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OZET

SECTiON NIiGRIPYE AIT BAZI POTANSIYEL
OKRATOKSIJENIK ASPERGILLUS TURLERININ
OKRATOKSIN-A URETIMLERININ INCELENMESI

ESDER, Tuba Ayla
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji B6liimii
Tez Yoneticisi: Yard. Dog. Dr. Mustafa ATES
Ekim 2004, 81 sayfa

Bu calismada, Section Nigri’ye ait Aspergillus foetidus, Aspergillus
awamori, Aspergillus niger, Aspergillus aculatus ve Aspergillus tubingensis
tiirlerine ait toplam 14 sugun biiylime egrileri ¢ikartilmistir. Bu tiirlerin ¢ok hizh
bir biiylime gosterip 4. giinden sonra durgunluk fazina girdigi belirlenmistir.
Calismada ayrica, Section Nigri’ye ait toplam 6 tiirli iceren 47 sugun Okratoksin-
A tretimleri Agar Plug yontemine gbre incelenmis ve bunlardan 11 tanesinin
minimum 4,38 ppb, maksimum 15,98 ppb diizeyinde Okratoksin-A tirettikleri
saptanmigtir.

Caligmalar sonucunda, Aspergillus tubingensis 298-T°nin gelisme ve
toksin iiretimine, 25 °C’de, 3 giinliik inklibasyon sonunda pH’1 5 olan, %15-20
sakkaroz iceren besiyerinin en etkili oldugu, bu degerlerin altinda yada tistiinde
ise Okratoksin-A liretiminin azaldif1 yada engellendigi saptanmugtir.

Anahtar  sdzciikler: Aspergillus  tubingensis 298-T, Okratoksin-A,
Okratoksijenik kiifler



ABSTRACT
INVESTIGATION OF OCHRATOXIN-A PRODUCTIONS
OF SOME POTENTIAL OCHRATOXIGENIC

ASPERGILLUS SPECIES IN SECTION NIGRI

ESDER, Tuba Ayla
Msc in Biology Department
Supervisor: Yard. Dog. Dr. Mustafa ATES
October 2004, 81 pages

In this study; totally 14 strain growing-curves belonging to Aspergillus
Joetidus, Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Aspergillus aculatus and
Aspergillus tubingensis which belong to the Section Nigri were calculated.
During this research; determined that these mentioned species grew very fast
and after 4th day they got through stationary phase. Also, ochratoxin-A
production of 47 strains including 6 species were investigated according to Agar
Plug method and determined that 11 of them produced ochratoxin-A at min. 4,38
ppb, max. 15,98 ppb level.

As a result of the studies; the medium which is pH 5, including %15-20
sucrose at 25°C in 3 days incubation upon reproducing and toxin synthesis of
Aspergillus tubingensis 298-T has been found the most effective, and the
production of ochratoxin-A is restricted or blocked at below or above of these
values according to the researches.

Keywords: Aspergillus tubingensis 298-T, ochratoxin-A, ochratoxigenic moulds
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1.GIRIS

Mikotoksinler, g¢esitli mantar tiirleri tarafindan sentezlenen, insan ve
hayvanlar tarafindan alindiklann zaman, latent, akut veya kronik karakterde
zehirlenmelere neden olan kimyasal maddeler veya metabolitlerdir. Mikotoksin
terimi mantar anlamina gelen “myco” ve zehir anlamina gelen “toxin™
kelimelerinin birlesmesinden tiiretilmistir (Arda, 1980; Kaya, 1990).

Mikotoksin olusturan mantarlar diinyamin her tarafinda yaygmn sekilde
bulunurlar (Sanli, 1989).

Mikotoksinler gesitli bitkisel ve hayvansal orjinli gidalarda yaygin olarak
bulunmaktadir ve bitkisel iirlinlerde hasat ncesinde oldugu gibi hasat sonrasinda
da olugabilmektedir. Siit ve siit lirtinleri, et, yumurta gibi hayvansal iriinlerin
mikotoksinlerle kontaminasyonu ise g¢ogunlukla mikotoksinlerle kontamine
olmus hayvan yemlerinin tiiketilmesinden kaynaklanmaktadir (Coker, 1984).

Gerek sahada gerckse harmanlama, depolama, tasima ve hazirlama
sirasinda sartlar (6zellikle sicaklik ve rutubet) mantarlarin geligsmesine uygun
oldugu takdirde, tarim liriinleriyle bunlardan hazirlanan yem ve besinler
mantarlarin istilasina ugrayarak mikotoksinlerle kolayca kirlenebilirler. Bu
kirlenmelerin dogurdugu olaylarin hayvanlarda 6zellikle farkina varilmadan
seyretmesi, ayrica, gerek hayvan saglhigt ve ekonomik isletmecilik ydniinden,
gerekse kalintilari vasitasiyla doguracaklan toplum saligi riski bakimindan
giintimiizde en ¢ok ilgi uyandiran konuyu olustururlar (Kaya, 1989; Kaya, 1990).

Mikotoksin igeren bitkisel besinlerle beslenen insanlarda, evcil
hayvanlarda goriilenlere benzer sekilde, karmagik nitelikli, karaciger, bobrek,
deri, kan, sinir sistemi ve hormonal denge bozukluklariyla kendini gbsteren akut
ve kronik zehirlenmeler meydana gelebilmektedir. Tek hiicreli mantarlara bagh



olarak yem ve gidalarda kiiflenmeye neden olan ve biitiin diinyada siklikla
karsilasilan bu dogal kirlenme durumunda, her yil diinya tahil ve yagh tohum
iretiminin en az %1'i ¢lirlime-kiiflenme yiiziinden ige yaramaz hale gelirken,
%20'ye yakin kismi da degisik derecelerde mikotoksinlerle kirlenirler (Sanh,
1989).

Gidalar ve yemlerde kiiflenmeye yol agan mantarlar baglica ti¢ kaynaktan
gelirler. Birincisi, bitkinin biiylimesi geligmesi sirasinda fitoparazit olarak
yerlesen, ekim alanlarina bagh mantar florasidir; bu grupta, Fusarium,
Cladosporium, Claviceps, Pullaria, Rhizopus, Alternaria tiirleri bulunur. Ikincisi,
hasat sonucunda kirletici olarak tarnmsal iirfinlere yansiyan, tarla mantar
florasindan nispeten daha diigiik sicaklik (20°C) ve rutubet (%60) sartlarina uyum
saglamis yani, ambar sartlarina alismig olan Aspergillus ve Penicillium tirleridir.
Uglinciisti, depolama kosullanimin, mantarlanin {reyebilecegi sartlar ySniinde
degismesiyle ortaya ¢ikan ve Fusarium, Sordaria, Popullaspora, Aspergillus
tiirlerinin i¢inde yer aldi: gruptur (Kaya, 1990).

Ginlimiizde 300 civarinda mikotoksin bilinmektedir ve bu
mikotoksinlerin ¢ofu Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria,
Cladosporium ve Rhizopus gibi mantar cinslerince sentezlenmektedirler.
Giinilimiize kadar yapilan aragtirmalarin ¢ogunlufunda aflatoksin ve trikotesenler
tizerinde yogunlagilmig; okratoksin (OT), patulin, sitrinin, sterigmatosistin,
zearaleon ve siklopiazonik asit gibi ikinci grup mikotoksinlerle ilgili ¢aligmalar
son yillarda artmistir (Goto,1990).

Okratoksinler, aflatoksinlerin  kegfedilmesinden sonra, tamilanan
mikotoksinlerin baglica ana grubunu kapsamaktadir. Okratoksin A (OT-A) bu
grubun en toksik bilesigidir ve bu nedenden dolayr OT-A nefrotoksik etkisi ve



potansiyel karsinojenik aktivitesi yoniinden artan bir ilgiyi lizerine ¢ekmektedir
(Kuiper-Goodman ve Scott, 1989, Pohland, 1993).

Bu ¢alismada siyah sporlu kiiflerden Aspergillus tubingensis 298-T nin
tremesi ve OT-A sentezi lizerine pH, sicaklik, zaman, % sakkaroz icerigi gibi
bazi parametrelerin etkisi aragtirilmigtir.



2.LITERATUR OZETi

2.1 Okratoksin-A Ureticisi Kiifler

Okratoksin-A ilk kez 1965 yilinda Giiney Afrikali kimyacilar tarafindan
tanimlanmis ve D. B Scott tarafindan sorgum tanelerinden izole edilen
Aspergillus ochraceus K-804 susundan izole edilmigtir (Fukal, 1990; Steyn,
1984).

Okratoksin-A, (OT-A)  {(R)-N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-
methyl-1-0xo0-1H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl]-L-phenylalanine}, hayvan ve
insan saghif: acisindan tehlikeli olusu nedeni ile tiim diinyada, gittikce artan
sekilde dikkatleri lizerine g¢eken bir mikotoksindir (Bauer, 1987; Holmberg ve
ark., 1991; Kuiper-Goodman ve Scott, 1989; Marquardt ve ark, 1990; Marquardt
ve ark.,1988).

Okratoksinler, nefrotoksik, immunosupresif, teratojenik ve karsinojenik
6zellikler gosteren mikotoksinlerdir (Smith ve Moss, 1985).

Okratoksin-A’nin 1965 yihinda 4. ochraceus’un bir sekonder metaboliti
olarak kegfedilmesinden sonra, birgok Aspergillus ve Penicillium tlirleri,
okratoksin ireticisi olarak tamimlanmstir, bu tiirler; A. ochraceus, A. alliaceus, A.
ostianus, A. sclerotiorum, A. sulphureus, A. melleus, A. petrakii (Ciegler, 1972;
Hesseltine ve ark., 1972), A. glaucus (Chelkowski ve ark., 1987), 4. niger, A
awamori, A. foetidus, A. carbonarius (Abarca ve ark., 1994; Téren ve ark., 1996)
ve bazi Penicillium tirlerini kapsamaktadir (Bridge ve ark., 1989; El-Banna ve
ark., 1987; Pitt, 1987, Turner ve Aldridge, 1983). Giinlimiizde okratoksin A
tireticisi olarak belirlenmiy tiirlerin bazilan cizelge 2.1.’de g6sterilmigtir.

A. ochraceus ve bu grupta yer alan Aspergillus tiirleri genellikle diinyanin
tropikal ve yan tropikal bolgelerinde okratoksin sentezleyen kiif tiirleri iken; P.



viridicatum gibi bazi Penicillium tiirleri daha sofuk bolgelerdeki dominant
tiirlerdir. Nitekim Bati Kanada’da depolanan hububatlardaki OT-A sentezi ile
ilgili olan kuf tlirlerinin P. viridicatum, P. cyclopium ve P. chrysogenum oldugu
saptanmugtir (Marquardt ve ark., 1990).

Sentezlenen okratoksin ¢esidi ve miktari, kiif tiirline ve susuna bagh
oldugu gibi substratin nem ve besin igeridi, inkiibasyon sicaklif1 gibi ¢evresel
faktorlerede baghdir (Marquardt ve ark., 1990).

Cizelge 2.1 Okratoksin-A tlireticisi oldufu belirlenmis bazi1 kiif tirleri
(Eltem ve ark. 2002).

Tir Adi Referans
Aspergillus alliaceus (Abarca ve ark., 1997)
Aspergillus alutaceus var. alutaceus (Chelack ve ark., 1991)
Aspergillus auricomus (Varga ve ark., 1996)
Aspergillus awamori (Frank, 1991)
Aspergillus candidus (Abarca ve ark., 19‘97 )
Aspergillus foetidus (Varga ve ark., 1996)
Aspergillus carbonarius (Horie, 1995)
Aspergillus fumigatus (Abarca ve ark., 1997)
Aspergillus glaucus (Eurotium herbarium) | (Chelkowski, 1987)
Aspergillus melleus (Frank, 1991)




Cizelge 2.1 (devam)

Aspergillus niger

(Varga ve ark., 1996)

Aspergillus niger var. niger

(Abarca ve ark., 1994)

Aspergillus ochraceus (Skrinjar ve ark.,1992; Varga ve ark.
1996)

Aspergillus ostianus (Frank, 1991)

Aspergillus petrakii (Frank, 1991)

Aspergillus sclerotiorum (Skrinjar ve ark.,1992; Varga ve ark.
1996)

Aspergillus sulphureus (Skrinjar ve ark.,1992; Varga ve ark.
1996)

Aspergillus sydowi (Ueno ve ark., 1991)

Aspergillus tamarii (Abarca ve ark., 1997)

Aspergillus terreus (Ueno ve ark., 1991)

Aspergillus wentii (Varga ve ark., 1996)

Aspergillus versicolor (Abarca ve ark., 1997)

Eurotium amstelodami (Abarca ve ark., 1997)

Eurotium chevalieri (Abarca ve ark., 1997)

Eurotivm rubrum (Abarca ve ark., 1997)




Cizelge 2.1 (devam)
Penicillium aurantiogriseum (Krivobok ve ark., 1995)
Penicillium chrysogenum (Skrinjar ve ark., 1992)
Penicillium commune (Skrinjar, 1992)
Penicillium crustosum (Frank, 1991)
Penicillium cyclopium (Frank, 1991)

Penicillium cyclopium var. aurantiogriseum | (Frank, 1991)

Penicillium funiculosum (Frank, 1991)
Penicillium glandicola (Frank, 1991)
Penicillium palitans (Frank, 1991)
Penicillium purpurescens (Frank, 1991)
Penicillium variable (Krivobok ve ark., 1995)
Penicillium verrucosum var. cyclopium (Skrinjar ve arl;., 1992)
Penicillium verrucosum var, verrucosum (Skrinjar ve ark., 1992)
Penicillium viridicatum (Pohland ve ark., 1992)

2.2 Okratoksin-A’min Kimyasal Yapisi

Okratoksin-A, Aspergillus ve Penicillium spp. tarafindan {iretilen bir
mikotoksindir (Krogh, 1976; Krogh, 1978).



Okratoksinler, L-B-fenilalanin bagli izokumarin tiirevleridir ve
pentaketidler olarak simflandirilmuglardir. Okratoksin tiirevleri genis bir oranda,
diretici kiiflerin laboratuvar kiiltiirlerinden izole edilmis olmakla beraber, en
toksik olami ve ayrica en yaygin bulunam da okratoksin-A’dir (Abarca ve ark.,
2001).

Okratoksin-A kristalleri renksiz olmakla birlikte, asit kosullarda yesil,
alkali kogullarda mavi floresans vermektedir (Coker, 1984; Mirocha ve ark.,
1980; Steyn, 1984; Ueno, 1987).

Kristal halde renksiz bir bilesik olan okratoksin polar organik ¢6zgenlerde
yiiksek oranda, suda ise ¢ok az ¢oziinmekte olup, sulu sodyum bikarbonatla
erimektedir (Ueno, 1987).

Isik ve havada dayamksizdir. Isifa kisa slireli maruz kalma sonucunda
6zellikle nemli ortamlarda parcalanir ve solar. Etanol ¢ozeltileri sofukta ve
karanlikta saklamirsa bir yildan fazla siire stabil kalmaktadir (Turner, 1971;
Marquardt ve ark., 1990).

Yapilan ¢aligmalarda ii¢ yeni okratoksin-A analogu bulunmugtur, bunlar;
fenilalanin molekiilii ile yer degistiren serin, hidroksiprolin ve lisin’dir (Hadidane
ve ark., 1992).

Okratoksin-A’mn dihidroizokumarin kismina yapisal olarak benzeyen
mellein ve 4-hidroksimellein ise 4. ochraceus ve dier suslardan izole edilmistir
(Ueno, 1987).
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Sekil 2.1 Okratoksin-A’nin kimyasal yapis: (Marquardt va ark., 1990).

2.3 Okratoksin-A’nin Biyolojik Etkileri

Okratoksin-A; tahil, findik, yesil kahve taneleri, kakao taneleri,
kurutulmus meyvalar, baharatlar, sarap ve birayr kapsayan gesitli gidalarda
oldugu kadar, OT-A igeren rasyonlarla beslenen domuzlarin bébreklerinde
saptanmig olan, nefrotoksik, nefrokarsinojenik bir mikotoksindir (Pittet ve ark.,
1996).

Cesitli aragtirmacilar bir mikotoksin olan okratoksin-A’min karsinojenik,
genotoksik, teratojenik, immunotoksik ve nefrotoksik oldufunu ortaya
koymaktadir. Okratoksin-A, DNA kirilmalar, protein sentezinin inhibisyonu ve
glikojenezis, lipid peroksidasyonu, mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun
bozulmasi, kanin pithtilasmasinin engellenmesi ve apoptrofik etkisi nedeniyle
biiylik Snem tasimaktadir (Soy6z ve Ozgelik, 2002).

Bir nefrotoksin olan OT-A’nin gesitli hayvanlarda nefrotoksik etkiler
gosterdigi saptanmugtir. Ozellikle Bulgaristan, Romanya ve Yugoslavya’da
insanlarda 6liim orami yiiksek bir bobrek hastali: olarak bilinen "BEN" (Balkan
Endemik Nefropatisi) ile, Iskandinav dlkelerinde OT’nin neden oldugu
mikotoksik domuz nefropatisi arasindaki benzerlikler nedeniyle OT-A’nin
insanlarda da endemik hastaliklara neden oldugu diigiiniilmektedir (Coker, 1984;



10

Fukal, 1990; Mirocha ve ark, 1980; Pitt ve Leistner, 1991; Steyn, 1984; Ueno,
1987).

Nefrotoksik ozelliginden dolayr en ¢ok etkilenen organlarin baginda
bobrekler gelmektedir. Aynica karacifer, miyokardiyal sistem, gastrointestinal
sistem, lenf sistemi, iskelet sistemi, hemaploiteik dokular ve tireme sistemi gibi
sistemlerde etkilenen dokular arasinda yeralmaktadir (Bullerman, 1979;
Breiholtz-Emmanuelsson ve ark., 1993; Coker, 1984; Fukal, 1991; Goto, 1990;
Marquardt ve ark., 1990; Pitt ve Leistner, 1991).

BEN ilk kez 1950’lerde Bulgaristan, Romanya ve Yugoslavya’min baz
bolgelerinde Sldiiriicii kronik bir hastalik olarak ortaya gikmustir. Hastahk; bobrek
zarinda degisiklik, tubular dejencrasyon, intestinal fibrosis ve glameruli
hiyalinizasyonu belirtilerini gbstermektedir. Domuzlarda gorillen endemik
nefropati ile BEN arasindaki benzerlikler nedeniyle OT-A’min BEN etmeni
olabilecegi disiiniilmiig ve toksik endemik nefropati gbriilen insan topluluklarinin
bulundugu yerlerde insan kam ve hububat Srneklerinden izole edilmigtir (Fukal,
1991; Marquardt ve ark., 1990; Steyn, 1984; Ueno, 1987).

OT insan saghifim iki yolla etki altina almaktadir. Birincisi OT lireten
kiiflerle kontamine olmug gidamin direkt tilketimi (primer mikotoksikosis), digeri
ise OT ile kontamine olmus yemlerle beslenen hayvan etlerinin titkketimidir
(sekonder mikotoksikosis). OT ile kontamine olmug yemlerin tiiketilmesi sonucu
toksin, hayvanlarda kan, bGbrek, karacifer, kas gibi farkh dokulara
dagilmaktadir. OT-A, yagda ¢bziindiigi ve disariya salgilanmadifs i¢in 6zellikle
yagh dokularda birikmekte ve bu gekilde toksin igeren dokunun titketilmesi ile
insana ge¢mektedir. Bu iki yoldan biriyle toksin alan kigilerde BEN
goriilebilmektedir (Breitholtz-Emanuelsson ve ark., 1993; Fukal, 1990; Goto,
1990; Pitt ve Leistner, 1991; Steyn, 1984; Ueno, 1987).



11

OT-A’nin nefrotoksik etkisi, simdiye kadar test edilmis biitiin memeli
tirleri {izerinde kanitlanmgtir. OT-A nefrotoksik etkisi nedeniyle domuz ve
kiimes hayvanlani endiistrisinde yliksek ekonomik kayiplara yol a¢maktadir.
Gevig getiren hayvanlarda "okratoksikozis" rumen (birinci mide)
mikroorganizmalanmn  OT-A’y1 toksik olmayan o-formuna hidrolize etme
yetenekleri nedeniyle nadir olarak bildirilmistir (Kuiper Goodman ve ark., 1989).

OT-A miktan 6zellikle kanathlar igin 6nem tasimaktadir. Civcivlerde 0,5
mg/kg’hk bir diizeyin bilylimeyi yavaslattifi, bu miktar yiikseldikce 6lim
oramnin arttifi gbrillmistiir (Akyildiz, 1977).

Okratoksin ayrica karaciger, lireme organlan ve lenf sistemlerini etkiler,
bliylime hizim1 yavaglatir. Okratoksin zehirlenmesi kanatlilarda kendini degigik
sekillerde gosterir. Hastalanmisg hayvanlarin bobrekleri siser, viicut bosluklan ile
degisik organlarmda tirat kristallerinin toplanmig olduBu gériiliir, karaciger siser
ve rengi agilir (Kocabey, 1995; Cetin, 1990).

Okratoksinin kanatlilarda canlh agulk artisim ve yumurta verimini
azalttifi, ayrica damizliklarda performans: diiglirdiiiti ve izleyen nesilleride
etkiledigi ileri siiriilmektedir. Okratoksin toksikasyonu 1 mg/kg diizeyinde
gbriilmekte, bunun iizerine ¢ikildifinda belirtilerin siddeti artmaktadir. Akut
zehirlenmelerde 8 mg/kg’hk dozlar yogun &liimlere neden olmustur (Kocabey,
1995).

Hayvanlar {izerinde yapilan galigmalar, OT-A’nin diger mikotoksinlerlede
etkilegiminin oldugunu gostermigtir (Pohland ve ark., 1992).

Biyokimyasal diizeyde OT-A, fenilalaninin yerini alarak t-RNA
kompleksine baglanmakta ve fenilalanin-tRNA kompleksinin sentezini igeren
enzimi inhibe etmek suretiyle fenilalaninin peptidlere baglanmasim
engellemektedir (Dirheimer ve Creepy, 1991).
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Aynca siklopiazonik asitle birlestifinde kiimes hayvanlarinin dalak-
karaciger ve pankreasimn biiylimesine, serum albumini ve total protein
konsantrasyonunun azalmasina, ftrigliserit ve {irik asit konsantrasyonunun
artmasina yol agarak kiimes hayvanlarim etkiledii gosterilmistir (Gentles ve
ark., 1999).

OT-A’nin insanlarda BEN ve domuzlarda mikotoksik nefropati yanminda
tavuk, kopek, ordek, hindi, fare, sigan, hamster, koyun, alabalik gibi cesitli
hayvanlarda karaciger nekrozisine, ayrica fetal agirliklarda azalma, dogum 6ncesi
6liim, diigik, annede toksikozis, fare, sican ve hamsterlarda cesitli sakatliklara
neden oldugu bildirilmigtir (Fukal, 1991; Marquardt ve ark., 1990; Mirocha ve
ark., 1980; Steyn, 1984).

Okratoksinlerin akut toksisitesinin bir géstergesi olan LDso degerleri
hayvan cinslerine bagh olmakla birlikte, bir cins i¢inde de yas, cinsiyet, diyet,
viicuda verili§ yolu, genetik farkhihklar ve okratoksinin formu gibi faktérlerden
de etkilenmektedir (Hussein ve ark., 1997). OT-A’ min gesitli hayvanlara ait LDs
degerleri ¢izelge 2.2.’de verilmigtir (Mirocha ve ark., 1980).

Ornegin; OT-A akut oral LDso dozunun Wistar siganlarda 22 mg/kg ,
erkek sicanlarda 28 mg/kg, disi sicanlarda 20 mg/kg (Steyn, 1984), geng
siganlarda ise LDsg oral dozunun 22 mg/kg oldugu bildirilmistir (Pitt ve Leistner,
1991).
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Cizelge 2.2 Bazi hayvanlarda OT-A i¢in LDsg degerleri (Mirocha ve ark.,

1980).

Hayvan Cinsi LDsg Degeri
Ordek 150 mg/kg
Erkek sican 28 mg/kg
Disi sigan 20 mg/kg
Yeni dogmus sigan 3,90 mg/kg
Inek 13 mg/kg
Kegi 3 mg/kg
Disi kobay 8.1 mg/kg
Erkek kobay 9,1 mg/kg
Bir giinliik civciv 3,3-3,9 mg/kg
Alabalik 4,67-5,53 mg/kg

2.4 Cesitli Uriinlerde Okratoksin-A Varhg

Yesil kahve tanelerinde, arpa, bugday, ekmek ve baharat gibi diger
bitkisel {riinlerde OT-A kontaminasyonu tiim diinyada ciddi bir saglik

tehlikesidir (Smith ve Moss, 1985).

OT’in diinyanin gesitli lilkelerinde baklagillerde, hububatlarda ve diger
bitkisel {irlinlerde, hayvan yemlerinde, hayvan etlerinde ve insan dokularindaki
varh saptanmigtir. OT-A bitkisel triinler icerisinde 6zellikle musir, bugday,
arpa, sorgum, yulaf, baklagiller, yer fistig1 ve kangik yemlerde bulunan en 6nemli
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mikotoksinlerden biri olarak kabul edilmektedir. Ayrica domuz dokularinda da
yaygin oldugu ve OT-A diizeyinin hayvansal iiriinlerde hububatlardakinden daha
fazla oldugu bildirilmigtir (Marquardt ve ark., 1990).

Afrika, Amerika, Asya ve Avustralya ile Avrupa’da gesitli iilkelerdeki
bitkisel drlinlerde OT-A kontaminasyonu sirasiyla Cizelge 2.3., Cizelge 2.4,

Cizelge 2.5, Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.3 Afrika’daki bitkisel orjinli gidalarda OT-A diizeyleri (Van

Egmond ve Speijers, 1994).
Ortalama
] } Ornek | Kontaminasyon
Uriin Ulke OT-A miktan
Sayist | 9%’si

(ng/kg)
Boériilce Senegal | 31 16 34
Maisir Misir 3 33 12
Bugday Misir 3 33 10
Piring jermi Misir 3 33 577
Piring jermi Misir 3 33 4
keki
Pirin¢ kepegi Misir 3 33 9
Bakla Misir 3 33 7
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Cizelge 2.4 Amerika’daki bitkisel orijinli gidalarda OT-A diizeyleri (Van
Egmond ve Speijers, 1994).

Omek | Kontaminasyon | Ortalama OT-A
Uriin Ulke

sayisi %’si miktan (ug/kg)
Misir ABD | 293 1 83-166
Bugday ABD | 297 11 5-115
(kiglik kirmizt)
Bugday ABD | 286 2,8 5-115
(spring kummzi)
Arpa ABD | 127 14,2 10-40
Cekirdek kahve | ABD | 267 7,1 20-360
Kuru baklagil | ABD |60 0 <30

Cizelge 2.5 Asya ve Avustralya’daki bitkisel orijinli gidalarda OT-A
dtizeyleri (Van Egmond ve Speijers, 1994).

. . Ornek Kontaminasyon { Ortalama OT-A
Uriin Ulke . )

sayist | /0’si miktar (ug/kg)
Misir Hindistan | 22 4,5 +
Bugday Hindistan | 30 3,3 +
Baharat Hindistan | 108 4.5 +
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Cizelge 2.5 (devam)

Piring Hindistan | 30 6,6 +
Kurutulmug | Hindistan | 74 54 +
meyve

Yesil kahve | Japonya 68 73 3,2-17

Cizelge 2.6 Avrupa’daki bitkisel orijinli gidalarda OT-A diizeyleri (Van
Egmond ve Speijers, 1994).

i Omek |Kontaminasyon  |OT-A diizeyi
Ortn Dk say1si %'Sitammasy (ng/kg) g
Misir Fransa 463 2,6 5-200
Misir Fransa 461 1,3 20-200
Misir Yugoslavya 542 83 6-140
Misir Almanya 40 7,5 0,1-137
Misir Hollanda 9 0 <0,1
Misir Ingiltere 29 37,9 50-500
Misir Bulgaristan 22 9,0 10-25
Masir Bulgaristan 22 27,3 25-35
Misir Polonya 123 1,6 25-400




Cizelge 2.6 (devam)
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Misir Bulgaristan 151 57,8 0,2-1418
Misir Bulgaristan 113 26,7 0,2-235
Misir italya 90 15,0 1-2
Misir Avusturya 27 11,1 5-100
Bugday Yugoslavya 130 8,5 14-135
Bugday Danimarka 194 37 0,8-37
Bugday

{(ecol) Danimarka 36 46 1,2-21
Bugday Polonya 239 11,7 1,2-21
Bugday Almanya 64 1,6 0,4
Bugday Hollanda 38 15 0,1-4,2
Bugday Avusturya 41 9,2 5-100
Bugday v

kepegi Almanya 84 10,7 6,8
Bugday

kepegi Danimarka 57 10,5 5-20
Bugday

kepegi Danimarka 57 68 0,5-12
Bugday

kepegi Danimarka 15 66 0,1-26
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Cizelge 2.6 (devam)

Bugday unu |Polonya 137 19,7 3700
| Piring Danimarka 267 37 2,5-120
Piring Danimarka 53 81 0,7-120
Piringunu | Polonya 78 26,9 5410
Piring Polonya 228 272 5-2400
Piring Almanya 64 1,6 0,4
Piring Hollanda 14 36 0,1-16,8
Piring Avusturya 41 43,9 5-100
Yulaf Danimarka 28 43 0,8-5,6
Yulaf Danimarka 9 44 0,2-4,2
Yulaf Cekoslovakya 19 1 1-2
Yulaf Almanya 21 38 1,2
Yulaf Hollanda 18 22 0,1-2,4
Yulaf Avusturya 48 473 5-1000
Bugday,
piring, yulaf | Almanya 232 12,6 0,1-206
Arpa Polonya 616 8.8 5-1200
Arpa Danimarka 15 33 0,2-14
Arpa Danimarka 13 54 0,2-13
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Arpa Danimarka 50 8 9-189
Arpa Yugoslavya 64 12,5 14-27
Arpa Cekoslovakya 48 2,1 3800
Arpa Avusturya 27 11,1 5-1000
Pirin¢ Hollanda 11 0 <0,1
Hububat Almanya 765 3,1 11,8
Tahil Almanya 49 41 1822
Tahal Almanya 43 42 2,0-304
Kuru

baklagil  |Bulgaristan 24 16,7 25-27
Kuru

baklagil Bulgaristan 157 48,1 0,05-260
Kuru

baklagil Bulgaristan 113 27,2 0,2-285
Bezelye Isveg 71 8,5 10-442
Soya

fasulyesi Ingiltere 25 36 50-500
Soya unu Ingiltere 21 19 50-500
Tane kakao | Ingiltere 56 18 100-500
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Cizelge 2.6 (devam)

Tane kakao

(kavrulmus) |Ingiltere 19 16 100
Kahve Italya 19 58 0,2-15
Kahve

(kavrulmug) |italya 50 0 <0,01
Yer fistn | Polonya 609 0 <5,0
Protein

konsantrat1 | Polonya 132 0 <5,0
Irmik Almanya 4 50 0,5
Malt Almanya 85 1,2 12
Bira Almanya 75 0 <0,05
Ekmek Polonya 368 17,2 1360
Kabuksuz

bugday

yulaft Polonya 35 11,4 1140
Ekmek Ingiltere 50 2,0 210
Un Ingiltere 7 28,5 490-2900

Hububatlar yada domuz ve kiimes hayvanlar: etleri yararliliklarina karsin,
okratoksin-A kontaminasyonuna ozellikle hassas olduklan bilinmektedir (Kuiper
Goodman ve ark.1989). Kahve (Bucheli ve ark., 2000; Buradaspal ve Legarda,
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1998; Jorgensen, 1998; Nakajima ve ark., 1997; Téren ve ark., 1997; Ueno, 1998;
Ueno ve ark., 1991), bira (Jorgensen, 1998; Legarda ve Buradaspal, 1998, Ueno,
1998), sarap ve liziim suyu (Buradaspal ve Legarda, 1999; Ueno, 1998; Visconti
ve ark., 1999; Zimmerli ve Dick, 1996) ve siit (Skaug, 1999) gibi bazi gidalarin
birgok ¢esidinde OT-A saptanmasinda artig goriilmektedir. Kontamine gidalarm
sirekli tiiketimi, insanlarin devamli ve artan oranda OT-A’ya maruz kalmasina
yol acarak, hem insan kaninda (Peraica ve ark.,1999), hem de anne siitiinde
(Heenan ve ark., 1998; Jonsyn ve ark., 1995; Micco ve ark.,1995) OT-A’ya
rastlanma sikli1 birgok tilkede artig g6stermektedir.

Cesitli okratoksijenik kiiflerin un, ekmek, misir unu, patlamg misir, yer
fistify, pecan cevizi, pigirilmis et, toz kakao, peynir, serbetci otu, olgunlagtirilmig
salam, sosis, kiirlenmis jambon, kiiflii et, siyah ve kirmizi biber, makarna, kuru
baklagiller, soya fasiilyesi, dondurulmus unlu mamuller, evde buzdolabinda
sogutulmus yada sogutulmamug yiyecekler gibi pek ¢ok gida grubunda saptandig
bildirilmigtir (Bullerman, 1979).

OT-A s6zi edilen gesitli bitkisel Urlinler yaninda pek ¢ok lilkede et
triinlerinde, 6zellikle domuzlarda saptanmistir (Marquardt ve ark., 1990).

Tirkiye’de  ¢egitli bitkisel ve hayvansal trilinlerdeki OT-A
kontaminasyonu ile ilgili tarama ¢alismalan oldukg¢a az sayidadir. Ozkazang ve
arkadaglann (1992), 1986-1989 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin yedi farkli cografik
bolgesindeki 25 ayn yem fabrikasindan aldiklar1 toplam 302 adet karma yem,
yem hammaddesi ve gida Orneklerinde ¢esitli mikotoksinleri aradiklan
calismalarinda orneklerin %31,65’inde mikotoksin saptamiglardir. Mikotoksin
saptanan bu Orneklerin %11,2’sinde aflatoksin G;, %0,3’linde aflatoksin G, ve
%18,2’sinde ise OT-A’ya rastlamiglardir. OT-A saptanan Orneklerde ise
Srneklerin %21,4’tinde 10-20 ppb arasinda, %23,4’linde 20-40 ppb arasinda,



%55,2°sinde ise 40 ppb’den fazla OT-A saptanmigtir.Bazz yem ve yem
hammaddelerinde saptanan OT-A miktarlar Cizelge 2.7.’de gosterilmigtir.

Cizelge 2.7 Baz1 yem ve yem hammaddelerinde saptanan OT-A miktarlan
(Ozkazang ve ark., 1992).

OT-A miktan
Omek |OT-A igeren
Ornek (ppb)

sayist | Ornek %’si
Civciv geligtirme yemi |70 14,2 4 100
Etlik pili¢ yemi 70 24,2 10 150
Yumurta tavufuyemi |60 24,5 10 30
Damizlik tavuk yemi 14 214 15 40
Sigar besi yemi 14 15,3 40 -
Misir 23 8,6 25 40
Soya fasulyesi 14 7,1 16 -
Aygicegi kiispesi 9 33,3 40 100
Balik unu 16 12,5 30 60
Et kemik unu 6 - - -
Pamuk tohumu 5 - 0,05 0,1
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Kaya ve ark., (1990), yapmis olduklari tarama c¢ahigmasinda yem
hammaddesi olarak kullanilan 20’si misir, 9°u soya fasulyesi, 11°i pamuk tohumu
kiispesi ve 11°i de aygi¢ek kiispesi olmak tlizere toplam 51 &rnekte aflatoksin By,
aflatoksin B,, aflatoksin G, ve OT-A igeriklerini aragtirmiglardir. Calisma
sonunda 1 musir ve 6 aygicek kiispesi Srneginde OT-A, 1 pamuk tohumu
kiispesinde aflatoksin saptanmig, OT-A miktarimin misirda 260 ppb, aygicek
kiispesinde ise 200-800 ppb arasinda, ortalama 438 ppb oldugu belirlenmigtir.

2.5 Tolere Edilebilir Alim Limitleri

JECFA tarafindan yapilan degerlendirmelerde 6ngoriilen haftalik tolere
edilebilir OT-A alim miktarlan 100 ng/kg/viicut agirligr’’dr. Bu da giinliikk 14
ng/kg/viicut agirhfina tekabiil etmektedir (Codex Alimentarius Commission,
Joint FAO/WHO Food Standards Programme, 1998), (IARC Anticipated
Carsinogenes., 1976).

Cesitli bitkisel ve hayvansal gidalarda olduk¢a yaygin olan OT’lerin gida
ve yemlerde izin verilen maksimum miktarlanim i¢eren limitler son yillarda gesitli
iilkelerin yonetmeliklerinde yer almaya baglamigtir. Diinyada 77 iilkede
mikotoksinlerle ilgili gesitli yonetmelikler mevcut olup, 8’inde bir veya birden
fazla tirinde OT-A ile ilgili standart, 3’linde ise tavsiye nitelifinde kararlar
vardir. Bu iilkelerdeki OT-A’ya ait limitler Cizelge 2.8’de verilmigtir. Ayrica
birkag iilkede OT-A ySnetmeligi ile ilgili tavsiye niteliinde kararlar vardir. OT-
A i¢in tavsiye edilen limitler bebek ve ¢ocuk mamalarinda 1-5 pg/kg, diger
gidalarda 2-50 pg/kg ve yemlerde 5-300 pg/kg arasindadir. Avrupa toplulugunda
ise OT-A diizeyinin bebek mamalarinda 1 pg/kg ve hububatlarda ise 5 pg/kg
olmasi gerektii belirtilirken (Van Egmond, 1996), 1997 yilinda Avrupa
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toplulufuna dahil tlkelerde tiim gidalar igin OT-A miktarinin 4-5 ppb olarak
smmrlandirildis bildirilmigtir (Anon, 1997a).

Cizelge 2.8 Bazi lilkelerde OT-A i¢in izin verilen maksimum tolere
edilebilir miktarlar (Van Egmond, 1991).

Tolere
Olice Criin edilen Digiinceler
miktar
(ne/ke)
Brezilya Piring,arpa, kuru 50
baklagiller, msir
Cekoslavakya | Asagidakiler 20
digindaki tiim
gidalar
Bebek 1
mamalari (tiiketime
hazir tiriindeki
miktar)
Cocuk gidalan 5
Danimarka Domuz b&bregi 25 OT-A igerigi
>25ug/lkg ise tim
karkas red edilir.




25

Cizelge 2.8 (devam)
Danimarka Domuz bsbregi 10 OT-A igerigi
10-25pg/kg ise
bobrek, karaciger
ve diger i¢ organlar red
edilir.
Domuz bébregi <10 Sadece bbbrek
red edilir.
Fransa Hububatlar 30 Oneri niteliginde
Macaristan Tiim gidalar 20
Israil Yemlik tahullar 300
Hollanda Hububatlar 3 Oneri niteliginde
Romanya Tiim gidalar ve 5
tiim yemler
Isveg Tiim domuz 100
yemleri
Tiim kanath 1000
yemleri
Ingiltere Hububatlar 10 Endistriyel 6neri
Yunanistan Kahve 20
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Tirkiye’de ise 2002 yilinda yiiriirliige giren Tirk Gida Kodeks
Yonetmeliginde mikotoksinlerden aflatoksin, patulin ve okratoksin-A’nin
gidalardaki maksimum miktarina iligkin degerlere yer verilmistir. Buna gore izin
verilen maksimum okratoksin-A miktari, islenmemis tahil tanelerinde (geltik ve
karabugday dahil) 5 ppb, tahillardan elde edilen biitiin {iriinler (tahil, baz
islenmis diriinler ve dogrudan insan tiiketimine sunulan tahil taneleri) 3 ppb, kuru
iiziimde ise 10 ppb olarak belirtilmigtir.

2.6 Diizenleme

Meslek Gilivenligi ve Saglik Yonetimi (Occupational Safety and Health
Administration) OT-A’y1 Risk Bildirme Standardi ve laboratuvarlardaki
Kimyasal Riskler b6ltimii altinda grup 2B de simiflandirmaktadir (Occupational
Safety and Health Administration). Uluslararasi Kanser Arastirma Dairesi’nin
(International Agency for Research on Cancer "IARC") son monografinda OT-A
potansiyel kanserojen olarak kabul edilmis ve (JARC, 1993 ), (IARC,
WHO/IARC, IARC Scientific Publications, 1987), (Report on Carsinogens
“ROC”, 2001) 17 Eylil 1998°de Gida Bilim Komitesi tarafindan kanserojen,
nefrotoksik, teratojen, immunotoksik ve muhtemel nérotoksik olarak

yayimlanmigtir.

2.7 Okrateksijenik Kiiflerin Uremesine ve Okratoksin Sentezine Etki Eden
Faktorler

Mikotoksijenik kiiflerin {iremesine ve mikotoksin sentezine etki eden
faktorler; su aktivitesi, pH, ortamdaki antimikrobiyal maddeler gibi i¢ etmenler
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ve depolama sicaklifi, ortamin nisbi nemi, ortamdaki gazlar gibi dis etmenler
olarak incelenebilir (Karag6zlii, 1998).

Su aktivitesi agisindan durum degerlendirildifinde, 4. ochraceus’un
gelisebilmesi igin gerekli minimum su aktivitesi degeri 0,77 iken, organizmanin
OT sentezleyebilmesi icin gerekli su aktivitesi degerinin 0,88 oldugu
bildirilmigtir. Diger yandan P. cyclopium’un geligebildifi minimum su aktivitesi
degeri 0,82, P. viridicatum’unki ise 0,81 iken; P. cyclopium ve P. viridicatum’un
0,90’1n altindaki su aktivitesi degerlerinde OT sentezleyemedikleri saptanmigtir.
Cogunlukla toksin sentezi igin gerekli minimum su aktivitesi degeri,
organizmanin geligebilmesi igin gerekli minimum su aktivitesi degerinden daha
yiiksektir. Organizmanin toksin sentezleyebildigi su aktivitesi degerine substrat
bityiik Slctide etki etmektedir. Ornegin, 4. ochraceus tavuk yeminde 0,88 su
aktivitesinde OT sentezlerken, Malt Extract Agar’da 0,99 su aktivitesinde OT
sentezlemektedir (Bullerman ve ark., 1984; Northolt ve Bullerman, 1982;
Sillikler ve ark., 1980).

Ramos ve ark., (1998), A. ochraceus’un 3 straini tarafindan, arpa taneleri
tizerinde okratoksin iiretimi, "arpa ekstrakt agar ortami" ve arpa tanelerinde
biiylime iizerine, su aktivitesi, sicaklik, zaman ve bunlarin etkilesimlerini
aragtirdiklan ¢alismada, maksimum okratoksin liretimi lizerine, sicaklifin 6nemli
olmadi@ farzedilirse, herzaman 0,98 su aktivitesinde ulagildigim saptamuglardar.

P. cyclopium ve P. viridicatum 4-31°C arasindaki sicakliklarda OT
sentezlerken, A. ochraceus’un 12 °C’nin altindaki degerlerde toksin
sentezleyemedigi bildirilmigtir. Ancak toksin sentezi igin gerekli olan sicaklik
derecesinde substratin da etki ettigi belirtilmistir (Bullerman ve ark., 1984).
Yapilan bir ¢alismada P. verrucosum var. cyclopium’un peynirde 20-24 °C
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arasinda, kati besiyerinde ise 4-24 °C arasindaki sicakliklarda toksin
sentezleyebildidi saptanmigtir (Norholt ve Bullerman, 1982).

A. ochraceus ve P. viridicatum’un arpa lizerinde, OT-A {iretimine zaman,
sicaklikk ve inokuliim boyutunun etkilerinin aragtinldin bir ¢aligmada, A.
ochraceus 589.68 ve P. viridicatum tarafindan 6 giin, 4. ochraceus SLV
tarafindan ise 8 giin sonras1 OT-A {iretimi baglamigtir (Hagbglom, 1982).

pH agisindan OT-A’nin pH 5,5°de, pH 4,5’e gore daha fazla sentezlendigi
belirtilmekle birlikte; yapilan aragtirmalarda pH degisikliklerinin OT sentezini
¢ok fazla etkilemedigi bildirilmigtir ( Karag6zli, 1998).

Cizelge 2.9 Bazi okratoksin-A {ireticisi kiiflerin biiylime kosullan (Eltem
ve ark. 2002).

Optimum Minimal Minimal Nisbi
Fungus Adi Temperatlir Temperatiir Nem
Aspergillus glaucus 30 -8 0,65
Aspergillus ochraceus 28-32 6 0,80
Penicillium chrysogenum 25-28 4 0,85
Penicillium cyclopium 25-30 -2 0,84
Penicillium viridicatum 21-23 -2 0,81

2.8 Ureme ve Toksin Sentezinin Kontroli

Mikotoksin sentezinin engellenmesi, 8zellikle mikotoksijenik kiiflerin
gidaya bulagsmasinin dnlenmesi ve daha sonra da mikotoksin sentezine etki eden
faktSrlerin kontrol altinda tutulmasiyla miimkiin olmaktadir. Nem igerigi
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diigtiriilerek veya kontrollii depolama sicaklifi ve atmosfer ile mikotoksijenik kiif
gelisimi ve mikotoksin sentezi Onlenebilmektedir. Aspergillus tiirlerince
sentezlenen aflatoksin, OT ve diger toksinlerin 5-8°C altindaki sicakliklarda
sentezlenemedikleri bildirilmigtir. Kiir edilmig etler, arpa, bugday, soya gibi
gidalarin mikotoksijenik kiif gelisimi, dolayisiyla mikotoksin sentezi i¢in oldukga
uygun oldufu bilinmektedir. Bu durumda sicaklik ve nem kombinasyonlan
dikkate alinarak kontrol saglanmaya calisilabilir (Bullerman ve ark., 1984).

Cesitli antimikotik maddelerin, mikotoksijenik kiiflerin geligimi ve
mikotoksin sentezi inhibisyonlarina iligkin etkileri aragtinlmaktadir. Bu
cercevede yapilan ¢alismalarda sorbik asit, propiyonik asit, benzoik asit ve
bunlarn tuzlari, sodyum diasetat, esansiyel yaglar en ¢ok kullanilan maddelerdir
(Bullerman ve ark., 1984).

OT-A nispeten stabil bir molekiil olup gidalara uygulanan ¢ofu islem
asamalarinda aymi miktarda kalmaktadir. OT-A’nin dogal olarak kontamine
Orneklerde, ozellikle en yaygin olarak bulundugu arpa ve bugdayin temizlenme
ve Ogilitme agamalarinda uzaklagtirilamadi1 ve toksinin un ve kepekte yaklasik
aym miktarda saptandi: bildirilmigtir. Diger yandan OT-A’nin hububat ve
{rlinlerinin depolanma agamasinda yavag¢a yikima ugrayabildigi, ortam sicakhi
ve diger faktorlere bagh olarak hububatlardaki kizzigma sonucunda nem
icerigindeki degigmenin toksinin yikimina etki ettifide belirtilmistir (Boudra ve
ark., 1995).

Diger yandan kakaonun siitlii ¢ikolataya islenmesi sirasinda OT-A’nin
biiyiik ol¢lide yikima ugradi®yy (Miraglia ve ark., 1993); sosisin kurutulmas:
sirasinda biiylik. oranda stabil kaldigi, ancak domuz lirlinlerinin kizartilmas:
sirasinda % 20’sinin kayba ugradifi, domuz bobreginin dondurulmas: sirasinda
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stabil kaldig1 ve oda sicaklifinda depolamadan sonra peynirde kismen saptandif
bildirilmigtir (Bullerman, 1981; Harwig ve ark., 1983).

Insan ve hayvan saghif acisindan mikotoksinlerin zararh etkilerine engel
olunmasinda en iyi yaklasim genellikle, bitkilerde ve yem katkilarinda
funguslarin bilyiime ve mikotoksin {iretiminin 6nlenmesi olmakla birlikte, ayrica
kontamine zirai trlinlerin detoksifikasyonu baglica 6nem tagimaktadir. OT-A,
kizartma-kaynatma-firinlama (bazi1 dereceler igin) gibi en uzun Omiirli gida
proseslerinde agin derece olmamakla birlikte stabil bir molekiildiir (Krogh ve
ark., 1974; Scott, 1996).

Hayvan yemlerindeki OT-A detoksifikasyonu igin hipoklorit iglemi
(Castegnaro ve ark., 1991), ammonizasyon (Chelkowski ve ark, 1982) ve 1st
islemi (Boudra ve ark., 1995) gibi birgok fiziksel ve kimyasal metod
geligtirilmigtir. Fakat bu metodlar, ¢esitli basan dereceleri yoniinden
karsilagtirildifinda bunlarin hi¢biri OT-A kontamineli tane ve yemlerin pratik
detoksifikasyonu i¢in Snerilmemektedir (Scott;1996).

Simdiye kadar, ozon (McKenzie ve ark.,, 1997) ve alkalin hidtojen
peroksit islemi (Fouler ve ark., 1994) ve gama radyasyonunu (Refai ve ark.,
1996) kapsiyan umut verici metodlar Gneﬁln:iistir. Alternatif olarak simdilerde
genis capta ¢ahgilmaya baglanan biyolojik yaklasim gibi, mikroplar ve onlarin
enzimleri mikotoksin detoksifikasyonu i¢in ayrica uygulanabilir (Sweeney ve
Dobson, 1998).

Fiziksel ve kimyasal metodlarla, kontamine substratlardan
mikotoksinlerin eleminasyonu denemelerinin yam sira, mikotoksinleri degrede
edebilme yetenegindeki mikroplar son zamanlarda genis bir alanda denenmeye
baglanmgtir. Inek ve koyunun rumen mikroplar (Galtier ve Alvinerie, 1976; Hult
ve ark, 1976; Xiao ve ark., 1991) ve sicanlarin (Madhyastha ve ark., 1992)
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baglica kor barsak ve kalin barsaklarinda yasiyan mikroplan kapsiyan, memeli
gastrointestinal bélgesi mikrobiyal florasinin OT-A degrede edici aktiviteleri
birgok raporda tamimlanmistir. Ayrica insan intestinal mikrofloras1 OT-A’y1
kismen degrede edebilir (Kiessling ve ark., 1984). Ek olarak, bir rumen bakterisi
olan Butyrivibrio fibrisolvens’inde bazi oranlarda OT-A’y1 detoksifiye ettidi
rapor edilmigtir (Westlake ve ark., 1987).

Yapilan bir g¢alismada, Aspergillus strainlerinin birkagimin OT-A
dekompoze edici aktivitesi denenmigtir. OT-A {ireticisi olan ve olmayan iki strain
denenmis ve sonugta OT-A lreticisi olan strainlerin zamanla OT-A’y,
metabolize edebildigi saptanmistir (Damoglou ve ark., 1984).

Cizelge 2.10 OT-A degredasyon aktiviteleri denenen Aspergillus strainleri
(Varga ve ark., 2000).

Strain numarasi ve OA
Ttrler orjin degredasyonu

Aspergillus flavus NRRL 1957 -
Aspergillus fumigatus NRRL 163 -
’Aspergillus fumigatus SZMC 1180 +
Aspergillus fumigatus mut. helvola NRRL 174 +
Aspergillus fumigatus var.

acolumnaris NRRL 5587 +
Aspergillus ochraceus FRR 3815 -
Aspergillus ochraceus SZMC 71 -




Cizelge 2,10 (devam)
Aspergillus japonicus JHC 564 )
Aspergillus niger JHC 607 Q)
Aspergillus niger CBS 120.49 +
Aspergillus versicolor SZMC 560 -
Aspergillus nidulans FGSC 513 -

- OT-A degrede edemez, + OT-A’y1 tamamen degrede edebilir, (+) OT-A’y1 kasmen

degrede edebilir.

ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA; CBM, Research Center for
Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba Universty, Chiba, Japan; CBS,
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands; FRR, CSIRO food Research
Culture Collection, North RydeNew South wales, Australia; FGSC, Fungal Genetics Stock
Center, KS, USA; IMI, International Mycological Institute, Egham, Surrey, UK, JHC, J.H.
Croft’s fungal collection, Universty of Birmingham, UK; NCAIM, National Collection of
Applied and Industrial Microorganisms, Horticultural University, Budapest, Hungary; NHL,
National Institute of Hygienic Sciences, Tokyo, Japan; NRRL, Agricultural Research Service
Culture Collection, Peoria, IL, USA; RMF, rocky Mountain Herbarium, Fungi, University of
Wyoming, Laramie, WY, USA; SZMC, Szeged Microbiological Collection, Szeged,

Hungary.
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3.MATERYAL ve METOD
3.1 Materyal
3.1.1 Mikroorganizmalar

Calismamizda mikroorganizma olarak ¢ekirdeksiz kuru {iziimlerden izole
edilip, tammlanan Section Nigri’ye ait baz1 Aspergillus tirleri kullamlmmstir. Bu
tirler arasinda 4. aculatus, A. awamori, A. foetidus, A. niger ve A. tubingensis’e
mensup toplam 47 sug bulunmaktadar.

3.1.2 Besiyerleri
3.1.2.1 YES Agar (Yeast Extract Sucrose Agar)
Yeast 20g
Sakkaroz 150 g
Agar 20g
MgSO4 05¢g
Distile su 1000 m!

Besiyeri igerikleri kanstirilip, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril
edildikten sonra kullamlmigtir (Bragulat ve ark., 2001).

3.1.2.2 Malt Extract Agar (Oxoid CM 59)
Malt ekstrakt 30g
Mikolojik pepton 5g
Agar 15¢g
Distile su 1000 ml
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pH=5.4+0.2

Besiyeri igerikleri kangtinlip, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril
edildikten sonra kullamlmigtir.

3.1.2.3 Malt Extract Broth (Oxoid CM 57)
Malt ekstrakt 17g
Mikolojik pepton 3 g
Distile su 1000 ml
pH=5.4+0.2

Besiyeri igerikleri kangtinlip, 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril
edildikten sonra kullanilmgtir.

3.1.3 Standart OT-A

Standart OT-A Sigma’dan saglanmistir (kod no: O-1877). Bu standart 4.
ochraceus’dan elde edilmiy, kristal formda ve kapal1 gisede 1 mg’dur.

3.1.3.1 OT-A stok standardy

Standart OT-A 4 ml metanolde ¢oziilerek, 0,25 mg/ml’lik stok ¢6zelti
hazirlanmigtir. (250 pg/ml=250 ppm) (Tamsop 3, 2001).
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3.1.3.2 OT-A ara standarda

Pipetle 1 ml stok OT-A standardindan alimp Sml’lik metanole eklenmis,
boylece 50 pg/mi(=50 ppm)’lik bir ara standart elde edilmistir. Bu standart
denemelerde kullamilmigtir (Tamsop 3, 2001).

3.1.4 HPLC (High Performance Liquid Chromatography) mobil faz1

Asetonitril/Su/Asetik  asit  (49/49/2  hacim/hacim/hacim)  olarak
hazirlanmugtir (Rhone Diagnostics Technologiea, 1998).

3.1.5 HPL.C kosulilan

Ayirma oda sicakliginda yapilmigtir. Mobil fazda Asetonitril/Su/Asetik
asit (49:49:2)’dir. Mobil faz1 dagitmak i¢in kullamlan PLC pompasi akis hiza
dakikada 1 ml’ye ve floresans dedektorii eksitasyon i¢in 333 nm, emisyon igin
443 nm’ye ayarlanmigtir. HPLC cihazina enjekte edilen hacim 20 pl, yaklagik
alikonma zaman 10 dakika, basing 9,6 bar ve saptama limiti 0,16 ppb’dir.

3.2 Metod

Potansiyel okratoksijenik kiif tiirleri olan, A. foetidus, A. awamori, A.
niger, A. aculatus, A. tubingensis tlirlerine ait toplam 14 susun biiylime egrileri
asagida anlatildif1 gekilde ¢ikarilmigtur.

3.2.1 Siyah sporlu kiiflerin aktif hale getirilmesi ve saklanmas:

Calismalarimizda kullandigimiz siyah sporlu kiifler, tiip icerisinde MEA
besiyerinde, +4 °C’de buzdolabinda saklanmigtir. Bu stok kiiflerden, taze
hazirlanmig MEA besiyerine agilama yapilmis ve 25 °C’de inkiibe edilerek
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bliyiimesi saglanmmgtir. Bu sekilde aktif hale getirilen kifler, denemelerde
kullanilmugtrr.

3.2.2 inckulum hazirlanmasi

Aktif haldeki biiyiimils olan kiiflerden, transfer ignesi ile alimip 500 ml’lik
erlende 100 ml olarak hazirlanmig olan MEA besiyerine agilama yapiimigtir. Bu
erlenler 25 °C’de 5 giin tutulduktan sonra steril distile su ile yiizeyden sporlar
alinmis ve Thoma laminda sayim yapilarak inokulum igin gerekli spor yogunlugu
saptanmugtir. Gerektiginde seyreltme yapilarak, bilylime egrisi i¢in 1x108 spor/ml
agilama yapilmigtir.

3.2.3 Biiyiime egrisinin gikartilmas:

Biiylime egrisi ¢aligmalarn 100 ml MEB igeren 250 ml’lik erlenlerde ve
figlii paraleller halinde yapilmigtir. Her bir erlene 1x10° spor/ml agilanmistir. Bu
erlenler 25 °C’lik orbital calkalayicida (G 24 Environmental Incubator Shaker,
New Brunswick, USA), 120 rpm’de inkiibasyona birakilmig ve her giin 1 erlen
alinarak, vakum pompasi yardimi ile sivi kismi , 6nceden darasi alinmis olan
filtreden siiziilerek, filtre kagidi lizerinde kalan kistm 105 °C’de bir gece
kurutulduktan sonra, misellerin kuru agirh$ saptanmgtir.

3.2.4 Potansiyel okratoksijenik Kkiif tiirlerinin OT-A iiretiminin incelenmesi
ve ekstraksiyon metodu

3.2.4.1 OT-A iiretimi icin kiiltiir ortamma aplama yapilmasi

Denemelerde kullanilan YES agarh besiyeri, petrilere 25’er ml olacak sekilde
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dokiiliip, donmasi beklenmigtir. Bu besiyerlerine kiifler 3 nokta halinde ekilmig
ve 25 °C’de 3 giinliik inkiibasyona birakilmigtir (Bragulat ve ark., 2001).

3.2.4.2 Ekstraksiyon metodu

3 gilinliik inkiibasyon sonunda, petrilerdeki besiyerlerinden 5 mm
¢apindaki steril bir cam boru ile 3’er adet besi yeri pargas: (plug) almmistir. Bu
pargalar daha 6nce darasi1 alinmig eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Bu tlipler
tekrar tartilip, agar parcalarmin agirliklari tespit edildikten sonra, her bir
eppendorf tlipli igin 1 ml metanol ilave edilmistir. Bu sekilde 1 saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra tiipler 8000 rpm’de 10 dakika santrfiijlenmistir.
Daha sonra iistte kalan metanol alimp, 0,45 um por ¢apina sahip filtreden
gegirilerek, 20 ul olarak, HPLC’ye enjeksiyon yapilmigtir. HPLC’de okunan
degerler agagidaki formiil ile hesaplanmigtir (Bragulat ve ark., 2001).

Csmp X Elusyon x S

Formiil: C(ng/g) =

Fxwt
C = Konsantrasyon (ppb)= ppb
Comp = HPLC’den okunan "Amount" degeri (ng/ml)
Elusyon = Tiipteki elusyondan sonraki son hacim (ml)
S = Ekstraksiyonda kullanilan solvent hacimi (ml)
F = Kolondan ge¢en numune hacmi (ml)

wt = Numune agirh@ (g)
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3.2.5 OT-A ekstraksiyon metodunun geri kazamim yiizdesinin (%R)
saptanmasi

Denemelerde ii¢ tekrarli olarak 25’er ml’lik YES Agar besiyerine 50
ppm’lik stok OT-A soliisyonundan, ml’sinde 100 ppb (50 pl), 125 ppb (62,5 pul)
ve 150 ppb (75 pl) olacak sekilde eklenerek 3 giin 25 °C’de bekletildikien sonra
ekstraksiyon yapilarak HPLC’de okuma yapimug ve asagidaki formiille %R
saptanmgtir.

Qx 100
% R=
Q
Q = HPLC’de bulunan deger

Q: = Besiyerine eklenen miktar

3.2.6 A. tubingensis 298-T’nin OT-A iiretimine zamann etkisi

Islemler 3.2.4°te belirtildigi gibi yapilmistir, sadece zaman olarak
petrilerden 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12. giinlerde 6rnek (agar pargasi) alinip,
ekstraksiyon iglemlerinden sonra HPLC’de miktarlan 6l¢iilmiistiir.

3.2.7 A. tubingensis 298-T’nin OT-A iiretimine sicakh@n etkisi
Islemler 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmistir, sadece asilanan petriler 5, 10,
15, 20, 25, 30 ve 35 °C olmak tizere farklh sicakliklarda inkiibe edilerek,

inkiibasyon periyotlar1 sonunda agar 6rnekleri alimp, ekstraksiyon islemlerinden
sonra HPLC’de miktarlar1 6l¢tilmiigtiir.



39

3.2.8 A. tubingensis 298-T’nin OT-A iiretimine % sakkaroz iceriginin etkisi

Islemler 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmig, sadece hazirlanan
besiyerlerindeki sakkaroz igerigi % 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 olarak ayarlanmigtir.
Daha sonra agar ornekleri alinip, ekstraksiyon iglemlerinden sonra HPLC’de
miktarlar1 6l¢tilmiigtiir.

3.2.9 A. tubingensis 298-T’nin OT-A iiretimine pH’nin etkisi

Islemler 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmistr, sadece hazirlanan
besiyerlerinin pH’lar1 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 olarak ayarlanmistir. Daha sonra
agar Omekleri alinip, ekstraksiyon islemlerinden sonra HPLC’de miktarlar:
6l¢lilmiigtiir.
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4.BULGULAR

4.1 Bitytime Egrileri

08
07
06
05

kuru misel (mg/100 ml)
[~}
>

kuru misel (mg/100 mi)

glnler

Sekil 4.2 4. foetidus var. pallidus 105'n bitylime egrisi




kuru misel (mg/100 ml)

0,6
05

e o
w

0.2
0,1

kuru misel (mg/100 mi)

ginler

Sekil 4.4 A. awamori 1A/4-60'in biiylime egrisi
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glinler

kuru misel (mg/100 mi)

glnler
Sekil 4.6 4. awamori 8/3-19'un biyiime egrisi




43

=3 0,6
0.5

0.4
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Sekil 4.7 A. niger TR-99'un biiylime egrisi
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glnler
Sekil 4.8 4. niger R-1"in bliylime egrisi
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Sekil 4.10 4. niger R-183'tin biiylime egrisi
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kuru misel (mg/100 ml)

0.9
0,8
0,7 |
06
0,5
0,4 |
03

giinler

kuru misel (mg/100 ml)

o

glnler
Sekil 4.12 A. aculatus 1K4-50'nin bliylime egrisi




kuru misel {mg/100 ml)

1 2 3 4 5 6 7 8

glnler
Sekil 4.13 4. aculatus 1K4-52'nin biiylime egrisi

kuru misel (mg/100 mf)

08
0,7

0.8

ghnler
Sekil 4.14 A. rubingensis 298-T'nin bilylime egrisi




4.2 Agar Plug Metodunun Geri Kazanim Yiizdesi (%oR)

Denemeler ti¢ tekrarh olarak yapilmig ve ortalama alinmigtir.

Cizelge 4.1 Agar Plug metodunun geri kazanim yiizdesi (%R)

Besiyerine Eklenen HPLC’de Saptanan %R
100 ppb/ml 77,2709 77,27
125 ppb/ml 118,7095 94,96
150 ppb/ml 147,89145 98,59

4.3 Siyah Sporlu Kiiflerin OT-A Uretimleri

Cizelge 4.2 Siyah sporlu kiiflerin okratoksin-A liretimleri.

Tiir

Kod No Okratoksin-A (ppb)

A. aculatus

1K4-47 6,59

1K4-50 -

1K4-52 -

41 -

338 -

342

A. awamori

K-84 8,26

K99 11,44

K-235 -

K-323 -

K-401 -

K-734 -

K-834 -

1A/4-60 | -

8/2-3 -

8/3-19 -




Cizelge 4.2 (devam)

A. foetidus

1K4-40

1K4-42

A. foetidus var.
pallidus

105

220

359

A. niger

K-213

K-259

K-267

K-300

K-378

K-391

K-395

K-495

K-497

K-515

K-746

K-881

R-1

R177

R-183

TR-99

318-T

A. tubingensis

298-T

K-31

K-33

K-35

K-36

K-70

K-100

K-104

K-109

-: saptanamadi
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Cizelge 4.3 A. tubingensis 298-T°nin OT-A {iretimine zamanin etkisi

Giin | Eppendorf | Eppendorf+Plug Plug Amount OT-A (ppb)
3 0,9176 2,0664 1,1488 23,2770705 | 20,262073
4 0,9012 1,2136 0,3124 6,148036 19,680012
5 0,9344 1,2834 0,3490 _ _
6 0,9237 1,3060 0,3823 _ _
7 0,9281 1,2130 0,2849 _ -
8 0,9205 1,3000 0,3795 _ _
9 0,9032 1,1818 0,3099 r _
10 0,9350 1,2756 0,3406 _ _
=: saptanamadi
Amount: miktar

Plug: besi yeri pargasi

Cizelge 4.4 A. tubingensis 298-T’nin OT-A tiretimine sicakhign etkisi

Sicaklik °C |Eppendorf | Eppendorf+Plug| Plug | Amount | OT-A (ppb)
5 0,9166 1,3015 0,3849 _ _
10 0,9277 1,2185 0,2908 _ _
15 0,9016 1,3078 0,4062 _ _
20 0,9027 1,4503 0,5476 | 5,598353 10,223434
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Cizelge 4.4 (devam)

25 0,9118 1,4003 0,4885 | 10,743617 | 21,993074
30 0,9074 2,3703 1,4634 | 32,733410 | 22,368053
35 0,9066 2,2738 1,3672 | 4,161243 | 3,04364241
-: saptanamadi
Amount: Miktar

Plug: besi yeri pargasi

Cizelge 4.5 A. tubingensis 298-T’nin OT-A {iiretimine % Sakkaroz’un

etkisi
Sukroz % | Eppendorf |Eppendorf+Plug| Plug Amount | OT-A (ppb)
5 0,9282 1,7981 0,8699 _ _
10 0,9022 2,3609 1,4587 | 21,8704 | 14,993076
15 0,9154 2,4839 1,5685 |29,805524 | 19,002565
20 0,9201 2,0956 1,1755 }22,920218 | 19,498271
25 0,9072 1,4477 0,5405 | 4,324012 | 8,0000222
30 0,9410 1,8062 0,8652 _ _
~: saptanamad
Amount: Miktar

Plug: besi yeri pargast
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Cizelge 4.6 A. tubingensis 298-T’nin OT-A iiretimine pH’1n etkisi

pH | Eppendorf | Eppendorf+Plug| Plug Amount OT-A (ppb)

3 0,9387 1,2827 0,3440 _ _
4 0,9273 1,9937 1,0664 19,202299 | 18,006656
5 0,9275 1,7185 0,7910 18,422165 | 23,289715
6 0,9234 1,4090 0,4856 10,658716 | 21,949579
7 0,9226 1,2219 0,2993 6,247177 20,872626
8 0,9085 1,1210 0,2125 4,231420 19,912564
9 0,9390 1,2925 0,3535 y _
10 0,9281 1,2437 0,3146 _ _

- saptanamadi

Amount: Miktar

Plug: besi yeri pargast
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5.TARTISMA VE SONUC

Calismamizda Oncelikle, ¢ekirdeksiz kuru tiziimlerden izole edilip,
tamimlanan siyah sporlu potansiyel okratoksijenik kiifler olan Aspergillus foetidus
1K4-42, A. foetidus var. pallidus 105, A. foetidus var. pallidus 359, A. awamori
1A/4-60, A. awamori 8/2-3, A. awamori 8/3-19, A. niger TR-99, A. niger R-1, 4.
niger R-177, A. niger R-183, A. niger 318-T, A. aculatus 1K4-50, A. aculatus
1K4-52, A. tubingensis 298-T’nin bilyiime egrileri ¢ikartilmigtir. Bunun igin
oncelikli olarak, tiip igerisinde, MEA besiyerinde, +4 °C’de saklanan stok
kiiflerimiz, taze hazirlanmig MEA besiyerine aktanhip (inokule edilip), 25 °C’de
inkiibe edilmek suretiyle aktif hale getirilmig, daha sonra aktif hale gelen bu
kiiflerden bolim 3.2.2°de belirtildigi sekilde Thoma laminda sayim sonrasi
inokulum igin gerekli spor yoguntugu 1x10° spor/ml olarak saptanmistir. Biiyiime
egrisi caligmalari, 100 ml MEB igeren 250 ml’lik erlenlerde yapilmis ve her bir
erlene daha 6nce belirlenmis olan 1x10° spor/ml agilanmistir. Bu erlenler 25
°C’lik orbital galkalayicida 120 rpm’de inkiibasyona birakilmig ve her giin 1 erlen
alinarak, vakum pompasi ile sivi kismu siiziilmilg, filtre Ustlinde kalan kisim 105
°C’de 1 gece kurutulduktan sonra, misellerin kuru afirhf: saptanmis ve buradan
hareketle biiylime egrisi ¢ikartilmigtir. Biiylime egrileri ¢ikartilan kiifler, 25
ml’lik YES agarli besiyerine 3 nokta halinde ekilmis ve 25°C’de, bilylimenin
yiiksek diizelere ulagthif: 3. giin sonunda, boliim 3.2.4’te belirtildigi sekilde 3 adet
besiyeri pargas1 (plug) alimip, 1ml methanolde 1 saat bekletilmis, santrfiij ve
filtrasyon basamaklar sonrasi 20 ul olarak HPLC’ye enjeksiyon yapilmig ve
okratoksin diizeyleri bu yolla saptanmugtir. Buradan elde edilen sonuglar
incelendiginde, en fazla kuru misel afirhfma 4. niger R-177’nin 4. giinde
ulagtigini, biiylime edrisi ¢ikarilan biitiin suglanin gok hizl bir bliylime g6sterdigi
ve ¢ogunlukla 4. giinde en iist seviyede kuru misel olusturuldufu saptanmigtir.
Okratoksin-A {iretim diizeyleri incelendiginde ise minimum 4,38, maksimum
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15,98 diizeyinde oldugu belirlenmistir. Biitiin bu bulgular 1s1ginda, Aspergillus
tubingensis 298-T en yiiksek OT-A iiretim diizeyi ve ¢ok hizli bir gelisme
gOstermesi nedeniyle ¢aliymamiza uygun bulunmugtur.

Calismada, Aspergillus tubingensis 298-T’nin {lireme ve toksin sentezine
zaman, sicaklik, % sakkaroz icerii ve pH’m etkileri denenmis ve sonuglar

sirastyla ¢izelge 4.3, cizelge 4.4, gizelge 4.5 ve ¢izelge 4.6’da gosterilmigtir.

Zaman yoniinden durum incelendiginde, cizelge 4.3’den de goriildigi
gibi, en yiiksek okratoksin miktan, 3. glinde saptanmis, 4. giinde ise azalma
gOstermig ancak 5. giin ve sonrasinda OT-A’ya rastlanamamigtir. Cahgmada
denenen diger siyah sporlu kiiflerinde ¢ok hizh bilyiidiigii ve bilylimenin yiiksek
oldugu noktalarda OT-A sentezininde en yiiksek oldugu bulunmugtur. OT-A’nin
5. giin ve sonrasinda saptanamiyor olmasmn nedeni ¢izelge 2.10°da da
belirtildigi gibi bazi siyah sporlu kiiflerin bir siire sonra ortamdaki OT-A’y: daha
az toksik olan a formuna degrede ediyor olmasi yada OT-A tiretmemesi olabilir.
Varga ve ark., (2000) caligmalarinda 4. niger strain CBS 120.49°un OT-A
degredasyon kinetigini sivi ve katt YES ortamlarinda denenmis ve TLC (Thin
Layer Chromatography) analizleri sonucunda gériilmiigtir ki, OT-A sivi YES
ortaminda, nisbeten yavasca degrede edilmis ve 7 giinliik inkiibasyon periyodu
i¢inde okratoksin-o’ya tamamen déniigtiiriilmiistiir. OT-A kat1 YES ortaminda, 2
glin icinde orjinal miktarinin (500 ng/ml) % 20°sinden daha az azalmis ve 5 giin
icinde daha az toksik okratoksin-a’ya tamamen donistiiriilmiigtiir. Yapilan TLC
ve HPLC analizlerinin her ikiside g&stermistir ki, OT-A kati ortamlarda sivi
ortamlardakinden daha hizli detoksifiye edilmektedir. Okratoksin-a kat1 ortamda
7 gin icinde daha sonra bilinmeyen bir bilesige degrede edilmekiedir. Bir
Aspergillus niger straini tarafindan gizlenen bir karboksipeptidaz, OT-A’y1
okratoksin-a. ve fenilalanin’e dekompoze etmektedir. Karboksipeptidaz-A’nin,
OT-A’y1 okratoksin-a’ya doniistiirebilecegi 6nceden bulunmustur (Deberghes ve
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ark., 1995). Yine bir diger ¢alismada 4. miger’in okratoksin-a’yi, daha sonra
bilinmeyen bir bilesige degrede ettigi belirtilmigtir (Harwig, 1974). Damoglou ve
ark., (1984), caligmasinda OT-A ireticisi olan ve olmayan iki strain denemis ve
sonucta OT-A tireticisi olan strainlerin zamanla OT-A’y1 metabolize edebildigini
saptamugtir. OT-A degrede edici mikroorganizmalarin simdiye kadar OT-A’y1
smurh toksiklige sahip okratoksin-o’ya doniistiirdigi saptanmigtir (Harwig,
1974). Askun, (2002), baz1 okratoksijenik kiif tiirlerinde OT-A olusumunun
zamana bagh degisimini inceledifi ¢calismasinda, Aspergillus alutaceus 39539’un
bitylime egrisini belirlemis ve bliylmenin en yliksek oldugu seviyeyi 712 mg’hk
kuru misel agirhf ile 6. giin olarak saptamigtir. Bizim galiymamizda ise 4.
tubingensis 298-T’nin en fazla misel afirhg, 0.7352 mg ile 4. giinde elde
edilmigtir. Buda gOstermektedir ki, test organizmamuz ¢ok hizhh bir biiylime
gostermekte ve difer organizmalara gbre daha erken 6lim fazina girmektedir.
Askun, (2002), aym ¢alismada, ka1 ve siv1 ortamlarda 4. ochraceus 37-10’un
OT-A iiretimini incelemis ve kat: ortamda 5.00 ppb., siv1 ortamda ise en yiiksek
OT-A tiretimini 17. giinde 82.7 ng/ml olarak elde etmistir. Bizde kat1 ortamda, 4.
tubingensis 298-T ile yapufimiz c¢aliymamizda maksimum OT-A miktarim 3.
giinde elde etmig bulunmaktayiz. Maksimum OT-A seviyelerine bu kadar kisa
zamanda ulagiliyor olmasimn nedeni, test organizmasimun ¢ok hizhi biiylime
gostermesi ve 6zellikle kat1 bir ortam kullanilmasi olabilir. Yaptifimiz ¢alismada
ozellikle kati ortam kullanma nedenimiz kullandifimiz referans metodun, kati
ortamdan 6rneklemeye olanak saglamasi ve dzellikle incelenen literatiirlerde OT-
A iiretimi igin kat1 ortamun elverislilifinin anlasgilmasindan ileri gelmektedir.

Sicaklik verilerine ait olan ¢izelge 4.4 incelendiginde, 20, 25, 30 ve 35
°C’de OT-A’min saptanmg oldugu, 30 °C’de en st diizeye ulagtifi, 35 °C’de ani
bir diistise gectigi, 20 °C’nin altinda ise hig Uretmedigi belirlenmistir. Burada
Aspergillus tubingensis 298-T’nin optimum biiylime sicakh1 ve bunun civarinda
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maksimum diizeyde OT-A sentezledifi , bu sicaklifin altinda yada stiindeki
degerlerde OT-A firetiminin azaldifi yada hi¢ iiretmedigi anlagilmaktadir.
Yapilan bir ¢aligmada, 10 °C’de 28 giin inkiibe edilen arpada A. ochraceus W
CBS 589.68 ve A. ochraceus SLV’nin OT-A sentezlemedidi ve s6z konusu
organizmalann iiremelerinin 25 °C’ye gbre daha az oldugu bildirilmigtir
(Haggblom, 1982). Damoglou ve ark., (1984), arpaya inokule edilen 4. ochraceus
IMI132429’un 5 °C’de inkiibasyon sonunda sayisinda degigme olmadifini ve OT-
A sentezlemedigi, P. viridicatum ATCC 26169’un sayisinda ise ¢ok yavag artig
olmakla beraber OT-A ve sitrinin sentezlemedifini bildirmistir. 10 °C’de
inkiibasyonda ise 4. ochraceus IMI 132429°un 32. giinde maksimum sayiya
ulagtifini, 100. giinde OT-A ve sitrinin sentezinin bagladifim ve 152. giinde
maksimum miktarda toksin saptandifim ancak daha sonra toksin miktarlarinda
azalma oldugunu belirtmislerdir. 20 °C’de inkiibasyonda ise 4. ochraceus IMI
132429°un 19. giinde en fazla olmak fizere ilk 50 giinde OT-A sentezledidi, daha
sonraki giinlerde toksin miktarinda azalma oldugu, 177. giinde ise hi¢ toksin
saptanamadig bildirilmigtir. Aragtirmacilar P. viridicatum ATCC 26169’un ise
20 °C’de inkiibasyonda 169 giin boyunca artan miktarlarda OT-A sentezlediZini
250. giinde ise OT-A miktarinda azalma oldugunu, sitrininin ise ilk 62 giin
boyunca sentezlenmedigini daha sonra sentezin bagladigimi ve 129. giinde
maksimum miktarda sitrinin saptandifini ancak iiremenin azalmasina paralel
olarak bundan sonra toksin miktarinin sifirlandifini belirtmigtir. Ramos ve ark.,
(1998), A. ochraceus’un 3 straini tarafindan, arpa taneleri iizerinde okratoksin
iretimi, "arpa ekstrakt agar ortami" ve arpa tanelerinde biiyiime iizerine, su
aktivitesi, sicaklik, zaman ve bunlarin etkilesimlerini aragtirdiklar: ¢aligmada, en
yiiksek okratoksin miktarlarinin, A. ochraceus strain 3.113 ve strain 3.38 izolats,
icin 25 °C’de sirasiyla yaklasik 12,949 ve 840,5 ppm A. ochraceus NRRL 3174
straini igin 30 °C’de 8450 ppm olarak bulunmustur., Bu c¢aliymada arpa
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tanelerinde okratoksin sentezine etki eden tek istatistiksel faktSr, izolat
faktoriidiir. Damoglou ve ark., (1984), yaptiklan ¢alismada, 4. ochraceus IMI
132429’un 0,85’lik su aktivitesinde (%20), otoklavlanmig arpa tizerinde, 10 °C’de
¢ok yavag biiylidiiflini ve okratoksin lretmedigini, fakat 20 °C’de ise 0,28 pg
OT-A/arpa ile maksimum bir iiretim gésterdigini bulmustur. Karagézii, (1998),
A. ochraceus ATCC 22947’nin iremesine ve OT-A sentezine besi yeri baglangic
pH’s1, inkiibasyon sicaklifi ve inkitbasyon siiresi gibi faktérlerin etkisini
saptamak lizere yaptifn ¢aligmada, 12 °C inkiibasyon sicaklifinin 4. ochraceus
ATCC 22947’°nin iireme hizim yavaglattif: ve 28 °C inkiibasyon sicaklifina gore
daha az miktarda biyomass liretimine neden oldugu ayrica OT-A sentezini ise
tamamen engelledigi, 4 °C inkiibasyon sicaklifinda ise organizmanin iremedigi
ve dolayistyla OT-A sentezleyemedigini belirtmigtir, Yapilan bu c¢aligmalarda
gostermektedir ki, sicaklik OT-A {iretimi {izerine olduk¢a etkili bir faktordiir.
Diisiikk ve yliksek sicakliklar biliylime ile OT-A iiretimini kisitlamakta veya
engellemektedir. Optimum sicakliklarda ise maksimum OT-A iiretimine ¢ok daha
erken erisilebilmektedir. Bizim ¢alismammzda maksimum OT-A {iretimine 30
°C’de 3 giinliik inkiibasyon sonrasi ulasilmigtir. Haggblom, (1982), yaptifa
calisma sonucunda OT-A sentezinde gorev alan enzimlerin, primer
metabolizmada gorev alan enzimlere gore diigiik sicaklifa daha duyarh olduklars
fikrine varmig bu nedenle bizim g¢aligmamizda 15 °C ve altinda toksin
saptanamamasimn nedeni bu olabilir ayrica yukarida agiklanmmg olan diger
calismalar goz Sniinde tutulduunda maksimum OT-A sentezlenen sicakhfin ve
maksimuma ulasilan derecelerin tiirlere gore farklilik g8sterdigi anlagilmaktadur.

Cizelge 4.5’te % sakkaroz igeriBinin etkisi incelenmistir. %5 ve % 30°luk
sakkaroz igeriginde OT-A saptanamazken, en yiksek miktar % 20 sakkaroz
iceriginde saptanmigtir. Burada Aspergillus tubingensis 298-T’nin optimum %
sakkaroz igerigi ve bunun civarinda, OT-A sentezledigi ancak ¢ok diisiik yada
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cok yliksek seviyelerde sentezleyemedifi goriilmektedir. Bu durum bize %5°lik
sakkaroz igeriinin OT-A tretimi i¢in yetersiz, % 30’luk sakkaroz igerifinin ise
OT-A sentezini baskilar nitelikte oldugunu diisiindiirmektedir.

pH yoniinden durum incelendiginde, ¢izelge 4.6’dada gériildiigti gibi pH
3, 9, 10°da OT-A saptanamamig, en yiiksek miktar ise pH 5°te bulunmustur.
Burada ¢ok asidik yada ¢ok bazik pH’larin OT-A sentezini kisitladigi yada
engelledigi goriilmektedir. Wheeler ve arkadaglari, (1991), 4. ochraceus FRR
543, 1588, 2360 ve 3032’nin radial gelisimine 25, 30 ve 37 °C inkiibasyon
sicakhfinin ve pH etkisini arastirdiklan bir ¢caligmada 25 ve 30 °C’lerin optimum
sicakliklar oldugunu, asidik pH’larin A. ochraceus’larin geligsimine daha uygun
oldugunu ve pH 3,5-4,0’1n optimum pH’lar olduklarim ve pH 6’'min izerindeki
degerlerde gelisimin azaldifim belirtmislerdir. Oysa Aspergillus tubingensis 298-
T ile yaptigimiz galisgmada pH 5-6 optimum degerler iken , pH 9’a kadar OT-A
tiretimi saptanmgtir.

Karagézli, (1998), 4. ochraceus ATCC 22947 ile yaptifi ¢alismada, en
fazla biyomass afirh§ ve OT-A’yr baslangic pH’s1 5,5 olan besiyerinde, 28
°C’de, 14 giin inkiibasyon sonunda saptamigtir. pH 6,5 olan besiyerinde de aym
inkiibasyon sicaklifi ve siiresi sonunda pH 5,5 olan besiyerinde elde edilen
bulgulan elde etmig, pH 4,5°in test organizmasimn {iremesini ve OT-A sentezini
geciktirdigi ve kisitladifim saptamgtir.

Calismamizda kullandiimiz metod, funguslarin saf ktiltiirlerinde liretilen
OT-A’nin, hizhi ve net bir sekilde belirlenmesini saglamigtir. Bu y6ntem ¢ok
miktarda dogal substrat yada kiiltiir ortaminin kullamldifi, ¢bzeltileri pahal olan
ve yogun calisma gerektiren difer konvansiyonel yontemlere gore avantajhdir.
Yontemin basitlii, ¢ok sayida fungal izolatin taramasmna (screening) ihtiyag
duyuldugunda ¢ok kullamsh olmaktadir. Diger bir avantaji ise ekstraktlarn
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berrak ve HPLC kromatogramlarimin interferans gostermemesidir (Bragulat ve
ark., 2001).

Sonuglar incelendifinde calismamizda kullandifimuz  Aspergillus
tubingensis 298-T’nin %15-20 sakkaroz igeriginde, pH 5’te, 30 °C’de, 3 giinlikk
inkiibasyon sonunda en yiiksek diizeyde OT-A firettigi bu degerlerin istiinde ve
altinda OT-A {iretiminin kisitlandi§1 yada engellendigi saptanmigtir.
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6.ONERILER

Caligma sonuclarimiz gostermisti ki, Section Nigri’ye ait olan siyah
sporlu Aspergillus tlirleri uygun sartlar olustugunda gok hizli bir sekilde geligme
gOstererek hemen toksin olugturmaya baslayabilmektedir. Bu gruptan olan A.
tubingensis 298-T blylimesi i¢in elverisli olan zaman, sicaklik, pH ve %
sakkaroz igeriginde en yiiksek diizeyde OT-A sentezlemektedir. Buna gore kiifler
ve onlarin zararh toksik etkilerinden korunabilmek amaci ile hammaddeden, son
{iriine hatta tagima ve depolama agamalarinda siirekli kontrol yapilmali, {iretim
hatts ve sonrasinda kosullar kiiflerin biylime siirlari diginda tutularak korunma
saglanmalidir.
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Injection Date FFL3/04 4:16:21 PH

Sample Hame : ormek 27 Vial = -
Acg. Qpex&tor : BEvoMOEERDISLIR

Acg. Hethod ¢ C:\BFCEEM\I\HETBCDS\ORRAZ .M

Last changad t 7f13/04 2:26:28 F¥ by BiYmDISLIE

(modified after loadinq)%

€3 \EPCEEM\ 1} \METHODS\OKRAZ

6£7/04 3:23:21 B™ by anmzsx.m

Okratoksin B2 metoda
R

Analysis Method
Last changed

"o"
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: 35
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: H
1 . s
: i
: Pl
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=
i
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i y S
s
-3 . z & I & ma
ESTD Percent Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified = ¥onday, June 07, 2004 3:03:15 ¥
Hultiplier H ¥.0000
Dilution B E.GO0Q
Sample Amoont z 2¢.00000 [ng/mi}
Sigmal 1: FLDI A, Ex=333, Em=477F
RetTime Type Area Rat/Area Emcant Grp |Hame
fmin} 21 g *s %
S { E —t
8.650 M 1410576 2.7226Z2e-1 19.202299 ochratoxingt
Totals © I9.202299
Results obtained with emhanced integrator?
v+« End of Report **%
Instrument 1 T/15/04 11:02:49% 2 sivowdgemisiin Page £ of L
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