T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

EKSI MAYALI BAZLAMA URETIMINDE FARKLI FERMENTASYON,
PiSIRME VE DEPOLAMA KOSULLARININ OKRATOKSIN A
VARLIGINA ETKIiSi

Nazli 0ZDEMIR

Danisman
Prof. Dr. Hiilya GUL

YUKSEK LiSANS TEZI
GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI
ISPARTA - 2023



© 2023 [Nazli OZDEMIR]



ICINDEKILER

ICINDEKILER ......csseeeettesenesesseseesesssssesssssssssesssssssssesssssssssessssssssnsssssssssnssssssssssssssssassnessssssssssssssssnns i
OZET .ooovtvessseeeseesssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssnssssssssssns ii
ABSTRACT e eeretreesessesses s s es s ss s ses s s iii
TESEKKUR.......ocesreeeeettssessssssssessssssssessssssssssssssssssesssssssssesssssssssesssssssssessssssssssssssssssnessssssssnessssssssnnes iv
SEKILLER DIZINI w.cccovvttveesseeeessssssssssesssssssssssssseessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssssssses \4
CIZELGELER DIZIN oottt essssseessssssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssnns vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI....cessseesrressssssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssses vii
1. GIRIS cooveeevveeeeeeesessssessesssssssssssssessssssssssssssess s s s s s s s s RR e R AR RS 1
2. KAYNAK OZETLERI cc.cottieeeeettsseesssssseeessssssseesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 5
2.1. Mikotoksinlerin Genel OZelliKIETi......oourrevsmuneessessssssseesssssssssssssessssssssssssnssseess 5
B 0 =0 <] | o LT 11
2.3. Bugday ve Diger Uriinler Uzerine Yapilan OTA Calismalari ... 24
2.4. Ekmek Uzerine Yapilan OTA CallISMalark...co..eeesssesessssssesssssssnesssssssnsesess 29
3. MATERYAL V€ YONTEM ...ccirvrviruisenessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssnssess 35
T R L =13 - 1 TP 35
R J0 €0 1 11-) 4o T 36
3.2.1. OTA ara stok ¢ozeltisi hazirlama ... 36
3.2.2.UNA OTA €KIENIMESI..ccuurereereereererresresresresressessessessessessessessessessessessessessessessessessessenss 36
3.2.3. EKSI MAYa UTEtIMI . cuceueriesressereessessees s sesssssssssssssssssssssssssssssss s sessssssssssssens 36
3.2.4. Bazlama ekmegi liretiminde 6n denemeler..........onensenerneesesneenens 37
3.2.4.1. Bazlama formiilasyonunun belirlenmesi ........ccccucvurrrnresrenereseenennens 37
3.4.2.2. Bazlama agirliginin, ¢apinin, kalinliginin ve fermentasyon
strelerinin belirleNmesi........ooorereeneerenerese s 38
3.4.2.3. Pisirme derecesi ve sliresinin belirlenmesi .........couevnnenneneeresceneenens 39
3.4.2.4. Depolama siiresinin belirlenmesi ... 39
3.2.5. Bazlama Uretimi .o sessessssses s ssssssssssssssssssssssssssns 41
3.2.6. Bazlama orneklerinde OTA varliginin tespiti ......c.oenenrenenserserseeseeseenens 42
3.2.6.1. OrneK hazirlama.....c..oeeecoseneeeeessseessssssssesssssssseesssssssesssssssssessssssssnensess 43
3.2.6.2. Immiino affinite kolondan gegirme ............coeernenssssssssssssseeseeess 43
3.2.6.3. HPLC ile OTA tayiNi..cocrercerriescesssrsssessessesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssees 44
3.3. Istatistiksel deBerlendiITne ... eeusmeeessssssssssessssssssssssssessssssssssssssessssssssssens 45
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMAL.....oorneerereesseseessssssssssessessssssssssssssaseens 46
4.1. HPLC’ nin KaliDraSyOnU......cueinsersssessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 46
4.2. Tayin Limiti (LOD), Tespit Limiti (LOQ) ve Geri Kazanim Calismasi.......... 46
4.3. Bazlama Ekmegi Yapiminda Hamur Yogurma ve Fermentasyon
Siiresinin OTA Miktarina EtKiSi......connncncneeseseeseeseseesessesseeseesessessessesenns 48
4.4, Bazlama Orneklerinde Pisirme isleminin OTA Miktarina EtKisi.....cccoowwv..e. 54
4.5. Bazlama Orneklerinde Depolama isleminin OTA Miktarina EtKisi............. 59
5. SONUC VE ONERILER ... osrvcetisenessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssanns 62
KAYNAKLAR .ottt setreesetssasesss st ssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssessssssesssssssssssssssessssssssssssnssnss 64
OZGECMIS ettt ssssseesssssssssesssssasssessssssssssssssassesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssassssssssanas 74



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

EKSI MAYALI BAZLAMA URETIMINDE FARKLI FERMENTASYON, PiSIRME
VE DEPOLAMA KOSULLARININ OKRATOKSIN VARLIGINA ETKISi

Nazli 0ZDEMIR

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miithendisligi Anabilim Dal

Danmigman: Prof. Dr. Hiilya GUL

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium gibi mantar cinslerinin sekonder
metabolizmasi sonucu olusan dogal toksinlerdir. insan saghig acisindan en
onemli mikotoksinlerden olan Okratoksin A (OTA) bugday, arpa, misir gibi tahil
uriinlerinin yanisira ekmek, bazlama, pide gibi tahil iirtinlerinde de bulunabilir.
Bu c¢alismada, eksi mayali bazlama iiretiminde farkli fermentasyon siiresinin,
pisirmenin ve farkl stirelerde depolamanin OTA varligina etkisinin belirlenmesi
amag¢lanmistir. Bu kapsamda bazlama iiretiminde OTA icermeyen un, 5 pg/kg ve
10 pg/kg OTA konsatrasyonunda kirletilmis un ve eksi maya kullanilmistir. Bu
unlardan hazirlanan bazlama hamurlarina uygulanan farkli fermentasyon siiresi
(1.5 ve 3 saat), 300+5°C’ de pisirme ve oda sartlarinda (25+2°C’de) 0, 5 ve 10
glin depolama islemleri sonras1 OTA seviyesindeki degisim floresans dedektorlii
yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC-FLD) yontemi ile belirlenmistir.
Bazlama iiretiminde 5 pg/kg OTA ile kontamine edilmis undan elde edilen
hamurlarin OTA miktan 3.691 pg/kg, 1.5, ve 3 saat fermentasyon islemleri
sonrasi bu deger sirasiyla 3.537 pg/kg ve 3.363 ug/kg, pisirme sonrasi ise 3.114
ug/kg ve 2.963 pg/kg’ olarak saptanmistir. 10 pg/kg OTA ile kontamine edilmis
undan elde edilen hamurlarin, 1.5 saat ve 3 saat fermentasyona birakilmasi
sonrasl hamurlarin ve bu hamurlardan pisirilen bazlamalarin OTA miktarlari ise
sirasiyla 6.444 ng/kg, 5.784 ng/kg, 5.259 pg/kg, 5.376 ng/kg ve 4.595 ng/kg
olarak olciilmustiir. Farkli depolama siirelerinin OTA varlig1 lizerindeki etkisi
onemsiz bulunmustur. Elde edilen bulgular sonucunda OTA seviyesinde genel
olarak bir azalma tespit edilse de 6zellikle yiiksek konsantrasyonda (10 pg/kg)
OTA bulasisi olan unlarda uzun siireli fermentasyonun (en az 3 saat) daha etkili
oldugu tespit edilmistir. Uzun siireli fermentasyon uygulanmadig1 takdirde
bazlama ekmegi lretimi esnasinda hem 5 pg/kg hem de 10 pg/kg OTA ile
kontamine edilmis unlardan iiretilen bazlamalarin Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa
Komisyonu tarafindan kabul edilebilir maksimum limit olan 3 pg/kg’ 1n
lizerinde OTA bulundurdugu ve bu sekilde tiiketime uygun olmadig
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bazlama, Mikotoksin, Okratoksin A, HPLC-FLD,
Fermentasyon.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE EFFECT OF DIFFERENT FERMENTATION, BAKING AND STORAGE
CONDITIONS ON THE PRESENCE OF OCHRATOXIN A IN SOURDOUGH
BAZLAMA (TURKISH TRADITIONAL FLAT BREAD) PRODUCTION

Nazli 0ZDEMIR

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Hiilya GUL

Mycotoxins are natural toxins formed as a result of secondary metabolism of
fungal genera such as Aspergillus and Penicillium. Ochratoxin A (OTA), which is
one of the most important mycotoxins in terms of human health, can be found in
cereal products such as bread, “bazlama” (traditional flatbread), and pita bread
as well as cereals such as wheat, barley, and corn. This study, it was aimed to
determine the effect of different fermentation times, baking, and storage for
different periods on the presence of OTA in sourdough bazlama production. In
this context, OTA-free flour, flour contaminated with OTA concentrations of 5
ug/kg and 10 pg/kg and sourdough have been used. After different
fermentation times (1.5 and 3 hours), baking at 300+5°C and storage at room
conditions (25+2°C) for 0, 5 and 10 days, the change in OTA level has been
determined by high-performance liquid chromatography with fluorescence
detector (HPLC-FLD) method. The OTA content of the dough obtained from
flour contaminated with 5 pg/kg OTA in bazlama production was 3.691 pg/kg,
3.537 upg/kg, and 3.363 pg/kg after fermentation for 1.5 and 3 hours,
respectively, and 3.114 pg/kg and 2.963 ng/kg after baking. The OTA contents
of doughs obtained from flour contaminated with 10 pg/kg OTA, doughs left for
fermentation for 1.5 hours and 3 hours and bazlama samples baked from these
doughs were 6.444 ng/kg, 5.784 pg/kg, 5.259 pg/kg, 5.376 pg/kg and 4.595
ug/kg, respectively. The effect of different storage periods on the presence of
OTA has been found to be insignificant. As a result of the findings, although a
general decrease in OTA level has been determined, it has been found that long-
term fermentation (at least 3 hours) was more effective especially in flours with
high concentration (10 pg/kg) of OTA contamination. As long as long-term
fermentation has not been applied, it has been determined that the bazlama
produced from flours to which both 5 pg/kg and 10 pg/kg OTA were added
during the production of bazlama contained OTA above 3 pg/kg, which is the
maximum acceptable limit by the Turkish Food Codex and the European
Commission and is not suitable for consumption in this way.

Keywords: Bazlama (flatbread), Traditional, Mycotoxin, Ochratoxin A, HPLC-
FLD, Fermentation
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1. GIRIS

Tahil bazl tUrtinler, kiiresel ¢capta bir¢ok insanin diyetinin bir pargasi olup ticari
olarak da fazlasiyla kullanilan 6énemli bir besin kaynagidir (Khaneghah vd.,
2022). Bunlar arasinda ekmek ve cesitleri (bazlama, pide gibi) giinliik yasam

icerisinde en sik tiiketime sahip olan turiinlerdir.

Tahillarin Aspergillus ochraceus (A.ochraceus) ve Penicillium verrucosum
(P.verrucosum) cinsi c¢esitli mantarlar tarafindan kontamine olmasi sonucu en
yaygin olusan mikotoksin Okratoksin A (OTA)’ dir (Avrupa Komisyonu, 2022).
Avrupa Gida Gilivenligi Otoritesi (EFSA), hasat oncesi, hasat sirasinda ya da
depolama esnasinda herhangi bir yolla olusan OTA’ nin 1sitmaya kars: stabil
oldugunu, 180°C’ nin tizerindeki sicakliklarda %90 oraninda kayip gézlendigini
bildirmistir (EFSA, 2020). Tahil isleme prosesinde etkin yapilan temizleme ve
ogitme islemleriyle bile mikotoksinler tamamen ayristirtlip ortadan
kaldirllamaz. Boylece bu toksinler tahil bazli {riinler yoluyla insanlara
bulasabilmekte ve saglik agisindan biiyilik bir tehdit unsuru olusturmaktadir
(Khaneghah vd., 2022).

OTA’'nin, karsinojenik, immiinotoksik, nefrotoksik, teratojenik ve muhtemel
norotoksik 6zellikte oldugu ayrica insanlarda uzun bir yarilanma émrtne sahip
oldugu bildirilmistir (Avrupa Komisyonu, 2002). OTA, 2001 yilinda Gida Katki
Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan nefrotoksik ajan olarak
adlandirilmis; Romanya, Bulgaristan gibi Balkan iilkelerinde goériinen Balkan
Endemik Nefropatisi (BEN) olarak adlandirilan boébrek rahatsizliklarn ile
iliskilendirilmistir (JECFA, 2001). Ayn1 zamanda Tunus Nefropatisinin (TCIN)de
baslica sebebi olarak gosterilmektedir (El Khoury ve Atoui, 2010; Bosco ve
Mollea; 2012). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC), okratoksini 1993
yilinda “muhtemel kanserojenik madde (2B)” olarak derecelendirmistir (IARC,

2022).

Son yillarda mikotoksinlerin insan ve hayvan saghgi tlizerindeki potansiyel

etkilerine iliskin genel endise giderek artmaktadir. Olusan toksinin seviyesini



izlemek ve kontrol etmek icin bir¢ok tlilkede yetkililerce 6nlemler alinmaktadir
(El Khoury ve Atoui, 2010). Ayrica Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO), Avrupa Birligi gibi cesitli kuruluslarin bu konudaki yaklagimlari
ise, teknolojik olarak mumkiin olan en diisiik degerde toksin iceren triiniin
tiiketiciye ulastirilmasidir (Celik, 2008). Mikotoksinler icin limit belirleme
siirecinde cesitli faktorler rol oynamaktadir. Bunlar, riski degerlendirmek icin
bilimsel faktorleri (toksikolojik verilerin mevcudiyeti gibi), gida tiiketim
verilerini, trunlerin mikotoksin seviyesi ve trin icindeki dagilimi hakkinda
bilgiyi ve analitik metodolojiyi icerir. Ayrica ticari ¢ikarlar ve gida giivenligi

sorunlari gibi ekonomik faktérlerin de etkisi vardir (El Khoury ve Atoui, 2010).

OTA, diinyanin her yerinde tahillar ve tahil iirtinleri, kakao, kahve g¢ekirdekleri,
kahve, kuru meyveler, baharat ve {iziim suyu gibi ¢esitli bitki tiriinlerinde dogal
olarak bulundugu gibi domuz bébregi gibi hayvansal kaynakli iiriinlerde de
tespit edilmistir. Insan kaninda OTA’ nin konsantrasyonu ve gériilme sikhigi,
gida maddelerinin siklikla kontamine oldugunu gostermektedir (Avrupa

Komisyonu, 2002).

Avrupa Komisyonu (EC)’ nun 12 Mart 2002 tarihli 472/2002 sayili komisyon
direktifinde OTA’ nin maksimum seviyeleri belirlenmistir. Direktife gore bu OTA
seviyeleri islenmemis ¢ig tahil ve tahil tanelerinde 5 pg/kg, islenmis ve insan
tiketimine sunulmus tim tahil ftriinlerinde 3 pg/kg, kurutulmus sarap
meyvelerinde (kuru tzim gibi) 10 pg/kg’ dir (Avrupa Komisyonu, 2002). Su
anda ABD Gida ve ila¢ Dairesi (FDA), gida ve yemlerde OTA igin diizenleyici
yonergeler belirlememistir (Yu vd., 2020). Tarim ve Orman Bakanligi, 2002
yilinda 2002/63 numarali ‘Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum
Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda Teblig’ ile islenmemis tahil taneleri, tahil
bazli islenmis Uriinler ve kuru iiziim de OTA i¢in Avrupa Komisyonu'nun

limitlerini kabul etmistir. (24885 sayili Resmi Gazete, 2002).

Mikotoksin belirlemede o6zellikle numune hazirlama kismi segici oldugunda

Resmi Analitik Kimyagerler Birligi (AOAC) ve Avrupa Standardizasyonu, gida ve



yemler icin fluoresan dedektorlii (FLD) yiiksek basingh sivi kromotografisi

(HPLC)’ ni en uygun yontem olarak 6nermislerdir. (Igbal, 2021).

Tahillar, endiistriyel veya geleneksel, farkli teknolojik isleme ydntemlerinin
kullanimini igeren bir lrin yelpazesinde gida olarak cesitli kullanimlara
sahiptir. Ekmek o6zellikle bugdaydan, cavdardan ve misirdan yapildigindan en
onemlilerinden biridir ve bir¢ok cesidi bulunmaktadir (Duarte vd., 2010a).
Diinyada tandir, pide, tortilla, lavas, bazlama, yufka gibi farkli isimlerle bilinen
bir¢ok yass1 ekmek tiirti vardir. Tirkiyenin geleneksel yass1 ekmekleri pide ve
bazlama olup; bazlama, mayali, tek katmanli, krem sar1 renkli, ortalama 10-20
cm arasinda ¢apta, 2-3 cm kalinlikta bir ekmek tiirtidiir. Bazlama ekmegi yapimi
icin una, tuz, eksi maya ve su ilavesiyle optimum hamur gelisimi elde edilene
kadar yogurulan hamur, sekil verilerek fermentasyona birakilir. Sonra hamurlar
sac uizerinde pisirilir. Bazlama genellikle ev yapimi olup, yaygin olarak koylerde
yapilmakta ve tliketilmekteyken, gilinlimiizde sehirlerde de popiilerligi ve

tiikketimi artmistir (Emeksizoglu, 2016).

Gidalarin islemesi, gida gilivenliginin saglanmasinda ve hammaddedeki
mikotoksin kontaminasyonunun azaltilmasinda kritik rol oynamaktadir. OTA’
nin kararli yapist nedeniyle bircok gida isleme yontemiyle tamamen yok
olmadigl ama azaldig: tespit edilmistir. Gida isleme sirasinda; fiziksel islemler
(temizleme ve oOgiitme) ve 1sil islemler (ekstriizyon, pisirme, demleme,
firinlama, kizartma, kavurma gibi)’in mikotoksinlerin stabilitesi iizerine etkileri
Bullerman ve Bianchini (2007) tarafindan yapilan bir calismada arastirilmis ve
mikotoksinlerin bu islemlere karsi belli bir dereceye kadar stabil kaldig:
belirlenmistir. Arastiricilar toksin seviyesini diisiirmedeki en etkili islemin,
ayirma, temizleme gibi ciirimis pargalarin veya tanelerin fiziksel olarak
uzaklastirlmast ve 150°C'nin {izerinde pisirme ile gerceklestigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte Milani ve Maleki, (2014), mikotoksinlerin
azalma miktarinin biiyiik 6l¢iide sicaklik, siire, su ve pH gibi pisirme kosullarina
ve gidadaki konsantrasyonuna bagh oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan bazi
arastirmalarda; tahil bazh triin (ekmek, kurabiye gibi) tiretiminde kullanilan

fermentasyon ve pisirme asamalarinin, son iiriindeki OTA seviyesinde 6nemli



derecede azalma sagladig1 (Valle-Allegra vd., 2009; Savas, 2016), bazi
arastirmalarda hi¢ etkilemegi (Osborne vd. 1996; Scudamore vd., 2003), bazi
arastirmalarda ise Okratoksin seviyesinin arttig1 (Vidal vd., 2014a, b; Peng vd.,
2015; Yu vd., 2020; Khaneghah vd., 2022) tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda,
uretimde  bir¢cok  girdinin  olmasi, mikotoksinin  tird, baslangig
konsantrasyonlari, uygulanan formiilasyon, hamurun yogurulma siiresi,
fermentasyon kosullar1 (sicaklik, siire, nem, fermentasyona dahil olan mayanin
susu), pisirme kosullar1 (hamurun sekli, boyutu ve havalandirilmasi, sicaklik,
siire), depolanmasi gibi faktorlerin farkli olmasi undan nihai iirtine gecen OTA

miktarinda tirtinler arasinda farkli sonuglar elde edilmesine sebep olmustur.

Mikotoksin orani diisiik veya hi¢ mikotoksin icermeyen unlarla tretim
yapilmasi temel hedef olarak belirlense de; liretim esnasinda toksinin ne oranda
azaldigini tespit etmek de dnem arz etmektedir. Bu c¢alismada; bazlamanin
hammaddesi undan kaynaklanan OTA miktarinin (5 pg/kg ve 10 ng/kg
konsantrasyonda kirletilmis), hamurun yogurulmasi, 25+5°C’de 1.5 saat ve 3
saat eksi mayali fermentasyon isleminin uygulanmasi ve sac ilizerinde 300+5°C
sicaklikta ekmege nazaran kisa siirede (10 dakika) pisirilmesi ve oda sartlarinda
(23-25°C) 10 giine kadar depolanmasi gibi iiretim prosesinden ne kadar
etkilendigi arastirilmis, bazlama ekmegi iiretimi sirasinda OTA’ da meydana

gelen degisimin izlenmesi ama¢lanmigtir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Mikotoksinlerin Genel Ozellikleri

Bugday, tim diinyada 1slah1 yapilmis Triticum cinsine bagh tek yillik otsu bir
bitki tiirti olmasinin yani sira en ¢ok tiretilen ve tiiketilen tahildir. Karasal iklim
basta olmak tlizere hemen her iklimde yetistirilen bugday, Turkiye’ de iklim
sartlarinin uygunlugu nedeniyle fazlasiyla yetistirilmektedir (Yilmaz, 2014;
Atar, 2017). FAO’ nun 2020 yilinda yayinladigi verilere gore diinyada
yetistirilen bugday miktar yaklasik 761 milyon ton, Tirkiye’ de ise 20.5 milyon
tondur (FAO, 2022). Iyi bir karbonhidrat, protein ve vitamin kaynagi olarak
kabul edildiginden bugdayin biiyiik bir kismi un olarak insan tiiketimi amaciyla
kullanilirken kalan bugday ise hayvan yemi olarak degerlendirilir. Bununla
birlikte en cok tiiketilen gidalardan olan ekmek ve ekmek cesitleri genel
popiilasyonda temel bir besin maddesidir (Uniisan, 2019). Tiirkiye’ de giinliik
enerji ihtiyacinin %43’ tahil ve tahil iriinlerinden saglanmaktadir. Tahillar

arasinda bugdayin orani %19’ dur (Atar, 2017).

Mikroorganizmalar, bugday gibi tahil trtnlerinin ve c¢esitli gida maddelerinin
yapisinda dogal olarak bulunabilmekte ya da onlan disaridan kontamine
edebilmektedirler (Celik, 2008). Gida maddelerinin toksin liretmesine sebep
olan bu mikroorganizmalar icinde kiifler, olusturduklar1 olumlu veya olumsuz
degisikler nedeniyle hem gida maddelerinin bozulmasina ve olusturduklar:
metabolitler nedeniyle cesitli hastalik ve zehirlenmelere yol agmaktadirlar.
Gidalar iizerindeki olumsuz etkileri acilik, istenmeyen koku olusumu, renk
bozulmasi, besin kaybi ve mikotoksin olusumu olarak sayilabilir (Topal vd,
1999; Savas, 2016). Bu kiiflerin en 6nemlileri Aspergillus, Alternaria, Fusarium,
Penicillium olup, bunlar mikotoksijenik kiifler olarak adlandirilmaktadirlar
(Berthiller vd., 2013). Mikotoksinler bu kiif cinslerinin sekonder metabolizmasi
sonucu olusan, diisiik molekil agirlikli, patojenik ve bozulma etmeni olan ¢ok
cesitli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir (Bennett ve Klich, 2003; Kabak
ve Var, 2006; Oksiiztepe ve Erkan, 2016; Uniisan, 2019).



Mikotoksin ad1 Yunanca mantar mykes ve Latince zehir anlamina gelen toxicum
kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur (Cengiz, 2015; Oksiiztepe ve Erkan,
2016). 1930 yilinda toksik olan kiif metabolitlerine mikotoksin denilmis ama bu
konudaki en yogun calismalar 1960 yilindan sonra baslamistir. 1960’11 yillarda
ingiltere’nin kuzey ve giineydogusunda 100.000’ den fazla hindi palazi ve on
binlerce suliin ve o6rdegin 6limi sonucunda yapilan arastirmalarla ilk kez
aflatoksin varligi ortaya c¢ikarilmis, bu hastalik “Turkey X Disease” olarak
adlandirilmistir. Aspergillus flavus (A. flavus ) ile kontamine olmus Brezilya yer
fistig1 kiispelerinin hayvanlar tarafindan tiiketilmesiyle ortaya ¢ikan o6liimler
nedeniyle “a-flavus-toxin”‘in Kkisaltmasi olarak bu toksine aflatoksin ismi

verilmistir (Cengiz, 2015; Savas, 2016).

Glinimuizde 100’in tizerinde kuf tiirti tarafindan tiretildigi bilinen 400’den fazla
ikincil metabolit varligi bildirilmistir. Cevre sartlarinin uygun olmasi
durumunda mikotoksin iireten bu 400 adet kiif tiirti arasinda insan saghgi
acisindan en tehlikeli olanlarinin aflatoksin ve OTA oldugu bilinmektedir (Kabak
ve Var, 2006; Giirhayta ve Cagindi, 2015; Oksiiztepe ve Erkan, 2016). Bunlar
icerisinde Aspergillus, Penicillium ve Fusarium genuslarina ait olan tiirler insan
ve hayvanlarda giicli akut veya kronik saglik problemlerine yol acan
mikotoksinleri olusturabilmektedirler. Karsinojenik, ostrojenik, teratojenik
(embiryonal zararlanmalar) hepatoksik (karaciger zararlanmalari), nefrotoksik
(bobrek sisteminde zararlanmalar), tremorgenik (titreme ve refleks kayiplari
sorunlar1), hemoraljik (doku ve organlarda kanama sorunlari), dermatoksik
(deride lezyonlar), norotoksik (sinir sistemi zararlanmalari1) gibi sorunlar bu
rahatsizlara ornek olarak verilebilir. Ayrica 6liime neden olan akut risklerde
mevcuttur (Topal vd., 1999; Topal, 2003; Cengiz, 2015; Keyvan ve Yurdakul,
2015; Oksiiztepe ve Erkan, 2016). Organlar arasinda en ¢ok etkilenen
karacigerdir. Bu sebeple mikotoksinlerin ¢ogu hepatotoksik karakterdedir

(Tiryaki vd., 2011).

Mikotoksin kontaminasyonu iklim kosullarina, iirtiniin cinsine, cografi konuma
bagl olarak mevsimden mevsime, yildan yila degisiklik gosterebilmektedir.

Ancak toksin tireten funguslar tahil tirtinlerin yetismesi siireci hasat dncesinde,



hasat sirasinda, ve hasat sonrasi depolama sirasinda gidaya bulasip 3 ayr
donemde gelisim gosterebilirler (Girgin vd., 2001). Fusairum hasat 6ncesi veya
sonrasinda, Penicillium ve Aspergillus turu kiifler ise kurutma islemi ve sonrasi
depolama esnasinda bulasip toksin lretebilmektedirler. Mikotoksinler fungal
kaynakli olarak tanimlanir ama tiretmis olduklar:1 toksinlerin hepsi mikotoksin
olarak adlandirilmazlar. Bunda metabolitlerin hedefi ve Kkonsatrasyonu
onemlidir. Bitkiler iizerinde toksik etki gosteren fungal irilinlere bitki
patologlari tarafindan fitotoksin denilmekte, Penicillium tiirlerinin metabolitleri
gibi bakteriler iizerinde toksik etki gosteren fungal iirlinlere ise antibiyotikler
denilmektedir (Topal, 2003; Bennett ve Klich, 2003; Tiryaki vd. 2011;
Oksiiztepe ve Erkan, 2016).

Mikotoksin gidalara direk, dolayli (Duarte vd., 2010a; Bosco ve Mollea; 2012)
yollarla bulasir. Gidanin gozle goriiliir derecede kiiflenmesi mikotoksinin direk
kontaminasyona isarettir. Dolayli kontaminasyon, mikotoksinli hammaddelerin
ve katki maddelerinin gida tretiminde kullanilmasi sonucu olusur (Tiryaki vd.,
2011). Munoz vd. (2013) tarafindan Almanya’da yapilan bir ¢alismada anne
sutiinde bulunan OTA miktar1 arastirilmis, bu sonuglar tolere edilebilir giinliik
alim degerleriyle karsilastirlmistir. Toplanan 90 sit o6rneginin %50’ den
fazlasinda OTA tespit edilmis olup, %29’ unda 3 ng/kg olan tolere edilebilir
glinliik alim degerini astig1 gorilmistiir. Cengiz (2015), Erzurum ilinde ikamet
eden annelerin siitlerinde Aflatoksin M1 (AFM1) varhiginmi belirlemeye yonelik
yapilan bir arastirmada ise; analiz edilen o6rneklerin %57.78 inde AFM1
konsantrasyonu 0.0049-0.01503 ppm (pg/kg) arasinda degismis ve ortalama
0.006182%0.001748 ppm (ug/kg) olarak tespit edilmistir. Anne siti
orneklerinin tamaminda bulunan AFM1 konsantrasyonun Tiirk Gida Kodeksi

(TGK) 'ne gore kabul edilebilir sinirlarda oldugu saptanmistir.

Mikotoksin olusumu tiizerinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorlerin etkisi
vardir. Fiziksel faktorler; nem (substratin nemliligi, kurutma hizi, tekrarlayan
nem olayi, havadaki nispi nem), sicaklik, hububatin karistirilmasi, mekanik
zararlanma, zaman; kimyasal faktorler, CO2, O2, substratin kimyasal yapisi,

substrata yapilan kimyasal uygulamalar ve giibreleme, ilaclama gibi kimyasal



islemler; biyolojik faktorle ise fungal enfeksiyon, inokulum yogunlugu, bitki
dayanikliliglt ve cesiti, fungus streynleri arasindaki genetik farklilik,
mikroorganizmalarin degisim iliskileridir. Ozetle fungal gelisme ve mikotoksin
lremesi icin gerekli olan en o6nemli faktorler cevresel nem/ sicaklik, su

aktivitesi (aw), pH ve oksijendir (Tiryaki vd., 2011).

Mikotoksinlerin sagliga zararli etkilerine karsi korunma, dnleme ya da bu
toksinleri uzaklastirma iizerinde yogun calismalarin yapildig1 bir konudur.
Detoksifikasyonun etkin, uygulanabilir ve ekonomik olmasi iilkeler a¢isindan da
onemlidir. Halk saghgini tehdit eden mikotoksinlere karsi tiretici ve tiiketicinin
bilin¢lendirilmesi, resmi kontrol mekanizmalarinin etkin kullanilmasi, bu
zararhlarin 6nlenmesinde etkili ama toksik olmayan yontemlerin kullanilmasi
gerekmektedir. En fazla ¢aba da hasat ve saklama esnasindaki olusumun
onlenmesi icin harcanmaktadir (Sabuncuoglu vd., 2008). Baz1 mikotoksinlerin
endotoksin olarak misel icinde biriktigi, bircogunun ise miselden substrata
salgilanip difiize oldugu da gorilmektedir. Yani kiiflii gida ve yemlerden
miseller uzaklastirilsa bile mikotoksin tehlikesi ortadan kalkmamaktadir (Savas,
2016). Bu nedenle detoksifikasyona yonelik calismalar stirekli bir gelisim
halindedir (Sabuncuoglu vd., 2008). Olusabilecek riskleri azaltmaya ve toksin
tiremesini durdurmaya yonelik calismalarda fiziksel teknikler, dogal ve sentetik
kaynakli kimyasallar ve biyolojik yontemler kullanilmaktadir (Tosun, 2015;
Abedi vd.; 2022).

Fiziksel detoksifikasyon icin kullanilan yontemler; ayirma, temizleme, kabuk
soyma (Abedi vd.; 2022), arindirma, mekanik siralama ve dagilim, yikama,
yogunlugun gozlenmesi, termal inaktivite, mikrodalga uygulamasi da igeren
radyasyon uygulamasi ve c¢oziicii ekstraksiyonudur (Sabuncuoglu vd., 2008;

Tosun, 2015).

Kimyasal detoksifikasyon kapsaminda ozon, alkali hidroliz, amonyum
(amonyaklastirma), bistilfitler gibi ¢cok sayida islem gerceklestirilmistir (Abedi
vd.; 2022). Birgok tlkede alkali ve oksidatif ajanlar gibi kullanilan kimyasal

uygulamalar ekonomik olarak fayda saglamistir. Ama bu uygulamalar sonucu



mikotoksin miktarinin tamami ya da tamamina yakini azalirken, gidanin besin
degeri kaybolmus ve bazi lrtinler i¢in zararh hale doniismiistiir. Ayrica, Avrupa

Birligi kimyasal uygulama metodlarina izin vermemektedir (Tosun, 2015).

Biyololik detoksifikasyon da, OTA 'y1 adsorbe etme, doniistiirme veya ayristirma
yoluyla kontamine iirtinleri detoksifiye etmek i¢cin mikroorganizmalar kullanilir
(Abedi vd.; 2022). Temel ama¢ mikotoksin aktivitesini durdurmaktir.
Mikotoksinlerin enzimatik olarak bircok bakteri ve kiif mantar1 tarafindan
deaktif hale gectigi gosterilmistir. Bu sayede gida ve yemlerin lezzeti ve besin
degeri bozulmadan toksin detoksifikasyonu saglanmis olmaktadir (Sabuncuoglu
vd., 2008; Tosun, 2015). Belirli, cevre dostu, verimli, maliyet faydali ve besleyici
kaliteyi koruyan cesitli avantajlar nedeniyle dekontaminasyon i¢in biyolojik
dekontaminasyon yontemi onerilmektedir (Abedi vd.; 2022). Yapilan baz
calismalarda Bacillus spp., laktik asit bakterilerinin ve propiyonik asit
bakterilerinin fungal biliyiimeyi ve mikotoksin iretimini engelleyecegi
gosterilmis ve biyolojik detoksifikasyon alaninda o6nemli rol oynayacagi
belirtilmistir (Bosco ve Mollea, 2012; Savas, 2016). Laktik asit bakterileri,
gidalarda mantar olusumunu 6nleme yetenekleri ve fermentasyon stirecinde
dekontaminasyon 0Ozlelikleri sergilemeleri nedeniyle ‘yesil koruyucular’ olarak
adlandinlirlar (Abedi vd.; 2022). Shetty ve Jespersen (2006) yaptiklari
arastirmada; Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ve laktik asit bakterilerinin
yluzey adsorbsiyonu yoluyla mikotoksinlerin dekontaminasyonuna etkilerini
incelemislerdir. ABD’ de gelismekte olan yer fistiginin topragina A. flavus ve
A.parasiticus’ un atoksijenik suslarinin eklenmesiyle aflatoksin kontaminasyonu

%74.3 ila %99.9 oranda azaldig1 g6zlemlenmistir (Tola ve Kebede; 2016).

Maya hiicrelerinin ve laktik asit bakterilerinin, hiicre duvar1 yiizeyindeki
komleks baglanma yapilarinda metal iyonlarina ve o6ldiiriicii toksinlere
baglandig1 bilinmektedir (Shetty ve Jespersen, 2006; Milani ve Heidari, 2017).
Protein, polisakkarit ve lipitlerden olusan hiicre duvarlari, hidrojen baglan,
hidrofobik ya da iyonik etkilesimler gibi farkli baglanma mekanizmalarina ek
olarak kolay erisilebilen ve fazla sayida tutunma (adsorpsiyon) merkezine

sahiptir. Hiicre duvar ytzeyindeki toksinler ve fonsiyonel gruplar arasindaki



fiziksel tutunma, iyon degisimine ve kompleks yapisina bagh olarak gerceklesir
(Milani ve Heidari, 2017). Piotrowska ve Zakowska (2000) tarafindan yapilan
bir ¢alismada Lactobacillus (L.) suslarindan L. bulgaricus, L. acidophilus ve L.
helveticus’ un 24 saat inkiibasyonu sonrasi %94, %70 ve %46 olan OTA icerigini
sirasiyla %54, %50 ve %37'ye kadar kiiltir ortamindan uzaklastirdigi
belirlenmistir. Laktik asit bakterileri, OTA'nin hiicre duvari tarafindan adsorbe
edilmesini ve detoksifikasyonda rol oynayan ana mekanizma olmasini
saglamaktadir (Milani ve Heidari, 2017). Piotrowska (2014), yaptig1 ¢calismada
L. plantarum, L. brevis ve L. sanfranciscensis gibi laktik asit bakterilerinin OTA” y1
baglama kapasitesini incelemistir. Canh laktik asit bakterileri hiicrelerinin
inaktive olmus laktik asit bakterileri hiicrelerinden daha az dekontaminasyon
ozellik gosterdigi belirlenmistir. Canl laktik asit bakterileri hiicrelerinin OTA
icerigi besi yeri ortaminda %16.9 ila %35 ve PBS'de %14.8 ila %26.4 oraninda
azalmistir, inaktive olmus laktik asit bakterileri hiicrelerinin OTA’ y1 %46.2 ila
%>59.8 oraninda azalttif1 tespit edilmistir. Abedi vd. (2022) yaptiklar1 ¢calismada
laktik asit bakterileri ile OTA’ nin (10 pg/kg) baglanma kapasitesi ve
stabilitesini arastirmislardir. Calismada canli, 1s1 ve ultrasonla inative olmus
laktik asit bakterileri kullanilmis, yiiksek sicaklik veya ultrasonik islemlerle
indiiklenen canli olmayan laktik asit bakterileri hiicrelerinin mikotoksin
baglama etkinliklerini onemli 6l¢ciide artirdigl tespit edilmistir. Yani canl
olmayan laktik asit bakterileri suslarinin gidayla birlikte fermantasyonunun
OTA 'y1 detoksifiye edebilecegini ve insanlar1 ve hayvanlari bu toksinin olumsuz
saglik etkilerine karsi koruyacag 6ngoriilmiistiir. Ayni zamanda, sonuglar OTA’
nin baglanmasinin ¢ok sayida faktore, yani sus, toksin seviyesi, hiicre
hidrofobikligi, pH degeri ve bakteri canlilig1 gibi bircok faktére bagl oldugunu

gostermistir.

Mikotoksinlere maruz kalma, yutma, soluma ve deri temasi yoluyla meydana
gelebilir ve neredeyse her zaman tesadiifidir ama temel kaynagi beslenmeyle
gerceklesir (Bosco ve Mollea, 2012). Mikotoksinlerin tiiketimi sonrasinda insan
ve hayvanlarda goriilen toksin zehirlenmelerine “mikotoksikozis” denir. Bu
durum, toksinin kimyasal formiilasyonuna, toksine maruz kalma siiresine,

kisinin yasina, toksinin kimyasal etkilesimine bagh olarak ortaya c¢ikar.
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insanlarda iki farkh sekilde olusabilmektedir. Mikotoksin iceren giday
dogrudan tiiketmekle “birincil mikotoksikozis” gercgeklesir. Hayvanlar
tarafindan mikotoksin iceren yemlerin tiiketilmesi sonucu et, siit, yumurta gibi
hayvansal gida maddelerinin insanlar tarafindan beslenme amagch kullanimiyla
”ikincil mikotoksikozis” ortaya ¢ikar (Tosun, 2015; Savas, 2016). Mikotoksinler
insanlara kontamine olmus gidalar ve kontamine yemlerle beslenen
hayvanlardan elde edilen hayvansal turiinler araciligiyla kalinti1 diizeyinde de
olsa bulagmaktadir. Az gelismis veya gelismekte olan tulkelerde gidalarin %25’
inin toksin veya metabolitleriyle kontamine oldugu gorilmistiir. Genellikle
gidanin tiiketilmesiyle viicuda alinsa da dogrudan deri ile temasi ve toksik
sporlarin nefes yoluyla solunumu sonucunda da bulas1 gergeklesir (Yentiir ve

Er, 2012).

Her {ilkenin limit degerleri farkli olsa da insanlar1 mikotoksinlerin toksik
etkilerinden korumak amaciyla tolere edilebilir en yiiksek yasal miktarlari
belirlenmistir. Uluslararasi ticarette de bu limitleri asamamak i¢in i¢cinde ¢aba
sarfedilmektedir. Global agidan her iilke cografi konumuna goére uluslararasi
kabul goren limitleri dikkate almaktadir. Bunlar arasinda, TGK, Kodeks
Alimentarius, Avrupa Birligi EC NO 1881/2006 direktifi limitleri
sayilabilmektedir (Tiryaki vd., 2011).

2.2. Okratoksin

En 6nemli mikotoksinlerden biri olan okratoksinler Aspergillus ve Penicillium
kiifleri tarafindan tretilmekte olup 10’dan fazla tiiri bulunmaktadir. OTA,
Okratoksin B (OTB) ve Okratoksin C (OTC) olmak tiizere kimyasal yapilar
birbirinden farklilik gésteren gruplardan olusmaktadir. Aralarinda en ¢ok tespit
edilen cinsi ve en toksik 6zellikli olan1 OTA’d1r. (El Khoury ve Atoui, 2010; Algiil,
2012; Uniisan, 2019). OTA ve ondan daha az toksik etki gdsteren dekloro
analogu OTB ilk kez Gliney Afrika’lh kimyacilar tarafindan yeni metabolitleri
tanimlamak i¢in 6zel olarak tasarlanmis metabolit taramasi sirasinda 1965

yilinda tanimlanmis, D.B. Scott tarafindan sorgum tanelerinden izloe edilmis,
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Aspergillus ochraceus’ un K-804 susundan izole edilmistir (Karagozli ve

Karapinar, 2000; Bennett ve Klich, 2003; Algiil, 2012; Kog, 2016).

OTA, kristal formda, C20H18CINOs formiilasyonuna sahip, 403.82 g/mol
molekiiler agirligina sahip, 151k varliginda ¢ok kararsiz ancak i1siya oldukca
dayanikli, beyaz renkte, suda az ¢oziinen fakat sodyum bikarbonath ¢ozeltilerde
cozilinebilen, zayif asidik 6zellikli, ultraviyole 1s1k altinda asit ve alkali ¢ozeltide
sirasiyla yesil ve mavi floresans yayan, erime noktas1 336°F- 169°C olan bir
bilesiktir (El Khoury ve Atoui, 2010; Algul, 2012; Kaya, 2012; Tosun, 2015;
Savas, 2016; Pubchem, 2022). Kimyasal formilii L-fenilanin-N-[(5-kloro-3,4-
dihidro-8-hidroksi-3-metil-1-okso-1H-2benzopiran-7-il)karbonil]-(R) -
izokumarin’ dir. Yapisal olarak da L- fenilalanin, kloriir ve hidroksil iceren
dihidroizokumarinin bir kismini iceren para-klorofenolik gruptan olusmaktadir
(Cecchini vd., 2006; Bosco ve Mollea, 2012; Tosun, 2015; Kog, 2016; Biiyiiker,
2019; Yu vd. 2020). Hububat iiriinlerinin 121°C sicaklik ve 1 atm basing altinda
3 saat tutulmalar1 halinde OTA’ nin etkinligi %35 oraninda devam etmektedir

(Giirhayta ve Cagindi, 2015).

OTB, OTA'min daha az toksik olan klorsuz tirevidir. Molekil agirhig1 369.4
g/mol, erime noktast 430°F- 221.1°C, formiilii Cz20H19NOs ‘ dir. OTB, L-
fenilalaninin amino grubunun L-Fenilalanin, N-[[(3R)-3,4-dihidro-8-hidroksi-3-
metil-1-okso-1H-2-benzopiran-7-il]karbonil]- karboksi grubu ile
yogunlasmasindan kaynaklanan bir fenilalanin tirevidir. OTC, C22H22CINOe
formiiliine sahip, 431.9 g/mol molekik agirlikli, OTA’ nin etil esteri bir
fenilalanin tirevidir (Pubchem, 2022). OTA ile OTB’ nin farki, OTA’ nin dihidro-
metil- isokumarin halka sisteminde C5 pozisyonunda klor atomu tasimasidir. Bu
klor atomunun varligina ilave olarak fenolik hidroksil grubuda toksisiteyi
arttirmaktadir (Girgin vd., 2001). Kisacasi kloriir icermeyen tiirevi OTB, etil
ester tlrevi ise OTC dir. Bu iki okratoksin tiirevi gidalarda diisiik
konsantrasyonlarda bulunduklarindan fazla énem tasimazlar (Tosun, 2015).
OTA’nin izokumarik tiirevi, Okratoksin a ve onun dekloro analogu, Okatoksin 3,
OTA’ nin metabolitleri olarak bildirilmislerdir. (El Khoury ve Atoui, 2010). OTA,
OTB ve OTC’ nin molekiiler yapisi Sekil 2.1’ de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. OTA, OTB ve OTC’ nin molekiiler yapis1 (Pubchem, 2022)

Okratoksinlerin kimyasal yapilarinda bulunan dihidroizokumarin ve fenilalanin
bilesikleri, birbirlerine amid bag ile baglanirlar bu da 1siya ve hidrolize karsi
¢ok kararh bir yapi kazanmalarina neden olur (Celik, 2008). Bu kararl hal
nedeniyle tiiketiciye sunulan gida maddelerinde herhangi bir degisime
ugramadan varligini siirdiirebilir. Bu siirecler kaynatma, fermentasyon, pisirme,
kizartma, sicaklik uygulama ve pH degisikligidirr OTA’ nin yogurma,
fermentasyon, pisirme yani ekmek lretimi sirasinda kismen de olsa azaldigi

gorilmiistiir (Tosun, 2015).

OTA, Penicillium cinsi kiifler tarafindan iliman ve soguk bolgelerde, Aspergillus
cinsi kiufler tarafindan yiiksek sicaklik ve nemin goriuldigi tropikal ve alt
tropikal boélgelerde iiremektedir (Duarte vd. 2010a; Bosco ve Mollea, 2012;
Uniisan, 2019). OTA, basta A. ochraceus, A. carbonarius, A. niger ve P. verrucosum
olmak tizere c¢esitli Aspergillus ve Penicillium tirleri tarafindan tretilmektedir

(Orug, 2006; Juan, 2007; ingbk ve Giiler; 2015).

Okratoksin olusturan kiifler ve tiirleri Cizelge 2.1’ de gosterilmistir.

13



Cizelge 2.1. Okratoksin olusturan kiifler

Aspergillus cinsi Kiifler

Kaynak

A. auricomus

(Bennett ve Klich, 2003; Biiyiiker, 2015)

A. flocculosus

(Biytiker, 2015)

A. melleus

(Bennett ve Klich, 2003; Tiryaki vd., 2011)

A. ochraceus

(De Grone, 1996; Cecchini vd., 2006; Botton vd.,
2008; Celik, 2008; Tiryaki vd., 2011; Kaya 2012;
ingék ve Giiler, 2015; Tosun, 2015 ; Yu vd., 2020;
Urkek ve Sengiil, 2022 )

(Celik, 2008; Tiryaki vd., 2011;Bosco ve Mollea,

A. ostianus 2012)
A. persii (Bosco ve Mollea, 2012)
A. petrakii (Bosco ve Mollea, 2012)

A. sclerotiorum

(Tiryaki vd., 2011; Biiytiiker, 2015; Giirhayta ve
Cagindi, 2015)

A. steynii

(Bosco ve Mollea, 2012; Urkek ve Sengiil, 2022 )

A. sulphureus

(Tiryaki vd., 2011; Biiytiker, 2015; Giirhayta ve
Cagindi, 2015)

A. wentii

(Girgin vd., 2001; Tiryaki vd., 2011)

A. westerdijkiae

(E1 Khoury ve Atoui, 2010; Bosco ve Mollea, 2012;
Urkek ve Sengiil, 2022)

A. alliaceus (Petromycesalliaceus)

(Bennett ve Klich, 2003; Tiryaki vd., 2011; Urkek ve
Sengiil, 2022 )

A. albertensis (Petromycesalbertensis)

(Tiryaki vd., 2011; Biiytliker, 2015)

A. carbonarius

(Bennett ve Klich, 2003; Cecchini vd., 2006; Botton
vd., 2008; El Khoury ve Atoui, 2010; ingt’)k ve Giiler,
2015; Tosun, 2015; Yu vd., 2020; Urkek ve Sengiil,
2022)

A. lacticoffeatus

(El1 Khoury ve Atoui, 2010; Biiyiiker, 2015)

A. niger

(Botton vd., 2008; Celik, 2008; Tiryaki vd., 2011; Yu
vd., 2020 )

A. sclerotioniger

(E1 Khoury ve Atoui, 2010; Biiyiiker, 2015; ingék ve
Giiler, 2015)

A. paraciticus

(Erzurum, 2001)

A. glaucus (Bennett ve Klich, 2003)
Penicillium cinsi kiifler
P. nordicum (Bosco ve Mollea, 2012; Urkek ve Sengiil, 2022)

P. verrucosum

(De Grone, 1996; Erzurum, 2001; Cecchini vd., 2006;
Bosco ve Mollea, 2012; Kaya 2012; ingék ve Giiler,
2015; Tosun, 2015; Yu vd., 2020; Urkek ve Sengiil,
2022)

P. citrinum

(Celik, 2008)

P. viridicatum

(Tiryakivd., 2011)

P. cyclopium

(Tiryaki vd., 2011)

P. frequentans

(Tiryaki vd., 2011)

P. nidulans

(Tiryaki vd., 2011)

OTA olusumu sadece hammaddelerle sinirh degildir, ayn1 zamana mikotoksinin

termostabilitesi nedeniyle islenmis tirtinlerde de goriilebilir (Duarte vd., 2010a).

OTA tahil trunlerinde, kakao,

kahve cekirdegi, kurutulmus meyveler, sarap,

bira, lGiziim suyu, baharatlar (Avrupa Komisyonu, 2002), yesil ve kavrulmus
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kahve iriinleri, kurutulmus asma meyveleri (Avrupa Komisyonu, 2005),

meyankokii gibi tirtinlerde bulunabilmektedirler (Avrupa Komisyonu, 2022).

Tahil tanelerinde OTA 'nin iliretimi ve olusumunun her seyden 6nce tahilin
hasattaki durumuna, tahilin ne kadar dikkatli kurutulduguna ve depolama
tesislerinin kalitesine bagh oldugu dustunilmektedir. Kuzey ve Bati Avrupa,
Kanada ve diger iliman boélgelerdeki belirli durumlarda, tahillar OTA olusumu
icin daha biuyiik risk altindadir, ¢iinkii tahil genellikle yiiksek nem igeriginde,
bazen %20'nin Uzerinde hasat edilir. Bu tir tahillarda OTA olusumu,
kurutmadan o©Once yetersiz kurutma veya asir1 uzun depolamaya
baglanmaktadir. Uygun kosullar, 6rnegin yiiksek su icerigiyle hasat edilen
tahillar, verimsiz kurutma veya nemli kosullar altinda depolama gibi kosullar
goz oniine alindiginda, tahillarda yiiksek OTA seviyeleri olusabilir. Ornegin
diinya capinda en 6énemli mahsullerden biri olan piring, bir su bitkisidir ve
genellikle %35 ile %50 arasindaki ¢ok yiiksek nem seviyelerinde hasat edilir.
Sonug olarak, mikotoksin iireten kiifler veya sporlar, tarlada ve hasatta piring
ekinlerini enfekte edebilir. Enfekte tahil daha sonra zaten depoda olan tiriinleri
kontamine edebilir ve cevresel kosullar uygunsa OTA turetilecektir (Duarte vd.,,

2010a).

Kuf enfeksiyonunun tiim kaynaklarini tamamen ortadan kaldirmak imkansiz
olsa da, kiif olusumuna neden olan bazi 6zel kosullar1 azaltmak ve hatta
onlemek mimkiindir. Basit bir ifadeyle, tahil %15'in altinda kurutulmali
(vaklasik 0.8" lik bir aw) ve depolama boyunca bu seviyede tutulmalidir.
Kurutmadaki gecikmeler tahili riske sokar ve bu da depolama sirasinda sonraki

sorunlara yol acgabilir (Duarte vd., 2010a).

OTA gelisiminde bitkisel iiretimde yer alan tarim uygulamalarinin tiri de
belirleyici rol oynamaktadir. Juan vd. (2008a), Ispanya ve Portekizden
topladiklar1 83 adet organik ve konvansiyonel tahil ve tahil tirtinlerinin (piring,
bugday, arpa, ¢avdar, yulaf ve misir) OTA diizeylerini incelemislerdir. OTA
orneklerin %22’ sinde, 0.20 ila 27.17 ng/g arasinda degisen konsantrasyonlarda

belirlenmistir. Ayrica arastirmalar sonucunda organik triinlerin % 72’ sinin
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OTA kontaminasyonuna ugradigl ve ortalama degerin 1.64 ng/g oldugu, buna
ragmen konvansiyonel tiriinlerin %28’ inin kontamine oldugu ve ortalama 0.05
ng/g konsantrasyonda bulundugunu tespit etmislerdir. Bu da organik tahil ve
tahil uriinlerinin yiiksek kontaminasyona ugrayabileceginin bir gdstergesidir.
Yine Osnaya vd. (2007), ispanya’ da 74 adet konvansiyonel ve 26 adet organik
ekmek olmak {lzere c¢esitli firinlardan temin edilen numunelerde OTA
arastirmasi yapmis, konvansiyonel ekmeklerin OTA miktar1 %20.3’ ken, organik
ekmeklerde bu miktar % 23 olarak bulunmustur. Toplumlarda organik tarim
uygulamasi sonucu tretilen gidalarin daha saglikli ve besleyici oldugu algisi
vardir. Ancak; tarimsal ila¢ kullanilmamasi veya yetersiz diizeyde kullanilmasi
nedeniyle mikotoksin icerme olasilig1 yiiksek oldugu ve gida giivenligi agisindan

sorun yaratacagl unutulmamalidir (Urkek ve Sengiil, 2022).

Cesitli ¢alismalardan OTA 'nin Kkarserojen, nefrotoksik, immiinotoksik,
teratojenik, muhtemel norotoksik hepatotoksik ve genotoksik oldugu
bildirilmistir (Avrupa Komisyonu, 2005). Halk sagligi acgisindan yarattig
sorunlar nedeniyle IARC tarafindan Kkanserojenik potansiyeline gore
siniflandirilan baz1 6nemli mikotoksinler Cizelge 2.2’ de verilmistir (IARC,

2022).

Cizelge 2.2. Kanserojenik potansiyele gore bazi mikotoksinler (IARC, 2022)

CAS Numarasi Mikotoksin Grup? Yil

303-47-9 Okratoksin A 2B 1993
10048-13-2 Sterigmatosistin 2B 1987
116355-83-0 Fumonisin B1, fumonisin B2 ve fusarinC 2B 1993
1402-68-2 Aflatoksin 1 2012
518-75-2 Sitrinin 3 1987
90-65-3 Penisilik Asit 3 1987

: Grup 1: insanlarda kansere neden olan, Grup 2B: insalarda olasi kanserojenik, Grup 3: insanlarda

kanserojenik etkeni olmayan

Hayvanlarla yapilan ¢alismalar OTA’ nin hedef organ olarak bobrekleri sectigini
gostermis, hayvanlarin yan1 sira insanlarn da etkileyen c¢esitli bobrek
hastaliklarindan sorumlu olduguda bildirilmistir (Glirhayta ve Cagindi, 2015;
ingdk ve Giiler, 2015). OTA, gidalar sayesinde oral yolla viicuda alindiginda
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dokularda birikmeye sebep olur ve OTA serum yarilanma émriiniin 35 giin (840
saat) oldugu belirtilmistir (Kog, 2016; Savas, 2016). Buna karsin hayvanlarda bu
yarilanma slresinin farelerde 1-1.5 giin, sicanlarda 2-5 giin, domuzlarda 3-5
gliin, maymunlarda yaklasik 20 gin olarak bildirilmistir (Tosun, 2015).
Bulgaristan, Romanya’ nin kirsal kesimlerinde yasayan insanlarda interstisyel
nefropati hastaliginin yliksek miktarda OTA maruziyetiyle olustugu
diistiniilmektedir. Balkan Endemik Nefropatisi (BEN) olarak isimlendirilen bu
hastalik ilk kez 1950’lerde tanimlanmistir. OTA, BEN goriilen kasabalardan
alinan yiyecek 6rneklerinde ve kasabada yasayan insanlarin kan orneklerinde,
hastalik olmayan yerlerde yasayan insanlara kiyasla daha fazla tespit edilmistir
(Duarte vd., 2010a; Bosco ve Mollea; 2012). Ayni zamanda Tunus’ taki niifusu
etkileyen Tunus Nefropatisinin (TCIN) baslica nedeni olarak kabul edilmektedir
(El Khoury ve Atoui, 2010; Bosco ve Mollea; 2012).

Uzun ¢alismalar sonrasi bir¢ok tilke mikotoksinler i¢in ¢esitli maksimum tolere
edilebilir seviyeler ve kilavuz seviyeler belirlemistir. Aflatoksin gibi bazi
toksinlerin seviyeleri sabitlenmis, ama OTA’nin, patulin, fumonisin gibi
toksinlerin seviyesi hala tartisiimaktadir. JECFA, 1991 yilinda domuz
nefropatileri veri tabanina gore gecici tolere edilebilir haftalik miktar1 112
ng/kg viicut agirhigi olarak onermistir. Bununla birlikte 1995 yilinda yeniden
degerlendirilen haftalik miktar 100 ng/kg viicut agirhgr (14 ng/kg viicut
agirhigi/giin’e esittir) olarak degistirilmistir. JECFA, Subat 2001’ deki 56.
toplantisinda OTA’'nin nefrotoksisiteyi ve karsinojenisiteyi indiikledigi
mekanizmanin daha detayli incelenmesi i¢in ¢alisma tavsiye etmis ayni
zamanda o©nceden belirlenen haftalk miktar 100 ng/kg degeri
degistirilmemistir. Bunun yaninda, Avrupa Birligi Bilimsel Gida Komitesi’ nin
1998’de yilinda belirledigi glnlik OTA alim miktar1 1.2-14 ng/kg viicut
agirhgidir. Bebek ve ¢ocuklar gibi 6zel gruplara daha ¢ok 6nem verilmesi
gerektigi belirtilmistir (E1 Khoury ve Atoui, 2010). EFSA, 2006 yilinda, haftalik
alinacak maksimum miktar1 120 ng/kg olarak belirlemistir. 2020 yilinda
gidalardaki OTA hakkindaki bilimsel goriisiin bir glincellemesini kabul ederek,
OTA icin saghk temelli bir kilavuz deger olusturmanin uygun olmadigini ve

2006 yilinda Otorite tarafindan belirlenen 120 ng/kg viicut agirligi Tolere
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Edilebilir Haftalik Aliminin sonu¢ olarak artik gecerli olmadigini agiklamistir

(Avrupa Komisyonu, 2022).

Avrupa Komisyonu (EC)’ nun 12 Mart 2002 tarihli 472/2002 sayili komisyon
direktifinde OTA’ nin maksimum seviyeleri belirlenmistir. Direktife gére bu OTA
seviyeleri islenmemis ¢ig tahil ve tahil tanelerinde 5 pg/kg, islenmis ve insan
tiketimine sunulmus tim tahil dtriinlerinde 3 pg/kg, kurutulmus sarap

meyvelerinde (kuru tziim gibi) 10 pg/kg’ dir (Avrupa Komisyonu, 2002).

13 Nisan 2004 tarihli, EC 683/2004 sayili komisyon direktifinde; bebekler ve
cocuklar icin OTA riskinin ¢ok fazla oldugu diisiiniilmiis, bebek mamalari, bebek
ve cocuklar icin islenmis tahil bazli gidalarda maksimum limit 0.5 pg/kg
belirlenmis, yine 6zellikle bebekler i¢in tibbi amagla kullanilan gida triinleri de

bu miktara dahil edilmistir (Avrupa Komisyonu, 2004).

26 Ocak 2005 tarihli EC 123/2005 sayili komisyon direktifinde, tahillar i¢in
olusturulan maksimum limitler degistirilmezken, ilizim sulari, saraplar ve
siradaki miktar 2 pg/kg olarak, c¢oziintir kahve hari¢ kavrulmus kahve
cekirdekleri ve ogiitiilmis kavrulmus kahve 5 pg/kg, ¢oziniir kahve 10 pg/kg
belirlenmistir (Avrupa Komisyonu, 2005).

19 Aralik 2006 tarihli EC 1881/2006 sayili komisyon direktifinde, kuru
baharatlar dahil (meyveleri, beyaz ve karabiber dahil), hindistan cevizi, zencefil,
zerdecal 15 pg/kg, kirmizi biber ve biber tozu 20 pg/kg, meyan kokii ekstresi 80
ug/kg, tiiketiciye dogrudan satilmayan bugday gliiteni 8 pg/kg maksimum
limitler belirlenmistir (Avrupa Komisyonu, 2006b).

5 Subat 2010 tarihli EC 105/2010 sayihi komisyon direktifinde yeniden
degerlendirmeler yapilmis, maksimum limitler; baharat grubunda, kirmizibiber,
beyaz biber ve karabiber 30 pg/kg, hindistan cevizi, zencefil, zerdecal 15 pg/kg

olarak glincellenmistir (Avrupa Komisyonu, 2010).
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5 Agustos 2022 tarihli EC 1370/2022 sayili komisyon direktifinde EC
1881/2006 sayili tiiziiglin giincellenmesine ve bazi {riinlerin maksimum
limitlerinin degistirilmesine ve listeye yeni iriinler eklenmesine karar
verilmistir. Bu urtinler; yagh tohum, kuruyemis veya kuru meyve icermeyen
urunler 2 pug/kg, en az %20 kuru asma meyvesi ve/veya kuru incir igceren
urunler 4 pg/kg, yagh tohumlar, sert kabuklu yemisler ve/veya kuru meyve
iceren diger urtinler 3 pg/kg, alkolstiz malt icecekler 3 pg/kg, kurutulmus asma
meyveleri (kusiiziimii, kuru tizim ve c¢ekirdeksiz tiziim) ve kuru incir 8 pg/kg
(daha once 10 pg/kg), diger kuru meyveler 2 pg/kg, hurma surubu 15 pg/kg,
kavrulmus kahve cekirdegi ve ogutilmiis kahve (¢oziilebilir kahve harig) 3
ug/kg (daha once 5 pg/kg), ¢oziinir kahve (hazir kahve) 5 (daha 6nce 10
ug/kg), kirmizi biber 20 pg/kg, kuru maddede %97’den fazla meyan kokii
ekstresi iceren sekerlemeler 50 ug/kg, diger meyan kokii sekerlemeleri 10
ug/kg, aycicegi cekirdegi, kabak cekirdegi, karpuz/kavun cekirdegi, kenevir
tohumu, soya fasulyesi 15 pg/kg, nihai tiiketici icin piyasaya arz edilmeden veya
gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce tasnif veya diger fiziksel islemlere tabi
tutulacak fistiklar 10 pg/kg, nihai tiiketici icin piyasaya arz edilen veya gida
maddelerinde bilesen olarak kullanilan antep fistig1 5 pg/kg, kakao tozu 3 png/kg
olarak belirlenmistir. Alinan kararlarin 1 Ocak 2023 tarihinden itibaren gecerli

olacagi belirtilmistir (Avrupa Komisyonu, 2022).

Ayrica EC, 466/2001 yonetmeliginde, OTA’ nin kontaminasyon seviyelerini
disirmek icin limitleri uygun olmayan iriinlerin uygun olan duriinlerle
karigtirllmasini  yasaklamistir. Insan tiikketimine sunulacak iiriinlerde OTA
dekontaminasyonu i¢cin kimyasal kullanimina da yasak getirmistir (El Khoury ve

Atoui, 2010).

Avrupa Komisyonu, peynir ve jambon i¢in maksimum limit belirlemeden 6nce
OTA varliginin izlenmesine karar vermistir (Avrupa Komisyonu, 2022). Ancak
bazi iilkeler; Danimarka (domuz bobregi: 10 pg/kg), Estonya (Domuz
karacigeri: 10 pg/kg), Romanya (Domuz bobregi, karacigeri ve eti: 5 pg/kg),
Slovakya (et ve siit: 5 pg/kg) seklinde belirlemislerdir. OTA’ nin hayvansal
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gidalarda varligina yonelik etkili ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir (Keyvan

ve Yurdakul; 2015).

Tahillarda bulunabilecek maksimum OTA miktar isvicre’ de 2 ug/kg, Hollanda’
da 3 pg/kg (Savas, 2016), Cin, Fransa ve Avusturya’ da 5 pg/kg, Ingiltere’ de 10
ug/kg (Savas, 2016), Israil’ de 50 ug/kg olarak kabul edilmistir. Su anda FDA,
gida ve yemlerde OTA i¢in diizenleyici yonergeler belirlememistir (Yu vd., 2020)

Ulkemizde 1997 yilinda 23172 sayili Resmi Gazate ile yiiriirliige giren Tiirk Gida
Kodeksi Yonetmeliginde mikotoksinlerden yalnizca aflatoksinler, patulin ve
ergot alkaloidleri i¢in limit degerlere yer verilmistir (23172 sayili Resmi Gazete,
1997). 2002 yilinda 2002/63 numarali ‘Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin
Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda Teblig’ ile islenmemis tahil
taneleri, tahil bazl islenmis iirtinler ve kuru iizim de OTA i¢cin maksimum
seviye belirlenmistir (24885 sayili Resmi Gazete, 2002). 17 Mayis 2008 tarihli
2008/26 numali tebligde OTA limitleri yeniden belirlenmis (26879 sayili Resmi
Gazete, 2008), sonrasinda bu teblig yirtrliikten kaldirilarak yerine 29 Aralik
2011 tarihli 28157 sayili Resmi Gazetede yayimlanan ‘TGK Bulasanlar
Yonetmeligi’ uygulanmaya baslamistir (28157 sayili Resmi Gazete, 2011). 19
Aralik 2012 tarihinde 28502 sayili yonetmelikle bazi triinlerin OTA miktarlarn
degistirilmis ve listeye yeni triinler eklenmistir (28502 sayili Resmi Gazete,
2012). TGK Bulasanlar Yonetmeligi Ek -1 Bolim 2’de OTA igin belirtilen
‘miisade edilen en yiiksek degerler’ Cizelge 2.3’ deki gibidir.
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Cizelge 2.3. OTA’'nin tahillarda bulunabilecegi maksimum limitler (TGK, 2012)

Okratoksin A
Gida maksimum limit
. (ng/kg)
Islenmemis tahillar 5

(Degisik:RG-19/12/2012-28502) islenmemis tahildan elde

edilen tim tirtnler (dogrudan insan tiiketimine sunulan tahillar 3
ve islenmis tahil liriinleri dahil)

Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru tiziim ve
cekirdeksiz lizlim)

Kavrulmus kahve cekirdegi ve 6giitliilmiis kahve 5

Kahve ekstrakti, ¢ozlinebilir kahve ekstrakti veya ¢6ziinebilir
kahve

Sarap ve meyve saraplar (kopiikli sarap/sampanya dahil, likor
saraplar1 ve hacmen alkol miktari en az %15 olan saraplar haric)

Aromatize sarap, aromatize sarap bazl icki ve aromatize sarap
kokteyli

Uziim suyu, konsantreden iiretilen iziim suyu, tiziim nektari,
lizlim sirasi ve konsantreden liretilen iiziim sirasi (dogrudan 2
tiiketimine sunulan)

Bebek ve kii¢iik cocuk ek gidalari 0,5
Bebekler icin 6zel tibbi amacgh diyet gidala 0,5
(Degisik:RG-19/12/2012-28502)

Baharat (Kurutulmus baharat

dahil)

Karabiber (Piper spp.)

(Bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil)

Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

Zencefil (Zingiber officinale)

Zerdegal (Curcuma longa) 15

N

Kirmizibiber (Capsicum spp.)

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

Bu satirda belirtilen baharatin bir tanesini iceren
karisim baharat

Meyan kokii 20
Meyan kokii ekstrakti 80
(Ek:RG19/12/2012-28502)

Bugday gluteni (tiiketiciye dogrudan satilmayan)

OTA i¢in limit belirlemenin amaci, uluslararasi ve ulusal ¢apta insanlarin giivenli
gidaya ulasmasinin saglanmasi, kontamine iirtin varhginin tespit edilip en aza
indirilmesi ve iyi tarim uygulamalarinin uygun sekillerde yapilmasinin

saglanmasidir (El Khoury ve Atoui, 2010).
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RASSF (Rapid Alert System for Food and Feed), 1979 yilinda Avrupa Birligi
tiyesi tilkelerin ve Norveg, Lihtenstayn, izlanda ve Isvi¢re arasinda gida ve yem
trlnleri icerisinde saglik tehditlerine karsi daha hizli ve koordineli sekilde
hareket edilmesini saglayan, ortaya ¢ikan uygunsuzluklarin portal tizerinden
yayinlandig bir aractir (Saglam ve Masatcioglu, 2020). RASSF portaly, aranabilir
bir ¢evrimici veritabanina sahiptir. Yayinlanan bildirimler icerisinde tilke adj,
mensei tllke adi, tarih, uygulanacak islem (siir reddi bildirimi, uyar: bildirimi,
dikkat icin bilgi bildirimi gibi), risk karar (ciddi, kararsiz gibi) gibi bilgilere
ulasilabilir. 2022 yili (1 Ocak-1 Kasim) icerisinde yapilan 454 bildirimin 19
tanesini OTA bildirimi olusturmaktadir (RASSF, 2022).

Mikotoksinlerin kesfinden sonra arastirmacilar toksin tespitini saglayacak
analiz yontemleri tizerinde c¢alismalara yogunlasmislardir. Mikotoksinlerin
tespitinde 3 oOnemli konu dikkat g¢ekmistir. Birincisi; toksinlerin kimyasal
yapilarinin fiziksel ve kimyasal farkliliklarindan dolay1 bireysel metodlarin
gelistirilmesi, ikincisi; ekstraksiyon isleminin etkili sekilde yapilabilmesi,
Uclinciisii de; gidalarda homojen dagilim gostermeyen toksinlerin etkin
ornekleme yapilarak ayrica analiz hassasiyetini ve kesinligini artirmak igin

yeterli sayida test uygulanmasidir (Var vd., 2004).

Mikotoksinler, komleks kimyasal yapiya sahip organik materyallerde mg/kg,
ng/ kg gibi dusik konsantrasyonlarda bulunurlar. Kompleks yapidaki bu
materyallerden mikotoksinlerin dogru sekilde tespitinin yapilabilmesi i¢in su
islem basamaklarindan ge¢mesi gerekir. Ornekleme, homojenizasyon,
ekstraksiyon, clean-up ve oOrnegin Kkonsantrasyonu. Nihai ayristirma
kromotografik  teknikler =~ veya immunokimyasal metotlarla  yapilir.
Kromotografik teknikte ¢ok sayida analit ayristirilabilirken, immunokimyasal
metodlarda her mikotoksine 6zgli antibadi gerekir (Tiryaki vd. 2011; Savas,
2016).

Mikotoksin analizlerinde; ince tabaka kromotografisi (Thin Layer

Chromatography, TLC), yliksek basin¢h sivi kromotografisi (High Pressure
Liquid Chromatography, HPLC), gaz kromotografisi/ kiitle spektrometresi
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(GC/MS), enzim baglanmis immunoabsorbant yoéntemi (ELISA), radio-
immunassay (RIA) ve enzim aktivitesine baghh immunoteknik (Enzyme
Multiplied Immunatechnique/EMIT) (Orug, 2006), polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction/PCR) (Hayat wvd., 2012) yontemleri
kullanilmaktadir (Tiryaki vd., 2011; Algil, 2012; Keyvan ve Yurdakul, 2015;
Oksiiztepe ve Erkan, 2016; Acu ve Ocak, 2019; Igbal, 2021).

HPLC, sivi kromatografi ayirma teknigidir (Algil, 2012). Sivi kromotografisi,
kolonlara ve diizlemsel yiizeylere uygulanabilen bir kromatografi ¢esididir. Siv1
kromatografisi metodunun 6zel bir uygulamasi olan HPLC, hareketli fazda
coziinebilen bir kimyasal karisimin kolay ve hizli bir sekilde bilesenlerine
ayrilabildigi olduk¢a hassas bir yontemdir. HPLC sisteminin kisimlar1 Sekil 2.2’
de ki; pompa, enjektér, kolon, dedektéor ve bilgisayar birimlerinden
olusmaktadir (Anonim, 2022a). Kromatografik analiz islemi kolona 6rnegin
enjeksiyonu ile baslar. Ornek hareketli faz ile kolon boyunca gecer ve kolon
icerisinde bilesenlerine ayrilmaya baslar. Kolon ¢ikisinda ayrilan bilesenlerin
herbiri icin sinyaller dedektor tarafindan kaydedilir. Dedektor tarafindan
kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamamina kromatogram adi

verilir (Kog, 2019).

arate
Hareketli Fampa Qio Kalan Dedektdr Weri
Faz Sigeleri drnekleyici depolayic
v iglemei

N Atk

_\i
=. ’.IE ‘ - L] L

Sekil 2.2. HPLC sisteminin sematik goriintiisii (Anonim, 2022a)

HPLC’ de (LC) hareketli faz siv1 (asetonitril, metanol, etanol, terahidrofuran, etil

asetat, su gibi solventler) ve sabit faz ¢ok kii¢iik kati1 pargaciklardan (kolonun
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dolgu maddeleri olan silisyum dioksit, aliminyum oksit, gézenekli polimer ve
iyon degistiriciler gibi) olusmaktadir. OTA analizinde kullanilacak olan HPLC’ de
FLD kullanilir (Orug, 2006; Tiryaki vd., 2011). Mikotoksin belirlemede daha
ucuz ve daha kesin spektroskopik algilama s6z konusu oldugunda, 6zellikle de
numune hazirlama secici oldugunda FLD ile donatilmis HPLC en uygun yontem
olarak kullanilir. Bu nedenle AOAC ve Avrupa Standardizasyonu gida ve
yemlerdeki mikotoksinler icin HPLC/FLD ‘yi iceren bircok resmi veya standart
kantifikasyon yontemini benimsemistir (Igbal, 2021). OTA analizinde temelde
C-18 kolon ve mikotoksinlerin ekstraksiyon asamasinda toksinlerin daha
konsantre ve saf olarak elde edilebilmesi i¢cin Immiino Affinite Kolon (IAK)

kullanilmalidir (Orug, 2006; Tiryaki vd., 2011).

Cesitli gida maddelerinde OTA analizi i¢in resmi/ dogrulanmis metotlar
bulunmaktadir. TLC ile yapilan iki yontem disinda biitiin dogrulanmis
yontemlerde flouresans dedektorli sivi kromatografisi temel alinmistir. ELISA
test kitleri tarama amagh kullanilabilmektedir. Fakat dogrulama igin sivi
kromatografisine ihtiya¢ duyulmaktadir. HPLC/ FLD, yapilan ekstraksiyonlarin
cogunda performansin yuksek olmasi, kesinlik, dogruluk, hassasiyet ve yeniden
uretilebilirlik saglayan Immiino Affinite Kolon kullanilmasi nedeniyle OTA

belirlemede en ¢ok kullanilan yontemdir (Celik, 2008).

2.3. Bugday ve Diger Uriinler Uzerine Yapilan OTA Calismalar:

Osborne (1980), 7 adet kiflii un numunesinde TLC ile OTA taramasi yapmistir.
OTA varhigim1 HPLC ile dogrulamistir. OTA iki kiiflii un numunesinde 0.49 ve 2.9
ug/kg konsantrasyonda bulunmustur. Kiiflii un 6rneklerinden birinde sitrinin
de tespit edilmis, ancak miktar olarak odl¢iilemeyecek kadar diisiik seviyelerde

oldugu belirlenmistir.
Boudra vd. (1995) tarafindan yapilan bir arastirmada, OTA ile kontamine olmus

bugdayin; farklh sicaklik ve nem kosullarindaki stabilitesi incelenmis, 100°C'de

40-160 dakika kuru 1sitilmasinin OTA igerigini degistirmedigi, yine 100°C'de de
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1slak 1sitma uygulandiginda 120 dakikadan sonra OTA’ nin %50’sinden

fazlasinin yok oldugu tespit edilmistir.

Trucksess vd. (1999) ‘nin bugday, arpa ve kahvede bulunan OTA iizerine
yaptiklart ¢alismada 383 bugday numunesini 56 tanesinde, 103 arpa
numunesinin 11 tanesinde, 19 yesil kahve 6rneginin 9 tanesinde, 13 kavrulmus
kahve numunesinin 9 tanesinde OTA tespit edilmistir. 4 bugday numunesiyle ve
1 arpa numunesinin OTA miktarinin limitlerin tizerinde bulundugu, kahve

cekirdeklerinin ise >5 ng/g miktar1 gecmedigi belirlenmistir.

Karagozli ve Karapinar (2000), yulaf gevregi, unu ve ezmesi, misir ve misir unu,
asurelik bugday ve miisliden olusan toplam 100 adet tahil iiriiniinde OTA
arastirmasi yapmistir. 1 adet asurelik bugday, 1 adet yulaf ezmesi ve 2 adet
misir 6rneginde miktar olarak toplam 0.27-9.84 ppb (pg/kg) diizeyleri arasinda
degisen OTA’ ya rastlanmistir. Sonuclar degerlendirildiginde, iirlinlerde bulunan
OTA’ nin herhangi bir tehlike olusturmadig1 ancak OTA’ yla ilgili daha fazla

calisma yapilmasi gerektigi sonucuna ulasilmistir.

Abdulkadar vd. (2004) Katar pazarindan 106 adet ¢esitli irtinde (tahil ve tahil
urunleri, sert kabuklu yemisler ve findik iirtinleri, baharatlar, kuru meyveler ve
icecekler) mikotoksin yiiki tespiti yapmislardir. Bu c¢alismaya gore 106
numuneden 11’'inin OTA seviyesi 0.20-4.91 pg/kg araligindadir. OTA piring,
karisik baharatlar, kirmizi toz biber, liziim, hazir kahve ve alkolsliz bira
orneklerinde belirlenmis olup, en yliksek OTA seviyesi kirmizi toz biberde 4.91

ug/kg olarak tespit edilmistir.

Celik (2008), Adana ilinde marketlerde satilan kuru {iziim numunelerinde OTA
varligini arastirmistir. Calismada HPLC cihaz kullanilarak analizler yapilmis,
analiz edilen 40 adet kuru liziim Orneginin 26 tanesinde 0.38- 20.90 ug/kg

konsantrasyonlarda OTA bulunmustur.

Ng vd. (2009) Kanada genelinde 2004-2006 yillar1 arasinda 274 adet kuru

makarna numunesinde OTA varlhigini1 arastirmislardir. Analitik yontem olarak
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Uluslararasi resmi yontem olan AOAC 2000.03" G (ufak modifikasyonlarla)
kullanmislardir. 2004, 2005 ve 2006 yillan arasinda tespit ettikleri ortalama
OTA seviyeleri sirasiyla 0.30, 0.28, 0.76 ng/g ve maksimum seviyeler sirasiyla

1.8, 1.4, 3.3 ng/kg olarak belirlenmistir.

Zaied vd. (2009) Tunus’ ta yaptiklan ¢alismada; bugday, arpa, sorgum ve piring
gibi tahil trinlerinde OTA arastirmasi yapmislardir. HPLC/FLD kullanilarak
yapilan analizlerde 110 bugday, 113 sorgum, 96 pirin¢ ve 103 arpa numunesi
kullanilmis, OTA konsantrasyonlari sirasiyla bugday ve sorgumda %38, %28 ve

%40 olarak bulunmustur.

Vega vd. (2009) Sili’ de yerel pazardan temin ettikleri un, misir nisastasi ve
pirincten olusan toplam 91 adet numunede OTA taramasi yapmislardir.
Numuneler laboratuvara ulasir ulasmaz analize alinmis, un i¢in ortalama deger
0.15 pg/kg, sadece 1 piring numunesinde 12.5 pg/kg sonug¢ bulunmustur. Misir
nisastasinin ortalama degeri LOQ degerinin altinda kaldig i¢in 6érneklerin % 50’
sinden fazlasinin negatif oldugu belirlenmistir. Ayrica, un ve misir nisastasi

orneklerinin Avruga Birligi limitinin altinda oldugu (3 pg/kg) gorulmustiir.

Zinedine (2010)'nin Fas’ta ticari olarak satilan 60 adet bugday, arpa ve misir
ornegini analize alip mikotoksin kontaminasyonu tUzerine bir c¢alisma
yuritmustiir. Yapilan ¢alismalar sonucunda misir, bugday ve arpa 6rneklerinin
sirasiyla % 40, %40 ve % 55’inin OTA ile kontamine oldugu tespit edilmistir.
Misir 6rneklerinde ortalama degerin 1.08 pg/kg olup en yiiksek degerin 7.22
ug/kg, bugday orneklerinde ortalama degerin 0.42 pg/kg, en yliksek degerin
1.72 pg/kg, arpa o6rneklerinde ortalama degerin 0.7 pg/kg, OTA seviyesi 0.04-
0.8 pg/kg arasinda oldugu bildirilmistir.

Alvito vd. (2010) Portekizde bebek mamalarinda bulunan aflatoksin ve OTA
bulunmasiyla ilgili yaptiklari arastirmada, 27 tahil icerikli bebek mamasinin 12
tanesinde pozitif sonucla karsilasmislardir. Bu 12 numunede; 2 adet AFM1, 2
adet AFM1 ve OTA, 2 adet Aflatoksin B1 (AFB1) ve OTA, 7 adet OTA tespit
edilmistir. Bu numuneler igin AFM1 konsantrasyonu 0.017-0.041 pg/kg
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arasinda, OTA konsantrasyonu 0.034-0.21 pg/kg arasinda, AFB1 ise tek
numunede 0.009 pg/kg konsatrasyondadir. Olumlu sonuglarin %67’ sinin OTA
icerdigi belirlenmis ancak degerlendirmeler sonucunda miktar olarak bebek
mamalarinda bu toksinlerin varhiginin bir halk sorunu olusturmadig:
belirtilmistir. Ayrica yapilan bu ¢alisma Portekiz’ de bebek mamalarinda yapilan

ilk calismadir.

Ozden vd. (2012) 2010 yiiinda istanbul’ da farkl siipermarketlerden 37
kahvaltilik gevrek ve 21 tahil bazli bebek mamasi toplamislardir. Yine 2008-
2010 yillar1 arasinda farkli siipermarketlerden, piyasadan ve geleneksel
yontemlerle tretilmis 84 adet tarhana numunesi toplamiglardir. Yapilan
analizler sonunda; 37 kahvaltilik gevrekten sekizi (%21.62) 0.06-0.42 ng/kg
araliginda OTA tespit edilmis ve ortalama deger 0.32 pg/kg’ dir. 21 tahil bazh
bebek mamasindan doérdi (%19.05) 0.08-0.20 pg/kg konsantrasyonlarinda ve
ortalama 0.14 pg/kg degerinde OTA icermektedir. 84 tarhana 6rneginden kirk
yedisi (%55.95), 0.12 ila 1.85 pg/kg arasinda degisen konsantrasyonlarda OTA
icerdigi goriilmiis ve ortalama deger 0.41 pg/kg olarak tespit edilmistir.
Tarhana orneklerinin % 55.95" inin OTA ile kontamine oldugu goriilse AB
limitlerinin (3 pg/kg) ve TGK' da belirlenmis de tahil tiirevi lrtnler ic¢in
limitlerin altinda kaldig1 belirlenmistir. Ayrica bu ¢alisma tarhanadaki OTA

kontaminasyonuyla ile ilgili ilk calismadir.

Tosun (2015), tez calismasinda Istanbul’ un cesitli semtlerinden toplam 75 adet
pul biber 6rnegi analiz etmis, 31 adet kapali ambalajda ve 44 adet agikta satilan
markasiz pul biber i¢cin OTA risk degerlendirmesi yapilmistir. Kapal
ambalajdaki 6rneklerin %87.10'unda 0.055-0.982 pg/kg, markasiz agikta satilan
orneklerin hepsinde 1.118-31.736 ug/kg konsantrasyon araliginda OTA’ ya

rastlanmistir.

Kara vd. (2015), Corum’ da ticarilestirilen tahil unlarinda (60 adet bugday, 16
adet piring, 24 adet misir) OTA ve aflatoksin birlikteliginin belirlenmesi tizerine
calismislardir.  Numuneler, immiinoafinite kolonu (IAC) temizleme

prosediiriinden sonra floresan algilamali (HPLC/FLD) ytiksek performansh sivi
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kromatografisi ile analiz edilmistir. 2011-2013 yillan arasinda alinan bugday
unu ve piring ununda aflatoksine rastlanmamistir. 60 adet bugday ununun
%26,7" sinde ortalama 0.247 ug/kg konsantrasyonda, 16 adet pirin¢ unu
orneginin % 18.8’ inde ortalama 0.154 pg/kg konsantrasyonda OTA tespit
edilmistir. 24 adet misir ununun % 66.7’ sinde aflatoksin, %41.7’ sinde OTA , %

37.5’ inde hem aflatoksin hem OTA bulunmustur.

Majeed vd. (2018) de ticari olarak temin edilebilen misir gevregi, misir unu,
yagda patlamis misir, patlamis misir, beyaz un, biskiivi, ekmekten olusan toplam
40 ornekte OTA konsatrasyonunu incelemislerdir. Misir unu, misir gevregi,
bugday unu, beyaz un, ekmek ve biskiivi 6rnekleri icin sirasiyla OTA miktari
%60, %20, %20, %60, %40 bulunmustur. En yiiksek seviye 360 ng/g olarak
biskiivide tespit edilmistir. Pozitif numunelerdeki OTA seviyesinin %75’i nin AB

yonetmelikleri tarafindan belirlenen maksimum seviyeyi astig1 gorilmiistiir.

Yu vd. (2020) tiziim posasinda OTA igeriginin farkli yontemlerle azaltilmasiyla
ilgili yaptig1 calismada, 6ncelikle OTA igeren iiziim posasi drneklerini 15 psi ve
121°C’ de 151l basing altinda tutmus ve OTA’ nin énemli 6l¢iide azaldigini tespit
etmistir. 10, 20 ve 30 dakikalik siirelerde en fazla azalma 20. dakikada
gerceklesmis, azalma oranlar sirasiyla %19.21-67.87, %37.64-79.88 ve
%43.77-78.01 olarak belirlenmistir. Calismanin devaminda yine OTA igeren
lzim posasiyla tahil trini olan unu karistirip kurabiye elde etmis, hamurla
pisirme sonrast OTA’ da meydana gelen degisimi incelemistir. Literatiirdeki
diger calismalarin tersine, kurabiyedeki OTA igeriginin hamurdaki OTA’ dan
%45.4- 69.8 fazla oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, Vidal vd.
(2014a)’ nin sonuglariyla uyumlu bulunmustur. Vidal vd. (2014a)’ nin
calismasinda hamurdan ekmege geciste OTA’ da % 40’k bir artis meydana
gelmistir. Yine Vidal vd. (2014b), baska bir ¢alismada, ekmek yapiminda eksi
maya kullanimiyla OTA’ nin degisimini arastirmis, hamurun fermentasyonu
sirasinda OTA konsantrasyonunda hafif bir azalma (%29) tespit etmis fakat
toplam OTA iceriginde 6nemli bir degisiklik gézlemleyememistir. Ayrica, eksi

maya ilavesinin bir sonucu olarak énemli bir etkisi bulunmamaistir.
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2.4. Ekmek Uzerine Yapilan OTA Calismalar:

Osborne (1980), 50 adet kiifli ekmek numunesinde TLC ile OTA taramasi
yapmistir. OTA varligini HPLC ile dogrulamistir. OTA yalnizca bir ekmek

numunesinde 0.21 pg/kg konsantrasyonda tespit edilmistir.

Scudamore vd. (2003), laboratuvar kosullarinda P. verrucosum ile tam bugday
partilerini kontamine etmis, daha sonra bu bugdaylardan kepekli un ve beyaz
un uretmistir. Akabinde her iki un ekmek prosesine girmis; kepekli un OTA
konsatrasyonunun maksimum % 40’ i1 kaybederken, beyaz unda bu oran
kepek ve dis fraksiyonlarin temizlenerek yikanmasi ve uzaklastirilmasiyla %75

olarak belirlenmistir.

Cengiz vd. (2007), Bursa ilinde, Tiirk Silahl1 Kuvvetlerinin farkli birimlerinden
ve ayr1 firin market gibi yerlerden alinan, 132 adet farkli ekmek ve undaki OTA
varligini arastirmislardir. Bu o6rnekler icerisinde; 34 adet beyaz un, 10 adet
misir unu, 14 adet kepekli un ve 36 adet beyaz ekmek, 10 adet misir ekmegi, 28
adet kepekli ekmek bulunmaktadir. Orneklerdeki OTA seviyeleri ELISA teknigi
ile tespit edilmis olup konsantrasyonlar1 beyaz un icin 6.89+0.46 ng/kg, kepekli
un icin 9.30+1.33 pg/kg, misir unu icin 6.39+1.10 pg/kg, beyaz ekmekler icin
4.87+0.61 pg/kg, kepekli ekmek icin 7.84+0.39 pg/kg ve misir ekmegi icin
4.94+0.46 pg/kg dir. Calismalar sonucunda 132 numunenin 96’ sinda OTA
tespit edilmis, konsatrasyonun Avrupa Komisyonu’ nun belirledigi ve TGK
maksimun limit degeri olan 3 ng/g’ in lzerinde bulunmustur. Elde edilen
sonuglar, tliiketime sunulan un ve ekmeklerin insan sagligini tehdit edecek

diizeyde oldugunu gostermektedir.

Zinedine vd. (2007)’ de Fas’ taki firinlardan rastgele toplamis olduklar1 100 adet
bugday ekmegi Orneginde OTA varligin1 incelemislerdir. Bugday ekmegi
orneklerinin 48" inde 0.14-149.0 pg/kg konsantrasyonda OTA tespit edildigi
bildirilmistir. OTA bulundurulan ekmeklerin icerisinde 26 ekmegin OTA
konsantrasyonunun (13+1.5 ng/g), Avrupa Komisyonu tarafindan belirlenen 3

ng/g’ dan yiiksek oldugu belirlenmistir. Fas’ta gidalarda izin verilen maksimum
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mikotoksin seviyeleri i¢cin herhangi bir hiikiimet diizelmesi yoktur. Ancak toksin
diizenlemeleri i¢in bir proje yiriitiilmektedir. Bu projede tahil ve tiirevlerinde
OTA i¢in izin verilen deger 30 ng/g olarak belirlenmistir. Arastirmacilarin bu
calismasiyla Fas’ taki ekmek orneklerinde OTA konsantrasyonunun diger

tilkelere oranla ytiksek oldugu sonucuna ulasilmistir.

Juan vd. (2008b) Portekizde yaptiklar1 bir calismada 31 bugday ekmegi ve 30
misir ekmeginden olusan 61 numuneyi 7 aylik bir siirede firinlardan, sekerleme
diikkanlarindan ve stipermarketlerden temin etmislerdir. Calismalar sonucunda
OTA konsantrasyoninun ortalama 0.23 ng/g oldugu tespit edilmistir. Analiz
edilen 21 misir ekmeginde (%70) OTA tespit edilmis, en yliksek konsantrasyon
0.44 ng/kg bulunmustur. Bugday ekmegi icin 4 6rnekte (%12.9) OTA tespit
edilmis, ortalama konsantrasyon 0,02 ng/g bulunmustur. Sonucta toplam
numunenin %40.9’ unda (25 numune) OTA, 0,033+£0,86 ng/g arasinda degisen
seviyelerde tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda misir ekmeklerinin
daha fazla OTA ile kontamine oldugu belirlenmis, ancak bu érneklerde tolere
edilebilir haftalik degerin iizerine ¢ikmadig1 bu nedenle potansiyel bir tehlike

olusturmadig gorisi bildirilmistir.

Bento vd. (2009) Portekiz’ in Algarve ve Braganca bolgelerinden temin ettikleri
30 adet bugday ekmeginde OTA aramasi yapmislardir. Analize alinan
ekmeklerin OTA icerigi, Algarve'de maksimum 0.49 ng/g ve Braganca'da 0.43
ng/g bulunmus, bu miktarlarin Avrupa mevzuati tarafindan belirlenen 3 ng/g
maksimum sinirin altinda oldugu belirlenmistir. FAO/WHO'nun giinde 250 g
ekmek tiiketimi onerdigi diisiiniiliirse Algarve bolgesinde yasayanlarin OTA
alimimin gilinlik yaklasik 0.26 ng/kg viicut agirhigi/giin, Braganga'da
yasayanlarin 0.38 ng/kg viicut agirligi/giin OTA konsantrasyonuna maruz
kaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglar, Portekiz’ in bu iki bolgesinde OTA
kontaminasyonun kontrol altinda oldugu ve tiiketici sagligna yonelik bir tehtit

olusturma olasiliginin diisiik oldugu gorilmistiir.

Valle-Algarra vd. (2009), yaptiklar1 calismada; 2 pg/kg, 5 pg/kg ve 10 pg/kg

konsantrasyonlardaki OTA’'nin unla kontamine edilmesi sonucu, 29-30°C hamur
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fermentasyonunun ve 190°C /50 dakika, 207°C / 40 dakika, 223°C /35 dakika,
240°C /30 dakika derece ve dakikalarda pisirme isleminin OTA iizerindeki
etkisini incelemislerdir. Fermentasyon islemi sonrasinda OTA diizeyindeki
degisim %29.8-33.5 oraninda azalma seklinde gerceklesmistir. Pisirme
sonucunda ise OTA diizeyindeki degisim ortalama %32.9 azalma olarak

belirlenmistir.

Duarte vd. (2010b), yaptiklar1 ¢alismada 2007 yilinda Portekiz’ in Porto ve
Coimbra sehirlerinden, taze ve paketlenmis sekilde toplanan ekmeklerde OTA
taramasi yapmislardir. Analizlerde OTA konsantrasyonlarini belirlemek icin
LC/FD (floresans dedektorlii sivi kromatografisi) kullanilmistir. Coimbra
sehrinden 75 adet (30 bugday taze ekmek, 30 bugday paketlenmis ekmek ve 15
misir ekmegi), Porto'dan 93 (47 bugday taze ekmek ve 23'li Avintes misir
ekmegi olmak ilizere 46 misir ekmegi) toplamda 168 adet ekmek temin
edilmistir. Sonuglar, numunelerin %84'liniin, maksimum 3.85 ng/g (AB
maksimum limitinin lizerinde, 3 ng/g) ile kontamine oldugunu gostermistir.
Taze bugday ekmeginin ortalama OTA seviyesi (Coimbra; 0.34 ng/g ve Porto
0.19 ng/g), paketli bugday ekmegine gore (Coimbra; 0.21 ng/g) daha yiiksek
diizeylerde bulunmustur. Ayrica misir ekmeginde, yani Avintes misir ekmeginde
daha ytiksek bir ortalama kontaminasyon seviyesi (3.85 ng/g ) gozlenmis bu
deger Avrupa Komisyonu’ nun islenmis tahil trinleri maksimum limitinin

(3ng/g) tizerinde bulunmustur.

Peng vd. (2015), Cin bugulanmis ekmegi iiretim prosesinde ki OTA akibetini
belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada, hamur, fermente hamur ve ekmekteki OTA
konsantrasyonunu arastirmislardir. Hamur yogurulduktan sonra 38°C’ de 40
dakika kitle fermentasyonuna birakilmis, elle sekil verildikten sonra tekrar 15
dakika parg¢a fermentasyonuna birakilmistir. Fermente hamur, bir bugulanma
odasinda 100°C’ de 40 dakika pisirilmis, sonra oda sicaklifinda sogutulduktan
sonra analiz alinmislardir. Yogurulmus, fermente edilmis hamurdaki ve
bugulanarak pisirilmis ekmekteki OTA seviyeleri benzer bulunmus olsa da, una
kiyasla %11-16 araliginda arttigy tespit edilmistir. Bu artisin enzimatik

dontisiimle veya OTA’ nin enzimatik hidrolizine bagh oldugu diistiniilmustiir.
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Golge ve Kabak (2016), Adana ve Mersin illerinden, farkh firin, bakkal ve
marketlerden temin ettikleri 102 adet bugday ekmegi numunesinde OTA
varligint HPLC/FLD ile birlestirilmis yiiksek performansl bir sivi kromatografisi
kullanarak analiz etmistir. Analize alinan 6rneklerin 10 tanesinde yani % 9.8’
inde, ortalama 1.58 pg/kg konsantrasyonda OTA tespit edilmistir. OTA ile
kontamine olmus 6rneklerin hi¢cbiri TGK ve Avrupa Komisyonu’ nun islenmis
tahil urtinlerinde bulunmasi gereken maksimum limiti (3 pg/kg) ge¢gmemistir.
Ekmek tiketimiyle tahmini giinliik OTA alimlar, Tiirk tiiketiciler i¢in 0.85 ng/kg
vicut agirhigi/gin olarak hesaplanmstir. Bu arastirma Tiirkiye’ de bugday
ekmegi tiiketimi yoluyla OTA’ ya maruz kalinmasina iliskin hazirlanan ilk rapor

olma ozelligindedir.

Ko¢ (2016), Adana’ da firin, market ve temin ettigi 4 pide ve 46 somun
ekmeginde OTA varliginit HPLC/FD cihaziyla incelemistir. Calisma sonucunda 4
somun ekmeginde ve 1 pide ekmeginde OTA tespit edilmistir. Ekmeklerdeki
OTA konsantrasyonlart Avrupa Komisyonu ve TGK tarafindan belirlenen 3

ug/kg yasal limitin altinda bulunmustur.

Savas (2016), ekmek yapimi stiresince OTA’ nin yikimini inceledigi arastirmada;
OTA standardi ile 5 ve 10 pg/kg konsantrasyonda kirletilmis un kullanarak;
hamur yogurma, fermentasyon ve ekmegin pisirilmesi asamalarindan sonra
OTA seviyesini incelemistir. OTA konsantrasyonunda ki azalma orani en belirgin
fermentasyon ve pisirme asamalarinda gergeklesmis, pisirmenin OTA yikimina

etkisi daha fazla bulunmustur.

Milani ve Heidari (2017) OTA’ nin ekmek yapimi sirasindaki stabilitesini
inceledigi arastirmada, mikotoksin katkili un, ti¢ cesit maya (S. cerevisiae bazli)
ve L. casei, L. rhamnosus, L.acidophilus ve L. fermentum iceren eksi hamur ile
hazirlanmistir. Una; tuz, maya/eksi maya hamur ve su karistirilarak hamur
yogurulmus ve ilk fermentasyon (kitle fermentasyonu) 30°C’ de 90 dakika
boyunca gerceklestirilmistir. Sonra hamur esit parcalara ayrilmis 30°C’ de 10
dakika daha fermentasyona birakilmistir. Fermentasyon sonunda 200°C’ de 20

dakika firinlanmistir. 30°C’ de 90 dakika boyunca sikistirilmis maya, hazir kuru
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maya, aktif kuru maya ve eksi hamurla ilk fermentasyon sonra OTA’ nin azalma
ylzdesi sirayla %45.83, %16.66, %8.69 ve %9.09 bulunmus; en fazla yikim
sikistirilmis maya kullanilan unda gerceklesmistir. Parca fermentasyonu
sonucunda yapilan analiz sonucunda OTA’ nin azalma yiizdesi ayni sirayla
%30.76, %10.0, % 9.52 ve %5.0 bulunmus; birinci fermentasyona paralel
sonuglar elde edilmistir. 200°C’ de 20 dakika firinlanma sonras1 yikim %55.55,
%22.22, %10.52 ve %5.26 olarak belirlenmistir. Sonucta, sikistirilmis maya
susunun OTA stabilitesi lizerinde en etkili maya oldugu, diger mayalarin 6nemli

Olcude etkili olmadig tespit edilmistir.

Khaneghah vd. (2018), mikotoksinlerle ilgili 1983 ve Haziran 2017 yillari
arasinda yayinlanan 9496 makale arasindan; potansiyel uygunluklarina
bakilarak ve ayrintili degerlendirmelerden gecirdikten sonra 28’ ini se¢mis,
toplamda 543 veriyi meta analize tabi tutmustur. Makalelerde incelenen iiriinler
un, hamur, ekmek, makarna, biskiivi gibi tahil bazl {rlinler olup
mikotoksinlerin bu irtinlere uygulanan islemlerle ugradiklar1t degisimler
dikkate alinmistir. incelemeler sonucunda, unun &giitilmesi sirasinda %9,
hamur fermentasyonu sirasinda %33, ekmegin pisirilmesi esnasinda % 2 OTA

seviyesinde diisiis gorulmustiir.

Mozaffary vd. (2019) ekmek yapimi sirasinda maya miktarinin ve fermentasyon
sicakhigr gibi farkli degiskenlerin OTA tzerindeki etkisini incelemislerdir. Bu
amacla una OTA ilave etmisler ve sonra bu unu ekmek tliretim prosesine dahil
etmislerdir. Un, hamur ve ekmekteki OTA seviyelerini, HPLC/FLD ile
O0lgmislerdir. Maya (S.cerevisiae) miktarinin artmasiyla %1’ den %2’ ye ve
fermantasyon sicakliginin 25°C' den 30°C'ye yiikseltilmesi, OTA azalmasinin
%31.17’ den %59.41’ e ylikselmesine sebep olmustur. Pisirme esnasindaki OTA
kayb1 ise %19.21 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak maya miktarinin ve
fermentasyon sicakliginin artirilmasi, bugday ekmegindeki OTA miktarini

onemli dlciide azalttig1 belirlenmistir.

Bryta vd. (2021)’'nin ¢alismasinda OTA 'nin ¢avdar ekmegi liretim prosesleri ve

pizza bugday temelli liretim prosesleri (hamur yogurma, hamur fermantasyonu
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ve firinlama dahil) sirasindaki stabilitesi arastirilmistir. Ekmek, dogal olarak
kontamine olmus cavdar unuyla hazirlanmis OTA konsantrasyonu 6.41+0.52
ug/kg) ve 180°C'de 40 dakika ve 240°C'de 70 dakika pisirilmistir. Pizza
tabanlar ise yapay olarak OTA ile kirletilmis bugday unundan hazirlanmis (OTA
konsantrason 8 pg/kg ve 18 pg/kg) ve 320°C'de 8 dakika ve 370°C'de 6 dakika
firmlanmistir. Hamur pisirildikten sonra OTA konsantrasyonlar1 180°C'de
pisirilen ekmek icin %25.6, 240°C'de pisirilen ekmek icin %23 ve pizza bazlar

icin %8.0-%25.4 oraninda azalmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tez calismasinda kullanilan materyalin 06zellikleri asagida detayll olarak

aciklanmistir.

Bugday unu: Hediye Un Sanayi A.S (Isparta)’den temin edilen Katkisiz Ekmeklik
Bugday Unu kullanilmistir. Yeni 6gutilmiis undan alinan un numunesi ayni giin
icerisinde Siilleyman Demirel Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii Tahil Isleme Teknolojisi Laboratuvarina getirilmis ve

olgunlastirma amaciyla yaklasik 25°C’de 3 hafta siireyle bekletilmistir.

Tuz: Piyasadan temin edilen TS 933 (TSE 2003) Yemeklik Tuz Standardina

uygun Ozelliklerdeki rafine kristal tuz kullanilmistir.

Su: Siileyman Demirel Universitesi kampiisii icme suyu kullanilmistir.

Ultra saf su: Milli-Q sistemde saflastirilmis ve mobil faz, ekstraksiyon solventi,

enjeksiyon solventi ve analizin diger yikama asamalarinda kullanilmistir.

OTA Standardi: Sigma- Aldrich marka, okratoksin A standart ¢ozeltisi 10 pg/ml
sivi formda temin edilmis olup, analiz i¢cin kullanilincaya kadar buzdolabi

kosullarinda -18°C saklanmigtir.
Analizlerde kullanilan methanol ve glasiyel asetik asit (Merck, Darmstadt,

Germany), Asetonitril (Honevwell, Seelze, Germany), Phosphate buffered saline

(PBS, Sigma, USA) firmalarindan analitik saflikta olacak sekilde temin edilmisgtir.

35



3.2. YOntem

3.2.1. OTA ara stok ¢ozeltisi hazirlama

Un numunesini kontamine etmek ve HPLC’ de kalibrasyonda kullanilmak tlizere
10 pg/ml (ppm) konsantrasyonda, OTA ana stok standart ¢ozeltisinden ara stok
cozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ara stok c¢ozeltiler buzdolab1 kosullarinda

+4°C’ de tutulmus, kullanilmadan 6nce oda sicakligina gelmesi saglanmstir.
3.2.2. Una OTA eklenmesi

Bazlama iiretim prosesinde kullanilan katkisiz bugday ununun tespit limitinin
tizerinde OTA bulundurmadig belirlenmistir. Bu undan 500 g alinarak 5 pg/kg
ve 10 pg/kg konsantasyonlarda OTA ara stok c¢ozeltiyle kontaminasyonu
saglanmisg, karanlik bir yerde ara ara karistirarak 1 saat beklemeye alinmistir.

3.2.3. Eksi maya iiretimi

Sekil 3.1’ de gosterilen eksi maya 6rneklerinin hazirlanmasi Ozugur (2011)

tarafindan verilen yontemde bazi1 modifikasyonlar yapilarak asagida verilen yol

izlenerek gerceklesmistir.

1. glin: Un, su, nohut
karistirnihip 2 giin 30°C’de
fermentasyona
birakilmistiz

3. ve 4. giin: Un ve su
eklemesi yapilarak
fermentasyona devam
edilmistin

5. giin: pH’ s1 kontrol edilmistir.

Sekil 3.1. Eksi maya tiretimi

36



1. Giin: 100 g un, 150 ml igme suyu ve 3 g nohut cam bir kasenin icerisinde tahta
kasikla karistirilmis ve daha sonra tiistii temiz bir bezle ortiilerek 2 giin siireyle

inkiibatorde (Niive, Tiirkiye) 30°C'de fermentasyona birakilmistir.

3. Gun: Yukaridaki sartlarda bekletilen hamurun tizerine 100 g un, 100 ml icme
suyu eklenerek tekrar karigtirilmis ve listii értiillerek 1 giin siireyle 30°C’de

bekletilmistir.

4. Gun: Ayn1 hamurun tizerine tekrar 100 g un ve 100 ml icme suyu eklenmis ve

karistirildiktan sonra listii ortiilerek 1 giin 30°C’de bekletilmistir.

5. Giin: Hazirlanan eksi hamurlarin pH metre (pHmeter, Cin) ile siirekli olarak
pH degerleri o6lciilmis ve 5. giinde pH degerlerinin 3.8-4.0’e diistligii tespit
edilmistir. Bu pH degerleri ile eksi hamurlar kullanima hazir hale gelmistir.
Hazirlanan eksi hamur érneklerinden yaklasik 600 g ayrilarak diger kullanimlar
icin +4°C’de saklanmis ve 3 giinde bir 100 g un ve 100 ml icme suyu ile besleme

yapilarak bekletilmistir.

3.2.4. Bazlama ekmegi iiretiminde 6n denemeler

Bazlama ekmegi iiretimi sirasinda kullanilacak uygun yontem ve oranlarin
belirlenebilmesi icin farkli kosullarda 6n denemeler yapilmistir. Bu 06n
denemeler; bazlama ekmegi formiilasyonu, yogurma sekli, fermentasyon
siireleri, fermentasyon sartlari, bazlamanin agirligi, ¢api, yiikseklik orani, kag
derecede pisirilecegi, depolama siirecinde saklama kosullar1 olmak iizere cesitli

kosullardan olusmaktadir.

3.2.4.1. Bazlama formiilasyonunun belirlenmesi

Bazlama yapimi i¢in; 500 g un, %1.5 tuz (TS 933, TSE 2003 Yemeklik Tuz
standardina uygun), %3 eksi maya, %60 (denemel) ve %65 (deneme2) su

kullanilmistir. Bazlama 6rnekleri, Siilleyman Demirel Universitesi Miihendislik

Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii Tahil Isleme Teknolojisi Laboratuvarinda
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tretilmistir. Yogurma islemi i¢in laboratuvarda bulunan spiral hamur yogurma
makinesi (Giinsa, zmir) kullanilmis, yogurucu icerisine suyun bir kismi ile maya
konulup ¢éziinmesi saglanmistir. Uzerine un eklenerek 5 dakika yavas devirde,
sonra kalan su ile tuz ¢ozdiiriilerek 5 dakika hizli devirde yogurulmustur (Sekil
3.2). Yogurma sonrasi en iyi hamur stabilitesi ve yumusakligi %65 su ilave
edilerek ilretilen bazlama oOrneklerinde tespit edilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda asil bazlama 6rneklerinin liretiminde kullanilacak formiilasyon

500 g un, %1.5 tuz, %3 eksi maya, %65 su olarak belirlenmistir.

Yogurulmus hamur

Sekil 3.2. Hamurun yogurulmasi

3.4.2.2. Bazlama agirhginin, capinin, kalinhginin ve fermentasyon

siirelerinin belirlenmesi

Yogurulan hamur 5 dakika kitle fermentasyonuna birakilmistir. Daha sonra 150,
175, 200 gramlik esit parcalara boliinerek 140, 150 mm ¢apinda 5, 6 ve 7 mm
kalinlikta, yuvarlak sekil verilmistir. Daha sonra bu hamurlar 25+5°C’de oda
sicakliginda 1.5, 3, 6 ve 12 saat lizerleri nemli bez ortiilerek fermentasyona
birakilmistir (Sekil 3.3). Yapilan denemeler sonrasi bir bazlama iiretiminde
kullanilacak hamur agirligi 150 gr, hamur ¢apt 140 mm, hamur kalinligl1 7 mm,

fermentasyon siireleri ise 1.5 saat ve 3 saat olarak belirlenmistir.
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Kitle fermentasyonu

‘Kitle fermentasyonu

Sekil 3.3. On denemeler ile bazlama hamurlarinin agirhk, cap, kalinlhik ve
fermentasyon stiresinin belirlenmesi

3.4.2.3. Pisirme derecesi ve siiresinin belirlenmesi

Fermentasyon sonrasi 200, 250 ve 300°C’de (10 dakika (3 dakika 6n yuz, 3
dakika arka yiiz, 2 dakika tekrar 6n ytiz, 2 dakika tekrar arka yiiz olacak sekilde)
elektrikli sac (Orhome, Tiirkiye) tizerinde pisirilmistir (Sekil 3.4).

Bazlamalarm pisirilmesi

Pisme derecelerinin ayarlanmasi

Pisirilen bazlama

Bazlamam ig dokusu

Sekil 3.4. Pisirme derecesi ve siiresinin belirlenmesi

Yapilan denemeler sonrasi pisirme siiresi 300°C’'de 10 dakika olarak

belirlenmistir.

3.4.2.4. Depolama siiresinin belirlenmesi

Pisirilen bazlamalar oda sicakliginda sogutulduktan sonra c¢ift katli polietilen

ambalajlara konularak, 25+2 °C’de 0,3, 5, 7 ve 10 giin depolanmistir. Bazlama
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ornekleri lizerinde maya ve kuf analizi yapilmistir. Bunun i¢in hijyenik sartlarda
ornek kaplarina 25 g 6rnek tartilmis, 6rnekler 225 ml fizyolojik tuzlu su (FTS)
ile homojen hale getirilip seyreltilerek uygun diltisyon oranlari hazirlanmistir
(Sekil 3.5). Diliisyonlardan alinan 0.1 ml 6rnekle patates dekstroz agar (PDA)
besiyerinde yayma yontemi uygulanarak Dbesiyeri lizerinde ekim
gerceklestirilmistir. 25°C’ de 3-5 giin inkiibasyona (Pol-Eko-Apatura, Polonya)
birakilan petrilerde maya kiif sayimi yapilmis sonuglar 1 gramda bulunan koloni
birimi (kob/g) olarak degerlendirilmistir. 0, 1 ve 2. giinde 25+2 °C’de herhangi
bir maya kif Giremesi gozlenmemis, 3. giin 1.5 saat fermentasyona birakilan
bazlama 7.6*102, 3 saat fermentasyona birakilan bazlama 2.8*102 kob/g, 4. giin
1.5 saat fermentasyona birakilan bazlama 3.2*103, 3 saat fermentasyona
birakilan bazlama 5.4*10% kob/g, 5. gliin 1.5 saat fermentasyona birakilan
bazlama 7.4*104, 3 saat fermentasyona birakilan bazlama 3.5*103 kob/g olarak
tespit edilmistir (Sekil 3.5). Elde edilen sonuglar TS ISO 21527-2' ye gore
degerlendirilmis, depolama siiresi 25+2 °C’'de 0, 5 ve 10 giin olarak

belirlenmistir.

Sekil 3.5. Depolama siiresinin i¢in maya kiif analizinin yapilmasi
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3.2.5. Bazlama iiretimi

Bazlama tretimi i¢in Cizelge 3.1 ‘ de formiilasyonda belirtilen miktarlarda 500 g
un (5 pg/kg ve 10 pg/kg olacak sekilde OTA ile kirletilmis), %1.5 tuz (TS 933,
TSE 2003 Yemeklik Tuz standardina uygun), %3 eksi maya, %65 su

kullanilmistir.
Cizelge 3.1. Bazlama formiilasyonu
Bilesim Miktar
Un 500g
Tuz 75¢g
Eksi Maya 15g
Su 325 ml

Bazlama o6rnekleri Siileyman Demirel Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii Tahil Isleme Teknolojisi Laboratuvar’’ nda iiretilmistir.
Bazlama yapim asamalari ve numune alma plani Sekil 3.6’ da gosterilmistir.
Yogurma islemi icin laboratuvarda bulunan spiral hamur yogurma makinesi
(Giinsa, Izmir) kullanilmis, yogurucu icerisine suyun bir kismi ile maya konulup
coziinmesi saglanmistir. Uzerine un eklenerek 5 dakika yavas devirde, sonra
kalan su ile tuz ¢ozdirulerek 5 dakika hizli devirde yogurulmustur. Ardindan 5
dakika kitle fermentasyonuna birakilmistir. Daha sonra 150 gramlik esit
parcalara boliinerek 140 mm c¢apinda, 7 mm kalinlikta, yuvarlak sekil verilen
hamurlar 25+5°C’de 1.5 saat ve 3 saat tizerleri nemli bez értiilerek
fermentasyona birakilmistir. Fermentasyon sonrasi 300+5°C’de 10 dakika (3
dakika 6n yiiz, 3 dakika arka yiiz, 2 dakika tekrar 6n yliz, 2 dakika tekrar arka
yuz olacak sekilde) elektrikli sac (Orhome, Tiirkiye) tUzerinde pisirilmistir.
Pisirilen bazlamalar oda sicakliginda sogutulduktan sonra cift katli polietilen
ambalajlara konularak, Isparta Gida Kontrol Laboratuvari1 Mikotoksin ve Kalinti
Biriminde 25+2°C’de 0, 5 ve 10 giin depolanmis ve depolanan bazlamalar OTA

analizine alinmistir.
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: ~) Bazlama ekmegi

Pisirme= 300 +5°C,10
dakika pisirme

Parg¢a Fermentasyonu= 25+5°C ,1.5
ve 3 saat fermentasyon

Kitle Fermentasyonu= 5 dakika
dinlendirme

Hamur yogurma= Kirletilmis un (5 pg/kg ve 10pg/kg), su, tuz,
eksi maya

Sekil 3.6. Bazlama yapim asamalari ve numune alma plani

Bazlama yapimi boyunca; hamur yogurma isleminin, 25+59C'de 1.5 ve 3 saat
fermentasyon siirelerinin, 300+5°C’de 10 dakika siire ile pisirme isleminin ve
25+20C’de 0, 5 ve 10 giin depolamanin OTA iizerindeki degisim miktarlari
incelenmistir. Hamur ve bazlamalara yapilan analizlerde 5 pg/kg ve 10 nug/kg
diizeylerindeki OTA miktarlarinin azalma oranlar karsilastirilmistir. Calismalar
2 paralelli tUg¢ tekerriirli gerceklestirilmis olup toplamda 108 numune

calisiimistir.

3.2.6. Bazlama orneklerinde OTA varliginin tespiti

Bu calismada un, hamur ve bazlama 6rneklerindeki OTA’ nin tespiti i¢in yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda (Entwisle vd., 2000; Chung ve Kwong, 2007;

Juan 2007; Juan, 2008b; Ng vd., 2009; Savas, 2016) bazi modifikasyonlarla
AOAC. Method 2000.03 (AOAC, 2000) metodu uygulanmistir.
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3.2.6.1. Ornek hazirlama

100 ml'lik behere 25 g un, hamur ve bazlama 6rnekleri hassas terazi (And GR
200, Japonya) ile tartilmis, tizerine 100 ml asetonitril/su (60/40) karisimi
eklenerek blender (Waring Commercial Laboratory Blender, Stamford CT, USA)’
a aktarilmis ve yiiksek hizda (22000 rpm) 2 dakika karistirilmistir. Daha sonra
Whatman 113 (Cytiva, Cin) filtre kagidindan siiziilmiistiir. Stizme islemi sonrasi
elde edilen filtrattan 4 ml siiziintii, 44 ml PBS (Sigma, USA) ile 50 ml’ lik santrifiij

tipiine konulup agz kapatilarak 5 saniye boyunca calkalanmistir.

3.2.6.2. Immiino affinite kolondan gec¢irme

OTA immiino affinite kolon olarak Aokin marka, OTA’ ya karsi spesifik
antikorlar1 iceren ImmunoClean C OTA kolon (Berlin, Germany) kullanilmistir.
Temin edilen immiino affinite kolon +4°C * de muhafaza edilmis, analiz sirasinda
kullanilmadan énce oda sartlarinda 18-22°C’ ye ulasmasi beklenmistir. Immiino
affinite kolon kullanim prosediiriinde belirlenen talimatlara gore kullanilmistir
(Aokin, 2022). Immiino affinite kolondan gecirme islemi Sekil 3.7’ de
gosterilmistir (Anonim, 2022b).

Sartlandirma Ornek yiikleme Yikama Geri alma
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Sekil 3.7. Immiino affinite kolondan gecirme islemi (Anonim, 2022b)
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Immiino Affinite Kolon, bir pompa standina yerlestirilmis ve iist kapagina
50 ml’ lik siringa takilarak, PBS tamponu ile seyreltilmis ekstrakt bir
ImmunoClean C OTA kolonuna aktarilmistir ve 3 ml/dakika hizla kolondan
gecirilmistir. Bu islem sirasinda OTA, kolon igerisindeki OTA i¢in spesifik olarak
bulunan antikorlara baglanir. Ekstraktin tamami Immiino Affinite Kolonu’'ndan
gecirildikten sonra numuneden gelen safsizliklarin giderilmesi icin 10 ml ultra
saf su saniyede 1-2 damla akacak sekilde yikanmistir. Siringa yardimiyla
kolondan iki defa bos hava gecirilerek kolon kurutulmustur. Immiino Affinite
Kolon diizeneginin altina 4 ml’ lik amber vial yerlestirilip ve 1 ml methanol
gecirilmigtir. Kolondan methanol akisin1 duracak kadar yavaslatarak 3 dakika
inktibe edilmis sonra 1 damla/saniye olacak sekilde 3 ml methanol (3 kez 1 ml)
gecirilmistir. Methanol kolondan gecirildiginde spesifik antikorlar denatiire
olarak okratoksini salarlar. Boylelikle ¢6zliinen OTA viale alinmis olur. Elouat,
azot gazi altinda 40°C tam kuruluga gelene kadar buharlastirilmistir. Elde edilen
tortu, HPLC (Shimadzu, Japonya) cihazinda okunmak {izere 1 ml mobil fazla
cozindirilip, 1 dakika boyunca vorteks (Niive, Tiirkiye) ile karistirilmistir.
Karistirma sonrasi viale alinan elouat, floresans dedektorlii HPLC cihazina 100pl

miktarda enjekte edilmistir.

3.2.6.3. HPLC ile OTA tayini

Ekstraksiyonu yapilan un, hamur ve bazlama 6rneklerinden elde edilen
ekstraklarin HPLC cihazinda okutulmasi, Isparta Gida Kontrol Laboratuvar
Miidirliigii Mikotoksin ve Kalint1 Laboratuvarinda bulunan Shimadzu (Japonya)
marka HPLC cihazinda yapilmistir. Cihazda RF- 10AXL siv1 floresan dedektor,
DGU- 20A3 degaser, LC-20AD LC pompa, SIL- 20A HT oto sampler, CTO- 10 AS
VP kolon firin1 bulunmaktadir. HPLC cihazi Sekil 3.8’ de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. HPLC cihazi

HPLC cihazinin ¢alisma sartlari su sekildedir.
Akis hiziz 0,9 ml/dk, Enjeksiyon hacmi: 100 pl, Kolon sicakhg: 45°C,

Dalga boyu: FLD EX: 333 (Excititaion- Uyaric1 dalga boyu), EM: 477 nm
(Emission- Yayilan dalga boyu), Kolon: 250 * 4.6 mm, 5 p, C18 (ACE ACE-121-
2546 veya muadili), Mobil faz: Asetonitril- Su- Asetik Asit (48/51/1, v/v/v),

Analiz siiresi: 15 dakika, Basing: minimum 0 bar, maksimum 200 bar.

Mobil faz: HPLC ic¢in kullanilacak olan mobil faz asetonitril/su/asetik asit
(48/51/1 oranlarinda) kullanilarak hazirlanmis, gaz kabarcigl olusup cihazin
sartlarinda degisiklik yapmamas1 igin ultrasonik su banyosu (WiseClean,

Germany)’ nda 30 dakika boyunca tutulmustur.

3.3. istatistiksel degerlendirme

Verilerin normal dagilim iceresinde yer alip almadiginin belirlenmesinde
“Shapiro-Wilk normality test” kullanilmistir. Normal dagilim gostermis olan
verilerin istatistiksel degerlendirmesinde bagimsiz 6rneklem t-testi ve ANOVA
(tek ve cift yonlii) testi, deneme gruplar: arasindaki farkliligin belirlenmesinde
de TUKEYHSD testi kullanilmistir. Tim istatistiksel degerlendirmeler 0,05 6nem

diizeyinde Rstudio (v2022.07.1) bilgisayar programinda yuriitilmustir

(RStudio Team; 2022).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. HPLC' nin Kalibrasyonu

Kalibrasyonda 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 ve 20.0 pg/kg’ lik 6 farkli konsantrasyonda
OTA kullanilmistir. HPLC cihazina enjekte edilen bu konsantrasyonlara karsilik
gelen pik alanlar, cihaz icinde bulunan Shimadzu LCsolution Calibration Curve
yazilimiyla 6 farkli noktada kalibrasyon egrisi olusturmustur. Korelasyon
Katsayisi (r?) degeri 0.9999719 olarak bulunmustur. Sekil. 4.1’ de kalibrasyon

egrisi ve denklemi gosterilmistir.

Conc.
[*1041]
2.5

0.0
00 02 04 06 08 10 1.2 1.4 186
Area [*10°6]

fixd—1.36526e- 005%=+0.0867068
Rr1=0.88588875 Rr2=0.8958748

Sekil 4.1. OTA i¢in kalibrasyon egrisi

Un, hamur, farkh sirelerde fermente edilen hamur ve bazlama 6rneklerindeki

OTA analizi yapilirken bu kalibrasyon egrisi kullanilmistir.

4.2. Tayin Limiti (LOD), Tespit Limiti (LOQ) ve Geri Kazanim Calismasi
Tespit limiti (LOD) ve 6l¢iim limiti (LOQ)’ nin hesaplanmasinda sinyal/guriiltii
orani kullanilmis, LOD sinyal/giirtltii oraninin 3 kati, LOQ sinyal/giirilti

orainin 10 kati olarak kullanilmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda LOD 0.15

ng/kg, LOQ 0.48 pg/kg olarak belirlenmistir.

46



Hediye Un Fabrikasindan alinip OTA varlig1 yoniinden uygun oldugu analizlerle

tespit edilen un numuneleri geri kazanim ¢alismalari i¢in kullanilmistir.

5 pg/kg konsantrasyondaki 6rneklerin ortalama geri kazanim degeri %78.4,
10 pg/kg icin de ortalama geri kazanim degerleri %92.85 olarak belirlenmistir.
HPLC cihazinda okunan 5 pg/kg ve 10 pg/kg’ lik geri kazanmim kromatogram

goruntiisu sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’ de gosterilmisgtir.

UV s
10000
50004 _,
" — T — T T T T T T T T T T ["~1Det. A Ch
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0
min
I DetAChI S 333nm - 443nm
Sekil 4.2. Geri kazanim kromatogram gortntiisii (5 pg/kg)
u¥ ) s000
10000
S000-] _g
™ M’J\—\/‘\’—J\% e Dot A Ch
0.0 23 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
AT
I DetAChl S 233mm - 443 mmn

Sekil 4.3. Geri kazanim kromatogram gortntiisii (10 pg/kg)

Geri kazanim verileri icin 2018/10 numarah Tirk Gida Kodeksi Gidalardaki
Mikotoksin Seviyelerinin Resmi Kontroli igin Numune Alma, Numune
Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi (30361 sayili Resmi Gazete,

2018)’ nde ve Avrupa Komisyonu (Avrupa Komisyonu, 2006a)’ nda yer alan
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OTA icin performans kriterlerine gore degerlendirilmis olup bu kriterler Cizelge

4.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. OTA i¢in performans kriteri (TGK, 2018)

Limit OTA1
(ng/kg) RSDr2  RSDR3 Geri Kazanim (%)
<1 <40 <60 50-120
21 <20 <30 70-110

1: OTA: Okratoksin A

2: RSDr: Rolatif standart sapma

3: RSDR: Bagl rolatif standart sapma
Calismada kullanilan OTA konsantrasyonlart 21 oldugu i¢in geri kazanim
oranlar1 %70-110 arasinda olmaldir. 5 ug/kg ve 10 pg/kg konsantrasyondaki
orneklerin ortalama geri kazanmim degerleri sirasiyla %78.4, %92.85 tespit
edilmis, elde edilen bu geri kazanim sonuglar1 hem Tiirk Gida Kodeksi hem de

Avrupa Komisyonu tarafindan belirlenen performans kriteri degerlerine uygun

bulunmustur.

4.3. Bazlama Ekmegi Yapiminda Hamur Yogurma ve Fermentasyon

Siiresinin OTA Miktarina Etkisi

Yapilan ¢alismada, OTA ile kontamine olmus unla yapilan bazlama ekmeginde,
liretim prosesi boyunca baslangicta unda bulunan OTA miktarindaki degisim
aragtinlmistir. Oncelikle bazlama ekmeginde kullanilacak olan un 5 pg/kg ve
10 pg/kg dizeylerinde OTA ile kontamine edilmistir. Sonra liretim stirecinde
yogurulan hamurdan yani hi¢ fermente edilmeyen hamurdan, 1.5 (90 dakika) ve
3 saat (180 dakika) fermentasyona birakilan hamurlardan(hamur-1, hamur-2)
ornekler alinarak toksin konsantrasyonlar1 incelenmistir. Hamurun
yogurulmasi ve farkli fermentasyon stireleri (1.5 ve 3 saat) sonucunda OTA’ da

meydana gelen degisim Cizelge 4.2’ de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Hamurun yogurulmasi, farkli fermentasyon siiresi (1.5 ve 3 saat)
uygulanan hamur ve bazlama 6rneklerinin OTA degerleri

Ornek Adi 5 ug/kg 10 ug/kg

E3
Ort+SE Min-Max %95 (ci) Ort+SE Min-Max %95 (ci) P
Hamur-0 3.691+ 0.098 3.495-3.795 0.421 6.444+0.1762 6.096-6.661 0.756  0.003
Hamur-1 3.537+0.114¢b 3.316-3.693 0.489 5.784+0.228»  5.337-6.090 0983 0.016
Hamur-2 3.363+0.1772b 3.010-3.546 0.760 5.259+0.189»  4.895-5.530 0.814  0.009
Bazlama-1 3.114+0.0902b 2.953-3.265 0.388 5.376+0.202b  4.997-5.687 0869 0.014
Bazlama-2 2.963+0.138> 2.691-3.138 0.594 4.595+0.209¢ 4.190-4.884 0.898  0.023

Hamur-0: fermentasyona birakilmayan hemen yogruma sonrasi alinan hamur drnegi

Hamur-1: 1.5 saat fermentasyona birakilan hamurdan alinan 6rnek

Hamur-2: 3 saat fermentasyona birakilan hamurdan alinan 6rnek

Bazlama-1: 1.5 saat fermentasyona birakildiktan sonra pisirilen bazlama 6rnegi,

Bazlama-2: 3 saat fermentasyona birakildiktan sonra pisirilen bazlama 6rnegi

*: 5 ug/kg ve 10 pg/kg baslangi¢ OTA ilaveli hamur gruplarinin ayni iiriine dontstiikten sonraki OTA diizeylerinin
karsilastirilmasina yonelik t-test sonucu.

Ayni siitunda farkli harfler ile isaretlenmis ortalamalar arasinda istatistiksel farklilik belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.2’ den de goriilebilecegi gibi; unun 5 pg/kg’lik OTA ile kontamine
edilmesi sonrasinda yogrulan hamur kitlesinden (hi¢bir fermentasyona tabi
tutulmadan yani yogurma biter bitmez) alinan hamur 6rneginde (hamur-0)
tespit edilen OTA miktar1 3.691 pg/kg, bu hamurun 1.5 saat ve 3 saat
fermentasyona birakilmasi sonrasinda alinan hamur 6rneklerinde (hamur-1 ve
hamur-2) ise sirasiyla 3.537 ve 3.363 pg/kg olarak belirlenmistir. Bu 3
fermentasyon stiresi bakimindan 6rnekler arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark bulunmamistir (p>0.05). Sonu¢ olarak bazlama ekmegi yapiminda
kullanilan unun 5 pg/kg’lik (diisiik konsantrasyonda) OTA ile kontamine olmasi
durumunda fermentasyon uygulanip uygulanmamasinin ya da fermantasyon

stiresinin kisa (1.5 saat) ya da uzun olmasinin (3 saat) bu kontaminasyonu

azaltma yoniinde bir etkisinin olmayacagi bulgusuna ulasilmistir.

Unun 10 pg/kg'lik OTA ile kontamine edilmesi sonunda gerceklestirilen
bazlama ekmegi yapim sireclerinden olan hamur fermentasyonunun OTA
miktar lizerine etkisini belirleyebilmek amaciyla yapilan 6lgtimler sonucunda
OTA miktar1 hi¢ fermentasyon islemine tabi tutulmayan hamur o6rneginde
(hamur-0) 6.444 pg/kg, 1.5 saat hamur fermentasyonu sonunda 5.784 pg/kg
(hamur-1), 3 saat hamur fermentasyonu sonunda ise 5.259 ug/kg (hamur-2)
olarak tespit edilmistir. Cizelge 4.2’den de goriilebilecegi gibi 0 ve 1.5
fermantasyon siireleri ile 1.5 ve 3 saat fermentasyon siireleri arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmez iken, 0 ve 3 saat fermentasyon

stiresi arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p<0.05). Sonug olarak

49



bazlama ekmegi yapiminda kullanilan unun 10 pg/kglik (yiiksek
konsantrasyonda) OTA ile kontamine olmasi durumunda fermentasyon
stiresinin uzamasinin OTA konsantrasyonunu azaltma yoniinde bir etkisinin

olacagi bulgusuna ulasilmistir.

OTA konsantrasyonunun % azalisi incelendiginde, 5 ng/kg ve 10 pg/kg OTA ile
kontamine olan unun, bazlama ekmegi formiilasyonuna goére yogurulmasi
sonucu OTA konsantrasyonunun sirasiyla % 26.2 ve % 35.56 oraninda azaldigi
belirlenmistir (Sekil 4.4). Bu azalma formiilasyonda kullanilan malzemelerin

(ozellikle su) ilavesi ile meydana gelen seyrelmeden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
40,00
35,00
hamur yogurma isleminin
30,00 OTA iizerine % azalis etkisi
25,00
X m 1,5 saat fermentasyonun
20,00 OTA tizerine % azalis etkisi
(25£2°C)- (hamur0-hamur1l
15,00 arasi)
10.00 B 3 saat saat fermentasyonun
’ OTA iizerine % azalis etkisi
(25£2°C) (hamur0-hamur2
5,00 arasi)
0,00 -
5 ug/kg 10 pg/kg
konsantrasyon

Sekil 4.4. Hamur yogurma ve fermentasyonun OTA seviyesi lizerine % etkisi

Sekil 4.4 te 5 pg/kg un ile kontamine edilmis hamurlarin 1.5 saat
fermentasyonu sonucu (hamur-0, hamur-1 arasinda) OTA konsantrasyonu %
4.17 oraninda, 3 saat fermentasyonu sonucunda (hamur-0, hamur-2 arasinda)
%38.88 oraninda azaldig1 goriilmektedir. Azalma oranlarinin hamur-1 ve hamur-
2 arasinda yaklasik iki kat1 azalma goriilse bile bu oran istatiksel olarak 6nemli
bulunmamistir(p>0.05). Sekil 4.4’ te 10 pg/kg un ile kontamine edilmis

hamurlarin 1.5 saat fermentasyonu sonucu (hamur-0, hamur-1 arasinda) OTA
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konsantrasyonu %10.24 oraninda 3 saat fermentasyonu sonucunda (hamur-0,
hamur-2 arasinda) %18.4 oraninda azaldig1 gortulmektedir. 5 ug/kg’ daki gibi
yaklasik 2 kati oraninda azalma belirlenmistir ve hamur-0 hamur-2 arasinda

istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur (p<0.05).

Ozet olarak; 5ug/kg konsantrasyondaki unla yapilan bazlama hamurunda 0, 1.5
ve 3 saatlik, 10 pg/kg konsantrasyonda ise 0 ve 1.5 saatlik fermentasyonun
etkisi Onemli bulunmazken, 10 pg/kg konsantrasyonda 3 saatlik
fermentasyonunun etkisi istatistiksel olarak O6nemli bulunmustur (p<0.05).
Diisiik konsantrasyon seviyesinde toksin bulunduran hamura fermantasyon
stiresinin uzamasinin herhangi bir etkisi olmamisken, yliksek konsantrasyonda
toksin bulunduran hamura fermentasyon siiresinin uzamasinin etki ettigi
gozlenmistir. Bu durumda baslangigta bulunan toksin miktarina bagh olarak
fermentasyon siiresinin uzamasinin OTA miktarinda 6nemli bir disis
saglayacag1 soylenebilir. Bu baglamda sektérde bazlama ve/veya diger ekmek
cesitlerinde kullanilacak olan unlarda OTA bulasisi olmasi durumunda 5 pg/kg
gibi diisiik konsantrasyonlardaki undan yapilan hamurun fermentasyon
sturecinden etkilenmeyecegi belirlenmis olup tireticilere bu konuda dikkatli

olmalar1 yontinde bir 6neri de bulunulabilir.

Cizelge 4.2’de iki farkli konsantrasyon (5 pg/kg ve 10 pg/kg) ayri ayri
incelendiginde; t testine gore farkli fermentasyon siireleri arasinda istatistiksel
farkliik bulunmustur (p<0.05). Yogurulduktan sonra hi¢ fermentasyona
birakilmayan bazlama hamurunun (hamur-0) 5 pg/kg OTA ile kontamine
edilmis undan yapilmasi durumunda OTA miktar1 3.691 pg/kg (%26.2 azalma
hamurda baslangi¢ta eklenen miktara gore) iken 10 pg/kg OTA ile kontamine
edilmis undan yapilmasi durumunda 6.444 pg/kg (%35.56 azalma hamurda
baslangicta eklenen miktara gore) olarak tespit edilmistir. 1.5 saatlik
fermentasyon uygulanmasi durumunda OTA miktar1 (hamur-1) 5 pg/kg icin
3.537 pg/kg (%29.26 azalma hamurda baslangicta eklenen miktara gore), 10
ug/kg icin 5.784 pg/kg (%42,16 azalma hamurda baslangicta eklenen miktara
gore) olarak, 3 saatlik fermentasyon uygulanmasi durumunda OTA miktari

(hamur-2) 5 pg/kg icin 3.363 pg/kg (%32.74 azalma hamurda baslangicta
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eklenen miktara gore), 10 pg/kg icin 5.259 pg/kg (%47.41 azalma hamurda
baslangicta eklenen miktara gore) olarak belirlenmistir. Baslangicta una

eklenen toksin miktarina gore OTA seviyesindeki % azalma ise Sekil 4.5’ te

gosterilmistir.
50,0%
45,0%
40,0% hamur yogurma isleminin
35 0% OTA lizerine % azalis etkisi
30,0%
X 25,0% ® 1,5 saat fermentasyonun un
. icerisinde bulunan OTA
20,0% lizerine % azalis etkisi
15,0% (25£2°C)
10,0% B 3 saat saat fermentasyonun
un icerisinde bulunan OTA
5,0% lizerine % azalis etkisi
0,0% (25£2°C)
5 ug/kg 10 pg/kg
konsantrasyon

Sekil 4.5. Baslangicta unda bulunan OTA miktarina gore fermentasyonun %
etkisi

Sekil 4.5’ ten goriilebilecegi gibi farkl konsantrasyonda (5 ve 10 ug/kg) toksin
bulunduran unlarin % OTA azalmalari farkliik géstermistir. Istatistiksel olarak
belirlenen bu farklilik baslangi¢cta unda bulunan OTA konsantrasyonuyla iliskili
olup, OTA konsantrasyonunun ne kadar az oranda ise bazlama yapim asamalari
sonunda bu oran daha alt seviyelere inmesinden kaynaklanmakta, toksin ytikii
fazla olan unlarda fermentasyonla beraber % OTA kaybinin daha ¢ok
gerceklestigini gostermektedir. Bu bulgular 1s18inda yiiksek oranlarda OTA ile
kontamine olmus undan yapilan bazlama hamurlarinda fermentasyon siiresi
arttikca tespit edilen OTA miktarinin azaldigini séylemek miimkiin olup uzun
fermentasyon siirelerinin kontaminasyon yiikii fazla olan unlardan iretilen

hamurlarda yararl sonuglar saglayacagi kanaatine ulasilmistir.

Una OTA ilavesi yapilarak ekmek yapiminin OTA iizerindeki etkisini inceleyen

Valle-Algarra vd. (2009), 30°C'de 60 dakika hamur fermantasyonu sirasinda
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OTA’nin ortalama azalma miktarlarimi 2 pg/kg icin %33.5, 5 pg/kg icin %29.8 ve
10 pg/kg icin ise %30 oraninda 6nemli bir azalma oldugunu bildirmislerdir.
Savas (2016), yaptig1 calismada 29-30°C’de 75 dakika boyunca fermente edilen
hamurdaki azalmanin una eklenen toksin miktarina gore 5 pg/kg ve 10 pg/kg
icin sirasiyla ortalama % 51.08, %36.27 oldugunu azalmanin 6nemli o6l¢iide
tespit edildigini bildirmistir. Cecchini vd., (2006), sarabin alkol fermentasyonu
sirasinda ortamdaki OTA seviyesinin 6nemli ol¢iide azaldigini bildirmistir.
Ekmek yapimi sirasinda maya miktarinin ve fermentasyon sicakligi gibi farkl
degiskenlerin OTA lizerindeki etkisini inceleyen Mozaffary vd. (2019); maya (S.
cerevisiae) miktarinin ve fermantasyon sicakliginin artmasiyla, OTA azalmasinin
%31.17’ den %59.41’ e yiikselmesine sebep oldugunu acgiklamislardir. Milani ve
Heidari (2017)’'nin ekmek yapimi sirasinda Okratoksinin stablitesini inceledigi
arastirmada 30°C'de 90 dakika siireyle eksi hamur ile ilk fermentasyondan
sonra OTA 'nin azalma yiizdesi %9.09 olarak bulmustur. Eksi mayanin OTA
stabilitesi lizerinde etkili olmadig1 tespit etmistir ancak maya tiirleri de
kullanilan arastirmada sikistirllmis mayanin fermentasyonda o6nemli OTA
diislisiine sebep oldugunu bildirmistir. OTA yikimindaki fermentasyon etkisini,
pH’ da ki diisiise ve fermentasyon sonrasi metabolit liretme yetenegine sahip
CO2 tlreten maya tirlerinin varhgiyla iliskilendirmistir. Vidal vd. (2014b),
ekmek yapiminda eksi maya kullanimiyla OTA’ nin degisimini arastirmis,
hamurun fermentasyonu sirasinda OTA konsantrasyonunda hafif bir azalma
(%29) tespit etmistir. Scudamore vd. (2003) ve Vidal vd. (2014b), yapmis
olduklar: arastirmalarda hamur fermentasyonu sirasinda OTA’nin stabilitesinin
ylksek oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bu calismada 1.5 saat ve 3 saatlik
fermentasyonun diisiik konsantrasyondaki OTA iizerinde etki etmemis olmasi
Scudamore vd. (2003) ve Vidal vd. (2014b)’ nin yapmis olduklar1 arastirmalarla
benzerlik gostermektedir. Yiiksek konsantrasyonda uzun siiren fermentasyonun
etki etmis olmasi da Mozaffary vd. (2019) nin c¢alismasina benzerlik

gostermektedir.
Laktik asit bakterilerinin (Shetty ve Jespersen, 2006) ve mayalarin neden

oldugu fermantasyon sirasinda OTA konsantrasyonundaki azalmanin

fermentasyona dahil olan susa bagh oldugu bulunmustur (Westby vd., 1997;
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Cecchini vd., 2006), ayn1 zamanda Mozaffary vd. (2019) maya miktarina ve
fermentasyon sicakligina bagh oldugunu; Berthiller vd. (2013) ise fermentasyon
sirasinda kullanilan mikroorganizmalarin, toksinleri, tespit edilemeyecek bir
forma doéntstiirdiigiinii bildirmistir. Bu nedenle mikotoksinlerin baglanmasinin
molekiiler anlamda temelini anlamak énem kazanmistir (Shetty ve Jespersen,

2006).

Baglanma kimyasi tizerine yapilan ¢alismalar hiicre duvari ylizeyinde bulunan
polisakkarit kisminin hem maya (S. cerevisiae) hem de laktik asit bakterilerinde
toksinlerin ylizeye baglanmasinda 6nemli rol oynadigini gostermistir. Ama
genel olarak yapilarindaki temel farkliliklar, toksini baglama kapasitesi ve giicii
olarak farkli yetenek sergilediklerini gostermistir (Shetty ve Jespersen, 2006).
Abedi vd. (2022) yaptiklar1 calismada laktik asit bakterileri ile OTA’ nin (10
ug/kg) baglanma kapasitesi ve stabilitesini arastirmis; sonucta baglanmanin
cok sayida faktore, yani sus, toksin seviyesi, hiicre hidrofobikligi, pH degeri ve

bakteri canlilig1 gibi bir¢ok faktore bagh oldugunu tespit etmislerdir.

Yapilan calismada 5pg/kg konsantrasyondaki unla yapilan bazlamada 1.5
saatlik ve 3 saatlik fermentasyonun etkisi gorilmezken, 10 pg/kg
konsantrasyondaki unla yapilan bazlamada 3 saatlik fermentasyonun etkisinin
gorilmesi toksin seviyesinin artmasiyla birlikte laktik asit bakterilerinin OTA’ y1
baglama oraninmi artirdigini ve bu sayede OTA stabilitesindeki diisiisii tespit

edebilecegini gostermistir.

4.4. Bazlama Orneklerinde Pisirme isleminin OTA Miktarina EtKisi

Yapilan ¢alismada, fermenteasyon sonrasi pisirilen bazlamalardan (bazlama-1,
bazlama-2) ornekler alinarak toksin konsantrasyonlar1 incelenmistir. Pisirme
islemi sonucunda OTA’ da meydana gelen degisim Cizelge 4.2’ de (Boliim 4.3)
verilmistir. Cizelge 4.2’den de goriilebilecegi gibi; unun 5 pg/kg OTA ile
kontamine edilmesi sonrasinda yogurulup 1.5 ve 3 saat fermentasyona birakilan
hamurlarin pisirilmesi sonrasinda tespit edilen OTA seviyeleri bazlama-1 icin

3.114 pg/kg, bazlama-2 icin 2.963 pg/kg; 10 ug/kg OTA ile kontamine edilmesi
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sonrasinda yogurulup 1.5 ve 3 saat fermentasyona birakilan hamurlarin
pisirilmesi sonrasinda tespit edilen OTA seviyeleri bazlama-1 i¢in 5.376 pg/kg,
bazlama-2 igin 4.595 pg/kg olarak belirlenmistir. OTA konsantrasyonuna
300+5°C’ de 10 dakika pisirme isleminin etkisi (hamur-1’den bazlama-1’e;
hamur-2'den bazlama-2'ye gecerken) hem 5pg/kg ve hem 10 pg/kg icin
incelendiginde istatiksel olarak fark bulunmamistir (p<0.05). OTA’ nin kararl
yapis1 nedeniyle 1siya karsi stabil oldugu ve erime noktasinin 169°C oldugu
bilinmektedir. Bu calismada, iliretim prosesinde uygulanan 300+5°C’ de 10
dakika pisirme isleminin OTA seviyesi lizerinde bir miktar azalis1 gozlemlense
de bu azalmanin istatiksel olarak etkili olmadig1 gorilmiis, 10 dakika siirenin
OTA’ y1 diisiirmede yeterli gelmedigi; OTA’ nin yliksek termostabiliteye sahip
olmasi nedeniyle, pisirme esnasinda OTA iceriginde onemli bir artis ya da

azalisa sebep olmadig1 belirlenmistir.

Pisirme isleminin OTA tizerine % etkisi Sekil 4.6’ te verilmistir.

14%

12%

10% +——
1,5 saat fermente hamurun
300+5°C pisirmenin OTA

8% +—

%

6% +—— lizerine % azalis etkisi
4% 4—— M 3 saat fermente hamurun
300+5°C pisirmenin OTA
2% —— lizerine % azalis etkisi
0% T )
5 pg/kg 10 pg/kg
konsantrasyon

Sekil 4.6. Pisirme isleminin OTA seviyesi tizerine % etkisi

Sekil 4.6° te 5 pg/kg un ile kontamine edilmis hamurlardan 1.5 saat
fermentasyona birakilarak pisirilen bazlama ekmeklerinin OTA konsantrasyonu
% 11.96 oraninda 3 saat fermentasyon sonrasi pisirilen bazlama ekmeklerinin
OTA konsantrasyonu %11.89 oraninda azaldigl gorilmekte; 10 pg/kg un ile

kontamine edilmis hamurlardan 1.5 saat fermentasyona birakilarak pisirilen
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bazlama ekmeklerinin OTA konsantrasyonu % 7.05 oraninda 3 saat
fermentasyon sonrasi pisirilen bazlama ekmeklerinin OTA konsantrasyonu

%12.63 oraninda azaldig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2'de iki farkli konsantrasyon (5 pg/kg ve 10 pg/kg) ayri ayri
incelendiginde; t testine gore farkli fermentasyon siirelerine tabi tutulan
bazlamalarin pisirilmeleri arasinda istatistiksel farklilik bulunmustur (p<0.05).
1.5 saatlik fermentasyon uygulanmasi sonucu pisirilen bazlamalarin OTA
miktar1 (bazlama-1) 5 pg/kg icin 3.114pg/kg (%37.8 azalma hamurda
baslangicta eklenen miktara gore), 10 pg/kg icin 5.375 pg/kg (%46.24 azalma
hamurda baslangicta eklenen miktara gore) olarak, 3 saatlik fermentasyon
uygulanmasi durumunda OTA miktar1 (bazlama-2) 5 pg/kg icin 2.963 ug/kg
(%40.74 azalma hamurda baslangicta eklenen miktara gore), 10 pg/kg icin
4.595 pg/kg (%54.05 azalma hamurda baslangicta eklenen miktara gore) olarak
belirlenmistir. Baslangicta una eklenen toksin miktarina gore OTA seviyesindeki

% azalma ise Sekil 4.7’ te gosterilmistir

60,00%

50,00%

40,00% 1,5 saat fermentasyon sonrasi
pisirilen bazlamanin un

9% 30,00% - icerisinde bulunan OTA

lizerine % azalis etkisi

20.00% - M 3 saat fermentasyon sonrasi
pisirilen bazlamanin un
icerisinde bulunan OTA

10,00% +—— lizerine % azalis etkisi

0,00% T )
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ekil 4.7. Baslangicta unda bulunan miktarina pisirmenin % etkisi
Sekil 4.7. Baslangicta unda bulunan OTA mik pisirmenin % etkisi

istatiksel olarak tespit edilen bu farklihk baslangicta unda bulunan OTA

konsantrasyonuyla iliskili olup, diisiik OTA konsantrasyonun bazlama yapimi
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asamasinda daha alt seviyeye inmesinden, yliksek OTA konsantrasyonun ise

daha tist seviyelerde kalmasindan kaynaklanmaktadir.

Boudra vd. (1995) tarafindan OTA ile kontamine olmus bugdayin farkl sicaklik
ve nem kosullarindaki stabilitesi incelenmis; arastirma sonucunda termal islem
uygulamanin  toksini tamamen ortadan kaldirmadigi ancak OTA
konsantrasyonunda %50’ den fazla azalma oldugu belirlenmistir. Valle-Algarra
vd. (2009), 2 pg/kg, 5 upg/kg ve 10 pg/kg seviyesinde Kkirletilmis un
numunesinden elde edilen hamuru, fermentasyondan sonra farkh
sicaklik/zaman kombinasyonlarinda (190°C/50 dk, 207°C/40 dk, 223°C/35 dk
ve 240°C/30 dk) pisirme islemine tabi tutmustur. Sonugta farkl sicaklik/zaman
uygulamalar1 arasinda toksin konsantrasyonundaki azalmada dnemli bir fark
gorilmedigini bildirmislerdir. Arastirma verileri incelendiginde ortalama
azalma oranlarinin 2 pg/kg icin %39, 5 ug/kg icin %38, 10 pug/kg icin % 22.75
olarak degerlendirilmis, OTA diizeyinde pisirmenin etkisinin ortalama azalma
degeri %32.9 olarak belirtilmistir. Savas (2016), 240+59C 30 dakika ekmek
pisirme isleminden sonra 5 pg/kg konsantrasyonu icin OTA seviyesi %53.3
oraninda, 10 pg/kg konsantrasyonu icin %49.5 oraninda azaldigini bildirmistir.
Mozaffary vd. (2019) ekmek yapimi sirasinda pisirme esnasindaki OTA kaybini
%19.21 olarak bulmustur. Bryta vd. (2021), cavdar ekmegi ve pizza baz liretim
esnasinda OTA Kkonsantrasyonundaki azalmayr 180°C'de pisirilen ekmek icin
%25.6, 240°C'de pisirilen ekmek icin %23, 320°C'de pisirilen pizza bazi i¢cin %8
ve 370°C'de pisirilen pizza bazi i¢cin %25.4 olarak belirlemislerdir. Yapilan baz
calismalarda mikotoksinin yiiksek sicakliklarda stabil oldugu ve 1sitma
esnasinda azalmadigil bulunmus (Osborne vd. 1996; Scudamore vd., 2003; Vidal
vd., 2014b; Milani ve Heidari; 2017), bazilarinda ise Okratoksin
konsantrasyonunda artis tespit etmislerdir (Vidal vd., 2014a; Peng vd., 2015; Yu
vd., 2020; Khaneghah vd., 2022). Vidal vd. (2014a)’ nin ¢alismasinda hamurdan
ekmege geciste OTA’ da % 40’lik bir artis meydana gelmistir. Peng vd. (2015),
Cin bugulanmis ekmegi liretim prosesinde ki OTA akibetini belirlemek i¢in
yaptiklar1 ¢alismada, hamur, fermente hamur ve ekmekteki OTA
konsantrasyonunu arastirmiglardir. Yogurulmus, fermente edilmis hamurdaki

ve bugulanarak pisirilmis ekmekteki OTA seviyeleri benzer bulunmus olsa da,
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una kiyasla %11-16 araliginda arttig1 tespit edilmistir. Bu artisin enzimatik
dontisimle veya OTA’ nin enzimatik hidrolizine bagh oldugu bildirmislerdir. Yu
vd. (2020) OTA iceren iiziim posasi ve unu yogurup kurabiye hamuru yapmis ve
pisirme sonrast OTA’ da meydana gelen degisimi incelemistir. Kurabiyedeki
OTA igeriginin hamurdaki OTA’ dan %45.4- 69.8 fazla oldugu tespit edilmistir.
Khaneghah vd., (2022), arastirmalarinda kraker hamurundan pisirme
asamasina gecerken OTA diizeyinde 6nemli diizeyde artis oldugunu, gida isleme
asamasinin toksinlerin gida matrisi ile etkilesime ge¢mesine ve gizli
mikotoksinlerin serbest hale ge¢cmesine sebep oldugunu bildirmistir. Pisirme
islemi sirasinda (fermente hamurdan krakere) ortalama OTA seviyesindeki
o6nemli diizeydeki artis, unda gizli OTA’ nin salinmasindan, OTA matrisinin

bozunmasindan ya da degistirilmesinden kaynaklandigini agiklamistir.

Calismalarda farkli sonuglar bulunmus olmasi, arastirma bulgularini
karsilastirmay1 da zorlastirmaktadir. Aymi zamanda formiilasyondaki
farklhiliklar, hamurun havalandirilmasi, hamurun sekli, boyutu, yiiksekligi,
fermentasyona sebep olan sus ve miktari, pisirme sicakliklarinin farkliligi,
pisirme slresi ekmek iiretimi boyunca OTA diisiisiine sebep olan
faktorlerdendir. Celik (2008), okratoksinlerin kimyasal yapilarinda bulunan
dihidroizokumarin ve fenilalanin bilesikleri, birbirlerine amid bag ile
baglanirlar bu da 1siya ve hidrolize kars1 ¢ok kararli bir yapi1 kazanmalarina
neden oldugunu bildirmistir. Tosun (2015), bu kararhh hali gida isleme
asamalarinda da (kaynatma, fermentasyon, pisirme, kizartma, sicaklik uygulama
gibi) koruduklarini agiklamistir. Bu ¢alismada pisirmenin OTA konsantrasyonu
lizerine etki etmemis olmasi Osborne vd. (1996) Scudamore vd. (2003), Valle-
Allegra vd. (2009), Milani ve Heidari (2017) ’'nin c¢alismasiyla benzerlik

gostermektedir.

Bazlama ekmegi iiretimi esnasinda hamur, 1.5 saat ve 3 saat fermente hamur
(hamur-1 ve hamur-2) ve sirasiyla bunlardan tretilen bazlama ekmekleri
(bazlama-1 ve bazlama-2) arasinda 5 pg/kg konsantrasyondaki OTA diizeyi icin

en yliiksek hamur grubunda, en diisiik oranda ise bazlama-2 de gézlemlenmistir
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(Sekil 4.8). 10 pg/kg OTA diizeyinde de 5 pg/kg’ ye benzer sekilde en ytliksek

hamur grubunda en diistik oranda ise bazlama-2 de gézlemlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Bazlama yapimi sirasinda OTA miktarindaki degisim (ppb= pg/kg)

4.5. Bazlama Orneklerinde Depolama isleminin OTA Miktarina Etkisi

5 ve 10 pg/kg konsantrasyonda toksin kirletilmis unla yogurulup farkh
fermentasyon siirelerinde tutulan ve pisirilen bazlama ekmeklerinde 25+5°C 0,

5 ve 10 gilin depolamanin OTA diizeyindeki etkisi Cizelge 4.3” de verilmektedir.

Cizelge 4.3. Fermantasyon ve depolama stirelerinin OTA diizeylerine etkisi

Ferm. Dep.

L . OTA diizeyi
suresi suresi "
(saat)  (giin) Sug/kg 10 pug/kg p
Ort+SE Min-Max %95 (ci) Ort+SE Min-Max %95 (ci)
0 311420090 2.953-3.265 0388  5376:0202  4.997-5.687 0869  0.008
L5 5 286610127 2.717-3119 0548  5132:0.177  4872-5358 0764  0.002
10 2740+0.106 2.628-2953 0458  4.938+0.169  4.615-5186  0.727  0.003
0 2963:0.138 2.691-3.138 0594  4.595:0209  4.190-4884 0898 014
3.0 5 2.755:0.115 2.640-2.985 0495  4301:0.162  4.001-4556  0.696  0.007
10 2.672¢0.090 2564-2.851 0387  3.964:0.089  3.840-4136 0382  0.002

*: Ayni fermentasyon siiresine tabi tutulan baglangic OTA diizeyi Spg/kg ve 10 pg/kg olan irlinlerin ayni depolama siiresi
sonundaki ortalama OTA diizeylerinin karsilastirilmasina yonelik t-test sonucu.
Ayni siitunda farkli harfler ile isaretlenmis ortalamalar arasinda istatistiksel farklilik belirlenmistir (p<0,05).
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Baslangicta 5 pg/kg OTA ilave edilen iriinlerin 1.5 saat ve 3 saat
fermantasyonlarindan sonraki elde edilen bazlamalarin depolama stirelerine
gore OTA diizeyleri arasinda istatistiksel farklihlk bulunmamistir (p>0,05).
(Cizelge 4.3). Baslangicta 10 pg/kg OTA ilave edilen iirtinlerin 1.5 saat ve 3 saat
fermantasyonlarindan sonraki elde edilen bazlamalarin depolama siireleri
sonucunda (0, 5 ve 10. gin) olcilen ortalama OTA diizeyleri arasinda
istatistiksel farklilik (p>0,05) bulunmamistir (Cizelge 4.3). Bu durumda bazlama
ekmeklerini oda kosullarinda 10 giine kadar depolamanin hem 5 pg/kg, hem 10
pg/kg’ lik OTA konsantrasyonu lizerinde miktarsal olarak azalma goziikse de

istatiksel olarak etkisi olmadig tespit edilmistir.

Cizelge 4.3’ de iki farkhi konsantrasyon (5pg/kg ve 10 pg/kg) ayr1 ayr
incelendiginde, 1.5 ve 3 saatlik fermantasyona tabii tutulup pisirilen bazlama
ekmeklerinin OTA analiz sonucu konsantrasyon oranlar1 0, 5 ve 10 ginlik
depolama siiresinde t testine gore islem basamaklar1 arasinda istatistiksel
farkhilik géstermistir (p<0.05). Istatiksel olarak tespit edilen bu farklihk
baslangicta unda bulunan OTA konsantrasyonuyla iligkili olup, diisik OTA
konsantrasyonun bazlamanin depolanmasi asamasinda daha alt seviyeye
inmesinden, yiiksek OTA Kkonsantrasyonun ise daha iist seviyelerde

kalmasindan kaynaklanmaktadir.

1.5 saat fermantasyon siliresinde depolama giinlii ve fermantasyon siiresinin
deneme sonu OTA diizeylerine miisterek iliskisi (interaksiyon) 0 ve 10. giin
arasinda istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05), diger karsilastirmalarda 6nemsiz
(p>0,05) bulunmustur. 3 saat fermantasyon siliresinde depolama giinlii ve
fermantasyon siiresinin deneme sonu OTA diizeylerine miisterek iliskisi
(interaksiyon) 0 ve 10. giin arasinda istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05), diger

karsilastirmalarda 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.

Abedi vd. (2022) canli olmayan laktik asit bakteri suslarinin gidadaki OTA’ y1
detoksifiye edebilecegini belirtmis, Piotrowska (2014) ise canli olmayan
(inaktive) laktik asit bakterilerinin ortamdaki OTA’ y1 %46.2 ila %59.8 oraninda

azaltigini tespit etmislerdir. Bu calismada farkli konsantrasyonlarda toksin
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bulundururan ve iki farkli fermentasyon sonrasi elde edilen bazlamalarin az da
olsa OTA seviyesinde diisiis olmasi, 61t laktik asit bakterilerinin ortamdaki OTA’
y1 azaltmaya devam ettigi buna ragmen mikotoksinin stabilitesini hala
korudugunu gostermektedir. Ayrica Berthiller vd. (2013), mikotoksinlerin, gida
isleme sirasinda (fermentasyon, pisirme gibi) meydana gelen biyolojik ve
kimyasal reaksiyonlarla yapilarinin degistigini ve geleneksel analitik
yontemlerle tespit edilemez hale geldigini bildirmistir. Bu da OTA seviyesinde

azalmaya sebep olmus gibi goriinmelerine yol agmaktadir.

1.5 saatlik fermantasyon sonrasi pisirilen ekmeklerin depolama siiresinin
artmasi hem 5 pg/kg hemde 10 pg/kg grupta ortalama OTA diizeyinde diisiise
neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9). Benzer sekilde 3 saatlik fermantasyon
sonrasl pisirilen bazlama ekmeklerinde de depolama siiresinin artmasi hem 5
ug/kg hemde 10 ug/kg grupta ortalama OTA diizeyinde diislise neden olmustur
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Depolama stirelerinin OTA diizeylerine etkisi

61



5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada farkli diizeyde OTA ile kontamine edilmis unla tretilen bazlama
ekmeginin, liretim boyunca (hamur yapimi, fermentasyon sonrasi (1.5 saat ve 3
saat), pisirme sonrast ve oda kosullarinda 10 giin boyunca depolanmasi

sonucunda toksin seviyesindeki degisiklik incelenmisgtir.

Unun 5 pg/kg'lik OTA ile kontamine edilmesi sonunda gerceklestirilen bazlama
ekmegi yapim stireclerinden ortalama OTA azalma yiizdesi sirasiyla (baslangicta
una eklenen OTA’ ya gore) hamur yapimi sonunda %Z26.2, fermentasyon
sonrasi ortalama %31, pisirme sonrasit % 39.2 depolama sonrasi ise % 46
oraninda tespit edilmistir. Unun 10 pg/kg’lik OTA ile kontamine edilmesi
sonunda gercgeklestirilen bazlama ekmegi yapim siireclerinden ortalama OTA
azalma yiizdesi sirasiyla (baslangicta una eklenen OTA’ ya gore) hamur yapimi
sonunda %35.6, fermentasyon sonrasi ortalama %44.8, pisirme sonrasi % 54.1

depolama sonrasi ise % 55 oraninda tespit edilmistir.

Bu c¢alismada OTA seviyesinde genel olarak bir azalma tespit edilse de
fermentasyon, pisirme ve depolamanin 6nemli bir etkisi bulunamamistir.
Sadece ylksek konsantrasyonda (10 pg/kg) 3 saat siiren fermentasyonun
(hamur- hamur2 arasinda) etkisi oldugu tespit edilmistir. OTA seviyesindeki
azalma, OTA’ nin uygulanan islemlerde az da olsa azaldigini fakat ortamdan
tamamen uzaklastirilamadigini géstermektedir. Pisirme veya fermentasyon gibi
islemler OTA’ nin yapisimi bozabilmekte, belki de daha toksik
bilesiklere(metabolitlere) doniismesine neden olabilmektedir. Bu azalma
sadece {rlnin wuygulanan analiz yontemiyle bu bilesiklerin (ya da
metabolitlerin) tespit edilemedigini géstermekte, bu yoniiyle de arastirilmaya
acik hale gelmektedir. Ayrica eksi maya kullanilarak gergeklestirilen
fermentasyonda; kullanilan laktik asit bakteri tiirti OTA baglanmasin etkiledigi
icin; fermentasyon sirasinda en etkili olacak mayanin tiiriiniin belirlenmesi i¢in

ileri bir arastirma yapmak gerekmektedir.
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Bazlama ekmegi iretimi esnasinda hem 5 pg/kg hem de 10 pg/kg
konsantrasyonda (5 pg/kg-3 saat fermentasyon harig) OTA ilave edilen
unlardan tiretilen bazlamanin (0. ginde), TGK ve Avrupa Komisyonu tarafindan
kabul edilebilir maksimum limit olan 3 pg/kg’ in tzerinde OTA bulundurdugu
tespit edilmistir. Bazlama ekmegi Uretimi sturecinde OTA konsantrasyonunun
%45-55 arasinda azalmasina ragmen yasal limitlerin tzerinde kalmasi ve bu
sekilde tiiketime sunulmasinin insan sagligi acisindan uygun olmadigl
belirlenmistir. Bu sonug¢la bugdayin un haline gelmeden 6nce OTA olusumunun
engellenmesi icin gerekli calismalarin yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Gida maddelerinin ve hayvan yemlerinin OTA ile kontaminasyonu sadece
tilkemiz icin degil tiim diinyada ciddi bir problemdir. Mikotoksin orani yiiksek
gidalarin, olusturduklar1 saglik riski bakimindan 6zel bir 6nemi vardir. OTA
diizeyleri iklimsel ve bolgesel olarak degismekle beraber bunlardan elde edilen
Urlnlerin lretim prosesine gore degisiklik gostermektedir. Gidalarda OTA
olusumunun 6nlenebilmesi konusunda hasattan 6nce, hasat sirasinda ve hasat
sonrasinda yapilan hatalarla kiif kontaminasyonunun engellenmesi ya da en aza
indirilmesi gerekmektedir. OTA olusmamasi i¢in gerekli tedbirler alinip fiziksel,
kimyasal ve biyolojik tekniklerle detoksifikasyon saglandiginda toksin
diizeylerinde ciddi oranda azalma gorilecektir. Bu da hem saglik agisindan hem
de tilke ekonomisi agidan fayda saglayacaktir. Ama¢ mikotoksin kaynakli tim
riskleri en aza indirmeye ¢alismaktir. Gida tiretiminde saglikli iirtin iiretebilmek
ve kaliteyi yakalayabilmek icin HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point-
Kritik Kontrol Noktalarinda Tehlike Analizleri) bazli Engeller Teknolojisi
Sistemini esas alan bir bulas1 kontrol stratejisi izlemeli, bunu hasat dncesinden
hasat sonrasina kadar yayginlastiracak bir diizen igerisinde uygulayabilmek
gerekmektedir. Ayrica ihrag¢ edilen iirtinlerde OTA bulunmamasi ve buna bagh
RASSF bildirimlerinin duisiik olmasi; giiniimiiz kiiresel ticaret, ekonomi ve daha
da onemlisi tiiketici giivenligi gerekliliklerini saglamak ac¢isindan temel bir

zorunluluktur.
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