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Ozet

Okratoksin bazi Aspergillus ve Penicillium tirleri
Ozellikle A. ochraceus ve Penicillium verrucosum
tarafindan Uretilen bir mikotoksindir. En sik gériilen ve en
toksik olan tipi Okratoksin A'dir. Insan sagligina etkilerini
arastirmak Uzere yapilan galismalarda Okratoksin A'nin
karsinojenik, genotoksik, teratojenik, immunotoksik ve
nefrotoksik etkileri ortaya konmustur. Okratoksin A
tahillar, sebzeler, kurutulmus meyveler, findik, et ve bazi
iceceklerde tespit edilmistir. Son yillarda (iziim, sira ve
sarabin da 6nemli miktarlarda OTA icerdigi belirlenmistir.
Insan saghgi lzerine olumlu etkileri oldugu bildirilen
sarabin dizenli ve élglll tiketimi tavsiye edilmektedir.
Bununla birlikte sarap tretiminde kullanilacak Gziimlerde
gesitli mikotoksinlerin ézellikle fermentasyona dayanikli
olan OTA'nin bulunma olasilidi, saglik agisindan risk
olusturmaktadi. Bu derlemede; mikotoksinler ve
Ozellikle okratoksinler hakkinda genel bir bilgi verildikten
sonra, okratoksin Ureten kifler, (zim ve sarapta
okratoksin olusumu ve miktarlari, Okratoksin analiz
yontemleri ve garapta Okratoksin A olusumunu
engellemek igin alinacak onlemler hakkinda bilgiler
verilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Okratoksin, sarap,tziim
OCHRATOXIN IN WINE

Abstract

Ochratoxin is produced by some species of
Aspergillus and Penicillium especially A. ochraceus and
P. verrucosum. The most frequent and the toxic type of
Ochratoxin was reported as Ochratoxin A. It has been
determined that Ochratoxin A has genotoxic,
immunotoxic, hepatoxic and teratogenic effects.
Ochratoxin A occurs in various food commodities
including cereals, vegetables, dried fruits, nuts, meat
and some beverages. In last years researches show that
grapes, must, and also wine could contain significant
amounts of OTA. Regular and moderate consumption of
wine is suggested because of its positive effects on
human health. However, occurance of mycotoxins
especially OTA, which is resistant to fermentation,
creates human health risk. In this review, after giving
general information about mycotoxins especially
ochratoxins, subjects on fungi that responsible for the
presence of OTA, contamination of grapes and wine with
OTA and its amounts, Ochratoxin detection methods and
also preventive studies about OTA contamination are
going to be discussed.
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1.Giris

Mikotoksinler; bazi kifler tarafindan Uretilen,
insan ve hayvanlarda hastalik olusturabilen, toksik,
kanserojenik, mutajenik vb. &zelliklere sahip ikincil
metabolitlerdendir 1. Gidalarda 300'Un (zerinde
mikotoksine rastlandigi bilinmektedir. Bunlarin gogu
Aspergillus, Penicillium, Fusarium gibi kif cinsleri
tarafindan sentezlenmektedir. Simdiye kadar yapilan
arastirmalar aflatoksin ve trikotesenler (zerinde
yodunlasmis; okratoksin, patulin, sitrinin gibi
mikotoksinlerle ilgili calismalar ise son yillarda dnem
kazanmistir.

Bu mikotoksinlerden biri olan. Okratoksin,
Aspergillus cinsine ait baz tiirler 6érnedin Aspergillus
ochraceus, A.melleus, A.sulfureus, A.niger,
A.carbonarius, ile Penicillium cinsine ait baz trler
o6rnedin Penicillium verrucosum tarafindan
Uretilmektedir. A ve B olarak belirtilen iki farkh tipi
bulunmakla birlikte en sik goriilen ve en toksik olan tipi
Okratoksin A (OTA)'dir2.

C,,H,sCINO, kapali formiiliine sahip olan OTA'nin
acik formaili Sekil 1.'de veriImi§tir.
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Sekil 1. OTA'nin Yapisal Formiilii 3.

Okratoksinler, onlar sentezleyen kiiflerin farkh
sicakliklarda gelisip, mikotoksin olusturabilmeleri
nedeniyle vyerylziinin dedisik iklim kosullarinda
rastlanabilen toksinlerdir. A.ochraceus daha ¢ok ilik ve
tropikal iklim kosullarinda; Penicillium verrucosum ise
ihman ve soguk iklimlerde, 6zellikle tahil ve Uriinlerinde
okratoksin olusumunun baglica etkenidir 2,3,4.

Yapilan c¢alismalar Okratoksin A'nin tahil
(bugday, yulaf, misir, arpa, cavdar), kahve, kakao, kirmizi
biber, kuru ve yas (izim gibi gidalarda bulundugunu
ortaya koymustur. Bununla beraber, 6zellikle 1996'dan
itibaren sarap, bira, tizim suyu gibi iceceklerde de OTA
tespit edilmistir 5,6. Avrupalilarin beslenme aliskanliklari
dikkate alindiginda tahilardan sonra en 6nemli ikinci
OTA kaynadinin kirmizi sarap oldugu belirtilmistir [4].

2. Okratoksinin Toksik Etkileri

Insan ve hayvan sagligina etkilerini aragtirmak
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Uzere yapilan calismalarda Okratoksin  A'nin
karsinojenik, genotoksik, teratojenik, immunotoksik ve
nefrotoksik etkileri ortaya konmustur. OTA, DNA
kirilmalari, protein sentezinin inhibisyonu ve
glikoneogenezis, lipid peroksidasyonu, mitokondrideki
oksidatif fosforilasyonun bozulmasi, kanin
pihtilagmasinin engellenmesi gibi etkileri nedeniyle
biylk 6nem tagimaktadir 7.

OTA, ayrica bobreklerde fonksiyonel ve yapisal
bozukluklara neden olan Balkan Endemik Nefropatisi
(BEN) olarak adlandirilan hastalida sebep olmaktadir.
Okratoksin A'nin Urotelyal tiimorlere neden olabilecegi
de disinilmektedir. Yapilan calismalarda elde edilen
bulgulara gbére 1993 yilinda Uluslararasi Kanser
Arastirma Merkezi (IARC) Okratoksin A 'y insanlarda
muhtemel karsinojen (Grup 2B) olarak siniflamigtir 8.

3. Okratoksin A'nin Saraba Gegisi

Sarap insan saghgi (izerine olumlu etkileri ile
son yillarda adindan sikga s6z edilen alkolll bir icecektir.
Diizenli ve 6lclli sarap tiiketiminin kalp saghig Gzerine
olumlu etkilerinin oldugu, dogal antioksidanlari icerdigi
igin hiicre yaslanmasini yavagslattigi, sindirim bezlerini
uyardi§i, istahi arttirdii, bobrekleri uyararak idrar
atimini kolaylastirdigi, kemik kireclenmesini engelledigi
ve kanser riskini ozellikle akciger ve prostat kanseri
riskini azalttidi bildirilmektedir [9,41] Ancak sarap
Uretiminde kuiflG Gztm kullaniimasi durumunda sarabin
bazi mikotoksinleri, 6zellikle de fermentasyona dayanikli
olmasi nedeniyle Okratoksin A'yl igerme olasiligi
bulunmaktadir.

Uziim gelisimi ile Okratoksin ireten kiif
populasyonu arasinda iliskinin ortaya koyulmasi
amaciyla 2001 yilinda yapilan bir calismada degisik
UzUm varyetelerinden salkim olusumu, ben disimi ve
hasat sirasinda (iziim 6rnekleri alinarak incelenmistir.
Kif enfeksiyonunun {zim gelisimiyle arttig
goriilmustir.  Uretilen Okratoksinin %10'unun ben
disiimiinde, %47'sinin ise olgunlasma ddneminde
meydana geldigi gortlmistir (Sekil 2). OTA riskinin
taneler olgunlastikga arttigi belirtilmistir 4,10.

ID Okratoksin A Ureten Kifler W Diger Kifler I

Salkim Ben Dugme Olguniagma
Dlugumu Ewresi Euresi

Sekil 2. Uzimin Gelisimi Sirasinda Kif
Populasyonunun Degisimi 10.

Uziimlerde OTA ireten kiiflerin tanimlamasinin
yapildigi calismalarda kdiflerin %96'sinin Aspergillus
(%95'i  A.carbonarius, %1'i A.niger) ve %4'linin
Penicillium tiirleri oldugu gorilmistiir 10.

Sekil 3.'te A.carbonarius'un askosporlarinin

mikroskoptaki goriinlis verilmistir.
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Sekil 3. A.carbonarius'un Askosporlarinin
Mikroskoptaki Gorintsi 10.

Aspergillus tirlerinin genellikle {ziimde ben
disiimiinden 6nce bulastig belirtiimektedir. Bu kiiflerin
ancak (Uzim kabugunun patojen bir organizma
tarafindan enfekte edilmesi veya fiziksel bir zararlanma
s6z konusu oldugunda meyve icerisine niifuz edebildigi
bildiriimekte, OTA tretiminin de kiiflerin pulp ya da iziim
suyuyla temas ettigi zaman basladigi belirtiimektedir.
Sonug olarak OTA'nin hasattan bir ay O©ncesinden
itibaren {izimde bulunabilecedi belirtiimektedir. Yapilan
arastirmalarda zim ve sarapta OTA olusumunu
etkileyen faktorler ortaya konmustur Bu faktorler;

1.1klim kosullari,

2.Degisik (izim yetistirme teknikleri (pestisit
kulanimi gibi),

3.Uziimiin olgunlugu,

4.Uzim tirtillannin varhigi,

5.Kalitesiz Gziim kullanimi,

6.1yi Isleme Uygulamalari (Good Manufacturing
Practice)'nin uygulanmasindaki basarisizlik,

7.Sarap yapim prosesi (beyaz ve kirmizi sarap
Uretimi arasindaki farkhliklar gibi) olarak verilmistir
4,10,11,12]

Sekil 4.'te OTA inokiile edilen Uziimlerden elde
edilen beyaz ve kirmizi saraplarda sarap Uretim prosesi
sirasinda OTA miktarinin degisimi verilmistir.
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Sekil 4. UIA Lnokule Edilen Uzumlerden Elde
Edilen Saraplardaki OTA Miktarinin Degisimi 13.

Sekil 4.te de gorildiga gibi OTA inokule edilen
beyaz ve kirmizi saraplarda cesitli basamaklarda OTA
analizi yapilmig, beyaz sarap Uretiminde mayse
fermentasyonu yapilmayip, Uzime ait kati kisimlar
uzaklastinldidi icin beyaz saraplarda kalan OTA miktari
kirmizi saraplara gore daha az oldudu belirlenmistir.
Buna gore igerdikleri OTA miktarlarina goére saraplari
kirmizi>pembe>beyaz seklinde siralamak mimkindir
[13]. Cizelge 1'de yapilan arastirmalar sonucu farkl
sarap gesitlerindeki OTA miktarlari verilmistir[ 14].



Cizelge 1. Sarap ve Uziim Sularindaki OTA Miktarlari [14].

Ortalama Maksimum

icecek Cesitleri | OTA Miktari | OTA Miktar:
(ppb) (ppb)
Kirmizi Sarap 0.41 7.63
Pembe Sarap 0.15 2.44
Beyaz Sarap 0.09 0.97
Tath Sarap 0.80 3.85
Kirmizi Uziim Suyu 1.04 4.70
Beyaz Uziim Suyu 0.31 0.73

Ayrica, OTA'nin Uzimlerin pargalanmasindan
sonra arttigl, malolaktik fermentasyondan sonra
maksimuma ulasip siselemeden sonra distiigi
belirtilmistir. OTA miktarindaki disiisiin nedenleri pek
bilinmemekle birlikte laktik asit bakterilerinin faaliyetleri
ve mayalarin hiicre duvarlarinin toksini adsorbe
etmesinden kaynaklandigi diistintilmektedir [12].

Okratoksinin 6neminin ve saraba okratoksin
treten kiifler ile bulasmis olan iziimlerden gegtiginin
anlasiimasindan sonra OTA'nin iziim ile saraptaki varligi
ve miktari Uzerine pek ¢ok arastirma yapilmistir.
Bunlardan bazilar ve elde edilen veriler Cizelge 2'de
Ozetlenmistir.

Avrupa Komisyonunun belirledigi kriterlere gore ;
sofra saraplarinda izin verilen maksimum OTA miktari 2
g/l, Ulzim suyun izin verilen OTA miktari ise 0.5 g/I'dir
[14].

4. Sarapta Okratoksin A Belirlenmesinde

Kullanilan Yontemler

Gidalarda mikotoksinlerin belirlenmesinde
kromatografik ayirma teknikleri (ince tabaka
kromatografisi, yiksek basingl sivi kromatografi) ve
immuno-kimyasal yontemler (ELISA) kullaniimaktadir
2,32.
Gidalarda OTA varliginin ve miktarinin belirlenmesi
Uizerine yapilan arastirmalarin cogunda yiiksek basing
sivi kromatografisi (HPLC) kullanildidi, bazi calismalarda
HPLC vyaninda dodgrulanma amaciyla ince tabaka
kromatografisinin de kullanildigi gérilmektedir [33].
Ayrica, mikotoksin analizleri igin kapiler elektroforez
metodu ve biyosensérlerin kullanimi gibi yeni egilimler
de bulunmaktadir [32]

Cizelge 3'te gesitli arastirmacilarin sarap ve benzeri
driinlerde  OTA tespitinde kullandiklari ydntemler
verilmistir

Immunolojik yéntemler ise hem érnek hazirlama-
temizleme asamamalarinda hemde okratoksin miktar
tespitinde kullaniimaktadir. Cizelge 4'de Okratoksin
tespitinde ticari olarak kullanilan immunolojik test
kitlerinin adlari ve Uretici firmalari verilmistir[39].

Cizglge—2r-Cesitliikelerde—Sarapta—Sagtanan—07F
I:Iikpalr s "Ornék | Bulasm atoksin A |Kaynak
' | sayisi a
%
Isvicre 118 70 <0.005-0.4 ng/l| 15
Japonya | 46 41 <0.01-0.2 pg/l 16
Ispanya
ve Diger )
aropa | 192 82 <0.01-0.6 pg/l | 17
Ulkeleri
Ttalya 56 87 <0.01-7.6pg/! 18
Italya 111 82 <0.001-3.8 pg/l 19
0.01-3.40 pg/|
Fransa 32 100 (kirmiz1) 11
Italya <0.01-3.00 ng/ml| 20
Yunanstal 35 |63 | <0.0232u90 | 21
<0.03-1.5pg/L
: ) ) (kirmizi),
ftalya <0.03-0.075ug/L| 22
(beyaz)
183 1 0.05-3.19 ug/!
fspanya | 160° forie (karmiz1), 23
pany 1)0 0.05-1.13 g/l
- (beyaz) (beyaz)
Ispanya 119 37.8 |<0.01-0.76 ng/ml| 24
Ispanya | 40 - 0.138 png/| 25
Portekiz | 340 | 20.3 | <0.084-2.1ug/l | 26
italya
. 208 74.5 <0.01-4.0 ng/ml
Macaristal sg | <0.01ng/mt | ¥
Mocarista| g7 | - | <0.024ng/mr | 28
38 Ort;37ng/I(kirmiz
Brazilya 80 17.75 1) 29
' 26ng/I>(beyaz)
Fas 30 100 0.028-3.24 30
>40pg/ml
(K:Zr?r:n?m) (kirmizr)
Kanada 180 23 31
>20pg/ml
(Beyaz) (belzrga];)

* Arastirmada liziim suyu, sira, sofralik saraplar
ve Ozel saraplar da incelenmis toplam 240
ornekte % 17.9 oraninda bulasma tespit
edilmistir.” Okratoksin A saptanmamistir °
Dedeksiyon limiti

6. Okratoksin A'dan Korunma Yollan
Okratoksin ve diger mikotoksinlerden korunmanin
eniyi yolu bunlarin olusumunun engellenmesidir.
Uziimlerde;
¢ OTAbadda sentezlenmektedir.
e Ben disiminden itibaren Aspergillus
kontaminasyonu énemli olmaktadir.
e A.carbonarius'un lziim ve garapta OTA
probleminin ana kaynadi oldugu disinil-
mektedir.
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Bunun igin; eToprak ylizeyini az islatan damla sulama
w o Telli destek sistemli ba§ kurulmali, bdylece sistemleri tercih edilmelidir.
E tizimlerin toprakla temasi Gnlenmelidir. eBitki koruma uygulamalari zamaninda
© eYaz ve kis budamalar yeterli miktarda diizenli yapilmalidir. 5
s olarak yapiimalidir. oClirtik, kufli Gzimler saghkh Gzimlerden
D elyi Tarm Uygulamalari (Good Agricultural ayrilmalidir. KuflG ve gtirtik olanlar sarap, pekmez,
g Practice-GAP) uygulanmalidir. sirke vb.'nin tretiminde kullanilmamalidir [40].
5 Cizelge 3. Sarap ve Benzeri Uriinlerde Okratoksin A Belirlenmesi Amaciyla Kullanlan Yéntemler
Ornek | Ornek | Ekstraksiyon | Temizleme |Dedeksiyon| Kaynak
Miktarn
Sarap/ 1ml Fosfat-tuz .. |HPLC (RP18)
Sirke/ 5ml tamponu ile Tolfgﬁ?&rge Fluresans 34
Yag seyreltme dedektdr(FL)
Cesitli a  Psetonitril:su/MeO HPLC (RP18)
Gida H:su IAC (FL) 34
Cesitli _a ] ] Ince Tabaka | 5,
Gida (TLO)
Sarap/
Ozim | - . mc  |HPLC(RPIS)| - 5,
(FL)
suyu
HsPO4: 2mol/I
s_grap/ NaC lile dilusyon-
Uzlim 5ml 5ml CHCls ile IAC HPL((:FS‘:)IS) 15
suyu ekstraksiyon 1 dk
vorteks
iml % 2.5
SEéirfaP/ 5ml | Na;CO; % 1.5 IAC HPLCUESMB) 16
NaCl ile karistirma
PEG ve % .5
33/ | 10 ml | NaHCO; Tl mc  |HPLC(RPIB) 1699
Bira dili (FL)
ilisyon
Meyve
suyu 30ml HCl + 50ml
Sarap/ 0.4mol/L MgCl; ile
Bira / 20g karistrma 100ml |Silikajel kolon HPLC (RP18) 34
. (FL)
kahve toluen ile
Kuru ekstraksiyon 60dk
Meyve vb
- HPLC
Sarap 5ml Su ile dilusyon IAC (RP18) (FL) 34
7ml CHClsile OTA
santrifiij organik| antikorlan HPLC
fazdan 5ml +5ml| bulunan (RP18) (FL)
Sarap 7ml fosfat tuz kolon da 35
tamponu + 0.2 | Fosfat —tuz Kapiler
ml metanol ile | tamp:su ve | Hektroforez
ekstraksiyon metanol
45ml Fosfat-tuz
el tamponu-pH7 IAC HPLC
m
Sarap _ LPME (RP18) (FL) | 37
= (Swvifazmikro -
E') Ekstraksiyon)
o HPLC
< (RP18) (FL)
G Sarap 2ml - - + asenonitril- 38
= amonyak
o mobil faz
S
<




Cizelge 3 devami

Ornek | Ornek | Ekstraksiyon | Temizleme |Dedeksiyon| Kaynak
Miktar
RP_18 SPE 50ul
Lori 1pg ZAN ile kartus LC_MS-MS
karistirma (metanol:s 100yl
u) HPLC-FL
PEG ve % .5 Léﬂﬂs
Sarap 10m Nil :;IESO;:) rI}Ie IAC ICTDpI 36
Y HPLC-FL
H;PO.: 2mol/|
S i 50ul
NaC lile dllu5\_/on IAC LC_MS
5ml 5 ml CHClz ile ) 1000l
ekstraksiyon 1 dk HPLCL-]FL
vorteks
5 y 10m RP18 SPE kartus - HPLC
arap, RP-fenil silil
sira/Bi | 10m kartus IAC (RP18) (FL) 6
a 10m | HLB/ SPE kartus -

Cizelge 4. Okratoksin Tespitinde Ticari Olarak Kullanilan immunolojik Test Kitleri [39].

Uretici Ticari Adi Immunoassay Formati
Vicam, ABD AflaOchra HPLC Immunoaffinite kolon (IAC)
Vicam, ABD QOchra Test IAC

Rhone Diagnostics Ochraprep IAC

Rhone Diagnostics QOchrascan Cam blender, UV 151k

Neogen Cor poration Veratox Mikro titer plak ELISA

Tepnel Biosystems Biokits Mikro titer plak ELISA
R-Biopharm Ridascreen Mikro titer plak ELISA
R-Biopharm Rida Ochratoxin A colomn IAC

ELISA Technologies ELISA-Tek Mikro titer plak ELISA
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