim ihracati (Anon, 2012).

2010 2011
Ulkeler Miktar(Ton) | Deger(Bin$) Miktar(Ton) | Deger(Bin$) | %Degisim %Pay
Ingiltere 57.968 113.001 59.550 141.398 25,1 27,9
Almanya 36.381 72.677 38.827 92.344 27,1 18,2
Hollanda 27.898 54.868 24.442 57.568 4.9 11,4
Italya 16.944 33.866 16.701 39.105 15,5 7,7
Fransa 15.119 29.911 14.251 33.963 13,5 6,7
Avustralya 8.733 17.079 13.233 30.404 78,0 6,0
Bel¢ika 10.361 19.978 10.404 24.386 22,1 4.8
Kanada 4.954 9.205 5.982 13,764 495 2,7
Ispanya 3.398 6.320 3.941 9.405 48,8 1,9
Irlanda 4.620 8.668 4.122 9.146 55 1,8
GenelToplam 212,628 417.546 214.108 506.493 21,3 100,0




FAOSTAT 2012 verilerine gore diinyada iiziim iiretiminde lider iilke Cin olmakla
birlikte ikinci sirada ABD bulunmaktadir, Tiirkiye ise diinyada yas iiziim iiretiminde

altinci sirada yer almaktadir. (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1: Diinya yas tiziim iiretimi (FAOSTAT, 2012).

2.3 Kuru Uziim Uretim Basamaklari

Tiirk cekirdeksiz kuru iiziim standardina gore T.S. 3411, cekirdeksiz kuru iiziim
cesitleri; giineste kurutulmus, agartilmis veya agartilmamis kuru iizimlerdir. Kuru
tiziimler yas tiziimlerin kuru liziim tiretimteknigine uygun olarak giineste kurutulmus,
agartilmig veya agartilmamis seklidir. Natiirel ¢ekirdeksiz kuru iiziim ya higbir iglem
gormeden ya da tabii renk ve yapisini korumak ve ¢abuk kurumasini saglamak igin,
bandirma ¢ozeltisine bandirilip teknigine uygun olarak giineste kurutulmus tiziimdiir.
Agartilmis ¢ekirdeksiz kuru iiziim ise kurutulma oncesi veya sonrast kimyasal
yollarla agartilan kuru iziimdir (Celik, 2008). Agartilmamis c¢ekirdeksiz kuru
tiztimler genellikle 6n islem uygulamadan veya bandirma ¢ozeltisi kullanilmadan
tiretilir boylece kendi renk ve yapisini korur. Kuru tiziimler i¢in en 6nemli kalite
kriterleri renk, boyut ve temizliktir. Bu kalite kriterleri hasat olgunlugu, bandirma
¢Ozeltisi, bandirma prosesi, kurutma alani, kurutma sirasinda yagis alma gibi ¢esitli
faktorler tarafindan etkilenmektedir. Kurutmalik tiziimlerdeki olgunluk miktarinin

verimlilik ve kuru {iziim kalitesine dogrudan etkisi vardir. Kuru iiziim kalitesi ve




verimliligi yas liziimde suda c¢oziinebilen mevcut kati maddelerin miktarinin
artmasiyla artmaktadir. Cekirdeksiz tiziimlerde suda ¢oziinebilen kati madde miktari
%22-23’¢ ulastigi zaman hasat baslatilir. Uziim toplama igin geleneksel {iziim
sepetleri kullanilir. Hasarli ve ¢iirlimiis taneler ayiklanip atildiktan sonra kalan
tiziimler konteynirlar iginde kurutma bolgelerine taginir (Tiirkben, Cetin, 2008). Ege
Bolgesinde iiretilen g¢ekirdeksiz iiziimiin neredeyse tamami ya dogal olarak yere
serilerek kurutulur ya da potasyum tuzuna (K,COj3) ardindan zeytinyagina batirilip
celik teller tlizerinde kurutulurken Dogu Anadolu tarafinda (genellikle ¢ekirdekli)
tiztimler direkt Ortii lizerinde veya yerde kurutulmaktadir. Ek olarak agik sar1 kuru
tiziimlerde ise kiikiirt dioksit (SO,) ile yapilan fumigasyon islemi sonucu
karakteristik altin renk olusur. Tiirk {ireticiler glineste kurutulmus tiziimleri daldirma

¢ozeltisine batirmadan tiretmeye baslamislardir (Calisir ve Akman, 2007)

2.3.1 Kurutma oncesi muameleler

Hasat edilen iiztimler daha hizli kurutma saglamak ve sar1 rengi olusturmak igin
potasyum soliisyonuna (100 litre su, 5-8 kg K,CO3 , %2-4 oraninda asitlendirilmis
0.6-0.9 kg zeytinyagi) batirilir. Bandirilmis iiziimler siiziiliip kurutma bolgesine
taginir (Tiirkben ve Cetin, 2008). Meyveler iizerindeki ince yapilt mum birikimi,
ciplak gdze toz kaplanmis hissi veren kiiciik kristaller meyve pusu olarak adlandirilir
ve genelde meyveye donuk bir goriintii verir. Mum kristallerinin sekli ve mumun
kimyasal bilesimi meyvenin goriiniisiinii belirlemede 6nemli rol oynar. Bitkisel
mumlar, normal sicaklikta kat1 haldedirler ve bir degerli alifatik, nadir olarak
aromatik alkollerin yag asitleri ile vermis olduklar1 esterlerdir. Dogal mumlar, az

miktarda serbest yag asitlerini de igerirler. Mum tabakasi, bitkiden transpirasyonla su
kaybini azaltir, fitopatojenlerin girisini engeller, bitki dokularini fiziksel asinmadan
korur, yagislarin yiizeyden siiziilmesini saglar (Tiirkben, 2007). Gerek c¢ekirdekli ve
gerekse cekirdeksiz iiziim ¢esitlerinin  kurutulmasinda kullanilan bandirma
yonteminde amag iizlim tanesi iizerindeki mumsu pus tabakasinin uzaklastirilip bir
miktar ¢atlama saglayarak tanenin su kaybini hizlandirmak suretiyle kurumanin
cabuklastirilmas1 ve iyi bir renk elde edilmesidir. Bandirma sivisi olarak potasa
denilen potasyum karbonat ile buna zeytinyagi ilave edilmis sekli, bazen de kiillii su-
zeytinyagi karisimi kullanilmaktadir. Bandirma iglemine tabi tutulan {iziimler toprak,

kagit, beton veya tel sergi yerlerinde kurutulmaktadir (Unal, 2009). Ulkemizde



tiziimler genellikle beton déseme zemin ya da toprak iizerine serilen kagit ya da
propilen brandalara yayilarak dogal olarak kurutulur. Yerde kurutmaya ek olarak tel
citler lizerinde de kurutma yapilabilmektedir. Bu kurutma islemi yerde kurutma
islemine gore 3-5 giin daha uzun siirse de daha temiz olmaktadir. Bu sistemin baska
bir avantaji ise yagmurlu giinlerde c¢itlerin iizeri plastik cadirlar ile kaplanip
yagmurdan gelecek zarar minimuma indirilmektedir. Temizlik ve renk kuru {iziim
kalitesini belirleyen en 6nemli iki kriterdir. Bu kriterlere ulasmak igin tiziimler yapay

nem tutucular ile kurutulabilmektedir (Ttirkben ve Cetin, 2008).

2.3.2 Cekirdeksiz kuru iiziim isleme

Kurutulmus iiziimler ya sabahin erken saatlerinde ya da gece geg¢ saatlerde toplanir.
Mekanik tifleyiciler ile temizlenir. Temizlenen tiziimler 50’ser kiloluk ¢uval veya
propilen cantalara yerlestirilir. Uziimler ihra¢ edilecek iilkelerin isteklerine gore
proses edilir. Toz, toprak ve iiziim saplart basingl sular ile yikanip iiziimler tekrar
kurutulur. Temizlenmis kuru tlziimler hem agartilmast hemde kiiflerin inhibe
edilmesi amaciyla fumigasyon islemi uygulanir ve yaglanir, ithalatg1 ilkelerin
tercihleri dogrultusunda siniflandirilip paketlenir. Bazi ithalat¢r firmalar kaliteyi
devam ettirmek i¢in genellikle vakum paketli olan polietilen astarli karton kutular ve
kivrimli karton kutular tercih ederler. Ulkemizde ¢ekirdeksiz kuru iiziimler ya toptan
ya da 2 kg’lik paketler halinde ihra¢ edilir (Tirkben ve Cetin, 2008). Kaliteli
¢ekirdeksiz kuru {izim elde edilmesinde; {iziimlerin hasadi, kurutulmasi ve
temizlenmesi 6nem kazanmaktadir. Ayrica tiziimlerin olgunluk durumlar igerdikleri
seker miktarinin da bir 6lgiisii olup kuru iiziim randimanimi belirlemede etkili
olmaktadir. Uziimlerin yeterince olgunlasmadan hasat edilmeleri durumunda tanede
yeteri kadar seker birikmesi gergeklesmeyeceginden kuru {iziim randimani disiik
olabilmektedir. Temizleme islemi ile kalitesiz iiziim tanelerinin yigindan ayrilmasi
ile tirlin kalitesi iyilestirilmektedir (Celik, 2008).

2.4 Uziimde Kiif Mikrofloras

Meyveler yiiksek miktarda seker ve besin maddeleri igermekte olup, mikrobiyal
gelisim icin ideal su aktivitesi ay ve diisik pH’a sahip olduklar1 i¢in fungal
bozulmalara karst da hassas durumdadirlar. Meyvelerdeki diisik pH bakteriyel
tiirlerin rekabetini sinirlandigi igin, meyvelerde kiif kontaminasyonu ve ¢ogalmasi

daha yogun olmaktadir. Baz1 patojen funguslar meyveyi ¢iiritme islemine tarladan
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baslamakta bazilar1 ise tarlada meyveye bulasip hasat sonrasi ¢ogalip c¢iiriime
meydana getirmektedir. Meyvelerdeki fungal ciirlimeler; ekim, hasat, tasima, ulagim
ve hasat sonrasi depolama ve pazarlama kosullarina baglhidir. Hasat sonrasi
mikrobiyal bozulmalar, dikkatli ayiklama, diisiik sicaklikta depolama veya kontrollii
atmosferde depolama ile engellenebilmektedir (Tournas ve Katsoudas, 2005).
Uziimlerden izole edilen mikroorganizmalar1 tanimlamak ve kiiflerin
karekterizasyonu amaciyla makroskobik ve mikroskobik gdzlemler kullanilmaktadir
(Rousseaux ve dig., 2014) . Yapilan bir ¢calismada Giiney Fransa’daki {iziimlerden
otuz tiir izole edilip tanimlanmistir. Genel olarak dominant tiirlerin Alternaria,
Acremonium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium ve Rhizopus oldugu
goriilmiistiir (Sage ve dig., 2002). Fungal istila liziimiin olgunlugu ve c¢evresel
sartlara baglhdir. Sicak iklimlerde olgunlasmanin ilk basamaginda Botrytis ve
Rhizopus miktar1 ¢coktur, Aspergillus ve Penicillium miktarlar: ise hasat zamani ve
giineste kurutma sirasinda daha yiiksektir (Covarelli ve dig., 2012). Giiney
Ispanyadan toplanan {iziimlerin olgunlasma ve giineste kurutma  sirasindaki
mikroflora gelisimini gosteren bir ¢alismada. Haziran ayinda en yogun olarak
Alternaria gorilmiistir (liziimlerin %80’inde),  Aspergillus {iziimlerin %8’inde
goriilirken, Aspergillus section Nigri ise toplam Aspergilli'nin  %25’ini
olusturmustur. Temmuz-Agustos periyodu iginde, Aspergillus (%100 siyah
aspergilli) tiziimlerin %68’inde goriilmiistiir, Alternaria miktart %10 a dismiis,
Epicoccum ise iiziimlerin %30’ unda goriilmiistiir (Valero ve dig.,2005).

Belli ve dig. (2004), tziimlerden elde edilen izolatlarda Aspergillus section Nigri
gelisimini 10-37°C ve 0,90-0,995 aw araliginda incelemislerdir. Mikrobiyal gelisme
koloni ¢aplar olgiilerek belirlenmistir. Bu galisma sonucunda, mikrobiyal gelisme igin
en uygun sicakligin 30-37°C ve su aktivitesinin de 0.98 oldugu saptanmastir.
Clodosporium spp. tiziimlerde Cladosporium ¢iirimesine neden olur saglam iiziim
tanesinin yiizeyinde gelisir (Bricefio ve Latorre, 2008). Cevresel faktorler
Cladosporium spp. gelisimini etkilemektedir. Diisiik bagil nem igermesinden ve yaz
yagmurlarinin olmamasindan dolay1 Akdeniz iklimi Cladosporium spp. gelisimi icin
uygundur (Latorre ve dig., 2011).

Alterneria meyve ve sebzelerde en fazla bulunan hasat sonrasi goriilen bir patojendir.
Patojenezi sirasinda insan ve hayvanlara olumsuz etkileri olan ¢esitli mikotoksinleri
tretme kabiliyetine sahiptir. Bu mikotoksinleri; tenuazonik asit, alternariol,

alternariol metil eter, altenuen ve altertoksin olusturur. Alternaria alternata iiziimde
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hasat sonrasi goriilen 6nemli bir patojendir. Saraplik iliziimlerde yaygin olarak
bulunur (Barkai Golan, 2008).

Uziimde siyah c¢iiriimeye neden olan Botrytis cinerea, diinyanin ¢ogu bdlgesinde
dominant bir patojendir. Israil’de yapilan bir ¢alismada sarap iiretiminin yapildig
ihman bolgelerde Aspergillus niger ve Rhizopus stolonifer’in ¢iirlimeye neden
oldugu ayrica B. cinerea ile esit ekonomik dneme sahip oldugu goriilmiistir. Saglam
tiziimlerin yiizeyinde her asamada bulunmasina ragmen A.niger ancak ¢ok yiiksek
seker (%]15) igeren ortamlarda ¢ilirlimeye neden olur. (Zahavi ve dig., 2000).
Baglarda kiiflerin gelisimi sonucu iiziimde ciiriime meydana gelmektedir. Uziim
clirimesine neden olan esas kiif Botrytis cinerea olmakla birlikte, hem taneyi
zedeler hem de organoleptik Ozellikler {izerinde olumsuz etkileri bulunur. Diger
cliriik¢iil kiifler ise liziimde c¢lirimenin yani sira ayni zamanda mikotoksin
iiretmektedirler. Uziimde mikotoksin {iretimi yapan iki ana cins Aspergillus ve
Penicillium’dur. Mikotoksin iiretimi bu tiirler icin karakteristik olup tiirlerin
tanimlanmast mikotoksin problemlerini tahmin etmede yardimci olmaktadir.
Uziimiin ait oldugu yer fungal popiilasyonu 6nemli &lgiide etkilemektedir.
Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin her ikisi de iizimde bozulmaya neden olan
onemli kiiflerdir.  Aspergillus ve Penicillium ¢iiriik¢iill mikrobiyotanin 6nemli
kismini olusturur. Siyah aspergillus diye adlandirilan A. carbonarius sicak ve kuru
iklimlerde ¢ok bulunur ve OTA iretir. Siyah aspergilli Akdeniz iklimine kolay
adapte olan bir tlirdiir (Rousseaux ve dig., 2014). Saglam iiziimiin her asamasinda
bulunup hasat sonrasi ¢iirlimeden sorumlu esas tiirdiir. Olusturdugu siyah sporlardan
dolay1 yogun giines 1s181na , sicak ve kuru iklimlere karsi direng gostermektedir, bu
sekilde giines 15111 ve UV 15indan kendini korumasi 1liman bolgelerde diger tiirlerle
rekabet giiclinli artirmaktadir (Romero ve dig., 2005). Daha nemli iklimlerde ise
Botrytis iiziimde ana patojen olarak bulunur ayni zamanda g¢iiriikciil ajandir.
Bulundugu yerlerde siyah Aspergillus miktari minimal diizeydedir. Mikotoksin
kontaminasyonu riskinin oldugu alanlar mikrofloraya bagimli olarak degismektedir
(Serra ve dig., 2005). Aspergillus sp. ve Penicillium sp. iiziimlerde mikotoksin
olusumu Ve tat kaybina neden olmaktadir. Uziimler iizerindeki kiif mikroflorasi {iziim
cesitine gore degisim gosterse bile cevresel faktorler de mikroflora olusumunu
etkilemektedir. Penicillium Kuzey Avrupa gibi soguk ve iliman iklimlerde daha sik
goriilmektedir, Aspergillus ise daha sicak ve yagish bolgelerde daha sik goriiliir.

Toplam mikroflora popiilasyonu biiyiime sezonuyla degisiklik gdstermektedir.
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Meyve baglama donemlerinde her {iziim ¢esidi i¢in fungal populasyon c¢ok yiiksek
olmaktadir fakat hakim olan tiirler degismektedir. Meyve baglama doneminde
Alternaria ve Aspergillus hakim iken Cladosporium ve Penicillium daha az
bulunmaktadir. Olgunlasma sirasinda Aspergillus spp miktar1 artmakta Alternaria
spp. ve Cladosporium spp. miktarlar1 ise azalmaktadir. Meyvedeki asit miktarinin
diismesi, seker miktarinin artmasi, meyve epiderminin incelmesi dogrultusunda
tanenin zedelenmesi sicak ve nemli bolgelere adapte olabilen mikotoksin iireticisi
kiiflerinin sayilarinin artmasina ve yiiksek miktarda mikotoksin iiretmelerine olanak
saglamaktadir (Rousseaux ve dig., 2014).

Portekizde saraplik iiziimlerin meyve basamaginda g¢esitli Penicillia suslarina
rastlanmis hatta bunlarin hasata dogru miktarinin arttigr goriilmiistiir. Bunlar P.
aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. citrinum, P. crustosum, P. expansum, P.
funiculosum, P. glabrum, P. griseofulvum, P. purpurogenum, P. thomii, ve
digerleridir (Serra ve dig., 2005). Fransiz baglarindaki farkli iklimsel bolgelerden
toplanan {izlimlerde yapilan izolasyonda ise P. brevicompactum, P. expansum, P.
spinulosum, P. glabrum, P. crustosum, P. citrinum, ve digerleri gériilmiistiir (Bejaoui
ve dig., 2000).

Uziimde trikotesen {iretici iki tir tamimlanmistir bunlar Fusarium ve
Trichothecium’dur. Fusarium tiirleri Trichothecium tiirlerinden daha az miktardadir.
Fusarium tiirleri {iziimlerin erken olgunlasma basamaginda goriiliirken T. roseum ise
hasat zamaninda goriiliir. Hasat Oncesi liziimlerde OTA ve trikotesen {liretimi ise
sirayla A. carbonarius ve T. roseum tarafindan olmaktadir. A. carbonarius Akdeniz
ikliminin hakim oldugu iiziim baglarinda goriiliirken T. roseum ise daha iliman

iklimlerde goriilmektedir (Serra ve dig., 2005).
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3. OKRATOKSIN A

OTA Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin belli suslar1 tarafindan iiretilen ve gesitli
gida matrislerinde tespit edilen bir mikotoksindir.(Hayat,2012) Ozellikle tropikal
iklimlerde Aspergillus ochraceus tarafindan, 1liman bdlgelerde Penicillium
verrucosum tarafindan tiretilir (Prelle ve dig., 2014). OTA iireten funguslar i¢inde en
cok goriilenler; Aspergillus tiiriine ait olan: Circumdati (Aspergillus ochraceus
olarak ta adlandirilir) , Nigri tiiriine ait olanlar Aspergillus ve Aspergillus niger’dir
(Hayat, 2012).

Gida maddelerinde bulunan mikotoksinler insan ve hayvan sagligina olan olumsuz
etkilerinden dolay:r biiyiikk 6nem tasimaktadir. OTA gida ve igecek iirlinlerinde
bulunan en tehlikeli mikotoksinlerden biridir (Rhouati ve dig., 2013). Bilinen 300
mikotoksin arasinda, gida ve yem iiriinlerinde en fazla bulunan miktoksinlerdendir.
Misir, bugday, piring, yulaf ve arpa gibi temel hububatlarda, kuru meyveler, bira,
sarap, bebek {lriinleri ¢esitli tarim iirlinlerinde bulunmaktadir. Ayrica insan kani,
idrar, ve anne siitii gibi biyolojik drneklerde de tespit edilmistir. OTA immiinotoksik,
teratojenik, nefrotoksik, norotoksik ve kanserojenik etkilerinden dolayr dnemli halk

saglig1 sorunu olusturmaktadir (Nguyen ve Ryu, 2013)

OTA , P — fenilalanine bagl dihidroksikiimarin ailesinden olusmus bir pentaketittir
(Brera ve dig., 2013). Molekiiler formiilii 1965 yilinda Van der Merwe ve
arkadaslar tarafindan 7-karboksi—5-kloro-8-hidroksi 3,4-dihidro-3-metil izokiimarin
olarak agiklanmistir. OTA izokiimarin yerine konan bir fenilalanin tiirevidir [ (R)-N-
[5-chloro-3,4-dihydro-8hydroxy-3-methyl-1-oxo0-1H-2-benzopyran-7-y1)-carbonyl]-
L-phenylalanine. Okratoksin o OTA’nin hidroliz sonucu fenilalaninin molekiiliiniin
ayrilmastyla olusur. Ismini ilk defa izole edildigi Aspergillus ochraceus’tan
almaktadir. (Marin ve dig., 2013). OTA yapis1 Sekil 3.1°de gosterilmistir (Ringot ve
dig., 2000).
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Sekil 3.1: OTA kimyasal yapis1 (Ringot ve dig., 2006).

OTA deneysel formiilii CyH180sNCI olup molekiiler agirligi 403.82°dir (Ringot ve
dig., 2006). Beyaz, kristal bir tozdur. Ksilen ile tekrar kristalize edilebilir. Kristal
formda, ultraviyole altinda, asit soliisyonda yesil ve alkalin soliisyonda mavi
floresans verir, bu kristallerin erime noktas1 169°C’dir. OTA, 1s1k altinda ve havada
stabil degildir. Isiga ve 6zellikle nemli kosullara maruz kaldigi zaman bozulabilir ve
etkisini kaybedebilir. Etanol soliisyonunda, karanlik ve sogukta muhafaza edildigi
zaman, bir yildan fazla stabil kalabilir. OTA, yiiksek sicaga karsi oldukga stabildir;
hububat iiriinlerinin otoklavda (121°C, 1 Atm) 3 saat kalmasi1 durumunda da toksinin
%35 i etkinligini siirdiiriir (Soydz ve dig.,2002). 250°C altinda bir ka¢ dakika bu
toksinin miktarmi azaltmaktadir (Marin ve dig., 2013). Polar ¢oziiciilerde yiiksek
oranda ¢0ziiniir, suda ¢ok az miktarda ve sodyum hidrojen karbonat i¢inde normal
miktarda ¢oziinebilmektedir. OTA zayif asit yapisindadir. Fenilalanin kisminin
karboksil grubu ve izokiimarinin fenolik hidroksil grubu ayr1 ayr1 pKa degeri 4.2-4.4
ve 7.0-7.3 arasindadir (Ringot ve dig., 2006).

OTA, okratoksinlerin en toksik tiyesidir. Bu mikotoksin yapisal olarak bir amino asit
olan fenilalanine benzemektedir. Bu yiizden, fenilalanini substrat olarak kullanan
enzimler tizerinde inhibitor etkisi vardir, 6zellikle, protein sentezini inhibe eden Phe-
tRNA sentetaz tizerine inhibitor etkisi vardir. Bu ise mitokondrial hasara, oksidatif
patlamaya, lipid peroksidasyona sebep olan mitokondrial bir zehirlenmedir ve
oksidatif fosforilasyonu engellemektedir. Ek olarak OTA ¢esitli hiicrelerdeki
apoptosisi yani hiicre oliimiinii artirir. Alisilagelmis gida iiretim prosesleriyle yikima

ugramayan stabil bir yapidadir (Marin ve dig., 2013).

OTA’nin biyosentezi birgok basamaktan olusmakla beraber, enerji ve Mg™*
bilesigine sentez sirasinda ihtiya¢ duyulmaktadir (Unal, 2009). OTA nin biyosentetik
yolu tam anlamiyla yayimlanmamistir. 14 karbon ve 13 karbon isaretlemeleri
sonucu; fenilalanin kisminin sikimat yolu sonucu olustugu ve dihidroizokiimarin

kisminin ise pentaketide yolundan olustugu goriilmiistiir . Izokiimarin poliketidin ilk
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basamag bir asetat {initesinin dort melonat {initesine doniismesiyle olusur. Datalar bu
basamak i¢in poliketid sentaz aktivitesinin gerektigini gostermistir. Poliketid
sentezini kodlayan gen Penicillium ve Aspergillus igin ¢ok farklidir. A. ochraceus’a
ait poliketid sentezi geni sadece OTA’nin olustugu mikotoksin sentezinin ilk
basamaginda express edilir. Penicillium icin bdyle bir data mevcut degildir.
Penicillium tiirlerinde P. nordicum ve P. verrucosum OTA sentezi igin iki farkli
poliketid sentaz kullanir. Farkliligin P. verrucosum’ un OTA disinda ayrica poliketid
bazli mikotoksin olan sitrinin tiretme Ozelligi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

OTA biyosentezi Sekil 2.3’te gosterilmistir (Ringot ve dig., 2006).
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Sekil 3.2: OTA biyosentezi (Ringot ve dig.,20006).

3.1 Okratoksin A Ureticisi Kiifler

OTA, ilk olarak Giiney Afrika’da Aspergillus ochraceus susu tarafindan iiretilmistir.
(Van der Merve ve dig., 1965). OTA mabhsiile direkt fungal saldiriyla ya da
yemlerden hayvansal iirlinlere indirekt olarak bulasir (Brera, 2013). Genel olarak
Penicillium verrucossum, Aspergillus ochraceus, A. carbonarius’u da igeren
Aspergillus section Nigri tiirleri tarafindan {retilen en yaygin mikotoksindir
(Nguyen ve dig.,2013). Penicillum cinsine ait Penicillum verrucosum and Penicillum
nordicum OTA iireten kiiflerdendir (Heperkan ve dig, 2009; Coverelli, 2012).
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Penicillium verrucosum ve P. nordicum yani sira okratoksinler baslica Circumdati,
Nigri ve Flavi seksiyonlarini iceren Aspergillus tiirleri tarafindan da iiretilmektedir.
Bunlardan Circumdati ye ait 10 farkli tiir yiiksek miktarda okratoksin A
iretmektedir; A. cretensis, Neopetromyces muricatus, A. pseudoelegans, A.
roseoglobulosus, A. westerdijkiae, A. flocculosus, A. sulphureus, A. steynii, A.
ochraceus ve A. sclerotiorum. Okratoksin A iireten Flavi tiirleri ise A. alliaceus ve A.
albertensis. Nigri tiirlerinden OTA iretenler ~ A. carbonarius, A. niger, A.
lacticoffeatus ve A. sclerotioniger dir (Kocsube ve dig, 2013). Son zamanlarda,
Circumdati’ye ait Aspergillus westerdijkiae ve Aspergillus steynii adinda iki tiir
A.ochraceus’den ayrilmistir ve A. ochraceus den daha giiglii OTA fireticisi oldugu
goriilmistiir (Heperkan ve dig. , 2009).

Uziimlerde mikrofloranin ve Aspergillus section Nigri iiyelerinin okratoksin iiretiminin
incelendigi bir ¢alismada Arjantin {iziimlerden izole edilen Aspergillus section Nigri
iiyesi 63 tiiriin okratoksin A iiretimleri incelenmis, Izolatlarm %41,3{iniin kiiltiir
ortaminda 2-24,5 ng/mL oraninda OTA iireticisi oldugu belirlenmistir (Magnoli ve dig.,
2003). Ispanya iiziim baglarindan alinan 6rneklerde yapilan diger bir calismada A. niger
agg.'nin %2-7, A. carbonarius’un da % 78-100 oraninda okratoksijenik oldugu
belirlenmistir (Belli ve dig., 2006).

A.niger var niger, A. niger var awamori ve A. hem siyah hem de beyaz kuru iiziim
orneklerinden elde edilen hakim bir tiirlerdir. Ve bu {ig tiir siyah kuru tizimde beyaz
lizime oranla daha fazla bulunmaktadir. A. carbonarius okratoksijenik suglar
arasinda en yiliksek orana sahiptir, A. niger ise ikinci sirada bulunmaktadir. Siyah
kuru iiziimde OTA akiimiilasyonu beyaz {izlime oranla daha kolay olmaktadir.
Kirmiz: tiziimdeki bazi komponentlerin fungal gelisimi ve OTA {iretimini tetikledigi
diistiniilmektedir, kirmiz1 iizimdeki bazi komponentler fungi gelisimini baskilarken
toksini artiran ikincil metabolitlerin olusumunu saglamaktadir (Zhang ve dig., 2013).
Aspergillus carbonarius saraplik {iziimleri kontamine eden baslica OTA iretici
funguslardandir. Sira ve sarapta OTA varligi lizimlerin hasat Oncesi ve sonrasi
Aspergillus carbonarius gelismesinden veya sarap yapimindan onceki islemlerden
kaynaklanir. A. carbonarius ayrica iliman olan Akdeniz bdlgesi, kahve ve kakaoda
OTA birikiminden sorumludur (Hayat, 2012). Aspergillus tiirleri 6zellikle
Aspergillus carbonarius iiziim ve saraptaki OTA kontaminasyonundan sorumlu ana

funguslardir. Sicaklik, havalandirma, nem, enfeksiyon periyodu, farkli fungi tiirleri
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arasindaki etkilesimler mikotoksin gelisimini etkilemektedir. A. ochraceu’a ait tim
izolatlar OTA {iiretemezler (Rocha ve dig., 2014)

Penicillium verrucosum hububat iriinlerini kontamine ederken P. nordicum
genellikle et ve siit tirinlerinde bulunur. Aspergillus ochraceus findik, yer fistigi,
fasulye, baharat, yesil kahve ¢ekirdegi ve kurutulmus meyvelerde yiiksek miktarda
bulunur. Ayrica islenmis et {irlinii ve tiitsillenmis tuzlanmig baliklarda da bulunur.
Iliman bolgelerde hububat, yagli tohum, karistiritlmis yemlerde A.niger var niger ve
A. ochraceus tarafindan OTA olusturulur. A. carbonarius ise daha ¢ok tiziimde, kuru
tiziimde ve kahvede goriliir. Petromyces alliaceus olarak da adlandirilan sogandan
izole edilen A. alliaceus’un laboratuvar sartlarinda OTA irettigi goriilmistiir
(Ringot ve dig., 2006). Avrupa’dan izole edilen A. carbonarius ve A. niger igin
optimum kiif gelisme ve OTA iiretme sicaklilart sirasiyla 35-37°C ve 15-25°C’dir
(Heperkan ve dig, 2012). OTA gelisimi A. carbonarius i¢in 15-20°C’de, A. niger
icin 20-25°C’de en yiiksek miktara ulasir. Ayrica , toksin iireten fungi gelisimi
lizlimlerin su aktivitesi tarafindan etkilenir, optimum deger 0.93 ile 0.987 arasindadir
(Covarelli ve dig., 2012).

Tunus tiztimlerinden izole edilen okratoksijenik Aspergillus carbonarius’un gelisme
ve OTA iretiminin incelendigi bir g¢alisma sentetik iiziim besiyerinde (SNM)
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresince koloni cap1 lciilmiistiir. izolatlarn OTA
tiretme Ozellikleri ise 5. ve 10. gilinde incelenmistir. Calismada gelisme ve OTA
iretimi i¢in en uygun su aktivitesi degerinin 0,99 oldugu bulunurken, sicaklik
derecesinin degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Gelisme i¢in optimum sicakligin
30°C oldugu, en yiiksek toksin iiretiminin ise 15-25°C aralifinda gergeklestigi
bildirilmistir ayrica 6nemli miktarda toksinin ilk 5 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
tiretildigi saptanmistir (Lasram ve dig. ,2010).

A. carbonarius’un gelismesi su aktivitesine bagl olarak da degisim gostermektedir.
Kif gelismesi 25 ve 30°C’de, 0,96-0,98 aw araliginda su aktivitesi artisina baglh
olarak artmaktadir. 0,83 ve 0,87 aw’de ise gelismenin Onemli Ol¢lide azaldig
belirlenmistir (Mitchell ve dig., 2004; Belli ve dig., 2007; Kapetanakou ve dig.,
2009; Spadora ve dig., 2010).

Yapilan bir ¢alismada sentetik tiziim besiyerinde Aspergillus carbonarius’un OTA
tiretimine ¢evresel faktorlerin etkisi 15-37°C araliginda 5 farkli sicaklikta incelenmis.
Maksimum OTA fretiminin 20°C’de oldugunu belirtilmis. Benzer olarak

gerceklestirilen ¢alismada A. carbonarius 21-04D1 ve 46D2 izolatlar1 da maksimum
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OTA iiretimini 20°C'de ger¢eklestirmistir. En diislik diizeyde OTA’nin ise 30, 35 ve
37°C’de iiretildigi ve istatistiksel olarak bu ii¢ sicaklik arasinda énemli bir farklilik
olmadigini ifade edilmistir (Belli ve dig. ,2005).

Astoreca ve dig. (2010), 1sinlama uygulamasi yaptiklart kurutulmus tiziimlerde A.
carbonarius gelismesini ve OTA iretimini incelemislerdir. Optimum gelisme
sicakligi su aktivitesine bagli olarak 25- 30°C’de gozlenirken, istatistiksel olarak 25-
30°C arasinda 6nemli bir farklilik olmadigini belirtmislerdir.

Kapetanakou ve dig. (2009), tarafindan yapilan ¢alismada Aspergillus ochraceus ve
Aspergillus carbonarius’'un MEA agar iizerinde farkli pH (3.9, 5.1, 5.9, 6.8), su
aktivitesi (aw) (0.87, 0.93, 0.99) ve sicakliklarda (10, 15, 20, 25, 30,40°C) OTA
iiretme miktarlar1 incelemislerdir. OTA {iretim miktarlarinin farkli sicaklik ve su
aktivitelerinde 6nemli miktarda degisiklik gdsterdigi goriilmiistiir, su aktivitesi ve pH
etkilesimi ile OTA miktarlar1 degisse de, pH’in tek basina etkisi olmadigi
goriilmiistiir. En yliksek miktarda OTA {iretimi 0.99 su aktivitesinde goriiliirken (her
tirinde 25 pg/kg dan fazla) , pH ve su aktivitesine bagli en yiiksek OTA iiretimi A.
ochraceus ve A. carbonarius i¢in ayr1 ayr1 20 ve 25°C sicakliklarinda olmustur.

A. carbonarius i¢inen diisiik 0.87 ay, su aktivitesinde hicbir sicaklik degerinde OTA
goriilmedigi icin su aktivitesinin bu tlir i¢in 1iyi bir hurdle etkisi yaptigi
anlaiglmaktadir. Her iki tiir icin de 10 ve 40°C’lerde fungal gelisim ve OTA {iiretimi
goriilmemistir.

Spadaro ve dig. (2010a), 3 adet A. carbonarius izolatinin gelismesine ve OTA
olusturmasina, sicaklik, su aktivitesi ve pH’nin etkisinin inceledikleri ¢alismada
optimum gelisme sicakligini 30°C olarak saptamistir. Patharajan ve dig. (2011),
tiziimlerden elde ettikleri A. carbonarius izolatlarinin gelisme 6zelliklerini 15, 25, 30
ve 35°C olmak tiizere 4 farkli sicaklik, su aktivitesi ve pH degerinde incelemis ve
optimum gelismenin 30°C’de oldugunu saptamiglardir.

Simdiye kadar A. carbonarius’un OTA {iretimine daha sik rastlandigi belirtilmesine
ragmen lamanaka ve dig. (2006) farkli sonuglar rapor etmis yaptiklar1 ¢alismada
Tiirkiye, Ispanya, Meksika, Tunus, Amerika ve Sili’den toplanan kuru meyve
orneklerinden izole edilen okratoksijenik suslarin %2,44’tiniin A. carbonarius ve
%97,6’smin da A. niger oldugunu belirtmislerdir

Leong ve dig. (2006a), sentetik iliziim suyu besiyerinde (SGM), A. carbonarius i¢in
en yiksek OTA iiretimini 15°C’de 21 pg/g diizeyinde gozlemislerdir, en diigiik
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seviyede OTA {iretimi ise 30°C’de goriilmiistiir. A. niger igin ise en yiikksek OTA
tiretimini 15°C’de 15 pg/g olarak belirtilmistir.

Selouane ve dig., 2009 ait ¢alismada alt1 adet A. tubingensis ve iki adet A. niger
olmak iizere toplam sekiz Aspergillus niger aggregate susu ayrica Moroco
tiziimlerinden izole ettikleri dort A. carbonarius iizerine yaptiklar1 g¢alismada
sicaklik, su aktiviesi(aw), inkiibasyon zamani ve bu parametrelerin suslar iizerine
kombine etkisi incelenmis. Optimum gelisim 25°C ve 0.95 a, su aktivitesinde
oldugu goriilmiistiir. Suslarin hepsi i¢in i¢in 10 C’de higbir su aktivitesi degerinde
herhangi bir gelisim goriilmemistir. OTA dretimi i¢in optimum sicaklik A.
carbonarius igin 25-30°C, A. niger aggregate i¢in ise 30-37°C oldugu tespit
edilmistir. A. carbonarius i¢in optimum su aktivitesinin 0.95-0.99 , A. niger
aggregate icin ise 0.9-0.95 arasinda oldugu tespit edilmistir. A. niger aggregate’e ait
maksimum OTA iiretimi 37°C’de ve 0.99 su aktivitesinde oldugu tespit edilirken, A.
carbonarius’a ait maksimum OTA iiretimin 25°C’de ve 0.99 su aktivitesinde oldugu
tespit edilmistir.

Iliman bolgelerde gelisen Aspergilli’ye zit olarak Penicillia disiik sicaklikta
optimum biiylime sicakligi gerektirir. Penicillium nordicum ve  Penicillium
verrucosum gibi iki Penicillium tiirtintin de OTA f{irettigi bilinmektedir, ve hububat

tirlinleri, et tirtinleri ve peynirlerden siklikla izole edilmektedir (Hayat, 2012).

3.2 Okratoksin A’ nin Saghk Uzerine Etkileri

OTA Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan olasi insan kanserojenleri
arasinda siniflandirilmistir (kategori 2B). Hayvanlarla simdiye kadar yapilan biitiin
caligmalarda OTA’nin bdbrek hastaligy ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Insanlarda
genel olarak serum icinde bulunup kan hiicreleri ve diger hayvan dokularinda ve
stitte insan siitii de dahil bulunmaktadir. OTA domuz nefropatisinden sorumludur. Bu
hastalik Danimarka’daki domuzlarda endemiktir ayrica kus Oliimlerine de sebep
olmaktadir (Bezerra da Rocha ve dig.,2014). OTA insanlarda Balkanlarda tipik
olarak goriilen Baklan Endemik Nefropatisi adi verilen (BEN) bobrek hastaligiyla
iligkilidir, Hirvatistan, Bosna Hersek, Sirbistan, Romanya ve Bulgaristan gibi kirsal
alanlarda gorilir (Marin ve dig.,2013)

Diinya Saglik Orgiitii ve Gida Tarim Orgiitiiniin Birlesik Gida Katkilar1 Uzmanlar

Komitesine gore , toplam okratoksin aliminda insan okratoksinlerinin ana kaynagini
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%58, %21, %7, %5, ve %3 oranlarla sirasiyla hububat, sarap, {iziim suyu, kahve ve
domuz eti olusturmaktadir (JEFCA, 2001).

OTA damar icinde, karaciger dokusunda , yag ve kas dokularindada birikir
hayvanlardan gida zincirine gectigi i¢in hayvan yeminde ve hayvan dokusunda
bulunmasi insanlara bulagsmasina neden olmaktadir (Persi ve dig., 2014). OTA
hayvanlarda fare ve sicanlarda bobrek tiimorii liretimi ile kanserojen olarak kendini
goOsterir , insanda idrar yolu tiimérleriyle iliskilidir (Brera ve dig.,2013). Hastalik
tibtilointerstisyel nefrit ile karakterize olmus olup bobrek, pelvis, iireter ve mesane
tiimorleri i¢in bu organlarda yiiksek miktarda bulunmasiyla iligkilidir (Persi ve dig.,
2014). Bobrek OTA’nin hedef organidir, potansiyel nefrotoksin olarak kabul edilir.
Insanlarda , nefropatide tetikleyici olarak tanimlanmuistir, iist idrar yolundaki iirotrial
kanserlerle ilgilidir. Hayvanlarda, testis kanserinin OTA alimiyla iliskili oldugu ve
alimi arttikga kanserinde arttigi goriilmistiir. OTA ayrica teratojenik, genotoksik,
kanserojenik ve immiinotoksik olarak kabul edilmektedir, fakat norotoksik etkisi hala
teyit edilememistir. OTA’nin kronik etkileri daha yaygindir (Marin ve dig., 2014).
Hayvanlarda siirekli OTA aliminin bdbreklerde bulunan kivriml tiibiillerin dejenere
olmasiyla ortaya ¢ikan bobrek hastaligi ile sonuglanmaktadir. bobrek igi fibrozler
olusur,pazal membran kalinliginda azalma olup, glomeriiler hiyalinizasyon
olugsmaktadir (Marin ve dig.,2014).

Bobrek semptomlarmin yant sira OTA diger viicut sistemlerini de etkilemektedir.
Plesentaya gegip si¢an ve farelerde embriyotoksik etki yapar. OTA, immiinotoksiktir,
hayvanlarda bagisiklik sistemi baskilayict aktivitesi timiis , dalak ve lenf
diigimlerinin boyutunun kiiclilmesiyle karakterize olmustur, antikor cevabi
baskilanmasi, bagisiklik hiicrelerinin sayisint ve fonksiyonunu degistirir, sitokin
iretim modiilasyonunu degistirir. OTA’nin diger norolojik etkinin yan1 sira serebral,
hipokampal etkilerle de iliskili oldugu goriilmiistir. OTA’nin anne siitiinde
goriilmesi, bebeklerin OTA’ya maruz kalmasina neden olmaktadir (Hope ve Hope,
2012).

OTA’nin immiinosiipresif, hepatonefrotoksik, teratojenik, apoptoz indiikleyicisi,
genotoksik ve lipit peroksidasyonu (LPO) artiricisi oldugu gosterilmistir. OTA, DNA
kirtlmalari, protein sentezi inhibisyonu ve glikoneogenez, mitokondride oksidatif
fosforilasyonun bozulmasi ve kanin pihtilasmasinin engellenmesine neden olmasiyla

insan sagligr i¢in biiyiilk onem tasimaktadir. Fatal doz maruziyeti ile renal tiibiil
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nekrozu ve periportal karaciger hiicrelerinde pek c¢ok patolojik degisiklik
gbzlenmistir (Sabuncuoglu ve dig., 2008).

OTA’nin oksidatif stresi indiiklemektedir. Reaktif oksijen bilesiklerinin (ROB)
olusumu Fe™-OTA kompleksi araciligiyla olmaktadir. OTA, LPO ve aynm1 zamanda
hiicresel hasar gostergesi olan malondialdehit (MDA) artisina neden olmaktadir.
Serbest radikal diizeyleri, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimler aracilifiyla kontrol edilmektedir.
Antioksidan savunma azaldiginda veya ROB diizeyi arttiginda oksidatif stres gelisir.
Protein sentezinin inhibisyonu ve oksidatif yollar araciligiyla serbest radikallerin
olusumunun OTA’nin toksik etkisinde anahtar rolii oldugu gosterilmistir
(Sabuncuoglu ve dig., 2008).

Toksinin bir bdlimiiniin eliminasyona ugradig ilk organ karacigerdir, daha sonra
safraya buradan sistemik kan dolasimina girer. Eliminasyonun diger onemli bir
organi bobrektir. OTA, biitiin nefron segmentlerinden geri emilir, bu siire¢ toksinin
bobrek dokusunda birikmesine ve toksizitesinin artmasina neden olur (Soydz ve
Ozgelik, 2002).

OTA’nin devretme/gecis etkisi ile siit, karaciger, bobrekte de varligi tespit edilmistir
(Li ve dig, 2013). OTA’l1 yemlerle beslenen domuz, kiimes hayvanlar1 ve diger
tirlerde OTA varliginin gozlenmesi bu 6zelligi kanitlanmistir (Duarte ve dig, 2012).
Domuzlarin ve kiimes hayvanlarinin yenilebilir kisimlarinda 6zellikle bobrekler ve
karacigerlerinde, OTA birikimi olasiligr yiiksektir. Birikim, kaslar ve yag
dokularinda daha azdir (Radulovic ve dig, 2013).

OTA dolayli karsinojen mekanizmasi aracilifiyla epigenetik karsinojen olarak da
adlandirilmaktadir. Ancak ayni zamanda DNA’ya dogrudan baglanabilmesi
nedeniyle dogrudan karsinojen olarak kabul edilmektedir (Sabuncuoglu ve dig.,
2008). OTA’nin kandan uzaklasma hizi dokulara gore daha yavastir. Kanda yiiksek
miktarda OTA’nin doku icinde dagilimi bobrek>karaciger>kas>yag seklindedir, et
tirinlerindeki OTA varliginin ana kaynagi tiiketilecek hayvanin kanindaki,
bobregindeki, karacigerindeki bulagmayla degil baharatin kontamine olmasiyla da
olabilmektedir (Persi ve dig., 2014). OTA hayvanlarda hidroliz, hidroksilasyon,
oksidasyon ve konjugasyon reaksiyonlar1 sonucu biyotransformasyona ugrar Sekil

3.3’te OTA biyotransformasyon gosterilmistir (Han ve dig., 2013).
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Sekil.3.3: OTA biyotransformasyonu (Han ve dig.,2013).

3.3 Gidalarda Okratoksin A Varhg

Gidalarda OTA kontaminasyonu ilk kez 1969 yilinda misirda goériilmiistiir (Shotwell
ve dig., 1969). OTA musir, bugday, piring, yulaf ve arpa gibi temel hububatlarda,
kuru meyveler, bira, sarap, bebek {irlinleri ¢esitli tarim tirlinlerinde de bulunmaktadir.
Ayrica OTA insan kani, idrar, ve anne siitli gibi biyolojik Orneklerde de tespit
edilmistir (Nguyen ve dig., 2013).

Farkl1 tiirler, hindistan cevizi, biber, kisnis ve biber tozu yiiksek derecede ve siklikla
kontamine durumdadir. Saraplardan, kirmizi ve tatli saraplar en fazla kontamine
olanlardandir. Kuru meyvelerde, 6zellikle kuru iiziimden yapilan {iriinlerde, OTA
miktarmin yiiksek olmasi kurutma prosesiyle iligkilidir (Marin ve dig.,2014).
Cizelge 3.1’de OTA varliginin belirlendigi gidalar gosterilmistir. OTA olusumuna
neden olan kif tiiri bolgeye ve iirline gore degiskenlik gostermektedir. OTA
varligina  hayvansal  {rlinlerde  de  rastlanilmasi,  yemlerdeki ~ OTA
kontaminasyonundan kaynaklanmaktadir (EFSA,2006).

Nem, sicaklik, substrat yapisi gibi faktdrler OTA {ireten suslarin gelismesinde ve
toksijenitelerinde onemli rol oynar. Bu faktorlerden biri olan pH, hasat sonrasi
proseste (geleneksel veya ekolojik 1slak metot ve kuru metot) A. ochraceus

gelisiminde veya OTA iiretiminde etkin bir rol oynamaz. Ancak su aktivitesinin (aw)
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etkisi Onemlidir; gelisim ve toksin olusturma i¢in optimum deger 0,95°tir. 0,80
altindaki aw’lerde kiif gelisimi gergeklesemez. Kahve gibi diisiik aw’ye sahip gidalar
kiif gelisimi agisindan gilivenli gida maddeleridir. Su aktivitesinin gelisim i¢in uygun
oldugu kosullarda ise sicaklik toksin miktarini etkilemektedir. Toksin olusumu, 10
°C ile optimum sicaklik olan 35 °C arasinda gergeklesebilmektedir. Proses
basamaklarinda ise, kurutma kritik bir asamadir; ¢linkii A. ochraceus igin elverisli
kosullar (0,99-0,80 aw) iki ya da daha fazla giin boyunca saglanmis olabilir.
Depolama esnasinda ise kiif gelisimini etkileyen faktorler su aktivitesi ve sicakliktir
(Suarez-Quiroz ve dig, 2004).

Makun ve dig. (2013), Nijerya’da yaptiklar1 bir ¢aligmada misir, millet, Guine musiri,
acha, susam, cassava incelemistir. Millet, acha, susam, cassava Orneklerinin
%100’inde OTA tespit edilirken, misir ve Guine musir Orneklerinin herbirinin
%94.1’inde OTA tespit edilmistir. Tespit edilen OTA miktart ise misir, millet,
Guine musiri, acha, susam, cassava Ornekleri i¢in sirayla 0-139.2, 10.20-46.57, O-
29.50, 1.38-23.90, 1.90-15.66, 3.28-22.73 pg/kg araligindadir. Nijerya’da yapilan
baska bir calismada piring, misir, dar1 millet, yer fistig1 incelenmis piring ve yer
fistiginda sirastyla %4.5 ve %85.7 oraninda OTA tespit edilirken misir, dar1, millette
OTA tespit edilmemistir. Tespit edilen ortalama OTA miktarlar ise piring i¢in 0.1
ng/kg , yer fistigi icin 3.7 pg/kg’dir (Toffa ve dig., 2013).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada kahvaltilik gevrek, tahil bazli gidalar, tarhana
incelenmis sirastyla % 21.62 , %19.05 ve % 55.95 oranlarinda OTA tespit
edilmistir , ortalama OTA miktarinin ise sirayla 0.32, 0.14,0.41 pg/kg oldugu
goriilmiistiir (Ozden ve dig., 2012). Ibanez-Vea ve dig. (2012), Ispanya’da yaptiklari
bir ¢calismada misir, bugday, piring, arpa 6rnekleri incelenmis sirayla %4.7, %64.2,
%87.5, %57.7 oraninda OTA tespit etmistir , ortalama OTA miktar1 ise sirayla 0.1,
0.43, 0.16, 0.1 ng/kg’dir. Ispanyada yapilan baska bir calismada bugday ve yulaf
ornekleri incelenmis sirasiyla %29.72 ve %20 oraninda OTA tespit edilmistir,
ortalama OTA mikar1 ise sirayla 1.1 ve 0.3 pg/kg’dir (Vidal ve dig., 2013).
Arjantin’de yapilan bir ¢aligmada yesil kahve, kavrulmus kahve, ¢oziilebilir kahve
ornekleri incelenmis sirasiyla %100, %54.1, %77.27 oraninda OTA tespit edilmistir.
Ortalama OTA miktarlar sirasiyla 5.77, 1.0, 1.99 pg/kg’dir (Vanesa ve Ana, 2013).
Vecchio ve dig. (2012), ait ¢alismada kahve ve kahve iiriinleri incelenmis 6rneklerin

%096’sinda 0.32-6.49 ng/kg aralginda OTA tespit edilmistir.
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Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada pul biber, kirmiz1 biber, karabiber, kimyon, tar¢in
ornekleri incelenmis sirasiyla %75, %54.5, %17.4, %5.3 oraninda OTA tespit
edilmistir. Ortalama OTA miktar1 ise sirayla 16.44, 24.65, 1.82, 0.63 pug/kg’dir.
Tar¢ginda OTA tespit edilmemistir (Ozbey ve Kabak, 2012). Tiirkiye’de yapilan
baska bir calismada 69 adet bira 6rnegi incelenmis 6rneklerin hepsinde 0.008-0.488
ng/kg araliginda OTA tespit edilmistir (Anli ve Alkis, 2010).

Pattano ve dig. (2013), Italya’da yaptiklar1 ¢alismada 32 adet peynir ve peynir ici
incelenmis herbiri i¢in 6rneklerin %18.75’inde OTA tespit edilmistir. OTA miktari
ise peynir ve peynir i¢i i¢in sirayla 1-262, 18.4-146 pg/kg araligindadir. Pakistan’da
yapilan bir calismada ¢ili sosu, oOgitiilmiis ¢ili, ¢ili tozu Ornekleri incelenmis
orneklerin %34, %59.6, %57.1’inde (Igbal ve dig., 2013). Tiirkiye’de yapilan bir
calismada bebek mamalar1 incelenmis 62 6rnegin %19.35’inde 0.017-0.184 pg/kg
araliginda OTA tespit edilmistir (Kabak,2012). Dall’Asta ve dig. (2010), yaptiklar
calismada 110 adet jambon 6rnegi incelenmis jambon i¢ yiizeylerinin %29.1’inde
ortalama olarak 0.24 pg/kg , dis yiizeylerinin %76.4’tinde 0.98 pg/kg OTA tespit
edilmistir.Karbancioglu-Giiler ve Heperkan (2008), Tiirkiye’de yaptiklar1 calismada
115 adet kuru incir 6rnegi incelenmis Orneklerin %47.8’inde 0,12-15,31 pg/kg
araliginda OTA tespit edilmistir.

Uziim ve sarapta OTA ilk olarak 1995 yilinda Zimmerly ve Dick tarafindan tespit
edilmistir (Zimmerly ve Dick, 1995). Sonrasinda OTA {izim suyu, kuru iizlim, sarap
sirkesi gibi liziimden elde edilen diger {iriinlerde de goriilmiistiir (Covarelli ve dig.,
2012). Kuru iizimdeki OTA kontaminasyonu sarap veya iziim suyundan daha
yiksektir  (Zhang ve dig ,2013). Farkli iklim kosullari OTA iireten
mikroorganizmalarin dagilimmi ve OTA miktarimi etkilediginden , sarabin kokeni
son OTA miktari igin belirleyicidir. OTA miktart ile Italya, Yunanistan gibi Akdeniz
iilkeleri gibi  lretim yerleri arasinda iligki vardir. Giiney Avrupa’da yetisen
tizimlerin fungus gelisimine egilimli olduklarin1 ve daha biiylik miktarlarda toksin
tirettikleri goriilmiistiir (Covarelli ve dig., 2012). Izmir’de yapilan bir calismada 1999
ve 2003 yilar1 arasinda toplanan 5 yillik kuru tiziim mahsiiliinden 1885 6rnek analiz
edilmis orneklerin %9.3’iinde OTA goriilmezken, %0.6’sinda 10 pg/kg’in iizerinde
OTA goriilmiistlir, kalan %90.3’linde ise 0.3-10 pug/kg aras1t OTA goriilmiistiir
(Aksoy ve dig., 2007). Uziim ve iiziim iiriinlerinde tespit edilen ~OTA miktarlari
Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1: Uziim ve iiziim tiriinlerinde OTA varlig1.

Gida Ornegi Ulke Yontem Pozitif Ornek Sayisy/ Aralik Referans
Ornek Sayist (ug/kg)
Sultana Tiirkiye HPLC 26/40 0,38-20,90 Celik,2008
Sultana Tiirkiye HPLC 1713/1885 0,2-10 Aksoy ve dig., 2007
0,026-35 Meyvaci ve dig., 2005
Sultana Tirkiye HPLC 179/264
Kuru tizim Yunanistan HPLC 30/41 0,1-98,2 Perrone ve dig. ,2013
Yas tiziim Tirkiye HPLC 21/22 0,2-0,7 Var ve Kabak, 2008
Kuru {izim 22/22 5,1-18,2
Yas tiziim Tirkiye HPLC 15/52 0,24-1,5 Var ve Kabak, 2006
Uziim piiresi ispanva 86/100 34,2-456,8 Solfrizzo ve dig.,2008
Sarap posast pany HPLC 88/100 48,3-602,5
2,5 Anfossi ve dig.,2012
Uziim siras ftalya HPLC 1/15
Kirmiz1 sarap Ispanya HPLC 51/51 0,00049-0,142 Remiro ve dig. 2012
Kirmiz1 sarap Ispanya HPLC 26/30 0,026/0,144 Quintela ve dig., 2012
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Cizelge 3.1: Uziim ve {iziim iiriinlerinde OTA varlig1 devamu.

Gida Ornegi Ulke Yontem Pozitif Ornek Sayisy/ Aralik Referans
Ornek Sayist (ng/kg)

Uziim Sirasi

Kirmizi Tiirkiye HPLC 28/28 0,27 Anli ve dig., 2011

Beyaz 18/18 0,13

Sarap Cek Cumhuriyeti UPLC 5/26 0,0012-0,0712 Mikulikova ve dig., 2012

Kirmizi sarap 1talya HPLC 4/22 0,0018-0,0046 Anfossi ve dig., 2012

Beyaz Sarap 3/9 0,0016-0,0028

Kirmizi sarap Sili HPLC 30/867 0,35 Vega ve dig., 2012

Beyaz sarap 5/321 0,14

Pembe sarap 1/3 0,007

Kirmiz1 sarap Italya HPLC 54/94 0,022-0,048 Quintela ve dig., 2011

Beyaz sarap 2/3 0,014

Beyaz sarap 125/204 0,086 Spadaro ve dig., 2010b

Kirmizi sarap Italya HPLC 695/1002 0,121

Kirmiz1 sarap Cin HPLC 28/28 0,0028-0,0437 Mao ve dig., 2013

Kirmiz1 sarap Ispanya HPLC 95/96 <LOD-0,455 Remiro ve dig., 2012
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3.4 Okratoksin A Tle Tlgili Yasal Diizenlemeler

1960’larda aflatoksinin kesfedilmesiyle, tiiketicileri gidalar1 kontamine edebilecek
mikotoksinlerin zararli etkilerinden korumak icin ¢ogu iilkede gida ticaretinde adil
olacak diizenlemeler yapilmaya baslamistir. 1974’ten bu yana , cesitli iilkeler
gidalardaki mikotoksin oranlari i¢in maksimum limitleri belirlemistir (Cheli ve dig.,
2013). Avrupa Birligi Direktiflerinde sarap, liziim sirasi ve iiziim i¢in izin verilen
maksimum OTA degeri 2 pg/kg ‘dir. Kuru iiziim i¢in ise OTA’nin maksimum
degeri 10 pg/kg “dir. Insanlarin gidalarla aldiklar1 OTA miktarlar1 {izerine yapilan
calismada bulagma oranlarinin; tahil ve tahil iirlinlerinden % 50, saraptan %13,
kahveden %10, baharattan %8, biradan %5, kakaodan %4, kuru meyveden %3 ve
kiimes hayvanlarinin etinden %1 oldugunu yayimlamistir (EC, 2002). Cizelge 3.2°de
Avrupa Birligi ve Tiirkiye’de okratoksin A ile ilgili yasal diizenlemeler gosterilmistir

(EC, 2006; EC, 2010; TGK, 2011).

Cizelge 3.2: Gidalarda bulunmasina izin verilen OTA limitleri.

Maksimum limit

/k
Gida Maddesi (neke)
. (AVRUPA
TURKIYE)! Y .° "

( ) BIRLiGI)?
Islenmemis tahillar 5,0 5,0
Tahildan elde edilen tiim iirlinler (dogrudan tiiketime 3,0 3,0
sunulan tahillar ve islenmis tahil tirtinleri dahil)
Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru iziim ve 10,0 10,0
cekirdeksiz tizim dahil)
Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve 6giitiilmiis kahve 50 50
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ve ekstrakti 10,0 10,0
Sarap (kopiiklii sarap/sampanya dahil, likor saraplari 2,0 2,0
ve hacmen alkol miktar1 en az % 15 olan saraplar
hari¢) ve meyve saraplari
Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve 2,0 -
aromatize sarap kokteyli
Uziim suyu, iiziim suyu konsantresi, iiziim nektar1 ile 2,0 2,0

dogrudan tiiketime sunulan tiziim sirasi ve konsantresi
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Cizelge 3.2: Gidalarda bulunmasina izin verilen OTA limitleri devamu.

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari
Bebekler i¢in 6zel tibbi amagl diyet gidalar

Diger gida maddeleri (bulunmast muhtemel riskli

gidalar)

Baharatin asagidaki tiirleri i¢in;
— Kirmizibiber (Capsicum spp.)

(bunlarin kurutulmus meyveleri, tiim ve
ogiitiilmiis halleri dahil)

— Karabiber (Piper spp.)
(bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil)
— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
— Zencefil (Zingiber officinale)
— Zerdegal (Curcuma longa)
Bunlarin bir veya birkagini iceren karisim baharat

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

Meyan kokii
(bitkisel infiisyon bileseni olarak kullanilanlar)

Meyan kokii ekstrakti

(6zellikle alkolsiiz igecek ve sekerleme tliretiminde
kullanilan)

0,5 0,5
0,5 0,5
10,0 -
30,0*
30,0 (30.06.2012
(30.06.2012 tarihine
tarihine kadar) kadar)
15,0 15,0*
(1.07.2012 (1.07.2012
tarihinden sonra) tarihinden
sonra)
20,0 20,0*
80,0 80,0*

' . Tiirk Gida Kodeksi, 2011
2 : Europan Commission, 2006
* . Europan Commission, 2010

3.5 Okratoksin A Analiz Yontemleri

Gida maddelerinde OTA belirlemek igin segici analitik metotlar kullanilip direkt

olarak yapilabilir. OTA L-fenilalanine bagl izokiimarinik asitin tiirevi oldugu i¢in ,

bu toksinin optik aktivitesi vardir ve floresans 6zellikleri bulunmaktadir. Bu yiizden

kromatografik teknikler dogrulugu ve tekrarlanilabilirlikleri oldugu icin

referans

metotlar olarak ele alinmaktadir. Pahali olmasi uzun zaman siirmesi ve uzman

personel gerektirmesinden dolayr rutin analizlerde ¢ok kullanilmamaktadir. Buna

alternatif olarak, biyokimyasal metotlar ve 6zellikle iimino-bazli metotlar kullanilir

(Hayat ve dig., 2012). OTA analizi igin en sik kullanilan teknik LC/FLD floresans
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dedektorlii sivi kramatografisidir. Fotodiyot dizisi veya kiitle spektrometresi gibi
alternatif dedektorler de ayrica kullanilmaktadir. Diger analiz metotlar1 ise; ince
tabaka kramatografisi (TLC), gaz kramatografisi (GC-MS), lazer indiiklemeli
floresans ile kombine kapiler elektrofarez ve (EIA) enzim immunoassay’dir (Medina
ve dig., 2000).

Floresans dedektorlii sivi kramatografisine dayali, immiinoafinite kolon cleanup veya
kat1 faz ekstraksiyon cleanup ile birlestirilmis birka¢ metot dogrulanip hububat,
kahve, sarap ve bira gibi ¢esitli gidalarda OTA belirlemede resmi metot olarak kabul
edilmigstir. ELISA Kkitleri genellikle gidalarda OTA taramasi i¢in kullanilmaktadir.
Anti-OTA antikorlarmin kullanildigi  yeni gida teknolojileri (elektrokimyasal
immiinosensorler, floresans polarizasyonlar, membramdan enzim bazli akislar, yiizey
plazma rezonans biyosensorler) gida maddelerinde ve iceceklerde OTA nin hizli bir
sekilde analizi i¢in onerilmektedir. LC/MS ¢oklu mikotoksin analizleri iizerinde sivi
LC/FLD dedektor icin yeterli bir alternatiftir, (Visconti vr dig.,2008) fakat LC /
FLD daha diisiik deteksiyon limitlerine (LOD) sahip olmakla birlikte daha kolay,
maliyeti daha diisiik ve daha hassastir (Frenette ve dig, 2008).

OTA analizlerinin ana basamaklari; 6rnek alma, gida matrisinden ekstraksiyon,
ekstraktin saflastirilmasi (cleanup), yogunlastirma, ayirma, tespit , miktar belirleme
ve pozitif orneklerin dogrulanmasi seklindedir. Cleanup ve konsantrasyon islemi
genellikle diigiik limitler mevcut oldugu zaman uygulanir (Fabiani ve dig., 2010).
Mikotoksinler gidalarda heterojen dagildigi i¢in Ornek alma islemi mikotoksin
analizleri i¢in ¢ok Onemli bir nokta olmaktadir. OTA ekstraksiyonlar1 ise kuru
tizimde OTA geri doniisimiinii gelistirmek adina metanollii fosforik asit veya
sodyum bikarbonat ile yapilmaktadir. Yiiksek geri doniisiim ise metanol ve
sodyumbikarbonat ¢ozeltisi kullanimiyla olur (Galvis-Sanchez ve dig., 2008). Genel
olarak, gida Ornekleri hazirllk asamasi olmadan analiz edilemezler, ¢linki
kontaminantlar ¢ok seyreltik matris ise ¢ok komplekstir. Ekstraksiyon ve cleanup
asamalar1 analitik prosediirlerin kritik noktalaridir, ¢ilinkii analitik prosediiriin
uzunlugu, dogrulugu, geri donilisimii ve ulasilabilecek limit deger bu asamaya
baghdir. OTA analizleri i¢in kullanilan sivi-sivi ekstraksiyonlarin, katisivi
ekstraksyonlarin kullanildigi c¢ogu metot basitligi ve solvent ihtiyac1t azlhig
bakimindan ekonomik oldugu igin alternatif metotlar olarak gelistirilmistir. Cleanup
asamas1 yeterli olmasa da. Son birka¢ yil icinde clean-up prosediirii igin yeni

teknikler gelistirilmistir (Hayat ve dig., 2012).
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OTA belirlemede kullanilan lazer indiiklemeli floresans kapiler elektrofarez
yonteminin hassashigt LC/MS, LC/FLD gibi sivi kromatografisi yontemlerine
yakindir (Galvis-Sanchez ve dig., 2008).

TLC yontemi degerlendirilecek olursa; gida ve yem taramalarinda kesinlik ve dogruluk
acisindan yeterli degildir. Biyosensor yontemi ise hizli bir tarama saglar ancak
ekipmanlar yeni ve pahalidir, yaygin olarak kullanilmamaktadir. Immiinokromatografi
testi ise hizhidir fakat yalnizca nitel analizlerde kullanilabilmektedir (Zhang ve dig ,
2011).

Son yillarda yeni teknolojiler hizli immiinokimyasal yontemlerle birlestirilmis olsa
da, Bunlar ; biyosensor dizisi, floresans polarizasyon immunoassay, ekran yazicili
elektrot immiinoassay, yiizey plazmon rezonans ve Kuvars kristal mikroterazi gibi
yanal akim araglarii gerektirmektedir. Biyoliiminesan analizleri ¢ok hizli olsa da
geridontisimi diistiktiir ve pH ve sicaklik gibi ortam sartlarindan c¢ok ¢abuk
etkilenmektedir (Galvis-Sanchez ve dig., 2008).

Biyosensor, floresansli immunoassay ve ELISA yontemleri kolay olmasina ragmen
bazi durumlarda miktar1 yliksek Ol¢mekte veya yanlis negatif pozitif sonuglar
verebilmektedir, ve bunlarin biiyiik 6lcekte analizi yliksek maliyet gerektirmektedir
(Galvis-Sanchez ve dig., 2008).

Son yillarda hububat {irlinlerinde mikotoksin tespiti icin FTIR kullanildig:
goriilmiistiir. Kompleks matrislerde igerik tanmimlamak igin IR titresim
spektroskopisi kullanimi zor bir istir. Spektrumdaki bir fonksyionel grup ile iliskili
bolgedeki coklu pikler i¢in , hangi piklerin bir spesifik molekiile ait oldugunu
belirlemek  miimkiin degildir (Galvis-Sanchez ve dig., 2008).
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4. FUMONISIN

Fumonsinler 6zellikle Fusarium verticilloides ve Fusarium proliferatum gibi ¢esitli
fusarium tiirleri tarafindan iretilir , biitlin dinyada misir ve misir bazli iiriinlerde
dogal kontaminant olarak bulunur. Fumonisinler 1988’de Giiney Afrika’nin Transkei
bolgesinde sik tiiketilen misirdan izole F. verticilloides (6nceki adi1 F. moniliforme
Sheldon MRC 826) izole edilmistir. Fumonisin tiirevleri arasinda, FB; en yaygin
olanidir (Karbancioglu Giiler ve Heperkan, 2009). Son yillarda siyah aspergilliye ait
Aspergillus niger’in 6nemli bir fumonisin {ireticisi oldugu goriilmiistiir (Logrieco ve
dig., 2011)

Fumonisinler yapisal olarak farkli gruplara ayrilabilmektedir, bunlardan dort tanesi
A,B,C ve P fumonisinleri olarak belirlenmistir. Bu farklilik fumonisin gruplarinin
yapilarinda bulunan nitrojenlerin fonksiyonal o6zelligine ve karbon diziliminin
uzunluguna baglidir (Varga ve dig., 2010). Beyaz higroskopik toz halinde bulunur,
suda, asetonitril-su veya metanol’de ¢oziinebilen asetonitril-su (1:1) iginde stabil
halde kalabilen, metanole dayaniksiz olan bir maddedir. Fumonisinlerin A serisi tane
musirdan izole F. verticillioides kiiltiiriinden izole edilmistir, B serisinden farkli
olarak C-2 pozisyonunda amin grubu yerine N asetil amid grubu igerir.
Fumonisinlerin C serisi, kiiflii misirdan izole edilmis olup kimyasal olarak B serisine
benzemektedir sadece C serisinde C-1 terminal metil grubu bulunmamaktadir. P
serisi misirda gelisen F. proliferatum’den izole edilmistir B serisindeki aminin aksine
C-2 kisminda 3- hidroksipiridinyum igerir. Fumonisin B; fumonisinler arasinda en
stk bulunan toksindir. Fumonisin B; deneysel formiilii C34HsgNO;3s, propan-1,2,3-
trikarboksilik asit ve 2-amino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroksieikozan’in
diesteridir molekiil agirligi 721 g/mol’diir.

Fumonisin B,, fumonisin B;’in C-10deoksi tiirevidir (propan-1,2,3-trikarboksilikasit-
2S-amino-12S,16Rdimetil3S,5R,10R,14S,15R-pentahidroksieikozan diesteri) , C-14
ve C-15 hidroksil gruplar terminal karboksi grubu olan propan-1,2,3-trikarboksilik
asit tarafindan esterlesmistir. Eikozan diziliminde serojenik merkezin yerini tutan

konfigiirasyona sahiptir. Fumonisinlerin suda , metanol ve asetonitrilin sulu
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cozeltilerde

¢oziinmezler (Waskiewicz ve dig., 2012). Fumonisinlerin kimyasal yapisi Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

coziinebilen polar yapist vardir,

fakat non-polar solventlerde

0  COCH
o ANA 000 RoH
/\/\/'\/\/\/\/\/k/\/ -
éH, 6 CH, Rs Rs
COOH
O OOH
Deneysel Molekiil

Bilesenler formiil agirhi Rs R4 Rs Rs
Fumonisin A; | CssHeiNOsg 763 OH OH | NHCOCH;3; | CHs
Fumonisin A, | CssHeiNOss 747 H OH | NHCOCH;3; | CHs
Fumonisin Az | CzsHgiNO1s 147 OH H NHCOCH; | CH3
Fumonisin B; | C34HsgNOss 721 OH OH NH, CH3
Fumonisin B, | CzsHsgNO14 705 H OH NH, CH3
Fumonisin Bs | C34HssNO14 705 OH H NH, CHs
Fumonisin C; | Cs3Hs;NOss 707 OH OH NH, H
Fumonisin P; | CsgHg2NOgp 800 OH OH 3HP CH3
Fumonisin P, | CggHg2NO1s 784 H OH 3HP CHs
Fumonisin P3 | CszgHgNOs 784 OH H 3HP CH3

Sekil 4.1 : Fumonisinin kimyasal yapis1 (Waskiewicz ve dig., 2012).

F. verticilloides i¢in 17 gen kiimesi belirlenmistir bunlar FUM1-FUM3 ve FUM6—
FUM21 tanimlanmis, karakterize edilmis ve klonlanmistir. FUM2 ve FUM3’iin
FUM9 ve FUM12 ayr1 ayr1 6zdes oldugu goriilmiistiir. Bu kiimeler fumonisin
biyosentezini katalize eden dokuz enzimi kodlamaktadir (Myung ve dig., 2009).
Fumonisin biyosentetik yolu dogrusal iki metil gruplu poliketit ve poliketit sentaza

bagli karbonil grubunun sentezlenmesiyle baslar (FUMI tarafindan kodlanir).
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FUM21, en son tanimlanmis gendir, FUMI1 poliketit sentaz geninin bitigiginde
bulunur ve transkripsiyon prosesinde yer alir. Bu asamadan sonra karbonil grubu bir
hidroksil grubuna indirgenir (FUM13), iki karbon atomu dort karbon atomuna
hidroksile olur (FUM2 (eski FUMI12) ve FUM6 FUM3) ve alti atomlu
propantrikarboksilik asitin esterlesmesi (FUM9) goriiliir (Bryta ve dig., 2013).

A. niger fumonisin gen kiimesi, Fusarium FUM kiimesinden daha farklidir. A. niger
gen kiimesinde Fusarium FUM kiimesinde olan 7 gen bulunmamaktadir. A. niger
kiimesinde eksik olan bu FUM2 geni, fumonisin molekiiliiniin iskeletinde onuncu

karbon atomunun hidroksilasyonundan sorumludur (Susca ve dig., 2010).

4.1 Fumoisinlerin Saghk Uzerine Etkileri

Fumonisinlerin viicuttaki sfingolipid biyosentezinde ara madde olarak iiretilen
sfingosin yapisina benzerliginden dolayr bu toksinin sfingolipid mekanizmasini
inhibe ederek hiicrede bir takim istenmeyen ciddi problemler meydana getirdigi
diistiniilmektedir. Karaciger ve bobreklerde sphingolipid metabolizmasinin FB;
tarafindan engellenmesi direk doku hasarina neden olmaktadir (Rocha ve dig. ,
2011). Fumonisinler ayrica seramit sentezini inhibe eder bdylece sfingolipid
metabolizmasina ait sfingozin ve diger sfingoid bazli iirlinler olan biyoaktif ara
tirtinlerin birikmesine ve kompleks sfingolipidlerin azalmasina neden olur. Ayrica
membran proteinlerininin fonksiyonlarini engellerler (Waskiewicz ve dig., 2012).
Fumonisinlerin bilinen toksizitesi ve karsinojenisitesine ek olarak, bu toksinlerin
teratojenik oldugu goriilmiistiir, noral tiip dejenerasyonunu azaltan folik asitin
yararliligin azalttigr diistiniilmektedir. Bu ise fumonisinlerin tiiketiminin insanlarda
sinir yolu hasar1 (néral tiip hasar1) ve bunlarla alakali olan kraniyofasiyal anomaliler
icin risk faktorii olusturmaktadir. Folat metabolizmasina engelleyerek ndral tiip
defektlerini artirir (Waskiewicz ve dig., 2012).

Transkei — Giiney Afrika and Linksian—Cin bolgelerinde goriilen 6zofagus kanser
oran1 ve F. verticilloides, fumonisin miktar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
goriilmiistiir. Bu da FB;’in nefrotoksik, hepatoksik oldugunu ve ¢esitli hayvanlar
tizerinde immunosupressif etkisi oldugunu gostermektedir. Fumonisinlerin atlarda
leukoencephalomalacia (beyin iltihab1) hastaligina , farelerde ise akciger 6demi ve
karaciger kanserine neden oldugu goriilmiistiir (Karbancioglu ve Heperkan, 2009).

IARC tarafindan deney hayvanlar1 iizerine yapilan c¢aligmalar sonucu insan
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karsinojenleri olarak siniflandirilmistir. Tolere edilebilir giinliikk alim miktarlar
(TDI) Avrupa Birligi-Gida Bilimsel Komitesi tarafindan fumonisin By, B, ve Bj igin
21g/kg olarak belirlenmistir (SCF, 2003). Gida bilimsel komitesi Fisher fareleri
tizerine yapilan ¢alismalar sonucunda fumonisinlerin (B;, Bz, B3) hayvan
hepatositleri ile sitotoksik iliskisi oldugu ve hepatosit nodiillerini indiikleme
potansiyeline sahip olup ve bunlart artirdig1 goériilmiistiir. Fumonisine maruz kalmis
karaciger incelendiginde karacigerdeki lipid peroksidasyonunun artti§i goriilmiistiir.
Buda oksidatif zararin Dbelirtilerinden olup toksizite ve Karsinojenisite
olusturmaktadir. Fumonisin B ile muamele; hepatoksisite ve apaptoza neden olup
hiicre ¢ogalmasi1 iizerine inhibitoér etkisi bulunmaktadir, prosesle ilgili normal
gelisimi engeller sonra normal olan karaciger homeostasisin bozulmasi ile
hepatoselliiler kanser (HCC) gibi kanser riskleri artar. HCC diinyada besinci yaygin
kanser tiirtidiir. Cinin; Haimen (Jiangsu) ve Penlai’de (Shandong Eyaleti) yapilan
karaciger kanseri taramalarinda Haimen’deki 6lim oraninin Penlai’dekine kiyasla
dort kat fazla oldugu goriilmiistiir. Buralarda 240 misir lizerinde yapilan 3 yillik
caligmanin sonuglari incelendiginde ise fumonisin B miktariin Haimende 10-50 kat

fazla oldugu goriilmiistiir (Waskiewicz ve dig., 2012).

4.2 Fumonisin Ureticisi Kiifler

Fumonisinler ilk olarak Fusarium verticillioides tarafindan tiretildigi tespit edilen
karsinojenik mikotoksinlerdir. ~ Sonraki yillarda Fusarium proliferatum, F.
subglutinans, F.oxysporum ve F. globosum gibi Fusarium’a ait diger tiirlerin de bu
toksini Uretebildigi gorillmistir (Varga ve dig., 2010). F.verticilloides ve
fumonisinler biitiin musir iretim alanlarinda bulunur Fusarium spp. genel olarak
sicak ve kuru bolgelerde baskindir. Misir ve musir {irlinlerine ek olarak, fumonisinler
bugday ve arpa, piring, sorgum, kuskonmaz, siyah c¢ay, tibbi otlarda bulunur
(Karbancioglu ve Heperkan, 2009). Fumonisinlerin A serisi tane misirdan izole F.
verticillioides kiiltiiriinden izole edilmistir. P serisi misirda bulunan F.
proliferatum’den izole edilmistir (Waskiewicz ve dig., 2012).

F. napiforme, F. oxysporum, F. dlamini,, F. nygamai siklikla misir ve misir
tirlinlerinde fumonisin kontaminasyonuna neden olmaktadir (Waskiewicz ve dig.,
2012). F.ramigenumun kuru ve yas incirde kontaminasyona neden oldugu tespit

edilmistir. (Moretti ve dig., 2009).
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Fusarium verticillioides kati besi yerinde fumonisin By, B, B iiretirken , A.niger ise
yiikksek karbonhidrat veya NaCl igeren kati besiyerlerinde sadece fumonisin B,
tretmektedir (Noonim ve dig., 2010). A. niger bazi suslar1 hem okratoksin A hem de
fumonisinleri {iretmektedir, boylece bazi gida ve yemler bu iki toksini birlikte
icerebilmektedir (Frisvad ve dig., 2007).

Kuru iiziim, hurma ve incir gibi diisiik su aktivitesine sahip triinlerde Aspergillus
niger izolatlar1 yiiksek miktarda fumonisin iiretme potansiyeline sahiptir (Varga ve
dig., 2010). 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada ilk kez A. niger tarafindan FB,
tiretilebildigi agiklanmis, ayni ¢aligmada farkli bilesime sahip besi ortamlarin etkisi
de incelenmis ve sakkaroz, NaCl veya gliserol igeren ortamlarin A. niger’in
fumonisin tiretimini destekleyici etkisi oldugu goriilmiistiir (Frisvad ve dig., 2007).
Aspergillus niger ile evrimsel olarak iligkili fumonisin biyosentezini yapan bir gen
kiimesi bulunmus, kahve g¢ekirdegi ve liziimden elde edilen A. niger izolatlarmin
fumonisin drettikleri kanitlanmistir ( Waskiewicz ve dig., 2012).

Yapilan bir caligmada 180 adet Aspergillus niger izolatinin %8'inin fumonisin,
%17’sinin OTA, %10’unun ise her iki mikotoksini de iirettigi saptanmistir (Frisvad
ve dig., 2011b). Aspergillus section Nigri tyelerinin fumonisin iiretimleri ile ilgili
yapilan bir ¢alismada Tayland’da yetistirilen kahve cekirdeklerinden elde edilen
izolatlar kullanilmistir. Fumonisin B2 {ireticisi 2 kiifiin ayn1 zaman da okratoksin A
irettigi de bulunmustur (Noonim ve dig., 2009). Chiotta ve dig. (2011), sadece A.
niger’in OTA ve fumonisini birlikte iiretebileceginden bahsetmistir. Bu kapsamda
yaptiklar1 ¢aligmada Arjantin tiziimlerinden izole edilen A. niger’in fumonisin tiretme
sikliginin (%35) OTA iiretme sikligina (%14) gore daha az oldugunu belitmislerdir.
Varga ve dig. (2010) yaptig1 ¢alismada A. niger’in sadece fumonisin B, ve B4
tirettigi goriilirken  F. verticillioides arpa, yulaf, piring, patates, ve havugtan elde
edilen kat1 besiyerlerinde fumonisinlerin hepsini iiretebildigi goriilmiistiir. Ayrica
Aspergillus izolatlariin Fusaria ile kiyas edildiginde daha az miktarda fumonisin
liretmelerine ragmen, kurutma prosesi kuru iiztimde bu toksinin birikmesine neden

oldugu goriilmiistiir.

4.3 Gidalarda Fumonisin Varhgi

Fumonisinler misir ve misir bazli iirtinlerde ¢ok sik bulunmaktadir. FB; sadece misir

ve misir bazli iirlinlerde degil , bira, piring, tritikale, boriilce tohumu, fasiilye, soya ve
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kuskonmazda da gorilmistir (Scott, 2012). Ekmeklik bugdaylar ve durum
bugdaylarinda fumonisin taramasi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Arjantin’in ana
bugday tiretim alanindan toplanan 135 ekmeklik 40 durum bugday1 {izerine yapilan
calismada; ekmeklik bugdaylarda 0.16- 680.44 ug/kg arasinda, durum bugdayinda
ise 0.15- 1304.39 pg/kg arasinda fumonisin varligr tespit edilmistir (Cendoya ve
dig., 2014). Arjantinde 2007-2008 iki farkli hasat zamaninda toplanan 55 durum
bugdayi lizerinde yapilan ¢alismada, 2007 yilindaki 30 6rnekten 29 unun (%97) 10.5
-1245.7 ug/kg arasinda FB; ve FB,, 2008 yilinda ise 25 drnekten 6’sinda fumonisin
goriilmiistiir (Palacios ve dig. , 2011). Iran’da yapilan bir c¢alismada ise; farkl
marketlerden toplanan 82 bugday 6rnegi lizerinde FB1, FB; ve FB3 ayr1 ayr1 %68.2,
% 42.6, ve % 31.7 oranlarinda ve 15-155 pg/kg, 12-86 pg/kg ve 13-64 ug/kg
miktarlarinda gorilmiistiir (Khosrow ve dig.,2010). 2010-2011 yillar1 arasinda 7
farkli Avrupa iilkesinden toplanan 33 bira 6rnegi analiz edilmis 33 6rnegin 32’sinde
FBigoriilirken (%97), 19’unda FB; goriilmistir (%57.6). Diger iilke biralariyla
karsilastirildiginda en yiiksek miktarda fumonisin Italyan biralarinda goriilmiistiir
(30.3 pg/L FB;1 ve 3.9 pug/L FBy) (Bertuzzi ve dig., 2011).

Malavi’nin Lilongwe ve Dowa Bolgeleri'ndeki chewa kabileleri ve ticari kdy
biracilarindan rastgele toplam 9 adet geleneksel bira 6rnegi analiz edilmis. Biitiin
bira 6rneklerinde fumonisin tespit edilmistir. FB; ve FB; toplam1 1745-1294 ng/kg
miktarlar1 arasinda, FB1,FB; ve FB3 toplami1 1898-1405 pg/kg miktarlar1 arasinda
gorilmistir (Matumba ve dig., 2013).

Ege Bolgesi'nde 7 farkli yerden 2003-2004 yillarinda kurutma dénemlerinde
toplanan 115 incir numunesi tizerinde FB; analizi yapilmis. 115 kuru incir 6rneginin
86’sinda (%74.4) 0.046-3.649 pg/g araliginda FB; gorilmiistiir, bunlarin ise
%9.6’sindaki FB; diizeyinin 1 pg g ’dan fazla oldugu belirtilmistir (Karbancioglu
Giiler ve Heperkan, 2009).

Italya’ da yapilan bir arastirmada ise Apulia bdlgesinden toplanan incirlerin F.
ramigenum, F. solani ve F. proliferatum ile kontamine oldugu. F. ramigenum
suslarmin kiltiir ortaminda 1.575 mg/kg diizeyinde FB; ve FB, meydana getirdigi
saptanmis  bOylece F. ramigenum’ un kuru ve yas incirlerde fumonisin
olusturabildigi belirlenmistir (Moretti ve dig., 2009).

Ege Bolgesi'nde 2011 yilinda  diinya kuru incir iiretiminin %60’ 1n1 karsilayan
Biiyiik ve Kiigiik Menderes Havzalarinda yetistirilen Sarilop incirleri iizerinde

yapilan bir diger ¢alismada kuru incir 6rnekleri incelenmis. 2004 ve 2005 yillarinda
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hasat edilen bu numunelerle yapilan ¢aligmalarda FB; ve FB, varlig1 tespit edilmistir.
2004 yilinda hasat edilen 125 6rnegin 64 tinde (%52), ortalama 0.052 pg kg™’ FB; ve
12’ sinde ise ortalama 0.043 pg kg™' FB, bildirilmistir. 2005 yilinda hasat edilen 137
6rnegin 111° inde ortalama 0.075 pg kg ' FB; ve 44’ iinde ortalama 0.042 pg kg™
FB, kontaminasyonu bildirilmistir (Kdseoglu , 2008).

Lizbon ve Portekiz marketlerinden toplanan 18 farkl: tip siyah c¢ay ve 4 farkli tibbi
bitkisinden olusan 69 adet ornek tizerinde FB; ve FB; analizi yapilmis. Siyah
caylarin % 88’inde 80 ve 280 ng/kg , portakal agaci yapraklarinda 350-700 pg/kg,
thlamur yapraklarinda ise 20-200 pg/kg miktarlar1 arasinda FB; goriilmustiir
(Martins ve dig., 2001).

Kahve ¢ekirdeklerinde fumonisin kontaminasyonu iizerine yapilan bir ¢alismada, 12
kahve ¢ekirdeginin 7 tanesinde 1- 9.7 ug/kg FB; bulunmustur. 2 tanesinde FB; ile
FB,’ iin beraber bulundugu bildirilmistir (Noonim ve dig., 2009).

Uziimlerde FB, kontaminasyonu ilk kez Italya’da depolanan {iziim 6rneklerinde
tespit edilmistir. Yapilan calismada liziimden izole edilen sekiz tane A. niger
izolatindan dort tanesinin 29-293 ug/g miktarlar arasinda FB; tirettigi bildirilmistir
(Logrieco ve dig., 2009). Uziimle ilgili yapilan bir diger calismada, izole edilen A.
niger suslarinin %77’sinin besiyerinde FB; tirettigi bildirilmistir. Fumonisin tiretme
kapasitesine sahip 10 adet A. niger susunun {iziime inokiilasyonlar1 sonucu {iziimde,
171-7841 pg/kg FB, ve 14-1157 pg/kg FB4 olusumu goézlemlenmistir. Fumonisin
tireticisi 4 sus, kuru liziimde de 5-6476 pg/kg FB, ve 12-672 ng/kg FB, tiretmistir
(Mogensen ve dig., 2010).

Macaristan’ da kuru iizimlerle ilgili yapilan bir diger ¢calismada 30 adet A. niger/A.
awamori suslarinin 20 tanesinin fumonisin oldugu belirlenmistir. Kontaminasyon
miktar1 0.017-19.6 mg/kg arasinda degismektedir. 7 kuru iiziim Orneginde Siyah
aspergilli tarafindan 4.55-35.49 mg kg’ konsantrasyonunda fumonisin
kontaminasyonu meydana gelmistir (Varga ve dig., 2010).

Bati Yunanistan Bolgesi’nde bulunan Zante Adas1 ve Peloponez bolgelerinden 2011
yilinin Eyliil aymnda alinan toplam 41 adet kuru liziim Ornegi iizerinde yapilan
incelemede orneklerin 12’sinde (%29,2) 7.1 pg/kg ve 25.5 pg/kg araliginda FB;
tespit edilmistir (Perrone ve dig., 2013).

Cizelge 4.1°de fumonisin tespit edilen gidalar gosterilmistir.
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Cizelge4.1: Gidalarda fumonisin varligi.

Gida Ornegi Pozitif OrnekSay1s1/ Aralik Deger Yontem Ulke Referans
Ornek Sayisi (ug/kg)
FB1 FB:
Kuru incir 86/115 46-3649 .y Karbancioglu ve
HPLC Tirkiye Heperkan, 2009
FB, FB,
Kahve cekirdegi 7112 1-9,7 LC-MS/MS italya Noonim ve dig., 2009
FB, FB,
Uziim 2/12 10-400 LC-MS/MS Italya Logrieco ve dig., 2009
FB, FB,
Kuru Uziim 12/21 7,1-25,5 HPLC Yunanistan Perrone ve dig., 2013
FB, FB,
Kuru Uziim 7/13 4,55-35,49 HPLC Macaristan Varga ve dig., 2010
FB, FB,
Sarap 18/77 1-25 LC-MS/MS italya Mogensen ve dig., 2013
FB, FB4 FB, FB,4
Sarap 9/45 - 0,4-2,4 - LC-MS/MS Italya Logrieco ve dig., 2010
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Cizelge4.1: Gidalarda fumonisin varligi devama.

Gida Ornegi Pozitif OrnekSay1s1/ Aralik Deger Yontem Ulke Referans
Ornek Sayis1 (ug/kg)
FBl FBz FB3 FBs FBl FBZ FB3 FBG
Dar1 35 36 35 10/37 508 149 41 2263
Yer fistigi 18 12 15/35 - 5 2 3 -
Soya fasulyesi 10 10 10/10 - 49 11 75 LC-ESI-MS/MS Kamerum Abia ve dig., 2013
Misir birasi 14 14 14 1/14 334 55 43 76,13
Yer fistig1 corbasi 11 5 1 2/15 4 3 1,88 201
Kuru kuru 6 - 2/6 - 32 - 3,8 -
Dagwa 8 8 7/8 - 90 23 7 -
FB, +FB, FB, +FB,
Yulaf bazli tahil - -
Arpa bazli tahil - -
Soya formiilii - - HPLC Nijerya Somorin ve dig., 2012
Kremali misir - -
Soya bazli tahil 18/24 44
Piring bazli tahil 1/25 10
Cok tahill1 gevrek 22/69 43 HPLC-OPA Kanada Lombaert ve dig., 2010
Dis biskiivisi 1/2 20
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Cizelge4.1: Gidalarda fumonisin varligi devama.

Gida Ornegi Pozitif OrnekSay1s1/ Aralik Deger Yontem Ulke Referans
Ornek Sayisi (ng/kg)
FB1 FB, FB: FB;

Misir unu 28/29 19/29 494 158

Misir irmigi 19/28 8/28 414 171 HPLC-OPA Brezilya Martins ve dig., 2012

Patlamig misir 15/17 10/17 338 108

Misir nisastast 11/15 8/15 254 86

Misir gevregi 9/11 6/11 398 87
FB; FB;

Bugday 92/103 919-2079 ELISA Sirbistan Stankovic ve dig., 2012
FB: FB; FB, FB,

Yer elmasi unu (Yam Flour) ~ 32/100  5/100 <0.5-9 <LOD 2 HPLC Nijerya Somorin ve dig., 2012
FUM FUM

Dar1 57/63 1756

Bugday 20/51 66 ELISA Hirvatistan Pleadin ve dig., 2013

Arpa 5/34 44

Yulaf 2133 28
FB1 FB; FB, FB,

Bira 25/29 12/29 0,3-12,7 - HPLC-OPA Amerika Hlywka ve Bullerman,

2010
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4.4 Fumonisinler Ilgili Yasal Diizenlemeler

Meyvelerde FB; i¢in heniiz bir yasal diizenleme mevcut degildir. Avrupa Birligi
islenmemis misir ve musir ununda maksimum limiti 2ug/g, musir irmigi ve misir
yemi i¢in maksimum limit ise 1ug/g olarak belirlenmistir (EC 2006). FDA
tarafindan fumonisinler i¢in kabul edilen maksimum miktarlar iyi tarim uygulamalari
ve iyi lretim uygulamalari dogrultusunda tabloda gosterilmistir (FDA,2001).
Ulkemizde de gidalarda bulunan maksimum fumonisin diizeyleri 2008 yilinda
belirlenmistir (TGK, 2008). Cizelge 4.2 ° de fumonisin ile ilgili yapilan yasal

diizenlemeler verilmistir.

Cizelge 4.2 : Fumonisin diizeyleri ile ilgili gidalardaki yasal diizenlemeler.

Maksimum diizey

Ulke Uriin (ng/g)

Kuru 6giitme ile edilmis misir iirlinleri (Yag igerigi kuru FB;+FB,+FB; 2
bazda <%2.25 olan misir unu vb.

Biitlin veya kismen kuru dgiitmeyle elde edilmis misir  FB;+FB,+FB; 4
ABD' iriinleri
Kuru 6giitmeyle elde edilmis misir kepegi FB1+FB,+FBs 4

Muisir tortilla iiretiminde kullanilacak temizlenmis misir FB,+FB,+FB; 4

Patlamis musir iretiminde kullanilacak temizlenmis  FB;+FB,+FB;

misir
Islenmemis musir FB,+FB, 2
Misir unu, Ogitillmils musir, yagi almmig ogiitilmiis  FB;+FB; 1

mistr, rafine misir irmigi
Avrupa Dogrudan tiiketilen misir bazli dirlinler (Misir unu, FB;+FB, 0.4
Birligi? Ogutilmis musir, yagr alinmig 6gitilmis musir, islenmis

bebek ve ¢ocuk gidalart harig)

Islenmis musir bazli bebek ve ¢ocuk gidalar: FB,+FB; 2

: . ) FB:+FB, 4

Islenmemis musir (1slak ogiitiilecekler harig)

P(igmdan insan tiikketimine sunulan misir ve misir bazli FB,+FB, 1
Tiirkiye® iiriinler

Muisir bazli kahvaltilik tahillar ve misir bazli ¢erez FB;+FB, 0.8

Bebek ve ¢ocuk ek gidalari (islenmis misir bazli olanlar)  FB;+FB, 0.2
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Cizelge 4.2 : Fumonisin diizeyleri ile ilgili gidalardaki yasal diizenlemeler devamu.

500 mikrondan biiylik eleklerden gegirilerek iiretilen
misirin - kabaca oOgitiilmesinden elde edilen kiiglik
parcalar ve musir ilmigi (GTIP 1103 13) veya misirdan
elde edilen pelleter (GTIP 1103 20 40) ve dogrudan
insan tiikketimine sunulmayan 500 mikrondan biiyiik

FB1+FB, 14

eleklerden gecirilerek iiretilen musir veya misir
tirtinlerinin kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gegirilerek
iiretilen misir unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan
tilkketimine sunulmayan 500 mikrondan kiiciik ve esit
eleklerden gecirilerek iiretilen misir veya misir

FB1+FB, 2

tirtinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

L FDA, 2001
2. EC, 2006
3. TGK, 2008

4.5 Fumonisin Analiz Yontemleri

Fumonisin belirlenmesinde; ince tabaka kramatografisi (TLC), GC/MS, Kkiitle
spektrometreli kapiler eloktroforez (CE/MS) ve LC/FLD gibi analitik teknikler
kullanilmaktadir. Son yillarda yiiksek hassasiyetinden dolayr LC/MS kullanilmaya
baslamistir. Fumonisinler elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile de belirlenebilmektedir.
Cok fazla sayidaki 6rnegin fumonisin miktarin1 kolay bir sekilde belirlemek icin
ELISA gibi antikorlara dayanan metotlar da kullanilmaktadir(Waskiewicz ve dig.,
2012). Son yillarda fumonisin analizlerinde FT-NIR spektroskopisi kullanilmaya
baglamistir. Bu teknigin avantaji hizli ve kolay kullanilir olmasidir(Gaspardo ve dig.,
2012).

HPLC/FLD gida ve yemlerde fumonisin analizi i¢in kullanilmaktadir. Diinya
genelinde misir ve misir bazl iiriinlerin HPLC/FLD analizi 6ncesi tiirevlendirme
yapilmaktadir. Fumonisinler molekiil yapilarinda kromofor bulundurmadigi i¢in
fumonisin molekiilleri UV 1sinlarini1 absorbe edemezler ve de herhangi bir floresans
ozellik gostermezler. Bu yiizden HPLC/FLD ile analizlerde, fumonisinlerin floresans
Ozellik gosteren bilesiklere tiirevlendirilmesi gerekmektedir (Bryla ve dig., 2013).
Tiirevlendirmenin dezavantaji ise reaktif madde ile tilirevlendirilmis {irliniin

stabilitesini belli bir zaman iginde kaybetmesidir. Bu sorun reaktif eklendikten
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sonra 2 dakika i¢inde HPLC’ye enjekte edilmesi ile ¢oziilmektedir. Tiirevlendirme
icin nafteleno-2,3-dikarboksilik aldehit (NDA), cyanobenz [f] izoindol (CBI),
ophtaldialdehyde (OPA) ve 7.floro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (NBD-F) gibi
farkli reaktifler kullanilmaktadir (Bryla ve dig., 2013). Fakat hepsinde de aym
dezavantaj s6z konusudur. Fumonisin analizi i¢in gelistirilen TLC metotlart normal
faz (silika) ve ters faz (C18) kramatografi igerirler. Bir veya iki boyutlu TLC yiiksek
miktarda fumonisin igeren gida ve fungal kiiltiirlerde fumonisin analizi igin
kullanilmaktadir. Yem gibi kompleks matrislerde ara triinler uzaklastirilamadig
icin tek boyutlu TLC kullanim1 yeterli olmamaktadir (Krska ve dig., 2007).

GC metotlar1 fumonisin hidrolizi igerir, 1,2,3-propane tricarboxylic acid
esterifikasyonu veya aminopoliol kisminin agillenmesi ile devam eder. GC-MS (Gaz
kromatografisi/kiitle spektrometrisi) fumonisin analizlerinde siirli bir sekilde
kullanilmaktadir, genellikle fumonisinlerin hidrolizatlarinda bulunan TCA
(trikarbalik asit) kismimi tanimlamak i¢in kullanilir (Krska ve dig., 2007). (GC/MS)
yontemi oldukc¢a hassas ve segici olmasina ragmen pahali ekipman icerdigi i¢in cazip
degildir (Arranz ve dig., 2010).

LC-MS metotlart HPLC’den daha hassastir fakat genellikle metabolik ¢alismalar i¢in
kullanilmaktadir. Kemirgen yemlerinde  LC/ESI-MS baz alinarak bir metot
gelistirilmis ve diisiik miktarlar1 belirlemede kullanilmigtir (LOD=1.1 ug/kg) (Krska
ve dig., 2007).

ELISA, uygulanmasi kolay ve pahali ekipman gerektirmeyen bir yontemdir. Bu
yontem ile FB; sadece nicelik olarak belirlenebilir (Arranz ve dig., 2010), fakat LC
metotlarina kiyasla hassasiyetleri diistiktiir. Bu metot ayrica hidrolize fumonisin
miktarin1 belirlemek i¢in de kullanilmaktadir. ELISA yonteminde ¢ogu zaman
fumonisin miktar1 normalden fazla bulunmaktadir. Bu fazlaligin mevcut antikorlarin
fumonisin olmayip yapisal olarak fumonisine benzeyen maddelere de capraz bir
sekilde baglanmasi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Krska ve dig., 2007)
Immiinosensér ve kapiler zon eloktroforezi gibi diger metotlar da gida maddelerinde
fumonisin tayini i¢in gelistirilmis fakat bunlarla ilgili genis bir uygulama
yaptlmamistir(Krska ve dig., 2007).

Sonug olarak, gida maddelerinde fumonisin analizi i¢in en fazla kullanilan analitik
metodun LC-FLD oldugu goriilmektedir. Gida analizleri i¢in, OPA tiirevlendirmesi
sonra uygulanan LC metotu FB; , FB;, FB3 analizi igin AOAC tarafindan standart

teknik olarak kabul edilmistir. LC/FLD ayrica yemlerde fumonisin belirleme i¢in de
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kullanilmaktadir (Krska ve dig., 2007). LS/MS son zamanlarda sik¢a kullanilmaya
baslamistir. FD ile kiyasla MS dedektdriiniin asil avantaji herhangi bir tiirevlendirme

gerektirmemesidir boylece analiz daha kolay hale gelmektedir (Bryla ve dig., 2013).
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5.MATERYAL VE METOT

5.1 Kuru Uziim Ornekleri

Calismada Izmir, Bingdl, Kahramanmaras, Konya, Gaziantep ve Istanbul illerinden
temin edilen 5 ¢esit kuru tiziim; 19 adet Sultana(¢ekirdeksiz), 15 adet Besni (kirmizi
ir1 ¢ekirdekli), 17 Antep (iri ¢ekirdekli siyah), 4 Maras (siyah c¢ekirdekli), 2
Karaman (¢ekirdekli siyah),1 Adet Urumu(cekirdekli sar1 kiiglik) 1 adet Dimigki
(kirmiz1 iri ¢ekirdekli) olmak iizere toplam 60 adet kuru {iziim temin edilmistir. Kuru
lizim Ornekleri analize alinincaya kadar +4°C’de saklanmistir. Elde edilen sonuglar
AB iilkelerinde ve Tiirk Gida Kodeksi (TGK)’nde kabul edilen maksimum limitlere

gore degerlendirilmistir.Kuru tiziim 6rnekleri Cizelge 5.1°de gosterilmistir.

Cizelge 5.1: Kuru Uziim Ornekleri.

Ornek Cesit Sehir Ortalama  Ortalama Cekirdek Renk
No en (cm) boy (cm)

1 Sultana  Manisa 1,046 1,46 Yok Kahverengi
2 Sultana Manisa 1,022 1,34 Yok Sar1

3 Sultana Manisa 1,064 1,36 Yok Sari

4 Sultana [zmir 1,14 1,24 Yok Sar1

5 Sultana  Izmir 0,944 1,56 Yok Sar1

6 Besni Besni 1,38 2,44 Var Kirmizi
7 Besni Besni 1,452 2,69 Var Kirmizi
8 Maras Kahramanmaras 1 1,43 Var Siyah

9 Antep Bingol 1,16 2,14 Var Siyah
10 Sultana Manisa 0,922 1,34 Yok Sar1

11 Antep Bingol 1,168 2,21 Var Siyah
12 Antep Bingol 1,43 2,36 Var Siyah
13 Antep Bingol 1,40 2,22 Var Siyah
14 Besni Bingol 1,27 1,82 Var Kirmizi
15 Besni Bingol 1,45 2,24 Var Kirmizi
16 Besni Bingol 1,56 2,72 Var Kirmizi
17 Besni Bingol 1,27 1,82 Var Kirmizi
18 Antep Bingol 1,31 2,16 Var Siyah
19 Sultana Manisa 1,14 1,24 Yok Sar1

20 Sultana  Izmir 1,02 1,36 Yok Kahverengi
21 Sultana Alasehir 0,93 1,29 Yok Sar
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Cizelge 5.1 : Kuru iiziim 6rnekleri devama.

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

Sultana
Sultana
Sultana
Sultana
Sultana
Antep
Sultana
Besni
Besni
Antep
Karaman
Antep
Besni
Antep
Antep
Antep
Antep
Besni
Besni
Besni
Sultana
Sultana
Antep
Maras
Besni
Dimiski
Antep
Antep
Sultana
Antep
Maras
Besni
Antep
Besni
Besni
Karaman
Maras
Sultana
Urumu

Sultana
Sultana
Sultana
Sultana
Sultana
Antep
Sultana
Besni
Besni
Antep
Konya
Antep
Antep
Bingol
Antep
Antep
Kilis
Antep
Antep
Kahramanmaras
[zmir
Manisa
Antep
Bertiz
Besni
Besni
Antep
Kilis
Sultana
Antep
Bingol
Antep
Antep
Antep
Besni
Konya
Kahramanmaras
Manisa
Kilis

0,92
1,11
1,01
0,97
0,9

1,36
1,02
1,44
1,44
1,39
1,23
1,33
1,38
1,31
1,32
1,44
1,40
1,27
1,50
1,27
0,97
1,13
1,33
1,15
1,30
1,26
1,33
1,39
0,97
1,31
1,12
1,27
1,43
1,27
1,18
1,23
1,18
0,97
1,24

1,36
1,16
1,46
1,52
1,51
2,28
1,36
2,46
2,40
2,30
1,57
2,28
2,32
2,17
2,39
2,29
2,22
1,81
2,54
1,82
1,52
1,56
2,34
1,42
1,81
2,33
2,28
1,58
1,52
2,16
1,48
1,82
2,28
1,82
1,62
1,59
1,54
1,52
1,51

Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Yok
Var

Sar1
Sar
Kahverengi
Sar
Sar1
Siyah
Sar1
Kirmizi
Kirmizi
Siyah
Siyah
Siyah
Kirmizi
Siyah
Siyah
Siyah
Siyah
Kirmizi
Kirmizi
Kirmizi
Sari
Sar
Siyah
Siyah
Kirmizi
Kirmizi
Siyah
Siyah
Sari
Siyah
Siyah
Kirmizi
Siyah
Kirmizi
Kirmizi
Siyah
Siyah
Sar
Kahverengi
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5.2 Kuru Uziim Orneklerinde Mikotoksin Tayini
5.2.1 Okratoksin A tayini
5.2.1.1 Okratoksin A standartlarinin hazirlanmasi

Toz haldeki OTA (Sigma Aldrich O1877, > % 98 saflikta) standardina toluen: asetik
asit (99:1, v/v) ilave edilerek 29,25 pg/ml konsantrasyonunda OTA stok ¢6zeltisi (1.
asama standart) hazirlanmigtir. Stok ¢ozelti karanlikta ve -18°C° de muhafaza
edilmistir.

Stok ¢ozeltiden 2,5 pg/mL konsantrasyonunda toluen: asetik asitte (99:1, v/v) 2.
asama standart ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Calisma standardini (3. asama standart)
hazirlamak i¢in 0,5 ml 2. asama standart ¢Ozeltisi azot altinda kurutulmustur.
Kurutulan standart, 1-2 ml mobil faz (asetonitril:su:asetik asit, 99:99:2, v/v/v)
kullanilarak ¢oziilmiis ve daha sonra 5 mL’ ye tamamlanmistir. Boylece 0,25 pg/ml
konsantrasyonunda calisma c¢ozeltisi elde edilmistir. Calismada 0,25-10 pg/mL
konsantrasyonlarinda kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilmistir (Cizelge 5.2). Kalibrasyon

egrisinin korelasyon katsayisi (R%) OTA icin 0,99903 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.2 : Okratoksin A kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmas.

Kalibrasyon ¢ozeltisinin ~ Calisma standardindan ilave edilen solvent

konsantrasyonu (ng/mL)  alinan miktar (uL) miktari(uL)(asetonitril:su:aseti
k asit)
0,25 5 4995
0,5 10 4990
1 20 4980
2 40 4960
5 100 4900
8 160 4840
10 200 4800

5.2.1.2 Geri kazanim degerinin belirlenmesi

Geri kazanim oranmin belirlenmesi i¢in ornekte 0.2 ug/kg OTA olacak sekilde
Standard ¢ozeltiden kuru iiziime enjeksiyon yapilmistir. Ornekler toluen:asetik asit

¢ozgen karisiminin ugmasi i¢in ¢eker ocakta 24 saat bekletilmistir. Geri kazanim
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orant %86.3 olarak bulunmustur. Belirleme limiti (LOD) 0.2 pg/kg, 6l¢iim limiti
(LOQ) 0.26 pg/kg olarak tespit edilmistir.

5.2.1.3 immunoaffinite kolonla saflastirma ile OTA ekstraksiyonu

Kuru tliziimde okratoksin A analizi, Perrone ve dig. (2013) metotu baz alinarak
yapilmistir. Calismada analitik veya HPLC safliginda kimyasal maddeler
kullanilmistir. Immunoaffinite kolonlar1 (ochratest) Vicam firmasindan temin
edilmistir. Calismada, 4 gr Omnek iizerine 4 mL distile su , 26 mL
asetonitril:metanol:su (90:90:80) ilave edilerek 200 rpm hizinda 60 dakika boyunca
mekanik calkalayic1 kullanilarak karigtirilmistir. Karigim Whatman No 4 filtre
kagidindan siiziilmistiir. 6 mL filtrat iizerine 44 mL %1 PEG8000, %5 sodyum
bikarbonat iceren ¢ozelti eklenerek cam mikrofiber filtreden gecirilmistir.
Saflastirma islemi i¢in 6nce 10 mL filtrat immunoafinite kolona (IAK) verilmis,
sonra kolon sirayla 10 ml %2.5 NaCl, %0.5 NaHCOj3 igeren sulu ¢ozelti, 10 mL
distile su ile yikanmigtir. Kolon 10 ml’lik tiipe alinarak once hava gegirilmis,
ardindan 2 mL metanol yer ¢ekimiyle akisa yakin bir hizda gecirilmis 50°C’de su
banyosu i¢inde azot gazi altinda kurutulmustur. 500uL mobil faz ilave edilerek
HPLC cihazina verilmistir.

5.2.1.4 OTA analizi icin HPLC kosullar:

Okratoksin  analizi, Agilent 1100 serisi HPLC sistemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. ODS-Hypersil C18 (250 mm X 4,6 mm, 5 pm partikiil capl) ters
faz kolonda, 1 ml/dakika akis hizinda uygulanmistir. Kolon sicakligi 35 °C’dir.
Floresans dedektor ile ayrim igin tespit eksitasyon dalga boyu 333 nm (Aex) ve
emisyon dalga boyu 460 nm (Aem)’dir. Mobil faz asetonitril:su:asetik asit (99:99:2,
HA) karistmi olup, kullanilmadan once Sartolon 25006-47-N (0,45 pm) filtrede
stiziilmiis ve ardindan ultrasonik su banyosunda 3 dakika boyunca degassing islemi
uygulanmistir. Ornek enjeksiyon hacmi 100 pl olup, kolonda OTA alikonma siiresi
yaklagik olarak 10 dakikadir. Veriler Chemstation 3D yazilim programi ile
degerlendirilmistir.

5.2.2 Fumonisin tayini
5.2.2.1 Fumonisin B; ve B, standartlarinin hazirlanmasi

Sivi haldeki 488,3 ul fumonisin By ve B, (fumonisin mix solution, OKENAL)

asetonitril:su (50:50) ¢ozeltisi eklenerek 50 pg/mL konsantrasyonunda fumonisin By
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ve B; stok ¢ozeltisi (1. asama) hazirlanmistir. Elde edilen stok ¢ozeltiden seyreltme
yontemi ile 10 ile 200 pg/L konsantrasyonlari arasinda kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanmistir (Cizelge 5.3). Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi (R2 ) F B,
icin 0,99122 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5.3: Fumonisin kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi.

Kalibrasyon ¢6zeltisinin Calisma standardindan flave edilen solvent
konsantrasyonu (ng/mL) alinan miktar (uL) miktari(pL)(asetonitril)
1 4 4996
5 20 4980
10 40 4960
25 100 4900
50 200 4800
100 400 4600
200 800 4200

5.2.2.2 Geri Kazanim Degerlerinin Belirlenmesi

Geri kazanim oranmin belirlenmesi i¢in 6rnekte 10 pg/kg konsantrasyonunda
Fumonisin B, olacak sekilde standart ¢6zeltiden kuru tiziime enjeksiyon yapilmustir.
Ornekler ¢dzgen karisiminmn uzaklastirilmasi igin ceker ocakta 24 saat bekletilmis.
Daha sonra analizler yapilmistir. Geri kazanim oran1 %75,5 olarak bulunmustur.FB;

icin belirleme limiti (LOD) 8ug/kg, 6l¢tim limiti ise (LOQ) 8.63 pg/kg’dir.
5.2.2.3 Iimmunoaffinite kolonla saflastirma ile fumonisin ekstraksiyonu

Kuru iiztimde fumonisin analizi, Perrone ve dig. (2013) kullanilan metot modifiye
edilerek yapilmistir. Calismada analitik veya HPLC safliginda kimyasal maddeler
kullanilmistir. Immunoaffinite kolonlar1 (fumonitest) Vicam firmasindan temin
edilmistir. Yikama isleminde kullanilacak olan fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
hazirlamak i¢in PBS, 900 mL distile su icerisine 8 gr sodyum klortir, 1,16 gr susuz
disodyum hidrojen fosfat, 0,2 gr potasyum dihidrojen fosfat ve 0,2 gr potasyum
kloriir 1ilave edilip ¢ozdiriildikten sonra hacmin saf su ile 1000 mL’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmigtir. Co6zeltinin pH’1 HCI veya NaOH kullanilarak 7,4’
e ayarlanmigtir. 10 gram ogiitlilmiis 6rnek 40 mL su ile muamele edilip homojen bir
karisim olusturulmustur. Bu karisimin {izerine 75 mL asetonitril:metanol (50:50)
ilave edilerek 1 saat karistirma yapilmistir. Whatman 4 filtre kagidi ile filtrasyon

islemi yapilmis. 10 mL filtrat {izerine 40 mL su eklenmis ve cam mikrofiber filtre
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kagidi kullanilarak filtrasyon islemi yapilmistir. 10 mL filtrat Fumonitest kolondan
gecirilmis ve 10 mL PBS ile yikanmistir. Kolon 10 ml’lik tiipe alinarak 6nce hava
gecirilmis, ardindan 2 mL metanol yer ¢ekimiyle akisa yakin bir hizda gegirilmis
55°C’de su banyosu i¢inde azot gazi altinda kurutulmustur. 500uL asetonitril:su

(30:70) ilave edilerek HPLC cihazina verilmistir.

5.2.2.4 Fumonisin B; ve B; analizi i¢cin HPLC kosullar:

HPLC ile fumonisin analizi OPA reaktifi ile tiirevlendirmeyle gerceklestirilmistir.
OPA reaktifinin hazirlanmasi igin, 40 mg ortofital aldehit 1ml metanolde
¢oziildiikten sonra 0,1 M Na;B407.10H,0 ile 5 ml’ ye tamamlanmistir. Karisima 50
ul 2-merkaptoetanol ilave edilerek koyu renkli sisede saklanmistir. OPA reaktifi oda
kosullarinda bir hafta siireyle kullanilabilmektedir. Asetonitril:su (30:70) ile
¢ozlilmis kalintidan 50 pL alinarak 50 pL OPA reaktifi ilave edilerek 30 saniye
vortekste karistirilmis ve 3 dakika igerisinde HPLC’ ye enjekte edilmistir. OPA
tiirevinin floresans siddeti zamanla azalmaya basladigi i¢in, tekrarlanabilir sonuglar
elde etmek i¢in 6rnekler i¢inde enjeksiyon zamani sabit tutulmaya caligilmastir.

S1vi kromotografisi, dortlii ¢ozgen dagitim sistemi, 20 ul’lik dongii iceren Rheodyne
enjeksiyon sistemi, fluoresans dedektor (Aex: 335 nm; Aem: 440 nm), degasser
tinitesi iceren Agilent 1100 HPLC sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Veriler
Chemstation 3D yazilim programi ile degerlendirilmistir. Fumonisin ayrimi, oda
sicakliginda ODS-Hypersil C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um partikiil ¢apl) ters faz
kolonda 1 ml/dakika akis hizinda gergeklestirilmistir. Analizde mobil faz olarak o-
fosforik asitle pH’ 1 3,35’ e ayarlanmis olan metanol: 0,1 M NaH,PO,4.H,O (77:23,
v/v) kullanilmistir. Mobil faz kullanilmadan 6nce Sartolon 25006-47-N (0,45 pm)
filtreden siizlilmiis ve ultrasonik su banyosunda 2 dakika siiresince degassing islemi

uygulanmigtir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1 Kuru Uziim Orneklerinde Okratoksin A ve Fumonisin B, Varhg

Kuru iiztimlerde OTA miktari, 6rneklerin ilk olarak ekstraksiyon islemi devaminda
IA kolonla saflagtirilmasindan sonrasinda HPLC yontemi ile gerceklestirilmistir.
Analizde ters faz kolon ve floresans dedektor kullanilmistir. Kuru tiziimlerde OTA geri
kazanim degeri % 86,3 olarak belirlenmistir. OTA i¢in belirleme limiti (LOD) 0,2
ug/kg, olgtim limiti ise (LOQ ) 0.26 pg/kg olarak belirlenmistir. Kuru tiztimlerde FB,
analizi, Orneklerin ilk olarak ekstraksiyon islemi devaminda IA kolonla
saflagtirllmasindan sonrasinda HPLC yontemi ile analiziyle gergeklestirilmistir.
Analizde ters faz kolon ve floresans dedektér kullanilmistir. Kuru iiziimlerde FB,
geri kazanim degeri % 75.5 olarak belirlenmistir. FB; i¢in belirleme limiti (LOD) 8
ng/kg, olgiim limiti ise 8.63 pg/kg olarak belirlenmistir. Bu miktarlar Cizelge 6.1°de

gosterilmektedir.

Cizelge 6.1: Okratoksin A ve fumonisin B, i¢in validasyon degerleri.

OTA (ng/kg) FB: (ng/kg)
Belirleme limiti (LOD) 0.2 8
Olgiim Limiti  (LOQ) 0.26 8.63
Geri Kazanim (%) 86.3 75.5

Caligilan 60 Ornegin 11 tanesinde (%18,3 ) 0.22-5,26 ng/kg araliginda OTA tespit
edilmistir. Calisilan 6rneklerin 19 tanesi sultana (%31.6), 16 tanesi Besni (26.6), 17
tanesi Antep (%28.3), 4 tanesi Maras (%6.6), 2 tanesi Karaman (%3.3), 1 tanesi Urumu
(%1.6) , 1 tanesi Dimigki (%1,6) ¢esit kuru tizim 6rnekleridir. Sultana tiziimlerinin 1
tanesinin (%5,3), Besni iziimlerinin 5 tanesinin %31,25’i, Antep iziimlerinin 5
tanesinin (%29,4) OTA ile kontamine oldugu goriilmiistir. Marag, Karaman ve
Urumu tizimlerinde OTA tespit edilmemistir. Sultana, Besni, Antep, Maras, Karaman,
Urumu, Dimigki tiziimlerinden olusan 60 ornekten 1 tanesinin (toplam iiziimlerin
%1.6’s1) FB; ile kontamine oldugu goriilmiistiir. Antep {liziimlerinin %5.8’inin 8.8

ug/kg FB; ile kontamine oldugu gorilmistir. Diger tiziim tiirlerinde FB, tespit
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edilmemistir. FB, ve OTA’nin birlikte oldugu kuru iiziim tespit edilmemistir. Tespit
edilen OTA miktarlar1 yasal limitin altindadir. Kuru tiziimde FB; i¢in yasal limit
bulunmamaktadir. Orneklerde tespit edilen mikotoksin miktarlari Cizelge 6.2°de
gosterilmistir.

Kuru iiziimlerle ilgili yapilan diger ¢alismalara bakildiginda, kuru {iziimde OTA
miktarinin incelendigi bir¢ok arastirma olmasina ragmen kuru tliziimde OTA ve FB;
miktariin birlikte incelendigi sadece bir arastirma mevcuttur. Perrone ve dig. (2013)
Eylil 2011 yilinda yaptiklar calismada Bati1 Yunanistan Bolgesindeki 41 adet kuru
liziim Ornegi incelenmis Orneklerin 12’sinde (%29,2) 7.1 pg/kg ve 25.5 pg/kg
araliginda FB; gortiliirken, 30’unda (%73.1) 0.1-98.2 pg/kg araliginda OTA tespit
edilmistir. Orneklerin %20’sinde OTA ve FB, birlikte tespit edilmistir. Macaristanda
yapilan bir ¢alismada 13 adet kuru iiziim incelenmis 7 tanesinde (%53.8) Siyah
Aspergilli  tarafindan  4.55-35.49 mg/kg konsantrasyonunda  fumonisin
kontaminasyonu meydana gelmistir (Varga ve dig., 2010).

Aksoy ve dig., (2006) 1999 ve 2003 yillar1 arasinda 5 farkli yila ait mahsiilden
1885 adet sultana gesiti kuru iiziim iizerinde OTA miktar1 incelemis ve, %0.6’sinda
10 pg/kg’dan yiiksek miktarda OTA tespit etmistir, kalan %90.3’liik kisimda ise
0.3-10 pg/kg arasinda OTA tespit edilmistir.

Kanada’da yapilan bir calismada 1998-2000 yillar1 arasinda Kanada’da bulunan
perakende satis yerlerinden 66 adet sultana ve 85 adet diger kuru {iziim ¢esitlerinden
olusan 151 adet kuru iiziim ve 2 adet kus tiziimii tizerinde OTA incelenmistir. 85 adet
kuru iiziim 67 tanesinde (%79), 66 adet sultana kuru iiziim 6rneklerinin 39 tanesinde
(%59), kus tiziimlerinin ise her ikisinde de OTA tespit edilmistir. Sultana ve kuru
liziim Orneklerinde ortalama OTA degeri 1.8 ug/kg oldugu tespit edilirken, kus
tiziimlerinde ise 2.8 pg/kg oldugu tespit edilmistir. 85 adet kuru iiziim O6rneginin
52’sinde (%61) tespit edilen OTA miktar1 1 pg/kg *dan diisiik iken sadece 3 tanesi
(%4) 10 pg/kg ‘dan yliksek oldugu tespit edilmistir tespit edilen en yiiksek miktar ise
26.6 ng/kg ‘dir (Lombeart ve dig., 2007).

[ran’da yapilan bir calismada 38 adet kuru iiziim incelenmis bunlarin 17’sinde
(%44.7) 2.9-18.2 ng/kg araliginda OTA tespit edilmistir. Bunlardan 3 tanesinde
bulunan OTA miktarlarinin Avrupa Birligi tarafindan kabul edilen yasal limitten

yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir (Rahimi ve Shakerian,2013).
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Cizelge 6.2: Kuru tiziimlerde OTA ve FB;, miktarlari.

) Ambalaj ' ‘ Fiziksel Ozellikler Mikotoksin Miktar1
Ornek No Ogellikleri Cesit /Sehir Ortalama Ortalama Renk OTA FB,
En (cm) Boy(cm) (ng/kg) (ng/kg)

1 Ambalajli/Market ~ Sultana/Manisa 1,046 1,46 Kahverengi i i

2 Ambalajli/Market  Sultana/Manisa 1,022 1,34 Sari 5 26 )

3 Ev yapimi Sultana /Manisa 1,064 1,36 Sar1 ) i

4 Ambalajli/Market ~ Sultana/ [zmir 1,14 1,24 Sar1 ) )

5 Acik/Market Sultana/izmir 0,944 1,56 Sari i )

6 Acik/Market Besni/Besni 1,38 2,44 Kirmizi ) i

7 Acik/Market Besni/Besni 1,452 2,69 Kirmizi ) )

8 Agik/Market Maras/Maras 1 1,43 Siyah ) i

9 Acik/Market Antep/Bingol 1,16 2,14 Siyah ) )

10 Ambalaj/Market  Sultana/Manisa 0,922 1,34 Sar1 ) i

11 Ev yapimi Antep/Bingol 1,168 2,21 Siyah 0.22 )

12 Ev yapimi1 Antep/Bing06l 1,43 2,36 Siyah ) i

13 Ev yapimi Antep/Bingol 1,40 2,22 Siyah ) )

14 Ev yapimi Besni/Bingo6l 1,27 1,82 Kirmizi ) )

15 Ev yapimi Besni/Bingol 1,45 2,24 Kirmizi 267 )

16 Ev yapimi Besni/Bingo6l 1,56 2,72 Kirmizi 143 )
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Cizelge 6.2: Kuru iiztimlerde OTA ve FB; miktarlar1 devami.

) Ambalaj ‘ ' Fiziksel Ozellikler Mikotoksin Miktari

Ornek No Ozellikleri Cesit /Sehir Ortalama Ortalama Renk OTA FB,
En (cm) Boy(cm) (ng’kg)  (ngkg)

17 Ev yapimi Besni/Bingol 1,27 1,82 Kirmizi - i

18 Ev yapimi Antep/Bingol 1,31 2,16 Siyah 38

19 Dokme/Ev yapimu  Sultana/Manisa 1,14 1,24 Sar1 - i

20 Ambalaj/Market Sultana/izmir 1,02 1,36 Kahverengi - i

21 Ambalaj/Market Sultana/ Alasehir 0,93 1,29 Sar1 - i

22 Acik/Market Sultana/lzmir 0,92 1,36 Sari - )

23 Acik/Market Sultana/Kemalpasa 1,11 1,16 Sari - )

24 Ambalaj/Market Sultana/Alagehir 1,01 1,46 Kahverengi - i

25 Acik/Pazar Sultana/Oren 0,97 1,52 Sar1 - )

26 Ambalaj/Market Sultana/lzmir 0,9 1,51 Sari - )

27 Acik/Baharatci Antep/Antep 1,36 2,28 Siyah 0.26 i

28 Acik/ Pazar Sultana/lzmir 1,02 1,36 Sari - )

29 Acik/ Pazar Besni/Antep 1,44 2,46 Kirmizi 1.75 i

30 Acik/Baharat¢i Besni/Besni 1,44 2,40 Kirmizi - i

31 Ev yapimi Antep/Antep 1,39 2,30 Siyah - i

32 Acik/Baharatgi Karaman/Karaman 1,23 1,57 Siyah -
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Cizelge 6.2: Kuru iiziimlerde OTA ve FB; miktarlar1 devamu.

. Fiziksel Ozellikler Mikotoksin Miktar1
Omek No g\;netl)ﬁfljeri Cesit /Sehir Ortalama  Ortalama Renk OTA FB,
En (cm) Boy(cm) (ng’kg)  (ngkg)

33 Acik/Market Antep/Antep 1,33 2,28 Siyah 1.65 i

34 Acik/Market Besni/Antep 1,38 2,32 Kirmizi 0.39 )

35 Acik/Market Antep/Bingol 1,31 2,17 Siyah - i

36 Acik/Market Antep/Antep 1,32 2,39 Siyah - i

37 Acik/Market Antep/Antep 1,44 2,29 Siyah - i

38 Acik/Pazar Antep/Kilis 1,40 2,22 Siyah - i

39 Acik/Pazar Besni/Antep 1,27 1,81 Kirmizi - i

40 Acik/Kuruyemisgi ~ Besni/Antep 1,50 2,54 Kirmizi - i

41 Acik/Kuruyemis¢i ~ Besni/Marag 1,27 1,82 Kirmizi - )

42 Ambalaj/Market Sultana/lzmir 0,97 1,52 Sari - i

43 Acik/Pazar Sultana/Manisa 1,13 1,56 Sari - i

44 Acik/Pazar Antep/Antep 1,33 2,34 Siyah - i

45 Acgik/Market Maras/Bertiz 1,15 1,42 Siyah - )

46 Acik/Kuruyemisgi ~ Besni/Besni 1,30 181 Kirmizi - i

47 Agik/Kuruyemis¢i  Dimuski/Besni 1,26 2,33 Kirmizi -
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Cizelge 6.2: Kuru liziimlerde OTA ve FB; miktarlar1 devama.

) Ambalaj ' ‘ Fiziksel Ozellikler Mikotoksin Miktari

Ornek No Ozellikleri Cesit /Sehir Ortalama Ortalama Renk OTA FB,
En (cm) Boy(cm) (ngkkg)  (nglke)

48 Acik/ Kuruyemisgi  Antep/Antep 1,33 2,28 Siyah - )

49 Acik/ Kuruyemis¢i  Antep/Kilis 1,39 1,58 Siyah 2.63 )

50 Ambalaj/Market Sultana 0,97 1,52 Sar1 - )

51 Ev tipi Antep/Antep 1,31 2,16 Siyah 0.34 )

52 Ev tipi Maras/Bing6l 1,12 1,48 Siyah - )

53 Acik/Baharatg1 Besni/Antep 1,27 1,82 Kirmizi - )

54 Acik/Baharatci Antep/Antep 1,43 2,28 Siyah - )

55 Acik/Baharatg1 Besni/Antep 1,27 1,82 Kirmizi - )

56 Acik/Pazar Besni/Besni 1,18 1,62 Kirmizi 1.09 )

57 Acik/Pazar Karaman/Karaman 1,23 1,59 Siyah - )

58 Acik/Pazar Maras/Maras 1,18 1,54 Siyah - )

59 Ambalaj/Market Sultana 0,97 1,52 Sar1 - )

60 Acik/Kuruyemis Urumu/Kilis 1,24 1,51 Kahverengi -
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Akdeniz ve dig., (2013) yaptiklar1 ¢alismada Istanbul’da bulunan geleneksel pazarlar
ve farkli siipermarketlerden toplanan 28 adet sultana ve 22 adet kus iiziimiinden
ulusan 50 kuru {iziim 6rnegi incelenmis, kuru tiziim orneklerinin %8’inde ortalama
olarak 1.15 pg/kg OTA tespit edilmistir. 28 adet sultananin 2 tanesinde OTA (%7.14)
0.19-1.07 pg/kg araliginda, 22 adet kusiiziimiiniin 2’sinde (%9.09) 0.77-2.59 ng/kg
araliginda OTA tespit edilmistir.

Ingilterede yapilan arastirmada Yunanistan’a ait 11adet sultana ve 20 adet kus {iziimii
incelenmis ve %85’inde ortalama olarak 2.8 pg/kg OTA tespit etmistir (MacDonald
ve dig., 1999). Maff (1999), yaptigi ¢alismada inceledigi 20 adet kuru iiziim
orneginin 17’sinde ( %85) 0.2-20pug/kg araliginda OTA tespit etmistir (ortalama
OTA 3.4 pg/kg). Engel (1999), ¢ikolata, miisli,kahvaltilik misir gevregi, ve diger
kahvaltilik gevrekler, findik, kuru {iziim, sultana kus iiziimii, tathh sandvi¢ sosu,
puding, krema, tiiketilebilir yaglar,yagli tohumlar, siit iirinlerinden olusan 1933 adet
gida drnegi iizerinde OTA miktar1 incelemis. inceledigi kuru iiziimlerin %95’inde en
yiiksek 21.4pg/kg olmak tizere OTA tespit etmistir.

Finlandiya’da 31 kuru {iziim, Fransa’da 13 kuru {iziim, Ingiltere’de 121 kuru {iziim,
120 sultana ve 120 kus iiziimii iizerinde yapilan incelemede. Finlandiyadaki kuru
tiziimlerin 22 (%71) tanesinde ortalama 1.34 pg/kg , Fransadaki kuru {iziimlerin 6
tanesinde (%41) ortalama 1.54 pg/kg , Ingilteredeki kuru iiziimlerin 110 (%90)
tanesinde ortalama 3.1pg/kg, sultanalarin 104’tinde (%86.6) ortalama 4.2ug/kg, kus
tiziimlerinin ise 115’inde (%96) ortalam 5.9 pg/kg OTA tespit edilmistir (Miraglia ve
Brera, 2002).

Stefanaki ve dig. (2003), Yunanistana ait 27 adet sultana incelemis 10 tanesinde
(%37) 2.1-13.2 pg/kg arasinda OTA tespit edilmistir. En diisik OTA miktar1 2.1
ng/kg iken ortalama OTA miktart 0.6 pg/kg oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢alismada
54 tane kus iliziimii incelenmis ve 11 tanesinde (%20) 1.4-13.8 pg/kg arasinda
degisen miktarlarda OTA tespit edilmistir. Calisilan 6rneklerin %7.5’inde bulunan
OTA miktarinin yasal limitin tizerinde oldugu tespit edilmistir.

Fas’ta yapilan bir diger ¢aligmada 20 adet kuru iiziim 6rnegi incelenmis 6 tanesinde
(%30) 0.05-4.95 pg/kg araliginda OTA tespit edilmistir (Zinedine ve dig.,2007).
Izmirde yapilan baska bir ¢alismada 1998-2000 yillar1 arasinda 264 adet islenmemis
sultana incelenmis. %67.8’inde OTA tespit edilmistir, 9%9.8’inde 10pg/kg’in
tizerinde OTA tespit edilmistir, kalan %58’lik kisimda ise tespit edilen OTA miktar1
ise 0.026-10upg/kg arasindadir. Ayrica islenmis sultanalarda tespit edilen OTA
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miktarinin islem gérmemis sultanalardaki OTA ile kiyaslandiginda daha diisiik
miktarda oldugu tespit edilmistir (Meyvaci ve dig. ,2005).

Tiirkiyede yapilan baska bir ¢alismada 53 adet sultana incelenmis, 28 (%53) adet
sultanada 0.51-58.04 pg/kg araliginda OTA tespit edilmistir. Incelenen drneklerin
%4 linlin yasal limitin tizerinde oldugu tespit edilmistir (Bircan, 2009).

Meyvact ve dig. (2012) ait caligmada 1998-2003 yillar1 arasinda Manisada bulunan 5
farklr iiziim bagindaki OTA olusum miktarlar1 incelenmis. Tarimsal uygulamalar,
giibreleme, bitki koruma, sulama, budama GA3 uygulamalari, hasat, olgunluk,
kurutma sartlari(kurutma zeminin yapisi, alkalin sollisyonuna batirma, kurutma
peryodu uzunlugu) gibi uygulamalar kayit altina alinmistir. Ben diisme sirasinda
OTA tespit edilememistir. Taze hasat edilen meyvelerde OTA miktar1 <LOD-8
ng/kg arasinda iken, kuru sultanalarda <LOD-35 pg/kg arasinda oldugu tespit
edimistir. Kurutulmus tiziimlerdeki OTA pozitif orneklerin sayisi yas iiziimlere
kiyaslandiginda daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda incelenen kuru {iziim 6rnekleri sadece sultana ve
kus tliziimii Uziimlerini igermektedir ve sadece OTA miktar1 incelenmistir. Bu
aragtirmada Tirkiye’de bulunan Sultana, Maras, Antep, Urumu, Karaman, Besni
cesitleri iizerinde hem OTA hem de FB; miktarlar1 incelenmistir. Bu c¢alismada
Giineydogu Anadolu bdlgesinden temin edilen tiziimlerdeki OTA pozitif drneklerin
11 (%28.5), Ege Bolgesinden temin edilen OTA pozitif 6rneklere kiyasla 1 (%1.6)
fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica sadece Giineydogu Anadolu’dan temin edilen bir

ornekte FB; tespit edilmistir (Cizelge 6.3).

Cizelge 6.3: Kuru iiziimlerde mikotoksin oranlarinin bolgelere gére dagilima.

Bolge Pozitif OTA Sayisi/  Pozitif FB, Sayisi/ OTA FB,
Ornek Sayisi Ornek Sayisi (%) (%)
Ege 1/19 0/19 5.26 -
Giliney Dogu  10/35 1/35 28.5 2.85
Anadolu
Ic Anadolu 0/2 0/2 - -
Akdeniz 0/4 0/4 - -
Toplam 11/60 0/60 - -

Ulkemizde siyah renkli ve cekirdekli {iziim cesitlerinde dogal kurutma ydntemi

kullanilmaktadir. Bu yontemde hasadi yapilan {liziimler bagda bol gilines goren
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yerlere toprak iizerine serilmekte veya salkimlar ipe dizilerek bagdaki cardaklarda
veya sundurma altlarinda golgede kurutulmaktadir (Unal, 2009). Bu c¢alismada
incelenen 60 tane kuru iiziim ornekleri i¢in Giiney Dogu Anadolu Bolgesi’nden
temin edilen siyah renkli ve ¢ekirdekli olan kuru iiziimlerde bulunan pozitif
mikotoksin sayisinin Ege bolgesinden temin edilen tiziimlerdeki pozitif mikotoksin
sayisina oranla daha fazla olmasinin bolgelerdeki kurutma yontemlerindeki farktan
ileri geldigi diisiiniilebilir. Ciinkii {iziimlerin toprak yiizeyine yakin sekilde
kurutulmasi veya toprak yiizeyinde kurutulmasi toprakta bulunan ve mikotoksin
olusturan kiiflerin taneye olan kontaminasyonunu artirmaktadir. Ayrica Ege
Bolgesi’nde iiretilen Sultana kuru {liziimlerinin bandirma ¢ozeltisine bandirilmasi ile
de mikotoksin olusum miktarinin azaltilmis oldugu diisiiniilebilir.

Diinyada Sultana olarak bilinen kuru {iziim, yas iiziimiin hasat edildikten sonra,
bandirma eriyigine batirilip giineste kurutulmasiyla elde edilir (Altindisli ve Isci,
2005). Bandirma c¢ozeltileri liziimiin gegirgenligini ve su buharlastirma islemini
arttirtp dehidrasyon islem stiresinin kisalmasini ayrica OTA’nin etkili bir sekilde
uzaklastirmasini saglamaktadir. Bandirma ¢6zeltisi kullanimlariin toksin miktarinin
anormal derecede c¢ok olabilecegi yani iklimsel kosullarin toksin {iretimini
tetikliyebilecegi zamanlarda Onerilmektedir (Serratosa ve dig., 2010). 1999-2000
yillarinda yapilan incelemelerde ekim yontemlerinin Aspergillus kontaminasyonunu
etkiledigi gorilmiistiir. Toprak ile liziimler arasindaki mesafenin kisa oldugu ekim
yontemlerinde Aspergillus kontaminasyonunun arttigi tespit edilmistir (Battilani ve
dig.,2004a; Battilani ve dig., 2004b). Ayn1 sekilde Italyadaki {iziim baglarinda direk
giines 15181na maruz kalmis ve topraga yakin olan salkimlarda, topraktan uzakta
bulunan ve solar radyasyondan korunmus olan iiziimlere kiyasla daha yliksek
miktarda Aspergillus ile kontamine oldugu tespit edilmis fakat OTA miktarinda bir
artig goriilmemistir (Battilani ve dig., 2004a)

Farkli iklim kosullart OTA {iireten mikroorganizmalarin dagilimini ve OTA miktarim
etkilemektedir. OTA miktari ile Italya, Yunanistan gibi Akdeniz iilkeleri gibi {iretim
yerleri arasinda iligki vardir. Giliney Avrupa’da yetisen liziimlerin fungus gelisimine
egilimli olduklarimi ve daha biiyiik miktarlarda toksin {irettikleri goriilmiistiir
(Covarelli,2012). Uziim ve saraplarda OTA kontaminasyonunun cografik
farkliliklardan etkilendigi yapilan diger caligmalarda belirlenmistir. 2006 yilinda
liziim ve saraplar lizerine yapilan bir calismada Giliney Avrupa’da ve diislik

rakimlarda OTA kontaminasyon sikligi ve miktarinin daha yiiksek oldugu
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belirlenmistir. Almanya, Fransa ve Italya’da kirmizi saraplar incelenmis ve yine
enlem etkisinin yani cografi farkliliklarin OTA kontaminasyonunda 6nemli etkisinin
oldugu dogrulanmistir. Italya’nin giiney ve kuzey bolgelerinde iiretilen kirmizi
saraplar incelemmis, giiney bolgede tiretilen kirmizi saraplarin, kuzeyde firetilen
saraplara gore daha yiiksek miktarda OTA igerdikleri belirlenmistir (Blesa ve dig.,
2006).

Eltem ve dig., (2003) yaptiklar1 calismada, olgunlagma siireci , kurutma stireci
boyunca iklimsel sartlarin OTA miktarim1 etkiledigi ayrica bolgelere ait tarimsal
uygulamalarin toprakta yliksek miktarda bulunan okratoksijenik potansiyele sahip
kiiflerin meyveyi kontamine ettigi tespit edilmistir. Ayrica toprak isleme, sulama
islemlerinin de OTA olusumunu etkiledigi tespit edilmistir. Bu yiizden Iyi Tarim
Uygulamalarimin iiziim treticileri tarafindan uygulanmasmi tavsiye edilmektedir
(Eltem ve dig.,2003).

Cevresel sartlar Aspergillus spp. etki alanini OTA birikimini 6nlemek igin ¢ok
Oonemlidir ayrica biotik ve abiyotik ajanlarin kontrolii ile {iztimlerdeki mikotoksin
miktar1 onemli miktarda azaltilabilmektedir. Tanede meydana gelen hasarlar ve
Lobesia botrana gibi boceklerin ve  Erysiphe necato, B. cinerea gibi fungal
patojenlerin sebep oldugu zedelenmeler tane dokusuna Aspergillus spp. girisi daha
kolay hale gelmekte ve ozellikle meyve olgunlasmasi sirasinda bu firsatg1 patojenin
gelisimi i¢in uygun bir ortam saglanmaktadir (Covarelli ve dig., 2012). Hasat
sonrasinda, Aspergillus section Nigri diger rekabetci kiiflerle birlikte gelisir ve OTA
miktar1 azalir. OTA pozitif A.carbonarius ve A. niger aggregate miktar1 ve© OTA
akiimiilasyonu azalir. Bu azalma OTA iiretici kiiflerin toksin iiretimi i¢in kullandig:
besinleri rekabet¢i mikroflora tarafindan kulanilmasiyla iliskilir (Abrunhosa ve dig.,
2002).

Uziim kurutma islemi de OTA miktarin1 etkilemektedir. Son iiriindeki OTA
miktarinin azaltilmasinda sicaklik ve nemim kontol edilebildigi {izim kurutma
odalar geleneksel glineste kurutmaya kiyasla daha avantajl bir yontemdir. Kurutma
odalarmin 1sitilmas1 sonucunda 50°C sicaklia maruz kalan iiziimlerde goriilen
A.carbonarius gelisimi inhibe oldugu ve mevcut toksinler ise yikima ugradigi i¢in
OTA iretimi durmaktadir. Bandirma c¢ozeltileri {izimiin gecirgenligini artirip su
buharlastirma iglemini arttirip dehidrasyon islem siiresinin kisalmasinit ayrica

OTA’nin etkili bir sekilde uzaklagtirmasini saglamaktadir. Fakat bu uygulamalar
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dehidrasyon maliyetini artirmaktadir ayrica sadece zeytinyagiyla muamele duyusal
olarak tercih edilebilmektedir (Serratosa ve dig., 2010).

SO,’1 kiif gelisimini kontrol etmek i¢in etkili olan bir maddedir (Hocking, 1992),
SO, genellikle kurutma 6ncesi esmerlesmenin engellenmesi i¢in kullanilir ve ayni
zamanda  uygulanmasiyla kiif kontrolii saglanir. 30°C’nin iizerinde olan
sicakliklardaki hizli kurutma islemleri OTA iiretim potansiyelini azaltan bir su
aktivitesine (ay) ulasmay1 saglar (Covarelli ve dig., 2012).

OTA kontaminasyonu tane renginin solmasiyla ve kurutma sonrast koyu renk
olusumuyla iliskilidir, bu yiizden bu 6zellikleri tagiyan tanelerin uzaklastirilmasi ile
OTA kontaminasyonu engellenebilmektedir (Leong ve dig., 2006b).

Sonug olarak iizimler OTA kontaminasyonunu azaltma kontrol etmek i¢in 1yi tarim
uygulamalarma dikkat edilmelidir. Uriin y&netimi ve pestisit kontrolii igin yeterli
giibreleme ve sulama gibi kiiltiirel uygulamalara dikkat edilmelidir (Covarelli ve

dig., 2012).
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7. SONUCLAR

Bu ¢alismada, Antep, Sultana, Maras, Besni, Karaman, Urumu, Dimiski olmak iizere
Tiirkiye’de iiretilen 7 farkli ¢esit toplam 60 adet kuru {iziim incelenmistir. Calisma
kapsaminda kuru tiztimlerde okratoksin A ve fumonisin B; varligi incelenmistir. Elde
edilen sonuclar AB iilkelerinde ve Tiirk Gida Kodeksi (TGK)’nde kabul edilen

maksimum limitlere gore degerlendirilmistir.

Kuru {iziim O©rneklerinin 11’inde (%18,3) 0,22-5,26 png/kg arasinda degisen
diizeylerde OTA belirlenmistir. Antep {liziimlerinin 5 tanesinde (%29,4), Sultana
tiziimlerinin 1 tanesinde (5,26), Besni {iziimlerinin 5 tanesinde (%31.3) OTA tespit
edilirken Maras, Karaman, Urumu ve Dimiski {iziimlerinde OTA tespit edilmemistir.
Antep liziimlerinin 1 tanesinde (%5.5) FB; tespit edilmis olup bu oran toplam kuru
tiziim Orneklerinin %1,6’sin1 olusturmaktadir. Tespit edilen OTA miktarlar1 yasal
limitin altindadir. Kuru tiziimde FB; i¢in yasal bir limit bulunmamaktadir , kuru
liziim Orneginde tespit edilen FB, miktar1 8.8 pg/kg’dir. Cografi farkliligin OTA
kontaminasyon sikligmi etkiledigi belirlenmistir. Ulkemizde Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi’nde uygulanan kuru iiziim tiretim yontemleri ile Ege Bolgesi’nde uygulanan
kuru {iziim tiretim yontemleri kiyaslandiginda Giiney Dogu Anadolu Bolgesinde
geleneksel yontemlerin  daha fazla uygulandigi bilinmektedir. Geleneksel
yontemlerde mikotoksin olusum riski daha yiiksektir. Ayrica Ege Bolgesi’nde
iiretilen ¢ekirdeksiz liziimlerin iiretimi i¢in bandirma ¢ozeltisi kullanilir iken Giiney
Dogu Anadolu Bolgesi’nde iiretilen c¢ekirdekli {iziimlerde bandirma c¢ozeltisi
kullanilmamaktadir. Bandirilmadan kurutulan tizimler yaklasik 14 giinde kurur iken,
bandirma prosesi ile kuruma 7-8 giine indirlmektedir. Kurutma siiresinin uzun olmasi
mikotoksin olusumunu artirdig1 diisiiniilebilir. Nitekim bu ¢alismada da Giiney Dogu
Anadolu Bolgesi’nden temin edilen 6rneklerde OTA kontaminasyon orani yiiksek
bulunmustur ayrica FB; sadece Gliney Dogu Anadolu Bolgesi’nden temin edilen

orneklerde tespit edilmistir.
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Ayrica Gliney Dogu Anadolu Boélgesinden temin edilen ¢ekirdekli kuru tiziimler
boyut olarak Ege Bolgesi’nden temin edilen ¢ekirdeksiz iiziimlerden daha biiyiiktiir.
Boyutu biiyiik olan iiziimler igin yapilan kurutma isleminin daha uzun bir siireg
gerektirebilecegi i¢in mikotoksin olusumunun bu tziimlerde tetiklendigi sonucu

ortaya ¢ikartilabilir.

Bu ¢alismada incelenen kuru iizimlerde tespit edilen FB, miktarinin Yunanistan’da
Perrone ve dig., (2013) yaptig1 ve Macaristanda Varga ve dig., (2010) yaptigi
calisma ile karsilagtirildiginda  hem oransal olarak hem de miktar olarak daha az
FB, tespit edilmesi iilkemiz agisindan ve tiiketici sagligi agisindan olumlu bir
sonugtur. Kuru meyvelerde 6zelikle de kurutulmus asma meyvelerinde 1s1 ve nem
gibi faktorlere bagl olarak olusan OTA ve FB; cok riskli tiriinler arasinda yer alir.
Ulkemizde kuru ve yas iiziimlerde yapilan incelemelerin biiyiik boliimii bolgesel
taramalar niteliginde olup, ¢ogu iizlim yetistiriciliginde 6nde gelen bolge olmasi
sebebiyle Ege Bolgesi'ni kapsamaktadir. Uziimlerde mikotoksin olusumunun
engellenmesi icin Oncelikle topraktaki kiiflerin {iziime bulagmasini engelleyecek
tedbirlerin alinmasi Onerilmektedir. Bu amagla, ben disme doneminden sonra
sulamanin azaltilmasi ve toprak isc¢iliginden kacinilmasi ve tercihen damla sulama
yontemi kullanilmas1 kiif iiremesini azaltabilecektir. Uretim asamasinda, kiifli,
balgamli, ¢iiriik, kurtlu ve hasarli tanelerin ayrilmasi, sergi alanlarinda saglam
tanelerle beraber kurutulmamasi yine alinabilecek Onlemler arasindadir. Asir
hormon kullanimi sonucu tanelerde kabugun catlamasi, hastalik veya mekanik
nedenlerle zedelenmesi kiiflerin ¢ogalabilecegi ortam olusturabilmektedir. Bu
nedenle, hormon kullaniminda asiriliktan kag¢nilmasi, bitki koruma Onlemlerinin
dikkatle yerine getirilmesi gerekmektedir. Bag alanlarinda, hasat sirasinda ve
sonrasinda kontaminasyonlarmn 6nlemesi amaciyla Iyi Tarim Uygulamalar1 (GAP),
Iyi Uretim Uygulamalari (GMP) ve Iyi Hijyen Uygulamalari (GHP) oldukca
onemlidir. Kuru iiziimlerde mikotoksin kontaminasyonu lyi Tarim Uygulamalarmnimn
yeterince uygulanmadigimi gosterir. Iyi Tarim Uygulamalar1 bag tesisi, budama,
toprak isleme, sulama, hormon uygulamasi, bitki koruma Onlemleri ve hasat
islemlerini  igermektedir. Bu tedbirlerin alinmamasi durumunda olusacak
kontaminasyonlar kuru iiziimlerde, hem ekonomik kayiplara hem de saglik ile ilgili

sorunlar olugturmaya devam edecektir.
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EKLER

EK A : Antep Kuru Uziimleri HPLC Sonug¢ Kromatogramlari
EK B : Sultana Kuru Uziimleri HPLC Sonu¢ Kromatogramlari

EK C : Besni Kuru Uziimleri HPLC Sonug¢ Kromatogramlari
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EK A : Antep Kuru Uziimleri HPLC Sonug¢ Kromatogramlari

FLOT A, Ex=333, Em=460 (OTA_ZEYNEP\OTA_UZ_27(2)040.0)
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Sekil A.1 : 27 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTA_ZEYNEP\OTA-UZ-11000059.D)
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Sekil A.2 : 11 nolu 6rnege ait kromatogram.
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Sekil A.3 : 51 nolu 6rnege ait kromatogram.
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FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTA_ZEYNEP\OTA_UZ_49(2)043.D)
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Sekil A. 6: 18 nolu 6rnege ait kromatogram.
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EK B : Sultana Kuru Uziimleri HPLC Sonu¢ Kromatogramlari

FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTA_ZEYNEP\OTA-UZ-2000068.D)
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Sekil B.1 : 2 nolu 6rnege ait kromatogram.
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EK C : Besni Kuru Uziimleri HPLC Sonug¢ Kromatogramlari

FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTA_ZEYNEP\OTA-UZ-15000056.D)
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Sekil C.1 : 15 nolu 6rnege ait kromatogram.
FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTA_ZEYNEP\OTA-UZ-16(2)055.D)
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Sekil C.3: 56 nolu 6rnege ait kromatogram.

91




FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTA_ZEYNEP\OTA-UZ-29000064.D)
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Sekil C.4: 29 nolu 6rnege ait kromatogram.

FLD1 A, Ex=333, Em=460 (OTA_ZEYNEP\OTA-UZ-34(2)101.D)
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Sekil C.4: 34 nolu 6rnege ait kromatogram.
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