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KAHVEDE OKRATOKSIN A DUZEYLERININ iMMUNO-ENZIMATIK VE
KROMATOGRAFIK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

OZET

Okratoksin A Aspergillus tirli mantarlar tarafindan sentezlenen ve tahillar, cay ve kahve
(0zellikle A. carbonarius ve A. niger) gibi lriinlerde dogal kirletici olarak bulunan
mikotoksinlerdir. Okratoksinler nefrotoksik, hepatotoksik, teratojenik, karsinojenik ve

immunosupresif etkilerinden dolay1 toplum saglig1 agisindan dnem tasimaktadir.

Bu calismada Tiirkiye’nin cesitli bolgelerinde tiiketime sunulan 90 adet kahve
orneginde okratoksin A kalintilarimin immuno-enzimatik (EIA) ve kromatografik

(HPLC) yontemle belirlenmesi amaclandi.

EIA yontemine gore, orneklerin 20’sinde (% 22,22) okratoksin A kalintisi tespit edildi.
Ortalama okratoksin A yogunlugu 0,032+0,015 ppb, en diisiik ve en yiiksek okratoksin
A diizeyi sirasiyla 0,009 ve 0,053 ppb olarak belirlendi.

HPLC yontemine gore Orneklerin 19°unda okratoksin A kalintis1 tespit edildi,
okratoksin A diizeyi ortalamas1 0,025+0,016 ppb; en diisiik ve en yiiksek okratoksin A
diizeyi sirasiyla 0,009 ve 0,073 ppb olarak ol¢iildii.

Numunelerde her iki yontemle belirlenen okratoksin A diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak 6nemli bir fark gézlenmedi (P>0,05).

Sonug¢ olarak, analiz edilen kahve numunelerindeki okratoksin A diizeylerinin Tiirk
Gida Kodeksinde belirtilen limitin (5,0 ppb) oldukca altinda segrettigi belirlendi. Kahve
orneklerinde saptanan okratoksin A degerlerinin tiiketici sagligt yOniinden risk

tasimadig1 kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Kahve, Okratoksin A, HPLC, EIA



INVESTIGATION OF OCHRATOXIN A RESIDUES IN COFFEE MEASURED BY
IMMUNOENZYMATIC AND CHROMATOGRAPHIC METHODS

ABSTRACT

Ochratoxin A is mycotoxins synthesized by Aspergillus species, found in cereals, tea
and coffee (especially A. carbonarius ve A. niger) products as naturally contaminants.
Ochratoxins have nephrotoxic, hepatotoxic, teratogenic, carcinogenic and

immunosuppressive effects, therefore they are critically important for public health.

In this study, it was aimed to determine the ochratoxin A levels with high performance
liquid chromatography (HPLC) and enzyme immune assay (EIA) in sample of 90 coffee

consumed in the distinct province of Turkey.

According to EIA technique, ochratoxin A was found twenty of the total coffee samples
(22.22%). The average level of ochratoxin A level was found to be 0.032+0.015 ppb,
the lowest and the highest level of ochratoxin A was 0.009 and 0.053 ppb, respectively.

According to HPLC technique, ochratoxin A was found nineteen of the total coffee
samples. The average level of ochratoxin A level was found to be 0.025+0.016 ppb, the
lowest and the highest level of ochratoxin A was 0.009 and 0.073 ppb, respectively.

Statistically significant was not determined to exist between the ELISA and HPLC

methods in the ochratoxin A residue of coffee samples (P>0.05).

As a result, levels of ochratoxin A analyzed coffee samples were below the limit of
Turkish Food Codex (5.0 ppb). And also, it has concluded that ochratoxin A levels of

coffee samples do not carry risk for consumer health.

Key words: Coffee, Ochratoxin A, HPLC, EIA
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1. GIRIS VE AMAC

Gida iirlinlerinde muhtemel bulunabilecek bakteri, pestisit, kimyasal ve mikotoksin gibi
kirleticiler gida zehirlenmelerinin en onde gelen sebepleridir; giiniimiizde bu suretle de
ciddi ekonomik kayiplar ve saglik problemleri ile kars1 karsiya kalinmaktadir. Geligsmis
ilkelerde ve toplumlarda bu olgulara fazlasiyla dnem verilmekte ve bu olumsuzluklarin
Oniine gecebilmek icin her gecen yil daha ciddi adimlar atilmaktadir. Giiniimiize kadar
bilinen gida kirleticileri arasinda yer alan mikotoksinler i¢inde tanimlanan aflatoksinler,
fumonisinler, trikotesenler, zearalenon ve okratoksinler canlilardaki ciddi baz1 patolojik

bozukluklarin sorumlularindandir (1).

1800 yillarinin sonu ve 1900 yillarinin basinda mantarlarin hem sivi hem de kati
ortamdaki fermentasyonu sonucu ikincil metabolit irettikleri biliniyordu. 1940 ve
1950’li yillar arasinda Ikinci Diinya Savasinin baslarinda bozuk ve kalitesiz gida
tilketimi ile iliskili *’Alimenter Toksik Aleuka’’ isimli bir hastalik tanimlanmusgtir.
Modern mikotoksikolojinin ilk adimlar1 1961 yilinda atilmistir. Boylece bazi disiplinler
(analitik kimya, mikrobiyoloji, zirraat miithendisligi, genetik, veteriner ve tip) bir araya

gelerek bircok yeni mikotoksin kesfetmislerdir (2).

Mikotoksinler, mantarlarin ikincil metabolitleri olmakla birlikte bu metabolitlerin

mantarlarin gelisimi ve iiremesi {izerine etkisi yoktur. Bu bilesikler diisiik molekiil



agirhigina sahiptir ve kimyasal yapilar1 ile biyolojik 6zellikleri farklilik gosterir.
Fusarium, Pencillium ve Aspergillus hayvan ve insan sagligi acisindan mikotoksin
lireten en onemli mantar tiirleri arasindadir. Uriinlerde toksin sentezi hasatlamadan
depolama kosullarina kadar her asamada gerceklesebilir. Is1 ve nem mantarlarin ireme

kabiliyetlerini dolayisiyla da iiretilen mikotoksinlerin miktar ve tipini etkiler (3).

Mikotoksinlerin akut, kronik, mutajenik ve teratojenik etkileri vardir. Akut olgularda
genellikle karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda bozulma ilerleyen donemlerde de 6lim
gozlenir. Baz1 mikotoksinler ise protein sentezini engeller ve bagisiklik sistemini biiyiik
Olclide baskilar. Diisiik dozda uzun siire alim durumunda kanser olusumuna o6zellikle
karaciger kanserine egilimi arttirir. Bazi mikotoksinler DNA replikasyonunu degistirir
boylece mutajenik ve teratojenik etkiler sergiler. Mikotoksinlerin olusturabilecegi
muhtemel belirtiler kimyasal yapilar1 ile yakindan iligkilidir; baz1 toksinlerle zehirlenme
belirtileri 6lime kadar cok belirgin olmamakla birlikte, bazilar1 ise deri nekrozu,
l6kopeni ve bagisiklik sisteminin siddetle baskilanmasi gibi fark edilebilir belirtiler
ortaya ¢ikarabilir (4). Mikotoksinin olusturacag zehirli etkinin boyutu ayni1 zamanda

maruziyet siiresi, dozu, yas, cinsiyet ve genetik faktorlerle de yakindan iliskilidir (5).

Okratoksinler tahillar ile cay ve kahve gibi iirlinlerin dogal kirleticileri arasindadir.
Mide-bagirsak sisteminde dzellikle on iki parmak bagirsagindan ve jejunumdan kolayca
emilir. Bu toksinler, Aspergillus ve Penicillium tiiri mantarlar tarafindan sentezlenir.
Dort okratoksin bilegeni vardir ve bunlar okratoksin A, B, C ve D’dir. En uygun {ireme
kosullart % 15-19 rutubet ile 15 °C ve iizeri 1silardir. Demir, bakir ve ¢inko iyonlar1
varliginda, maksimum pH 5,5’de mantarlar toksin iiretebilirler. Okratroksin A, en
yaygin; okratoksin A ve C ise en zehirli olanidir. Proteinlere baglanma duyarliligt
oldukg¢a yiiksektir ve bobrek, karaciger ve dalakta onemli bozukluklara sebep olur.
Kahvelerde okratosin A olusumuna sebep olan mantarlar genelde A. carbonarius ve A.

niger’dir (3, 6-8).

Son yillarda iilkemizde gida sektorii ile iligkili olarak cesitli bulaganlarin tespiti,
denetimi ve Onlenmesine yonelik yasal uygulamalar hiz kazanmistir. Bu baglamda
muhtemel gida kirleticilerinin gidalardaki mevcudiyeti, Oncelikle saglik acisindan
olmak {iizere ekonomik anlamda da ©Onemli olumsuzluklar1 beraberinde getirmesi
muhtemeldir. Mikotoksinler iiriinlerde rastlanan olumsuzluk faktorlerinin baginda

gelmektedir. Bu bilesenlerin genis bir yelpazeyi icine alan zehirli etkileri (karsinojenik,



mutajenik, teratojenik ve organlarda bazi1 gorevsel bozukluklar) 6nemlerini her gecen
giin daha da artrmaktadir. Okratoksinlerin muhtemel sentez kosullarinin diger
mikotoksinler gore farklilik gosterebilmesi, baz1 olumsuz kosullarda dahi
sentezlenebilmesi ve farkl fiziksel-kimyasal ortamlara dayanikli olmas1 sebebiyle riskli
toksinler arasinda tanmimlanir. Kahvelerde okratoksin varligi Diinya genelinde bilinen bir
olgudur. Insanlarmn yaygin olarak tiikettigi bu iiriin hasatlamadan tiiketime sunulana
kadar gecen siirecte uygun metotlar uygulanmadig: takdirde okratoksinle kirlenme
riskiyle karsi karsiya kalir. Yukarida Ozetle deginilen hususlardan yola c¢ikarak bu
calisgmanin yapilmas: planlanmis ve Tiirkiye’nin farkli illerinden toplanan kahve
numunelerinde hem EIA hem de HPLC analiz yontemleri ile 6rneklerin okratoksin A
kalitis1 yoniinden incelenmesi amaclanmistir. Mevcut ¢alisma ve bu calismadan elde
edilecek sonuclar, Tiirkiye’de tiiketime sunulan kahvelerin bahse konu mikotoksin
yoniinden bir risk tasiyip tasimadigimn ortaya konulmasina 11k tutmasi agisindan 6nem

arz etmektedir.



2. GENEL BILGILER

Okratoksin A 1960’l1 yillarda mikotoksikoloji aragtirmalarina yogunluk verilmesiyle
birlikte, hayvanlarda zehirli etki gdstermelerinden yola cikilarak aflatoksinlerle birlikte
ilk kesfi gerceklestirilen mantar metabolitlerinden biridir. Normal kosullar altinda
tiriinlerde ppb diizeyinde bulunabilmesine ragmen istisnai durumlarda bu diizey ppm’e
kadar da cikabilmektedir. Bu durum iriinlerde tespiti icin oldukca ileri analiz
yontemlerini zorunlu kilmaktadir (9). Okratoksin A tahil, {iziim, kahve, baharat ve
kakao’da 1siya  dayanikli  olmalar1  sebebiyle yaygin olarak  bulunabilen
mikotoksinlerdendir. Bu zehirli metabolit, tahillarda genelde P. verrucosum; iiziim,
kahve ve kakao’da A. carbonarius, A. niger tarafindan sentezlenir. Uriinlerin
yetistirilmesi, harmanlanmas1 ve depolanmas1 sirasinda mantar iiremesi i¢in en onemli
faktor 1s1, rutubet ve bu kosullarin devamlilik siiresidir. Mantar sporlarmin yogunlugu,
hagere, hava kosulart (riizgar, yagmur gibi), yem bileseni, pH, oksijen veya
karbondioksit diizeyi etkili diger faktorlerdendir. Eger uygun kosullar saglanmazsa
sadece iirlinlerde okratoksin iireten mantarin varligi okratoksin sentezi icin yeterli

degildir (10).

Mikotoksinler i¢inde en fazla degerlendirilen ve oncelikli olarak diizenlemeler yapilan

aflatoksinler olmasina karsin diger toksinlerden farkli olarak diisiik sicakliklarda da



sentezlenebilmesi sebebiyle okratoksinler {izerinde durulmasi gereken toksinler arasinda
yer almaktadir. Maruziyet sonucu viicutta kalig siiresinin uzun olmasi da iiriinlerinden
faydalandigimiz hayvanlar ve bunu tiiketen insanlar icin 6nemli bir etmen olarak
goriilmektedir. Ayrica insanlarin dogrudan tiikettigi tirlinlerden 6zellikle kahve, sarap ve

birada varlig1 agisindan dnemli bir risk tasimaktadir (11).
2.1. OKRATOKSIN A
2.1.1. Ozellikleri ve Kaynaklar

Okratoksin A amid bagiyla L-B-fenilalanin grubuna, 7-karboksi grubu araciligi ile bagh
7-karboksi-5-kloro-8-hidroksi-3,4  dihidro-3R-metilsiklokumarin grubu iceren bir
bilesiktir. Okratoksin A’nin ¢esitli formlar1 fenil alaninin diger aminoasitler ile yer
degistirilmesi ile hazirlanir. Tirozin, valin, serin ve alanin formlar1 en zehirli; metiyonin,
triptofan ve glutamik asit analoglar orta derece zehirli; glutamat ve prolin analoglari ise
diisiik oranda zehirlilige sahiptir. Okratoksin A’nin fenilalanindeki karboksil grubu ile
8-hidroksil grubu iki iyonize gruba sahiptir. Fizyolojik kosullar altinda ise iyonize ve
iyonize olmayan durumda bulunabilir; pKa degeri 7,05-7,10’dur ve zehirliliginde

karboksil grubunun rolii bilinmemektedir (12).

Okratoksin A okratoksin ailesinin en 6nemli ve en ¢ok rastlanan iiyesidir. Basta
Aspergillus ochraceus ve birkag iliskili Aspergillus tiirleri (A. niger, A. tubingensis, A.
cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. westerdijkiae, A.
sulphurous, A. alliaceus, A. auricomus, A. carbonarius, A. glaucus, A. melleus) ile tek

Penicillium tiirii olan (P. verrucosum) tarafindan sentezlenmektedir (Sekil 2.2) (6, 11).

Kapali kimyasal formiilii C;0H;3ONCI ve molekiil agirligi 403,82 dir. Acik formiilii L-
fenilalanin -N- [(5-kloro-3,4-dihidro-8-hidroksi-3-methyl-1-oxo-1H-2 benzopiran7) -
karbonil] -8r)-izokumarin’dir (Sekil 2.1). Beyaz, kristalize, organik ¢oziiciilerde yliksek
oranda c¢oziinen; suda ¢oziiniirliigii zayif fakat sulu hidrojen karbonatta ¢oziinebilen bir
bilesiktir. Kaynama noktas1 benzen ve ksilende sirasiyla 70 °C ve 171 °C’dwr. UV
absorbsiyonu 333 nm, floresans maksimum emisyonu % 96 etanolde 467 nm, absole

etanolde ise 428 nm’dir ve zayif asidik 6zelliktedir (13, 14).
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2.1.2 Toksikokinetik

Toksikokinetik, okratoksin A’nin zehirliligini etkileyen faktorlerdendir. Sindirim
kanalindan emildikten sonra serum proteinlerine baglanir. Tirlerle iligkili olarak
serumdaki yar1 Omiirlerindeki ©nemli farklilik, proteinlere baglanma oranlar1 ve
baglanma duyarlihg: ile yakindan iliskilidir. Ince bagirsagin ilerleyen kisimlarindan
safra araciligi ile geri emilim okratoksin A’nin farkli dokulara yeniden dagilimini
beraberinde getirir. Ayrica, okratoksin A’nin geri emilimi bobregin proksimal ve distal
tubiillerinde de s6z konusu olmaktadir. Birikim biiyilk oranda kan, karaciger ve
bobrekte sekillenir. Okratoksin A’nin metabolizmasi giiniimiizde ¢ok detayli olarak izah
edilememistir. Biitiin tiirler i¢cin hem karaciger hem de bobrek aracili atilim zehirin

plazma klirensinde 6nemli rol oynar (Tablo 1, 2) (13).
2.1.2.1. Emilme

Okratoksin A’nin fenilalanin kalintist ile fenolik grup i¢in pKa degerleri sirasiyla 4,2-
4.4 ve 7,0-7,3 arasindadir. Bu asidik kalintilarin okratoksin A’nin emiliminde Onemli
rolleri bulunmaktadir. Cogu hayvan tiirlerinde iyonize olmamis ve tekli anyon seklinde
mideden ve on iki parmak bagirsaginin iist kismindan pasif olarak emilir. Pasif emilimin
plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanmasinda katkisi  bulunmaktadir.
Biyoyararlanim hayvan tiirlerine gore degiskenlik gosterir (domuzlarda % 66, ratlarda
% 56, tavsanlarda % 40). Besin bileseni de biyoyararlanmi Onemli oranda

degistirmektedir (16).
2.1.2.2. Dagilim

Kan dolagimina ulagir ulasmaz okratoksin A plazma proteinlerine 6zellikle de albiimine
% 99 oraninda baglanir. Eritrosit ise ¢ok diisiik diizeyde toksin igerir. Albiimin
diizeyindeki diistisler atilimin1 20-70 kat artirmaktadir. Sigir serum albiimine toksin 2:1
molar oranda izokumarin ve fenolat iyonu olmak iizere iki farkli bolgeden baglanir.
Bagirsak-karaciger dolanim1 oldukg¢a yiiksek olan bu bilesik, safrayla atildiktan sonra
yilksek oranda tekrar emilir. Bagwrsaga salinan toksinin tekrar emilimi bagirsak
mikroflorasinda konjugatin hidrolizi ile gerceklesir. Doku ve plazmadaki zehir
yogunlugu hayvamin tiirii, ahnan doz, aliman sekli (kristal ya da dogal olarak besin
icinde), diyet bileseni ve saglik durumu ile yakindan iligkilidir. Kandan atilm yar1
Oomrtii, kan proteinlerine baglanma duyarliliginin daha yiiksek olmasi1 sebebiyle dokudan

daha uzundur. Dokulardaki dagilimi domuz, rat, tavuk ve keci icin biiyiikten kiiciige



dogru bobrek, karaciger, kas ve yag dokusu ya da bobrek, kas, karacier ve yag dokusu
izler. Bobreklerde proksimal tubiillere yerlesmis olan 62 kDa agirhindaki proteine
kars1 duyarliliginin yiiksek olmasi Oncelikle bobreklerde birikmesine yol acar. Fotal
serumda anne serumundan iki kat fazla toksine rastlanmasi plasenta araciligi ile
gectigini gostermektedir. Bu gegiste cevresel, genetik ve patolojik faktorlerin 6nemi
biiyiiktiir. Kanatli tiirlerinde yiiksek dozda alinan okratoksin A yumurtaya da
gecebilmektedir (13).

2.1.2.3. Metabolizma

Okratoksinin metabolitleri olan 4(R)-, 4(S)- ve 10-hidroksiokratoksin A, sitokrom P450
yada bobrekteki peroksidazlar (prostoglandin-H-sentaz) ve lipooksijenazlarca sekillenir.
Okratoksin a karbosipeptidaz A tarafindan okratoksin A’daki peptid baglarinin
ayrilmast ile olusur. Okratoksin B, okratoksin A’dan sitokrom P450 araciligi ile
sekillenir. Bu metabolitler oktatoksin A’dan daha hizli atilir ve zehirlilikleri daha
diistiktiir (17). Okratoksin A’nin metabolizmasinda 6zellikle ruminantlarda rumende,
ruminantlar disginda da bagirsaklarda yer alan (sekum ve kalin bagirsak) bakterilerin
etkinligi onemlidir. Bu bolgelerde enzimatik hidroliz sekillenmektedir. Asit hidroliz ise
midede olmaktadir. Hidrolizde mikrobiyal flora 6nemli rol oynarken pankreatik
enzimlerin etkinligi ise son derece zayiftir. Mikrobiyal floray: inhibe eden antibiyotikler
(neomisin gibi) metobolizma hizimi yavaslatmaktadir. Mide bagirsak sisteminde belli bir
oranda (% 1-4) hidrolize olur ve daha az zehirli olan okratoksin o’ya doniisiir.
Karacigerdeki mikrozomal enzimlerin (sitokrom P450) de metabolizmada rolii
biiyiiktiir. Sekillenen okratoksin A, NADPH mevcutiyetinde (4R) ve (4S5)-
hidroksiokratoksin A’ya cevrilir. Alinan okratoksinin A’nin % 1-1,5u (4R)-
hidroksiokratoksin A ve % 25-27’si okratoksin o’ya doniigserek atilir. Okratoksinin 4R
ve 4S izomerlerinden 10-10-hidroksiokratoksin A sekillenir. Pentobarbiral kullanimi
okratoksin metabolizmasini hizlandirir dolayisiyla zehirlilik diiser. Okratoksinin 4-
hidroksi formu tiire gore zehirsizdir veya daha az zehirlidir. Okratoksin A’nin tirozin-
OA metaboliti zehirlenen hayvanlarin karacigerinde yiiksek oranda bulunur ve

okratoksin A kadar zehirlidir (Sekil 2.3) (12, 18).
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Sekil 2.3. Okratoksin A'nin metabolizmast (16).

2.1.2.4. Eliminasyon

Okratoksin A hizla emilen fakat yavag atilan birikici karakterde bir toksindir. Biitiin
tirlerde hem digki hem de idrarla atilim zehirin plazma klirensi i¢in Onemlidir.
Memelilerde siitle atilim da s6z konusudur. Zehirin plazma proteinlerine yiiksek oranda
baglanmasi glomeriiler filtrasyonu sinirlandirmaktadir. Tubuler atilima maruz kalir
fakat biitiin nefron bolgelerinden tekrar emilir. Bu atilimlar ve geri emilimler tasiyici
proteinler (6zellikle anyonik olanlar) araciligr ile olur. Bu tagmmanin karakteristigi
para-aminohippurik-asit tagima sistemi olarak bilinir ve inhibit6rii probenesittir. Ayni
zamanda zehir ve metaboliti olan okratoksin o diskiyla da uzaklagtirilir. Bu atilimda
safra dnemli rol oynar ve yine anyonik proteinler araciligi ile gerceklesir. Siitle atilim,
dogal bulasik gidalarin yenilmesi sonucunda gozlenen atilim sekillerinden birisidir.
Mikotoksinin meme bezine gecisi pasif difiizyon ile olmaktadir ve siit/plazma oram 0,1-

0,2 arasimdadir (7, 13).
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Tablo 2.1. Insan ve hayvanlarda okratoksin A’min tek doz agizdan verilmesi sonucunda kinetik

parametreler (15).

Tiir Cinsiyet Uygulama F ti2a tinp Cl Dagilim

Seldi (%) | (saat) | (saat) | (mlsaat'kg?) | Modeli
(Bolme)

Insan Erkek Etanol/tuz | >85,5 20,13 853,2 0,09 2

Maymun Erkek NaHCOs3 57 TED 510 0,18 1

(M. mulata)

Maymun Disi NaHCOs3 57 TED 510 0,18 1

(M. mulata)

Rat (F344) Erkek Misir yagi TED TED 224 TED 1

Rat (F344) Disi Misir yagi TED TED 231 TED 1

Rat Erkek NaHCO; 44 TED 120 0,91 2

(Wistar)

Rat Erkek NaHCO; TED 2,1 57,8 TED 2

(Sprague -

Davley)

Fare (NIH- Erkek NaHCO; 97 TED 39 6,1 2

Bethesda)

Balik Bildirilmemis NaHCO; 1,6 TED 0,68 58 2

(C. caprio)

Bildircin Erkek NaHCO; 62 TED 6,7 57 2

(C.

coturnix)

Bildircin Disi NaHCO; 62 TED 6,7 57 2

(C.

coturnix)




Tablo 2.2. insan ve hayvanlarda okratoksin A’min tek doz damar ici verilmesi sonucunda kinetik

parametreler (15).

12

Tiir Cinsiyet Uygulama t12a ting Cl Dagilim Modeli
Seldi (saat) (saat) | (ml saat'kg™) (Bolme)

Maymun (M. Erkek NaHCO; - 840 0,17 2
mulata)
Maymun (M. Disi NaHCO; - 840 0,17 2
mulata)
Maymun (C. Disi NaHCO; 58-72 | 462-495 0,22 2
aethiops)
Domuz Bildirilmemis Corn oil - 150 1,5 2
Inek Bildirilmemis Corn oil 1,8 77 - 2
Rat Disi Etanol/Tuz 2,7 103 3,11 2
(Sprague -
Davley)
Rat (Sprague Erkek NaHCO; 1,5 53,3 - 2
—Davley)
Rat (Wistar) Erkek NaHCO; - 120 0,92 2
Fare (NIH- Erkek NaHCO; - 48 6,1 2
Bethesda)
Tavsan Bildirilmemis NaHCO; 1,9 8,2 - 2
Balik (C. | Bildirilmemis NaHCO; - 8,3 57 2
caprio)
Bildircin (C. Erkek NaHCO; - 12 86 2
coturnix)
Bildirein (C. Disi NaHCO; - 12 86 2
coturnix)
Tavuk Bildirilmemis NaHCO; 0,5 4,1 - 2
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2.1.3. Etki Sekli

Okratoksin A protein sentezini 6nemli oranda inhibe eder. Protein sentezi inhibisyon
mekanizmasint fenil-alanin-tRNA sentetaz ile katalizlenen tepkimede fenilalanin ile
yarigarak goOsterir. Bu inhibisyon diisiik dozlarda daha az belirgindir. Okratoksin A
nefrotoksik etkisini mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve serbest radikal iiretimine
sebep olarak gosterir. Flavoprotein NADPH-sitokrom P450 rediiktaz ve Fe®, oksijen
varliginda Fe** iyonuna indirgenmesini kolaylastirarak lipid peroksidasyona yol acan
hidroksil radikali iiretimini artirir. Bu tepkimede sitokrom P450’nin roli de
bulunmaktadir. Dogrudan elektrokimyasal, fotokimyasal ve kimyasal siirecler sonunda
okratoksin A fenol oksidasyonu ile hidrokuinon/kuinon cifti olusur. Kuinon DNA’ya
kovalant bag ile baglanir ve sonugta semikuinon ve hidrokuinon sekillenir. Bu olaylar
redoks tepkimeleri ve reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ile sonuglanir. Hiicresel
solunumu ve oksidatif fosforilasyonu etkileme mekanizmasi, mitokondriyal membrani
bozmasi ve solunum zincirinde siiksinat aracili elektron transferini inhibe etmesi ile
iligkilidir. Bu etkiyi dogrudan ATPaz, siiksinat dehidrojenaz ve sitokrom C oksidazi1 da
inhibe ederek gosterir. Toksin hiicre i¢i-dis1 kalsiyum dengesini degistirir. Kalsiyum
dengesindeki bozukluk ve hiicre i¢i kalsiyum yogunlugundaki artis hiicre tahribatini
beraberinde getirir. Kalsiyum, hiicre ici haberci sisteminde kalmodulin ve protein kinaz
C’nin aktivasyonunda onemli rol onar. Okratoksin A epidermal iireme faktorii ve
anjiyotensin II araciligi ile kalsiyum bagmli hiicre c¢ogalmasimi aktive eder.
Ekstraselliiler protein kinaz ve kaspazi etkinlestirerek apoptozise sebep oldugu sdylense

de bu konuyla ilgili calismalar devam etmektedir (19, 20).
2.1.4. Zehirliligi ve Etkileri

Bagisiklik sistemi yabanci hiicrelere ve parazitik organizmalara karst dnemli savunma
sistemidir. Bagisiklik sisteminin baskilanmasi enfeksiyoz hastaliklara karsi viicudu
duyarhh kilar; konak¢ida kanser hiicrelerinin olusumunu ve doniisiimiinii hizlandirir.
Memelilerde bagisiklik sistemi oldukca karmasiktir. Makrofajlar ve lenfositler
bagisiklik sisteminin hiicresel unsurlaridir. Lenfositlerin iki énemli formu T ve B
hiicreleri sirasiyla timils ve karacigerde farklilasir. T lenfositleri hiicresel aracili
bagisikliktan sorumludur ve sitotoksik, yardimci ve baskict T hiicreleri olarak bilinir. B

hiicreleri antikor iiretiminden sorumludur. Bu hiicreler ile T hiicreleri arasinda etkilesim
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vardir. Diger hiicre tipleri makrofajlardir. Mikotoksinlerin bagisiklik sistemi iizerine

etkileri farklilik gosterir (21).

Okratoksin A’nin sitotoksik etkisi substrat olarak fenilalaninin kullanildig: tepkimedeki
enzimlerin aktivasyonu veya inhihisyonu temeline dayanir. Okratoksin A’nin hedefi
Okaryot, prokaryot, memeli hiicreleri ile deneysel hayvanlarda fenilalanin-tRNA
sentetazin inhibisyonudur. Bu inhibisyon, akut ve subakut okratoksin A zehirliliginden
sorumlu protein sentezinde azalmaya sebep olur. Protein sentezindeki inhibisyona ek
olarak DNA ve RNA sentezi de okratoksin A zehirlenmesinin hedefleri arasindadir.
Fosfoenolpiirivat karboksilaz, glukoneogenetik yolakta temel enzimdir ve okratoksin A
tarafindan etkilenir. Etkisi muhtemelen enzim sentez asamasinda mRNA kodlanmasi ile
ortaya c¢ikar. Ayrica glikolitik enzimler, siiksinat sitokrom C rediiktaz ve siiksinat
dehidrojenaz da bu zehir tarafindan inhibe edilir. Okratoksin A’nin cesitli doku ve
organlarda (liriner sistem, karaciger, dalak, lenflerde) apoptozisi hizlandirdig:
gozlenmistir. Bu etkisini sitokinler (Ozellikle timor nekrozan faktor), mitokondriyal
solunum zincirinin etkilemesi ve serbest radikal olusumunu hizlandirmasi aracilig ile
gosterir. Bagisiklik sistemini baskilamasi ¢esitli tiirlerde dnemli bagisiklik organlariin
agirhiginda azalma ile karakterizedir. Timiis, dalak, bursa fabrisius ve lenf yumrulari
okratoksin A icin hedef dokulardir. Lenfoid hiicrelerindeki azalma antikor iireten
hiicreleri de icine alir. Alfa-1, alfa 2, beta ve gamma globulin diizeyini diisiiriir. Ayrica
Ig G, M, A seviyesi ile beyaz kan hiicrelerinde azalmaya neden olur. Kemik iliginde
baskilanmaya yol agar. Dolayli olarak beyaz kan hiicreleri ile bagisiklik sisteminde
gorevli diger hiicrelerin hedef doku ve organlara gociinii engeller. Sitokin salinim ve
sentezinde Ozellikle tiimdr nekrozan faktor alfa, interlokinlerde Onemli degisimlere
sebep olur (Tablo 2.3). Oktatoksin A cesitli hayvan tiirlerinde mide barsak lenf
yumrulari ile timusda nekroz yapar (Tablo 2.4; Sekil 2.4) (22).

Doku ve organ diizeyinde etkileri 6zellikle bobrek iizerinedir. Okratoksin maruziyetinde
insanlarda bobrek korteksinde tubullerde yikimlamna, intertisiel fibrosis ve
glomeriillerde hyalinlesme ile karakterize bozukluk Balkan Endemik Nefropatisi olarak
tanimlanmigtir. Genellikle prognozu kotii ve oOliimciil olabilecek bir zehirlenme
olgusudur. Zehir ayrica iiriner sitem tiimorlerine (6zellikle pelvis ve iiriner sistem

tiimorleri) de egilimi arttirir (23).
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Okratoksin A’nin karsinojenik etkisi o©zellikle karaciger ve bobrek DNA’sina
baglanmasi ile yakindan iligkilidir. Metabolitlerinin ise benzer etkileri yoktur (24).
Okratoksin A ruminantlarda rumen mikroorganizmalar1 tarafindan yikimlanmasi
sebebiyle zararli olmaz fakat domuzlar ve kanatlilar icin riskli bulunmaktadir (9, 25).
Tek basina oldugu gibi diger toksinler ve mikroorganizmalarla da etkilesim haline
girebilir. Bu etkilesim ¢ogu zaman sinerjistiktir. Ozellikle nefrotoksik etki yoniinden
Balkanlarda rastlanan Hantan virusu ile etkilesimi kronik bébrek hasarini beraberinde
getirir. Yine farkli bir mikotoksin olan deoksinivalenol ile olan etkilesimi ise bobrek

hastaliklarina sebep olur (Tablo 2.3) (26).

Tablo 2.3. Farkli bitkisel tiriinlerde karsilagilan okratoksin ile diger mikotoksin kombinasyonlari (26).

Mikotoksin Kombinasyon
Okratoksin Sitrinin
Okratoksin Zearalenon
Okratoksin Penisilik asit
Okratoksin Aflatoksin B,




16

OKRATOKSIN A
DALAK TIMUS KEMIK ILiGi LENFOID
-Nekroza bagh -Timus -Yenilenebilir ORGANLAR
dalak korteksindeki dokularda -Payer's plaklari
boyutunda apoptozise bagli protein ve bursa fabrisyus
kiiciilme b?y}.ltunda sentezinin . gibi lenfoid
kiictilme engellenmesi organlarda
immunglobulinler
de azalma
v
KAN AKIMI

- Dolasimdaki savunma hiicrelerinin karaciger ve bobrege zorunlu gociine bagl

sayilarinda azalma.

Sekil 2.4. Okratoksin A’nin bagisiklik sistemi tizerine etkileri (22).
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Tablo 2.4. Okratoksin A’nin sitokinler iizerine etkileri (22).

Sitokin Hiicre Tipi/Modeli OTA Dozu Etkisi
TNF-a Makrofaj hiicreleri, 400 ng/ml, 0,8-1 pg/ml, | Makrofajlarda uyarilma,
monosit, karaciger toplam 100 ng digerlerinde baskilanma
hiicreleri
IL-6 Makrofaj hiicreleri, 0,8-1 pg/ml Makrofaj hiicrelerinde
karaciger hiicreleri etkisiz, karaciger

hiicrelerinde uyarilma

IL-5 Makrofaj hiicreleri - Baskilanma
IL-1 Timiis hiicreleri 5-10 pg/ml Uyarilma
1L-2 T-lenfosit, lenfosit 5-10 pg/ml T-lenfositlerde
hiicreleri, timiis baskilanma, timiis
hiicreleri hiicrelerinde uyarilma,
lenfositlerde
etkisiz/baskilanma

2.1.5. Tam

Genelde laboratuvar analizleri ile gergeklestirilir. Gilintimiize kadar mikotoksinlerin
analizine yonelik kirki agkin resmi metot yaymlanmistir. Okratoksin A insanlarda ve
diger hayvan tiirlerinde serum albiiminine baglanir. Plazmada diisiik molekiil agirlikli
molekiillere baglanma duyarliligi oldukca yiiksektir. Bu sebeple de kloroform ve
diklormetan gibi organik coziiciilerle; magnezyum klorit, fosforik asit ve hidroklorik
asit gibi bilesikler araciligiyla (pH’1 degistirmek suretiyle) biyolojik ortamdan kolayca
uzaklastirtlir. Plazmanin fosforik asitle asitlestirilmesi ve ardindan kloroformla
ekstraksiyonu en etkili analiz yontemi olarak goriilmiistiir. Plazma veya serumdan
aseton-fosfat tampon veya sodyum bikarbonat tampon kullanarak yapilan ekstraksiyon
islemleri ise nadiren tercih edilir. Temizleme asamasinda genellikle kati faz

ekstraksiyon ve immunoaffinite kolon kromatografisine bagvurulur (27, 28).

Geleneksel anlamda mikotoksin analizleri i¢in en yaygin metot ince tabaka
kromatografisidir. Kalitatif ve yari-kantitatif amaghh UV-spektral analizle birlestirilerek
kullanim1 giiniimiizde de devam etmektedir. Ayrica daha modern ve duyarl cihazlardan

ELISA, yiiksek performansli sivi  kromatografi, yiiksek performansli  sivi
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kromatografi/kiitle spektrofotometri, gaz kromatografi ve gaz kromatografi/kiitle
spektrofotometri miktar tayinlerinde siklikla kullanilmaktadir (29, 30). Analizlerde
ayrica okratoksin A ile es zamanl olarak aflatoksinlerin tespit edilebildigi yiiksek
performansh likit kromatografi esash yontemler de vardir (Tablo 2.5) (31).

Tablo 2.5. Okratoksin A analizlerinin temizleme ve ekstraksiyon asamasinda kullamilan kati faz

ekstraksiyon, ayirma ve tespit metotlart (30, 32).

Bilesik Metot

Ekstraksiyon

Kat1 Faz Ekstraksiyon C-18 Kat1 Faz Ekstraksiyon Kolonu

Immunoaffinite Kat1 Faz Ekstraksiyon Kolonu

Immunoaffinite C18-RP Kolonu

Kat1 Faz Mikroekstraksiyon Sistemi

S1vi-S1vi Ekstraksiyon

Ayirma ve Tespit

Ince Tabaka Kromatografi

Yiiksek  Performansli  Likit  Kromatografi
(Floresans  Dedektor, Tandem MS, Likid
Kromatografi Elektrosprey)

Gaz Kromatografi/Kiitle Spektrofotometri

Likit Kromatografi/ Kiitle Spektrofotometri/ Kiitle

Spektrofotometri

ELISA

2.1.6. Korunma ve Sagaltim

Okratoksin A’ya gidalarla maruziyet, gida isleme metotlarindaki farkliliklarla iliskili
olarak degiskenlik gosterir. Mikotoksinler genelde dayanikli bilesikler olmakla birlikte
ozellikle de okratoksinlere orta derecedeki 1siya dayanikli olmasi sebebiyle iglenmis

iirlinlerin son asamasinda dahi rastlanabilmektedir (33).
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Okratoksin A’y1 etkisiz kilma metotlar1 fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik olmak
tizere lic farkli asamada degerlendirilebilir. Bu tekniklerdeki ama¢ mikotoksinlerin
yikimlanmasi, daha zararsiz bilesiklere doniistiiriilmesi ve emiliminin engellenmesidir.
Ideal bir zehirsizlestirme metodu kolay uygulanmali ve ekonomik olmalidir. Besinlerde
zehirli bilesikler sekillendirmemeli ve besin kalitesini degistirmemelidir. Avrupa Birligi
ilkeleri bulasmamis besinlerle seyreltmeye ve gida maddelerinin zehirsizlestirilmesine
izin vermemektedir. Oncelikle okratoksin A kirliliginden kacinmak igin bu mantar
metabolitlerini sentezleyen mantarlar1 etkisiz kilinmak gerekir. Is1 uygulamalari
okratoksin A’y1 tamamiyla yikimlamaz. Hizla sogutma (-20 °C) ve ardindan 1sitma (26
°C), UV ve gama 151n uygulamasi mantar kolonilerinin olusumunu sinirlayabilir. Ayrica
yalmzca gama radyasyon uygulamasi mikotoksinleri yikilmayabilir. Kimyasal bilesikler
ile okratoksin A’mn etkilerinin 6nlenmesinde aktif komiir, kolestiramin, sodyum
kalsiyum aluminasilikat, bentonit ve zeolit siklikla kullamlmaktadir. Alkali hidrojen
peroksit, sodyum hidroksit ve kalsiyum hidroksit uygulamalar1 da etkili metotlar
arasindadir. Diger bir metod da ozonizasyondur. Mikrobiyolojik olarak Acinetobacter
calcoaceticus’un okratoksin A’y1 yikimlama 6zelligi bulunmaktadir ve toksini daha az
zehirli olan o-okratoksine cevirir. Elektrokimyasal tekniklerin gelisimi ile ozon
kullanim1 gidalarda okratoksin A diizeyini tespit edilemeyecek diizeylere indirir.
Karboksipeptidaz A, okratoksin A’y1r yikimlayan enzimlerdendir. Bu mikotoksinin
serbest radikal olusturma potansiyelinin yiiksek olmasi sebebiyle antioksidan 6zellikleri
bulunan melatonin, rosmarinik asit, a-tokoferol, retinol, siyanidin-3-o0-b-glukopiranozin,
askorbik asit, L-metionin, aspartam, polifenol, antioksidan kombinasyonu ve farkli

alkaloidler muhtemel zehirli etkilere kars1 kullanilabilmektedir (34, 35).

Ayrica iirlinlerin hasatlanmasi, islenmesi ve depolama kosullarina da dikkat edilerek
mantarlarin okratoksin iiretimi i¢in uygun kosullart olugturmasinin 6niine gecilebilir (8).
Donmusg gidalarda oncelikli olarak sekillenen A. ochraceus’un iiremesini engellemek
icin kuru gidalarda kullanilan standart uygulamalar yapilir. En etkili yontem gidalardaki
rutubet oraninin 0,8’in altina indirilmesidir. Ortamin havalandirilmasi, haserelerle
miicadele ve gidalarin kapali olarak muhafazasi dikkat edilmesi gereken diger hususlar

arasindadir (36).

Tahillardan hazirlanan iiriinlerde, 6zellikle ekmeklerde pisirme sirasinda okratoksin A

kayb1 s6z konusu olmaz. Fakat biskiivilerin pisirilmesi sirasinda 2/3 oraninda bir kayip
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vardir. Suda basing altinda pisirilen {riinlerde ise % 84 oraminda kayip gozlenir.
Otoklavlamak suretiyle yapilan uygulamalarda ise yikimlanma yaklasik % 50-88
arasinda degisir. Kahvelere uygulanan 1s1l islemlerde yikimlanma % 13-93 arasindadir.
Yiiksek 1s1yla birlikte nem, okratoksin A yikimlanmasini hizlandirir. Rutubetin % 30
oldugu ortamlarda 116-120 °C’da kaylp % 12 iken 133-136 °C’da % 23,5°dir.
Rutubetin % 13,4 oldugu kosullarda 191-196 °C’da ortalama kayip % 31; % 17,5
oldugunda ise 157-164 °C’dir. Bu yikimlanma oranlar1 gidalarin kalis siireleri ile artig

gosterir. Fakat hicbir zaman baslangic miktarina gore % 40’1n lizerine ¢ikamaz (37).
2.1.7. Ulkemizde ve Diger Ulkelerdeki Yasal Diizenlemeler

Okratoksin toksikokinetik o6zelligi geregi kanda rastlanma oranmi yiiksek olan bir
mikotoksindir. Zehirlenmenin tanisinda da kandaki diizeyinin 6l¢iimii bu yiizden en ¢ok
tercih yontemlerdendir. Yapilan arastirmalarda insanlarda kan okratoksin diizeyleri

degerlendirilmistir (Tablo 2.6) (16, 23).

Mantarlarca okratoksin A’nin sentez kosullar1 veya okratoksin A iireten mantarlar i¢in
tireme sartlart ile ilgili bilgiler bulunmakla birlikte konuya yonelik ¢aligmalar devam
etmektedir. Tarimsal {iiriinlerde tolare edilebilecek okratoksin A diizeyi degiskenlik
gostermektedir. Bu deger, tiriinler ve iilkeler i¢in O-birka¢ pg/kg arasinda degismektedir.
Avrupa birligi iilkelerinde tolare edilebilir giinlik doz 5 ng/kg canli agirlik (2100
ng/hafta/60 kg canli agirlik) olarak belirlenmisken; Kanada’da 1,5-5,7 ng/kg canli
agirlik (630-2394 ng/hafta)’dir. Gida Tarim Orgiitii/Diinya Saglik Orgiitii ise bu degeri
100 ng/kg canli agirlik/hafta olarak vermistir (Tablo 2.7) (1).



Tablo 2.6. Farkli yillarda insan kan 6rneklerinde okratoksin A varlig: (16, 23).
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Ulke Pozifit Ornek Sikhig: Ortalama Diizey Pozitif Orneklerin
(%) (ng/ml) Diizey Aralig1 (ng/ml)

Bulgaristan 7 0,88 1,0-10,0
Kanada 100 0,88 0,29-2,37
Macaristan 77-82 - 0,2-10
Danimarka 54 1,8 0,10-13,2
Fransa 15-19 - 0,1-12
italya 100 0,5 0,1-2
Japonya 85 0,068 0,004-0,278
Polonya 6 0,2 1-13
Isveg 100 - 0,06-6,02
Isvigre 100 0,17 0,09-0,94
Ispanya 53 0,71 0,5-4,0
ingiltere 100 1,09 0,4-3,11
Almanya 56,5-98,10 0,27-0,60 0,06-14,40
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Tablo 2.7. Okratoksin A i¢in kahvelerde farkl iilkelerin tolerans diizeyleri (ppb) (38).

Ulke Yesil Kahve Kavrulmus Kahve Graniil Kahve
Cek Cumhuriyeti 10 10 10
Finlandiya 5 5 5
Almanya - 3 6
Yunanistan 20 - -
Macaristan 15 10 10
italya 8 4 4
Hollanda - 10 10
Portekiz 8 4 4
ispanya 3 4 4
Isvicre 5 5 5

Tiirk Gida Kodeksinde gore (39), gida maddelerindeki bulasanlarin maksimum limitleri
hakkindaki teblige gore kavrulmus kahve cekirdegi ve ogiitiilmiis kahvede 5,0 ppb;
kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakt1 veya ¢oziinebilir kahve icin 10,0 ppb olarak

verilmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZ, GEREC VE KIMYASALLAR

3.1. 1. Cihaz ve Gerecler

1.

2.

10.

11.

12.

13.

EIA Spektrofotometre (BIO-TEK)
EIA Yikayic1 (BIO-TEK)

Vortex (Heidolph Reaxtop)
Hassas Terazi (Sartorius TE102S)
Manyetik Karigtirict (Elektromag-M21)
Calkalayic1 (Elektromag-M21 )
Deiyonize Su Cihaz1 ( Millipore)
Buzdolab1 (Profilo)

Cam tiip

Otomatik pipet

Mutlak metanol (Merck)

Susuz sodyum siilfat

Yikama sisesi



14.

15.

16.

17.
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Siizgec kagidi
Emici kagit havlular
Zaman Slger

Cam pamuk

3. 1. 2. Kimyasallar

1.

Okratoksin A EIA kiti

- Antikor kapli kuyucuklar (96 adet fare anti-okratoksin A antikoru
ile kapl) ve bu kuyucuklarin yerlestirildigi plaka.

- Antikor kapli olmayan kuyucuklar (96 adet kirmiz1 renkli).

- Okratoksin A standartlar1 (% 70 metanolde 0,0; 0,02; 0,05; 0,1;
0,2; 0,4 ng/ml).

- Analiz seyrelticisi.

- Okratoksin A HRP (hourse radish peroxidase)-konjugat.
- Substrat Ayiraci (Tetrametilbenzidin)

- Sonlandirici Soliisyonu.

- Yikama Tamponu (% 0,05 Tween 20 ile hazirlanmig fosfat

tampon).

3.2. YONTEM

3. 2. 1. Analiz Materyali

Calismada toplam 90 adet Tiirkiye’nin farkli illerinden toplanan kahve ornekleri

kullanildi. Kahve orneklerinin ekstraksiyonu, analize hazir hale getirilmesi ve dl¢iimii

icin Helica Biosystems® marka kit ve analiz metodu (40) esas alind1.

3. 2. 2. Kahve Numunelerinin Analize Hazir Hale Getirilmesi

1. Kahve numunelerinin her birinden 2’ser g tartildi. Ardindan % 70’lik

metanol’den 10’ar ml alinarak {izerine eklendi. Karisim 5 dk siireyle vorteks

aracilig ile karistirildi.



3.2.3.
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Vorteksten ¢ikan karisim siizge¢ kagidi kullanilarak huni yardimiyla dnceden
hazirlanmig cam deney tiiplerine siiziildii. Siizge¢ kagidi icine siizme
isleminden once bir miktar cam pamuk ve onun {izerine de bir miktar susuz

sodyum siilfat eklendi.

Deney tiipiine alinan siiziintiiler daha sonra 3000 devirde 5 dakika santrifiij

edildi. Bu islemden sonra iiste kalan kisimlar ayr1 cam tiiplere alind1.

Bu tiiplerin her birinden 100 ul alindi ve iizerine 900 ul % 70’lik metanol ile
seyreltildi. Analizde bu ¢ozelti kullanildi.

EIA Analiz Yontemi
Analizde kullanilan biitiin ayrraclar kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi.

Standartlar ve analiz edilecek her bir ornek icin antikor kapli olmayan
kuyucuklar (kirmizi renk) tutucuya yerlestirildi. Diger tutucuya ise esit sayida
antikor kapli kuyucuklar yerlestirildi.

Antikor kapli olmayan kuyucuklara (kirmiz1 renkli) 200 ul seyreltme ¢ozeltisi

konuldu.

Ardindan {izerine her bir kuyucuga standart ve drnek cozeltisinden 100’er pl

pipetle ilave edildi; kuyucuk icerisinde iyice karismasi saglanda.

Bu kuyucuklardan 100’er pl alinarak antikor kapli kuyucuklara aktarildi (bu
asamada deneyin basindan sonuna kadar meydana gelebilecek degisiklikleri en

aza indirmek i¢in ¢ok kanall1 pipet kullanild1) ve oda 1si1sinda 30 dk bekletildi.

Kuyucuktaki icerik atik havuzuna bosaltildi. Bu kuyucuklarin her biri PBS-

Tween tampon stvisi ile doldurularak yikandi. Bu islem ii¢ defa tekrarlandi.

Kuyucuklardaki arta kalan suyu kurutmak i¢in kuyucuklar emici havlularin

tizerine ters ¢evrilerek konuldu.

Antikor kaph kuyucuga 100 pl konjugat eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

Tekrar kuyucuktaki icerik atik havuzuna bosaltildi. Bu kuyucuklarin her biri

PBS-Tween tampon sivisi ile yikandi. Bu islem de ii¢ defa tekrarlandi.
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10. Yine kuyucuklardaki arta kalan suyu kurutmak icin kuyucuklar emici

havlularin iizerine ters cevrilerek konuldu.

11. Her kuyucuga 100 pl substrat ayraci eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.

12. Uzerine her kuyucuga ayni sirayla 100 pl sonlandirma soliisyonu eklendi.

13. Okratoksin A diizeyine karsiik gelen optik yogunlugun standart egrisi
olusturuldu. Numune 6rnekleri standart egrisi esas alinarak ol¢iildii. Numunede
tespit edilen okratoksin A miktari, standart egrinin hazirlanmasi igin tercih
edilen en iist yogunluktan fazla ise numune % 70 metanol ile sulandirilip tekrar
test edildi. Sonuclar1 hesaplarken eklenmis c¢ozelti faktorii gdz Oniinde

bulunduruldu.
3.2.4. Standart Egrisinin Hazirlanmasinda Kullamlan Yogunluklar

Hesaplamalarda kullanilan standart egrisinin hazirlanmasinda 0,0-0,4 ng/ml

konsatrasyon araligi alind1 ve karsilik gelen absorbansa gore egri hazirland1 (Tablo 3.
1).

Tablo 3. 1. EIA Standart Degerler.

Standart (ng/ml) ppb (ug/kg)
0,00 0,0
0,02 1,0
0,05 25
0,10 5,0
0,20 10,0
0,40 20,0

3.2.5. Okratoksin A Tayini icin HPLC Cihaz ve Analiz Kosullar

Kahve orneklerinin HPLC’de analizi TUBITAK Enstriimental Analiz Laboratuvari
tarafindan gergeklestirildi (41). EIA metodunda kullanilan eluat tercih edildi. Bu
eluttan 100 pL almarak cihaza uygulandi. Cihazin analiz kosullar1 asagidaki gibi

belirlendi.
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Kolon: Zorbax Eclipse XDB C18 (4,6 x 100 x 3, 5 um)
Hareketli Faz: ACN: H,O: HAc (470: 510:20) (v: v: V)
Akis hizi: 1,0 mL/dakika

Kolon sicakhgr: 40 °C

Floresans dedektor: Eksitasyon: 333 nm, Emisyon: 443 nm

FLD1 A, Ex=333, Em=443 (OTA2010\S0000496.D)

Sekil 3. 1. Okratoksin A standardinin kromatogram.

3. 2. 6. istatistiksel Analiz: Hesaplamalar 13,0 SPSS Windows paket programinda
gerceklestirildi. Veriler aritmetik ortalama ve standart sapma olarak verildi. Her iki
analiz metodu (EIA ve HPLC) arasindaki farkliliklar non-parametrik Mann-Whitney U

testine gore P<0,05 onemlilik derecesi esas alinarak degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. OKRATOKSIN A’NIN EIA ANALiZ BULGULARI

Elde edilen sonuglardan 90 adet drnegin 70’inde (% 77,78) okratoksin A kalintisina
rastlanmadi. Toplam 6rneklerin 20’sinde (% 22,22) ise okratoksin A kalintist tespit
edildi. Okratoksin A tespit edilen drneklerde ortalama OTA yogunlugu EIA yonteminde
0,032+0,015 ppb olarak bulundu.

Kahve numunelerinde bulunan en diisiik okratoksin A diizeyi bu yontemde 0,009 ppb,
en yiiksek okratoksin A diizeyi ise EIA’da 0,053 ppb olarak 6lciildii (Tablo 4.1). Pozitif
orneklerin 2’si (% 10,0) 0-0,010; 4’ii (% 20,0) 0,011-0,020; 2’si (% 10,0) 0,021-0,030;
4’1 (% 20,0) 0,031-0,040; 5’1 % 25,0) 0,041-0,050; 3’ii (% 15,0) 0,051-0,060 araliginda
seyretti (Tablo 4.2).
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Tablo 4. 1. Kahve orneklerindeki EIA yontemine gore okratoksin A diizeyleri.

n Okratoksin A (ppb) n Okratoksin A (ppb)
1 TED 26 TED
2 TED 27 TED
3 TED 28 TED
4 TED 29 TED
5 TED 30 TED
6 TED 31 TED
7 0,022 32 TED
8 TED 33 TED
9 0,009 34 0,022
10 0,018 35 0,048
11 TED 36 0,044
12 0,017 37 0,009
13 TED 38 0,051
14 TED 39 TED
15 TED 40 0,032
16 TED 41 0,011
17 TED 42 0,014
18 TED 43 0,035
19 TED 44 0,053
20 TED 45 0,034
21 TED 46 0,044
22 TED 47 0,051
23 TED 48 0,046
24 TED 49 0,048
25 TED 50 0,037

n: Kahve ornekleri TED: Tespit Edilemedi
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Tablo 4. 1. Kahve orneklerindeki EIA yontemine gore Okratoksin A diizeyleri (Devam).

n Okratoksin A (ppb) n Okratoksin A (ppb)
51 TED 71 TED
52 TED 72 TED
53 TED 73 TED
54 TED 74 TED
55 TED 75 TED
56 TED 76 TED
57 TED 77 TED
58 TED 78 TED
59 TED 79 TED
60 TED 80 TED
61 TED 81 TED
62 TED 82 TED
63 TED 83 TED
64 TED 84 TED
65 TED 85 TED
66 TED 86 TED
67 TED 87 TED
68 TED 88 TED
69 TED 89 TED
70 TED 90 TED
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Tablo 4.2. EIA ile 6l¢tilmiis kahve orneklerindeki okratoksin A diizeyleri.

Diizey Aralig1 (ppb) Pozitif Ornek Sayisi Rastlanma Oram (%) Ortalamazstandart

sapma (ppb)
0-0,010 2 10 0,009+0,000
0,011-0,020 4 20 0,015+0,003
0,021-0,030 2 10 0,022+0,000
0,031-0,040 4 20 0,034+0,002
0,041-0,050 5 25 0,046+0,002
0,051-0,060 3 15 0,051+0,001

4.2. OKRATOKSIN A’NIN HPLC ANALIZ BULGULARI

Calismanin HPLC asamasinda kahve oOrneklerinde okratoksin A ile kirlenmenin
boyutlar1 TUBITAK Ankara test ve analiz laboratuarinda belirlenerek ortaya konuldu.
Elde edilen sonucglardan 71 adet o6rnekte okratoksin A kalintisina rastlanmadi. Toplam

orneklerin 19’unda ise okratoksin A kalintis1 tespit edildi (Tablo 4. 3).

Bu yonteme gore kahve numunelerindeki okratoksin A diizeyi ortalamasi
0,0253+0,0167 ppb; yontemle analizi yapilan numunelerde en diisiik okratoksin A
diizeyi 0,009 ppb, en yiiksek okratoksin A diizeyi ise 0,073 ppb olarak 0l¢iildii. Pozitif
orneklerin 5’1 (% 26,31) 0-0,010; 4’6 (% 21,06) 0,011-0,020; 2’si (% 10,53) 0,021-
0,030; 5’1 (% 26,31) 0,031-0,040; 2’si (% 10,52) 0,041-0,050; 1’1 (% 5,27) 0,051-0,060
araliginda seyretti (Tablo 4.4).

Numunelerde her iki yontemle belirlenen okratoksin A diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak 6nemli bir fark gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 4.5)
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Tablo 4. 3. HPLC yontemine gore kahve orneklerindeki okratoksin A diizeyleri.

n Okratoksin A (ppb) n Okratoksin A (ppb)
1 TED 26 TED
2 TED 27 TED
3 TED 28 TED
4 TED 29 TED
5 TED 30 TED
6 TED 31 TED
7 0,022 32 TED
8 TED 33 TED
9 0,009 34 0,022
10 0,018 35 TED
11 TED 36 0,044
12 0,017 37 0,009
13 TED 38 0,031
14 TED 39 TED
15 TED 40 0,032
16 TED 41 0,011
17 TED 42 0,014
18 TED 43 0,035
19 TED 44 0,010
20 TED 45 0,034
21 TED 46 0,044
22 TED 47 0,073
23 TED 48 0,010
24 TED 49 0,010
25 TED 50 0,037
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Tablo 4. 3. HPLC yontemine gore kahve drneklerindeki okratoksin A diizeyleri (Devam).

n Okratoksin A (ppb) n Okratoksin A (ppb)
51 TED 71 TED
52 TED 72 TED
53 TED 73 TED
54 TED 74 TED
55 TED 75 TED
56 TED 76 TED
57 TED 77 TED
58 TED 78 TED
59 TED 79 TED
60 TED 80 TED
61 TED 81 TED
62 TED 82 TED
63 TED 83 TED
64 TED 84 TED
65 TED 85 TED
66 TED 86 TED
67 TED 87 TED
68 TED 88 TED
69 TED 89 TED
70 TED 90 TED
Tablo 4.4. HPLC ile dl¢iilmiis kahve drneklerindeki okratoksin A diizeyleri.
Diizey Aralig (ppb) | Poztif Ornek Sayis1 | Rastlanma Oram (%) Ortalamaz+standart
sapma (ppb)
0-0,010 5 26,31 0,009+0,000
0,011-0,020 4 21,06 0,015+0,003
0,021-0,030 2 10,53 0,022+0,000
0,031-0,040 5 26,31 0,033+0,002
0,041-0,050 2 10,52 0,044+0,000
0,051-0,060 1 5,27 0,073+0,000




Tablo 4.5. EIA ve HPLC ile dl¢iim sonuglarimn karsilastirimast.

34

Diizey Arahig: (ppb) EIA (ppb) HPLC (ppb) P
0-0,010 0,009+0,000 0,009+0,000 0,381
0,011-0,020 0,015+0,003 0,015+0,003 1,000
0,021-0,030 0,022+0,000 0,022+0,000 1,000
0,031-0,040 0,034+0,002 0,033+0,002 0,730
0,041-0,050 0,046+0,002 0,044+0,000 0,381
0,051-0,060 0,051+0,001 0,073+0,000 0,500
0,0-0,060 (Tum Degerler) 0,032+0,015 0,025+0,016 0,065




5. TARTISMA VE SONUC

Okratoksin mantarlardan olan Aspergillus ve Penicillium’larin bir¢ok tiirii tarafindan
tiretilebilir. Bu mantarlar her yerde bulunabilme 6zelligine sahip olup genellikle gida
maddeleri ile hayvan yemlerinin kontaminasyonunda potansiyel risk tegkil
etmektedirler. Yapisal olarak birbirine benzerlik gosteren okratoksin grubu
bilesiklerinin en dnemlisi ve en yaygin bulunam okratoksin A’dir. Okratoksin A, bazi
diger gidalarda oldugu kadar misir, arpa, bugday, yulaf ve kahvede de bulunmaktadir
(42).

Kahve ve diger lriinlerde okratoksin analizleri icin ¢esitli yontemler gelistirilmistir.
Ince tabaka kromatografisi bazi laboratuvarlarda halen kullanilan, tarama niteliginde bir
teknik olsa da, tayin limiti 5 ppb’nin iizerindedir ki bu limit okratoksinlerin kahvede
bulunmasina miisaade edilen degerin (5 ppb) lizerindedir. Okratoksin, patulin ve
penisillik asit gibi reaktif gruplara sahip mikotoksinler direk baglanma reaksiyonlari
gosterdikleri i¢in ELISA esasli yontemlerle de analizleri yapilabilmektedir (43).
Okratoksinlerin numunelerden ekstraksiyonu ve analizleri icin son yillarda antikor
esasli immiinaffinite kolonlarla ekstraksiyonu takiben HPLC’de floresan dedektorle
analiz yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemlerde numunelerdeki okratoksin genellikle
asetonitril:su ile ekstrakte edilip filtre kagidindan siiziilmekte, ardindan fosfat tamponu

ile sulandirilip immiinoaffinite kolonlardan gecirilmekte ve ters faz kolonlu HPLC’de
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floresan dedektorde oOlgiimleri yapilmaktadir. Okratoksin A analizleri ile ilgili
metotlarda temelde sivi kromatografisi onerilmekte olup, ekstraksiyon agamasinda da
kati-faz ekstraksiyon temizleme veya immunoaffinite kolon yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yaymlanan metotlarin tespit limitlerinin diisiik olmas1 (<0,5 ppb) ve

bircok gida iiriiniine basari ile uygulanabilmesi nemli avantajlar sunmaktadir (44).

Bu calismada da, farkli gida hammaddeleri, gida ve yemlerdeki okratoksin A
diizeylerinin belirlendigi farkli ¢aligmalarda kullanilan EIA ve HPLC yontemleri
kullanildi. Ancak kahve oOrneklerindeki okratoksin A diizeyleri agisindan her iki
yontemde istatistiksel olarak ©Onemli bir farkhlik (p>0,05) tespit edilemedi.
Calismamizin sonuglar1 kahvelerde okratoksin A analizlerinde EIA tekniginin de HPLC
yontemine benzer sonuglar verdigini, her iki yontemin de kullanilabilir oldugunu
gostermektedir. Bu durum, yapisinda reaktif gruplar bulunduran okratoksin A’nin EIA
yontemlerinde direk baglanma reaksiyonlar1 gostermeleri ve yontemin hassasiyetinin

yiiksek olmasi ile aciklanabilir (43).

Kahvelerde okratoksin A diizeylerinin belirlenmesine yonelik arastirmalar
bulunmaktadir: Cantafora ve ark. (45) HPLC’de ters faz kolon ve floresan dedektorle
yesil kahve numunelerinde yaptiklar1 analizlerde 0,4-23 ppb, Micco ve ark. (46) kahve
cekirdeklerinde yaptiklar1 taramada numunelerin % 58’inde 0,2-15 ppb, Patel ve ark.
(47) Ingiltere’de 100 kahve numunesini inceledikleri calismalarinda numunelerin
61’inde 0,1-8,0 ppb okratoksin A bulmuslardir. Nakajima ve ark. (48) Japonya’nin
Nagoya sehrinden topladiklar1 47 kahve 6rneginden % 30’unun 0,1-17,4 ppb araliginda
OTA igerdigini belirlemislerdir. Trucksess ve ark. (49) cig kahve o6rneklerinde 0,1-4,6
ppb diizeyinde okratoksin A tespit etmisler, bulunan degerlerin tiiketici saglig1 agisindan
risk olusturmadigini bildirmislerdir. Romani ve ark. (50) 162 ¢ig kahve Orneginden
106’sinda 0-48 ppb araliklarinda okratoksin A bulundugunu, 2 numunenin 18 ve 48 ppb
gibi yiiksek degerlerde okratoksin A igerdigini ifade etmislerdir. Aynmi c¢alismada
Afrika’dan alinan 84 yesil kahve numunelerinin 76’sinda okratoksin A bulundugunu ve
ortalama okratoksin A diizeyinin 4,7 ppb oldugu sdylemislerdir. Teixeira ve ark. (51)
Brezilya’dan topladiklar1 408 kahve ¢ekirdegi numunelerinde, 135 numunenin 9’unda 5
ppb uzerinde, bir numunede 100 ppb diizeyinde okratoksin A varligina rastlamiglardir.
Urbano ve ark. (52)’nca yapilan bir taramada kahve numunelerinin % 75’inde 0,2 ppb

izerinde okratoksin A varhigi tespit edilmis, yalnizca 1 numunenin 8,0 ppb iizerinde
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okratoksin A igerdigi rapor edilmistir. Cig kahvelerde okratoksin A diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir taramada yapilan arastirmada 87 numunenin %
40’mda okratoksin A tespit edilmis, 2 numunede 5,0 ppb iizerinde (10,3 ve 14,0 ppb)
okratoksin A saptanmistir (53). Pardo ve ark., (54) kahve numunelerinde EIA ve HPLC
ile okratoksin A analizleri yaptiklar1 c¢alismada tiim numunelerin 0,6 ppb iizerinde
okratoksin A icerdigini, ortalama okratoksin A diizeyinin 6,7 ppb oldugunu
belirlemislerdir. Ulkemizde Metin (55) tez calismasi kapsaminda Turkiye nin farkli
bolgelerinden tesadiif ornekleme yontemine gore 44 adet Ogiitiilmiis ve kavrulmusg
kahve numuneleri topladig1 ve EIA yontemiyle okratoksin A miktarlarim belirledigi
aragtirmasinda 43 adet Ornekte okratoksin A tespit etmis, 9 kahve numunesindeki
okratoksin A diizeyini 2 ppb’nin iizerinde bulmus, drneklerin okratoksin A miktarlarinin
0-2,6 ppb arasinda degistigini gostermistir. Arastirict kahvenin Tiirkiye’ye kurutulmusg
olarak geldigini, kavurma ve 6giitme islemlerinin Tiirkiye’de yapildigini belirtmis; bu
nedenle kavrulmus ve ogiitiilmiis kahvelerde kontrollii depolama kosullar1 saglanmasi
ve cekirdeklere etkin kavurma islemi uygulanmasinin iilkemizde tiiketilen kahvelerde

kiif gelisimi ve okratoksin A iiretimini azaltilabilecegi vurgusunu yapmaistir.

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan 90 adet kahve numunesinin EIA ve HPLC
teknikleri ile karsilastirmali olarak okratoksin A analizlerinin yapildigr tez
caligmamizda, EIA teknigi ile 90 adet kahve 6rneginin 70’inde (% 77,78) okratoksin A
kalintisina rastlanmamais; 6rneklerin 20’sinde (% 22,22) okratoksin A tespit edilmistir.
okratoksin A ydniinden pozitif olan 6rneklerde bu yonteme gore ortalama okratoksin A
degeri 0,032+0,015 ppb olarak bulunmustur. Kahve numunelerinde bulunan okratoksin
A diizeylerinin 0,009-0,053 ppb arasinda oldugu, bu 6rneklerin tamaminda okratoksin A
degerlerinin 5,0 ppb altinda seyrettigi belirlenmistir. HPLC yontemiyle ise 71 kahve
orneginde okratoksin A kalintisina rastlanmadigi, orneklerin 19’unda ise okratoksin A
varligl belirlenmistir. Bu yonteme gore kahve numunelerindeki okratoksin A diizeyi
ortalamasinin 0,025+0,016 ppb; bulunan okratoksin A araligin 0,009-0,073 ppb oldugu,
EIA yonteminde oldugu gibi HPLC’de kahve numunelerinde belirlenen okratoksin A

diizeylerinin 5,0 ppb altinda seyrettigi gbzlenmistir.

Kahve ve kahve iriinlerinde bulunmasina miisaade edilen limitler Uluslar arasi ve
Ulusal kurumlarca belirlenmistir; Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksine gore kavrulmus

kahve cekirdegi ve Ogiitiilmiis kahvede bulunmasina miisaade edilen maksimum
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okratoksin limiti 5,0 ppb; kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya ¢oziinebilir
kahvede ise 10,0 ppb olarak belirlenmistir (39). Avrupa Birligi Resmi Gazetesinde
kavrulmus kahve cekirdegi ve oOgiitiilmiis kahvede bulunmasi gereken maksimum
okratoksin diizeyi 5,0 ppb; ¢Oziinebilir kahve i¢cinse 10,0 ppb olarak bildirilmistir (56).
FAO’nun belirledigi farkli satig tiriinlerindeki okratoksin A limitleri ise yesil kahve
tohumu icin 8,0 ppb, kavrulmus kahve ve kahve iriinleri icin 4,0 ppb’dir (57). Tez
caligmamizdaki bulgularda ortaya konan okratoksin A degerinin Tiirk Gida Kodeksinde
kahvelerde bulunmasina miisaade edilen limitin (5 ppb) oldukca altinda oldugu
goriilmektedir. Bu veriler toplanan kahve drneklerindeki okratoksin A igeriginin tiiketici
saglhigr acgisindan risk olusturmadigim gostermektedir. Okratoksin A ile dogal olarak
kontamine olmus farkl tiirlerdeki kahve cekirdeklerine az, orta ve yliksek diizeyde 1s1
uygulama ve kavurma yontemlerinin, 1s1 derecesine paralel olarak okratoksin A’y1
yikilmadigim ve okratoksin A diizeylerinde azalmaya yol actig1 tespit edilmistir. Yine
kahvenin kafeinsizlestirme islemi sonrasinda da okratoksin igeriginin % 90 oraninda

azaldig bildirilmektedir (44, 58).

Yesil kahve iiretiminde okratoksinlerin ana kaynaklar1 A. westerdijkiae, A. steynii ve A.
carbonarius’dur. Ancak bu mantar tiirlerinin kahve hasadi oncesi bitkide yogun olarak
bulunduguna dair bir veri bulunmamakta, bulagsmanin hasat sonrasi ve kurutma
asamasinda oldugu gozlenmektedir. Kahve iiretimi yapilan bolgelerin genellikle tropik
bolgeler olmasi nedeniyle, kahve hasat sonrasinda nemli ve yagmurlu ortamlarda
bulunmakta, kurumast uzun zaman almakta ve sonuc¢ olarak mantarlarin okratoksin
iretimine uygun bir ortam olusmaktadir. Fakat kahveye iyi kurutma ve isleme metotlar1

uygulandiginda okratoksin riski azaltilabilmektedir (44).

Farkli bolgelerden toplanan kahve numunelerindeki diisiik okratoksin A icerigi,
ilkemize kurutulmus olarak gelen kahvenin uygun kavurma ve 6giitme islemlerine tabi
tutulmasi, ozellikle Tiirk kahvesi hazirlamigindaki yogun kavurma iglemi sonrasinda
okratoksin A’nin azalmasi, kahvenin genellikle giinliik olarak 6giitiiliip satilmasi ve

uygun saklama kosullarinda muhafaza edilmesi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

okratoksin A baslica bobrekleri etkileyen bir toksindir. Hayvanlarda yapilan 90 giinliik
yedirme denemelerinde okratoksin A’nin bobrek fonksiyonu iizerindeki artan etkileri ile
uzun siireli maruz kalma sonucunda bobrekte hasar gézlemlenmistir. okratoksin A’nin

yaptig1 renal lezyonlar, proksimal tubiiliin dejenerasyonu, renal kortekste interstisyel
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fibrozis, glomeriiliin hiyalinizasyonu ve tiibiiler epitelin atrofisi ile karakterizedir.
okratoksin A bobrek hiicrelerinde belli bolgeleri etkileyerek apoptotik tipte olusumlara
sebep olur. Yapilan ¢aligmalarda okratoksin A’nin farelerde, siganlarda ve tavuklarda
giiclii bir teratojen oldugu anlasilmistir. Merkezi sinir sistemi en hassas odaklardan
biridir ve ilk organ olusumu déneminde okratoksin A, DNA kirilmalari, protein sentezi
inhibisyonu ve glikoneojenez; mitokondride oksidatif fosforilasyonun ve kan pihtilagma
mekanizmasinin bozulmasina sebep olmasiyla insan sagligi agisindan biiyiik risk
tasimaktadir. Oldiiriici dozun almmiyla karaciger hiicrelerinde pek cok patolojik
degisiklik sz konusu olmaktadir. okratoksin A’nin temel toksik etki mekanizmasi, ATP
azalmasina bagli olarak mitokondriyel solunumun inhibisyonu, protein sentezinin
azalmasina eslik eden tRNA sentezinin inhibisyonu ve LPO’nun artmast seklinde
tanimlanmaktadir. Okratoksin A’nin oksidatif stresi indiikledigi bilinmektedir. Zira
reaktif oksijen bilesiklerinin (ROB) olusumu Fe™-OTA kompleksi araciligiyla
olmaktadir. Okratoksin A, LPO ve aym zamanda hiicresel hasar gostergesi olan
malondialdehit (MDA) artisina sebep olmaktadir. Serbest radikal diizeyleri, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimler
araciligiyla kontrol edilmektedir. Antioksidan savunma azaldiginda veya ROB diizeyi
artiginda oksidatif stres gelisir. Protein sentezinin inhibisyonu ve oksidatif yolak
araciligiyla serbest radikallerin olusumu okratoksin A’nin toksik etkisinde anahtar rolii
iistlenmektedir. Okratoksin A, fenilalanin-tRNA sentetaz tarafindan katalizlenen
reaksiyonda fenil alanin ile yarisarak protein sentezini inhibe eder ve bu Ozellik
zehirlilikle iligkilidir. Okratoksin A’nin insanlarda immiinosiipresif, hepatotoksik,
nefrotoksik, teratojenik, apoptoz indiikleyicisi, genotoksik ve lipid peroksidasyonu
(LPO) uyarict etkilerinin olabilecegi belirtilmektedir. Okratoksin A, TARC tarafindan
“Grup [IB” muhtemel karsinojen olarak smiflandirilmistir. Okratoksin A dolayh
karsinojen mekanizmas1 aracilifiyla epigenetik karsinojen olarak da adlandiriimaktadir.
Ancak ayn1 zamanda DNA’ya dogrudan baglanabilmesi nedeniyle dogrudan karsinojen
olarak da kabul edilmektedir (58, 59). Arastirmamizdan elde ettigimiz sonuglara gore bu
tez projesi ile nefrotoksik, hepatotoksik, embriyotoksik, teratojenik, karsinojenik, ve
immunosupresif Ozelliklere sahip olan okratoksin A’min Ogiitiilmiis kahvelerdeki,
ortalama okratoksin A (0,036 pg/kg) diizeyinin yasal limitin (5 pg/kg) altinda oldugu

goriilmiistiir.
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Diinyada ve Tiirkiye’de gidalarda mikotoksinlerin kontrolii ve denetimleri ile ilgili
bircok yasal diizenleme yapilmistir. Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), Avrupa
Birligi (EU) ve Ulusal orgiitler mikotoksinlerin gidalarda bulunmasina izin verilen
sinirlart belirlemislerdir. Ulkemizde de Tarim Bakanlig: tarafindan hazirlanan ve 2008
yilinda giincellenen Tiirk Gida Kodeksinde mikotoksinlerle ilgili yasal limitler verilmis;
gidalarda mikotoksin olusumlarinin  Onlenmesi icin de cesitli yonetmelikler
hazirlanmigtir. Gidalarin ve paketleme materyallerinin pazar denetimine iliskin bir
yonetmelik 2005 yilimin Mart aymda yiiriirliige girmistir fakat bu yonetmelik AB
miiktesebatiyla tam anlamiyla uyumlu degildir. Bazi1 aflatoksin ve okratoksin tipleri i¢in
birkac¢ kontrol laboratuvar1 Tiirk akreditasyon kurumundan akreditasyon almistir. AB
uygulamalarina uygun olmasi amaciyla fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik analiz
metotlart il denetim laboratuvarlarinda standardize edilmistir. 2005 yilinda gidalarda
okratoksin A diizeyi ile ilgili resmi denetimlerde kullanilacak 6rnekleme metotlarina
yonelik bir Resmi Teblig yayimlanmistir. Avrupa Birligi uyum yasalar1 ¢ergevesinde
Ulkemizde gidalarda mikotoksin kalmtilariin belirlenecegi akredite laboratuvarlar

kurulmustur (60).

Sonug olarak elde edilen kahve numunelerinde gerceklestirilen analizleri takiben bazi
orneklerde okratoksin A kalintisina rastlanmazken bazi Orneklerde ise tolerans
limitlerinin altinda (<5,0 ppb) okratoksin A kalintis1 tespit edilmistir. Her ne kadar
sinirl sayida ornekte analiz gerceklestirilmis olsa da; bu sonuclar, Tiirkiye’de tiiketime
sunulan kahvelerde bahse konu mikotoksin yoniinden bir risk olmayabilecegine 151k

tutmasi agisindan dnemlidir.

Fakat iilkemizde kahvelerde okratoksin A ile ilgili tarama caligmalarinin yetersizligi
nedeniyle tiiketime sunulan kahvelerde her zaman okratoksin A riskinin olabilecegi de
gbz ardi edilmemelidir. Dolayisiyla bu iiriinlerde muhtemel okratoksin A kalintisinin
Onlenmesi icin yurtdigindan ithal edilen islenmemis kahve c¢ekirdeklerinin bu
mikotoksin yoniinden Resmi kurumlarca diizenli olarak denetimlerinin yapilmasi
gereklidir. Kahvenin kavurma ve Ogiitiilme asamalarinda kiif kontaminasyonunun
engellenmesi veya en aza indirilmesine katkida bulunacak teknolojilerin kullanilmasi da

izlenecek diger yontemler arasinda yer alir.
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