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ONSOZ

Sofrahik siyah zeytin firetiminde diinyada birinci sirada yer alan iilkemiz zeytin
ithracatinda diinyada besinci sirada yer almaktadir. Bunun nedeni ise geleneksel
yontemlerle, yeterli egitime sahip olmayan iireticiler tarafindan iiretim yapilmasidir.
Sonugta salamura ylizeyinde kiif olusmakta ve bu durum mikotoksin olusumu
tehlikesi nedeniyle her zaman beraberinde potansiyel bir saghk riski tagimaktadir.
Kiifler aym zamanda pargalayic1 6zellik tasidigindan aym zamanda giiriik ve kalitesiz
zeytin elde edilmesine sebep olmaktadir. Bu nedenle bu galismada, zeytinde
mikotoksin varhg: incelenmistir.

Bu tezin hazirlanmas: sirasinda, gahsmamm yonlendiren ve her tiirlii destegi gosteren
Saym Prof. Dr. Dilek Heperkan’a, her zaman yanimda olan egime ve aileme sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Mayzs, 2001 Burgak EROL MERIC
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PENICILLIUM CINSi BAZI KUFLERIN MIKOTOKSIN OLUSTURMA
OZELLIKLERININ ZEYTINDE INCELENMESI

OZET

Zeytin Tiirkiye’de ve diinyada Onemli iiretim ve tiiketim miktarlarma sahip
iirtinlerden biridir. Tirkiye toplam zeytin iiretiminde diinyada ikinci sirada, siyah
zeytin iiretiminde ise diinyada birinci swrada yer almaktadwr. Uretimdeki bu
siralamaya ragmen ihracatta Tiirkiye diinyada besinci sirada yer almaktadir. Bunun
nedeni hatah {iretim sonucu mikrobiyolojik olarak kirli ve diisiik kalitede zeytin elde
edilmesi ve bu tir zeytinin de diinya pazarna hitap etmemesi olarak
diigtiniiimektedir.

Tiirkiye’de salamura siyah zeytin firetimine bakacak olursak; salamura siyah zeytin
iiretiminde kaliteye etki eden en onemli faktorler hasat zamam ve toplama geklidir.
Hasadm elle yapilmas: tavsiye edilir. Zeytinler hasat edildikten sonra plastik kasalara
konularak igletmeye tagmir. Salamurahaneye gelen zeytinler burada segme ve
siniflandirma iglemine tabi tutulurlar. Bunun sonrasinda yikanan zeytinler, tuzlu suya
konularak fermantasyon. siireci baglatilmis olur. Fermantasyonu sona eren zeytinler
sudan ¢ikarilarak havalandirma islemine tabi tutulur ve daha sonra tekrar bir segme
ve smiflandirma islemine tabi tutularak, ambalajlanir ve tiiketime sunulur.

Siyah zeytinin @iretim siirecinde salamura agamasinda salamura yiizeyinde olusan
film incelenmis ve bu filmin tizerinde Penicillium, Aspergillus, Rhizopus cinsi kiifler
ile bir kisim mayamn bulundugu tespit edilmistir. Bu da zeytin iiretimi swrasinda her
zaman potansiyel bir mikotoksin olugumu tehlikesi bulundugunu géstermektedir.

Cahgmamizda siyah zeytinde mikotoksin tehlikesinin incelenmesi amaglanmgtir.
Cahgmaya oncelikle siyah zeytinde kiif florasinmm belirlenmesi ile baglanmugtir. Bu
amagla 42 adet siyah zeytin Orneginden kif izolasyonu ve identifikasyonu
yapilmustir. incelenen 6meklerin % 23.8’inde Penicillium crustosum, % 9.5’inde
Penicillium viridicatum, % 2.4’tnde Penicillium citrinum, % 2.4’tinde Penicillium
digitatum, % 2.4’tinde Penicillium roquefortii kiifi tespit edilmistir. Bu agamadan
sonra siyah zeytinden izole edilen P.crustosum izolatlarindan biri segilerek zeytinde
ve MEA (Malt Extract Agar) besiyerinde penisilik asit olusturup olusturmadif
analiz edilmistir. Yapilan analizlerde zeytinden izole edilen P.crustosum ve ithalatg
firmadan temin edilen referans P.crustosum’un MEA’da penisilik asit olusturmadif
tespit edilmigtir. Zeytinden izole edilen ve ithalatgi firmadan temin edilen referans
P.crustosum ile asilanarak 25°C de % 100 bagil nemli ortamda 21 giin siire ile
inkiibe edilen zeytin 6rneklerinde de penisilik asit olusmadif tespit edilmistir. Bu
asamadan sonra P.citrinum’un MEA’da ve zeytinde sitrinin olusturup olugturmadi:




analiz edilmigtir. Bu amagla ithalatgi firmadan temin edilen referans P.citrinum
kullamlmigtir. P.citrinum’un MEA besiyerinde sitrinin olugturdugu tespit edilmigtir.
Referans P.citrinum ile agilanan ve 25°C de % 100 bagil nemli ortamda 21 giin siire
ile inkiibe edilen zeytinlerde de sitrinin olusumu tespit edilmigtir.

Cahsmamiza bu asamadan sonra Istanbul’daki gesitli marketlerden ahnan 50 adet
zeytin numunesinde sitrinin tayini yOniinde devam edilmigtir. Satiy agamasinda
bulunan 50 adet zeytin numunesinin 41 adetinde sitrinin toksininin bulundugu tespit
edilmigtir. Bu miktar analiz edilen zeytin toplamumn % 82’sini gostermektedir ki bu
biiyik bir kirlilik oramdrw. Sitrinin tespit edilen zeytinlerde sitrinin miktarinin
ortalamas: yaklagik 139 ppb’dir. Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde sitrinin ile ilgili
kabul edilebilir bir limit bulunmamakla birlikte aflatoksin igin kabul edilebilir en
yiksek deger 10 ppb’dir. Cahgmada tespit edilen degerler bu degerin ¢ok
iizerindedir. Bu sebeple zeytinlerin iiretim prosesinde kiiflerin iiremesini kontrol
alima alacak yOntemlerin uygulanmasi1 gerekmektedir. Kiiflerin gidalarda
bulunmasmn en mubtemel nedeni c¢evresel faktOrlerdir. Sicakbk, tuz
konsantrasyonu, bagil nem ve gidanin bilesimi gibi cesitli kritik faktorlerin kiif
gelisimi ve mikotoksin iiretimi {izerinde biiyiikk bir etkisi bulunmaktadir. Bu
faktorlerin kiif gelisimi ve toksin olusumu {izerindeki etkisinin aragtinlmas: gidalarda
bulasma ve bozulmalarm onlenmesi i¢in faydah olacaktir. Zeytinde kiif geligimi ve
mikotoksin olusumuna sebep olan kaynaklar ortadan kaldirimahdir. Bunun igin
zeytinin starter kiiltiir kullanilarak modern yontemlerle iiretilmesi gerekmektedir.



THE INVESTIGATION OF MYCOTOXIN FORMATION PROPERTIES OF
PENICILLIUM STRAINS IN OLIVE

SUMMARY

Olive is a product with important production and consumption figures in Turkey and
in the world. Turkey is number second in total olive production, and is the first in
total black olive production in the world. However, Turkey is the fifth country in the
total exportation of olive in the world. The reasons for this are, contaminated and low
quality olives obtained as a result of wrong production méthods, and the fact that
low-quality olives don’t appeal to the world market.

Looking at the production method of black olive in brine in Turkey, the most
significant factors effecting the quality are the harvest time and the picking methods.
It is recommended that harvest should be made manually. After the harvest, olives
are put in the plastic cases and transferred to the factory. At the factory, olives are
selected and classified. Afierwards, they are washed and pickled in brine, which
begins the process of fermentation. After the fermentation, olives are taken out of the
brine and aerated. Then, there is another selection and classification process which is
followed by the packing of the olives. After packaging, they are ready for

consumption.

During the production process of black olives a thick film on the surface of the brine
has been observed, and it was found that this film was formed by Penicillium,
Aspergillus and Rhizopus species and some yeasts. This shows that there is always a
potential risk for mycotoxin formation during the production process of olive.

In our study we aimed to investigate the mycotoxin hazard in black olives. The study
begins with the analysis of mould flora in black olives. For this, molds were isolated
and identified from 42 black olive samples. 23.8 % of the investigated samples
contained Penicillium crustosum, 9.5 % contained Penicillium viridicatum, 2.4 %
contained Penicillium citrinum, 2.4 % contained Penicillium digitatum, 2.4 %
contained Penicillium roquefortii. Then, one of the isolated P.crustosum was sclected
and formation of penicillic acid by this mold in olive and in Malt Extract Agar was
analyzed. In the analysis, the isolated P.crustosum and the reference P.crustosum
bought from an importation company was used. It was found that both isolated and
reference P.crustosum do not produce penicillic acid in Malt Extract agar. Then, the
olives that were inoculated with reference and isolated P.crustosum and incubated at
25°C, 100 % relative humidity for 21 days were analyzed and no penicillic acid
formation was observed. After this, formation of citrinin by P.citrinum in MEA and
in olive was analyzed. The reference P.citrinum bought from an importation



company was used. P.citrinum produced citrinin in MEA. The olives that were
inoculated with the reference P.citrinum and incubated at 25°C, 100 % relative
humidity for 21 days were analyzed and citrinin formation was also observed in
those olives.

After this, we began to analyze citrinin formation in 50 olive samples that were
bought from different markets in Istanbul. In 41 out of 50 olive samples that were in
the period of sale, citrinin was observed. This figure stands for 82 % of total
analyzed olives and it shows a high contamination. The average citrinin amount of
citrinin-contaminated olive was 139 ppb. In the Turkish Codex of Food Regulations
acceptable limit about citrinin is not defined, however, the acceptable values for
aflatoxin is 10 ppb. The figure gained at the end of this study in is much higher than
that acceptable figure. Therefore, methods of controlling mold in the production
process of olives must be found. The occurrence of molds in food is strongly
dependent on environmental factors. Substrate composition, temperature, relative
humidity are the most critical factors that have great impact on fungal growth and
mycotoxin production. A search about the effects of these factors on fungal growth
and mycotoxin production could be useful to prevent spoilage and contamination in
food. The sources which provide mould growth and mycotoxin formation in olive
must be inhibited. For this reason, olives must be produced with the aid of a starter
culture using modern methods of production.



BOLUM 1

GIRIS

1.1 Giris ve Amag

Tim diger gida maddeleri gibi zeytin endiistrisi de Oncelikle evlerde kiiiik
miktarlardaki tiretimle baslamims ve sonralarn basarih bir sekilde nesilden nesle
aktanlarak giiniimiize defin gelisimini siirdiirmiigtiir (Fernandez ve dig., 1997).
Zeytin Tiirkiye’nin  Snemli tarim iiriinlerinden biridir. Diinyada ve Tiirkiye’de
kahvaltilarda, yemeklerde ve salatalarda ¢esitli amaglarla kullamimaktadir.

Tiirkiye’de ve diinyada baghca 4 ana tipte zeytin bulunmaktadr (Fernandez ve dig.,
1997).

e Yesil zeytin

e Salamurada siyah zeytin

o Kuru tuzlanms siyah zeytin

e Degisken renkli zeytinler
Ulkemizde siyah zeytin {iretimi gelencksel yontemler ile biiyiik salamura
havuzlarinda yaklagkk % 10 tuz konsantrasyonunda yaklasik 6-12 ay fermente
edilerek yapilmaktadir. (Anon., 2000). Bu siire igerisinde havuzlarm yiizeyinde kiif
olusumu gozlenmektedir (Oral ve Heperkan, 1999). Kif olusumu hem zeytinin
yapismm bozulmasma yol agmasi bakimndan hem de toksin olusumu bakmmindan
zeytin {iretiminde Snemli bir sorun balini almstir. Literatiire gore zeytin iiretimi
srrasinda salamura yiizeyinde olugan kiiflerin biiyiikk cogunlufunu Aspergillus,
Penicillium ve Rhizopus tiirleri olusturmaktadir (Fernandez ve dig., 1997). Bu
tirlerin biiytk bir ¢ogunlugu toksin olusturma o&zelliine sahiptir (Gourama ve
Bullerman, 1988; Samson ve dig., 1992). Literatiirde ¢ok sayida rastlanmamakla



birlikte Oral ve Heperkan (1999) yaptiklari cahsmada Penicillium cinsi kiiflerin
zeytinde toksin olusturma 6zelliklerini incelemis ve toksin olugumunu tespit etmistir.

Bu cahsmada Istanbul’da gesitli marketlerde satisa sunulmus siyah zeytin
omeklerinde mikotoksin varhgmn incelenmesi amaglanmustir. Ornekler 2 farkh
Penicillium tirti ile asilanarak, zeytinde penisilik asit (penicillic acid) ve sitrinin
(citrinin) olusturma Ozellikleri, optimum kosullarda incelenmigtir. Penicillium
citrinum’un zeytinde sitrinin olugturdugu belirlendikten sonra Istanbul’da yer alan
cesitli marketlerden temin edilen 50 adet siyah zeytin numunesinde sitrinin analizi
yapilmis ve sitrinin bulundugu tespit edilen 6rneklerde miktar tayini yapilmugtir. Bu
sayede lilkemizde zeytin iiretimindeki risklere dikkat ¢ekmek ve literatiire katki
saglamak amaglanmgtir.



BOLUM 2

LITERATOUR OZETI
2.1. Zeytin Uretimi ve Ticareti

2.1.1 Zeytinin Botanik Tanim

Zeytin Oleaceae ailesinin Olea cinsinin Olea europaea tiiriindendir. Bu tiir Olea
cinsinin tropikal ve yan tropikal bblgelerinde bulunan, zeytin ve zeytinyag {iretimi
i¢in yenilebilen meyve veren tek tiiriidiir. Zeytin agag tizerinde yetigmekte olup $ekil
2.1’de zeytin agaci ve Sekil 2.2°de zeytin dahnda zeytin meyvesinin goriiniimii
gosterilmistir (Fernandez ve di§., 1997).

Zeytinin en ¢ok bilinen 4 tiirii vardir (Caran,1989; Fernandez ve dig., 1997).

1. Yesil Zeytin : Bu tip zeytinler , olgunlagsma periyodunda renk degisiminden 6nce
normal boyuta ulagmig meyvelerden elde edilirler.

2. Degisken Renkli Zeytinler : Tam olgunluga ulagmadan 6nce hasat edilen giil,
giil-sarap kangim, kahve renkli meyvelerden elde edilir. Alkali ile muamele
edilerek ya da edilmeden tiiketime sunulabilir. California tipi yesil zeytinler bu
smifa dahil edilebilirler.

3. Dogal Siyah Zeytinler : Tam olgunlasmis meyvelerden elde edilirler. Hasat
edilme zamanlarina gore kirnmzmmsi, siyah, menekse-siyah, koyu menekse,
yesilimsi siyah ve koyu kestane rengi olabilirler.

4. Siyah Zeytinler : Tam olgunlagmams olarak hasat edilen meyvelerden elde
edilirler. Oksidasyon sonucu siyah renk ahrlar ve acihklan alkali muamelesiyle
giderilir. Bu tip zeytinler salamura i¢inde saklanirlar ve 1s1 ile sterilize edilirler.
California tipi olgun zeytinler bu smifa dahil edilebilirler.



Sekil 2.2 Zeytin dalinda zeytin meyvesinin gériintimii.

2.1.2 Tiirkiye’de Zeytin Tiplerinin Bélgelere Gore Dagihm

Tiirkiye’nin en Onemli zeytin yetigtirilen yoreleri asagidaki gibidir (Caran, 1989;
Tunalioglu, 1994).

1. D;mat

Tiirkiye’de yesil zeytin iiretimi icin en begenilen ekin tiirlidiir. Diizensiz sekilli
meyveler Ispanyol Alorena tipi zeytinlere benzer. Yam liflidir ve yag miktar1 meyve



agirhgmm %22 sini olugturur. Kilograminda ortalama 180/190 meyve (zeytin tanesi)
bulunmaktadir.

2. Gemlik

Salamurada dogal zeytin iiretimi i¢in Tiirkiye’de en ideal zeytin tiirlidiir. Meyvelerin
belirgin bir ucu vardir ve ortalama kilogrammda 270/280 meyve bulunmaktadir. Et
ve gekirdek oram 6/1°dir. Yag miktan %24 diir. Tiirk pazarmin %50 sini olugturur ve
Marmara Bélgesindeki zeytinlerin %80 ini olusturur.

3. Memecik

Ege Bolgesinin zeytinidir. Gemlie benzer gekilde belirgin bir uca sahiptir ve
ortalama kilograminda 205/215 meyve bulunmaktadir. Ispanyol, Picual tipini andirir.
Yag miktar1 %22°dir ve et ¢ekirdek oram Gemliginkine benzer. Bu tiir Tiirkiye’de
en ¢ok yetistirilen zeytin agaci tiiridiir ve 6zellikle yag {iretimi igin kullanthr. Aym
zamanda, yesil ve dogal siyah zeytin tiretimi i¢in de kullanilabilir.

4. Memeli

Bu Tiirkiye’deki 4.6nemli zeytin tiiriidiir. Meyveler kiigiik bir uca sahiptir ve
kilograminda ortalama 200/210 meyve bulunmaktadir. Et ¢ekirdek oram 7/1°dir. Yag
orani %25 civarindadir ve daha ¢ok yesil zeytin iiretimi i¢in kullamhrlar.

5. Edremit veya Ayvahk

Bu zeytin tiirii Ege sahiline yakin bir bélgede bu tiire alternatif adim veren iki ilge
arasmda iiretilmektedir. Meyveler yuvarlak yapidadir. Kilogrammda 290-300 meyve
bulunmaktadir. Et gekirdek oram 5/1°dir.Yag oram %25 tir. Yesil ve dogal siyah

zeytin {iretimi i¢in uygundur.

Diger Tiirk zeytin tiirleri toplam iiretimde daha az paya sahiptir ancak sofralik zeytin
iiretimi agismdan 6nemli potansiyele sahip olan diger tiirler asagida belirtilmektedir
(Fernandez ve dig., 1997).

6. Izmir Sofralik

Iyi bir yapiya ve belirgin bir uca sahiptir. Yag oram %18’dir . Kilograminda ortalama
140-150 meyve bulunmaktadir. Et gekirdek oram 6.5/1°dir ve yesil zeytin tiretimi
i¢in uygundur.

7. Cilli

Yuvarlak meyveye sahiptir. Yag oram %16 dir. Et ¢ekirdek oram 6.5/1°dir ve yesil
zeytin olarak Gretildiginde miikemmel bir yapiya sahiptir.
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8. Celebi

Ortalama kilogrammda 90-100 meyve bulunmaktadir. %16 gibi diigik bir yag
orammna sahiptir. Et ¢ekirdek oram 5/1°dir.

9. Uslu

Bu sadece Izmir gevresinde yetisir. Ortalama kilograminda 290-300 meyve
bulunmaktadir ve dogal siyah zeytin iiretiminde kullanilir.

2.1.3 Diinyada Sofrahk Zeytin Uretimi

Sofralik zeytin diinyada en onemli fermente iiriinler arasmdadir.1994/95 sezonu igin
diinyada iiretim miktar1 900.000 tonun iizerindedir. Sekil 2.3°de periyodik olarak
diinyada zeytin tiretimindeki degisim gdsterilmistir.
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Sekil 2.3 Son 35 yilda diinyadaki toplam zeytin liretim miktan (Fernandez ve dig.,
1997).

Uretimin gegirdigi evreleri gérmek icin Sekil 2.3°deki degerlere goz atacak olursak

ginliimiiz {iretim miktarmin 1960’larn  bagindaki rakamlarm iki katindan daha

fazlasina ulagtigim gorebiliriz (Fernandez ve dig., 1997).

Bu artisa sebep olan ¢ok sayida faktsr bulunmaktadir. Ispanya gibi temel iiretici
iilkeler gelencksel zeytin yag iireticiliginden sofrahk zeytin ireticilifine doniis
yapmuslardir. Uretici {ilkeler aym zamanda cesitliligi arttwma yolma gitmislerdir.
Omegin Ispanya son 20 yilda dogal siyah zeytin ve konserve siyah-olgun zeytin
iiretimine gegmi§, Yunanistan salamurada dogal siyah zeytin iiretiminin yaninda
yesil zeytin iiretimine de baglamigtir. Aym zamanda geligmekte olan {ilkeler
uluslararasi alanda geleneksel fireticilerle birlikte artan bir pay almak ve yerlerini
saglamlastirmak istemektedirler. Proses ve saklama yontemlerindeki bilimsel



gelismelerin sagladif: faydalar gelismekte olan iilkelerde de hizla yayilmakta ve
iiretimlerini arttirmalan i¢in fayda saglamaktadir (Fernandez ve dig., 1997).

Bunda I0OC (International Olive Oil Council) nin rolii de biiyiiktiir. IOOC ¢ok
sayida egitim kurslam acarak uzman egitimciler yetistirmektedir. Iyi bir gelisme
olarak artan {iretim miktar1 aym zamanda artan bir tiiketim miktann ile
karsilanmaktadir.

2.1.4 Degisik Zeytin Tiplerinin Uretim Miktarlarina Gore Dagihmi

Ug ana tip zeytinin son 35 yildaki 5%r yilhk periyotlar halinde {iretim miktari
ortalamasi ve 1992/1993 sezonundaki iiretim miktar1 ortalamasi arasindaki
kargilagtrma Sekil 2.4’de gosterilmistir (Fernandez ve dig., 1997).
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Sekil 2.4 Diinyadaki toplam zeytin iiretiminin {i¢ ana tip zeytine gore dagilim.
(Fernandez ve dig., 1997).

Sekil 2.4’de sofralik zeytin iiretiminin biiyiik bir boliimiinii olugturan dogal siyah
zeytin, yesil zeytin ve degisken renkli zeytinin {iretim miktarlar1 kargilagtiriimgtir.
Siyah zeytinin biiyiikk c¢ogunlufunu dogal siyah zeytinler olusturmakta; degisken
renkli zeytinlerin biiylik ¢ogunlugunu konserve, California tipi zeytinler
olugturmaktadir. 1976-1990 siirecinde siyah zeytin iiretiminde digiis, yesil zeytin
tiretiminde ise kiigiik bir miktar yitkselme gozlenmistir. En belirgin gelisme 1986
yihindan sonra biiylikk bir artiy gosteren degisken renkli zeytinde gézlenmigtir. Bu
artiy sekilden de goriildiigti gibi 1990’lara kadar devam etmistir. Degisken renkli
zeytin iiretimindeki bu artign Ispanya ve Fas gibi iilkelerde iiretiminin artmasiyla
baglantih oldugu belirtilmektedir (Fernandez ve dig., 1997).



Dogal siyah zeytinlerin {iretimindeki azalma bu iiriinlerin ge¢ hasat edilme
gereksiniminden dolayr artmugtir. Geg hasat, kig aylarmdaki donmalara bagh olarak
buruguk {irtin riskini arttirmaktadir (Caran, 1989). Aym zamanda, ¢6ziiniir organik
bilesiklerin olgun meyvelerde yilkksek oranda bulunmasi, fermantasyon sirasinda ve
salamura asamasinda biiyiik agirhk kayiplarma sebep olmakta ve meyve i¢inde gaz
cepleri olugmasi gibi kusurlara egilimi arttwrmaktadir (Fernandez ve dig., 1997).

2.1.5 Zeytin Uretiminin Ulkelere Gore Dagihm
Zeytin iiretiminin iilkelere gére dagiim Tablo 2.1.”de gosterilmigtir.

Tablo 2.1. Toplam zeytin {iretim miktarinin yiizdeleri olarak zeytin {iretimi yapan
{ilkeler (Fernandez ve dig., 1997).

—_—

ULKE PERIYOD
. 1976/1980 1981/1985 1986/1990 1992/1993

Ispanya 23.4 23.6 25.1 22.2
Tiirkiye 17.1 15.5 12.9 10.0
Yunanistan 9.2 11.3 9.7 6.0
Amerika 9.6 8.8 9.5 14.7
italya 10.3 9.0 8.1 7.0
Fas 6.9 6.1 8.0 8.0
Suriye 42 5.0 7.2 8.0
Arjantin 4.1 45 4.0 33
Portekiz 2.8 2.8 2.4 1.6
Peru 1.7 2.4 2.1 1.1
Misir 1.1 0.9 1.7 6.0
Meksika 1.2 14 1.5 1.0
Urdiin 1.2 1.2 1.2 1.2
Israil 1.1 1.8 1.2 1.2
Tunus 1.1 1.4 1.1 1.3

Tablo 2.1. son 20 yildan daha fazla siirede diinyadaki zeytin {iretimini
gostermektedir. Toplam {iretimin %90°m ilk on iilke kaplamaktadwr. Bunlardan en
onemlileri Ispanya, Tiirkiye, Amerika, Yunanistan ve Italya’dwr. Tabloda da
goriildiigii gibi Tiirkiye toplam zeytin iiretiminde diinyada ikinci tilkedir.



Tablo 2.2.°de toplam yesil zeytin iiretim miktarimin yiizdeleri olarak yesil zeytin

iiretimi yapan {ilkelerin siralamas1 gosterilmigtir.

Tablo 2.2. Toplam yesil zeytin tiretim miktarmin ylizdeleri olarak yesil zeytin tiretimi
yapan iilkeler (Fernandez ve dig., 1997).

O —

OLKE PERIYOD
1976/1980 _ 1981/1985 _ 1986/1990  1992/1993

Ispanya 49.2 43.9 40.9 34.4
Suriye 6.0 7.8 11.6 113
Arjantin 9.4 10.2 8.1 6.6
Fas 5.5 4.5 7.1 7.1
Yunanistan 2.9 5.7 62 5.0
ftalya 6.9 5.7 43 33
Tsrail 23 32 4.0 3.0
Tirkiye 1.9 22 3.6 3.0
Meksika 2.7 3.5 35 22
Portekiz 2.9 2.9 2.1 1.4
Misir 1.2 0.9 1.6 11.7
Amerika 2.1 1.3 1.0 0.0
Tunus 0.9 0.9 1.0 2.1
Urdiin 1.0 1.0 0.9 1.2

Tablo 2.2.’nin incelenmesinde goriildiigii gibi Ispanya yesil zeytin firetiminde birinci
srada yer almaktadr. Ispanya’daki yesil zeytin {iretim miktarnda azalma
gbzlenmektedir. Bu Ispanya’da firetimin azalmasmdan gok tiiketici talebinin ve diger
iilkelerdeki iiretim miktarmmm artmasma baghdir. Tablodan da goriildiigi gibi yesil
zeytin iiretiminde Tiirkiye alt siralarda yer almakta olup diinya srralamasinda 8.
siradadir (Fernandez ve dig., 1997).

Tablo 2.3.te toplam siyah zeytin {iretim miktarimn yiizdeleri olarak siyah zeytin
Gretimi yapan iilkelerin swalamasi gosterilmigtir. Tabloda goriildiigii iizere siyah
zeytin tiretiminde Tiirkiye, Yunanistan ve Italya diinya {iretiminin bityiik bir kismum
kaplamaktadir (Fernandez ve dig., 1997).



Tablo 2.3. Toplam siyah zeytin iretim miktarmm yiizdeleri olarak siyah zeytin
iiretimi yapan iilkeler (Fernandez ve dig., 1997).

-

ULKE PERIYOD
1976/1980 1981/1985 1986/1990 1992/1993

Tirkiye 324 32.1 25.8 25.9
Yunanistan 15.9 19.2 19.2 10.6
Italya 16.2 15.6 14.6 16.7
Fas 7.5 4.6 1.7 12.7
Suriye 4.1 44 6.7 1.7
Misir 14 1.2 3.9 1.0
Portekiz 34 3.7 3.5 32
Ispanya 4.9 2.2 33 3.5
Peru 33 5.1 3.2 . 22
Urdiin 1.7 2.0 23 24
Libnan 1.3 1.4 1.6 1.6
Tunus 1.2 1.8 1.3 0.6
Arjantin 1.1 13 1.2 1.6

Tiirkiye’nin siyah zeytin iiretiminde diinyada 1. sirada yer aldign Tablo 2.3.°te
goriilmektedir. Ancak siyah zeytin iiretiminde en bilyiik firetici olan Tiirkiye’nin bu
alandaki baskinhgmda son yillarda belirgin bir azalma gézlenmektedir (Fernandez ve
dig., 1997; Tunahoglu, 1994).

Tablo 2.4.te toplam degisken renkli zeytin firetim miktarmmn yiizdeleri olarak
degisken renkli zeytin {iretimi yapan tilkelerin siralamasi gGsterilmigtir.

Tablo 2.4. Toplam degisken renkli zeytin tiretim miktarmin yiizdeleri olarak
degisken renkli zeytin iiretimi yapan iilkeler (Fernandez ve dig., 1997).

ULKE PERIYOD

1976/1980 1981/1985 1986/1990 1992/1993
Amerika 60.9 434 46.8 54.8
ispanya 14.1 29.8 28.6 24.7
Fas 7.5 12.8 7.4 3.7
Tiirkiye 8.3 4.4 3.8 2.3
Suriye 0.0 0.7 3.8 2.3
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Tablo 2.4.te de goriildiigii {izere Amerika alkali ortamda oksidasyona ugrams
konserve siyah olgun zeytin iiretimine bagh olarak degisken renkli zeytin iiretiminde
belli bir agirhga sahiptir. Ancak Ispanya’da {iretim miktarmmn artmasma bagh olarak
Amerika’daki {iretim miktan yllar ilerledikge azalma géstermistir. Bu tip zeytin
iiretimi yapan diger iilkeler de Fas, Tiirkiye ve Suriye’dir. Bu iilkeler bu tip proses
icin modern fabrikalar insa etmektedirler (Fernandez ve dig., 1997).

2.1.6 Diinyada Zeytin ihracat:

Tablo 2.5.’te sofrabk zeytinlerin tiirlerine g6re ortalama ihracat miktarlan
gosterilmigtir.
Tablo 2.5. Zeytin tiirlerine gore ortalama zeytin ihracat1 (x 1000 ton) (Fernandez ve
dig.,1997).

Zeytin PERIYOD

Tipleri 1976/1980 1981/1985 1986/1990 1992/1993
Miktar % | Miktar % | Miktar % | Miktar %
Yesil Zeytin [ 110 57.6 116 52.7 133 52.6 109 53.4
Salamurada 54 28.3 56 25.5 72 28.5 55 26.6

Kuru Tuzlan. | 13 6.8 6 2.7 - - - -
Degisken R. 14 7.3 42 19.1 48 18.9 41 20.0

Tablo 2.5.’te goriildiigii gibi en ¢ok ihra¢ edilen zeytin tiirii yesil zeytindir. Bununla
birlikte salamurada siyah zeytin de gegmisten giinimiize kadar ihracattaki yerini
korumustur. Kuru tuzlanmig siyah zeytin ihracati 1976 —1985 yillari arasinda Gnce
belirgin bir diiiis gostermis giinlimiize gelindiginde ise ihracattaki paymm tamamiyla
kaybetmigtir. Tablo 2.5.’in incelemesinde de goriildiigii gibi degisken renkli zeytin
diinya ihracatindaki paym dikkat g¢ekici bir bigimde arttirma egilimi g&stermigtir
(Fernandez ve dig., 1997).

Uluslararas1 alanda zeytin iiretiminin biiyiik miktar1 yine iiretim yapan iilkelere ihrag
edilmektedir. Sadece kiigiik bir miktan zeytin iiretimi yapmayan iilkelere olmaktadr
Bu durum zeytin {iretimi yapilmayan iilkelerdeki tiiketim talebini arttirarak bu
iilkelere yapilan ihracatin arttirilabilecegini gostermektedir. Tablo 2.6.’da toplam
ihracatin yilizdeleri olarak sofralk zeytin ihrag eden fiilkelerin swralamasi

gosterilmistir (Fernandez ve dig., 1997).
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Tablo 2.6. Toplam ihracatin yiizdeleri olarak sofralik zeytin ihra¢ eden iilkler
(Fernandez ve dig., 1997).

—
T

ULKE PERIYOD
1976/1980 1981/1985 1986/1990 1992/1993

Ispanya 43.0 46.8 50.6 68.7
Yunanistan 21.5 23.0 19.1 17.1
Fas 17.8 13.7 14.1 22.7
Arjanitin 9.4 8.9 73 8.8
Tiirkiye 1.7 32 3.5 6.4
Fransa 1.3 1.3 1.2 1.3
Portekiz 1.0 1.3 1.2 1.3
Israil 0.4 1.,3 1.0 1.0
Amerika 1.1 1.2 0.8 0.5
italya 1.1 0.7 0.6 0.7
Cezayir 13 0.5 0.1 0.0
Urdiin - 0.9 0.4 0.5
Tunus 0.3 0.3 0.2 0.5

Tablo 2.6.’da goriildiigii gibi, Ispanya toplam ihracatin yarisma sahiptir ve bu konuda
yillardan beri siiregelen iistiinliigiinii korumaktadir. Tiirkiye Tablo 2.1.’e gére zeytin
iiretiminde diinyada 2.sirada yer alirken Tablo 2.6.’ya goére zeytin ihracatinda 5. iilke
olarak goriilmektedir. Bunun sebebi olarak diinya pazarma hitap etmeyen iiretim
hatas: fazla, diigiik kalitede zeytin tiretimi diigiinilebilir.

2.1.7 Diinyada Zeytin ithalat:

Diinyada zeytin ithalatina bakacak olursak; Amerika, Brezilya, Italya ve Fransa gibi
iilkelerin zeytin ithalatindaki tercihi Ispanyol tipi yesil zeytindir. Bulgaristan ve
Romanya, Yunan usulii salamurada dogal siyah zeytin ithal eden iilkeler olarak goze
carpmaktadir. Italya ve Amerika ise degisken renkli zeytin ithalatmda 6ndedir
(Fernandez ve dig.,1997).

Tablo 2.7.°de toplam ithalatn yiizdeleri olarak sofrahk zeytin ithal eden iilkelerin
siralamasi goriilmektedir. Tirkiye zeytin ithalatmda &memli bir paya sahip
olmadigmmdan Tablo 2.7.’de gosterilmemigtir.
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Tablo 2.7. Toplam ithalatn ylizdeleri olarak sofralik zeytin ithal eden dlkeler
(Fernandez ve dig., 1997).

ULKE PERIYOD
1976/1980 1981/1985 1986/1990

Amerika 22.6 22 29.0
Italya 13.4 13.1 14.8
Fransa 15.6 13.7 11.9
Brezilya 10.4 19.5 9.0
Kanada 5.8 4.8 4.8
Romanya 44 4.8 5.1
Almanya 3.8 4.6 4.0
Bulgaristan 5.6 4.5 2.8
Libya 1.2 29 2.8
Rusya - - 1.1
Misir 0.6 1.5 0.9
Ingiltere 1.1 1.0 0.8
Avusturya 2.0 1.6 0.7
Yugoslavya 0.8 04 0.4

Tablo 2.7. de de goriildiigi gibi Amerika zeytin ithal eden iilkeler arasinda 1. sirada
yer almaktadir. Italya zeytin ithalatinda 2. sirada yer alrken, Fransa 3., Brezilya 4.
sirada yer almaktadwr. Bu dért {ilke en 6nemli ve en biiyiik miktarda (%70) zeytin
ithal eden iilkeler olarak g6ze carpmaktadw. Bunu Kanada, Romanya , Almanya ,
Bulgaristan ve Libya toplam %20 lik bir payla takip etmektedir.

2.1.8 Diinyada Zeytin Tiiketimi

Dogal siyah zeytin tiiketim miktarlarmin ilkelere gére siralamasi Tablo 2.8.’de
gosterilmigtir. Tabloda da goriildiigii gibi siyah zeytin tiiketiminde Tirkiye diinyada
L.sirada yer almaktadir. Tiirkiye’yi italya ve Yunanistan izlemektedir.
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Tablo 2.8. Dogal siyah zeytin toplam tiiketim miktar yiizdelerinin iilkelere gore

dagihm (Fernandez ve dig.,1997).
ULKE PERIYOD
1976/1980 1981/1985 1986/1990

Tiirkiye 32.6 31.9 28.8
Italya 18.8 17.8 18.5
Yunanistan 6.4 6.3 6.3
Suriye 39 44 6.1
Fransa 3.4 3.7 4.2
Peru 3.2 5.0 3.7
Misir 1.7 2.1 3.4
Portekiz 3.1 3.1 3.0
Fas 2.2 1.8 2.1
Urdiin 1.9 1.6 2.0
Libya 0.8 1.9 1.9
Brezilya 0.9 14 1.8
Liibnan 14 14 1.5
Tunus 1.2 1.7 1.4
Almanya 0.4 1.3 14
Ispanya 2.9 1.2 1.5
Amerika 0.5 0.6 1.2

2.1.9 Deogal Siyah Zeytinler

Uluslar arasi alanda sofra zeytinlerine uygulanan birlesik standarda gére 10OC 1980
ve Spanish Government Presidency 1983) olgunlasmus ya da olgunlagsmadan hemen
Once hasat edilen meyvelerden elde edilen dogal siyah zeytinler, iiretim alam ve
hasat zamanina gére kirmizimsi siyah, menekse siyah, koyu menekse, yesilimsi siyah
ya da koyu findik rengi olabilirler (Fernendez ve dig., 1997).

Dogal siyah zeytin tiirii i¢in pazarm %30 unu kaplayan en 6nemli ticari hazirlama
tiirli salamurada dogal siyah zeytin olarak adlandirihr. Bu grubun igine alkali ile
islem gérmemis ve direkt salamuraya brakilmis siyah zeytinler de dahildir. Bu
zeytinler alkali ile muamele edilmis zeytinlere gore belirgin meyvemsi tada ve acimsi
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bir lezzete sahiptir. Bu tiir zeytinler salamurada dogal fermantasyona birakilir
(Anon., 2000; Borcakh ve di3., 1994; Fernandez ve dig., 1997).

2.1.10 Tiirk Tipi Salamurada Dogal Siyah Zeytin Uretimi

Tirk tipi salamurada dogal siyah zeytin iiretimi akiy semasi Sekil 2.5°te
gosterilmistir.

Hasat

v

Tagima

v

Se¢me ve Simiflandirma

v

Yikama

\

Tuzlu Suya Koyma (Fermantasyon)

v

Havalandirma

v

Se¢me ve Smiflandirma

v

Ambalajlama

Sekil 2.5 Tiirk Tipi Salamurada Dogal Siyah Zeytin Uretimi Akis Semasi
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2.1.10.1 Hasat

Dogal siyah zeytin salamuraciiginda kaliteye etki eden en Gnemli faktSrler hasat
zamam ve toplama seklidir. Olgun meyvede renk kabukta ve ette gesitlere gore
kirmizi, menekse, siyah ve kahverengi tonlarinda degisebilir. Ancak dikkat edilmesi
gereken yOn sadece kabuk renginin koyulagmas: degil, rengin ete de gekirdege 2 mm
kalincaya kadar islemesidir. Hasat zamam tarih olarak bolgelere, ceside ve iklim
sartlarma gore degigsmekle birlikte Kasim — Subat aylarmda olur. Hasat elle
yapiimahdir (Anon., 2000; Caran, 1989).

2.1.10.2 Tagima

Toplanan zeytinler 15-20 kg bk plastik kasalarla tagmr, kasalarm alt koseleri 3-5 cm
yikseltilerek hava sirkiilasyonu saglanir, bdylece zeytinlerin bozulmalari Snlenir
(Anon., 2000). '

2.1.10.3 Secme ve Smiflandirma

Salamurahaneye gelen zeytinler dal ve yapraklarindan aymlarak yarah, kusurlu,
hastalikh ve zararh vuruklu, farkh olgunluktaki taneler ayiklanir. Saglam taneler ise
boylarma gore smiflandirilir (Fernandez ve dig., 1997; Anon., 2000).

2.1.10.4 Yikama

Yikama, zeytinin {izerindeki toz ve topragmn atilmasiyla ileride olusabilecek herhangi
bir bozulma tehlikesinin Onlenmesi agisindan Onemlidir. Yikama ya zeytin dolu
havuzlara istten su verilerek alttan belirli zamanlarda bu suyun atilmas: veya zeytine
su piskiirtmek suretiyle yapilabilir. Yikama siiresinin fazla uzun olmasi, sekerin
fazla harcanmasi, ileride gaz cebi olusmas1 gibi sakincalar dogurabildiginden 1-2
saatlik yikama yeterlidir (Anon., 2000; Caran, 1989) .

2.1.10.5 Tuzlu Suya Koyma (Fermantasyon)

Kullamlan fermantasyon kaplarina ayn bir yerde hazirlanan %10 luk tuzlu su, kabmn
hacminin %73’ oraninda konur, iizerine zeytin bosaltilr. Kabin agz zeytinlerin
yiizmemesi i¢in kafes seklinde delikli kapla kapatilir. Baslangigta gaz ¢ikisi
nedeniyle kapaklar hafif, daha sonra sikica kapatilir. Zeytin ve salamura arasinda bir
osmos olur. Zeytin biinyesindeki suda eriyen maddeler salamuraya gegerken, zeytin
biinyesi salamuradan tuz ahr, salamuranin tuz oram diiger. Salamura ile tuz oram
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arasmdaki denge salamura konulduktan sonra 1-5 ay iginde kurulur. Bu nedenle
baslangicta haftahk somra aylik tuz kontrolleri ile tuz O&lgiilmelidir. Tuz agirhd
nedeniyle dibe ¢oker. Sirkiilasyon ile salamurada tuz homojen hale getirilmelidir
(Borcakh ve dig., 1994; Fernandez ve dig., 1997).

2.1.10.6 Havalandirma

Fermantasyonu sona eren, tathlagan zeytinler sudan ¢ikarilr. Havalandirmaya tabi
tutularak karartilbr. Havalandrma, bu siire iginde kompresorlerle veya serilen
zeytinler dogrudan hava ile temas ettirilmek suretiyle yapilabilir (Alperden ve dig.,
1994; Anon., 2000).

2.1.10.7 Se¢me / Smiflandirma

Seritler iizerine serilerek havalandirlan zeytinler segme ve smiflandirma islemine
tabi tutulur. Kararan zeytinlerin oldugu seritler ayrma bandma girer, yarah ezik,
Ozurli ve acik renkliler aynbir. Zeytin elevatSrlerle simflanduma kemerine girerek
burada boylarina ayrilir (Alperden ve dig., 1994; Anon., 2000; Fernandez ve dig.,
1997).

2.1.10.8 Ambalajlama

Segilip boylanan zeytinler kuru ve sulu olarak iki sekilde ambalajlanir. Sulu
ambalajlamada zeytinler % 8-9 tuzlu su iginde lakh tenekelere konur. Eger
zeytinlerde kiiflenme sorunu varsa muhafaza amaciyla Potasyum veya Sodyum
sorbat ya da benzoatlardan faydalanilir. Ayrica istenilirse pastdrizasyon yapilabilir.
Kuru ambalajlamada zeytinlerin suyu 1s1 uygulanarak veya buharlagtmlarak nem
miktar1 %20 nin altma digliriilir. Nemi azalan zeytinler polyester polietilen
torbalarda havasi almarak ve azot gazi verilerek ambalajlanabilir (Alperden ve dig.,
1994; Anon., 2000).

2.2 Ham Zeytinin Bilesimi

Ham zeytinin bilegimi Tablo 2.9.”da verilmigtir.
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Tablo 2.9. Ham Zeytinin Bilesimi (Fernandez ve dig.,1997).

Bilesen %
Nem 60 — 65
Yag 10-25
Coziiniir Indirgen Seker 3—-6
Indirgen Olmayan Seker <0.3
Mannitol 05-1.0
Lif 1-4
Ham Protein 1-2
Kiil <1.0
Organik Asit ve Tuzlan 0.5-1.0
Fenolik Maddeler 2-3
Pektik Maddeler <0.6
Diger Bilegenler 3-7

Zeytinin etli kismumin temel bilesenleri, Tablo 2.9. dan da goriildiigii gibi su ve
yagdir. Fermantasyon ve depolama kademeleri agismdan ise en 6nemli bilegikleri,
¢Oziinilir indirgen ve indirgen olmayan sekerler olusturmaktadir. Diger bir fermantatif
bilesen ise mannitoldiir. Lif ise zeytin meyvesinin fiziksel yapisinn temelini
olusturmaktadir. Zeytindeki miktann % 1-4 arasindadir. Ancak olgunluk derecesi
arttika enzimatik pargalanma sonucu yukanda s6zii edilen bilegenler arasmdaki
kompozisyonel iligki degismektedir. Protein igeriginin diigiik oldugu ve meyvelerin
bilyiime ve olgunlagmasi sirasinda hemen hemen sabit kaldii goriilmiistiir. Kiil
yiizdesi %1 den kiigiiktiir ve iceriginde K, Na, Ca, P, Mg, S, Fe, Zn, Cu, Mn
bulunmaktadir. Meyvede bulunan organik asitler fermantasyon agamasmda tampon
etkisi gostermektedirler. Renk degisimine neden olan fenolik maddeler, dokuya etki
eden pektik maddeler acilik veren oleropin (oleuropein), ve son olarak karoten,
riboflavin ve tiamin gibi vitaminler zeytin meyvesinin bilinen yapisim
olugturmaktadir (Fernandez ve dig., 1997).

18




2.3 Dogal Siyah Zeytinlerin Mikrofloras:

Literatiirde mikrofloranm biiyiik ¢cogunlukla (10* — 10° cfu/ml) mayalar, gram negatif
bakteriler (10° — 10° cfu/ml) ve koliformlar (10* — 10* cfu/ml) dan olustugunu
bildirilmektedir (Alperden ve dig., 1994; Balatsouras ve dig., 1983; Borcakh ve dig.,
1994; Fernandez ve dig., 1997; Gourama ve Bullerman, 1998; Kivang ve Akgiil,
1990).

Geleneksel dogal siyah zeytinlerin fermantasyonu genellikle ortam kosullarmin
acrobik ya da anaerobik olmasma dikkat edilmeden gergeklesmekte ve kapama
cihazlann daha ¢ok meyvelerin suya batmasmm saglamak amaciyla kullamimaktadir.
Gegmiste, sekerin tiikenmesine hiz kazandirmak ve fermantasyon sirasinda olugan
organik asit fazlasindan yararlanmak amaciyla salamura yiizeyinde kiif olusumuna
izin verilirdi. Bu teknik, anaerob kosullarm uygun olduguna karar verilen
giinlimiizde kullamlmamaktadir. Bu yOntemin terkedilmesinin nedeni sadece kiif
dremesiyle birlikte meydana gelen bozulma problemlerinden degil aym zamanda bu
mikroorganizmalarin gogunun mikotoksin olugturmasmdan kaynaklanmaktadir.

Fermantasyon srasmda salamura ylizeyinde olusan film incelenmis ve bu filmin
tizerinde Penicillium, Aspergillus ve Rhizopus cinsi kiiflerin ve bir kisim mayamn

bulundugu tespit edilmistir (Kivang ve Akgiil, 1990).

Anaerobik kogullarda tim firiinler benzer bir fermantasyon siireci gegirmektedirler.
Pek ¢ok bozulma etkeni olan mikroorganizmalar, kiifler, Bacillus, Clostridium ve
ham meyve lizerine tagmanlar yikama prosesiyle arinmah ve kalanlarda yiiksek tuz
konsantrasyonunda inhibe olmahdirlar. Bu sayede bu mikroorganizmalar salamurada
bulunmazlar. Geri kalan mikroflora gram-negatif bakteriler, mayalar ve laktik asit
bakterilerinden olugur (Fernandez ve dig., 1997).

Dogal siyah zeytinler salamuralandiktan sonra giiclii bir fermantasyon baglar.Bu
gram-negatif  bakterilerin olugturdugu CO, gazinm olugmasiyla belirginlesir.
Fermantatif mayalarin miktarmin artmas1 da gaz olugyumuna yardimc: olmaktadir. En
¢ok bulunan bakteriler Citrobacter (%64.8), Klebsiella (%20.3), Achromobacter
(%9.2), Aeromonas (%3.7) ve Escherichia (%1.8). Bunlarm i¢inden sadece
Achromobacter gaz olugturmadan glikozu kullamr. Diger mikroorganizmalar bazen
asit ile birlikte gaz olusumu, pH daki diisiis ve fazla CO, nin olusumundan da
sorurnludurlar.
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Gram-negatif bakteriler maksimum seviyelerine salamuralama igleminden 2 giin
sonra ulagrlar ve salamurada 7-15 giin boyunca bulunabilirler. Miktar ve {ireme
stireci tiriine baghdmr. Diger bir 6nemli faktdr de gram-negatifleri inhibe edebilen
polifenollerin ve fermente edilebilir substratlarm bulunmasidr. Gram-negatiflerin
yok olmalarinm nedenini timiiyle pH’ya ya da mayalarin aktivitelerine baglamak
dogru olmayabilir. Ciinkii daha pH ¢ok diisiik degilken gram-negatifler yok olmaya
baglar ve pH 5.0 ya da daha yiiksekken tam olarak inhibe olurlar. Ayni zaman i¢inde
maya populasyonu da gram-negatifleri etkileyebilecek kadar fazla degildir.

Maya sayisi fermantasyonun bagindan itibaren yavas bir sekilde artar ve
salamuralama isleminde maksimum sayiya 10-25 giin sonra ulagrr (Fernandez ve
dig., 1997). Dogal siyah zeytinin fermantasyonu smasinda salamuradan izole maya
tiirleri Tablo 2.10.’da goriilmektedir.

Tablo 2.10. Fermantasyon sirasinda dogal siyah zeytinden izole edilen mayalar
(Fernandez ve dig.,1997).

Spor olugturan Mayalar Spor Olugturmayan Mayalar
Saccharomyces oleaginosus Torulopsis candida
Hansenula anomala Torulopsis norvegica
Hanscluna subpelliculosa Candida diddensii
Debaryomyces hanseii Candida boidinii
Pichia membranaefaciens Candida krusei
Pichia farinosa Candida valida
Pichia fermentans Cryptococcus ater
Kluyveromyces veronae

2.4 Dogal Siyah Zeytinlerde Bozulma

Dogal siyah zeytinler hassastir ve bozulmalarinin 3 temel nedeni vardir (Balatsouras
ve dig., 1983; Fernandez ve dig., 1997; Gourama ve Bullerman, 1988).

1. lleri olgun sathada hasat edilmeleri zeytinlerin kolayca hasara ugramasma ve
glirlimesine sebep olmaktadir.
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2. Kisin son ya da ik doneminde agir hava kosullar altinda ve gofunlukla yagish
havada hasat edilmeleri sebebiyle toprak ve diger bulagiklarla kolaylikla kontamine
olabilmektedirler.

3. Ureticilerin 6nemli bir bolimiiniin egitim diizeyleri disiiktiir. Bu {ireticiler zeytin
kalitesini etkileyen temel faktorleri bile goz ardi edebilmekte ve iglem veya
depolama swrasmda olan olaylar sonunda kismen ya da tiimiiyle bir bozulma
yasanmaktadr.

Siyah zeytin endiistrisindeki gelismeler tiretim kalitesini gozle goriiliir bir gekilde
arttrmugtir. Fermantasyon karakteristiklerinin (tuz, pH ve asitlik) kontrol altmda
tutulmasi, kiif ve mayalardan olusan filmin Oniine gegilmesi ve toplamadan tesise
transfer siirecinin kisaltilmas: bu kapsamda diisiiniilebilir.

2.5 Dogal Siyah Zeytinde Kiif Bozulmas:

Dogal siyah zeytinlerde kiif veya mikotoksin olugumu nedeniyle bozulma, zeytinler
yeterli diizeyde kuru olmayip, yeterince tuzlanmadiginda veya salamuraya tam
batmadiinda olabilir (Kivang ve Akgiil, 1990) .

Gourama ve Bullerman (1988) dogal siyah zeytinden A.flavus, A.petrakti ve
A.ochraceous’n  identifiye  etmislerdir. Bunlardan ik ikisi mikotoksin
olugturmamustir. 4. ochraceous’un 5 farkh susundan sadece ikisi zeytin ezmesinde
penisilik asit olusturmug (11.4-30.2 ppm) okratoksin (ochratoxin), patulin (patulin)
ve sitrinin olusturmamglardir. Tiirk tipi dogal siyah zeytinlerden izole edilen diger

tiirlerde Aspergillus niger, Penicilium clavigerum ve Penilicilium expansum’dur.

Sahin ve dig. (1999) yaptiklan ¢alismada salamura siyah zeytinlerde rastlanan kiifleri
belirlemeye ¢ahsmuglardir. Salamura Orneklerinden 63 kiif susu izole etmiglerdir.
Bunlar; Penicillium aurantiogriseum, P.camambertii, P.chrysogenum, P.citrinum, P.
commune, P.crustosum, P.echinulatum, P.expansum, P. funiculosum, P.glandicola,
P. griseofulvum, P. islandicum, P. oxalicum, P. roquefortii, P. verrucosum, P.
viridicatum’ dur.

Siyah =zeytinden izole edilen kiifler ve rastlanma sikhgr Tablo 2.11.°de
gosterilmektedir.
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Tablo 2.11. Siyah zeytinden izole edilen kiifler ve rastlanma skl (Sahin ve

dig.,1999).

Cins veya Tit izole Edilen Sus f{astlandlgl Rastlanma Sikhg
Sayis1 Ornek Sayisi (%)
P.aurantiogriseum 1 1 3.03
P.chrysogenum 1 1 3.03
P. citrinum 3 3 9.09
P.corylophillum 1 1 3.03
P.decumbens 1 1 3.03
P.duclaxii 1 1 3.03
P.echinulatum 7 5 21.21
P.expansum 1 1 3.03
P.griseofulvum 1 1 3.03
P.roquefortii 13 11 39.40
P.verrucosum 3 3 9.09
Toplam 33 29 100

Tablo 2.11.’de gériildiigii gibi P.roquefortii ve P.echinulatum siyah zeytinde en
yiiksek oranda bulunan kiiflerdir. Onlan P.citrinum ve P.verrucosum izlemektedir.

Literatiirde; zeytinlerde toksin olusumu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda siyah zeytinde
saptanan mikotoksinler; sitrinin, penisilik asit, aflatoksin B; / B, / G; (aflatoxin),
okratoksin A (ochratoxin A), sterigmatosistin (sterigmatocyctin), patulin, luteoskrin
(luteoscrin), siklopiasonik asit (cyclopiasonic acid) olarak belirtilmistir (Oral ve
Heperkan, 1999; Sahin ve dig., 1999).
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2.6 Penicilium Crustosum’un Ozellikleri

2.6.1 Penicillium crustosum’un Tarihgesi

Penicillium crustosum, 1930 yiinda Raper ve Thom (1949) tarafindan elmalarda
bozulmaya yol agan zayif bir patojen olarak tammlanmugtir. Baslangicta evcil
hayvanlarda ortaya ¢ikan sayisiz sinir  sistemi  rahatsizhklan dabha ¢ok
P.aurantiogriseum, P.commune ve P.viridicatum gibi diger tlirlerin varhgma
baglanmugtir. Bu hastaliklarin temel nedeni olan toksin giiniimiizde penitrem A
olarak bilinmektedir ve bu toksinin temel kaynafy da Penicillium crustosum’dur
(Roberts ve dig., 1996). Penicillium crustosum, giiniimiizde gidalarda ve yemlerde
cok sik rastlanan bir tiir olarak tammlanmaktadir (Arora ve dig., 1994; Pitt, 1988;
Frisvad, 1988; Wood ve Pohland, 1987).

2.6.2 Taksonomi

P.crustosum, Thom (1930) tarafindan bulunmus, varhi Raper ve Thom (1949)
tarafindan onaylanmugtir. Samson (1976) P. crustosum’n, P.verrucosum’un varyetesi
olarak smiflandirmustir. P.crustosum, Pitt (1979) tarafindan tekrar tamimianmug ve
giiniimiizde orijinal tanimiyla kabul edilmistir (Roberts ve dig., 1996).

2.6.3 Penicillium crustosum’un Identifikasyonu

Penicillium cinsinin bir iiyesidir. Bu tiire 6zgii olan biiyiik penicilli ve phialideye
sahiptir. Penicillium cinsi kiiflerin arasmnda en cabuk gelisen tiirlerden biridir.
Penicilium crustosum Czapek Yeast Exstract Agar’da (CYA) 30-40 mm c¢apinda,
diiz, ylizeyi pudramsi, mavi yesil koloniler olusturur. Konidia (conidia) grimsi yesil,
mavi yesil, mat sari-yesil veya mor renktedir. Malt Extract Agar’da (MEA) yaklagik
10 giinlik bir inkiibasyon sonunda ¢ok sayida konidia olugturur. Tammlanmasmda
en belirgin 6zellik MEA’da petri kutusuna vuruldugunda dagilan ¢ok sayida konidia
olusturmasidir. Mikroskop altinda bakildiginda diiz duvarh, kiiresel konidialara
sahiptir (King ve dig., 1984; Pitt, 1988).

Penicilium crustosum ‘un CYA ve MEA besiyeri ortaminda mikroskop altinda elde
edilen goriintiileri $ekil 2.6°da goriilmektedir.
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Sekil 2.6 Penicillium crustosum (Pitt, 1988)

A: CYA ve MEA besiyerinde 25°C ve 7 giin sonunda goriilen koloniler,
B: mikroskop altinda x 750 goriintii

C: mikroskop altmda x 1875 goriintii

2.6.4 P.crustosum’un Toksisitesi ve Olugturdugu Toksinler

Canhlarda siirekli bir titremeye sebep olan dogal bilesikler nadir olarak
goriilmektedir ve bunlarm birgogu kiifler tarafindan iiretilmektedir. Buna sebep olan
toksinlerin en Onemlilerinden biri penitrem A’dir ve P.crustosum, P.canescens,
P.granulatum ve P.nigricans tarafindan iiretilir. P. crustosum bu toksinin en dnemli
kaynaklarindan biridir ¢linkii hem gidalarda ve yemlerde sikga gorillen bir
mikroorganizmadir hem de bilinen tiim izolatlar: bu toksini tiretmektedir. Penitrem A
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aym zamanda sinir sistemini etkileyen bir toksindir. Farelerdeki oldiiriicii doz (LDso)
1 mg/kg dir. insanlarda oral LDsy degeri bildirilmemistir ancak koyun, inek, at ve
kopeklerde oliime veya beyinde hasara neden oldugu bildirilmistir (Roberts ve dig.,
1996).

Literatiire gore penitrem A dismda Penicilium crustosum ‘un olusturdugu diger
mikotoksinler baghca, rokofortin C (roquefortine C), terrestrik asit (terrestric acid),
penisilik asit, viridikatin (viridicatin), isofumigaklavin A ve B (isofumigaclavin A
and B), penitrem F (penitrem F) olarak smralanabilir (Arora ve dig., 1994; Betina,
1993; King ve dig., 1984; Samson ve dig., 1991; Frisvad, 1998).

2.6.5 Penicillium crustosum’un Dogada ve Gidalarda Bulunusu

Penicillium crustosum her yerde rastlanabilen ve bozulma etmeni olan bir kiiftiir.
Literatiire gére musir, iglenmis et iiriinleri, ;;eynir, biskiiviler, findikk ve zeytinde
mikotoksin olusturmaktadir. Penicilium crustosum’un bazi meyveler igin zayif bir
patojen oldugu da bildirilmistir (Arora ve dig., 1994; Pitt, 1988; Frisvad, 1988;
Wood ve Pohland, 1987).

2.6.6 P. crustosum’un Gelisimini ve Toksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Penicilium crustosum optimum 25°C de gelisebilen psikrotrofik bir kiiftiir (Roberts
ve dig., 1996). Tablo 2.12.°de P.crustosum’un geligimini etkileyen faktdrlerden
bazilar1 gisterilmigtir.

Tablo 2.12. P.crustosum’un gelisimine (gelisme oram u / h) pH ve sicakhgin etkisi
(Roberts ve dig., 1996).

pH 2.2 25 33 4.3 5.2 6.2 7.2 8.4 9.2 10

25°C | 48 79 116 | 123 | 127 | 128 | 129 | 129 | 126 | 118

30°C | 46 61 93 97 98 106 | 105 | 105 | 103 | 101

37°C| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tablo 2.12.°nin incelenmesinde de goriildiigi gibi P.crustosum 37°C de gelisme
gostermemektedir (Pitt,1988; Roberts ve dig., 1996). Tablodan da goriildigii gibi
P.crustosum 8.4°e kadar olan pH degerlerinde artan bir gelisme oram gdsterirken pH
8.4’ten sonra gelisme oram azalmaktadir.
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Tablo 2.13.’te P.crustosum’un penitrem A olusturmasinda etkili bazx faktorler
gosterilmigtir.

Tablo 2.13. Penicillium crustosum’un penitrem A (mg/g, kuru agirhk) olugturmasma
su aktivitesi ve sicakh@m etkisi (Roberts ve dig., 1996).

Sicaklik Su aktivitesi (aw)
cO) 0.999 0.997 0.996 0.99 0.98 0.97
10 9950 29290 14430 1990 409 429
15 9490 13550 11820 2840 670 455
20 2630 6830 7170 950 250 37
25 2780 8150 6100 1750 - -
30 6260 13900 8060 400 250 230

2.13.’ten de goriildiigi gibi P.crustosum yiiksek su aktivitesine sahip.ortamlarda
mikotoksin olusturabilme &zelligine sahiptir (Roberts ve dig., 1996).

2.7  Penisilik Asit ‘in Ozellikleri

Penisilik asit ¢ok sayida kiif, tarafindan olusturulabilen bir mikotoksindir. Gidalarda
en Onemli penisilik asit dreticileri Penicilium aurantiogriseum (var.
aurantiogriseum, var polonicum, var. melanoconidium ve var. viridicatum) ve
Aspergillus ochraceus olarak bildirilmektedir. Bunun diginda literatlirde Aspergillus
auricomus, Aspergillusfresenii, Aspergillus melleus, Aspergillus ostinaus,
Aspergillus  sclerotiorum, Eupenicillium baarnense, Eupenicillium ehrlichii,
Paecilomyces lilacinus, Penicillium crustosum, Penicillium brasilianum, Penicillium
fennelliae, Penicillium hirsutum var. albocoremium, Penicillium janczewskii,
Penicillium matriti, Penicillium megasporum, Penicillium pulvillorum, Penicillium
raistrickii, Penicillium rolfsii, Penicillium roqueforti var. carneum, Petromyces
allicea da penisilik asit ireticisi olarak bildirilmistir (Betina,1993; Oral ve Heperkan
1999).

Penisilik asit misir, kiimes hayvam yemleri ve tiitiinden elde edilmistir. Fakat ilging
bir bicimde diigiik yag icerigine sahip tahillarda (bugday ve arpa gibi)
gozlenmemigtir. Bugday, et ve peynir gibi iriinlerde bulunmamasmm nedeni,
penisilik asitin diigiik stabiliteye sahip olmasi ile agiklanabilmektedir. Penisilik asit
HPLC ve TLC ydntemleriyle tayin edilebilir (Betina 1993).
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2.8  Penicillium citrinum’un Ozellikleri

Penicillium citrinum 5°C ile 40°C arasmda gelisme gosterebilen bir mezofildir.
Optimum gelisme arahgi 26 - 30°C arasmdadir. pH 2 ile 10 arasindaki ortamlarda
gelisme gosterebilir. Bununla birlikte gelisme gdsterebildigi optimum pH arahg: 5.0-
7.0 dir (Sweeney ve Dobson, 1998).

Penicillium citrinum toksijenik bir kiiftir ve literatiirde agwhkh olarak sitrinin
toksini olugturdugu belirtilmektedir (Abramson ve Clear, 1996; Arora ve dig., 1994;
Bresler ve dig., 1995; Comerio ve dig., 1998; Frisvad, 1988; Sweeney ve Dobson,
1998; Trivedi ve dig., 1993).

Penicillium citrinum 15 - 37°C arasmda sitrinin olusturabilmektedir. Sitrinin
olupumu i¢cin optimum sicaklik derecesi 30°C olarak bildirilmistir (Sweeney ve
Dobson, 1998). Penicillium citrinum toksijenik kiifler arasmda en kserofilik
(xerophilic) olanlardan birisir. Comerio ve dig. (1998) yaptiklan ¢aliymada
P.citrinum’un a,= 0.775 degerine kadar bugdayda varhgm siirdiirebildigini
gOrmiislerdir.

Sekil 2.7, Sekil 2.8 ve Sekil 2.9°da su aktivitesinin bugdayda sitrinin olugumuna
etkisi goriilmektedir.

Sekil 2.7 Su aktivitesinin (a,~=0.885) bugdayda sitrinin olusumuna etkisi (Comerio
ve dig., 1998).
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Sekil 2.8 Su aktivitesinin (a,=0.825) bugdayda sitrinin olugumuna etkisi (Comerio
ve dig., 1998).

Sitrinin

(ng/Kg)

Sekil 2.9 Su aktivitesinin (a,=0.810) bugdayda sitrinin olusumuna etkisi (Comerio
ve dig., 1998).

Sekil 2.7, Sekil 2.8 ve Sekil 2.9°dan da goriildigii gibi P.citrinum minimum
a,=0.810 degerine kadar bugdayda sitrinin olusturabilmektedir.

Literatiire dayanarak Penicillium citrinum’un gelisme gosterebildigi gida
maddelerini musir, bugday, soya fasulyesi, piring, baharatlar, findik, et, pastacilik
iirlinleri, peynir, ekmek, sekerlemeler ve hububatlar olarak siralayabilmek
miimkiindiir (Comerio ve dig., 1998; Gimeno, 1979; Scott, 1990; Wood ve Pohland,
1987).

2.8.1 Penicillium citrinum’un identifikasyonu

Penicillium citrinum’un CYA’da olusturdufu koloniler 25-30 mm , MEA’da
olusturdugu koloniler 14 - 18 mm, G25N’de (%25 Glycerol nitrate agar) olusturdugu
koloniler 13-18 mm g¢apmdadir. Penicillium citrinum’un besiyeri ortammnda ve
mikroskop altindaki goriintiileri Sekil 2.10°da verilmigtir (Pitt, 1988).
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Sekil 2.10 Penicillium citrinum (Pitt, 1988)
A: CYA ve MEA besiyerinde 25°C ve 7 giin sonunda gériilen koloniler
B: mikroskop altmda x 750 g6riintii
C: mikroskop altinda x1875 goriintii

2.9  Sitrinin’in Ozellikleri

Sitrinin ilk olarak, Penicillium citrinum’dan izole edilen ikincil bir metabolittir.
Penicillium ve Aspergillus’un farkh suglan tarafindan da olugturulabilmektedir.
Giiglii antibakteriyal etkisinin yaninda sitrinin bir antibiyotik olarak arastirthiyordu,
ancak toksisite analizleri bu ikincil metabolitin hayvanlarda bobrek kanallarina zarar
veren bir nefrotoksin olarak rol oynadifim gosterdi. Aym zamanda sitrininin
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Japonya’da ortaya ¢ikan sari piring hastahfindan da sorumlu oldugu bilinmektedir
(Comario ve dig., 1998).

Sitrinin toksinine bufday, musir, ¢avdar, arpa, yulaf, piring, yerfistif1 ve amarant
tohumu (amaranth seeds) tanelerinde dogal bir kontaminat olarak rastlamak
miimkiindiir (Comerio ve dig., 1998; Bresler ve dig., 1995; Scott, 1990). Ayrica Oral
ve Heperkan (1999) yaptiklan ¢ahismada Penicillium citrinum ile agilanan zeytin
Orneklerinde sitrinin olugumunu tespit etmiglerdir.

Sitrininin kimyasal yapis1 Sekil 2.11°de goriilmektedir.

OR
HOOC

Sekil 2.11 Sitrinin (Sweeney ve Dobson, 1998).

Literatiirde sitrinin ile ilgili yapilan ¢ahgmalardan birinde; zayif bir mikotoksin olan
sitrininin kuru veya yar1 nemli bir sekilde 140°C ye isitilmasmin bu toksinin
detoksifiye olmasina sebep oldugu, ancak nemli ortamda 140°C ye 1sitmanin ise aym
degerde daha toksik bilegikler olusmasiyla sonuglandiay bildirilmigtir. Isitma
siiresinin uzamas1 sonucuda bu yiikseck toksisite 90-100°C gibi daha diigik
sicakliklarda da ortaya cikabilmektedir. Bu sicaklik dereceleri gida proseslerinde
(otolavlama,  konvensiyonel pigirme, kaynama,  pastOrizasyon) sikhkla
kullamldigindan dikkat ¢ekicidir (Trivedi ve dig., 1993; Kitabatake ve dig., 1991).

Literatlirde sitrinin analizinin ince tabaka kromatografisi (TLC) ile yapilabilecegi
bildirilmigtir. Ince tabaka kromatografisi ile sitrinin analizinde yiiriitlici olarak TEF
(toluen:etil asetat;%90 formik asit) kullamldifinda sitrininin 0 - 1.46 arasinda
degisen Rf degerlerinde 366 nm UV isi@inda sari-yesil florasan vermektedir (Frisvad,
1988).

Sitrinin  toksini  Penicillium ve Aspergillus'un gesitli tiirleri  tarafindan
iiretilebilmektedir. Bagilca tiirler; 4. corneus, A. terreus, Penicillium citrinum,

P.expansum, P. hirsutum var. albocoremium, P. verrucosum, P. westlingii, P.
citreonigrum olarak siralanabilir (Arora ve dif., 1994; Bresler ve dig., 1995;
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Kitabatake ve dig., 1991; Oral ve Heperkan, 1999; Frisvad, 1988; Sweeney ve
Dobson, 1998; Wood ve Pohland, 1987).

2.10 Zeytin ile ilgili Standartlar

Literatiirde kiif {Gremesini engelleyen c¢esitli inhibitorlerin varhgmdan da
bahsedilmektedir. Sorbik asit en nemli inhibitSrlerden biridir .(Fernandez ve dig.,
1997). Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi (1998-2) ‘Koruyucular Bolimii’nde sofrahik
zeytinlere konulabilen sorbatlar (E200 sorbik asit, E202 Potasyum sorbat, ve E203
Kalsiyum sorbat) igin {ist limit olarak 500 mg/kg (500 ppm) degerini vermektedir.
Tirk Gida Kodeksi Yonetmeliginin ‘Mikrobiyal Toksinler’ bdliimiinde penisilik asit
ve sitrinin ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak aflatoksin i¢in tiim gida
maddelerinde kabul edilebilir en yiiksek deger 0.010 mgkg (10 ppb) olarak
verilmektedir (Anon., 1997).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Cahsmada materyal olarak Tiirkiye’de Snemli iiretim ve tliketim miktarlarina sahip
olan siyah zeytin kullamlmistir. Agsilama ¢ahsmalarinda kullamilmak iizere
P.crustosum izolatnin temini amaciyla 42 zeytin 6rneginde kiif floras: incelenmigtir.
P.crustosum izolat1 temini amaciyla kullamlan zeytinler Istanbul’daki marketlerden
temin edilmis ve tiir diizeyinde identifiye edilmigtir. Kiiflerin identifikasyonunda
Malt Extract Agar (MEA), Czapek Yeast Extract Agar (CYA) ve %25 Glycerol
Nitrate Agar (G25N) kullamlmustir. Kiif kiiltiirleri analizler srasinda kullamlincaya
kadar saf kiiltiir haline yatik agarda (MEA) +4°C’de saklanmugtir.

Elde edilen P.crustosum izolatlarindan birisi segilerek agilama ¢ahsmalarinda
kullamlmigtir. Agilama c¢ahsmalarinda ayrica Hollanda’daki Kiiltiir Koleksiyonu

Merkezi’'nden (CBS) temin edilen referans Penicillium crustosum (CBS, 489) ve
Penicillium citrinum (CBS, 92.1205) da kullamlmstur.

Zeytinde sitrinin tayini amaciyla kullamlan 50 adet zeytin 6rnegi Istanbul’daki gesitli
marketlerden temin edilmigtir. Cahgmada kullanilan penisilik asit ve sitrinin standart:
(Makor Chemicals / Batch 8004) ithalat¢i firmadan temin edilmigtir.

3.2 Metod

Cahgmaya istanbul’daki marketlerden alnan 42 adet zeytin drneginde kiif florasmm
belirlenmesi ile baslanmugtr. Kiif olugumu gézlenen numunelerden kiifler izole
edilmis ve tiir diizeyinde identifikasyonu yapilarak P. crustosum kiifii elde edilmigtir.
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Siyah zeytinden izole edilen P. crustosum izolatlarmdan biri secilerek besiyerinde
ve zeytinde penisilik asit olusturup olusturmadipi analiz edilmigtir. Yapilan
analizlerde hem zeytinden izole edilen P. crustosum, bem de paralel olarak
yurtdismdan temin edilen referans P. crustosum (CBS, 489) kullamlmgtir.

Cahgmada ayrica P.citrinum’un besiyerinde ve zeytinde sitrinin olugturup
olusturmadifi analiz edilmigtir. Yapilan analizlerde yurtdigindan temin edilen
referans P.citrinum (CBS, 92.1205) kullamlmmgtir.

Cabsmamiza bu agamadan sonra istanbul’daki gesitli marketlerden temin edilen 50
adet siyah zeytin 6rneginde sitrinin tayini yoniinde devam edilmigtir.

3.2.1 Kiif identifikasyonu

Zeytin numunelerinden 20 g almarak erlen igindeki 90 ml peptonlu suyun iizerine
ilave edilmistir. Kangim c¢alkalayicida toplam 7 dakika calkalandiktan sonra
kangmin 10-3, 10-4, 10-5 ve 10-6 dilusyonlan hazirlanmig ve Malt Extract Agar’a
(MEA) ekim yapilmigtir. 25°C’de 7 giin inkiibasyona birakildiktan sonra tek diigen
kolonilerden 3 nokta ekim ySntemiyle MEA’ya ekimler tekrarlanmigtir. Kiifler saf
halde elde edilinceye kadar MEA’ya olan ekimler devam etmigtir. Bu asamadan
sonra identifikasyon i¢cin yapilan ekimlere gegilmigtir. Kiifler identifikasyon igin
Czapek Yeast Extract Agar (CYA), MEA ve %25 Glycerol Nitrate Agar (G25N)
besiyerlerine ekilmis ve farkh sicakhk kogullarmda inkiibe edilmigtir.

MEA, CYA ve G25N besiyerlerinin bilesimleri agagida verilmigtir (Pitt, 1988):

Malt Extract Agar (MEA)

Malt Ekstrakt 20g
Pepton 10g
Glukoz 20¢g
Agar 20g
Distile su 1 litre
Czapek Yeast Extract Agar (CYA)
K>;HPO, 10g
Czapek Konsantresi 10 mi
Maya Ekstrakti 50g
Sukroz 30g
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Agar 15g
Distile su 1 litre

%?25 Glycerol Nitrate Agar (G25N)

K>;HPO, 075¢g
Czapek Konsantresi 7.5 ml
Maya Ekstrakt1 3.7¢g
Gliserol 250 g
Agar 12¢g
Distile su 750 ml

Besiyeri bilesenleri 121°C de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek aseptik sartlarda
steril petrilere dokiilmiigtiir. Sekil 3.1°de kiiflerin identifikasyonu sirasmda kullamian
farkh besiyeri ve inkiibasyon kogullar1 gdsteriimektedir.

a7C

5°C
YA
t 2
1 2

Sekil 3.1 Identifikasyonda kullamlan farkh besiyeri ve inkiibasyon sicakliklar
(Pitt1988).

25°C 25°C

Sekil 3.1°de de goriildiigii gibi kiiflerin identifikasyonu swrasmda 3 farkh inkiibasyon
sicakhfr kullamimmgtir. Kiif Srnegi ti¢ farkh petrideki CYA besiyerine {i¢ nokta
halinde ekilerek 7 giin siire ile 25°C, 37°C ve 5°C’de inkiibe edilmistir. Kiif 6megi
ayrica MEA besiyerine ekilerek 25°C’de ve G25N besiyerine ekilerek 37°C’de 7 giin
siire 1le inkiibe edilmigtir.

Kiifler, bu farkh besiyeri ve sicakhk kosullarindaki boyut, renk, doku ve mikroskop
altmdaki goriiniimlerine gdre ve Pitt (1998)’de gosterilen anahtar kullamlarak tiir
diizeyinde identifiye edilmistir.
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Kiifler identifikasyon islemi tamamlandiktan sonra saf kiiltiir halinde yatik Malt
Extract Agar’a alnmig ve analizlerde kullamlmcaya kadar +4°C’de muhafaza

edilmistir.
3.2.2 Besiyerinde Mikotoksin Analizleri

Besiyerinde mikotoksin analizlerinde Frisvad (1988)’de belirtilen yOntem
kullamlmigtir. MEA besiyerinde saf halde iretilen kiiltiirler, steril bir 6ze yardimiyla
ii¢ nokta halinde ekilmistir. Ekimden sonra 25°C’de 7 giin boyunca inkiibe edilen
kiiltiirlerden alnarak dogrudan ince tabaka kromatografisi (TLC) plakasmna
konulmustur. Toksin {iretimi koloninin merkezinde oldugundan tabakaya aktarilan
kisim kiiltiiriin orta kismmdan alimmugtr. Mikotoksin analizinde kullamilan plakalar
Merck firmasima ait 5721 silikagel 60 20x20 c¢m plakalardir. Ornekler plakaya alttan
2 com yiikseklikte 1.5 cm arabklarla uygulannms ve plaka tank igerisine -
yerlestirilmistir. Bu islemde yiiriitlici olarak toluen:etil asetat:%90 hk formik asit
(6:3:1) (TEF) kullamlmmgtir. Yiriitme iglemi tamamlandiktan sonra plaka
kurutulmugtur. Sitrinin dogrudan 366 nm’de UV if1 altinda incelenerek, verdigi
sari-yesil florasana gore tespit edilmigtir. Penisilik asit tayininde dogrulama igin
kapah bir ortamda 15 dakika siire ile amonyak buharmna tutulmugtur. Daha sonra 366
nm de standart mikotoksin ile kargilagtirilarak aym Rf degerindeki mavi floresans

gozlenmistir,
3.2.3 Spor Siispansiyonunun Hazirlanmas1

Yatik agara alinmug olan kiifler 25°C’de 7 giin boyunca inkiibe edildikten sonra her
bir tiipe 5 ml peptonlu su ilave edilerek steril bir 6ze yardimiyla agar yiizeyi
kazznmig ve kiif sporlarmm siviya gegmesi saglanmgtir. Daha sonra tiiple tiip
kangtincida homojenize edilmis ve kiif siispansiyonu steril bos bir tiipe aseptik
kosullarda aktanlmugtir. Tip igerisinde hazirlanan siispansiyon bir kez daha tip
kangtiricida kangtimldiktan sonra igerisinden 0.1 ml steril pipet yardmmiyla alinarak
Thoma lamma aktarihmig ve mikroskop altmda 40x objektifte kiif sporlan sayiltmgtir
(Giirgiin ve Halkman, 1988). Kiif siispansiyonu 108 spor / ml kiif olacak sekilde
hazirlanmgtir.
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3.2.4 Zeytinlerin Hazirlanmas:

Caligmada siyah zeytin kullamlmugtr. Cam bir kavanozun igerisine ayak gorevi
gorecek sekilde kiiglik bir cam kap konulmus ve bunun iizerine de igerisine
zeytinlerin  konulabilecegi sekilde aliminyum folyodan haziwlannms kaplar
oturtulmugtur. Bu sekilde hazirlanan kavanozlar kapaklan kapatilarak otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilmigtir.

Zeytinler bos kavanozlara konularak kavanozlarm kapaklan kapatilmis ve otoklavda
121°C’de 15 dakika bekletilerek sterilize edilmigtir. Sterilize edilen zeytinler daha
onceden bagil nem kosullan % 100’¢ ayarlannmg ve sterilize edilmis olan
kavanozlara, her kavanoza 100 g zeytin gelecek sekilde ilave edilmistir.

3.2.5 Zeytinlerin Asilanmasi

Konsantrasyonu 108 spor/ml olacak sekilde hazirlanmug olan Penicillium crustosum
ve Penicillium citrinum siispansiyonlan aseptik sartlarda daha 6nce hazirlanmus olan
kavanoz igindeki zeytinlerin iizerine steril bir pipet yardimiyla ilave edilmigtir. Daha
sonra kavanozlar 25°C’ye ayarlanms etiive konularak 21 giin inkiibe edilmistir.

3.2.6 Zeytinde Mikotoksin Analizleri

Penicillium crustosum’un sporlann ile asilanmis olan zeytinlerde penisilik asit,
Penicillium citrinum ile agillanmms olan zeytinlerde sitrinin tayini yapilmustir. Sitrinin
olusumu tespit edildikten sonra analizlere Istanbul’daki gesitli marketlerden temin
edilen 50 adet zeytin 6rneginde sitrinin analizi yapilarak devam edilmigtir.

Cekirdekleri ¢ikarilmg 50 g zeytin 500 ml’lik erlene ahmarak, lizerine 75 ml 55°C’de
metanol:distile su (6:4) kangmm ile 50 ml heksan ilave edilmigtir. Karigim
calkaliyicida 30 dakika siire ile g¢alkalanmigtir. Bu sayede yagmn heksanda ¢oziilmesi,
mikotoksinin ise metanol:distile su tabakasna ge¢mesi saglanmugtir. Karigim
tiilbentten siiziilmiis ve iistte kalan kat1 kisim tekrar 75 ml 55°C’deki metanol:distile
su (6:4) ile 50 ml heksan kangimindan gegirilmigtir. Karigim tekrar tiilbentten
gecirilmistir. Iki ekstrakt birlikte ayirma hunisine aktariimustir. Ayirma hunisinde alt
fazda metanol:distile su kangmm, iist fazda ise heksan yer almugtr. Ust faz olan
heksan tabakasi ayrma hunisinden alinmugtir. Alt fazda bulunan metanol:distile su
tabakasmin 40 ml! lik kismm 250 ml’lik ayrma hunisine aktanilmiy ve 30 ml
kloroformla 3 defa ekstrakte edilmistir. Metanol:distile su tabakasmn tamam 40 ml
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lik boliimler halinde kloroformla ekstrakte edildikten sonra tiim ekstraktlar bir
beherde birlestirilmis ve su banyosunda kuruluga kadar ugurulmustur. Kuru ekstrakt
5 mlPlik bir tiipe 1 ml kloroform yardimiyla aktanlmis ve bu noktada ilave edilen
kloroformun azot gaz altinda ugmas: saglanmgtir. Kalan kisim 200 pl kloroform ile
¢ozilldikkten sonra iginden 20 pl ahnarak ince tabaka kromatografisi i¢in plaka
izerine uygulanmms ve plaka tank icerisine yerlestirilmigtir. Bu islemde yiiriitiicii
olarak toluen:etil asetat:%%0’hk formik asit (6:3:1) (TEF) kullamlmigtir. Yiirtitme
islemi tamamlandiktan sonra plaka kurutulmugtur. Sitrinin dogrudan 366 nm’de UV
g altinda incelenerek, verdigi sari-yesil floresansa gore tespit edilmistir. Penisilik
asit tayininde plaka dogrulama igin kapah bir ortamda 15 dakika siire ile amonyak
buharmna tutulmugtur. Daha sonra 366 nm’de standart mikotoksin ile kargilagtirilarak
aym Rf degerinde verdigi mavi floresansa gére tespit edilmigtir.

Plakalarin {izerine alt kisimdan 2 c¢m yukariya ve 1.5 cm araliklarla sirasiyla 20 pl
omek, 1, 2, 3, 4, 5 pl standart uygulanmigtir. UV 1511 altinda verdigi floresans
siddeti kargilagtinlarak 6rnek igerisindeki toksin miktar hesaplanmgtir.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Zeytin Orneklerinde Mikoflora

Malt Extract Agar’a ekimi yapihp 7 giin siire ile 25°C’de inkiibe edilen zeytin
Orneklerinden kiif tiremesi g6zlenenler Tablo 4.1.’de g6sterilmistir.

Tablo 4.1. Analiz sonucunda kiif olugumu gézlenen zeytin 6rnekleri

Z;};tm Omek Kiif Olusumu ZeNytm Orn:ek Kiif Olusumu
1 + 22 -
2 - 23 -
3 - 24 -
4 + 25 -
b) + 26 +
6 + 27 -
7 + 28 -
8 - 29 -
9 - 30 +
10 - 31 -
11 - 32 -
12 + 33 -
13 + 34 -
14 + 35 +
15 + 36 -
16 + 37 -
17 + 38 -
18 + 39 -
19 + 40 -
20 + 41 -

21 - 42 -
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Tablo 4.1.’den de goriildiigi gibi toplam 42 Grnegin 17 tanesinde kiif olugumu
gozlenmistir. Orneklerin yaklagik % 40’1 kiiflerle kontamine durumdadir. Bu, zeytin
dretim prosesinde istenmeyen bir durumdur ve mikotoksin tehlikesini isaret
etmektedir.

Kif olusumu gozlenen Orneklerden kiifler izole edilmis ve tiir diizeyinde
identifikasyona gegilmistir.

Tablo 4.2.’de zeytin Srneklerinde tespit edilen kiif tiirleri gosterilmigtir.

Tablo 4.2. Zeytin 6rneklerinde tespit edilen kiif tiirleri.

Ornek Numarasi Kiif Tiirii
1,5,7,30 Penicillium viridicatum
26 Penicillium citrinum
6 Penicillium digitatum
4 Penicillium roqueforti
12,13, 14, 15, 16, 17, 18,19,20,35 Penicillium crustosum

Tablo 4.2.’nin incelenmesinde gorildiigi gibi orneklerin %23.8°inde P.crustosum,
%9.5’inde P.viridicatum, %?2.4’tinde P.citrinum, % 2.4’{inde P.digitatum, %2.4’linde
P.roquefortii kiifii tespit edilmistir. Sahin ve dig. (1999) siyah zeytin ve salamurada
yaptiklar: mikoflora tespit ¢aliymalarinda diger pek ¢ok kiif tiirii ile birlikte siyah
zeytinde P.citrinum ve P.roquefortii, salamurada ise P.citrinum, P.roqueforti,
P.crustosum ve P. viridicatum tespit etmislerdir. Bulgularmmz Sahin ve dig.
(1999)’nin bulgular ile uyugmaktadir.

4.2 Besiyerinde Mikotoksin Analizleri

Besiyerinde yapilan mikotoksin analizlerinde, hem referans P. crustosum’un (CBS,
489) hem de zeytinden izole edilen P.crustosum’on besiyerinde penisilik asit
olusturmadify, referans Penicillium citrinum’un (CBS, 92,1205) ise besiyerinde
sitrinin olugturdugu tespit edilmigtir. Oral ve Heperkan (1999) yaptiklan ¢cahsmada
P.crustosum’un besiyerinde ve zeytinde penisilik asit, P.citrinum’un besiyerinde ve
zeytinde sitrinin olugturdufunu tespit etmiglerdir.
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4.3 Zeytinde Mikotoksin Analizleri

Zeytinde yapilan mikotoksin analizlerinde hem referans P. crustosum (CBS, 489)
hem de zeytinden izole edilen P.crustosum ile asilanan zeytin 6rneklerinde penisilik
asit olugmadig tespit edilmistir. Penicillium citrinum ile asilanarak 25°C’de ve
%100 bagil nemli ortamda 21 giin siire ile inkiibe edilen siyah zeytin Grneginde
sitrinin olugumu tespit edilmistir. Cahsmaya bu agamadan sonra Istanbul’daki cesithi
marketlerden temin edilen 50 adet zeytin 6rneginde sitrinin tayini yoniinde devam
edilmis ve sitrinin varhg tespit edilen numunelerdeki sitrinin miktar1 da tespit
Zeytin Orneklerinde yapilan sitrinin analizleri sonucunda tespit edilen sitrinin
dagilm Tablo 4.3.’te gdsterilmistir.

Tablo 4.3. Piyasadan temin edilen zeytin 6rneklerinde sitrinin dagilim

Zeytin Numune Numarasi Sitrinin Varli§: Sitrinin Miktar (ppb)
1 + 113
2 + 113
3 + 113
4 + 75
5 o 75
6 + 113
7 + 150
8 + 188
9 + 188
10 - -
11 + 75
12 + 150
13 + 150
14 - -
15 + 150
16 + 150
17 + 75
18 + 113
19 - -
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Tablo 4.3. Zeytin 6rneklerinde sitrinin dagilimm (devam ediyor).

Zeytin Numune Numarasi Sitrinin Varh@ Sitrinin Miktar: (ppb)
20 + 113
21 + 150
22 + 150
23 + 150
24 - -
25 + 150
26 - -
27 + 150
28 + 75
29 + 150
30 + 150
31 + 375
32 + 75
33 - -
34 + 150
35 + 150
36 + 75
37 - -
38 + 150
39 + 75
40 + 375
41 + 75
42 + 75
43 + 150
44 + 150
45 - -
46 + 375
47 + 75
48 + 75
49 - -
50 + 75
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Tablo 4.3.’te goriildiigi gibi Istanbul’daki marketlerden temin edilen 50 siyah zeytin
Orneginin 41 tanesinde sitrinin varh@ina rastlannmgtir. Sitrinin pozitif 6rneklerin
oram % 82’dir. Orneklerdeki sitrinin miktan 75-375 ppb arasmdadir. Tirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi'nde sitrinin ile ilgili bir limit defer bulunmamakla birlikte
aflatoksin igin kabul edilebilir en yiikksek deger 10 ppb olarak verilmigtir.
Bulgularimuz zeytin Orneklerindeki sitrinin miktarmin bu degerin ¢ok {izerinde
oldugunu gostermektedir.

Ulkemizde zeytinle ilgili yapilan ¢ahsmalarda; Sahin ve dig., (1999) 20 zeytin
Orneginin 13 tanesinde (%65) sitrinin varhgm tespit etmislerdir. Caliymada sitrinin
miktar: ile ilgili bir veriye rastlanmammgtir. Oral ve Heperkan (1999) P.citrinum’un
zeytinde sitrinin olusturabildigini belirlemiglerdir. Bulgularmmz her iki arastrma
sonuglari ile uyum gostermektedir.

Comerio ve dig., (1998) bugdayda, P.citrinum’un sitrinin olugturma (“;zelligine su
aktivitesinin etkisini incelemislerdir. P.cifrinum’un geligebildifi minimum a,, degeri
775 iken, sitrinin olusturmasi igin gerekli minimum a, degeri 810 olarak
belirlenmistir. Sweeney ve Dobson (1998) yaptiklan c¢ahsmada, P.citrinum’un
optimum 26-30°C’de ve pH 5.0-7.0 arahfinda gelisme gdsterebildigini, optimum
30°C  olmak iizere 15-37°C arasindaki sicakhk derecelerinde  sitrinin
olusturabildigini gostermiglerdir.

Literatiirde sitrinin ile ilgili yapilan ¢aligmalardan bir dierinde; zayif bir mikotoksin
olan sitrininin kuru veya yari nemli bir gekilde 140°C ye isitilmasmm bu toksinin
detoksifiye olmasma sebep oldugu, ancak nemli ortamda 140°C ye isitmanin ise aymi
degerde daha toksik bilesikler olugmasiyla sonuglandifi bildirilmigtir. Isitma
siiresinin uzamast sonucuda bu yiiksek toksisite 90-100°C gibi daha diigiik
sicakhklarda da ortaya gikabilmektedir. Bu sicaklik dereceleri gida proseslerinde
(otolavlama, konvensiyonel pisirme, kaynama, pastOrizasyon) sikhkla
kullamldiindan dikkat gekicidir (Trivedi ve dig., 1993; Kitabatake ve dig., 1991).

Tirkiye sofralik siyah zeytin {iretiminde miktar bakimindan diinyada 1. swrada yer
almasma ragmen ihracatta diinyada 5. swada yer almaktadr. Bunun en Onemli
nedenleri; {ilkemiz zeytin tliketim miktan agismdan da diinyada 1. sirada yer almakta
olup, toplam tiiketim miktarmin yaklagik % 30°una sahiptir. Sekil 2.4’te belirtildigi
gibi diinya zeytin iretiminde sofrahk siyah zeytin miktar1 azalirken, yesil zeytin
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yerini korumusg, degisken renkli zeytinlerde ise tiretim miktart artmustir. Ulkemizdeki
degisken renkli zeytin firetim miktarinda ise giderek azalma gozlenmigtir.

Sofrahk siyah zeytin {iretiminin geleneksel yOntemlerle yapilmasi, zeytinlerde
acthgmn istenilen diizeyde uzaklagtirilamamasi, basat, tagima ve isleme
kosullarmdaki, yetersizlik ve eksiklikler ile iilkemizdeki zeytin iireticilerinin yeterli
egitime sahip olmamasi da diigiik kalitede zeytin Gretimi ile sonuglanmaktadir.
Nitekim bulgularmuin  sofralik siyah zeytinlerin % 82°sinde sitrinin varhigm
gostermigtir.

Zeytinde kiif gelismesi bulgulanmmzda da goriildiigi gibi mikotoksin olugumu ile
sonuglanmaktadir. Kiiflerin pargalayici 6zellikte olmasi, zeytin dokusunda hasara yol
acmakta, bdylece ¢liriik ve kalitesiz zeytin miktarimn artmasina yol agmaktadir.

Zeytinde kiif geligmesi ve mikotoksin olusumunun Snlenmesi igin, zeytinin starter
kiiltir kullamlarak modern yontemlerle iiretilmesi ve fireticilerin bu konuda
bilinglendirilmesi gerekmektedir.
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