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ONSOZ

Sofralik zeytin iiretiminde diinyada ilk siralarda yer alan iilkemiz ayni basariyi
ihracatta gosterememektedir. Bu durum diger iilkelerin tercih ettigi 6zelliklere sahip
standart kalitede {iretim yapilamamasindan kaynaklanmaktadir. Kiiclik olcekteki
zeytin isletmelerimizde teknolojik yetersizlikler nedeniyle klasik iiretim yontemleri
uygulanmaktadir. Uretimdeki hatalar sonucunda, salamura yiizeyinde kiif tabakasi
olusmaktadir. Bu tabakada bulunan toksijenik kiifler ise insan ve hayvan saglig
lizerine olumsuz etkileri bulunan mikotoksinleri olusturabilmektedir. Bu riskin
elimine edilebilmesi i¢in kiif gelisiminde ve mikotoksin olusumunda etkili
parametreler kontrol altinda tutulmalidir. Bu nedenle bu ¢alismada, zeytinde sitrinin
olusumu iizerine sicaklik, siire ve tuz konsantrasyonunun etkisi incelenmistir.

Bu tezin hazirlanmasi sirasinda, calismami yonlendiren degerli hocam Sayin Dilek
HEPERKAN’a ve her zaman yanimda olan aileme tesekkiir ediyorum.

Mayis 2003 Giilcin SISMANOGLU
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ZEYTINDE SITRININ OLUSUMUNA SICAKLIK, SURE VE TUZ
KONSANTRASYONUNUN ETKIiSi

OZET

Zeytin, Tirkiye ve diinyada ¢esitli sekillerde tiiketilen 6nemli tarimsal iirtinlerden
biridir. Uretilen zeytinin %151 sofralik olarak, %851 yag iiretimi igin
kullanilmaktadir. Ozellikle iiretici iilkelerin ekonomisinde &nemli role sahiptir.
Ispanya, italya, Yunanistan ve Tiirkiye bu pazarda en énemli zeytin iireticileridir.

Tiirkiye’nin zeytin iiretiminde dordiincli sirada, ihracatta son siralarda yer almasi
dikkat cekmektedir. Bu durumun en 6nemli nedeni, zeytin isletmelerimizin ¢cogunun
kiigiik  Olcekte olmasi ve buna bagli olarak standart bir iiretimin
gerceklestirilememesidir. Teknolojik yeniliklerin takip edilmemesi, diger iilkelerin
tilkketim tercihlerine uygun iiretimin gergeklestirilmemesi, zeytinde aciliga neden olan
oleuropein’in tam olarak uzaklastirilamamasi, zeytindeki tuz miktarinin fazla olmasi
ve Uretim hatalar1 nedeniyle salamura ylizeyinde olusan kiif tabakasi diger
nedenlerdir.

Yiizeyde gelisen toksijenik kiifler, mikotoksin adi verilen sekonder metabolitleri
iretebilirler. Mikotoksinler; insan ve hayvan sagligi iizerine kanserojenik,
teratojenik, mutajenik, nefrotoksik ve hepatotoksik etkilere neden olmaktadir.

Calismada materyal olarak c¢ekirdeksiz, konserve siyah zeytin kullanilmistir.
Zeytinlerde Penicillium citrinum tarafindan sitrinin olusumu tizerine sicaklik, siire
ve tuz konsantrasyonunun etkisi incelenmistir.

Zeytinler, P. citrinum ile 10° spor/ml olacak sekilde asilanmistir. +4°C, 20°C, 25°C,
30°C ve 35°C de 30 giin siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince belli
araliklarla sitrinin analizi yapilmistir.

+4°C ve 35°C sicaklik degerlerinde sitrinin olusumu tespit edilmemistir. 20°C, 25°C
ve 30°C de inkiibe edilen zeytinlerde ise sitrinin’in olustugu ve zamana bagl olarak
artiy gosterdigi belirlenmistir. Zeytinde sitrinin olusum miktarinm, 30°C de daha
yiiksek degerlerde oldugu bulunmustur. Bu nedenle ¢aligmanin ikinci asamasinda bu
sicaklik degeri se¢ilmistir.

Yapilan istatistiksel analizde, sicakliklar arasindaki fark P<0,05 olasilik diizeyinde
onemli bulunmustur. Duncan’in Coklu Aralik Testi’nde ise 20°C de elde edilen
verilerin 25°C ve 30°C de belirlenen miktarlardan 6nemli bir sekilde farkli oldugu
bulunmustur. Ayrica, 25°C ve 30°C arasinda istatistiki olarak 6énemli bir farkliligin
olmadig tespit edilmistir.

Calismada kullanilan metot ile sitrinin’in geri kazanim oraninin belirlenmesi
amaciyla 200 pg/kg (ppb) sitrinin standart1 zeytin orneklerine eklenmistir. Sitrinin’in
geri kazanimi %76,3 olarak belirlenmistir.

vii



P. citrinum gelisimi {izerine %6 ve %9 NaCl konsantrasyonunun etkisi incelenmistir.
%6 ve %9 NaCl iceren zeytin ve salamurada kiif gelisimi 60 giin siiresince
izlenmistir. ~ Kif  sayimi, hazirlanan  diliisyonlardan ~ Dichloran-Bengal-
Chloramphenicol Agar (DRBC) iizerine yayma plak yontemiyle yapilmistir. Petriler
25°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Yapilan sayimlarda, tuz konsantrasyonunun kiif
sayisinda onemli bir degisiklige neden olmadigi belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, kiif ile asilanan zeytinler saf su, %6 NaCl ve %9 NaCl
iceren salamura i¢inde 30°C sicaklikta 30 giin siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
esnasinda belli araliklarla sitrinin analizi yapilmistir.

Artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak sitrinin olusumu azalmistir. %9 NaCl
konsantrasyonunda ise zeytinde sitrinin olusumunun olmadig1 belirlenmistir. Saf su
ve %6 NaCl igeren salamurada belirlenen sitrinin miktarinin, zeytindekinden daha
fazla oldugu tespit edilmistir.

viii



INFLUENCE OF TEMPERATURE, TIME AND SALT CONCENTRATION
ON CITRININ PRODUCTION IN OLIVE

SUMMARY

Olive consumed in various forms is one of the most important agricultural products
in Turkey and in the world. 15% of the olive produced is consumed as table olive and
85% of it is used for oliveoil production. Especially, it has an important role for the
economy of the producer countries. Spain, Italy, Greece and Turkey are the most
important olive producers in this market.

Although Turkey is the fourth country in the world in the olive production, it has not
the same success in the exportation of it. The most important reason of the low
export amounts is non-standard quality in olives because most of the manufactures
are small. The others are lack in applying current technology, unsatisfaction of
consumer preferences in importing countries, the rancid flavor caused by inexact
removal of oleuropein, high salt concentrations and the mould layer formation on the
surface of the pickles as a result of the mistakes in the production.

During the growth of the toxigenic moulds, some seconder metabolites called
mycotoxins can be produced. Mycotoxins may have carcinogenic, teratogenic,
mutagenic, nephrotoxic and hepatotoxic effects on human and animal health.

In this study, pitted black olive was used. Influence of temperature, time and salt
concentration on citrinin production by Penicillium citrinum in olive was
investigated.

Olives were inoculated with P. citrinum at the amount of 10° spore/ml. Then they
were incubated for 30 days at +4°C, 20°C, 25°C, 30°C and 35°C. During the
incubation, citrinin detection was made periodically.

Citrinin formation was not detected at +4°C and 35°C. Citrinin formed at 20°C, 25°C
and 30°C and increased depending on the time. Citrinin formation in olive was found
to have high values at 30°C. Therefore, this temperature was chosen in the second
stage of this study.

Statistical evaluation of results showed that there was significant difference between
three temperatures (P<0,05). Difference was analyzed by comparing the mean values
using Duncan’s Multiple Range Test. 20°C was found to be different from both 25°C
and 30°C. Statistically, there was not an important difference between 25°C and
30°C.

In order to determine the recovery percentage of citrinin by the method used in this
study, olive samples were spiked at 200 pg/kg (ppb) citrinin standard solution. The
recovery of citrinin was found to be 76,3%.



Effect of 6% and 9% salt concentration on P. citrinum growth was investigated
further. Mould count carried out in olive and pickle samples in the 30" and 60" day
of the incubation. For counting of moulds, appropiate dilutions were made and
Spreading Method to Dichloran-Bengal-Chloramphenicol Agar (DRBC) was used.
Then the samples were incubated for 5 days at 25°C. It was found that salt
concentration has no significant influence on the number of moulds.

In the second stage of the study, olives inoculated with P. citrinum were incubated in
distiled water and pickles containing 6% and 9% NaCl for 30 days at 30°C. During
the incubation, citrinin analysis was performed periodically.

Depending on the increasing salt concentration, formation of citrinin decreased. It
was not detected in the 9% NaCl concentration. Citrinin amount determined in
distiled water and pickle which contains 6% NaCl was found to be higher than in
olives.



1. GIRIS

Zeytin, insanlarin ilk tamidig1 tarimsal iirlinlerden birisidir. Besleyici o6zellikleri
nedeni ile kahvalti, yemek ve salatalarda degisik sekillerde tiiketilen bir gida
maddesidir. Baslangicta evlerde kiiciik ¢apta yapilan iiretimlerin yerini, zamanla

zeytin enddistrisi almistir.

Tiirkiye diinya zeytin iiretiminde, 2002 verilerine gore Ispanya, Italya ve Yunanistan
ile birlikte ilk siralar1 paylagmaktadir. Ancak ihracat miktarlarina bakildiginda
Tiirkiye’nin son siralarda yer aldigi goriillmektedir (Anon., 2002b). Bunun en 6nemli
nedenleri; zeytin isletmelerimizin ¢ogunun kiigiik 6l¢ekte olmasi sonucunda standart
liretimin yapilamamasi, teknolojideki yeniliklerin takip edilmemesi ve diger iilkelerin
tilketim tercihlerine uygun tretimin gergeklestirilmemesidir (Oral ve Heperkan,
1999).

Klasik yontemle iiretilen zeytinler, yiiksek tuz konsantrasyonlu salamuralarda
(>%10), 6-8 ay siireyle fermentasyona birakilmaktadir (Aktan ve Kalkan, 2000). Bu
stire igerisinde zeytin tanklarmin yiizeyinde kiif olusumu gozlenmektedir (Oral ve
Heperkan, 1999). Kiif olusumu zeytinlerde bozulmalara ve buna bagl olarak
ekonomik kayiplara, kiiflerin olusturdugu mikotoksinler ise insanlarda hastaliklara
neden olmaktadir. Kiif kontaminasyonunda ve mikotoksin olusumunda, g¢evresel
faktorler etkilidir. Bu faktorlerin etkisinin bilinmesi, saglik risklerinin ve ekonomik

kayiplarin azaltilabilmesi agisindan faydalidir.

Literatiirde zeytin iiretimi esnasinda salamura yilizeyinde basta Penicillium olmak
tizere Aspergillus ve Rhizopus tiirlerinin bulundugu belirtilmistir (Fernandez ve dig.,
1997). Oral ve Heperkan (1999) zeytinde yaptiklari c¢aligmada Penicillium cinsi
kiiflerin toksin olusturdugunu belirlemislerdir. Korukluoglu ve dig. (2000) Gemlik
tipi zeytinlerde mikotoksinlerin mevcudiyetini incelemis ve 21 zeytin drneginden
sadece bir 6rnegin sitrinin igerdigini tespit etmislerdir. Meri¢ ve Heperkan (2001)
Istanbul’da piyasadan temin ettikleri 42 zeytin drneginin %80’inde sitrinin (73-375

ppb) varligini belirlemislerdir.



Yapilan ¢aligmada, Penicillium citrinum kiltiiri ile asilanan zeytinlerde sitrinin
olusumu iizerine sicaklik, depolama siiresi ve tuz konsantrasyonu gibi faktdrlerin
etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu faktorlerin kontrolii ile zeytin {iretimi
esnasinda, kiif gelisiminin ve mikotoksin olusumunun belli O6lgiide de olsa
azaltilabilecegi diisiiniilmistiir. Bu c¢alisma ile hem iilke ekonomisine hem de

literatiire katkida bulunmak amac¢lanmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Zeytin Uretimi

2.1.1 Zeytinin tanmim

Sofralik zeytin, kiiltiire alinmig zeytin agaci meyvelerinin teknigine uygun olarak
aciligr giderilip, laktik asit fermentasyonuna tabi tutularak veya tutulmayarak
gerektiginde laktik asit ve/veya diger katki maddeleri ilave edilen, pastdrizasyon
veya sterilizasyon islemine tabi tutularak veya tutulmadan elde edilen mamiildiir

(TS-774, 1993).

2.1.2 Zeytinin tarihgesi

Zeytin, bugday ve sarap gibi insanlarin ilk tanidig: iirlinlerdendir. Zeytinin ana vatani
Anadolu olup, 5000 yil 6nce Akdeniz’e yayilmistir. Diinyada yetistirilen en eski
agaclar arasinda zeytin agaci bilinmektedir. Afrika ve Giliney Avrupa’nin Akdeniz
sahillerine yayilmistir. Daha sonra Yunanistan ve Roma’ ya ulasmistir. Birkag yiizyil
oncesinde de Kuzey ve Gliney Amerika, Japonya ve Avusturalya’ya yayilmistir

(Aktan ve Kalkan, 2000).

2.1.3 Zeytinin sistematigi

Zeytin Oleaceae ailesinin Olea cinsinin Olea europaea sativa tiirtindendir. Zeytin
agaclart; kiglart 1lik ve yagmurlu (sicakligin en ¢ok -8°C ye diistiigii), ilkbahar ve
sonbahar1 serin ve yagish, yazlar ise kurak olan (sicakligin en fazla 40°C ye

yiikseldigi) deniz kenarlar1 ¢evresinde yetismektedir (Aktan ve Kalkan, 2000).



Meyveler, renkleri yesilden siyaha degisen cesitli olgunluk doénemlerinde hasat
edilmektedir ve oleuropein igeriginden kaynaklanan dogal acilig1 uzaklastirmak ve
duyusal ozellikleri gelistirmek amaci ile farkl: sekillerde islenmektedir (Lund ve dig.,
2000). Sekil 2.1’de zeytin agacit ve Sekil 2.2°de zeytin meyvesinin goriiniimii
verilmistir (Anon., 2002a).

Sekil 2.2. Zeytin meyvesinin goriiniimii (Anon., 2002a).

2.1.4 Zeytin iiretimine ayrilan alan

Zeytin agacinin yetismesi i¢in gerekli olan ekolojik ve klimatolojik o6zelliklerin
tamamina Akdeniz bolgesi sahiptir. Diinya zeytin varliginin %96’s1t Akdeniz
bolgesinde bulunmaktadir (Aktan ve Kalkan, 2000). Diinyada ve Tiirkiye’de zeytin

iiretimine ayrilan alan Tablo 2.1.”de verilmistir.



Tablo 2.1. Zeytin tiretimine ayrilan alan (Ha) (Anon., 2002b).

Yillar

Ulkeler 1999 2000 2001 2002
A.B.D. 14,285 14,570 14,600 14,600
Arjantin 27,000 29,000 29,000 29,000
Fransa 13,386 15,617 15,908 16,000
Ispanya 2,200,000 2,300,000 2,300,000 2,300,000
Israil 16,000 17,000 17,000 17,000
Italya 1,128,266 1,136,627 1,142,579 1,145,000
Meksiko 4,469 4,327 4,625 4,500
Misir 43,669 45,513 47,519 49,868
Peru 3,909 6,418 6,995 6,500
Portekiz 319,532 358,470 420,000 450,000
Suriye 469,857 477,993 488,957 498,981
Tunus 1,500,000 1,387,240 1,377,700 1,377,700
Tiirkiye 580,286 594,072 599,400 570,000
Yunanistan 757,600 765,151 767,144 765,000

Tablo 2.1.’de goriildiigii gibi zeytin iiretimine en fazla alam Ispanya ayirmaktadir.

Ispanya’y1 Tunus, italya, Yunanistan ve Tiirkiye takip etmektedir.

Tiirkiye’de sahile dikey veya paralel daglarda bol miktarda yabani zeytin agaci
oldugu belirtilmektedir. Bunlarin diplerinden ¢ikan koklii yan dallar zeytin fidanm
olarak degerlendirilebilir. Tiirkiye’de gilinlimiizde orman o6zelligini kaybetmis ve
baska iirinlerin yetismesi i¢in elverisli olmayan alanlar zeytin {iretiminde
kullanilabilir. Yabani zeytinlerden bu amagla yararlanilabilir (Aktan ve Kalkan,

2000).

Diinyada ve Tiirkiye’de hektar basina elde edilen verim Tablo 2.2.°de

gosterilmektedir.



Tablo 2.2. Zeytin verimi (Hg/Ha) (Anon., 2002b).

Yillar

Ulkeler 1999 2000 2001 2002
A.B.D. 92,083 32,944 83,260 55,925
Arjantin 31,481 32,759 32,759 32,759
Fransa 12,400 11,981 11,350 13,750
Ispanya 15,728 21,495 29,479 21,913
Israil 14500 32,941 15,294 15,294
Italya 33,371 24,819 25330 22,707
Meksiko 21,851 21,465 35278 35,556
Misir 65,740 61,904 61,850 63,811
Peru 29,117 46,779 46,379 47,025
Portekiz 10,421 7,253 6,452 7,111
Suriye 8,524 18,119 10,164 20,021
Tunus 7,500 8,110 3,992 1,089
Tiirkiye 10,009 30,299 10,010 26,316
Yunanistan 28,994 29,717 29,322 31,373

Tablo 2.2’de verilen zeytin iiretiminde hektar bagina elde edilen verime bakildiginda
Misir ve A.B.D.’nin 6n siralarda yer aldig1 goriilmektedir. Tiirkiye’de ise elde edilen

verim diistiktiir.

2.1.5 Diinyada ve Tiirkiye’de zeytin iiretimi
En 6nemli fermente gidalardan biri olan zeytin, bir¢ok iilkede iiretilmektedir. Tablo
2.3’te goriildiigii gibi iiretimde Ispanya, Italya, Yunanistan ve Tiirkiye ilk siralari

paylagmaktadir.



Tablo 2.3. Diinyada ve Tiirkiye’de zeytin iiretimi (Ton) (Anon., 2002b).

Yillar

Ulkeler 1999 2000 2001 2002
A.B.D. 131,540 48,000 121,560 81,650
Arjantin 85,000 95,000 95,000 95,000
Fransa 16,599 18,711 18,056 22,000
Ispanya 3,460,100 4,943,800 6,780,200 5,040,100
Israil 23,200 56,000 26,000 26,000
Italya 3,765,100 2,821,000 2,894,097 2,600,000
Meksiko 9,765 9,288 16,316 16,000
Misir 287,080 281,745 293,903 318,339
Peru 11,382 30,023 32,442 30,566
Portekiz 333,000 260,000 271,000 320,000
Suriye 400,509 866,052 496,952 998,988
Tunus 1,125,000 1,125,000 550,000 150,000
Tiirkiye 580,809 1,800,000 600,000 1,500,000
Yunanistan 2,196,615 2,273,836 2,249,430 2,400,000

Tiirkiye’de zeytin tretim miktart 1999 yilinda 580,809 ton iken, 2002 yilinda bu
deger 1,500,000 tona yiikselerek 2,6 kat artig gdstermistir. Diinya zeytin iiretiminde

ise Tiirkiye dordiincii sirada yer almaktadir.

Ispanya, diinya zeytin iiretiminin yaklasik yarisina sahip olarak, bu pazarda en
biiyiik payr olan iilkedir. Uretici iilkeler cesitliligi arttirma yoluna giderek,
uluslararasi ticarette pay almak istemektedirler. Ispanya son yillarda natiirel siyah
zeytin ve konserve siyah-olgun zeytin liretimine, Yunanistan salamurada natiirel
siyah zeytin {iretiminin yaninda yesil zeytin iiretimine baglamistir. Zeytin tiretim ve
saklama yontemlerindeki bilimsel c¢alismalar, iiretim miktarlarinin arttirilmasina

olanak saglamaktadir (Fernandez ve dig., 1997).

Zeytin tipine gore iiretim incelendiginde, siyah zeytinin énemli bir kismin1 natiirel
siyah zeytinler olusturmaktadir. Degisken renkli zeytinlerin biliyiilk cogunlugunu ise

Kaliforniya tipi zeytinler olusturmaktadir (Fernandez ve dig., 1997).



2.1.6 Diinyada zeytin ihracati

Tiirkiye’de ve diinyada zeytin ihracati1 Tablo 2.4’te verilmektedir.

Tablo 2.4. Diinyada zeytin ihracati (Ton) (Anon., 2002Db).

Yillar

Ulkeler 1998 1999 2000 2001
Fransa 216 430 476 237
Ispanya 7,069 5,018 5,054 6,992
Italya 416 576 719 835
Misir 10 0 0 34
Peru 49 6 64 76
Portekiz 165 47 193 131
Suriye 1,393 1,154 874 874
Tunus 240 34 0 0
Tiirkiye 81 12 0 91
Yunanistan 10,137 8,455 8,968 7,664

Tiirkiye’de ihracat miktar1 1998 yilinda 81 ton, 2001°de 91 ton’dur. ihracatta
yaklasik olarak 1,1’lik bir artis goriilmekte, ancak diinyadaki ihracat miktarlarina

bakilacak olursa ¢ok geride oldugumuz goriilmektedir.

Tiirkiye’nin zeytin liretiminde dordiincii sirada, ihracatta ise son siralarda yer almasi
dikkat ¢ekici bir durumdur. Bunun en biiylik nedeni, zeytin igletmelerimizin ¢ogunun
kiigiik Olcekte olmasi sonucunda standart lretimin yapilamamasi, teknolojideki
yeniliklerin takip edilmemesi ve diger lilkelerin tiiketim tercihlerine uygun tretimin

gerceklestirilmemesidir (Oral ve Heperkan, 1999).

Zeytin cesitlerine gore ihracatci iilkeler degismektedir. Ispanya, Arjantin, Yunanistan
ve Maroko yesil zeytin, Yunanistan, Maroko ve Tiirkiye natiirel siyah zeytin, Ispanya

ve Maroko degisken renkli zeytin ihracat1 yapmaktadir (Fernandez ve dig., 1997).



2.1.7 Diinyada zeytin ithalati

Zeytin ithal eden tilkeler Tablo 2.5’te gosterilmistir.

Tablo 2.5. Diinyada zeytin ithalati (Ton) (Anon.,2002b).

Yillar

Ulkeler 1998 1999 2000 2001
A.B.D. 11,533 5,159 2,948 11,891
Fransa 1,393 1,377 1,615 1,442
Ispanya 3 115 304 150
Italya 2,415 2,039 2,146 2,058
Portekiz 4,817 438 1,920 1,398
Romanya 12,270 12,107 - -
Tunus 3 2 0 0
Tiirkiye 2 0 0 0
Yunanistan 72 70 66 14

Tablo 2.5’te goriildiigii gibi A.B.D., italya, Fransa ve Portekiz en ¢ok zeytin ithalati

yapan iilkelerdir.

Ithal edilen zeytin tiirleri iilkelere gore farklilik gostermektedir. A.B.D., Italya ve
Fransa’da Ispanyol tipi salamuralanmis yesil zeytin, Bulgaristan ve Romanya’da ise
Grek tipi salamuralanmis natiirel siyah zeytin ithalati yapilmaktadir. Italya ve

A.B.D., ayrica degisken renkli zeytin ithalatgilaridir (Fernandez ve dig., 1997).

2.1.8 Sofralik zeytin iiretim yontemleri

Uluslararas1 ticarette, sofralik zeytin {iretiminde kullanilan ii¢ yontem Onem

tagimaktadir (Wood, 1998);
1- Salamurada islem gérmiis (Ispanyol veya Sevillian tipi) yesil zeytin
2- Salamurada iglem gormiis (Kaliforniya tipi) siyah zeytin
3- Salamurada natiirel (Grek tipi) siyah zeytin.

Zeytinler, kullanilan iretim yontemine bagli olarak farkli olgunluk zamanlarinda

hasat edilmektedir. Ilk iki ydéntemde, zeytinin aromatik maddelerinden biri olan



oleuropein’in neden oldugu acilik alkali muamelesi ile giderilmektedir. Grek tipi
zeytin Uretiminde ise, meyveler dogrudan salamura igerisine konulmakta ve acilik
kismen uzaklagmaktadir. Bu nedenle, zeytinler meyvemsi bir tada ve acimsi bir

lezzete sahiptir (Luh ve Woodroof, 1988; Wood, 1998; Aktan ve Kalkan, 2000).

2.1.8.1 Ispanyol tipi yesil zeytin iiretimi

Ispanyol tipi yesil zeytin iiretiminde, zeytinler yesil ile saman saris1 arasinda renge
ulastiginda toplanmaktadir. %1,3-2,6 NaOH soliisyonu igeren silindirik ya da kiiresel
polyester ve fiber glass tanklarda, oleuropein’i hidrolize etmek icin 5-7 saat
bekletilmektedir (Lund ve dig., 2000). Bu islem ile ac1 bir glikozid olan oleuropein,
glukoz ve aglikon’a indirgenir. Bunlarda elenoik asit ve f-3,4-dihidroksi-feniletil

gibi basit molekiillere parcalanmaktadir (Robinson, 2000).

Alkali etin 2/3’iine temas ettiginde isleme son verilmekte ve zeytinler defalarca su ile
yikanmaktadir. Muamele tankinin altindan alkali bosaltilmadan 6nce, yukaridan
¢esme suyu verilmeye baslanmaktadir. Boylece zeytinlerin oksidasyon ile kararmasi
onlenmis olur (Aktan ve Kalkan, 2000). Yikama islemiyle, oleuropein ve onun
hidroliz {riinleri, diger polifenoller ve bazi fermente olabilir sekerler

uzaklagtirilmaktadir (Lund ve dig., 2000).

Zeytinler esas olarak laktik asit bakterileri tarafindan gerceklestirilen fermentasyona
izin vermek i¢in, %5-6 NaCl i¢eren salamuraya konulmaktadir. Zeytinler, bir sonraki
isleme kadar ayni salamurada bekletilebilir. Tuz konsantrasyonu %8’e ¢ikarildiktan
sonra satilmaktadir. Bu yesil zeytinler, tam olarak fermente olduklarinda, “Ispanyol

tipi yesil zeytin” olarak bilinmektedir (Lund ve dig., 2000).

2.1.8.2 Kaliforniya tipi konserve siyah zeytin iiretimi

Kaliforniya tipi siyah zeytin iiretiminde, salamurada depolanan veya taze zeytinler
kullanilabilmektedir (Wood, 1998). Zeytinlerin rengi sarimtrak-yesil ile pembe
arasinda degismektedir (Lund ve dig., 2000). Zeytinler, ¢eside ve alkali uygulamasi
oncesinde depolanma siiresine bagli olarak %0,5-1,5 NaOH soliisyonu ile kisa stireli
olarak ii¢ kez islem gormektedir. Alkali, meyvenin tamamina temas ettiginde isleme

son verilmekte ve alkali uzaklastirilmaktadir. Zeytinler yikanmak suretiyle alkaliden
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tamamen armdirilmaktadir. Bu ydntemde, zeytinler hava ile temas etmekte ve

oksidasyon ile kararma ger¢eklesmektedir (Wood, 1998).

Siyah renk stabilizasyonu, demir i¢eren tuzlarin ilavesi ile saglanmaktadir. Zeytinler,

%2,5-5 NaCl igeren salamura soliisyonu ile konservelenmekte ve sterilize

edilmektedir (Lund ve dig., 2000).

2.1.8.3 Grek tipi natiirel siyah zeytin iiretimi

Grek tipi natiirel siyah zeytin, renkleri mor ile siyah arasinda degisen zeytinlerden
hazirlanmaktadir. Yikama islemi sonrasinda tank igerisine konulur ve iizerine %8-10

NaCl igeren salamura ilave edilmektedir (Lund ve dig., 2000).

Zeytinler dogal fermentasyona maruz kalmaktadir. Fermentasyon zeytinlerde veya
tanklarda bulunan mikroorganizmalar ile gerceklesmektedir. Fermentasyonda,
ozellikle mayalar Onemli rol oynamaktadir. Salamura ise fermente olabilir
karbonhidratlar1 igerdigi icin, laktik asit bakterilerinin gelisimini tesvik eden bir

ortam saglamaktadir (Wood, 1998).

Ticari iiretimlerde, zeytinler starter kiiltiir ile inokiile edilmez. Prosesler, gevresel
faktorlerin (tuz, sicaklik, taze zeytinde mikroorganizma mevcudiyetine ve ekipman

tizerideki mikroflora) kombinasyonuna dayanmaktadir (Lund ve dig., 2000).

2.1.9 Fermentasyon esnasinda mikrobiyolojik ve kimyasal degisiklikler
2.1.9.1 Yesil zeytin fermentasyonu

Yesil zeytinlerin fermentasyonunda, dominant role sahip olan laktik asit bakterileri
etkilidir. Alkali uygulamasini ve yikamayi takiben zeytinler, fermentasyon esnasinda
NaCl konsantrasyonu %5-6 olacak sekilde salamuralandirilmaktadir (Lund ve dig.,
2000). Zeytindeki sekerler, vitaminler ve aminoasitler osmosis ile salamura
soliisyonu igerisine ge¢mektedir. Salamura yavas yavas laktik fermentasyonu
olusturan mikroorganizmalarin  gelisimi  i¢cin uygun bir besi ortamina

dontistiriillmektedir (Robinson, 2000).

Fermentasyonun ilk asamalarinda; Gr (-) ¢ubuklar, Enterobacteriaceae (koliformlar)

ve Bacillus spp. dominant haldedir. Bunlar zeytinlerden, tanklardan ve yikama
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suyundan kaynaklanan kontaminantlardir. Bu asamada Enterobacteriaceae ve
Aeromonas spp. tarafindan gaz olusumu (CO2, H2) gozlenmektedir (Lund ve dig.,
2000). Bozulma etkeni olan bu bakteriler, laktik asit bakterileri tarafindan asit
iretimine bagli olarak hizla ortadan kaybolmaktadir (Robinson, 2000).
Fermentasyon ilerledik¢e, Pediococcus ve Leuconostoc spp. tiirleri goriilir ve
fermentasyonun ikinci asamasinda Lactobacillus plantarum ve daha az miktarda
Lactobacillus  delbriickii ortama hakim olmaktadir (Lund ve dig., 2000).
Fermentasyonun ilk asamasi pH 6 ya diisiinceye kadar devam etmektedir (Wood,
1998).

Fermentasyonun ikinci agamas1 12-15 giin stirebilir ve pH ideal olarak 4,0’1n altinda
bir degere diismelidir. Bu pH diisiisii, fermente olabilir seker konsantrasyonuna ve
zeytinde isleme esnasinda olusan organik asit tuzlarindan dolayr tamponlanma
kapasitesine bagldir. Ilging bir sekilde salatalik fermentasyonunun tersine zeytin
fermentasyonunda pediococci’ler, leuconostoc ve lactobacil‘lerden dnce gozlenebilir.
Bu olay, tuz konsantrasyonundan ya da polifenollere direngten dolay1 gerceklesebilir
(Lund ve dig., 2000).

Fermentasyonun {iglincli asamasi, substrat tiikenene kadar devam etmektedir.
Yaklasik olarak 25 giin siirmektedir. Lactobacillus tiirleri (6zellikle Lb. plantarum)
dominant haldedir ve maya florast ile birlikte yagamaktadir. Lb. plantarum, gelismesi
icin vitamin ve aminoasitlere ihtiya¢ duymaktadir. Bazi mayalar ortama B
vitaminleri sentezlemektedir. Fermentatif mayalar, fermente olabilir sekerlerin
onemli bir kismmi kullanmaktadir. Bunlarin etanol, etilasetat ve asetaldehit gibi
metabolitleri, {riiniin karakteristik duyusal ozelliklerine katkida bulunmaktadir.
Oksidatif mayalar, yiizeysel filmler olarak bulunabilirler. Bunlar laktik asidi okside
ettigi, pH’1 yiikselttigi ve bu suretle Clostridium spp. tarafindan kétii koku olusumu
ile bozulmaya neden olduklarindan anaerobik kosullarin saglanmasi ile diisiik
miktarlarda tutulmalidir. Oksidatif mayalarin baskilanmasi, salamura yiizeyinin
plastik filmlerle kaplanmasi ile gerceklestirilebilir. Fermentasyonun sonunda,
muhtemel Propionibacterium (pH’in artmasina ve koku olusumu ile bozulmaya
neden olabilir) gelisiminin baskilanmasi igin, tuz konsantrasyonu %8’e Yyiikseltilir
(Lund ve dig., 2000).
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2.1.9.2 Konserve zeytin fermentasyonu

Konserve siyah zeytinlere, meyve ylizeyinde tamamen kararmanin saglanmasi ve etli
kisimda stabil siyah renk olusumu icin, tipik olarak alkali oksidasyonu
uygulanmaktadir. Bu oksidasyon islemi hasat sonrasinda hemen uygulanabilecegi
gibi, meyveler salamura icerisinde depolanarak oksidasyon dncesinde fermentasyona
ugratilabilir. Salamura igerisinde depolama esnasinda hava enjeksiyonu ile
oksidasyonun gelismesi saglanabilir. Salamuranin tuz konsantrasyonuna ve fenol
seviyesindeki genetiksel farkliliklara bagli olarak, mayalar ve laktik asit bakterileri
fermentasyonda baskin halde bulunabilirler. Oksidasyon uygulamasi Oncesinde,

laktik asit fermentasyonu ile tam bir koruma saglanmaktadir (Lund ve dig., 2000).

Karartma islemi i¢cin meyveler tekrar eden bir sekilde sodyum hidroksit soliisyonu
(%1-2) ve igerisine basing altinda hava enjekte edilmis olan su ile muamele
edilmektedir. Genellikle bu islemler 3 ila 5 kez uygulama ile basarilmaktadir.
Fenolik bilesiklerin alkali oksidasyonu ile meyve yiizeyinde ve etli kisimda tam bir

kararma saglanmaktadir (Lund ve dig., 2000).

Renk olusumu, orthodifenoller ve kafeik asitten polimer olusumuna bagli olarak
gerceklesmektedir. Oksidasyon hizi, alkalilik miktarindaki artisa bagli olarak
artmaktadir. Olusan renk stabil olmayip, renkteki bozulmalarin 6nlenmesi igin
demirli glukonat ya da laktat soliisyonlari eklenmektedir. Demir renk iizerine
etkisinin yami sira, kalsiyum gibi olgun zeytin tekstiiriiniin korunmasinda rol

oynamaktadir (Robinson, 2000).

Sodyum hidroksit soliisyonu, pH 8’e diisene kadar zeytinlerin yikanmasi ile
uzaklastirilmaktadir. Bu islemler sonrasinda zeytinler, tenekelere ya da cam
kavanozlara %1,5 tuz iceren salamura ile yerlestirilir ve sterilize edilirler (Lund ve

dig., 2000).

2.1.9.3 Natiirel siyah zeytin fermentasyonu

Natiirel siyah zeytinler, %8-10 tuz konsantrasyonuna sahip salamura igerisine
konulmaktadir. Alkali islemi uygulanmadigindan ¢oziinebilir bilesenlerin meyve
yiizeyine diflizyonu yavas olmaktadir. Bu nedenle fermentasyon proseside yavastir

(Lund ve dig., 2000).
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Ik giinlerde Gr (-) bakteriler bulunur, ancak 1-2 hafta sonra yok olmaktadirlar. Bu
fermentasyonda, mayalar baskindir ve 10-25 giin sonra sayilar1 maksimuma
ulagsmaktadir. Fermentatif mayalar arasinda Saccharomyces oleaginosus ve
Hansenula anomala, oksidatif mayalar arasinda Torulopsis candida, Debaryomyces
hansenii, Candida diddensii ve Pichia membranaefaciens’in oksidatif tiirleri yer
almaktadir. Ancak Pediococcus, Leuconostoc ve ileri donemlerde Lactobacillus

tirleri gelismekte ve asit iiretmektedirler (Lund ve dig., 2000).

Fermentasyon tiriinleri arasinda; laktik asit, asetik asit, etanol, etilasetat, asetaldehit,
aseton, n-propanol, 2-metil-propanol ve 2-metil-butanol bulunmaktadir. Bu tip
fermentasyonda, asirt CO2’yi uzaklastirmak ve gaz kabarciklarinin olusumu ile
meyvelerde olusabilecek kirisiklig1 6nlemek i¢in havalandirma islemi uygulanabilir.
Sonug olarak bu fermentasyonda yesil zeytinlere gore daha fazla miktarda ¢ozlinmiis
oksijen bulunmaktadir ve bu da oksidatif mayalarin gelismesinde etkendir (Lund ve

dig., 2000).

Asit konsantrasyonu %0,3-0,5 arasinda degistigi halde, son pH 4,3-4,5 arasindadir.
Bu nedenle, fermentasyonun sonunda tam bir korumanin saglanabilmesi i¢in, tuz

konsantrasyonu %8-10’a yiikseltilmelidir (Lund ve dig., 2000).

2.1.10 Ham zeytinin bilesimi

Zeytin, ¢ekirdekli ve etli bir meyvedir. Etli kisim ve g¢ekirdek orani ¢eside bagh
olarak degismektedir. Agirligin %76-80’ini meyvenin etli kismi ve %20-24’{ini
¢ekirdek (endocarp) olusturmaktadir. Zeytinin bilesimi Tablo 2.6’da gosterilmistir.
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Tablo 2.6. Zeytinin bilesimi (Aktan ve Kalkan, 2000).

Bilesen Miktar (%)
Su 35-42
Yag 25-38
Ham Protein 1,9-2,5
Ham Seliiloz 1,7-2,0
Kiil (Mineral madde) 6-9
Karbonhidratlar (glikoz ve digerleri) 2,8-6,2
Polifenoller <1
Aromatik Maddeler <1
Renk Maddeleri <1
Enzimler <1
Alkaloidler <1
Pektinler <1

Fermente olabilir sekerler olarak, glukoz (meyvenin etli kisminin %]1-3’), fruktoz
(%0,2-1,1) ve az miktarda sukroz ve mannitol icermektedir. Sitrik, okzalik asit ve

malik asit, meyvenin etli kisim agirliginin %0,5-1’ini olusturmaktadir (Lund ve dig.,
2000).

Fenolik bilesikleri, ¢ogunlukla ortho-difenol bilesikleri ve bunlarin glikozidleri
olusturmaktadir. Bu bilesikler, 6zellikle laktik asit bakterilerine kars1 antimikrobiyal
ozellik gosterdiginden fermentasyonda onemli role sahiptir. Fenolik bilesikler ayrica,
olgunlagsma esnasinda renk gelisiminde ve salamura igerisinde olgun zeytinlerin

hazirlanmasi i¢in uygulanan karartma islemlerinde 6nemlidir (Lund ve dig., 2000).

Alkali ile iglem gérmemis zeytinler, bir glikozid olan oleuropein igerikleri nedeniyle
¢ok ac1 bir lezzete sahiptir. Oleuropein’in, alkali ile hidrolizi sonucunda giderilen

acilik, alkalinin uzaklastirilmasi sonrasinda tekrar olusmaz (Luh ve Woodroof,
1988).

Antosiyanin’ler zeytinde bulunan en 6nemli pigmentlerdir. Bunlar; siyanidin-3-
glikozid, siyanidin-3-rutinozid, siyanidin triozid ve siyanidin-3-soforosid olarak

belirtilmistir. Antosiyanin’ler zeytinin gelisimi esnasinda maksimum seviyeye
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ulagincaya kadar hizla artar, zeytin asir1 olgunlastiginda azalir. Pigment olusumunda,
15181n etkisi onemlidir. Isikta gelisen meyvelerde, karanliktakilere gore 10 kat daha
fazla antosiyanin bulunmustur (Luh ve Woodroof, 1988).

2.1.11 Tiirk tipi salamurada natiirel siyah zeytin iiretimi

Tiirk tipi salamurada natiirel siyah zeytin tiretimi Sekil 2.3’°te gdsterilmistir.

Hasat

|

Isletmeye Nakil
Kalibrasyon ve Se¢cme

Yikama

|

Salamuraya Koyma (Fermentasyon)

Hava Verme

|

Kalibrasyon ve Se¢cme

Ambalajlama

Sekil 2.3. Tiirk tipi natiirel siyah zeytin iretimi akis semasi
(Aktan ve Kalkan, 2000).

Zeytinler, renkleri kizildan siyaha donme asamasinda ve yilizeyde kirisikliklar
meydana gelmeden Once hasat edilmelidir. Hasat edilen zeytinler, delikli plastik
kasalar icerisinde isletmeye nakledilmelidir. Isletmeye gelen zeytinler Oncelikle
elenirler, sonra bozuk, ciiriik taneler ve yabanci maddeler ayiklanmak suretiyle
uzaklastirilir (Aktan ve Kalkan, 2000).
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Ayiklama sonrasinda yikanarak toz, toprak ve mikroorganizma yiikiinden arindirilan
zeytinler fermentasyon tanklarina alinmaktadir. Tankin igerisine salamura ilave
edilir. Laktik asit bakterilerinin en iyi sekilde ¢alismasi i¢in gereken optimum tuz
konsantrasyonu %6-8 olarak belirtilmistir. Bu nedenle salamura tuz konsantrasyonu
en ¢ok %9 oraninda olmalidir. Aksi halde laktik asit bakterileri haricinde asetik asit,
alkol ve kotii koku iireten tiim mikroorganizmalar faaliyet gosterebilir ve ortamda

baskin olabilirler (Aktan ve Kalkan, 2000).

Tanklara hava verildiginde fermentasyon hizlandirilmakta ve tat gelisimi ¢abuk
olugsmaktadir. %6-8 tuz konsantrasyonu ile fermentasyona baslayip, pH, sicaklik ve
tuz konsantrasyonu kontrolii diizenli olarak yapildiginda arzu edilen tat olusumu i¢in
gereken siire 3 aya indirilebilir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda gerceklestirilen
fermentasyonda ise zeytinlerin tatlanma siiresi 6-8 ay siirmektedir (Aktan ve Kalkan,
2000).

Fermentasyon sonrasinda salamuradan ¢ikarilan zeytinler havalandilir ve oksidasyon
ile siyah renk olusumu saglanir. Kararan zeytinlere, tekrar kalibrasyon ve se¢me
islemi uygulanir. Yarali, ezik ve agik renkli zeytinler ayrildiktan sonra , zeytinler

boyutlarina gore siniflandirilip ambalajlanirlar (Aktan ve Kalkan, 2000).

Zeytinler salamurasiz olarak agikta veya naylon torbalarda piyasaya sunulacaksa,
zeytinlere salamura igerisinde iken sodyum benzoat (%0,05-0,1) ilave edilerek tuz
orani % 9-10 seviyesine getirilmelidir. Zeytinler, salamura igerisinde tenekelerde
veya cam kavanozlarda pastorizasyon sonrasinda piyasaya sunulacaklarsa, koruyucu
madde ilavesine gerek yoktur. Salamura tuz konsantrasyonunun en ¢ok %7 olmasi

gerektigi belirtilmistir (Aktan ve Kalkan, 2000).

2.1.12 Zeytinin islenmesi sonucu elde edilen iiriinler

Bu meyvenin % 15 i sofralik zeytin olarak, % 85 1 yag iiretiminde kullanilmaktadir
(Robinson, 2000). Yumusamaya baglayan zeytinler ise zeytin ezmesine

dontstiiriilerek degerlendirilmektedir.

2.1.12.1 Zeytin yagi
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Yag iretimi i¢in yetistirilen zeytinlerden natiirel, rafine ve riviera olmak iizere 3
farkli cesitte zeytinyagi {retilmektedir. En degerlisi olan natiirel zeytin yag,
zeytinden soguk presle ayrilan ilk yagdir. Rafine zeytin yag, natiirel zeytin yagin
rafine edilmesi ile elde edilmektedir. Daha a¢ik renkte ve kokusu daha hafiftir.
Riviera ¢esidi ise, natiirel ve rafine zeytinyagmin karigimidir (Aktan ve Kalkan,

2000).

2.1.12.2 Zeytin ezmesi

Salamurada iretilen zeytinlerin fermentasyonu tamamlandiginda, yumusamaya
baslayanlar ve kalibre disinda kalanlar zeytin ezmesine islenmek {izere ayrilmaktadir.
Palperlerde zeytinlerin ¢ekirdek ve kabuklart ayirilir, ezilerek piire haline getirilir.
Kavanoz, teneke kutu veya alliminyum—plastik tiiplere doldurulduktan sonra 75-
80°C de 30 dakika pastorize edilmektedir. Yag sizdirmasini 6nlemek amaciyla

emiilgatorler, koruyucu olarakta sodyum benzoat ve potasyum sorbat ilave

edilmektedir (Aktan ve Kalkan, 2000).

2.1.13 Zeytinlerde bozulma ve oneriler

Zeytinlerin olgun veya asir1 olgun hasat edilmesi sonucunda, islenen zeytinlerin
dokular1 gevsek olmaktadir. Yag asitlerinin oksidasyonu nedeniyle olusan ytiksek

asitlik, acilik ve agir bir tat meydana getirmektedir (Aktan ve Kalkan, 2000).

Bu problemin oOnlenebilmesi i¢in zeytinler, renkleri kizildan siyaha donme
asamasinda ve kirigikliklar olusmadan hasat edilmelidir. Arzu edilen siyah renk,

fermentasyon agamasinda zaman zaman verilecek hava ile saglanabilir (Aktan ve

Kalkan, 2000).

Ham meyve lizerinde bulunan ve bozulma etkeni olan bir¢ok mikroorganizma,
yikama iglemi ile uzaklastirilmaktadir. Geri kalan mikroflora Gr(-) bakteriler,

mayalar ve laktik asit bakterilerinden olugsmaktadir (Fernandez ve dig., 1997).

Fermentasyon doneminde salamura yiizeyinde olusan filmde, Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus cinsi kiifler ve maya tespit edilmistir (Oral ve Heperkan,
1999).
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Zeytinde, Gr(-) basiller ve mayalarin gaz kabarcig1 olusturmasi sonucunda balik gozii
(fisheye) bozulmasi goriilmektedir. Meyvede, et ile kabuk arasinda CO2 birikmesi
sonucunda kabarcik olusmaktadir. Meyvenin etli kisminda yumusama ve kabugun

ayrilmasi ile karakterize edilmektedir (Wood, 1998; Aktan ve Kalkan, 2000).

Kabarcik olusumunu oOnlemek igin iiretim esnasinda aseptik ¢alisilmali ve
fermentasyon islemine dikkat edilmelidir. Salamurada kullanilan suyun
bakteriyolojik yiikii kontrol edilmeli, kullanilan kap ve aletler temiz olmal1 ve belirli
araliklarla temizlenmelidir. Ayrica tuz ve salamura tanklari mikrobiyal
bulagsmalardan korunmalidir. Fermentasyonda ise yararli mikroorganizmalarin
gelisimini tesvik, zararli mikroorganizmalarin gelisimini ise inhibe eden ortamlar
saglanmalidir. Burada pH kontrolii en 6nemli faktorlerden biridir pH 4,5 ve daha
diisiik degerlerde Gr(-) basillerin gelisimi biiyiik dlclide inhibe edilmektedir (Aktan
ve Kalkan, 2000).

Zapatera bozulmasi, zeytinlerde kotii koku olusumu ile karakterize edilmektedir.
Baslangigta peynirimsi koku olarak tanimlanirken, sonra keskin bir kot koku
seklinde tanimlanmaktadir. Bu bozulma, laktik asit fermentasyonunun salamura pH’1
4,5’in altinda bir degere diismeden 6nce sonlanmasi ile gergceklesmektedir. pH 4,5’in
altinda, zapatera bozulmasi olmamaktadir. Bozulma esnasinda pH artmakta, laktik ve
asetik asit metabolizmasindan ¢esitli bilesikler olusmaktadir. Bu organik asitlerin
arasinda basta propiyonik asit olmak {izere biitirik, siikksinik, formik, valerik, kaproik
ve kaprilik asit yer almaktadir. Biitirik ve diger ugucu asitler, keskin kotii kokudan
sorumlu tutulmaktadir. Propionibacterium ve bazi Clostridium tiirleri, zapatera
bozulmasi etkeni olarak goriilmektedir. Bu bozulma asitlendirme ya da starter kiiltiir

ile inokiilasyon uygulanarak onlenebilir (Wood, 1998).

2.2. Kiif Gelisimi ve Mikotoksin Olusumu

Mikroorganizmalar, tarimsal iriinlerde ve cesitli gida maddelerinde dogal flora
olarak bulunmaktadir ya da bu {riinlere sonradan bulagsmaktadir. Bu
mikroorganizmalar igerisinde kiifler, endiistriyel olarak kullanildiklarindan ayr1 bir

oneme sahiptir. Ancak gelismeleri i¢in uygun olan kosullarda, gidalarda bozulmaya
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ve drettikleri toksik metabolitlerle insan ve hayvanlarda hastaliklara neden

olmaktadirlar (Taydas ve Askin, 1995; Karadeniz ve Eksi, 2002).

Kiifler tarafindan canli bir dokunun istilasina "mikosiz”, olusturulan sekonder
metabolite "mikotoksin” ve bu mikotoksinlerin neden oldugu hastaliklara ise
"mikotoksikoz” adi verilmektedir (Taydas ve Askin, 1995; Karadeniz ve Eksi, 2002).
Mikotoksikoz; teratojenite, kanserojenite ve bagisiklik sistemi {izerine olumsuz

etkileri icermektedir (Wijnands ve Leusden, 2000).

Mikotoksin olusumu, logaritmik fazin sonunda ya da duraklama fazinin
baslangicinda olmaktadir. Mikotoksinler yapisal olarak, diisiik mokekiil agirlikli
(< 700) kompleks organik bilesiklerdir ve kumarin, steroid gibi farkli kimyasal
gruplarda bulunabilirler (Weidenbérner, 2001). Kiifler tarafindan iretilen birincil
metabolitler, gelisim igin esansiyeldir. Ikincil metabolitler ise hiicre materyallerinin
sentezi ve mikroorganizmalarin gelismesi ile direkt baglantili degildir (Robinson,
2000). insanlarm gida zincirinde bulunan mikotoksijenik kiifler daha ¢ok

Aspergillus, Fusarium ve Penicillium tiirleridir.

Mikotoksinler iizerine ¢alismalar, 1960’11 yillarda en toksik metabolit olarak bilinen
aflatoksinlerin bulunmasi ile baglamistir (Taydas ve Askin, 1995; Robinson, 2000).
Daha sonra patulin, okratoksinler, penisillik asit, sitrinin, sterigmatosistin, zeralenon
ve alternaria toksini olmak tizere bircok mikotoksin iizerine arastirmalar yapilmistir
(Karadeniz ve Eksi, 2002). Gidalarda pg/kg ve mg/kg arasinda degisen

konsantrasyonlarda bulunabilmektedirler.

Mikotoksinler kiifler tarafindan {iretilen dogal {irlinlerdir. Biyolojik aktiviteleri,
omurgalilara kars1 toksisitedir. Bazi mikotoksinler insektisidal, antimikrobiyal ve
fitotoksik etki gosterir. Uriinlere mikotoksin kontaminasyonu tarlada, hasat
sonrasinda ya da depolama esnasinda olabilir. Onemli ekonomik kayiplarmn yani sira
insan ve hayvan saglig1 i¢in tehdit olusturmaktadirlar (Robinson, 2000). Diisiik
kalitede yem tiiketimi nedeni ile hayvanlar, insanlara gére mikotoksinlere daha fazla

maruz kalmaktadir (Weidenborner, 2001).
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Gidalarda  kiif  gelisiminin  olmasi, daima  mikotoksin  olusumu ile
sonuglanmamaktadir. Aymi sekilde gorsel olarak kiif gelisiminin olmamasi,

mikotoksinlerin olugsmadig1 anlamina gelmez (Vries, 1997).

Mikotoksinlerin toksik etkileri, akut ve kronik olmak iizere iki kategoriye ayrilabilir.
Akut etkiler, siklikla 6liimciil hastaliklart igermektedir. Kronik etkiler ise kilo kaybs,
bagisiklik sisteminde zayiflama, kanser, siit hayvanlarinda siit iiretiminde azalma

olarak belirtilmektedir (Robinson, 2000).

Mikotoksinlerin, insan ve hayvanlarda toksik rahatsizliklara neden oldugu uzun
zamandir bilinmektedir. Ancak kiifler, gidalar ve hastaliklar arasinda bir baglanti
oldugu son yillarda dikkate alinmaktadir. Mikotoksinlerden kaynaklanan
hastaliklarin minimize edilebilmesi icin, gidalarin mikotoksin igerikleri {izerine

uygun diizenlemelerin yapilmasi gerekmektedir (Begum ve Samajpati, 2000).

2.2.1 Mikotoksinlerin olusumunda etkili faktorlerin kontrolii

Gidalarda kiiflerin gelisimi ve mikotoksin iiretiminde; nem, su aktivitesi (aw),
sicaklik, substrat bilesimi, pH, rekabetci kiif ve mikroorganizma gelisimi ve bitki
tizerindeki stres (kuraklik, mekanik hasat ekipmanlarinin, bocek ve dolunun tohumda
neden oldugu zarar) etkilidir (Robinson, 2000). Bu faktorlerden en Onemlileri
sicaklik, su aktivitesi (aw) ve substrat bilesimidir. Bu parametrelerin kiif gelisimi ve
toksin birikimi iizerine etkisinin bilinmesi, bozulma ve bulagsmalarin 6nlenebilmesi

icin faydali olabilir (Comerio ve dig., 1998; Abramson ve dig., 1999a).

2.2.1.1 Su aktivitesi

Her kiif tiiri, gelismesi i¢in farkli minimum su aktivitesi (aw) degerine ihtiyag
duymaktadir. Mikotoksin olusumunda da su aktivitesi (aw) degeri etkilidir. Artan
nem igerigi ve su aktivitesine (aw) bagli olarak mikotoksin olusumu artmaktadir.
Tahillarda %?20-25 arasinda nem igerigi bulundugunda maksimum miktarda
mikotoksin iiretilmektedir. Bu nedenle nem miktarinin; tahillarda %13’ten az, yiiksek

yag icerikli tohumlarda ise %7 olmas1 gerektigi belirtilmistir (Weidenbdrner, 2001).

2.2.1.2 Sicaklik
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+4°C nin altindaki sicaklik degerlerinde mikotoksin olusumu 6nlenebilir

(Weidenbdrner, 2001).

2.2.1.3 Atmosfer

Kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu, diisiik O2 konsantrasyonu (< %1) ve yiiksek
konsantrasyonlarda CO; ile inhibe edilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlu CO2’nin,
yiikksek konsantrasyonda N2 ve diisiik konsantrasyonda O uygulamasindan daha
etkili oldugu belirlenmistir. Ozel gaz kompozisyonlarina toleransi, sicaklik ve su
aktivitesi (aw) etkilemektedir (Weidenborner, 2001). %]15’in  {izerindeki
konsantrasyonlarda CO2’nin, Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin gelisimini inhibe
ettigi bildirilmistir (Arora, 1991).

2.2.1.4 Substrat

Mikotoksin olusumunu; karbonhidratlar (glukoz, sakkaroz...), belli aminoasitler
(asparagin, glycin...) ve yag asitleri arttirmaktadir. Bitkisel iriinler yiiksek
karbonhidrat igerikleri nedeniyle mikotoksin kontaminasyonunda hayvansal iirlinlere
gore daha biiyiikk risk tasimaktadir. Hayvansal iirinlerden ise Ozellikle siit riskli

gruptadir (Weidenborner, 2001).

2.2.2 Zeytinde kiif ve mikotoksin olusumu

Uretilen sofralik zeytinlerde depolama, paketleme ve dagitim esnasinda uygun
olmayan kosullara bagli olarak, kiiflerinde aralarinda bulundugu birgok
mikroorganizma bozulmaya neden olabilir (Fernandez ve dig., 1997). Zeytinlerde
kiif gelisimi, kiiftin meyve eti igerisine girisi ile baglamaktadir. Bunu misel gelisimi

ve mikotoksin olusumu takip etmektedir (Weidenbdrner, 2001).

Zeytin ve zeytin Urlinlerinden Aspergillus flavus, A parasiticus, A. ochraeus ve

birgok Penicillium tiirii izole edilmistir (Gourama ve Bullerman, 1988).

Salamura siyah zeytinlerde yapilan bir ¢aligmada, salamuralardan 63 kiif susu izole
edilmistir. Bunlar Penicillium aurantiogriseum, P. camambertii, P. chrysogenum, P.

citrinum, P. commune, P. crustosum, P. echinulatum, P. expansum, P. funiculosum,
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P. glandicola, P. griseofulvum, P. islandicum, P. oxalicum, P. roquefortii, P.

verrucosum, P. viridicatum olarak bildirilmistir (Meri¢ ve Heperkan, 2001).

Siyah zeytinde mikotoksinlerden; sitrinin, penisillik asit, aflatoksin B1 / B2 / G1
(aflatoxin), okratoksin A (ochratoxin A), sterigmatosistin (sterigmatocyctin), patulin,
luteoskrin (luteoscrin) ve siklopiasonik asit (cyclopiasonic acid) tespit edilmistir
(Oral ve Heperkan, 1999). Ayrica altenuene, alternariol, alternariol metil eter ve

tenuazonik asit belirlenmistir (Weidenborner, 2001).

Maroko‘da iiretilen Grek tipi siyah zeytinlerden 17 kif tiirii izole edilmistir.
Bunlardan 8 tanesi A. flavus, 7 tanesi A. petrakii ve 2 tanesi A. ocharaceus’tur. A.
ochraceus ve A. petrakii tiirleri okratoksin, penisillik asit, patulin ve sitrinin olusumu
acisindan incelenmistir. Calismada okratoksin, patulin ve sitrinin’in olusturulmadigi

belirlenmistir (Gourama ve Bullerman, 1988).

Gemlik tipi zeytinlerde mikotoksin iceriginin arastirildigl bir calismada, 21 drnekten

sadece bir tanesinde sitrinin bulunmustur (Korukluoglu ve dig., 2000).
Meric ve Heperkan (2001) Istanbul’da piyasadan temin ettikleri 42 zeytin drneginin

%80’ininde sitrinin (73-375 ppb) varligini belirlemislerdir.

2.3 Mikotoksinler Tle ilgili Yasal Diizenlemeler

Tirk Gida Kodeksi yonetmeliginde aflatoksinler i¢in kabul edilebilir en yiiksek
deger 0,01 ppm olarak bildirilmistir. Meyve sularinda bulunabilen patulin i¢in ise
kabul edilebilir en yiliksek deger 0,05 ppm’dir. Yonetmelikte sitrinin ile ilgili bilgi
yoktur (I.T.O., 1998).

Ayrica islenmemis tahil tanelerinde bulunabilen okratoksin A i¢in kabul edilebilir en

yiiksek deger 5 ng/kg olarak belirtilmistir (Anon., 2003).

2.4 Penicillium citrinum’un Ozellikleri

Penicillium citrinum, mezofilik 6zellikte bir kiif olup, minimum 5°C, maksimum

37°C civarinda ve optimum 26-30°C sicaklik degerlerinde gelisebilmektedir. 25°C
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de gelisim i¢in gerekli minimum aw degeri 0,80-0,84 olarak belirtilmistir. pH 2 ila 10
arasindaki ortamlarda gelisme gosterebilir (Pitt ve Hocking, 1997).

Penicillium citrinum, hiflerden olusmaktadir. Bu hifler, konidialar1 tasiyan 3-5 adet

metula (metulae) igermektedir (Samson ve dig., 1996; Pitt ve Hocking, 1997).

CYA (Czapek Agar)’da olusan koloniler 25-30 mm, MEA (Malt Ekstrak Agar)’da
olusan koloniler 14-18 mm c¢apindadir (Pitt ve Hocking, 1997). P. citrinum’un MEA
ve CY A besi ortamlarinda gelisimi Sekil 2.4’te gosterilmistir (Anon., 2000).

MEA
25°C

CYA
25°C

Sekil 2.4. MEA ve CYA besi ortamlarinda P. citrinum’un gériiniimii (Anon., 2000).

Penicillium citrinum, toksijenik oOzellikte bir kiiftir ve sitrinin toksinini
olusturmaktadir (Frank, 1992; Samson ve dig., 1996, Sweeney ve Dobson, 1998). P.
citrinum’un sitrinin olusturabilecegi optimum sicaklik derecesi 30°C olarak

belirtilmistir (Comerio ve dig., 1998).

P. citrinum kserofilik (xerophilic) bir kiif olup, diisik su aktivitelerinde dahi
gelisebilmektedir. P. citrinum aw 0,775 degerinde gelisme gdstermis, ancak aw 0,800
ve daha diisiik degerlerde sitrinin olusumu gozlenmemistir. Sitrinin olusumu i¢in
gerekli minimum aw degeri olarak 0,810 bildirilmistir (Comerio ve dig., 1998).
Ekmek tiizerinde sitrinin olusumu i¢in gerekli aw degeri minimum 0,80, optimum
0,92 olarak belirtilmistir (Weidenborner, 2001).

Kif miselleri uygun olmayan depolama kosullarinda gelismektedir. Logaritmik
fazin sonunda ya da duraklama fazinin baslangicinda, depolanan gida ve yemler
tarafindan tedarik edilen uygun besinsel kosullar altinda ve yeterli su aktivitesi (aw)

ile sicaklik mevcudiyetinde sekonder metabolit olan sitrinin olusmaktadir. Gelisimin
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Onlenebilmesi sicaklik ve su aktivitesi gibi parametrelerin kontrol altinda tutulmasi

ile saglanabilir (Frank, 1992).

Arpalarda sitrinin olusumu {izerine su aktivitesi ve depolama siiresinin etkisinin
incelendigi bir ¢alismada siireye baglh olarak Penicillium kontaminasyonunun arttigi

belirtilmistir (Abramson ve dig., 1999a).

Siit trtinleri, sebze ve meyvelerden izole edilen laktik asit bakterileri antifungal ve
antimikotoksijenik aktiviteleri agisindan incelenmistir. Test edilen 420 izolatttan 2
tanesinin P. citrinum’a kars1 genis inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bu

2 izolat Lactobacillus casei olarak identifiye edilmistir (Gourama, 1997).

Penicillium citrinum’un gelisimi iizerine 6jenol ve timol’iin etkisi incelenmistir. Sivi
besi ortaminda, Gjenol tam bir inhibisyon saglamis, timol ise sadece gelisim oranini

etkilemistir (Vazquez ve dig., 2001).

2.5 Sitrinin (Citrinin)’in Ozellikleri

Sitrinin, 1931 yilinda dogal antibiyotik maddeler {izerine yapilan bir ¢aligmada P.
citrinum kiiltiiriinden izole edilmistir (Frank, 1992). Penicillium ve Aspergillus
tiirleri tarafindan tretilen sekonder bir metabolit olup, gidalara siklikla kontamine

olmaktadir (Krejci ve dig., 1996).

Kuvvetli antibakteriyel etkisi nedeni ile bir antibiyotik olarak incelenmistir. Ancak
toksisite c¢aligmalar1 bu sekonder metabolitin, hayvanlarda bobrek kanallarinda
hasara neden olan bir nefrotoksin olarak rol oynadigini gdstermistir (Comerio ve

dig., 1998). Bu nedenle bir antibiyotik olarak asla kullanilmamustir.

Sitrinin’in yapisal formiili Sekil 2.5’te goriilmektedir. Molekiil formiilii C13H140s,
molekiil agirligi 250,25 gr ve erime noktas1 170-173°C dir. Sar1 renkli, kristal halde
ve kokusuzdur (Frank,1992). Seyreltik alkali (sodyum hidroksit, sodyum karbonat,
sodyum bikarbonat ve sodyum asetat) ve polar organik solventler (etanol, dioxane,

aseton, benzen ve kloroform) ile ¢oziinmektedir (Frank, 1992; Miller ve Trenholm,

1994).
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Sekil 2.5. Sitrinin’in yapisal formiilii.

Sitrinin, kimyasal olarak bir quinone metil olarak formiile edilmistir (Fouler ve dig.,
1994). Sitrinin’in X-151n1 ile ilk analizi, hiicre i¢i iki hidrojen bagi ile p-quinone metil
olabilecegini gostermistir. Son olarak, alternatif  o-quinone metil yapis1 da
tanimlanmistir (Miller ve Trenholm, 1994). Ayrica bu mikotoksinin poliketit bir
yaptya sahip oldugu da belirtilmektedir (Trivedi ve dig., 1993).

Yiizde 95 etanol ya da n-hekzan ¢ozgeni igerisinde 1s1ya dayaniklidir. Asit ve alkali
soliisyonlarda stabil degildir (Fouler ve dig., 1994). Sitrinin’in 1:1 ve 1:2 bakir (II)-
sitrinin selatlar1 olusturma 6zelliginde oldugu belirtilmektedir (Miller ve Trenholm,
1994). Bu stabil selat komplekslerinin olusumunun 6nlenebilmesi igin ekstraksiyon
dikkatli bir sekilde dizayn edilmelidir (Sinha ve Bhatnagar, 1998). Sitrinin’in
mikrobiyal aktivitesinin sistein mevcudiyetinde inaktive oldugu belirtilmektedir
(Fouler ve dig., 1994; Miller ve Trenholm, 1994).

Sitrinin muhtemel bobrek toksini olup, gida ve yemlerde dogal kontaminant olarak
bulunmaktadir (Kitabatake ve dig., 1991; Trivedi ve dig., 1992). Tim tiirlerde
yapilan testlerde, sitrinin’in bobrek islevlerini bozdugu belirlenmistir. Bu nedenle
insanlarda Balkan Endemik Nefropati (BEN) ve Japonya’da "sar1 piring” (yellow
rice) sendromuna neden olan bir ajan olarak ilisiklendirilmektedir (Comerio ve dig.,

1998).

BEN, ilk olarak Bulgaristan’da 1950’lerde tanimlanan kronik bobrek rahatsizligidir.
Giliniimiizde Bulgaristan disinda Romanya ve Yugoslavya’da rastlanmaktadir. Bu
bolgedeki insanlarin %12’si bu hastaliktan sikayet¢idir. Oliim oran1 %40 civarinda
belirtilmistir. Bobrek islevlerinde ileri derecede bozulma olur. En 6nemli semptom,

idrar yolunda tiimor olusumudur. Kanallarda dejenerasyon ve hiicre aralarindaki bag
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dokunun artmasi (fibrosis) olarak karakterize edilmektedir. Hastalik 5-10 yil
icerisinde yavas bir sekilde gelismektedir (Weidenborner, 2001).

Sar1 piring sendromu ise 1891 yilinda Japonya’da tanimlanmistir. Kiifli,
parlatilmamis sar1 piringlerin kopek, tavsan ve guinea domuzlarinda merkezi sinir
sisteminde felce neden oldugu Olimciil bir hastalik olarak belirlenmistir. 1910

yilinda Japonya’da sar1 piring satisi yasaklanmistir (Doyle ve dig., 1997).

Sitrinin, baz1 kiifler tarafindan okratoksin A ile birlikte iiretilmektedir (Wilson ve
dig., 1976). Bu iki mikotoksin, toksikoloji ve patolojide benzerlikler géstermektedir
(Vrabcheva ve dig., 2000). Sitrinin ve okratoksin A sinerjistik etki gdstermektedir.
Bu nedenle teratojenite ve kanserojenite iizerine yapilan calismalarda birlikte test
edilmektedirler. Test hayvanlarinda iki mikotoksininde teratojen ve nefrotoksin
ozellik gosterdigi belirtilmektedir (Abramson ve dig., 1999b; Trucksess ve Pohland,
2000 ).

2.5.1 Sitrinin iireten kiifler

Penicillium aurantiogriseum, P. canescens, P. chrysogenum, P. citreovirie, P.
citrinum, P. claviforme, P. expansum, P. fellutanum, P. hirsutum, P. implicatum, P.
jenseni, P. lividum, P. notatum, P. palitans, P. steckii, P. velutinum, P. verrucosum,
P. viridicatum sitrinin tireten kiifler olarak belirtilmektedir (Hald ve Krogh, 1973;
Frisvad, 1981; Frisvad ve dig., 1983; Hald ve dig.,1983; Miller ve Trenholm, 1994;
Sweeney ve Dobson, 1998).

Sitrinin’in ayrica Aspergillus niveus ve A. terreus tarafindan da iretildigi
bildirilmistir (Hald ve Krogh, 1973).

Sitrinin, bazen diger mikotoksinler ile birlikte tretilmektedir. P. expansum’un
sitrinin ve patulin’i, P. viridicatum’un sitrinin ve okratoksin A’y birlikte {rettigi
belirtilmistir (Frisvad, 1981). Son c¢alismalarda Penicillium cinsleri arasinda P.
Verrucosum’un sitrinin ve okratoksin A iireten tek kiif oldugu bildirilmistir (Miller ve
Trenholm, 1994).

A. niger ve Trichoderma viride mevcudiyetinde, P. citrinum tarafindan sitrinin

tiretimi olumsuz etkilenmektedir (Frank, 1992).
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2.5.2 Sitrinin’in izole edildigi gidalar

2.5.2.1 Bitkisel kaynakh gidalar

Sitrinin bugday, arpa, ¢avdar, yulaf, misir, soya fasulyesi, piring, kiiflenmis ekmek,
meyve, kuru yemis, yagli tohumlar ve yem tahillardan izole edilmistir (Hald ve
Krogh, 1973; Frank, 1992; Pitt ve Hocking, 1997; Comerio ve dig., 1998; Begum ve
Bhatnagar, 2000; Shu ve Lin, 2002).

Kahverengi c¢iirliklere sahip elmalarda, patulin ile birlikte sitrinin de belirlenmistir
(Martins ve dig., 2002). Fakat elma suyu ve diger elma iiriinlerinde gdzlenmemistir.
Bu durumun sitrinin’in stabil yapida olmamasindan kaynaklandigi belirtilmektedir

(Frank, 1992).

Orta Asya’da pirincin Monascus ruber ile fermentasyonu sonucu angkak adi verilen
kirmizi, sar1 ve turuncu gida boyasi elde edilmektedir. Angkak boyasinin 50 mg/kg
sitrinin igerdigi belirlenmistir. Almanya’da vejeterjanlar i¢in iiretilen sosis tipi

tirtinlerde kullanildigr saptanmistir (Wild, 2000).

Abrunhosa ve dig. (2001) sarap tiretiminde kullanilan tiziimlerde sitrinin olusumunu
arastirmig ve P. expansum’un 51 susundan sadece bir tanesinin lizimde sitrinin
olusturdugunu belirlemistir. Diger liziim iirlinlerinde ise sitrinin belirlenmemistir. Bu
durum sitrinin’in dretilmemis olmasindan ya da stabil yapida olmamasindan

kaynaklanabilir.

Kakao ve kahve cekirdeklerinde sitrinin iireten kiifler gelismekte, ancak mikotoksin
sentezi olmamaktadir. Kafein’in P. citrinum tarafindan sitrinin sentezini inhibe ettigi

belirtilmistir (Karadeniz ve Eksi, 2002).

Giiney Afrika’da biralarin mikotoksin igerigi iizerine yapilan bir g¢alismada,
sitrinin’in  mayseleme asamasinda yikildigt ve bu nedenle biralarda sitrinin

bulunmadigi belirlenmistir (Odhav ve Naicker, 2002).

Ulkemizde zeytinle ilgili yapilan c¢alismalarda; Oral ve Heperkan (1999) P.
citrinum’un zeytinde sitrinin olusturabildigini tespit etmislerdir. Korukluoglu ve dig.
(2000) Gemlik tipi zeytinlerde mikotoksinlerin mevcudiyetini incelemisglerdir. 21

zeytin Orneginden, sadece bir Ornegin sitrinin igerdigi belirtilmistir. Meri¢ ve
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Heperkan (2001) istanbul’da piyasadan temin ettikleri 42 zeytin 6rneginin %80’inde
sitrinin (73-375 ppb) varligini belirlemislerdir.

Bitkisel kaynakli gidalarda sitrinin’in mevcudiyeti, yetersiz depolama kosullarindan

kaynaklanmaktadir.

2.5.2.2 Hayvansal kaynakh gidalar

Fermente ve kiirlenmis etler, jambon, sucuk ve peynirden izole edilmistir (Pitt ve

Hocking, 1997).

Ingiltere’de 19 kiiflii peynirde yapilan arastirmada, 15’inin 50 pbb’e kadar sitrinin
icerdigi belirlenmistir. Diflizyon nedeniyle, peynirin icerisinde ylizeyine gore daha

fazla bulunmaktadir (Frank, 1992).

Kiimes hayvanlarinin viicudunda mikotoksin  birikimini ve yumurtalarinin
mikotoksin icerigini belirlemek amaciyla yapilan calismada, hayvanlara 6 hafta
siireyle 100 ppb sitrinin igeren yem verilmistir. Hayvanlarin viicudunun  ve
yumurtanin sarisinin 10 ppb, beyazinin 6 ppb sitrinin i¢erdigi tespit edilmistir (Frank,
1992).

Mikotoksinler, hayvansal {irlinler icerisinde iki farkli yolla bulunabilmektedir.
Birincisi, iiriin kiiflenmeye baslar ve toksin iiriiniin igerisine difiize olur. Ikincisi ise,
mikotoksin  iceren yemlerden kaynaklanmaktadir. Mikotoksinler hayvan
organizmasindan digkiyla ya da idrarla, siit hayvanlarinda siit ile ve kiimes

hayvanlarinda yumurta ile disar1 atilincaya kadar depolanmaktadir (Frank, 1992).

2.5.3 Sitrinin’in toksisitesi

Sitrinin, diger mikotoksinler gibi beslenme ile alinan doza baglh olarak akut ya da
kronik rahatsizliklara neden olabilmektedir. Dogal olarak kontamine olmus olan
hububatlarda sitrinin konsantrasyonu, kronik rahatsizliklara neden olabilecek
diizeyde bulunmustur. Kronik sitrinin toksikozisinde hedef organ bobrektir (Hald ve
Krogh, 1973).

Sitrinin  toksisitesinin  derecesi  siddetliden orta siddette toksige dogru

siiflandirilmaktadir (Frank, 1992). Sitrinin toksisitesinde en sik gdzlenen durum
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viicut agirhiginda kayiptir. Test guinea domuzlar1 genelde belirti gézlenmeksizin 6lii
olarak bulunmustur (Thacker ve dig., 1977). Sprague-dawley sicanlarinin kullanildigi
caligmada gebeligin 3, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 ya da 15. giinlerinde tek bir dozda
35 mg/kg sitrinin verilmistir. Uygulamadan 2 giin sonra kilo kayb1 gozlenmistir
(Reddy ve dig., 1982). Viicut agirligindaki azalmanin, su tliketimindeki artisa ve
bobrekteki dejenerasyona bagli olarak gercgeklestigi belirtilmektedir (Robinson,
2000).

Ag1z yolu ile alindiginda LDsp degeri viicut agirlig iizerinden siganlarda 50 mg/kg,
farelerde 112 mg/kg, hemstirlarda 67 mg/kg ve guinea domuzlarinda 43 mg/kg
olarak belirlenmistir (Frank, 1992). Ayrica ordeklerde 57 mg/kg, tavuklarda 95
mg/kg, tavsanlarda 134 mg/kg olarak belirlenmistir (Trucksess ve Pohland, 2000).
LDso degeri, hayvan tiirii, cinsiyet ve calismay1 yliriitenin izledigi yol gibi gesitli
faktorlere baghdir (Pfohl-Leszkowicz ve dig., 2002).

Sitrinin’in hiicresel diizeyde etkisi, mitokondride birikim ve elektron tasima
sisteminde kesinti olarak karakterize edilmektedir. DNA, RNA ve protein sentezinde
inhibisyona neden olmaktadir (Frank, 1992; Sabater-Vilar ve dig., 1999).

Tiim tiirlerde yapilan testlerde, sitrinin’in bobrek islevlerini bozdugu belirlenmistir.
Bu nedenle insanlarda "Balkan Endemik Nefropati (BEN)"” ve Japonya’da” sari
piring” (yellow rice) sendromundan sorumlu tutulmaktadir (Krejci ve dig., 1996;
Comerio ve dig., 1998; Sabater-Vilar ve dig., 1999). Ayrica kan basincinda azalma,
emesis ve diare’ye neden oldugu belirtilmektedir. Emesis ve diare ise elektrolit

dengesinin bozulmasina neden olmaktadir (Krejci ve dig., 1996).

Sitrinin, okratoksin A ile birlikte sinerjistik etki gostermektedir. Bu iki mikotoksin,
eritrosit olusum mekanizmasinda tahribata ve buna bagl olarak kanda kirmizi hiicre
sayisinda azalmaya neden olmaktadir. Serum billirubin miktarini arttirdigir ve kemik
iligi hiicrelerinde zayiflamaya neden oldugu belirtilmektedir. Asir1 billirubin,
karacigerde fazla yiiklenmeye neden olarak hemolitik sarilik ve kansizlik
olusturabilmektedir. Toksin uygulanmis farelerde, karacigerde hasar olusumuna bagl
olarak yag asitleri oksitlenmemis ve plazmada yag asidi miktari artmistir. Sonug
olarak okratoksin A wve sitrinin’in muhtemel hepatotoksik ajanlar olabilecegi

belirtilmektedir (Gupta ve dig., 1984).
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2.5.3.1 Kanserojenite

200 mg/kg dozunda sitrinin tiiketildiginde kanserojen etki gozlenmemistir (Frank,
1992; Pfohl-Leszkowicz ve dig., 2002). Fisher 344 erkek sicanlarda 80 hafta siire ile
1g/kg sitrinin igeren diyet uygulanmustir. Islem uygulanan hayvanlarin bobreklerinde
timor olusumu gozlenmistir. Ancak bu tiimorler tehlikesiz, temiz urlar olarak

smiflandirilmistir (Wijnands ve Leusden, 2000).

Okratoksin A uygulanan 20 fareden 6’sinda, okratoksin A ve sitrinin’in birlikte
uygulandigr 18 fareden 10’unda tiimdr olusumu tespit edilmistir. Bu nedenle
sitrinin’in, okratoksin A ile birlikte ilave toksik etki gosterdigi belirtilmektedir
(Wijnands ve Leusden, 2000).

2.5.3.2 Mutajenite

Sitrinin’in mutajenitesi ve genotoksisitesi tartismali durumda olup, kisa donemli
mutajenite testi negatif olarak belirtilmistir (Sabater-Vilar ve dig., 1999; Shu ve Lin,
2002).

2.5.3.3 Nefrotoksisite

Viicut agirligi izerinden 20-50 mg/kg arasinda degisen dozlarda; fare, sigan, guinea
domuzu, kopek ve tavsanlarda bobrekte hasara neden oldugu belirtilmistir (Frank,
1992).

Nefrotoksik mikotoksinler olan sitrinin ve okratoksin A’nin toksisitesi Hela
hiicreleri kullanilarak incelenmistir. Sitrinin, okratoksin A’dan daha az toksik

bulunmustur (Kitabatake ve dig., 1993).

Bebek hemstirlarin - bobrek hiicrelerinin - kullanildigi  c¢alismada, hiicrelerin
yakinliklarindaki degisliklerin yani1 sira mikroskopta morfolojik degisiklikler
belirlenmigtir. Diiz ve uzun olan hiicreler, sitrinin’in etkisi ile kabarik ve yuvarlak
sekle donilismiistiir. Sitrinin zarlar icerisine niifuz edebilmekte ve mitokondriye etki
edebilmektedir. Ayrica mitokondriye Ca*? iyonlarimin intikalinin toplam
kapasitesinde ve hizinda doza bagl olarak azalmaya neden olmaktadir (Wijnands ve

Leusden, 2000).
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2.5.4 Sitrinin’in detoksifikasyonu

Ekonomik kayiplarin yani sira insan sagligt i¢in ciddi tehlikelere neden olabilen
mikotoksinlerin detoksifikasyonu biiyiik 6nem tasimaktadir (Fouler ve dig., 1994).
Fiziksel, kimyasal ve biyolojik islemler uygulanabilir. Uygulanan islemler ucuz ve
basit olmali, bircok mikotoksine kars1 etkili olmalidir. Ayrica indirgenme sonrasinda
yeni bir toksik metabolit olusmamalidir. Gidanin besinsel ve lezzet 6zelliklerinde

kayba neden olmamalidir (Weidenborner, 2001).

Fiziksel islemler; temizleme, yikama, 0&gltme, 1s1l islem ve radyasyon
uygulamalarint icermektedir. Yontemin verimliligi kontaminasyonun derecesine,
tiriinde mikotoksinlerin dagilimina bagl olarak degigsmektedir (Weidenborner, 2001).
Ogiitmenin sitrinin iizerine etkisi yoktur. Ciinkii misir ununun 10-98 pg/kg oraninda

sitrinin igerdigi belirlenmistir (Chelkowski, 1991; Weidenborner, 2001).

Sitrinin 1s1ya kars1 hassas bir mikotoksin oldugundan 1sil islem ile detoksifiye
edilebilmektedir. Ancak detoksifikasyonda sicaklik kosullarinin yani sira nem igerigi

de biiyiik 6neme sahiptir (Kitabatake ve dig., 1991).

Nem igerigi azaldikga, sitrinin detoksifikasyonu i¢in gereken sicaklik degeri daha
yiiksek olmaktadir. Kuru ve nemli kosullarda 140 ve 175°C lerde detoksifikasyon
saglanabilmektedir. Sulu kosullarda 140°C de 1s1l islem sonucunda, sitrinin’den daha
toksik bir bilesik olan sitrinin H1’in olustugu goézlenmistir (Trivedi ve dig., 1992;
Trivedi ve dig., 1993).

Sitrinin, depolanan {iriinlerde stabil degildir. Artan su aktivitesi ile par¢alanma
oraninin arttig1 bulunmustur (Frank, 1992). Ayrica uzun siireli olarak 151k ve 1s1ya

maruz kaldiginda stabil degildir (Weidenbdrner, 2001).

Gama ve X 1511 uygulamalari, kiif sporlarinda mutasyona neden olabilmektedir.
Uygulamalar daima mikotoksin olusumunda azalma ile sonuglanmistir (Arora,
1991). Meyvelerin mikotoksin igerikleri lizerine radyasyonun etkisinin incelendigi
bir calismada 1,5-3,5 kGy dozunda radyasyon uygulanmistir. Artan radyasyon
dozuna bagl olarak, kiif sayis1 ve mikotoksin olusumunda azalma gozlenmistir.

5 kGy dozunda ise mikotoksin belirlenmemistir (Aziz ve Loutfy, 2002).
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Kimyasal islemlerin ¢ogu mikotoksinler {iizerine smnirli etki gostermektedir.
Etkililikleri isleme sicakligi ve substratin nem igeriginden etkilenmektedir. Hidrojen
peroksit, sodyum hipoklorit ya da sodyum bisiilfit gibi farkli kimyasallar
kulanilabilir. Ancak bu bilesenler iiriiniin giivenilirligini etkileyebildigi i¢in pratikte

kullanilamamaktadir (Weidenborner, 2001).

Hidrojen peroksit ve 1si1l islemin, sitrinin detoksifikasyonu iizerine etkisinin
incelendigi bir ¢alisma yapilmistir. Hidrojen peroksitin, oda sicakliginda sitrinin’i
detoksifiye ettigi ve hidrojen peroksit ile muamele edilmis sitrinin’in 1sitilmasi

sonucunda ilave toksik bilesenlerin olugsmadig1 belirtilmistir (Fouler ve dig., 1994).

Biyolojik islemler ise kiif inhibitorlerinin ya da muhtemel mikotoksin baglayici

ajanlarin ilavesi gibi yontemleri icermektedir (Weidenbdrner, 2001).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu calismada ¢ekirdeksiz, konserve edilmis, 2200 gramlik teneke kutularda siyah

zeytinler kullanilmigtir.

Zeytinlerin  asilanmasinda  kullanilan  Penicillium  citrinum  (CBS-92,1205)
Hollanda’daki Kiiltiir Koleksiyonu Merkezi’'nden (CBS) tedarik edilmistir. Kiif
kiiltiirleri analizler esnasinda kullanilincaya kadar saf kiiltiir halinde yatik Malt
Ekstrak Agarda (MEA-Merck-1,05398) +4°C’de muhafaza edilmistir. Penicillium
tirleri; oda sicakliginda canli kalabilirler, ancak mayt enfeksiyonlari tehlikesini

elimine edebilmek icin buzdolabi sicakliklarinda depolanmasi tavsiye edilmektedir

(Robinson, 2000).

Mikrobiyolojik analizler igin kullanilan Dikloran-Bengal-Kloramfenikol Agar
(DRBC-CM727) ve peptonlu su (L37) Oxoid firmasindan temin edilmistir.

Arastirmada kullanilan sitrinin standartt (Sigma, C-1017) ithalat¢1 bir firmadan

saglanmstir.

Sitrinin miktarinin belirlenmesinde, Merck firmasina ait 5721 silikagel G-60, 20x20

cm hazir plakalar kullanilmigtir.

3.2 Metot

Calismada kullanilan steril zeytinler, mikroorganizma ve mikotoksin varlig
bakimindan test edilip, olumlu sonuglar alindiktan sonra Penicillium citrinum ile
astlanmistir. +4 °C, 20°C, 25°C, 30°C ve 35°C de 30 giin siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 6., 8., 10., 15., 20., 25. ve 30. giinlerinde, zeytinler analize alinarak

sitrinin olusumu incelenmistir. Analizler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda kiif ile agilanan zeytinler, saf su, %6 NaCl ve %9 NaCl

iceren salamura i¢inde 30°C sicaklikta 30 giin siire ile depolanmistir. Zeytinlerin
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farkli sicaklik derecelerinde inkiibasyonu siiresince yapilan mikotoksin analizlerinde
sitrinin olusum miktarinin 30°C de en yiiksek oldugu belirlendiginden, bu sicaklik
degeri secilmistir. Ornekler belli araliklarla analize alinarak sitrinin olusumu

incelenmistir.

3.2.1 Spor siispansiyonunun hazirlanmasi

+4°C’de muhafaza edilen P. citrinum stok kiiltiirlerinden yatik Malt Ekstrak Agar’a
(MEA) asilanmis ve 25°C’de 7 giin siire ile inkiibe edilmistir. Her bir tiipe 5 ml
peptonlu su ilave edilerek steril bir 6ze ile agar ylizeyi kazinmis ve kiif sporlari
stviya gecirilmistir. Tiipler, tiip karistiricida homojenize edildikten sonra aseptik
kosullarda steril bir erlene aktarilmistir. Elde edilen spor siispansiyonu tekrar
homojenize edildikten sonra 0,1 ml ¢ozelti steril pipet kullanilarak Thoma lamina
aktartlmistir. Mikroskop altinda x40 objektif kullanilarak kiif sporlar1 sayilmis ve 10°

spor/ml olacak sekilde ayarlanmaistir.
MEA ve peptonlu su bilesimleri asagida verilmistir.

Malt Ekstrak Agar (MEA-Merck-1,05398) :

Agar 20¢
Glukoz 20 g
Malt ekstrak 209
Pepton 19
Distile su 1 litre

Yukarida bilesimi verilen hazir besiyerinden 48 g tartilarak 1 It distile su ile
¢cOziilmiistiir. Agar eriyene kadar kaynar su banyosunda tutulmustur. Tiplere 5 ml
olacak sekilde dagitildiktan sonra, otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
Sterilizasyon islemi sonrasinda tiipler egimli bir sekilde yerlestirilmis ve MEA’ nin

katilagsmas1 beklenmistir.

Peptonlu su (Oxoid-L37) :

Pepton 10,09
Sodyum klortir 509
Di potasyum hidrojen fosfat 9,09
Potasyum dihidrojen fosfat 159
Distile su 1 litre
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Bilesimi verilen Oxoid firmasina ait besiyerinden 25 g tartilarak 1 It distile su ile
¢cOzililmiistiir. Tuplere 9 ml olacak sekilde dagitilmistir. Tiipler otoklavda 121°C’de

15 dakika sterilize edilmistir.

3.2.2 Kavanozlarin hazirlanmasi

Asilama isleminde kullanilacak kavanozlar, kuru sterilizatorde 160°C de 2 saat

sterilize edilmistir.

3.2.3 Zeytinlerin asillanmasi

Steril kavanozlar igerisine tartilan zeytinlerin {izerine, hazirlanan spor
siispansiyonundan 10° spor/ml olacak sekilde aseptik kosullarda ilave edilmistir.
Calismada kiif sporlar1 sayim sonucuna gore 50 gr zeytin 6rneginin iizerine 3 ml spor
stispansiyonundan asilanmistir. Daha sonra zeytinler 4°C, 20°C, 25°C, 30°C ve
35°C de 30 giin inkiibe edilmistir.

Zeytinde sitrinin  olusum miktarinin 30°C de en yiiksek degerlerde oldugu
belirlendiginden, ¢aligmanin ikinci asamasinda 30°C sicaklikta farkli ortamlar
hazirlanarak uygulamalara devam edilmistir. Zeytinler, spor siispansiyonu ile
asilandiktan sonra lizerine 100 ml saf su, 100 ml %6 NaCl ve 100 ml %9 NacCl igeren
salamura ilave edilmistir. Kif sporlarimin homojen bir sekilde dagiliminin
saglanmas1 amaciyla kavanozlar hafifce calkalanmistir. Kavanozlarin agzi sikica

kapatildiktan sonra 30 giinliik inkiibasyon uygulanmistir.

3.2.4 Zeytinde ve salamurada mikrobiyolojik analizler
+4°C de depolanan zeytinde P. citrinum’un gelismesi 60 giin boyunca izlenmistir.

%6 ve %9 NaCl konsantrasyonunun zeytinde ve salamurada kiif gelisimi iizerine
etkisini belirlemek amaciyla kiif sayimlari, inkiibasyonun 30. ve 60. giinlerinde

yapilmigtir. Sayimlar 2 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Kiif saymmlar1 i¢in steril kosullar altinda stomacher torbasina 10 g zeytin 6rnegi
tartilmustir. Uzerine %0,05 Tween80 igeren peptonlu sudan 90 ml ilave edilmis ve
stomacherde yiiksek devirde 2 dakika siireyle homojenize edilmistir. Daha sonra
igerisinde %0,05 Tween80 iceren peptonlu sudan 9 ml bulunan tiipler kullanilarak
uygun diliisyonlar hazirlanmistir. Onceden hazirlanmis olan Dikloran-Bengal-

Kloramfenikol Agar (DRBC) besi ortamina 0,1 ml aktarilarak drigalski ile yayma
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plak yontemiyle ekim yapilmistir. Petriler 25°C de 5 giin inkiibe edildikten sonra

sayimlar yapilmistir.

Salamuralarda yapilan kiif sayiminda ise, steril kosullarda salamuradan 1 ml alinmig
ve 9 ml Tween 80’li peptonlu su ile uygun diliisyonlar hazirlanmistir. Uygun
diliisyonlardan DRBC besi ortamina 0,1 ml aktarilarak drigalski ile yayma plak
yontemiyle ekim yapilmistir. Petriler 25°C de 5 giin inkiibe edildikten sonra sayimlar

yapilmustir.
DRBC’nin bilesimi asagida verilmistir.

Dikloran-Bengal-Kloramfenikol Agar (DRBC-Oxoid-CM727)

Pepton 5049
Glukoz 10,09
Potasyum dihidrojen fosfat 109
Magnezyum siilfat 059
Dikloran 0,002 g
Rose Bengal 0,025 ¢
Agar 15,09
Distile su 1 litre

Yukarida bilesimi verilen hazir besiyerinden 15,75 g tartilarak, 500ml distile su ile
¢cozlilmiigtiir. Agar eriyene kadar kaynar su banyosunda tutulmustur. Otoklavda

121°C de 15 dakika sterilize edildikten sonra, aseptik sartlarda petrilere dokiilmiistiir.
3.2.5 Zeytinde kimyasal analizler

3.2.5.1 Nem tayini

Nem miktar1 AOAC (1990)’nin 925.40 no.lu metoduna gore tayin edilmistir.

3.2.5.2 Yag tayini

Yag miktari, AOAC (1990)’nin 948.22 no.lu metoduna gore Soxhelet yontemiyle
tayin edilmistir. Zeytin 6rnekleri, 16 saat siireyle hekzan ile ekstrakte edilmistir.
Hekzan doner buharlastiriciyla ugurulduktan sonra tartim yapilmis ve tlriindeki yag

miktar1 hesaplanmistir.
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3.2.5.3 Protein tayini

Protein tayini, AOAC (1990)’nin 950.48 no.lu metoduna gore Kjeldahl yontemiyle
protein tayin cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ancak, yontemde kullanilan
katalizorler, bakir siilfat ve potasyum siilfat olarak modifiye edilmistir. 420°C’de 30
dakika siire ile yakilan 6rnekler destile edilmis ve daha sonra da hidroklorik asit ile
titre edilerek sarfiyat bulunmustur. Sarfiyattan yola ¢ikilarak azot miktari, bulunan
degerin zeytin i¢in olan g¢evirme faktorii ile carpilmasiyla da protein miktar

hesaplanmustir.

3.2.5.4 Kiil tayini

Kiil miktar tayininde, 6rnekler 550°C’deki firinda karbon kalintilar1 gériilmeyinceye
ve sabit tartima ulasincaya kadar yakilmistir. Elde edilen kiil tartilarak miktar tayini

yapilmustir (TSE, 1987).

3.2.5.5 pH tayini

pH olgiimii, pH metre kullanilarak yapilmustir. Olgiimlerden &nce pH metre

kalibrasyonu yapilmustir.

3.2.5.6 Tuz tayini

Tuz tayini i¢in salamuralardan 1 ml alinarak sulandirilmis, %10’luk K>CrOgs
indikatorliigiinde 0.1 N AgNOs ile titre edilmistir (Fernandez ve dig., 1997).
Zeytinler ise 5 gr tartilip tizerine 100 ml saf su ilave edilmis ve agz1 kapatilarak su
banyosunda 1 saat bekletilmistir. Soguduktan sonra kaba filtre kagidindan siiziilerek,
stiziintiden 10 ml alinarak yine %10’luk K>CrO4 indikatorliigiinde 0.1 N AgNOz ile

titre edilmistir. Sonu¢ NaCl cinsinden % tuz miktar1 olarak asagidaki formiile gore

hesaplanmuistir.
% Tuz = V x E x 100
M

V: Harcanan 0.1 N AgNO3 miktar1, ml
E: 0.00585 (1 ml 0.1 N AgNOQO3, 0.005844 g NaCl’ye esdegerdir.)

M: Titre edilen 6rnegin gercek miktari, g.
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3.2.6 Zeytinde ve salamurada mikotoksin analizleri

Penicillium citrinum sporlari ile asilanarak inkiibe edilen zeytinden 25 g alinmistir.
Uzerine 180 ml asetonitril, 20 ml %4’liikk potasyum kloriir ve 2 ml %20’lik siilfirik
asit ilave edilerek, Waring marka blender ile yiiksek hizda, 2 dakika siire ile
par¢alanmistir. Salamura ise dogrudan 25 ml olarak analize alinmistir. Karigim
Whatman No 4 filtre kagidindan siiziilmiis (Comerio ve dig.,1998) ve iizerine 50 ml
hekzan eklenerek c¢alkalayicida 15 dakika siire ile ¢alkalanmistir . Bu sayede yagin

hekzana ge¢mesi saglanmaistir.

Ekstrakt ayirma hunisine aktarildiginda, iistte kalan fazda hekzan olup, bu tabaka
atilmistir. Toksin alt fazda tutunmustur. Bu fazdan 100 ml alinarak 500 ml’lik ayirma
hunisine aktarilmistir. Uzerine 50 ml kloroform ve 25 ml saf su ilave edilerek
ekstrakte edilmistir (Comerio ve dig., 1998). Elde edilen ekstrakt beherde toplanarak,
su banyosunda kuruluga kadar ugurulmustur. Kuru ekstrakt 1 ml kloroform ile tiipe

aktarilmis ve azot gazi altinda kloroform ugurulmustur.

Caligmada kullanilan Silicagel G-60 plakalar etanolle hazirlanan % 10’luk glikolik
asitte 2 dakika bekletildikten sonra 110°C de 10 dakika kurutulmustur. Plakalar
soguduktan sonra damlatma islemine gecilmistir. Kuru ekstrakt 200 ul kloroform ile
¢Oziilmiis ve plaka tlizerine mikro pipet kullanilarak damlatilmistir. Damlatma islemi
sirasinda noktalarda fazla dagilma olmamasina 6zen gosterilmistir. Daha sonra plaka
yiiriitlicii ¢ozeltinin bulundugu tank icerisine yerlestirilmistir. Yiriitme isleminde
toluen:etil asetat:kloroform:%90’lik  formik asit (70:50:50:20) kullanilmustir.
Yiriitme islemi sonrasinda plaka kurutulmus ve 10-15 saniye amonyak buharina
tutulmustur. Sitrinin miktari, 366 nm UV 15181n altinda 6rnekle standartin goz ile
karsilastirilmasi suretiyle belirlenmistir (Martins ve dig., 2002). Miktar belirlenirken

ayni Rf degerine sahip olmalar1 dikkate alinmaktadir.

Plakalarin tlizerine damlatma islemi, alttan 2 cm mesafe birakilarak, 1,5 cm

araliklarla gerceklestirilmistir.

Calismada plakalarin metanolle hazirlanmis olan %10’luk okzalik asitte 2 dakika
bekletilmesi ve 110°C de 10 dakika kurutularak kullanilmasi denenmistir. Ancak

yiiriitme iglemi esnasinda kuyruk olusumu gbézlenmistir.
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3.2.7 Sitrinin miktarmin hesaplanmasi

Sitrinin miktarinin hesaplanmasinda asagidaki formiilden yararlanilmistir:

SxYxV
WxZ

Sitrinin pg/kg =

S: Plakada 6rnekle esit floresans veren sitrinin standartinin miktar1 (ul)
Y': Sitrinin standartinin konsantrasyonu (pg/ml)

V: Kuru ekstrakti ¢6zmek i¢in kullanilan ¢6ziicti miktar (pul)

W: Son ekstraktta bulunan 6rnek miktari (g)

Z: Plakada sitrinin standartina esit floresans veren 6rnek miktar1 (pl)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kiif Sayimlari
4.1.1 +4°C de depolanan zeytinlerde Kiif sayimi

Saf su igerisinde bulunan steril zeytin 6rnekleri 10° spor/ml P. citrinum kiiltiirii ile
asilandiktan sonra +4°C de depolanmis ve kiifiin gelismesi 60 giin boyunca

izlenmistir. Kiifiin gelismesine ait bulgular Tablo 4.1’°de verilmistir.

Tablo 4.1. Zeytinde +4°C de P. citrinum kiifiiniin gelismesi (cfu/g).

Siire (giin) P. citrinum sayisi1 (cfu/g)*
Baslangic 3x10°

45. giin 3x10°

60.giin 3x10°

*: {ki tekrarin ortalamast.

Zeytinde kif gelisimi, 45. giinde gorsel olarak tespit edilmemistir. 60.giinde ise kiif

gelismesi gorsel olarak izlenmis, ancak sayisinda bir artig belirlenmemistir.

Literatiirde de P. citrinum’um gelisebilmesi i¢in gereken minimum sicaklik degeri
+5 °C olarak belirtilmektedir (Pitt ve Hocking, 1997). Bulgumuzun literatiir verileri

ile uyumlu oldugu gortilmiistiir.

4.1.2 30°C de inkiibe edilen zeytin ve salamurada kiif sayimi

%6 ve %9 NaCl iceren salamuralarda bulunan steril zeytin &rnekleri 10° spor/ml
P. citrinum kiiltiirii ile agilandiktan sonra 30°C de inkiibe edilmis ve kiifiin gelismesi

60 giin boyunca izlenmistir. Kiifiin gelismesine ait bulgular Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. Zeytinde 30°C de P. citrinum kiifiiniin gelismesi (cfu/g).

Tuz Konsantrasyonu*

Siire (giin) | %6 NaCl | %9 NaCl
Baslangic 3x10° 3x10°
30. giin 3x10° 3x10°
60. glin 3x 10’ 4 x 107

*: fKi tekrarin ortalamast.

Tablo 4.2°de verilen bulgular incelendiginde %6 NaCl iceren salamurada bulunan
zeytin orneklerinde kiif sayisinin 30. giinde degismedigi, 60. giinde hafif bir artis
gosterdigi goriilmektedir. %9 NaCl igeren salamurada bulunan zeytin 6rneklerinde

kiif sayist 30. giinde hafif bir azalma gostermis, 60. giinde ise tekrar artmustir.

Penicillium citrinum’un %6 ve %9 NaCl igeren salamuralarda gelisiminin
incelenmesi amaciyla steril salamura orneklerine 10® spor/ml olacak sekilde P.
citrinum kiifi asilanmig ve kiifiin gelisimi 60 giin boyunca izlenmistir. Kiifiin

gelismesine ait bulgular Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Salamurada 30°C de P. citrinum kiifiiniin gelismesi (cfu/ml).

Tuz Konsantrasyonu™

Siire (glin) | %6 NaCl | %9 NacCl
Baslangic 3x10° 3x10°
30. giin 4% 10° 2 x 10°
60. giin 5 x 10 3x 105

*: ki tekrarin ortalamast.

Tablo 4.3 incelendiginde %6 ve %9 NaCl igeren salamura 6rneklerinde kiif sayisinin,

30. ve 60. giinlerde yaklagik olarak ayni miktarda kaldigi goriilmektedir.

Zeytin ve salamurada yapilan kiif sayimlarinda, tuz konsantrasyonunun P.
citrinum’un gelismesi iizerine etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bulgularimiz, Oral

ve Heperkan’in (1999) sonuglari ile uyusmaktadir.
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4.2 Kimyasal Analizler

Calismada kullanilan konserve siyah zeytinin bilesimini belirlemek amaciyla yapilan

kimyasal analizler Tablo 4.4’te gériilmektedir.

Tablo 4.4. Konserve zeytinin bilesimi.

Zeytinin Bilesimi | Miktar (%)

Nem 79,1

Yag 16,8
Protein 1,3
Kiil 1,3

pH 6+0,2

Tuz 1,06
Karbonhidrat 1,5

Calismanin ikinci asamasinda zeytinler, %6 ve %9 NaCl igeren salamuralarda inkiibe
edildiginden zeytinlerin son tuz konsantrasyonlarina da bakilmistir. %6 NaCl iceren
salamura igerisinde bulunan zeytinlerde tuz konsantrasyonu %4,4, %9 NacCl iceren

salamura icerisinde bulunan zeytin 6rneklerinde ise %6,3 olarak tespit edilmistir.

Icerisinde zeytin drnekleri bulunan saf suda ve %6 NaCl igeren salamurada yapilan

pH ol¢iimleri Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. Salamurada pH 6l¢iimii.

Depolama pH olgiimleri*
sliresi (giin) Saf su %6 NaCl
6 6,52 6,28
8 6,47 6,17
10 6,45 6,26
15 5,87 6,31
20 5,72 6,40
25 5,64 6,48
30 5,84 6,42

*: 1ki tekrarin ortalamast.
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4.3 Mikotoksin Analizleri

4.3.1 Zeytinde farkh sicakliklarda yapilan mikotoksin analizleri

Zeytinler Penicillium citrinum kiifii ile asilandiktan sonra +4 °C, 20°C, 25°C, 30°C
ve 35°C sicaklik degerlerinde 30 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkﬁbasyonun 6., 8., 10., 15., 20., 25. ve 30. giinlerinde sitrinin olusumu

incelenmistir. Sitrinin olusumuna ait bulgular Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Zeytinde farkli sicaklik derecelerinde sitrinin olusumu (ppm).

Depolama Sitrinin miktar1 (ppm)*
siiresi (giin) 4°C 20°C 25°C 30°C 35°C

6 0 0,0 0,8 54 0

8 0 0,8 4,5 6,6 0
10 0 2,0 10,0 10,8 0
15 0 8,3 15,8 17,1 0
20 0 20,4 29,2 32,5 0
25 0 16,7 27,5 26,7 0
30 0 21,3 35,5 41,7 iz

*: Ug tekrarin ortalamasi.

Tablo 4.6°da goriildiigii gibi +4°C de depolanan zeytinlerde, kiif gelismesi ve sitrinin
olusumu belirlenmemistir. Literatiirde de Penicillium citrinum’un gelisebilmesi i¢in
gereken minimum sicaklik degeri +5°C olarak belirtilmistir (Pitt ve Hocking, 1997).
Bulgumuzun literatiir verileri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. 35°C de inkiibe edilen
zeytin orneklerinde ise 25 giin siiresince sitrinin’in olugsmadigi, 30. giinde iz miktarda
olustugu tespit edilmistir. Literatiirde sitrinin olusumu ile ilgili 30°C disinda bir

bilgiye rastlanmamugtir.

Calismada kullanilan metot ile sitrinin’in geri kazanim oranmin belirlenmesi
amaciyla 200 ppb sitrinin, zeytin 6rneklerine eklenmistir. Bu zeytin 6rneklerinde
yapilan analizde, ortalama sitrinin miktar1 152,5 ppb olarak belirlenmistir. Buna gore

sitrinin’in ortalama geri kazanim degeri %76,3 olarak hesaplanmistir.

20°C de inkiibe edilen zeytin Orneklerinde sitrinin olusumu Sekil 4.1°de

gorilmektedir.
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Sekil 4.1. Zeytinde 20°C de sitrinin olusumu

20°C de inkiibe edilen zeytinlerde sitrinin olusumunun, 8. giinde 0,8 ppm oldugu ve
depolamanin 20. giiniine kadar sitrinin miktarinin artarak 20,4 ppm degerine ulastigi
tespit edilmistir. Sitrinin miktarinin 25.giinde 16,7 ppm’e diistiigii, ancak 30. giinde
tekrar artis gosterdigi belirlenmistir.

25°C de inkiibe edilen zeytin Orneklerinde sitrinin olusumu Sekil 4.2°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Zeytinde 25°C de sitrinin olusumu.
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Zeytinlerin 25°C de inkiibasyonunun 6. giiniinde 0,8 ppm olarak tespit edilen sitrinin
miktart zamana bagl olarak artarak, 20. giinde 27.5 ppm degerine ulagmistir. 25.
ginde hafif bir azalma gosterdigi, 30. giinde ise 35,5 ppm olarak 20. giinde

belirlenen miktarin iizerinde bir degere ¢iktig1 gézlenmistir.

30°C de inkiibe edilen zeytin Orneklerinde sitrinin olusumu Sekil 4.3’de

goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Zeytinde 30°C de sitrinin olusumu.

30°C de yapilan analizlerde, 6. giinde 5,4 ppm olan sitrinin miktar1 20. giinde 32,5
ppm’e artmis, 25. giinde ise 26,7 ppm degerine diismiistiir. 20°C ve 25°C deki gibi
30°C sicaklik degerinde de depolamanin 30. giinlinde sitrinin miktar1 tekrar artig

gostermistir. 30. giinde belirlenen sitrinin miktart 41,7 ppm’dir.

4.3.2 30°C de yapilan mikotoksin analizleri

20°C, 25°C ve 30°C de 30 giin inkiibe edilen zeytin drneklerinde olusan sitrinin
miktarlart Sekil 4.4’te karsilastirilmaktadir.
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Sekil 4.4. Farkl1 sicakliklarda sitrinin olusumu.

Zeytinde farkli sicakliklarda 30 gilin inkiibasyon siiresince olusan sitrinin
miktarlarinin karsilastirildigr Sekil 4.4 incelendiginde, 30°C de elde edilen degerlerin
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Yapilan istatistiksel analizde P<0,05 olasilik
diizeyinde, sicakliklar arasindaki farkin énemli oldugu belirlenmistir (Ek A. Tablo
A.1.). Duncan’in Coklu Aralik Testi’nde ise 20°C de elde edilen verilerin, 25°C ve
30°C de belirlenen miktarlardan 6nemli bir sekilde farkli oldugu bulunmustur.

Ayrica 25°C ve 30°C arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkliligin olmadigi
tespit edilmistir (Ek A. Tablo A.2.).

Bulgularimiz farkli sicaklikta inkiibe edilen asilanmis zeytin orneklerinde sitrinin
miktarinin sicaklik yiikseldik¢e arttigini, 30°C de en yliksek degere ulastigini
gostermistir. Literatiirde de sitrinin olusumu icin gerekli olan optimum sicaklik
degerinin 30°C oldugu bildirilmektedir (Frank, 1992; Comerio ve dig., 1998).

Calismada elde edilen degerin bu agidan da literatiir ile uyumlu oldugu goriilmistiir.
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Literatiirde aflatoksin olusumu i¢in gerekli optimum sicaklik degeri 24-28°C
arasinda, okratoksin A olusumu i¢in ise 30°C olarak belirtilmektedir (Karadeniz ve

Eksi, 2002).

Tablo 4.6’nin incelenmesi ile goriildiigii gibi zeytinde en yiiksek sitrinin miktarina
30°C de ulasilmis oldugundan caligmanin ikinci asamasi bu sicaklik derecesinde

gerceklestirilmistir.

4.3.2.1 Zeytinde 30°C de yapilan mikotoksin analizleri

P. citrinum ile asilanan zeytinler saf su, %6 NaCl ve %9 NaCl igeren salamura i¢inde
30°C sicaklikta 30 giin siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyonun 6., 8., 10., 15., 20.,
25. ve 30. giinlerinde mikotoksin analizi yapilarak, bu kosullarin zeytinde sitrinin
olusumu tizerine etkisi incelenmistir. Saf su, %6 NaCl ve %9 NaCl iceren salamura

iginde bulunan zeytinlerde belirlenen sitrinin miktarlar1 Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Saf su ve farkli salamuralar iginde bulunan zeytinlerde 30°C de
sitrinin olusumu (ppm).

Depolama Sitrinin miktar1 (ppm)*
stiresi (giin) Saf su %6 NaCl %9 NaCl

6 1,2 0 0

8 3,7 0 0
10 8,3 iz 0
15 18,3 0,04 0
20 24,2 0,1 0
25 18,8 0,2 0
30 25,0 0,16 0

*: Ug tekrarin ortalamasi.

Tablo 4.7°de verilen bulgular incelendiginde saf su igerisinde bulunan zeytinde
sitrinin miktarinin zamana bagli olarak artis gosterdigi, %6 NaCl iceren zeytinde ise
sitrinin olusumunun 10. giinde iz miktarda oldugu ve 30 giinlik depolama siiresince
maksimum 0,2 ppm degerine ulastigi belirlenmistir. Ayrica %9 NaCl igeren
salamurada bulunan zeytinlerde ise 30 gilin siiresince sitrinin olusumu

belirlenmemistir.
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Saf su igerisinde bulunan zeytinlerin 30°C de 30 giinliik inkiibasyonu siiresince

sitrinin olusumu Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.5. Saf su i¢erisinde bulunan zeytinlerde 30°C de sitrinin olusumu.

Saf su igerisinde bulunan zeytinde sitrinin miktarinin 6. giinde 1,2 ppm oldugu, 20
giin siiresince bu degerin artarak 24,2 ppm’e ulastigi goriilmektedir. 25. giinde 18,8

ppm’e azalan sitrinin miktarinin, 30. giinde 25 ppm’e arttig1 belirlenmistir.

%6 NaCl iceren salamura icerisinde bulunan zeytinlerin 30°C de 30 giinliik

inkiibasyonu siiresince sitrinin olusumu Sekil 4.6’da goriilmektedir.

0,25
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Sekil 4.6. %6 NaCl i¢eren salamura i¢indeki zeytinlerde 30°C de sitrinin olugumu.
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%6 NaCl iceren salamura igerisindeki zeytinlerde 10. giinde iz miktarda sitrinin
olusumu gozlenirken, 15. giinde 0,04 ppm degeri elde edilmistir. Depolamanin 25.
giinlinde 0,2 ppm olarak belirlenen sitrinin miktari, 30. ginde de oOnemli bir

degisiklik gostermemistir.

Saf su icerisinde ve %6 NaCl igeren salamurada bulunan zeytin 6rneklerinde yapilan

sitrinin analizlerinden elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de karsilastirilmaktadir.
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Sekil 4.7. Saf su ve %6 NaCl igeren zeytinde 30°C de sitrinin olusumu.

Sekil 4.7 incelendiginde %6 NaCl igeren salamura ic¢indeki zeytinlerde sitrinin
olusum miktarinin, saf su i¢inde bulunan zeytinlerdekilere goére 6nemli Glgiide az
oldugu goriilmektedir. Ayrica Tablo 4.7°de goriildiigii gibi yiikselen tuz

konsantrasyonuna (%9 NaCl) bagli olarak sitrinin’in olusmadig1 belirlenmistir.

%6 ve %9 NaCl igeren salamura igerisinde bulunan asilanmig zeytin 6rneklerinin
30°C de 30 giin siire ile inkiibe edilmesi sonucunda elde edilen bulgularimiz, artan
tuz konsantrasyonu ile zeytinde sitrinin olusumunda azalma saglandigini

gostermistir.

4.3.2.2 Salamurada 30°C de yapilan mikotoksin analizleri

30°C de 30 giinliikk inkiibasyon siiresince zeytinlerin i¢inde bulundugu saf suda ve
%6 NaCl iceren salamurada sitrinin olusumu incelenmistir. %9 NaCl iceren
salamurada bulunan zeytinde sitrinin olusumu tespit edilmediginden, bu salamurada
sitrinin analizi yapilmamistir. Saf su ve %6 NaCl igeren salamurada, 30 giinliik

inkiibasyon siiresince belirlenen sitrinin miktarlar1 Tablo 4.8’de gosterilmistir.
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Tablo 4.8. Saf suda ve %6 NaCl i¢eren salamurada 30°C de sitrinin olusumu (ppm).

Depolama Sitrinin miktar1 (ppm)*
stiresi (giin) Saf su %6 NaCl
6 0,2 0
8 0,6 0
10 12,5 0
15 15,8 0
20 30,0 0,16
25 23,4 0,37
30 43,4 0,21

*: Ug tekrarin ortalamasi.

Tablo 4.8 incelendiginde 30°C de 30 giinliikk inkiibasyon siiresince sitrinin’in, saf
suda zamana bagl olarak artig gosterdigi, %6 NaCl iceren salamurada ise saf suda

elde edilen degerlere gore dnemli bir azalmanin oldugu goriilmektedir.

30°C de inkiibe edilen zeytinlerin iginde bulundugu saf suda sitrinin olusumu Sekil

4.8’de goriilmektedir.

50

40

30 A —e— Saf suda sitrinin

20 - miktari

Sitrinin miktar (ppm)

10 -

O T T T T T T
6810 15 20 25 30

Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.8. Saf suda 30°C de sitrinin olusumu.

30°C de inkiibasyonun 6. giiniinde saf suda 0,2 ppm olan sitrinin miktar1 zamanla
artis gostererek, 20. giinde 30 ppm degerine ulasmistir. 25. glinde azalan sitrinin

miktari, 30. glinde 43,4 ppm degerine yiikselmistir.
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30°C de inkiibe edilen zeytinlerin i¢cinde bulundugu %6 NaCl iceren salamurada

sitrinin olugumu Sekil 4.9°da goriilmektedir.

0,4
0,35 A

o
w
1

0,25 1 —e— %6 NaCligeren
salamurada sitrinin
0,15 - miktari

o
N
1

o
[EEN
|

Sitrinin miktan (ppm)

0,05 -+
0 Té—o—¢ 4 T T T

6810 15 20 25 30

Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.9. %6 NaCl iceren salamurada 30°C de sitrinin olusumu.

%6 NaCl iceren salamurada 15 gilinliik inkiibasyon siiresince sitrinin olusumu
belirlenmemis, inkiibasyonun 20., 25. ve 30. giinlerde yapilan analizlerde ise

miktarin maksimum 0,37 ppm degerine yiikseldigi belirlenmistir.

Icerisinde zeytin orneklerinin bulundugu saf suda ve %6 NaCl iceren salamurada
yapilan  sitrinin  analizlerinden elde edilen sonuglar  Sekil 4.10°da

karsilastirilmaktadir.
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Sekil 4.10. Saf suda ve %6 NaCl iceren salamurada 30°C de sitrinin olusumu.
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Sekil 4.10 incelendiginde %6 NaCl igeren salamurada belirlenen sitrinin
miktarlarinin, saf suda tespit edilen degerlere gore Onemli oOlgiide az oldugu

goriilmektedir.

4.3.2.3 Zeytin ve salamurada yapilan mikotoksin analizlerinin
karsilastirilmasi

Saf su i¢erisinde bulunan zeytin 6rneklerinde ve bu ortamda bulunan saf suda yapilan

sitrinin analizlerinden elde edilen bulgular Sekil 4.11°de karsilagtiriimaktadar.

@ Saf'su igeren zeytinde
sitrinin miktar1

@ Saf'suda sitrinin miktar1

Sitrinin miktan
(ppm)

6810 15 9o 25 30

Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.11. Saf su i¢eren kosullarda 30°C de sitrinin olusumu.

Sekil 4.11 incelendiginde saf su igerisinde bulunan zeytin orneklerinde ve bu saf
suda yapilan sitrinin analizlerinde, saf suda zeytine gore daha fazla miktarlarda
sitrinin bulundugu goriilmektedir.

%6 NaCl igeren salamura icerisinde bulunan zeytin 6rneklerinde ve bu ortamda
bulunan salamurada yapilan sitrinin analizlerinden elde edilen bulgular Sekil 4.12°de

karsilastirilmaktadir.
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Sekil 4.12. %6 NaCl igeren kosullarda 30°C de sitrinin olusumu.

Sekil 4.12’nin incelenmesi ile gorildigi gibi %6 NaCl igeren salamuranin
bulundugu kosullarda da salamura igerisinde bulunan sitrinin miktari, zeytinde

belirlenen miktardan daha fazladir.

Bulgularimiz igerisinde zeytin Ornekleri bulunan saf suda ve %6 NaCl igeren
salamurada tespit edilen sitrinin degerlerinin, bu kosullarda bulunan zeytinlerde

olusan sitrinin miktarlarindan daha yiiksek oldugunu gdstermektedir.
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5. SONUCLAR

Calismada 10° spor/ml olacak sekilde Penicillium citrinum ile asilanan steril
zeytinler +4°C, 20°C, 25°C, 30°C ve 35°C de 30 giin siire ile inkiibe edilerek,
zeytinde sitrinin olusumu incelenmistir. Inkiibasyonun 6., 8., 10., 15., 20., 25. ve 30.
giinlerinde yapilan sitrinin analizlerinde +4°C ve 35°C sicaklik degerlerinde sitrinin
olusumu tespit edilmemistir. 20°C, 25 °C ve 30°C de inkiibe edilen zeytinlerde ise
sitrinin’in olustugu ve zamana bagli olarak artis gosterdigi belirlenmistir. 30°C de
inkiibe edilen zeytinlerde olusan sitrinin miktari, diger sicaklik derecelerinde
belirlenen miktarlardan daha yiiksektir. Literatiirde de sitrinin olusumu ig¢in gerekli
olan optimum sicaklik degerinin 30°C oldugu bildirilmektedir (Frank, 1992;
Comerio ve dig., 1998).

+4°C de depolanan zeytinlerde P. citrinum’un gelismesi 60 giin boyunca
izlendiginde, kiif gelisiminin 60. giinden itibaren gorsel olarak olustugu ancak sayisal
artisin olmadig1 belirlenmistir. Literatiirde de P. citrinum’un gelisebilmesi i¢in

gereken minimum sicaklik degeri +5°C olarak belirtilmistir (Pitt ve Hocking, 1997).

P. citrinum’un gelismesi iizerine tuz konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. %6 ve
%9 NaCl iceren zeytin ve salamurada yapilan kiif sayimlarinda, tuz
konsantrasyonunun P. citrinum’un gelismesi {izerine etkisi olmadig1 belirlenmistir.

Bu sonug, Oral ve Heperkan’in (1999) bulgulari ile uyusmaktadir.

Calismanin ikinci asamasinda kiif ile asilanan zeytinler, saf su, %6 NaCl ve %9 NaCl
iceren salamura icinde 30°C sicaklikta 30 giin siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun 6., 8., 10., 15., 20., 25. ve 30. giinlerinde yapilan sitrinin analizlerinde,
tuz konsantrasyonunun zeytin ve salamurada sitrinin olusumu {izerine etkisi
incelenmistir. %6 NaCl igeren zeytin ve salamurada sitrinin olusumu, saf su igeren
kosullara gore 6nemli miktarda azalmistir. %9 NaCl konsantrasyonunda ise zeytinde

sitrinin olusumunun olmadig1 belirlenmistir.
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Saf su iceren kosullarda zeytinde ve bu ortamda bulunan saf suda yapilan sitrinin
analizlerinde, sitrinin miktarlarinin saf suda zeytindekine gore daha fazla oldugu

tespit edilmistir.

%6 NaCl igeren salamuranin bulundugu kosullarda da salamurada belirlenen sitrinin

miktarlari, zeytinde tespit edilen degerlerden daha ytiksektir.

Calismanin; ilk asamasinda elde edilen bulgulara gore %6 ve %9 NaCl
konsantrasyonunun zeytinde P. citrinum’un gelisimini etkilemedigi, ikinci
asamasinda elde edilen verilerden ise %6 ve %9 NaCl konsantrasyonunun zeytinde

sitrinin olusumunda azalma sagladigi sonucu ¢ikartilabilir.

Zeytinde kiif gelisimi ve mikotoksin olusumunun Onlenebilmesi igin {iretim
esnasinda sicaklik ve tuz konsantrasyonu gibi faktorler dikkate alinmalidir. Klasik
yontemle zeytin liretiminin yerini modern yontemler almalidir. Zeytinin hasatindan,
islenip tiiketilinceye kadar gecen siirede kiif gelisimini Onleyici kosullar saglanmali

ve iireticiler bu konuda bilinglendirilmelidir.
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EK A: ISTATISTIK HESAP TABLOLARI

Tablo A.1. Farkli sicaklik dereceleri igin varyans analizi

V.K. S.D. S.S. M.S. Fo
Sicaklik 2 394,5 197,3 23,2
Siire 6 2656,1 4427
Hata 12 101,6 8,5
Toplam 20 3152,2
o: 0,05

Tablo A.2. Duncan’in ¢oklu aralik testi

Sicaklik | Ortalamalar
20°C 9,93
25°C 17,614
30°C 20,114
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