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ZEYTIN VE ZEYTINYAGINDA MiKOTOKSIN VARLIGI, SiYAH
ZEYTINDE A. CARBONARIUS VE P. VERRUCOSUM TARAFINDAN
OKRATOKSIN A OLUSTURULMASINA SICAKLIGIN ETKIiSi

OZET

Zeytin, Tiirkiye ve diinyada ¢esitli sekillerde tiiketilen énemli tarimsal iiriinlerden
biridir. Zengin besinsel bilesimi nedeniyle saglikli beslenmede biiyiik 6neme sahiptir.
Ozellikle iiretici iilkelerin ekonomisinde énemli rolii bulunmaktadir. ispanya, Italya,
Misir, Yunanistan ve Tiirkiye bu pazardaki en 6nemli zeytin iireticisi tilkelerdir.

Tiirkiye, diinya zeytin liretiminde ilk siralarda yer alirken, ihracatta ayni basariyi
gosterememektedir. Bu durumun en Onemli nedeni, kiiciik Olgekteki zeytin
isletmelerimizde standart kalitede iiretimin gerceklestirilememesidir. Teknolojik
yeniliklerin takip edilmemesi ve zeytindeki tuz miktarinin fazla olmasi nedeniyle
diger {ilkelerin tiikketim tercihlerine uygun kalitede iiretimin gergeklestirilmemesi
diger etkenlerdir.

Uretim hatalar1 nedeniyle salamura yiizeyinde kiif tabakas1 olusmaktadir. Toksijenik
kiifler, mikotoksin adi1 verilen sekonder metabolitleri iiretebilmektedir.
Mikotoksinler; insan ve hayvan sagligi lizerine karsinojenik, teratojenik, mutajenik,
nefrotoksik ve hepatotoksik etkidedir.

Bu calismanin amaci, sofralik siyah zeytin ve sizma zeytin yagi Orneklerinde
aflatoksin ve okratoksin A (OTA) kontaminasyonun incelenmesidir. Okratoksin A
nin hem zeytin hem de zeytinyaginda yaygin bir sekilde bulundugunun belirlenmesi
lizerine okratoksin A olusturan 2 farkli kiifiin (Aspergillus carbonarius ve
Penicillium verrucosum) siyah zeytinde OTA olusumundaki rolleri de incelenmistir.

Calismamizda, istanbul ve gevresindeki halk pazarlarindan temin edilen otuz sofralik
siyah zeytin ve otuz zeytinyagi orneginde aflatoksin ve OTA varlii incelenmistir.
Yalnizca bir adet siyah zeytin ve bir adet zeytinyagi 6rneginde 0,03 pg/kg aflatoksin
B; (AFB;) kontaminasyonu belirlenmistir. Sofralik siyah zeytinin aflatoksin olusumu
acisindan zayif bir substrat oldugu goriisii ¢alismamiz ile de desteklenmistir. Buna
karsilik, sofralik siyah zeytin 6rneklerinin %73,3 {iniin 0,54-2,99 ng/kg diizeyinde ve
zeytinyagi orneklerinin %83,3 iiniin 0,36-2,10 pg/kg diizeyinde OTA igerdigi tespit
edilmistir. Bir zeytin ve bir zeytinyagi 6rneginde AFB; ve OTA’nin birlikte
bulundugu gozlenmistir. Bir zeytin 6rneginde de 0,03 pg/kg aflatoksin G; (AFG;)
belirlenmistir.

Zeytin ve zeytinyagi orneklerinde OTA kontaminasyonunun yaygin bir sekilde
belirlenmesi tizerine Aspergillus carbonarius ve Penicillium verrucosum tarafindan
siyah zeytinde OTA olusumuna sicakligin etkisi incelenmistir.

A. carbonarius ve P. verrucosum ile asilanan ezme halindeki zeytin 6rnekleri, 10, 15,
20, 25, 30, 35 ve 40°C de 21 giin siire ile inkiibe edilmistir. inkﬁbasyon suiresince
belirli araliklarla OTA analizi yapilmistir.
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A. carbonarius ile asilanan siyah zeytin 6rneklerinde maksimum OTA akiimiilasyonu
(54,54 ng/kg) 15°C de inkiibasyonun 3. giiniinde belirlenmistir. 10°C ve 40°C de,
kiif gelisimi ve OTA olusumu tespit edilmemistir. 21 giinliik inkiibasyon siiresince
15°C de belirlenen OTA miktarinin, test edilen diger sicakliklarda belirlenen
miktarlardan istatistiksel olarak (p<0,05) onemli bir sekilde farkli oldugu
belirlenmistir. 20, 25, 30 ve 35°C de belirlenen OTA miktarlar1 arasinda ise
Duncan’in Coklu Aralik testine gore istatistiki olarak O6nemli bir farkin olmadig
belirlenmistir.

P. verrucosum tarafindan siyah zeytin Orneklerinde 15, 20, 25, ve 30°C de
olusturulan OTA miktarlar1 birbirine ¢ok yakin bulunmustur. 10°C de OTA olusumu,
test edilen diger sicakliklardan (15-30°C) daha az miktardadir. 35°C de OTA
akiimiilasyonu ise sadece inkiibasyonun 1. (2,10 ug/kg) ve 5. giinlerinde (1,09 nug/kg)
belirlenmistir. 40°C de kiif gelisimi ve OTA olusumu belirlenmemistir. 21 giinliik
inkiibasyon siiresince 10°C de belirlenen OTA miktarinin, test edilen diger
sicakliklarda belirlenen miktarlardan istatistiksel olarak (p<0,05) 6nemli bir sekilde
farkli oldugu belirlenmistir. 15, 20, 25 ve 30°C de belirlenen OTA miktarlari
arasinda ise Duncan’in Coklu Aralik testine gore istatistiki olarak énemli bir farkin
olmadig belirlenmistir.

Toksin standardi i¢eren kontrol (spiked) orneklerinde ortalama geri kazanim orani
AFB; i¢in %75 ve OTA igin %72 dir. AFB1, AFG; ve OTA igin tayin sinir1 (LOD)
strastyla 0,03 pg/kg, 0,05 pg/kg ve 0,3 pg/kg’a esdeger olarak tahminlenmistir.
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MYCOTOXINS IN OLIVE AND OLIVE OIL, EFFECT OF TEMPERATURE
ON OCHRATOXIN A PRODUCTION BY A. CARBONARIUS AND
P. VERRUCOSUM IN BLACK OLIVE

SUMMARY

Olive is one of the most important agricultural products consumed in various forms
around the world and in Turkey. Olive has great importance on human nutrition due
to its rich dietary composition. Olive plays an important role in the economy,
especially for the producer countries. Spain, Italy, Egypt, Greece and Turkey are the
most important olive producers in this market.

Although being one of the most important olive producer countries, Turkey has not
succeeded in the exportation of it. The most important reason of this aspect is
non-standard quality in olives because of the small scale manufactures. The other
reasons are lack in following the technological innovations and unsatisfaction of
consumer preferences in importing countries because of the high salt content of it.

As a result of the mistakes in the production, the mould layer formation becomes on
the surface of the pickles. The toxigenic moulds can produce some seconder
metabolites called mycotoxins. Mycotoxins may have carcinogenic, teratogenic,
mutagenic, nephrotoxic and hepatotoxic effects on human and animal health.

The purpose of this study is to detect aflatoxin and ochratoxin A (OTA)
contamination in black table olive and virgin olive oil samples. Ochratoxin A was
determined to be widely spread both in olives and olive oil; therefore, ochratoxin A
forming two different mold species’ (Aspergillus carbonarius and Penicillium
verrucosum) roles in producing OTA in black olives was also investigated.

In this study, the existence of aflatoxin and OTA in thirty black table olive and thirty
virgin olive oil samples obtained from the public bazaars in and around Istanbul was
investigated. It was found that only one of the black table olive and one of the olive
oil samples had 0.03 pg/kg of aflatoxin B; (AFB;) contamination. The results for
black olive confirms literature as being a weak substrate for aflatoxin formation. On
the other hand, it was determined that 73.3% of black table olive samples contained
0.54-2.99 pg/kg of OTA and 83.3% of the olive oil samples had 0.36-2.10 pg/kg of
OTA. Additionally, one olive sample and one olive oil sample had aflatoxin B; and
OTA co-occurence. Also, one of the black table olive samples contained 0.03 pg/kg
of aflatoxin G; (AFG;).

OTA contamination was determined frequently in olive and olive oil samples. So, the
effect of the temperature on OTA production by Aspergillus carbonarius and
Penicillium verrucosum in black olive was investigated.

Olive paste samples inoculated with A. carbonarius and P. verrucosum were
incubated for 21 days at 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40°C. During the incubation, OTA
detection was performed by certain intervals.
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Maximum OTA accumulation (54.54 pg/kg) in black olive samples inoculated with
A. carbonarius was detected at 15°C and on the 3" day of incubation. Mould growth
and OTA production were not detected at 10°C and 40°C. OTA level detected at
15°C during the 21 day incubation period, was found to be statistically (p<0.05)
significant and different in contrast to the other tested temperatures. At 20, 25, 30
and 35°C the difference between the detected OTA levels did not show statistical
significance when Duncan’s Multiple Interval test is used.

OTA amounts produced by P. verrucosum in black olive samples at 15, 20, 25 and
30°C are similar. OTA production at 10°C was lower than the other tested
temperatures (15-30°C). OTA accumulation at 35°C was detected only the 1% day
(2.10 pg/kg) and 5™ day (1.09 pg/kg) of the incubation. Mould growth and OTA
production were not detected at 40°C. OTA level detected at 10°C during the 21 day
incubation period, was found to be statistically (p<0.05) significant and different in
contrast to the other tested temperatures. At 15, 20, 25 and 30°C the difference
between the detected OTA levels did not show statistical significance when
Duncan’s Multiple Interval test is used.

Mean recovery rates of the spiked samples were 75% for AFB; and 72% for OTA.
Limits of detection (LOD) for the AFB;, AFG; and OTA were estimated as
equivalent to 0.03 pg/kg, 0.05 pg/kg and 0.3 pg/kg, respectively.
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1. GIRIS

Geleneksel Tiirk kahvaltistnin ayrilmaz bir pargasi olan zeytin iilkemizde c¢esitli
sekillerde degerlendirilmektedir. Tiirkiye’de iiretilen zeytinin 1/3 i sofralik olarak,
kalan1 zeytinyagi {iiretimi i¢in kullanilmaktadir.  Zeytin ve zeytinyagi, insan
viicudunda sentezlenemeyen ve biyolojik 6neme sahip olan esansiyel yag asitlerini

icermesi nedeniyle saglikli beslenmede biiyiik 6neme sahiptir.

Tiirkiye diinya zeytin iiretiminde, 2008/2009 yil1 verilerine gore Ispanya, Misir ve
Yunanistan ile birlikte ilk siralarda yer almaktadir (Url-1). Ancak diinya genelinde
zeytin ihracat miktarlarina bakildiginda Tirkiye’'nin son siralarda yer aldigi
goriilmektedir. Bunun en biiylik nedeni, zeytin isletmelerimizin ¢ogunun kiigiik

6lcekte olmasi sonucunda standart kalitede iiretimin yapilamamasidir.

Geleneksel zeytin iiretiminde fermentasyon esnasinda salamura yiizeyinde olusan
film tabakasinda Penicillium ve Aspergillus cinsi kiifler tespit edilmistir (Gourama
ve Bullerman, 1988). Zeytinde Penicillium tiirleri baskin olup (%68,25), bunu
Aspergillus tiirleri (%15,87) izlemektedir (Sahin ve dig., 1999). Tiirkiye’de Ege ve
Marmara bdlgesinden toplanan 55 farkli salamura siyah zeytinde, 15’1 Penicillium,
12’si Aspergillus, 2’si Alternaria ve 1’i Cladosporium olmak iizere toplam 30 kiif

susu izole edilmistir (Eltem ve Oner, 1995).

Depolama, paketleme ve dagitim esnasinda, uygun g¢evresel kosullarin varliginda
basta kiifler olmak tlizere birgok mikroorganizma zeytinde bozulmaya neden
olabilmektedir. Bu durum, 6nemli ekonomik kayiplarin yani sira insan ve hayvan
sagligr i¢in tehdit olusturmaktadir. Siyah zeytinde maksimum 350 pg/kg diizeyinde
citrinin (Heperkan ve dig., 2006) ve az miktarlarda aflatoksin B; (Daradimos ve dig.,
2000) varlig1 bildirilmistir. 2002-2003 yillarinda Sicilya’da zeytinyaginda 6-40 ng/kg
aflatoksin ve 52-244 ng/kg okratoksin A (OTA); zeytinlerde ise 31-1518 ng/kg
aflatoksin ve 101-8391 ng/kg OTA tespit edilmistir. Sadece 1 zeytinyagi ve 6 zeytin
orneginin, aflatoksin ve OTA’y1 birarada igerdigi bildirilmistir (Finoli ve dig., 2005).



Fas’ta perakende satis yeri ve slipermarketten temin edilen 10 adet zeytin 6rneginde
yapilan bir ¢alismada 6/10 6rnekte 0,31-1,02 ug/kg diizeyinde OTA ve 3/10 6rnekte
0,5-5,0 png/kg diizeyinde aflatoksin B belirlenmistir. (EI Adlouni ve dig., 2006).

Insan saghgna zararli etkileri gz oniinde bulundurularak gidalardaki mikotoksin
miktarlart kontrol altinda tutulmalidir. Bu ¢alismada ilk olarak Tiirkiye’de piyasadan
tesadiifi olarak temin edilmis 30 sofralik siyah zeytin ve 30 zeytinyagi orneginde
aflatoksin By ve OTA varliginin incelenmesi planlanmistir. Analiz yapilan zeytin ve
zeytinyag1 Orneklerinde yaygin bir sekilde OTA varliginin belirlenmesi iizerine,
calismanin ikinci asamasinda Aspergillus carbonarius ve Penicillium verrucosum
spor siispansiyonlari ile asilanan sofralik siyah zeytin 6rneklerinde OTA olusumuna
sicaklik etkisinin 21 giinliik inkiibasyon siiresince incelenmesi hedeflenmistir. Bu

calisma ile hem iilke ekonomisine hem de literatiire katkida bulunmak amaclanmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Zeytin

Zeytin, Tirkiye ve diinyada ¢esitli sekillerde tiiketilen 6nemli tarimsal iirtinlerden

biridir. Zengin besinsel bilesimi nedeniyle saglikli beslenmede biiyiik 6neme sahiptir.

2.1.1 Zeytinin tanim

Sofralik zeytin, zeytin agac1 (Olea europaea) meyvelerinin teknigine uygun olarak
aciligi giderilip, laktik asit fermentasyonuna tabi tutularak veya tutulmayarak
gerektiginde laktik asit ve/veya diger katki maddeleri ilave edilen, pastorizasyon
veya sterilizasyon islemine tabi tutularak veya tutulmadan elde edilen meyve
biitiinliigli bozulmamus trtindir (TS-774, 2003).

2.1.1.1 Zeytinin tarihcesi

Zeytin agact ve meyvesinin tarihgesi antik ¢aglara dayanmaktadir. Zeytin agaci,
diinyada yetistirilen en eski agaglar arasindadir. Ana vatan1 Anadolu olup, 5000 yil
once Akdeniz’e (Aktan ve Kalkan, 2000), sonra Asya, Kuzey Afrika, Giiney Avrupa
(Garcia ve dig., 2005), Yunanistan ve Roma’ya yayildigi belirtilmektedir. Birkag
yiizyil 6ncesinde de Kuzey ve Giiney Amerika, Japonya ve Avusturalya’ya ulagmistir
(Aktan ve Kalkan, 2000). Ozellikle giiney ve kuzey yarim kiirenin 30°-40° enlemleri
zeytin iiretim kusag olarak belirtilmektedir (Oztiirk, 2006). Zeytin agacinin meyvesi,
sofralik zeytin iiretimi ve zeytinyagi ekstraksiyonunda kullanilmaktadir (Garcia ve

dig., 2005).

2.1.1.2 Zeytinin biyolojisi

Zeytin agagclar; kiglar 1lik ve yagmurlu (sicakliin en ¢ok -8°C ye diistiigii), ilkbahar
ve sonbahari serin ve yagisl, yazlari ise kurak olan (sicakligin en fazla 40°C ye
yiikseldigi) bolgelerde, kiyr seridinde yetismektedir. Yillik yagis en az 400 mm
olmahdir. Kalkerli kumlu, nemli ve besin maddeleri agisindan zengin topraklarda

daha iyi gelismektedir (Dar1, 2005).



Zeytin c¢esidi, sofralik zeytin ve zeytinyaginin kalitesini etkileyen en Onemli
faktordiir. Bu nedenle zeytin g¢esidinin belirlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.
Ancak, bazi ¢esitlerin farkli bolgelerde birden fazla isim almasi ya da farkli gesitlerin
ayni ismi almasi nedeniyle ¢esidin belirlenmesinde zorluklar yasanmaktadir (Garcia
ve dig., 2005). Zeytin agaclar1 bir¢ok varyeteye sahip olup, fenotipik ve genetik bazi
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar genellikle meyvenin boyutu, rengi, yag

igerigi ve yag asidi kompozisyonundan kaynaklanmaktadir (Boskou, 2006).

2.1.1.3 Zeytin iiretimine ayrilan alan

Akdeniz Bolgesi, zeytin agacinin yetismesi i¢in gerekli olan ekolojik ve klimatolojik
Ozelliklerin tamamina sahiptir ve diinya zeytin varliginin %96’s1t bu bdlgede
bulunmaktadir (Aktan ve Kalkan, 2000). Diinyada ve Tirkiye’de zeytin iiretimine

ayrilan alan Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 : 2000-2008 yillar1 arasinda zeytin iiretimine ayrilan alan ve verimlilik

(Url-2).
Alan Verim Uretim

Ulkeler (ha) (hg/ha) (ton) (%)
Cezayir 229931 10989 250664 1,5
Arjantin 42333 31079 131622 0,8
Misir 48836 61185 298667 1,8
Fransa 17626 12441 21979 0,1
Yunanistan 785145 30638 2405707 14,2
Italya 1161275 29957 3475754 20,5
Fas 537733 11253 601221 3,5
Peru 8182 52042 43036 0,3
Portekiz 372281 7930 295848 1,7
Ispanya 2464877 22993 5668872 33,4
Tunus 2062149 4000 838778 4,9
Tiirkiye 637993 21209 1350761 7.9
ABD 13446 67793 91272 0,5
Avrupa Birligi 4813186 24694 11889767 70,0
Diinya 9393529 18184 16991103 100,0

Cizelge 2.1°de goriildiigii gibi zeytin iiretimine en fazla alan1 Ispanya ayirmaktadir.
Ispanya’yr Tunus, Italya, Yunanistan ve Tiirkiye takip etmektedir. Zeytin ekilen
alanlarin verimliligi incelendiginde ABD, Misir ve Peru’da hektar basina elde edilen

verimin fazla oldugu dikkat ¢ekmektedir. Tirkiye’de ise zeytin ekili alanlardan
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hektar basina elde edilen verim diisliktiir. 2000-2008 yillar1 arasinda firetilen
ortalama zeytin miktarlarina bakildiginda, Ispanya (%33.4), Italya (%20,5),
Yunanistan (%14,2) ve Tirkiye (%7,9) diinya zeytin iretiminde ilk siralarda yer
almaktadir. Sekil 2.1°de zeytin agac1 ve Sekil 2.2°de zeytin meyvesinin goriiniimii

verilmigtir.

Sekil 2.2 : Zeytin meyvesinin goriiniimi (Url-4).

Tiirkiye, cografi konumu ve sahip oldugu Akdeniz iklim ozellikleri ile diinyanin
onde gelen zeytin iireticisi Ulkelerinden biridir. Zeytin, Tiirkiye’de daha c¢ok

Marmara ve Ege Bolgelerinde yetistirilmektedir.

2.1.1.4 Zeytinin siniflandirilmasi

Zeytin meyvesi anatomik olarak kabuk, et ve ¢ekirdek olmak iizere ii¢ ana kisimdan
olugsmaktadir. Orta ve kiiciik boyda zeytinler (> 285 zeytin/kg) yag ekstraksiyonu
i¢cin uygun olup, et/cekirdek oranmi diisiiktiir (4,1-7,1). Biiyiikk boyda olan zeytinler
(60-200 zeytin/kg) sofralik zeytin iiretimi i¢in daha uygun olup, et/¢ekirdek orani



yiiksektir (7,1-10,1) (Garcia ve dig., 2005; Boskou, 2006). Ara kategoride olan

zeytinler ise hem sofralik zeytin hem de zeytinyagi iiretiminde kullanilabilmektedir.

Diinyada hasat edilen zeytinin %90’1 yag tiretimi ve %10’u sofralik zeytin iiretimi
igin ayrilmaktadir (Garcia ve dig., 2005). Tirkiye’de ise tiretilen zeytinin yaklasik
olarak 1/3 ii sofralik olarak, kalan1 zeytinyag1 iiretimi i¢in kullanilmaktadir (Uylaser
ve Karaman, 2005). Zeytinden ayrica, zeytin ezmesi de yapilmaktadir (Diraman ve
Arict, 2002). Sofralik zeytin liretiminde kullanilan zeytinlerin %85’ini siyah, %15’ini
yesil zeytin olusturmaktadir (Uylaser ve Karaman, 2005).

Memecik, Ayvalik, Gemlik, Domat, Uslu, Memeli, Manzanilla, Yamalak, Edincik
su, Izmir sofralik, Celebi, Halhali ve Tavsan yiiregi Tiirkiye’de yetistirilen baslica
zeytin ¢esitleridir (Aktan ve Kalkan, 2000).

2.1.1.5 Zeytinin besinsel bilesimi

Ham zeytin meyvesi, et (meyve agirhiginin %70-90’1) ve ¢ekirdekten (meyve
agirh@inin %30-10"u) olusmaktadir (Garcia ve dig., 2005). Zeytinin bilesimi
Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2 : Zeytinin bilesimi (Tetik, 2001).

Bilesen Miktar (%)

Su 50-70
Yag 15-30
Protein 1-3
Seliiloz 1-3
Kiil (Mineral madde) 1-5
Karbonhidra}tlar . 2.6
(glikoz ve digerleri)

Antosiyaninler (siyanidin ve delfinidin glukozidler), flavonoller (quercetin 3
rutinozid), flavonlar (luteolin ve apigenin glukozidler), fenolik asitler
(hidroksibenzoik, hidroksisinamil vb.), fenolik alkoller (tyrosol ve hidroksityrosol),
oleuropein, demetiloleuropein (demethyloleuropein) zeytinde bulunan O6nemli
bilesenlerdir (Boskou, 2009).

Fenolik bilesikleri, ¢ogunlukla ortho-difenol bilesikleri ve bunlarin glikozidleri

olusturmaktadir. Bu bilesikler, 6zellikle laktik asit bakterilerine kars1 antimikrobiyal



ozellik gosterdiginden fermentasyonda dnemli role sahiptir. Fenolik bilesikler ayrica,
olgunlagma esnasinda renk gelisiminde ve salamura igerisinde olgun zeytinlerin

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

Alkali ile islem gérmemis zeytinler, oleuropein igerikleri nedeniyle ¢ok aci lezzette
oldugundan tiiketilemez formdadir (Garcia ve dig., 2005). Oleuropein’in, alkali ile
hidrolizi sonucunda giderilen acilik, alkalinin uzaklastirilmasi sonrasinda tekrar

olusmaz (Luh ve Woodroof, 1988).

Zeytin, fermente olabilir sekerlerden glukoz (meyvenin etli kisminin %1-3’1),
fruktoz (%0,2-1,1), az miktarda sakkaroz ve mannitol i¢ermektedir. Sitrik asit,
okzalik asit ve malik asit, meyvenin etli kisim agirliginin %0,5-1’ini olusturmaktadir

(Lund ve dig., 2000).

Antosiyanin’ler zeytinde bulunan en onemli pigmentlerdir. Bunlar; siyanidin 3
glikozid, siyanidin 3 rutinozid, siyanidin triozid ve siyanidin 3 soforosid olarak
belirtilmistir. Antosiyanin’ler zeytinin gelisimi esnasinda maksimum seviyeye
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).

Zeytinde yag akiimiilasyonu Temmuz-Agustos aylarinda baslar, Kasim ayinda
maksimuma ulagir. Meyve olgunlagsma periyodunun ilk safhasinda yesil renktir. Daha
sonra ylizeydeki klorofiller yavas yavag antosiyaninler ile yer degistirir. Sonbahar ve
kis doneminde meyve siyah renk olur ve yag icerigi maksimum degere ulasir

(Boskou, 2006).

2.1.2 Sofralik zeytin iiretimi ve ticareti

Zeytin iiretimi en gok Akdeniz Bolgesinde yogunlagmustir. Ozellikle iiretici {ilkelerin
ekonomisinde 6nemli rolii bulunmaktadir.

2.1.2.1 Diinyada ve Tiirkiye’de sofralik zeytin iiretimi

En onemli fermente gidalardan biri olan zeytin, bir¢ok iilkede iiretilmektedir.
Uretilen zeytin miktari, yillara gore degisiklik gostermektedir. Bunun nedeni,

periyodisite olarak tanimlanmakta olup, agaclarin iki yilda bir meyve vermesidir.



Diinya sofralik zeytin {iretimine ait degerler Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3 : Diinya sofralik zeytin tiretimi (1000 ton) (Url-1).

. Yillar
Ulkeler
2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09

ispanya 415,8 575,4 448,3 579,4 537,5 420,3 499,7 556,1 475,0
Maisir 70,0 135,0 340,0 95,0 194,5 200,0 436,0 432,0 400,0
Tiirkiye 224,0 85,0 165,0 125,0 240,0 280,0 240,0 200,0 250,0
Yunanistan 85,0 115,0 117,0 92,0 115,0 125,5 108,0 95,0 120,0
Fas 80,0 90,0 80,0 120,0 80,0 100,0 90,0 100,0 110,0
Suriye 142,0 80,0 170,0 120,0 200,0 120,0 200,0 100,0 100,0
italya 65,0 60,0 66,0 65,0 63,4 61,0 80,0 80,0 80,0
ABD 60,0 120,0 81,0 100,0 87,0 116,0 18,0 109,0 48,0
Arjantin 30,0 38,0 50,0 70,0 60,0 85,0 75,0 95,0 85,0
Portekiz 8,7 12,0 11,0 11,3 11,4 8,0 19,2 11,0 13,0
Fransa 18 2,0 2,0 2,0 2,0 1,2 15 15 15
Diger 160,70 161,10 243,20 222,30 261,70 245,00 321,10 373,90 349,50
Toplam 1.343,0 1.473,5 1.773,5 1.602,0 1.852,5 1.762,0 2.088,5 2.1535 2.032,0

Cizelge 2.3’te goriildiigii gibi Ispanya bu pazarda en biiyiikk paya sahiptir.

Ispanya’dan sonra Mistr, Tiirkiye ve Yunanistan en 6nemli zeytin iireticileridir.

Tiirkiye’de zeytin tiretim miktar1 2000/2001 yillarinda 224,000 ton iken, 2008/2009
yillarinda bu deger 250,000 tona yiikselerek 1,1 kat artis gostermistir. Diinya zeytin

tretiminde Tiirkiye {ligiincii sirada yer almaktadir.

Uretici iilkeler gesitliligi arttirma yoluna giderek, uluslararasi ticarette pay almak
istemektedirler. Ispanya son yillarda natiirel siyah zeytin ve konserve siyah-olgun
zeytin Uretimine, Yunanistan salamurada natiirel siyah zeytin {iretiminin yaninda
yesil zeytin iretimine baslamistir. Zeytin lretim ve saklama yoOntemlerindeki
bilimsel c¢alismalar, {iretim miktarlarinin arttirilmasina olanak saglamaktadir

(Fernandez ve dig., 1997).

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

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



2.1.2.2 Sofralik zeytin ihracati

Zeytin cesitlerine gore ihracatci iilkeler degismektedir. Ispanya, Arjantin, Yunanistan
ve Fas yesil zeytin, Yunanistan, Fas ve Tiirkiye natiirel siyah zeytin, Ispanya ve Fas
degisken renkli zeytin ihracat1 yapmaktadir (Fernandez ve dig., 1997). Tiirkiye’de ve

diinyada sofralik zeytin ihracat1 Cizelge 2.4°te verilmistir.

Cizelge 2.4 : Diinya sofralik zeytin ihracati (1000 ton) (Url-1).

. Yillar
Ulkeler
2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 200506 | 2006/07 2007/08 | 2008/09

Ispanya 165,7 172,0 188,8 169,7 184,1 187,4 193,0 194,7 200,0
Misir 12,0 25,0 80,0 45,0 15,0 7,0 100,0 110,0 100,0
Fas 62,5 61,0 52,0 69,5 59,0 63,0 58,5 65,0 72,0
Arjantin 29,0 24,0 35,0 45,0 50,0 61,0 70,0 86,0 70,0
Tiirkiye 32,0 56,0 35,0 51,0 58,0 54,0 55,0 40,0 60,0
Yunanistan 31,0 34,0 30,0 28,0 38,0 51,0 39,0 30,0 45,0
ABD 4,0 4,0 55 4,0 4,5 5,0 4,0 4,0 4,0
Suriye 8,0 16,0 6,0 18,5 34,0 23,0 29,0 23,0 17,0
Portekiz 50 31 4,1 5,6 53 6,5 18,5 9,7 10,8
italya 13 2,0 1,9 2,0 2,1 2,3 3,0 3,0 35
Fransa 14 15 2,3 14 19 2,1 2,1 19 19
Diger 12,1 22,9 19,9 22,3 28,1 40,7 25,9 45,2 44,3
Toplam 364,0 4215 460,5 462,0 480,0 503,0 598,0 612,5 628,5

Tiirkiye’de sofralik zeytin ihracat miktar1 2000/2001 yillarinda 32,000 ton, iken
2008/2009 yillarinda 60,000 ton degerine yiikselmistir. Thracat miktar1 son on yil
icerisinde yaklasik olarak iki kat artmistir. Ancak diinyadaki ihracat miktarlarina

bakilacak olursa ¢ok geride oldugumuz goriilmektedir.

Tiirkiye diinya zeytin iiretiminde {giincii sirada yer alirken, sofralik zeytin
ihracatinda ayn1 basariy1 gdsterememektedir. fhra¢ edilen miktarlar diinya geneline
bakildiginda olduk¢a diisiiktiir. Bunun en biiyiik nedeni, zeytin isletmelerimizin
cogunun kiigiik Olgekte olmasi sonucunda standart {iretimin yapilamamasi,
teknolojideki yeniliklerin takip edilmemesi ve diger iilkelerin tiiketim tercihlerine

uygun lretimin gerceklestirilmemesidir (Oral ve Heperkan, 1999).

2.1.2.3 Sofralik zeytin ithalati

Ithal edilen zeytin tiirleri iilkelere gore farklilik gdstermektedir. A.B.D., ve Fransa’da

Ispanyol tipi salamuralanmus yesil zeytin, Bulgaristan ve Romanya’da ise Grek tipi



salamuralanmis natiirel siyah zeytin ithalat1 yapilmaktadir (Fernandez ve dig., 1997).

Zeytin ithal eden iilkeler Cizelge 2.5’te gosterilmistir.

Cizelge 2.5 : Diinya sofralik zeytin ithalat1 (1000 ton) (Url-1).

. Yillar
Ulkeler
2000/01 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 2008/09

ABD 111,0 113,0 115,0 117,5 124,5 120,0 148,5 136,5 155,0
Brezilya 45,0 50,0 46,0 51,0 56,0 55,0 60,5 73,5 74,0
Fransa 26,4 234 348 25,7 30,5 30,5 27,3 28,3 28,5
Kanada 20,5 22,0 23,5 23,5 23,5 25,0 25,5 25,5 26,0
Almanya 12,1 13,3 12,3 13,0 12,7 12,8 14,5 15,5 15,8
Romanya - - - - - - 17,9 18,0 18,0
Rusya 35 4,0 4,0 45 45,0 45,0 70,0 80,0 90,0
Tiirkiye 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Diger 139,5 174,3 2139 205,8 187,8 206,7 157,8 158,7 157,7
Toplam 358,0 400,0 449,5 441,0 480,0 495,0 522,0 536,0 565,0

Cizelge 2.5’te goriildiigii gibi A.B.D., Rusya ve Brezilya en ¢ok zeytin ithalati yapan

ulkelerdir.

2.1.2.4 Sofralik zeytin tiiketimi

Zeytin iiretimi ve tiiketimi

en ¢ok Akdeniz Bolgesinde yogunlagsmistir. Kibris,

Liibnan, Libya, Tunus, Hirvatistan ve Avustralya’da zeytin iiretim miktar1 az olup,

tamami yerel olarak tiiketilmektedir (Garcia ve dig., 2005). Diinya zeytin tiiketimi

Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6 : Diinya zeytin tiikketimi (1000 ton) (Url-1).

.. Yillar
Ulkeler
2000/01 2001/02 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 2008/09

Misir 57,0 75,0 190,0 138,0 200,0 170,0 300,0 350,0 308,0
Ispanya 163,6 215,6 192,7 205,0 167,4 2141 2438 265,0 265,0
ABD 185,0 205,0 205,0 210,0 205,0 220,0 220,0 2335 235,0
italya 145,0 150,0 150,0 150,0 147,2 139,0 122,0 122,0 122,0
Tiirkiye 125,0 100,0 114,0 96,0 175,0 221,0 180,0 190,0 200,0
Almanya 35,0 36,5 37,4 39,5 41,4 40,0 48,9 57,0 58,9
Fransa 39,0 39,0 62,0 449 53,9 53,9 55,1 53,1 53,0
Diger 553,90 561,40 776,90 786,60 841,60 771,00 909,20 889,40 904,10
Toplam 1.303,5 1.382,5 1.728,0 1.670,0 18315 | 1.829,0 | 2.079,0 | 2.160,0 2.146,0
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Cizelge 2.6°da goriildiigii gibi diinyada zeytin tiiketimi en fazla Misir, Ispanya,
A.B.D. ve Tiirkiye’de olmaktadir.

2.1.3 Sofralik zeytin iiretim yontemleri

Zeytinin  sofralik  olarak hazirlanmasi antik ¢aglara dayanmaktadir. Zeytin
meyvesinin rengi; olgunlagsma esnasinda yesilden mora, sonra mavimsi renge ve en
son olarakta asirt olgunluk safhasinda siyah renge doniismektedir (Garcia ve dig.,
2005). Meyveler, renkleri yesilden siyaha degisen ¢esitli olgunluk donemlerinde
hasat edilebilmektedir (Lund ve dig., 2000). Sofralik zeytinler, hasattaki renklerine
gore ya da uygulanan prosese veya son {iriiniin rengine gore siniflandirilabilir (Garcia

ve dig., 2005).

Genel olarak sofralik zeytinler diisiik yag ve yiiksek seker icerigine sahiptir (Garcia
ve dig., 2005). Sofralik zeytin islemede birgok yontem vardir. Uluslararas: ticarette
ozellikle Ispanyol tipi yesil zeytin, Kaliforniya tipi siyah zeytin ve geleneksel olarak
islenen Grek tipi siyah zeytin 6neme sahiptir (Garcia ve dig., 2005; Arroyo-Lopez ve
dig., 2008).

Zeytinler, kullanilan {iretim yontemine bagli olarak farkli olgunluk zamanlarinda
hasat edilmektedir. Alkali islemi, salamura uygulamasi ve fermentasyon periyodu,
zeytin ¢esidine gore degisiklik gostermektedir (Prajapati ve Nair, 2003). Salamura
konsantrasyonu, zeytinin boyutuna ve varyetesine bagli olarak %5-15 araliginda

degismektedir (Bevilacqua ve dig., 2009).

Ispanyol ve Kaliforniya tipi zeytin islemede, aromatik maddelerden biri olan
oleuropein’in neden oldugu acilik alkali muamelesi ile giderilmektedir. Grek tipi
zeytin iretiminde ise, meyveler dogrudan salamura igerisine konulmakta ve acilik
kismen uzaklastirilmaktadir. Bu nedenle, zeytinler meyvemsi bir tada ve acimsi bir

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

2.1.3.1 Ispanyol tipi yesil zeytin iiretimi

Ispanyol tipi yesil zeytin iiretiminde, zeytinler yesil ile saman saris1 arasinda renge
ulastiginda toplanmaktadir (Lund ve dig., 2000; Dari, 2005). Polifenollerin
degradasyonu ve zeytindeki hiicre duvari gegirgenligini arttirmak igin seyreltik
NaOH (%2-3) soliisyonu ile muamele edilir (Arroyo-Lopez ve dig., 2008). Silindirik

ya da kiiresel polyester ve fiber glass tanklarda, oleuropein’i hidrolize etmek i¢in 5-7
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saat bekletilmektedir (Lund ve dig., 2000). Bu islem ile act bir glikozid olan
oleuropein, glukoz ve aglikon’a indirgenir. Bunlarda elenoik asit ve f-3,4-dihidroksi-

feniletil gibi basit molekiillere pargalanmaktadir (Robinson, 2000).

Alkali, meyve etinin 2/3’line temas ettiginde isleme son verilmekte ve zeytinler
defalarca su ile yikanmaktadir. Islemin uygulandigi tankmn altindan alkali
bosaltilmadan once, yukaridan c¢esme suyu verilmeye baslanmaktadir. Bdylece
zeytinlerin oksidasyon ile kararmasi 6nlenmis olur (Aktan ve Kalkan, 2000). Yikama
islemiyle, oleuropein ve onun hidroliz iiriinleri, diger polifenoller ve baz1 fermente

olabilir sekerler uzaklastirilmaktadir (Lund ve dig., 2000).

Zeytinler laktik asit bakterileri tarafindan gerceklestirilen fermentasyona izin vermek
icin, %5-6 NaCl iceren salamuraya konulmaktadir. Zeytinler, bir sonraki isleme
kadar aynm1 salamurada bekletilebilir. Tuz konsantrasyonu %8’e ¢ikarildiktan sonra

satilmaktadir (Lund ve dig., 2000).

2.1.3.2 Kaliforniya tipi siyah zeytin iiretimi

Kaliforniya tipi siyah zeytin {iretiminde, salamurada depolanmis veya olgunlasma
sathasinda kararmig zeytinler kullanilabilmektedir (Wood, 1998; Arroyo-Lopez ve
dig., 2008). Zeytinlerin rengi sarimtrak-yesil ile pembe arasinda degismektedir (Lund
ve dig., 2000). Zeytinler, ¢eside ve alkali uygulamasi dncesinde depolanma siiresine
bagli olarak %0,5-1,5 NaOH soliisyonu ile kisa siireli olarak ii¢ kez islem
gormektedir. Alkali, meyvenin tamamina temas ettiginde isleme son verilmekte ve
alkali wuzaklastirilmaktadir. Zeytinler yikanmak suretiyle alkaliden tamamen
arindirilmaktadir. Bu yontemde, zeytinler hava ile temas etmekte ve oksidasyon ile

kararma ger¢eklesmektedir (Wood, 1998).

Siyah renk stabilizasyonu, laktat ya da glukonat demir soliisyonuna daldirma ile
saglanmaktadir (Arroyo-Lopez ve dig., 2008). Zeytinler, %2,5-5,0 NaCl igeren
salamura soliisyonu ile konservelenmekte ve sterilize edilmektedir (Lund ve dig.,
2000). Ticari olarak; ¢ekirdekli, ¢ekirdeksiz, dilimlenmis ve zeytin ezmesi olarak

tiiketime sunulmaktadir (Arroyo-Lopez ve dig., 2008).
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2.1.3.3 Grek tipi natiirel siyah zeytin iiretimi

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

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

Zeytinler dogal fermentasyona maruz kalmaktadir. Fermentasyon karakteristiginde
fiziko-kimyasal kosullar, sicaklik ve tuz igerigi gibi faktorler etkilidir (Arroyo-Lopez
ve dig., 2008). Fermentasyon zeytinlerde veya tanklarda dogal olarak bulunan
mikroorganizmalar ile ger¢eklesmektedir. Fermentasyonda, 6zellikle mayalar 6nemli
rol oynamaktadir. Salamura ise fermente olabilir karbonhidratlar1 i¢erdigi icin, laktik
asit bakterilerinin gelisimini tesvik eden bir ortam saglamaktadir (Wood, 1998).
Zeytinler, kismende olsa dogal aciligin1 kaybedinceye kadar salamura igerisinde
tutulur. Fermentasyon islemi sonrasinda pazar isteklerine gore boyutlandirilir,

smiflandirilir ve paketlenir (Arroyo-Lopez ve dig., 2008).

2.1.3.4 Tiirk tipi salamurada natiirel siyah zeytin iiretimi

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

Hasat

|

Isletmeye Nakil
Kalibrasyon ve Se¢me

Yikama

|

Salamuraya Koyma (Fermentasyon)

Hava Verme

l

Kalibrasyon ve Se¢cme

Ambalajlama

Sekil 2.3 : Tiirk tipi natiirel siyah zeytin iiretimi akis semasi
(Aktan ve Kalkan, 2000).
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Zeytinler, renkleri kizildan siyaha donme asamasinda ve ylizeyde kirisikliklar
meydana gelmeden Once hasat edilmelidir. Hasat edilen zeytinler, delikli plastik
kasalar icerisinde isletmeye nakledilmelidir. Isletmeye gelen zeytinler oncelikle
elenirler, sonra bozuk, c¢iiriik taneler ve yabanct maddeler ayiklanmak suretiyle

uzaklastirtlir (Aktan ve Kalkan, 2000).

Ayiklama sonrasinda yikanarak toz, toprak ve mikroorganizma yiikiinden arindirilan
zeytinler fermentasyon tanklarina alimmaktadir. 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 tim mikroorganizmalar faaliyet gosterebilir ve ortamda

baskin olabilirler (Aktan ve Kalkan, 2000).

Zeytinlere herhangi bir 6n islem uygulanmadigindan, meyvedeki ¢oziiniir
bilesenlerin salamuraya gecisi ¢ok yavas olmakta, dolayisiyla da fermentasyon siiresi
uzamaktadir. Fermentasyon, yaklasik olarak 9-10 ay siirmektedir (Ozay ve dig.,
1994). Tanklara hava verildiginde fermentasyon hizlandirilmakta ve tat gelisimi
cabuk olusmaktadir. %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 (Aktan ve Kalkan, 2000).

Fermentasyon sonrasinda salamuradan c¢ikarilan zeytinler havalandirilir ve
oksidasyon ile siyah renk olusumu saglanir. Kararan zeytinlere, tekrar kalibrasyon ve
segme islemi uygulanir. Yarali, ezik ve acik renkli zeytinler ayrildiktan sonra,

zeytinler boyutlaria 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 icerisinde tenekelerde
veya cam kavanozlarda pastdrizasyon sonrasinda piyasaya sunulacaklarsa, koruyucu
madde ilavesine gerek yoktur. Salamura tuz konsantrasyonunun en ¢ok %7 olmasi

gerektigi belirtilmistir (Aktan ve Kalkan, 2000).

Tiurkiye’de baz1 isletmelerde, siyah zeytinler %]1°’lik NaOH c¢ozeltisinde
tatlandirildiktan sonra salamura icgerisinde kisa siireli fermentasyona ugratilarak

tilketime Sunulmaktadir. Bu sekilde iiretilen zeytinler, Tiirk damak tadina uygun
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degildir. Zeytin fermentasyonunda kullanilan salamura konsantrasyonu %10’u
astiginda, fermentasyonda gelismesi istenilen asil mikroorganizma olan laktik asit
bakterilerinin  etkisi 6nemli Olgiide azalmakta, hatta bazen tamamen
engellenmektedir. Zeytinlerin salamuraya alindigi zaman Kasim ay1 basma denk
geldiginden, kis doneminde fermentasyon diisiik sicakliklarda meydana gelmektedir.
Sicakliktaki disiis ile laktik asit bakterilerin gelisimi tamamen olumsuz
etkilenmektedir. Laktik asit bakterileri tarafindan gergeklestirilen fermentasyon
olmadiginda, ortamda bulunan tuza dayanikli bakteri, maya ve kiifler gelismekte ve
salamura yiizeyinde kefeke adi verilen film tabakasi olusmaktadir. Bu da {iriiniin
yumusamasina, bozulmasina ve hatta mikotoksinler ile kontamine olmasina neden

olmaktadir (Uylaser ve Sahin, 2004).

Uylaser ve Sahin (2004) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada geleneksel Gemlik
yonteminin giiniimiiz kosullarina uyarlanmasi incelenmistir. L. plantarum ile
asilanan ve %7 tuz igerigine sahip salamurada 35 kg/m? bask1 uygulanarak bekletilen
zeytinler, 2,5 ayda tiiketim olgunluguna ulagsmistir. Fermentasyon sonrasinda
zeytinde %2,5 tuz konsantrasyonu elde edildiginden, {iriiniin dis pazarda da rahatlikla

satilabilecek kalitede oldugu bildirilmistir.

2.1.4 Zeytin fermentasyonu

Zeytin fermentasyonu; Enterobacteriaceae, laktik asit bakterileri, diger Gram negatif
mikroorganizmalar ve mayalarin yer aldigi kompleks bir mikrobiyotaya

dayanmaktadir (Bevilacqua ve dig., 2009).

Laktik asit bakterisi, sofralik zeytin fermentasyonunda son {iriin kalitesini
etkilemektedir. Zeytin stabilitesini saglayan en etkili pH ve asitlik degeri, laktik asit
bakterileri mevcudiyetinde gergeklesmektedir (Fernandez Gonzalez ve dig., 1993).
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei (Prajapati ve Nair, 2003) ve
Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus spp. (Li, 2004) fermentasyondan sorumlu
asil  organizmalardir. Lb. plantarum bakteriyosin lretebilme yeteneginde
oldugundan, ilave olarak inokiilasyonuna ihtiya¢ duyulabilir (Ruiz-Barba ve dig.,
1994; Li, 2004).

Sofralik zeytinlerde arzu edilen duyusal karakteristigin gelisiminde mayalarin rolii
oldugu belirtilmektedir. Mayalarin lipolitik aktivitesi sonucu olugan ugucu bilesenler

duyusal 6zellik tizerine etkilidir. Mayalar ayrica meyveleri radikal oksidasyondan
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koruma ozelligindedir. Hatta Candida krusei ve Pichia membranifaciens gibi bazi

tiirler starter kiiltiir olarak kullanilabilmektedir (Bevilacqua ve dig., 2009).

Diger taraftan baz1 mayalar, zeytinde bozulmaya neden olabilmektedir. Ozellikle,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kluyveri ve Pichia anomala gaz cepgigi
olusumundan ve zeytinin yumusamasindan sorumludur. Bunun disinda, Rhodotorula
tiiriine ait pembe mayalar (R. rubra ve R. minuta) salamurada geliserek salamura
yiizeyinde ince bir zar olusturabilmekte ve poligalakturonazlar olusturarak meyvenin

yumusamasina neden olabilmektedir (Bevilacqua ve dig., 2009).

Mayalarin diisiik pH degerlerine direnci, ortamdaki laktik asidi tiiketebilme
yetenekleri ile ilisiklendirilmektedir. Baz1 maya tiirleri salamuradaki asit miktarinin
diismesine neden oldugundan, salamurada ¢ogalmalar1 arzu edilmez. Diger taraftan,
alkali pH degeri de dikkate alinmalidir. Mayalar alkali ile muamele esnasinda canli
kalabilmekte ve fermentasyonun ilk asamasinda {iirlinde kolonize olabilmektedir

(Bevilacqua ve dig., 2009).

Perakende olarak, acgikta satilan zeytinler siklikla c¢evresel kontaminasyona maruz
kalmaktadir. Bu nedenle, {iirindeki diisik pH igerigi ve laktik asit bakteri

popiilasyonu {iriiniin korunmasinda 6nemli role sahiptir (Rubia-Soria ve dig., 2006).

2.1.4.1 Yesil zeytin fermentasyonu

Yesil zeytinlerin fermentasyonunda, dominant role sahip olan laktik asit bakterileri
etkilidir. Alkali uygulamasini ve yikamay1 takiben zeytinler, fermentasyon esnasinda
NaCl konsantrasyonu %5-6 olacak sekilde salamuralandirilmaktadir (Lund ve dig.,
2000). Zeytindeki sekerler, vitaminler ve aminoasitler osmozis ile salamura
sollisyonu icerisine ge¢mektedir. Salamura yavas yavas laktik fermentasyonu
olusturan mikroorganizmalarin  gelisimi i¢in uygun bir besi ortamina

doniistiiriilmektedir (Robinson, 2000).

Fermentasyonun ilk asamalarinda; Gram negatif g¢ubuklar, Enterobacteriaceae
(koliformlar) ve Bacillus spp. dominant haldedir. Bunlar zeytinlerden, tanklardan ve
yikama suyundan kaynaklanan kontaminantlardir. Bu asamada Enterobacteriaceae ve
Aeromonas spp. tarafindan gaz olusumu (CO, Hy) 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 tiirleri gortliir (Li, 2004).
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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 agsamasi 12-15 giin siirebilir 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 baglidir (Lund ve dig., 2000). Diistik pH, iiriin stabilitesi i¢in 6énemlidir.
Aksi halde, Gram-negatif bakteri gelisimi ve Clostridium botulinum sporlarinda

¢imlenme olabilmektedir (Arroyo-Lopez ve dig., 2008).

Fermentasyonun {i¢iincii agamasi, substrat tiikenene kadar devam etmekte, yaklasik
olarak 25 giin siirmektedir. Lactobacillus tiirleri (6zellikle Lb. plantarum) dominant
haldedir ve maya floras1 ile birlikte yasamaktadir. Lb. plantarum, gelismesi igin
vitamin ve aminoasitlere ihtiyag¢ duymaktadir. Baz1 mayalar ortama B vitaminleri
sentezlemektedir. Fermentatif mayalar, fermente olabilir sekerlerin 6nemli bir
kismini kullanmaktadir. Bunlarin etanol, etilasetat ve asetaldehit gibi metabolitleri,
triiniin karakteristik duyusal ozelliklerine katkida bulunmaktadir (Lund ve dig.,

2000).

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 kosullar saglanarak diisiik miktarlarda
tutulmalidir. Oksidatif mayalarin baskilanmasi, salamura yiizeyinin plastik filmlerle
kaplanmasi ile saglanabilir. Fermentasyonun sonunda, muhtemel Propionibacterium
(pH’in artmasina ve koku olusumu ile bozulmaya neden olabilir) gelisiminin

baskilanmasi i¢in, tuz konsantrasyonu %8’e yiikseltilir (Lund ve dig., 2000).

2.1.4.2 Konserve zeytin fermentasyonu

Konserve siyah zeytinlere, meyve ylizeyinde tamamen kararmanin saglanmasi ve etli
kisimda stabil siyah renk olusumu i¢in, tipik olarak alkali oksidasyonu
uygulanmaktadir. Bu oksidasyon islemi hasat sonrasinda hemen uygulanabilecegi
gibi, meyveler salamura igerisinde depolanarak oksidasyon dncesinde fermentasyona
ugratilabilir. Salamura icerisinde depolama esnasinda hava enjeksiyonu ile

oksidasyonun gelismesi saglanabilir. Salamuranin tuz konsantrasyonuna ve fenol
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seviyesindeki genetiksel farkliliklara bagl 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¢in 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 ic¢in
demirli glukonat ya da laktat soliisyonlar1 eklenmektedir (Arroyo-Lopez ve dig.,
2008). Demir renk iizerine etkisinin yani sira, olgun zeytin tekstiiriiniin

korunmasinda rol oynamaktadir (Robinson, 2000).

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

dig., 2000).

2.1.4.3 Natiirel siyah zeytin fermentasyonu

Natiirel siyah zeytinler, %8-10 tuz konsantrasyonuna sahip salamura igerisine
konulmaktadir. Alkali islemi uygulanmadigindan ¢6ziinebilir bilesenlerin meyve
yiizeyine diflizyonu yavas olmaktadir. Bu nedenle fermentasyon prosesi de yavastir
(Lund ve dig., 2000).

Ik giinlerde Gram negatif bakteriler bulunur, ancak 1-2 hafta sonra yok
olmaktadirlar. Bu fermentasyonda, mayalar baskindir ve 10-25 giin sonra sayilari
maksimuma ulasmaktadir. Fermentatif mayalar arasinda Saccharomyces oleaginosus
ve Hansenula anomala (Lund ve dig., 2000), oksidatif mayalar arasinda Torulopsis,
Candida, Debaryomyces  hansenii, Candida  diddensii  ve  Pichia
membranaefaciens’in oksidatif tiirleri yer almaktadir (Lund ve dig., 2000; Arroyo-
Lopez ve dig., 2008). Ancak Pediococcus, Leuconostoc ve ileri donemlerde

Lactobacillus tiirleri gelismekte ve asit iretmektedirler (Lund ve dig., 2000).
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Fermentasyon iriinleri arasinda; laktik asit, asetik asit, etanol, etilasetat, asetaldehit,
aseton, n-propanol, 2-metil-propanol ve 2-metil-butanol bulunmaktadir. Bu tip
fermentasyonda, asir1 CO2’yi uzaklastirmak ve gaz kabarciklarinin olusumu ile
meyvelerde olusabilecek kirisikligi 6nlemek i¢in havalandirma islemi uygulanabilir.
Sonug olarak bu fermentasyonda yesil zeytinlere gore daha fazla miktarda ¢oziinmiis
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).

Ozay ve dig. (1994) tarafindan yapilan ¢alismada, fermentasyon esnasinda zeytindeki
fenolik bilesiklerin yaklasik olarak iki ay icinde salamuraya gectigi ve fermentasyon
sonunda zeytindeki polifenol miktariin hemen hemen baslangigtaki degerinin

yarisina (%1,25) distiigii belirtilmistir.

2.1.5 Zeytinde bozulma

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

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

Bu problemin Onlenebilmesi igin zeytinler, renkleri kizildan siyaha donme
asamasinda ve kirisikliklar olugsmadan hasat edilmelidir. Arzu edilen siyah renk,
fermentasyon asamasinda zaman zaman verilecek hava ile saglanabilir (Aktan ve
Kalkan, 2000). Ayrica, zeytinlerin hasat esnasinda mekanik olarak
zararlanmamalarina dikkat edilmelidir. Bu amagla, genellikle elle hasat tavsiye
edilmektedir (Diraman ve Arici, 2002).

Alkali ile muamele edilen zeytinlerde, ¢oziinebilir bilesenlerde ve besin igeriginde
(sekerler, organik asitler, aminoasitler vb.) kayip gibi gesitli kimyasal ve fiziksel
degisimler gozlenmektedir. Alkali isleminde, hiicreler arasindaki pektin ¢6ziiniir ve

zeytin dokusunda yumusama olur (Marsilio ve dig., 1996).

Ham meyve iizerinde bulunan ve bozulma etkeni olan bir¢ok mikroorganizma,
yikama islemi ile uzaklastirilmaktadir. Geri kalan mikroflora Gram negatif bakteriler,

mayalar ve laktik asit bakterilerinden olusmaktadir (Fernandez ve dig., 1997).
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Fermentasyon doneminde salamura yiizeyinde olusan filmde, Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus cinsi kiifler ve maya tespit edilmistir (Oral ve Heperkan,
1999). Zeytinde, Gram negatif basiller ve mayalarin gaz kabarcigi olusturmasi
sonucunda balik gozii (fish eye) bozulmasi goriilmektedir. Meyvede, et ile kabuk
arasinda CO; birikmesi sonucunda kabarcik olugmaktadir. Meyvenin etli kisminda
yumusama ve kabugun ayrilmasi ile karakterize edilmektedir (Wood, 1998; Aktan ve

Kalkan, 2000).

Kabarcik olusumunu oOnlemek i¢in {iretim esnasinda aseptik calisilmali 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 tanklar1 mikrobiyal
bulagsmalardan korunmalidir. Fermentasyonda ise yararli mikroorganizmalarin
gelisimini tesvik, zararli mikroorganizmalarin gelisimini ise inhibe eden ortamlar
saglanmalidir. Burada pH kontrolii en 6nemli faktorlerden birisidir, pH 4,5 ve daha
diisiik degerlerde Gram negatif basillerin gelisimi biiyiik 6l¢lide inhibe edilmektedir
(Aktan ve Kalkan, 2000).

Zapatera bozulmasi, zeytinlerde kotii koku olusumu ile karakterize edilmektedir.
Baglangicta peynirimsi koku olarak tanimlanirken, sonra keskin bir kotii koku
seklinde tanimlanmaktadir. Bu bozulma, laktik asit fermentasyonunun salamura pH’1
4,5’in altinda bir degere diismeden 6nce sonlanmasi ile gerceklesmektedir. pH 4,5’in
altinda, zapatera bozulmasi olmamaktadir. Bozulma esnasinda pH artmakta, laktik ve
asetik asit metabolizmasindan c¢esitli bilesikler olugsmaktadir. Bu organik asitlerin
arasinda basta propiyonik asit olmak tizere biitirik, siiksinik, formik, valerik, kaproik
ve kaprilik asit yer almaktadir. Biitirik ve diger ucucu 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 6nlenebilir (Wood, 1998).

Baharath ¢izik sofralik zeytinlerin raf omrii kisadir. Konteynirlar sisebilir ve
meyveler kahverengi olabilir. Cizik zeytinlerin solunumu konserveleme isleminden
48 saat sonrasina kadar devam etmektedir. {lk bozulma etkeni iiretilen CO- olabilir.
Ilerleyen asamalarda, yikama isleminde ve ilave edilen bilesenlerin mikrobiyal yiikii
nedeniyle zeytinlerin mikrobiyal yiikii artmaktadir. Bu durum paketteki canli maya

ve laktik asit bakteri sayisinin oldukg¢a artmasina neden olmakta, pakette sigsme
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gozlenebilmektedir. Bu durum 6zellikle fermente olabilir substrat kalintis1 varliginda
ve zaman icerisinde salamura ile meyve etindeki potasyum sorbat miktarindaki
azalma ile gergeklesmektedir. Aym1 zamanda renk kararmakta, titrasyon asitligi
artmakta, pH ise azalmaktadir. Paketleme O6ncesinde ¢izik zeytinin ilave olarak 2 kez
daha yikanmasi tavsiye edilmektedir. Ciinkii bu islem ile fermente olabilir materyal
ve polifenoller uzaklastirilmaktadir. Ancak, iiriinde tam anlamiyla bir stabilizasyon
icin meyvenin solunum miktarinin miimkiin oldugunca azaltilmas1 ve yiiksek

miktarda koruyucu madde ilavesi gerekebilmektedir (Arroyo-Lopez ve dig., 2009).

Zeytinlerin hasad1 6ncesinde zeytin sinegine karsi etkili miicadele yapilmasi ve hasat
esnasinda mekanik zararlanmalarin Onlenmesi, mikrobiyal kontaminasyonun

onlenmesinde énemlidir (Diraman ve Arici, 2002).

Zeytin fermentasyonunda tuz konsantrasyonu, meyvede mevcut mikroflorayi
etkilediginden son irliniin Ozelliklerini etkilemektedir. Uluslar arasi zeytin
standardinda salamura tuz konsantrasyonu %8 olarak belirtilmektedir. Geleneksel
tiretim tekniklerimizde ise salamura tuz konsantrasyon orani yiiksektir (%12-14).
Dolayisiyla fermentasyon sonrasi zeytinler tuzlu oldugundan, zeytinin karakteristik
aromas1 maskelenmektedir. Istenilen kalitede iiriin eldesi icin, siirekli olarak pH
kontroliiniin yapilmasi, salamuranin belirli araliklarla degistirilmesi ve alkali ile
muamele gibi islemler uygulanabilir. Ayrica, starter kiltiir kullanimi1 da standart

kalitede {iriin eldesini saglamaktadir (Ozay ve dig., 1994).

2.2. Zeytinyagi

Diinya ticaretinde yer alan yenilebilir bitkisel yaglarin %2’sini zeytinyagi
olusturmaktadir. Bu da diinya ticaretinin %30’una karsilik gelmektedir (Garcia ve

dig., 2005).

2.2.1 Zeytinyaginin tanimi

Zeytin agacmmin  meyvesinden elde edilen zeytinyagi, insan viicudunda
sentezlenemeyen ve biyolojik dneme sahip olan esansiyel yag asitlerini igermesi

nedeniyle saglikli beslenmede biiyiik 6neme sahiptir.
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2.2.2 Zeytinya@ iiretimi ve ticareti

Zeytinyagimin insan sagligi lizerine faydalarinin belirlenmesi ile son yillarda tiretimi
ve tiikketimi artmustir.

2.2.2.1 Diinyada ve Tiirkiye’de zeytinyag iiretimi

Son yillarda, Akdeniz iilkeleri haricinde Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa
ilkelerinde de zeytinyagina, artan bir talebin oldugu goriilmektedir (Garcia ve dig.,

2005). Cizelge 2.7’de diinya zeytinyagi tiretimi verilmistir.

Cizelge 2.7 : Diinya zeytinyag: iiretimi (1000 ton) (Url-1).

. Yillar
Ulkeler
2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 2008/09

ispanya 973,7 14114 861,1 1.412,0 989,8 826,9 11114 1.221,8 1.150,0
italya 509,0 656,7 634,0 685,0 879,0 636,5 490,0 470,0 560,0
Yunanistan 430,0 358,3 414,0 308,0 435,0 424,0 370,0 307,0 370,0
Tunus 130,0 35,0 72,0 280,0 130,0 220,0 160,0 170,0 160,0
Tiirkiye 175,0 65,0 140,0 79,0 145,0 112,0 165,0 72,0 159,0
Suriye 165,0 92,0 165,0 110,0 175,0 100,0 154,0 100,0 125,0
Fas 35,0 60,0 45,0 100,0 50,0 75,0 75,0 80,0 90,0
Portekiz 24,6 33,7 28,9 31,2 41,2 29,1 47,5 349 50,0
Fransa 3,2 3,6 4,7 4,6 4,7 4.4 33 4,7 55
ABD 0,5 05 1,0 1,0 15 1,0 1,0 2,0 2,0
Diger 122,70 112,90 134,50 167,80 166,50 148,00 193,10 175,30 200,50
Toplam 2.565,5 2.825,5 2.4955 3.1740 | 3.0130 | 25725 | 2.767,0 2.633,0 2.866,5

Ispanya, Cizelge 2.7°de goriildiigii gibi diinya zeytinyagi iiretiminin 6nemli bir
kismini olusturmaktadir. Ispanya diinya yag iiretiminin yaklasik olarak %50 sine
sahip olup, zeytinyagmin yaklasik olarak yaris1 sadece bir g¢esitten (Picual) elde
edilmektedir. Ispanya yag iiretiminin %14 {inden fazlas1 ise Cornicabra zeytin

cesidinden elde edilmektedir (Garcia ve dig., 2005).
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2.2.2.2 Zeytinyag ihracati

Diinya zeytinyagi ihracat miktarlari, Cizelge 2.8’de verilmistir.

Cizelge 2.8 : Diinya zeytinyag ihracat1 (1000 ton) (Url-1).

Ulkeler Yillar
2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09
italya 173,0 182,9 176,1 1815 1915 181,7 185,8 177,7 181,8
ispanya 88,3 112,5 107,0 114,2 110,9 99,0 1248 133,7 125,0
Tiirkiye 92,0 20,0 55,5 78,0 1115 104,5 91,0 78,5 109,0
Tunus 95,0 28,0 74,0 46,0 93,5 73,0 45,0 15,0 60,0
Portekiz 17,3 16,2 131 15,9 16,6 16,7 23,2 27,7 25,0
Yunanistan 10,0 10,0 15,0 10,0 10,0 10,0 12,8 9,8 10,0
Diger 43,7 41,1 554 2278 116,1 135,3 202,6 151,8 149,2
Toplam 502,0 3945 483,0 657,5 633,5 603,5 662,0 566,5 635,0

Italya, Ispanya ve Tiirkiye diinya genelinde en fazla zeytinyag: ihra¢ eden iilkelerdir.

2.2.2.3 Zeytinyag ithalati

Diinya zeytinyagi ithalat miktarlar1 Cizelge 2.9’da verilmistir.

Cizelge 2.9 : Diinya zeytinyagi ithalati (1000 ton) (Url-1).

. Yillar

Ulkeler 2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09
ABD 200,0 193,0 1915 226,0 221,0 232,0 250,0 246,0 250,0
italya 110,8 40,7 74,3 180,2 144,0 135,6 149,3 120,7 135,0
ispanya 15,8 16 18,2 49,4 39,2 48,0 67,9 43,4 45,0
Avustralya 30,0 26,5 315 31,0 28,5 29,0 41,5 27,0 35,0
Brezilya 25,0 22,5 21,0 235 26,5 26,0 34,5 40,0 35,0
Kanada 25,5 24,0 25,0 26,0 32,0 30,0 325 31,0 315
Japonya 29,0 315 30,5 32,0 32,0 30,0 30,5 29,0 29,0
Diger 80,9 97,2 100,5 94,9 110,8 108,4 98,3 95,9 108
Toplam 517,0 437,0 4925 663,0 634,0 639,0 704,5 633,0 668,5

Cizelge 2.9°da goriildiigii gibi ABD ve Italya en fazla zeytinyagi ithal eden
iilkelerdir. Ispanya, Avustralya, Brezilya, Kanada ve Japonya’da diger ithalatci

ulkelerdir.
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2.2.2.4 Zeytinyag tiiketimi

Diinya zeytinyagi tilketim miktarlart Cizelge 2.10’da verilmistir.

Cizelge 2.10 : Diinya zeytinyag tiiketimi (1000 ton) (Url-1).

. Yillar
Ulkeler
2000/01 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09

italya 729,0 735,0 770,0 785,0 840,0 848,2 730,0 740,0 750,0
ispanya 580,8 631,2 591,3 613,9 615,7 4778 538,7 541,2 600,0
Yunanistan 270,0 270,0 270,0 270,0 283,0 265,0 269,5 262,7 265,0
ABD 194,5 188,5 184,0 216,5 2155 223,0 248,0 246,0 251,0
Suriye 110,0 86,0 128,5 150,0 135,0 79,0 110,0 80,0 90,0
Fransa 92,0 95,1 97,0 94,0 97,1 99,5 101,8 103,2 106,0
Tiirkiye 72,5 55,0 50,0 46,0 60,0 50,0 80,0 85,0 90,0
Almanya 36,3 38,6 40,0 38,5 46,3 45,3 48,3 54,4 57,0
Fas 45,0 60,0 60,0 70,0 38,0 55,0 65,0 65,0 70,0
Diger 460,40 447,10 486,70 598,60 592,90 547,70 607,20 600,50 596,50
Toplam 2.590,5 2.606,5 2.677,5 2.882,5 29235 2.690,5 | 2.798,5 2.778,0 2.875,5

Cizelge 2.10°da goriildiigli gibi Tiirkiye zeytinyag: tiiketiminde Fransa’dan sonra 7.

sirada gelmektedir.

Diinya zeytinyag1 tiretiminin ¢ogu Avrupa Birligi {ilkelerinde gerceklesmektedir. En
fazla {iretim Ispanya’da, tiiketim ise Yunanistan’da (~53.4 g/kisi) olmaktadir.
Ispanya (~33.4 g/kisi) ve Italya’da (~30.7 g/kisi) da tiiketim miktar1 fazladir (Garcia
ve dig., 2005).

2.2.3 Zeytinyag iiretimi

Yaglik zeytinler, yag orani en yliksek seviyeye ciktiginda toplanmaktadir. Kabugun
etten kolay ayrilmasi, meyve parmak arasinda sikildiginda c¢ekirdeginin kolay
ayrilmasi ve sap ¢ukurundan meyve suyunun ¢ikmasi hasat zamaninin gostergesidir.
Yags, firtina, soguk ve don zarar1 gibi mevsimsel sartlar nedeniyle, daha erken hasat

yapilabilir (Dari, 2005).

Zeytinyagi, yag lretimi i¢in yetistirilen zeytinlerden sizma, rafine ve riviera olmak
tizere 3 farkli sekilde iretilmektedir. En degerlisi olan sizma zeytinyagi, zeytinden
soguk presle ayrilan ilk yagdir. Rafine zeytinyagi, natiirel zeytinyaginin rafine
edilmesi ile elde edilmektedir. Daha agik renkte ve kokusu daha hafiftir. Riviera tipi

ise, sizma ve rafine zeytinyagimin karisimidir (Aktan ve Kalkan, 2000).
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Yag, zeytin meyvesinde mezokarp icerisinde akiimiile olmaktadir. Olgun
meyvelerdeki yag igerigi genellikle %15-35 arasinda degismektedir. Yag
ekstraksiyonu i¢in yetistirilen zeytinler, yag akiimiilasyonunun en yiiksek oldugu
donemde hasat edilmektedir. Bu donemde zeytin rengi meyve cesidine gore
degismektedir. Ispanya’da Picual, Cornicabra, Hojiblanca ve Lechin de Sevilla,
Italya’da Leccino ve Frantoio, Yunanistan’da ise Koroneiki, Megaritiki ve Tsounati
yag ekstraksiyonu i¢in kullanilan zeytin c¢esitleridir (Garcia ve dig., 2005).
Tirkiye’de ise Ayvalik, Memecik, Memeli, Erkence, Sar1 Hasebi, Saurani, Halhali,
Kalem Bezi, Kilis Yaglik, Nizip Yaglik ve Yag Celebi yaglik zeytin ¢esitleridir
(Saygin Glimiigkesen ve Yemis¢ioglu, 2007).

Son iriinlin kalitesi ve fiyatinda meyvenin hasadi etkilidir. Zeytinlerin elle
toplanmasi is giicii gerektirmekte olup, pahalidir. Ancak uygun olgunluktaki saglikli
meyvelerin toplanmasi nedeniyle iyi kalitede yag elde edilmektedir. Bu islemin
dezavantaji fiyatimin yiiksek olmasidir. Iscilik masrafi, yag iiretim masrafinin
%50-80’ini  olusturmaktadir. Mekanik hasat, silkeleyici bir ekipman ile
gerceklestirilebilir, fakat bu eski bahgelere adapte edilemeyebilir. Yag ekstraksiyonu
ideal olarak hasattan sonra 24-48 saat igerisinde gergeklestirilmelidir. Aksi halde,
meyvede bozulmayi 6nlemek icin kontrollii kosullar altinda depolanma yapilmasi
gerekmektedir (Garcia ve dig., 2005). Yaglik zeytin uygun sekilde depolanmadigi
taktirde, hidrolitik ve oksidatif reaksiyonlar nedeniyle yagin kalitesinde kayip
olmaktadir (Boskou, 2009).

Hasar goérmiis meyveden elde edilen yagda; yiiksek asitlik, bozuk tat ve diisiik
stabilite mevcuttur ve sonugta rafinasyon isleminin uygulanmasi gerekmektedir

(Garcia ve dig., 2005).

Zeytinyag1 endiistrisinde, yagin kalitesinin, stabilitesinin ve besinsel 6zelliklerinin
korunmasmma O6nem verilmektedir. Zeytinyag1 ekstraksiyonunda presleme,

santrifiijleme ve sizdirma igslemleri uygulanmaktadir (Boskou, 2009).

2.2.3.1 Yag ekstraksiyonu

Yag ekstraksiyonu mekanik araglar ile gerceklestirilmektedir ve bir dizi operasyon
gerektirmektedir. Ilk olarak yag iceren dokularin parcalanmasi amaciyla zeytinler
ezilir. Zeytinlerin ezilmesinde geleneksel olarak tas degirmenler kullanilmaktadir.

Elde edilen zeytin ezmesi yag ekstraksiyonu Oncesinde yavasga ve siirekli olarak
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karistirtlir. Bu agama biiylik yag damlalarinin olusmasina yardim eder, aciga ¢ikan
yag miktart arttirilmis olur. Mekanik kiricilar kullanilarak da ezme islemi
gerceklestirilebilir. Ancak bu islemde uygulanan giig, eski tas degirmenden daha
kuvvetlidir ve bu durum emiilsiyon olusumuna neden olabilir. Emiilsiyonu yikmak
icin daha uzun karistirma stiresine ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha da 6nemlisi mekanik
kiricilar kullanildiginda zeytin ezmesinin sicakligi tag degirmendekinden daha fazla

artabilmektedir (Garcia ve dig., 2005).

Yagin zeytin ezmesinden ayrilmasi; basingli sistem kullanilarak, segici filtrasyon
(s1zma), santrifiij ya da bu metotlarin kombinasyonu ile gergeklestirilebilir. Basinglt
sistemler yag ekstraksiyonunda kullanilan en eski metot olup hala kullanilmaktadir.
Geleneksel olarak, tas ile ezme islemi sonrasinda basingli sistemler uygulanmaktadir.
Bu islem devam eden bir sistem olmayip, diisiik kapasitelidir. Santrifiij devam eden

bir sistemdir ve bazen sizma ile birlikte kullanilmaktadir (Garcia ve dig., 2005).

Sizdirma yontemi ile yag eldesi, oda sicakliginda ve su ilave edilmeden
gerceklestirildiginden en iyi sistemdir. Fenolik bilesenlerde kayip c¢ok azdir. Bu
sistem, tam bir ekstraksiyon saglamadigindan, santrifiij ile kombine halde

kullanilmasi1 gerekmektedir (Boskou, 2009).

Gliniimiizde, 3-faz ve 2-faz olmak iizere iki cesit santrifiij sistemi kullanilmaktadir
(Boskou, 2009). Bazi santrifiij sistemlerinde (lig-fazli dekanter) akiciligi ve yag
ayrmmini arttirmak icin zeytin ezmesine 1lik su (20-30°C) ilavesi gerekmektedir. ilave
edilen su miktari, yag miktarim1 ve fenolik bilesen icerigini etkilemektedir. Fenolik
bilesenlerde atik su ile kayip olabilmektedir. Basingli sistemde ve iig-fazli santrifiij
sisteminde fazla miktarda atik su olusmaktadir. Bu da g¢evre kirliligi olusturmaktadr.
Ancak yeni santrifiij sistemleri (iki-fazli dekanter) su ilave edilmeksizin
kullanilabilmektedir. ~ Ticari  olarak, =zeytinde bulunan yagin  %80-90’1
cikarilabilmektedir. Yag ekstraksiyonu sonrasi elde edilen kalint1 (posa), posa yagi
ekstraksiyonu i¢in kullanilir. Bu iglem solventler ile gerceklestirilir (Garcia ve dig.,
2005). Her iki sistemde de iyi kalitede yag elde edilmektedir. Fakat, iki-fazli
sistemde su ilave edilmediginden, yagin fenol icerigi daha yiiksektir (Boskou, 2009).

2.2.3.2 Yagn bilesimi

Sizma zeytinyaginin yaklasik olarak %98-99°u esas olarak triagilgliserolden
(tryacylgliserol) olusmaktadir. Zeytinyagindaki asil yag asitleri; oleik (C18:1),
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palmitik (C16:0), linoleik (C18:2), stearik (C18:0) ve palmitoleik (C18:1) asitlerdir.
Yag asidi profili ¢eside ve cevresel faktorlere baghidir. Zeytinyagi bilesiminin
%0,5-1,5 gibi kiigiik miktar1 gliseridik olmayan yapidadir. Bu yap1 230 dan fazla
bilesen igermektedir. Bunlar arasinda; tokoferoller (6zellikle a-tokoferol), fenolik

bilesenler, pigmentler, skualen, steroller ve triterpenik alkoller yer almaktadir

(Garcia ve dig., 2005).

Si1zma zeytinyaginin rengi, yag ekstraksiyonu icin kullanilan zeytinlerin olgunluk
asamasina baghdir. Yag rengi, zeytin ¢esidi ve olgunlugu, yetisme kosullari, yag elde
etme islemleri ve depolama kosullarina bagl olarak degisiklik gostermektedir. Sizma
zeytinyaginin rengi, karotenoidlerin ve klorofillerin mevcudiyeti nedeniyle yesilden

yesil-sariya, altin-sarisina kadar degismektedir (Garcia ve dig., 2005).

Yeni iretilmis zeytinyagindaki partikiiller tam olarak c¢okene kadar zeytinyagi
bulanik goriinimdedir. Bazi tiiketiciler, daha natiirel oldugunu diisiindiiklerinden bu
goriiniimdeki yaglari tercih etmektedir. Bulanik goriiniim birkag¢ ay kalabilmektedir.
Yag, mikro-emiilsiyon/siispansiyon sistemidir. Su mikro-damlaciklart 1-5 pm
boyutundadir. Bulaniklik, diisiik su iceriginin olmasi ve yag icerisindeki dogal
emiilsifiyerlerin mevcudiyetinden kaynaklanmaktadir. Zeytin meyvesinden gelen
kat1 partikiiller (5-60 pm) tarafindan siispansiyon olusturulmaktadir (Koidis ve dig.,
2008).

Bes farkl1 gesit Ispanyol zeytininden elde edilen zeytinyag: érneklerinde toplam 17
pigment belirlenmistir. Feofitin (6,3-21,7 mg/kg) ve lutein (1,78-9,34 mg/kg) en
baskin olanlaridir. Diger pigmentler ise; klorofil a ve b, feofitin a, B-karoten,
neoksantin, anthera ksantin, luteoksantin, violaksantin ve mutatoksantindir.
Ispanya’da Cornicabra cesidi zeytinden ticari olarak elde edilen virjin zeytinyaginda
klorofil miktar1 1,7-27,1 mg/kg ve karotenoidlerin miktar1 ise 2,3-14 mg/kg
arasindadir. Ancak, elle hasat edilen optimum olgunluk safhasindaki zeytinlerden
elde edilen sizma zeytinyaginda klorofil igerigi 1,3-82,6 mg/kg ve karotenoidler ise
2,1-31,5 mg/kg arasinda degismektedir (Garcia ve dig., 2005).

Zeytinyaginda bulunan fenolik bilegenlerin miktart ve ¢esidi; elde edildigi zeytinin
yetistirildigi bolge, zeytin agacinin yasi, zeytinin olgunlugu, hasat zamani, isleme
teknigi ve depolama siiresi gibi faktorlere baghidir (Cicerale ve dig., 2009). Fenolik

bilesenlerin konsantrasyonu, olgunlagma esnasinda yavas yavas maksimum seviyeye
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ulagsmakta ve sonrasinda hizla azalmaktadir. En diisiik fenolik igerik, zeytin renginin

siyah oldugu asamadadir (Boskou, 2009).

Fenolik bilesenler, oksidasyona karsi zeytinyag: stabilitesi lizerine etkisinin yan1 sira
zeytinyag1r ve sofralik zeytinin duyusal karakteristigini etkilemektedir. Zeytinde
bulunan fenolik bilesenler; fenolik asitler, fenolik alkoller, secoiridoidler
flavonoidler, anthosiyaninler, oleuropein, demethyloleuropein, ligstroside ve
niizhenidedir (Cicerale ve dig., 2009). Oleuropein ve demethyloleuropein zeytinin et

kisminda yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir (Garcia ve dig., 2005).

Oleuropein, sadece Oleaceae cinsinde bulunan karakteristik bir fenolik bilesendir.
Zeytine  karakteristik act  tadin1  vermektedir. Olgunlasmamis meyvede
konsantrasyonu yiiksektir. Ancak olgunlasma esnasinda endojen enzimler ile

hidrolize ugrayarak miktar1 azalmaktadir (Garcia ve dig., 2005).

Sizma zeytinyag1 karakteristik yag asidi profili ve antioksidan aktivitesi nedeniyle

oksidasyona kars1 yiiksek stabiliteye sahiptir (Garcia ve dig., 2005).

Fenoller ve tokofenoller, sizma zeytinyagi stabilitesinde Onemlidir. Fenollerin
antioksidan aktivitesinin, tokoferol mevcudiyetinde arttigi belirtilmistir (Boskou,
2009).

2.2.3.3 Yagin kalitesi

Zeytinyag1 i¢in ticari standartlar, Uluslararas1 Zeytinyagi Konsey’i (International
Olive Oil Council, IOOC) tarafindan belirlenmistir. Duyusal degerlendirmelerin yani
sira kimyasal testlerde dikkate alinmaktadir. Asitlik, yagda bulunan serbest oleik asit
miktart olarak ifade edilmekte olup, yagin hidrolizinin (bozulmasinin) 6lgiimiidiir.
Titre edilebilir asitlik, olgunlasmanin ileri safhasinda (meyvenin yumusayip,
patojenlere hassas hale geldigi asama) artmaktadir. Bozulmus zeytin i¢eren y1gindan
elde edilen zeytinyaginda, uygun olmayan kosullar altinda uzun siire depolanan ¢ig
materyalde bulunan mikrobiyal kaynakli lipazlarin etkisi nedeniyle yiiksek asitlik
gozlenmektedir (Garcia ve dig., 2005).

Tiiketim Oncesi rafinasyon iglemi uygulanan diger bitkisel yaglarin tersine, sizma
zeytinyag1 islenmeksizin dogrudan tiiketilmektedir ve karakteristik aromaya sahiptir.
Zeytinyag1 aromasi, ucucu bilesenlerin ve fenolik bilesenlerin kompleks karisiminin

bir trlniidiir. Zeytin ¢esidi, yetistigi bolge, hasatta kullanilan metot ve zeytinin
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olgunlasma sathast zeytinyagimin aromasmi etkilemektedir. Zeytinyagt ugucu
bilesenlerinin ¢ogu, ezme ve karistirma iglemleri esnasinda pargalanmis dokular
tizerinde lipoksigenaz yolu ile linoleik ve linolenik hidroperoksitlerden
olusturulmaktadir. Aldehit, keton, hidrokarbon ve ester gibi bir¢ok 6 karbonlu ugucu
bilesen olusmaktadir (Garcia ve dig., 2005).

Malaksasyon islemi esnasinda, zeytin ezmesi havaya maruz kaldiginda, oksidasyon
enzimleri ile aglikonlarin oksidasyonu ger¢eklesmektedir. Bu asamada zeytin
ezmesini oksidasyondan korumak i¢in inert gaz (azot) ile calisabilen makinalarin
kullanilabilecegi belirtilmektedir (Sanchez-Ortiz ve dig., 2008; Boskou, 2009).

Boselli ve dig. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, li¢ farkli malaksasyon
sicakliginin (25, 35 ve 45°C) s1izma zeytinyaginin kalitesi iizerine etkisi incelenmistir.
45°C de elde edilen sizma zeytinyaglarinda yanik tat olugsmustur. 25 ve 35°C
sicakliklar arasinda oksidatif stabilite ya da duyusal kalitede 6nemli bir farklilik
gozlenmezken, 35°C de elde edilen yag panelistler tarafindan en kaliteli olarak

belirlenmistir.

Ayrica yogurma islemi 6ncesinde ¢ekirdegi ¢ikarilan zeytinlerden elde edilen natiirel
zeytinyaginin duyusal 6zelliklerinin daha iyi oldugu, raf dmriiniin uzun oldugu ve
mindr bilesenler bakimindan daha zengin oldugu belirtilmistir. Zeytin ¢ekirdegi ile
birlikte yaga islendiginde, cekirdekten gelebilecek enzimler hamurun bilesimini
olumsuz yonde etkilemektedir. Lipoksigenaz enzimi, oksidatif reaksiyonlarin

gerceklesmesine neden olmaktadir (Yorulmaz ve dig., 2009).

Farkli ekstraksiyon sistemleri, son {irliniin kalitatif karakteristigini etkileyebilir.
Koroneiki ¢esidi zeytinden elde edilen yagda toplam fenolik bilesen miktar: ti¢-fazli
sistemde 293 ppm iken iki-fazli sistemde 483 ppm dir. Coratina ¢esidinde ekstrakte
edilen fenolik bilesenler ise {ig-fazli sistemde 861 ppm iken iki-fazli sistemde 1168

ppm dir (Garcia ve dig., 2005).

2.3 Kiif Gelisimi ve Mikotoksin Olusumu

Mikroorganizmalar, tarimsal iiriinlerde ve cesitli gida maddelerinde dogal flora
olarak bulunmaktadir. Ancak gelismeleri i¢in uygun olan kosullarda, gidalarda
bozulmaya ve irettikleri toksik metabolitlerle insan ve hayvanlarda hastaliklara

neden olmaktadirlar (Taydas ve Askin, 1995; Karadeniz ve Eksi, 2002).
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Kifler tarafindan canli bir dokunun istilasina "mikozis”, olusturulan sekonder
metabolite "mikotoksin” ve bu mikotoksinlerin neden oldugu hastaliklara ise
"mikotoksikoz” adi verilmektedir (Taydas ve Askin, 1995; Karadeniz ve Eksi, 2002;
Basmacioglu ve Ergiil, 2003). Mikotoksinler; teratojenite, karsinojenite ve bagisiklik

sisteminin zayiflamasina neden olmaktadir (Wijnands ve Leusden, 2000).

Insanlarin gida zincirinde bulunan mikotoksijenik kiifler daha c¢ok Aspergillus,
Fusarium ve Penicillium tiirleridir (El Adlouni ve dig., 2006; Roussos ve dig., 2006).
Uriinlere kiif kontaminasyonu tarlada, hasat sonrasinda ya da depolama esnasinda
olabilmektedir (Robinson, 2000). Bu kiifler, sicaklik ve nem gibi uygun kosullarin
mevcudiyetinde gidalarda geliserek, mikotoksin iiretebilmektedir (EI Adlouni ve
dig., 2000).

Gidalarda mikotoksinlerin mevcudiyeti; toksik etkileri ve yliksek termal stabiliteleri
nedeniyle insanlar ve hayvanlar i¢in potansiyel tehlikedir. Aflatoksinler, okratoksin,
patulin, fumonisin, deoksinivalenol ve zearalenon gidalarda bulunabilen Onemli

mikotoksinlerdir (Roussos ve dig., 2006).

Mikotoksinler {izerine ¢alismalar, 1960’11 yillarda en toksik metabolit olarak bilinen
aflatoksinlerin bulunmasi ile baslamistir (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 iiretilen diisiik molekiil agirlikli kompleks organik
bilesikler olup (Robinson, 2000; Weidenborner, 2001; Klich ve dig., 2009),
omurgalilara karsi toksik etki gostermektedir (Robinson, 2000; Klich ve dig., 2009).

Mikotoksin olusumu, logaritmik fazin sonunda ya da duraklama fazinin
baglangicinda olmaktadir. Kumarin, steroid gibi farkli kimyasal gruplarda
bulunabilirler (Weidenbdrner, 2001).

Kiifler tarafindan iiretilen birincil metabolitler, gelisim i¢in esansiyeldir. Sekonder
metabolitler ise hiicre materyallerinin sentezi ve mikroorganizmalarin gelisimi ile
direkt baglantili olmadigindan, kiifler bu metabolitlere ihtiya¢ duymazlar (Robinson,
2000; Klich ve dig., 2009).
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Gidalarda  kiif  gelisiminin  olmasi, daima mikotoksin  olusumu ile
sonuclanmamaktadir. Ayni sekilde gorsel olarak kiif gelisiminin olmamasi,
mikotoksinlerin olusmadigr anlamina gelmez (Vries, 1997). Ayrica, bir kif tiiri
icerisindeki tiim izolatlar, karakteristik toksini iiretmeyebilir. Ornegin, A. flavus
suslarinin yaklasik olarak sadece %40’1 aflatoksin olusturmaktadir (Klich ve dig.,
2009).

Mikotoksinler, oénemli ekonomik kayiplarin yani sira insan ve hayvan sagligi icin
tehdit olusturmaktadir (Robinson, 2000). Diisiik kalitede yem tiiketimi nedeni ile
hayvanlar, insanlara gore mikotoksinlere daha fazla maruz kalmaktadir

(Weidenbdrner, 2001).

Mikotoksinlerin toksik etkileri, akut ve kronik olmak iizere iki kategoriye ayrilabilir.
Akut etkiler, siklikla 6liimciil hastaliklar1 igermektedir. Kronik etkiler ise kilo kayba,
bagisiklik sisteminde zayiflama, kanser, siit hayvanlarinda siit iiretiminde azalma

olarak belirtilmektedir (Robinson, 2000; Basmacioglu ve Ergiil, 2003).

Mikotoksinlerin, insan ve hayvanlarda toksik rahatsizliklara neden oldugu uzun
zamandir bilinmektedir. Ancak kiifler, gidalar ve hastaliklar arasinda bir baglanti
oldugu son yillarda iizerinde ©nemle durulan bir konudur. Mikotoksinlerden
kaynaklanan hastaliklarin minimize edilebilmesi i¢in, gidalarin mikotoksin igerikleri

lizerine uygun diizenlemelerin yapilmas1 gerekmektedir (Begum ve Samajpati,
2000).

Mikrofungi, en iyi hafif asidik, pH 5,5-6,5 degerinde gelisebilme egilimindedir. Hem
aflatoksin hem de okratoksin, asidik kosullarda optimum sekilde sentezlenmektedir.
Diisiik pH ve yliksek seker konsantrasyonu, Aspergilli gelisimini arttirmaktadir
(Klich ve dig., 2009).

Kiif sporlari; toprak, su bitkileri, sebzeler ve ¢iirliyen diger organik materyallerde
bulunmakta ve bunlar araciligiyla da havaya tasinmaktadir. Cvetni¢ ve Pepeljnjak
(1997) tarafindan, hava kaynakli kiiflerin %34,4’tintin Penicillium ve %21,6’sinin
Aspergillus tiirlerine ait oldugu belirlenmistir. izole edilen Aspergillus tiirlerinin
toksijenik potansiyeli incelendiginde, A. flavus tarafindan aflatoksin B; (0,3 mg/kg)

olusumu belirlenmistir.

Mikron boyutunda olan kiif sporlar1 inhalasyon yolu ile akciger ve kan arasinda

oksijen alig-veriginin oldugu alveollere kadar solunabilmekte ve toksin iceren bu
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sporlar kana karigabilmektedir. Ancak heniiz bu ajanlarin insan viicudunda
bulundugunu gosteren biyolojik bir marker mevcut degildir (Yoltas ve Haliki-Uztan,
2008). Kiiflerin insanlarda kronik bronsit, astim, fungal allerji, pndmoniye asiri
hassasiyet ve aspergillozis gibi ¢esitli hastaliklara neden olabilecegi belirtilmektedir.
Bu nedenle diinyada sadece depolanan tohum, hububat ve gidalardaki bozulmalar
degil, ayn1 zamanda hava kaynakli kiif sporlar ile bitki, hayvan ve insan hastaliklari

arasinda iliski olup olmadig1 da dikkat gekmektedir (Cvetni¢ ve Pepeljnjak, 1997).

2.3.1 Mikotoksin olusumunda etkili faktorler

Gidalarda kiiflerin gelisimi ve mikotoksin iiretiminde; nem, su aktivitesi (ayw),
sicaklik, substrat bilesimi, pH, rekabet¢i kiif ve mikroorganizma geligimi
(Kapetanakou ve dig., 2009; Mateo ve dig., 2009; Selouane ve dig., 2009) ve bitki
tizerindeki stres (kuraklik, mekanik hasat ekipmanlarinin, bécek ve dolunun tohumda

neden oldugu zarar) etkilidir (Robinson, 2000; Pardo ve dig., 2006a).

Gidalarda mikotoksin mevcudiyetinin kontrolinde en etkin strateji, mikotoksin
olusturan kiif gelisiminin 6nlenmesidir. Bu amagla, kiif enfeksiyonunu ve mikotoksin
sentezini etkileyen farkli eko-fizyolojik faktorlerin kritik limitlerinin bilinmesi ¢ok
onemlidir (Belli ve dig., 2006a; Pardo ve dig., 2006a). Cimlenme, gelisim ve
sporlanma tizerinde etkili en dnemli faktorler; su aktivitesi (ay), sicaklik (Mitchell ve
dig., 2004) ve substrat bilesimidir (Comerio ve dig., 1998; Abramson ve dig., 1999).
Bu parametrelerin kiif gelisimi ve toksin birikimi tiizerine etkisinin bilinmesi,
bozulma ve bulagmalarin 6nlenebilmesi i¢in faydali olabilir. +4°C nin altindaki
sicaklik degerlerinde mikotoksin olusumunun Onlenebilecegi belirtilmektedir

(Weidenborner, 2001).

Her kif tiiri, gelismesi i¢in farkli minimum su aktivitesi (ay) degerine ihtiyac
duymaktadir. Mikotoksin olusumunda da su aktivitesi (ay) degeri etkilidir. Artan

nem igerigi ve su aktivitesine (ay) bagl olarak mikotoksin olugsumu artmaktadir.

Tahillarda %20-25 arasinda nem igerigi bulundugunda mikotoksin olusumu
maksimum miktarda olmaktadir. Bu nedenle nem miktarinin; tahillarda %13’ten az,
yilksek yag icerikli tohumlarda ise %7’den az olmasi gerektigi belirtilmistir
(Weidenborner, 2001).

Yem iiretiminde hasattan depolama sathasina kadarki siiregte mikrobiyal bulasma

gerceklesebilmektedir. Yemlerin kalitesinin 6nemi sadece hayvanlar i¢in degil, ayni
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zamanda hayvanlardan elde edilen {iriinleri tiiketen insanlar i¢inde gegerlidir.
Depolanan yemlerin nem igeriginin %13-14"tin {izerinde olmasi ve depolanan
ortamin neminin %75’in lizerinde olmasi mikrobiyal bozulmalar1 arttirmaktadir

(Basmacioglu ve Ergiil, 2003).

Kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu, diisiik O, konsantrasyonu (< %1) ve yliksek
konsantrasyonlarda CO; ile inhibe edilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlu CO;’nin,
yiiksek konsantrasyonda N, ve diisiik konsantrasyonda O; uygulamasindan daha
etkili oldugu belirlenmistir. Ozel gaz kompozisyonlarina toleransi, sicaklik ve su

aktivitesi (ay) etkilemektedir (Weidenbdrner, 2001).

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

gruptadir (Weidenborner, 2001).
2.3.2 Mikotoksinler ile ilgili yasal limitler

Gidalarin  mikotoksin seviyelerine iliskin ulusal, yerel ya da uluslararas
standartlar/diizenlemeler ile tiiketicilerin korunmasi saglanmalidir. Avrupa’da gida
ve yemlerde mikotoksin seviyelerine iligkin diizenleme Avrupa Topluluklar
Komisyonu (European Community Commission, CEC) tarafindan

gerceklestirilmektedir (Selouane ve dig., 2009).

Tirk Gida Kodeksi yonetmeliginde aflatoksinler icin belirtilen kabul edilebilir en
yiiksek degerler Cizelge 2.11’°de verilmistir.
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Cizelge 2.11 : Maksimum aflatoksin limitleri (TGK, 2009).

Gida Maddesi

Maksimum limitler

(ng/kg)

Aflatoksin

B:

B1+B,+G1+G;

Findik, antepfistig1 gibi sert kabuklu meyveler, yerfistigi, yagh
tohumlar, kuru meyveler ve bunlardan iiretilen islenmis gidalar

10,0

Yerfistig1 (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan 6nce siniflandirma,
ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

8,0

15,0

Tahillar [karabugday (Fagopyrum sp.) dahil] ve
bunlardan iiretilen islenmis gidalar (dogrudan tiiketilen
veya gida bileseni olarak kullanilan)

2,0

4,0

Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni olarak
kullanilmadan 6nce siniflandirma, ayiklama gibi fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)

50

10,0

Baharatlarin agagidaki tiirleri i¢in;

- Kirmizibiber (Capsicum spp.) (bunlarin kurutulmus
meyveleri, kirmizibiber ve ac1 kirmizibiberin biitlin ve toz
hali dahil)

- Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri, akbiber ve
karabiber dahil)

- Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

- Zencefil (Zingiber officinale)

- Zerdecal (Curcuma longa)

5,0

10,0

Bebek ve kiiglik cocuk ek gidalari

0,10

Bebekler icin 6zel tibbi amacgh diyet gidalar

0,10

Diger gida maddeleri (bulunmasit muhtemel riskli gidalar)

5,0

10,0

Saglikli insanlarin kan serumunda mikotoksinlerden o6zellikle OTA siklikla tespit

edilmektedir. Bu durum kontamine gidalarin siirekli

olarak tiiketilmesine

baglanmaktadir. Kontaminasyon diizeyi ¢ok diisiik olsa dahi, OTA’nin varlig1 halk

saglig1 i¢in tehlike olusturmaktadir (Selouane ve dig., 2009).

Tiirk Gida Kodeksi yonetmeliginde okratoksin A i¢in belirtilen kabul edilebilir en

yiiksek degerler Cizelge 2.12°de verilmistir.
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Cizelge 2.12 : Maksimum okratoksin A (OTA) limitleri (TGK, 2009).

Gida Maddesi Maksimum limit
(ng/kg)

Okratoksin A

Islenmemis tahillar 5,0
Tahildan elde edilen tiim iiriinler (dogrudan tiiketime sunulan 30
tahillar ve islenmis tahil {iriinleri dahil) ’
Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimi, kuru tiziim ve ¢ekirdeksiz 10.0
liziim dahil) ’
Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve 6giitiilmiis kahve 50
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti veya ¢oziinebilir kahve 10,0
Sarap (kopiiklii sarap/sampanya dahil, likor saraplar1 ve hacmen 20
alkol miktar1 en az % 15 olan saraplar hari¢) ve meyve saraplart ’
Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize sarap 20
kokteyli ’
Uziim suyu, iiziim suyu konsantresi, {iziim nektari ile dogrudan 20
tikketime sunulan liziim siras1 ve {iziim sirast konsantresi ’
Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari 0,5
Bebekler icin 6zel tibbi amagl diyet gidalar 0,5
Diger gida maddeleri (bulunmas1 muhtemel riskli gidalar) 10,0

2.3.3 Zeytinde Kkiif gelisimi ve mikotoksin olusumu

Ozellikle Aspergillus ve Penicillium tiirleri basta olmak iizere bircok kiif tiirii
zeytinde gelisebilmekte ve hasat sonrasi depolama sathasinda zeytinde toksin
olusumu ve bozulmaya neden olabilmektedir (EI Adlouni ve dig., 2006). Zeytinlerde
kif gelisimi, kiifiin meyve eti igerisine girisi ile baslamakta, bunu misel gelisimi ve

mikotoksin olusumu takip etmektedir (Weidenborner, 2001).

Salamura siyah zeytinde yapilan bir diger c¢aligmada, basta Penicillium
aurantiogriseum, P. camambertii, P. chrysogenum, P. citrinum, P. commune, P.
crustosum, P. echinulatum, P. expansum, P. funiculosum, P. glandicola, P.
griseofulvum, P. islandicum, P. oxalicum, P. roquefortii, P. verrucosum ve P,
viridicatum olmak tiizere toplam 63 kiif susu izole edilmistir (Meri¢ ve Heperkan,
2001).

Siyah zeytinde mikotoksinlerden; sitrinin, penisillik asit, aflatoksin B;, By, Gi, G,

okratoksin A, sterigmatosistin ve patulin tespit edilmistir (Oral ve Heperkan, 1999).
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Ayrica altenuene, alternariol, alternariol metil eter ve tenuazonik asit mevcudiyeti
belirtilmektedir (Weidenborner, 2001; Bottalico ve Logrieco., 2008).

Fas’ta iiretilen Grek tipi siyah zeytinlerden 17 kiif tiirii izole edilmistir. Bu izolatlarin
8 tanesi Aspergillus flavus, 7 tanesi Aspergillus petrakii ve 2 tanesi Aspergillus
ochraceus olarak identifiye edilmistir. Zeytin ezmesinde A. flavus tiirleri tarafindan
aflatoksin B, B,, G1 ve G, olusumu ve A. ochraceus ile A. petrakii tiirleri tarafindan
okratoksin, penisillik asit, patulin ve sitrinin olusumu incelenmistir. Calismada
aflatoksin, okratoksin, patulin ve sitrinin’in olusturulmadigi belirlenmistir (Gourama

ve Bullerman, 1988).

Misir’da tretilen sofralik siyah zeytinlerden izole edilen dokuz A. flavus ve bes A.
parasiticus tiiriiniin besiyeri ortami ve zeytin ezmesinde aflatoksin B; olusturdugu
belirlenmistir (Yassa ve dig., 1994).

Salamura sofralik siyah zeytinden izole edilen 5 adet Aspergillus flavus ve 2 adet
Aspergillus parasiticus tiiriiniin gelisimi ve aflatoksin olusumunun incelendigi
calismada hasarsiz siyah zeytin, hasarli siyah zeytin ve siyah zeytin ezmesi
kullanmilmistir. Karsilastirma igin Aspergillus flavus NRRL 6555 ve Aspergillus
parasiticus NRRL 2999 tiirleri kullanilmistir. Tiim aflatoksijenik tiirler, hasarli siyah
zeytin ve siyah zeytin ezmesi iizerine inokiile edildiginde yogun bir sekilde gelismis,
fakat hasarsiz siyah zeytinde gelisim zayif olmustur. Kuvvetli aflatoksijenik tiirler,
incelenen tiim Orneklerde diisiik miktarda aflatoksin olusturmustur. Zayif
aflatoksijenik tiirler ise tayin edilebilir miktarda aflatoksin olusturmamistir (Eltem,

1996).

Zeytin ezmesi mikrofloras1 ve yag asitligi iizerine zeytin sinegi hasari, depolama,
hasat zaman1 ve zeytinin yetistigi arazi kosullarinin etkisinin incelendigi ¢alismada,
aragtirilan faktorler arasinda bazi interaksiyonlarda belirlenmistir. Zeytin sinegi
hasar1 ve depolama kosullar1 sinerjistik etki gostererek yag asitligini arttirmistir. Yag
asitligi, mikroflora popiilasyonuna 6nemli bir sekilde bagli olmamasina ragmen,
zeytin sinegi hasar1 ve yag asitligi arasindaki iliski lineer olarak belirlenmistir

(Torres-Villa ve dig., 2003).

2002-2003 yillarinda Sicilya’da iiretilen 28 sizma zeytinyagi ile yesil ve siyah
zeytinden olusan toplam 45 adet Ornekte yapilan calismada aflatoksinler ve

okratoksin A varligl incelenmistir. Zeytinyaglarinin %46’sinda ve zeytinlerin ise
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%67’sinde bu mikotoksinler belirlenmistir. Mikotoksin belirlenen zeytinyaglarda
6-40 ng/kg aflatoksin ve 52-244 ng/kg OTA,; zeytinlerde ise 31-1518 ng/kg
aflatoksin ve 101-8391 ng/kg OTA tespit edilmistir. Sadece 1 zeytinyagi ve 6 zeytin
orneginin, aflatoksin ve okratoksin A’y1 birarada icerdigi bildirilmistir (Finoli ve

dig., 2005).

Fas’ta perakende satis yerinden ve slipermarketten alinan 10 zeytin 6rneginde OTA
ve aflatoksin B; igerigi incelenmistir. Tim zeytin Orneklerinin <1,02 pg/kg
diizeyinde OTA ve 0,5 pg/kg 1n tizerinde aflatoksin B; igerdigi belirlenmistir. Bu
toksinlerin bir arada mevcudiyeti toksik riski arttirmaktadir. Zeytin ¢esitleri arasinda
ozellikle ‘Greek stili” siyah zeytinlerin, toksijenik kiifler tarafindan kontaminasyonu
daha fazla oldugu belirtilmektedir (ElI Adlouni ve dig., 2006).

Yapilan bir calismada tuz ilavesinin mikrofloraya etkisi incelenmistir. Baslangi¢
mikroflorast 4,1 logl0 cfu/g laktik asit bakterisi, 3,7 logl0 cfu/g enterobacteria ve
4,0 1og10 cfu/g pseudomonads olan zeytine kuru tuzlama islemi uygulanmistir. Kuru
tuzlama sonrasinda iiriindeki diisiik su aktivitesi nedeniyle maya haricinde herhangi
bir mikrobiyal grup belirlenmemistir. Diisiik su aktivitesi/yliksek tuz igeriginin bu
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun olmadig1 ve 4°C de depolama siiresince
maya popiilasyonunun stirekli olarak azaldigi belirtilmistir. 20°C de maya gelisimini
baskilamada yalnizca potasyum sorbat uygulamasmin etkili oldugu bildirilmistir

(Panagou, 2006).

2003 ve 2004 yillarinda Fas’ta zeytinyagi liretimi esnasinda, bozulmus zeytin ve
zeytin kiispesinden olusan toplam 136 Ornek analiz edilmistir. Penicillium,
Aspergillus, Geotrichum, Mucor, Rhizopus, Trichoderma, Alternaria, Acremonium,
Humicola ve Ulocladium cinslerine ait toplam 285 tiir izole edilmistir. Belirlenen
izolatlarin 6nemli bir kisminin Penicillium ve Aspergillus tiirlerine ait oldugu ve
sirastyla toplam izolatin %32,3 ve %26,9’unu olusturdugu belirlenmistir. Calismada
izole edilen tiim Aspergillus flavus ve Aspergillus niger tiirlerinin aflatoksin ve OTA
olusturma kapasiteleri nigasta bazli besiyeri ortaminda (starch-based culture media)
incelenmistir. Zeytin ve zeytin kiispesinden izole edilmis 9 adet A. flavus tiirliniin 7
adedi 48-95 pg/kg konsantrasyonunda aflatoksin By, 36 adet A. niger tiirtinden 27
adedinin ise OTA olusturdugu belirlenmistir (Roussos ve dig., 2006).
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Giiney Italya’da toplanan zeytinde alternariol (AOH), alternariol metil ester (AME),
altenuene (ALT), altertoksin-I (ATX-I) ve tenuazonik asit (TA) gibi Alternaria
mikotoksinlerinin mevcudiyeti iizerine yapilan tarama c¢alismasinda 13 zeytin
orneginin 9 adedinin Alternaria ile kontamine oldugu belirlenmistir (Bottalico ve
Logrieco, 2008).

Zeytin dokusunda bulunan fenolik ekstraktlar, kafeik asit igermektedir. Az miktarda
da katesin ve kumarin bulunmaktadir. Bu fenolik bilesenlerin A. flavus gelisimini
inhibe etmeksizin aflatoksin olusumunda %90 oraninda inhibisyon sagladigi
belirtilmektedir (Nychas, 1995). Samapundo ve dig. (2007) tarafindan da, kafeik
asitin A. flavus ve A. parasiticus gelisimini engellemedigi, ancak bu kiifler tarafindan

aflatoksin B; olusumunda 6nemli bir azalma sagladigi bildirilmistir.

Zeytinde kiif florast ve mikotoksin varligt ile ilgili yapilan ¢alismalarda, hasat
sonrast muhafaza sartlarin kontrol altinda tutulmasmmin 6nemine dikkat

cekilmektedir.

2.3.4 Zeytinyaginda mikroflora

Yeni tretilmis zeytinyaginin %0,17-0,49 oraninda su icerdigi ve farkli tipteki
(bakteri, maya, kiif) mikroorganizmalarin canli kaldig1 bildirilmistir. Zeytinyaginda
belirlenen mikroorganizmalar, zeytin mikroflorasindan kaynaklanmakta olup ¢ok
diisiik konsantrasyondadir (<3 log cfu/mL yag). Diisiik konsantrasyondaki bu
mikroorganizmalarin  enzim aktivitesinin son irlin kalitesini etkilemedigi

belirtilmektedir (Koidis ve dig., 2008).

Zeytinden izole edilen Geotrichum, Mucor ve Rhizopus tiirlerinin toksijenik
olmadigi, ancak lipaz iireterek asitligi arttirdig1 ve zeytinyag: kalitesinde kayiplara

neden oldugu bildirilmektedir (Roussos ve dig., 2006).

2.4 Aflatoksinler

Aflatoksinler, Aspergillus tiirleri (6zellikle A. flavus and A. parasiticus) tarafindan
tiretilen sekonder metabolitlerdir (Leontopoulos ve dig., 2003; Ghitakou ve dig.,
2006). Karsinojen, teratojen, genotoksik ve mutajen ajan olarak belirtilmektedir
(Ghitakou ve dig., 2006).
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Aflatoksinler, difurokumarosiklopentenon ve difurokumarolakton gruplarinda
simiflandirilmistir (Martins ve dig., 2003). Aflatoksinler, floresan 1sikta verdikleri
renge gore aflatoksin Bj, By, G; ve G, olmak {izere 4 fraksiyona ayrilmaktadir.
Aflatoksin B; ve B, mavi renk, aflatoksin G; ve G, ise yesil renk vermektedir

(Roussos, 2006). Sekil 2.4’te aflatoksinlerin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

" 0O OCHs; 0”0 OCHs;

Aflatoksin B4 Aflatoksin B,

Aflatoksin G1 Aflatoksin G2

Sekil 2.4 : Aflatoksin B, B, G; ve G2’nin kimyasal yapist (Url-5).

Sekil 2.4’te goriildigii gibi aflatoksin B; ve B, kumarin yapidaki lakton halkasina
eklenmis siklopentenon halkasi, aflatoksin G; ve G; ise ilave bir lakton halkasi igerir.
Aflatoksin B; (AFB;), metabolik olarak ¢esitli kararli metabolitlere (aflatoksikol ve
aflatoksin M;) déniistiiriilmektedir. In vivo ya da in vitro ortamda karsinojenite,
DNA baglama, sitotoksisite ve bakteriyel mutajenite gibi varsayilan aktif biyolojik
etkilerin olusumu i¢in NADPH iireten sistemin ve sitokrom P-450 mevcudiyeti
gerekmektedir (Martins ve dig., 2003).

Aflatoksinler, metanol, kloroform ve diger organik solventlerde ¢oziinebilir. Suda az
¢ozlinlir. Stabil yapidadir, fakat cok diisiik veya yiiksek pH ve oksijen bulunan
ortamda UV 1513a maruz kaldiginda aktivitesi azalir (Ozkaya ve Temiz, 2003).
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2.4.1 Aflatoksin bulunan gidalar

Aflatoksinler; yerfistigi, misir, yagl tohumlar (EI Adlouni ve dig., 2006; Jolly ve
dig., 2006), pamuk tohumu, baharat (El Adlouni ve dig., 2006; Murphy ve dig.,
2006), kabuklu yemisler (EI Adlouni ve dig., 2006), incir (Murphy ve dig., 2006),
sofralik siyah zeytin (Yassa ve dig., 1994; Oral ve Heperkan, 1999; Finoli ve dig.,
2005; El Adlouni ve dig., 2006), bira (Scott ve Lawrence, 1997) ve zeytinyagi
(Toussaint ve dig., 1997; Daradimos ve dig., 2000; Finoli ve dig., 2005) gibi birgok

urtinde bulunabilmektedir.

Aflatoksin B; ve G; ozellikle bitkisel tiriinlerde (Roussos, 2006), aflatoksin My ise

stit ve siit tirtinlerinde (Ruangwises ve Ruangwises, 2009) bulunmaktadir.

2.4.2 Aflatoksin’in toksisitesi

Yiiksek dozda aflatoksin alimi akut toksisite gostermekte ve Olim ile
sonuclanmaktadir. Diisiik dozda, siirekli alim ise kronik toksisite olusturmaktadir.
Kronik toksisite, gelisim geriligi, bagisik sisteminde zayiflama, bobrek hasar1 ve
karaciger kanserine neden olmaktadir. Erken safhada teshisinin zor olmasi
nedeniyle, Ozellikle bagisiklik sistemi zayif popiilasyon icin biiyiik tehlike arz
etmektedir (Klich ve dig., 2009). Aflatoksinler igerisinde Ozellikle aflatoksin B;,
hepatokarsinojenik etkisi ile en toksik olanidir (Rastogi ve dig., 2005).

Avustralya’da pili¢lere uzun siireli olarak 0,5 mg/kg n iizerinde aflatoksin B;
(AFB;) igeren diyet ve yiiksek miktarda tek doz olmak iizere iki farkli sekilde toksin
uygulanmustir. Piliglerde, gida aliminda azalma ve gelisim geriligi belirlenmistir.
Toksik etkinin siddeti, alinan doza, cinsiyete ve tiire bagli olarak degisiklik
gostermistir. Ozellikle erkek piliglerin daha hassas oldugu bildirilmistir. Tek doz
halinde AFB; alimindan 72 saat sonra 6liim vakalar1 gézlenmistir. LDsp degeri erkek
piliclerde, 15-18 mg AFBy/kg viicut agirligi olarak belirlenmistir (Bryden ve dig.,
1980).

Piliclerde AFB;in etkisinin incelendigi bir caligmada karaciger mikrozomal
proteinini ve elektron transfer bilesenlerini metabolize eden enzimlerde 6nemli bir
artis gozlenmistir. AFB; ve dimetilsiilfoksit (DMSO) birlikte uygulandiginda, erkek
piliclerde elektron transfer bilesenlerini metabolize eden enzimlerde Onemli bir

azalma gozlenirken, ayni cins piliglerin disi olanlarinda O6nemli bir artis
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belirlenmistir. Sonuglar, AFB; in etkisinin cinsiyete gore degistigini gostermektedir
(Adav ve Govindwar, 1997).

Deri yolu ile siirekli olarak AFB;’e maruz kalindiginda, diisiik doz olsa dahi

hepatositlerde dejeneratif degisim oldugu belirtilmistir (Rastogi ve dig., 2005).

Gana’da yerfistig1 ve misir tiiketiminin fazla oldugu boélgelerde yasayan insanlarin
kaninda AFB; miktarinin incelendigi c¢alismada aflatoksin diizeyi ile sosyo-
demografik faktorler arasinda bir iliski olup olmadigi incelenmistir. Plazmada
belirlenen yiiksek miktarlarda AFB; (0,80 pmol/mg albumin) seviyesi ile egitim
seviyesi, etnik grup, hane halki sayis1 gibi baz1 sosyo-demografik faktorler arasinda

onemli bir iliski oldugu belirlenmistir (Jolly ve dig., 2006).

Hayvanlar iizerine akut inhalasyon (120 dak.) uygulanan bir ¢alismada, DNA hasari,
bagisiklik sisteminde zayiflama ve akciger problemleri gozlendigi belirtilmektedir.
Ayrica bir yil siiresince diizenli olarak aerosol haldeki AFB; e maruz kalan farelerde,
lenfatik leukemia olusumunda %38’lik bir artis oldugu bildirilmistir (Yoltas ve
Haliki-Uztan, 2008).

2.5 Okratoksin A (OTA)

Okratoksin, bazi Aspergillus ve Penicillium kiif tiirleri tarafindan iiretilen sekonder
metabolittir (Belli ve dig., 2006a; Pardo ve dig., 2006a; Atou ve dig., 2007a). Bu kiif
tirleri, gesitli gida iirinlerinde hasat oncesinde ya da daha sik olarak depolama

esnasinda dogal olarak bulunmaktadir (Gallo ve dig., 2009).

OTA, insanlar igin muhtemel karsinojen ozellikteki maddeler arasinda Grup 2B
kategorisinde yer almaktadir (IARC, 1993). Sekil 2.5’te okratoksin A’nin kimyasal

yapist gosterilmistir.

f\ CO0H '? OH ?
%j\\/[ SN !fL ’IKD
H II-I . .--CH3
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H
Cl

Sekil 2.5 : OTA’nin kimyasal yapist (EFSA, 2004).

S
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Sekil 2.5°te goriildiigii gibi OTA yapisal olarak pentaketide 6zelliktedir (Atoui ve
dig., 2007b; Gallo ve dig., 2009). L-fenilalanin amino asidine amid bagl dihidroizo-
kumarin grubundan tiiredigi diistiniilmektedir (Pardo ve dig., 2006a; Schmidt-Heydt
ve dig., 2008; Gallo ve dig., 2009). Biyosentezin nasil bir yolla ger¢eklestigi hala
tam olarak acgiklanamamaktadir. OTA’nin molekiiler yapisina bakildiginda
biyosentezi i¢in pek ¢ok enzimatik reaksiyon gerektigi belirtilmistir (Gallo ve dig.,

2009).

Okratoksin A, kokusuz ve kristal yapidadir (Pohland ve dig., 1992). Organik

solventlerde ve alkali suda ¢6ziinebilir (Pardo ve dig., 2006a).

2.5.1 OTA ireten kiifler

OTA dreten kiiflerin iriinlere bulasmasmnimn tarla mikroflorasindan kaynaklandig:
diisiniilmektedir. Bu mikroflorada Aspergilli tiirleri baskindir (Bavaresco ve dig.,
2008).

OTA olusumu baslangicta, Gliney Afrika’da Aspergillus ochraceus (Patifio ve dig.,
2005; Belli ve dig., 2007; Schmidt-Heydt ve dig., 2008; Kapetanakou ve dig., 2009)
tirleri ile iliskilendirilmistir. Birka¢ yil sonra, Penicillium verrucosum’unda OTA
olusturdugu tespit edilmistir (Cabafes ve dig., 2002; Mitchell ve dig., 2004; Pardo ve
dig., 2006a). Ancak, 1990’11 yillarin ortalarinda, Aspergillus Section Nigri’nin {iziim
ve sarapta okratoksin olusturabildigi belirlenmistir. Bu grup igerisinde Aspergillus
carbonarius, OTA olusumundan sorumlu asil kiif olarak tanimlanmistir (Mitchell ve
dig., 2004; Patifio ve dig., 2005; Belli ve dig., 2007).

A. melleus, A. auricomus, A. ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. sulfurous, A.
alliaceus, A. albertensis ve A. niger OTA iireten diger kiiflerdir (Pardo ve dig.,
2006a).

P. verrucosum, genelde bitkisel {irtinlerden, P. nordicum ise et ve peynirlerden izole
edilmektedir (Lund ve Frisvad, 2003; Gallo ve dig., 2009). A. carbonarius, 6zellikle
Akdeniz Bolgesinde {iziim ve iirlinlerinde OTA olusumunda rol oynamaktadir. A.
ochraceus (Patino ve dig., 2005; Pardo ve dig., 2006a; Schmidt-Heydt ve dig., 2008),
A. niger, A. carbonarius (Pardo ve dig., 2006a), A. westerdijkiae ve A. steynii
(Schmidt-Heydt ve dig., 2008) ise kahvede OTA olusumundan sorumlu

tutulmaktadir.
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2.5.2 OTA’min bulundugu gidalar

Basta tahillar (Puntari¢ ve dig., 2001; Lund ve Frisvad, 2003; Pardo ve dig., 2006a;
Schmidt-Heydt ve dig., 2008) olmak iizere, yesil kahve tanesi (Joosten ve dig., 2001;
Leoni ve dig., 2001), kahve ¢ekirdegi (Batista ve dig., 2009), instant kahve (Almeida
ve dig., 2007), sarap (Cabanes ve dig., 2002; Serra ve dig., 2004), iizim (Selouane
ve dig., 2009), kuru iiziim (Lombaert ve dig., 2004; Tjamos ve dig., 2004), iizim
suyu (Cabafies ve dig., 2002), kakao, bira (Mitchell ve dig., 2004; Pardo ve dig.,
20064a), et ve et tiriinleri (Jelinek ve dig., 1989; Monaci ve dig., 2005; Pardo ve dig.,
2006a; Mateo ve dig., 2009), kurutulmus meyveler (Pardo ve dig., 2006a), Grek tipi
siyah zeytin (Ghitakou ve dig., 2006), peynir (Pardo ve dig., 2006a), baharatlar
(Pardo ve dig., 2006a), tibbi bitkiler (Selouane ve dig., 2009) ve karma yem (Pardo
ve dig., 2006a) OTA izole edilen gidalardir. OTA ayrica insanlarda kan plazmasi ve
anne siitiinde de belirlenmistir (Pfohl-Leszkowicz ve Manderville, 2007).

Bazi tahil ve iirinlerinden olusan toplam 100 adet 6rnekte OTA taramasi yapilmistir.
Calismada, 1 adet asurelik bugday, 2 adet misir ve 1 adet yulaf ezmesinde 0,27-9,84
ppb diizeyleri arasinda OTA mevcudiyeti belirlenmistir (Karagozlii ve Karapinar,

2000).

Brezilya’da 132 yesil kahve 6rnegi OTA varlig1 acisindan incelendiginde, 27 kahve
Orneginin ortalama olarak 7,1 ng/g konsantrasyonunda OTA igerdigi tespit edilmistir

(Leoni ve dig., 2001).

Slovenya’da 92 bugday ve 51 misir 6rneginde OTA konsantrasyonu incelenmistir.
Calismada, bugday orneklerinin %75,8’inin ve musir Orneklerinin %33,3 {iniin
sirastyla 0,02-160 g/kg ve 0,02-40 g/kg diizeyinde OTA igerdigi belirlenmistir
(Puntari¢ ve dig., 2001).

Avrupanin giineyinde ve kuzey Afrika’daki saraplarin OTA igerigi kuzey
bolgelerdekine gore oldukga yiiksektir. Uziim suyu, bazi saraplardan daha fazla
miktarda OTA icerebilmektedir. Bu nedenle ¢ocuklarin OTA aliminda ana neden

olarak goriilmektedir (Cabaties ve dig., 2002).

Organik tarimda geleneksel tarima oranla daha fazla OTA problemi ile karsilagildig:
belirtilmektedir. Bu iirlinlerde mikotoksin gibi diger toksik maddelerin
mevcudiyetinin artmasi, organik tarimin gilivenilirligini tehlikeye Sokmaktadir

(Elmholt ve Rasmussen, 2005).
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Tayvan’da 51 kahve, 114 hububat, 10 kirmiz1 sarap ve 18 bira 6rneginde OTA
varlig1 incelenmistir. 13 (%25) kahve, 5(%50) kirmiz1 sarap ve 2 (%S5) bugday unu
orneginde 0,1-0,5 ppb diizeyleri arasinda OTA bulundugu belirlenmistir (Lin ve dig.,
2005).

Portekiz’de kisnis Orneklerinin incelendigi calismada, OTA mevcudiyeti

belirlenmemistir (Lino ve dig., 2006).

Sert kabuklu yemislerde OTA igerigi nadiren analizlenmistir. Farklt marka 23 fistik
orneginde yapilan tarama calismasinda bir Ornekte yiiksek miktarda OTA tespit

edilmistir (Marin ve dig., 2008).

1996 yilindan beri saraplarda (<3-388 ng/L) ve iiziim sularinda (<3-311 ng/L) OTA
kontaminasyonu raporlanmaktadir (Cabafies ve dig., 2002). Akdeniz Bolgesinde
tretilen sarap Orneklerinin %40-60’mnin 0,01-15,6 pg/L diizeyinde OTA ile
kontamine oldugu belirlenmistir. Sarap tiretiminde kif ile kontamine iiziimler
kullanildiginda, OTA 06nce {iziim suyuna sonra saraba ge¢mektedir. Toksinin stabil
olmasi nedeniyle baslangictaki miktar yaklasik olarak sabit diizeyde kalmaktadir
(Mateo ve dig., 2009).

Altmigbir baharat 6rneginde yapilan tarama calismasinda, iki 6rnekte giinliik alimina
izin verilen miktarin iizerinde OTA varligi belirlenmistir. OTA belirlenen
orneklerden birinin ayni zamanda yasal limitlerin iizerinde aflatoksin igerdigi de
tespit edilmistir (Url-6).
Portekizde 60 hayvan yemi 6rneginin %8,3’tinde OTA (2,0-3,6 pg/kg) belirlenmistir
(Martins ve dig., 2003).

2.5.3 Diyet ile OTA alim

Insanlarin OTA’ya maruz kalmasi, diisiik seviyelerde kontamine farkli gidalarin

tilkketilmesi ile ger¢eklesmektedir. Diyetle OTA alim orani Sekil 2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.6 : Diyet ile OTA alim oran1 (Miraglia ve Brera, 2002).

Diyet ile alinan Okratoksin A nin %50°si hububat (Miraglia ve Brera, 2002); Lund
ve Frisvad, 2003; Lindblad ve dig., 2004), %13’ sarap (Miraglia ve Brera, 2002;
Belli ve dig., 2007; Mateo ve dig., 2009), %10’u kahve, %8’i baharat, %6’s1 meyve
suyu vb., %5’1 bira, %4’1 kakao, %3’l kurutulmus meyve ve %1°1 et kaynaklidir
(Miraglia ve Brera, 2002).

2.5.4 OTA’nin toksisitesi

OTA, Grup 2B muhtemel insan karsinojeni olarak simiflandiriimaktadir (IARC,
1993). OTA, nefrotoksik, teratojenik, immunotoksik (IARC, 1993; Murphy ve dig.,
2006; Kapetanakou ve dig., 2009), norotoksik (Bavaresco ve dig., 2008),
hepatotoksik (Gambuti ve dig., 2005) ve Kkarsinojenik (Pardo ve dig., 2006a) etki

gostermektedir.

OTA, mide-bagirsak yolunda absorbe olmaktadir. Absorbe olan OTA, kan ile esas
olarak bobreklere, diisiik konsantrasyonlarda da karaciger, kas ve yag bulunan
bolgelere tasinmaktadir (Url-9). OTA, uzun yarilanma Omriine sahip olmasi
nedeniyle (serumda yaklasik olarak 35 giin), insan kaninda siklikla tespit
edilmektedir (Visconti ve dig., 1999).

Akut toksisitede, organlarda kanama, bobrek hasari, karaciger ve lenfatik doku hasari
ve bagirsak iltihaplar1 gozlenmektedir. Oral LDso degeri, tiire ve cinsiyete gore

farkliliklar gostermektedir (Url-9).
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Oral LDsp degeri, viicut agirligt basina tavuk icin 3,3 mg/kg (Moura ve dig., 2004),
kopek i¢in 0,2 mg/kg, erkek fare i¢in 30,3 mg/kg (Pfohl-Leszkowicz ve Manderville,
2007), domuz i¢in 1 mg/kg (EFSA, 2004) olarak belirtilmektedir. Képek ve domuz,
OTA’ya en hassas tiirlerdir.

OTA toksisitesinde hedef organ bobreklerdir (Barisi¢ ve dig., 2005). Morfolojik
bobrek lezyonlarinda, proksimal ve distal tiiplerde dejenerasyon ve fibroz olusumu
seklinde karakterize edilmektedir (Martins ve dig., 2003). Balkan Endemik
Nefropati (Pfohl-Leszkowicz ve dig., 2002; Pardo ve dig., 2006a) etkeni olup, idrar
yolu tiimorlerinde artisa neden olmaktadir (Gallo ve dig., 2009). Balkan Endemik
Nefropatisi, Romanya, Bulgaristan ve Bosna gibi iilkelerde gozlenen bdbrek
rahatsizligidir (Lino ve dig., 2006). OTA kaynakli gozlenen bobrek hasarinin
derecesi, toksin dozu ve maruz kalma siiresine bagli olarak degismektedir (Gallo ve
dig., 2009). OTA, nefrotoksik 0Ozelligi nedeniyle, domuz ve kiimes hayvanlari
endistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu mikotoksin, gevis
getiren hayvanlarda saglik sorunu olusturmamaktadir. Gevis getiren hayvanlarin
rumen boliimiindeki mikroorganizmalar tarafindan degradasyona ugramaktadir
(Pardo ve dig., 2006a). OTA’nin testis kanseri, Tunus’ta gozlenen nefropati ve
Misir’da goriilen tiroteliyal tiimor olusumunda rol oynadigr belirtilmektedir (Atoui ve
dig., 2007b). Fenilalanin iceren proteinlerin sentezini inhibe ederek, bagisiklik

sistemini baskilayici 6zellik gosterdigi de belirlenmistir (Pardo ve dig., 2006a).

OTA’nin sican ve farelerde plasentaya gecebildigi bildirilmistir (Bakker ve Pieters,
2002). OTA ve aflatoksin B; in tek veya kombine teratojenik etkisi incelendiginde,
hem OTA hem de aflatoksin B; noral tiip gelisimini bozmustur. Kombine halde
uygulandiginda ise, néral tiip lizerindeki etkileri azalmis ancak kalp defektleri
gozlenmistir. Embriyolar histopatolojik olarak incelendiginde kalp kasinda
dejeneratif degisiklikler belirlenmistir. Bu iki mikotoksine kombine halde maruz
kalindiginda, OTA’nin etkisinin aflatoksin B; tarafindan antagonize edildigi
diistiniilmektedir (Balasaheb Wangikar ve dig., 2007).

OTA, fare, tavsan ve insanlarda siite gegebilmektedir. Gevis getiren hayvanlarda ise
stite gegis miktar1 ¢ok azdir (Url-9). Tarimsal alanlarda yasayan insanlarin siitiinde,
tarimsal alandan uzakta yasayanlara gore daha fazla miktarda OTA belirlenmistir

(Skaug, 2003).
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OTA, DNA kirilmalari, protein sentezi inhibisyonu, glikoneogenez, mitokondride
oksidatif fosforilasyonun bozulmasi ve kanin pihtilasmasinin engellenmesi gibi pek
¢cok probleme neden olmaktadir. Lipit peroksidasyonunu arttirmaktadir. ATP
azalmasi1 sonucu mitokondriyel solunumda inhibisyon, protein sentezinin azalmasi ile
birlikte tRNA sentezinin inhibisyona neden olmaktadir. Oksidatif stres

olusturmaktadir (Atasayar-Sabuncuoglu ve dig., 2008).

OTA’nin, fare ve siganlarda bagirsak hassasiyeti, karsinojenite, karaciger
hiicrelerinde sitotoksisite ve demir eksikligi anemisine neden oldugu belirtilmektedir

(Mateo ve dig., 2009).

OTA, sitrinin ile birlikte bulundugunda toksisitesi artmaktadir. Sitrinin
mevcudiyetinde OTA tarafindan domuzlarda olusturulan bdbrek toksijenitesi ve

erkek farelerde bobrek tiimorleri artmaktadir (EI Adlouni ve dig., 2006).

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

OTA Karsinojenitesi lizerine Avrupa Birligi mevzuatlar1 dikkate alinirsa, giinliik alim
(TDI) ¢ok daha az olup, 5 ng/kg viicut agirligi/giin degerine tekabiil etmektedir. 60
kg bir insan i¢in 300 ng/giin miktar1 belirtilmektedir. JECFA tarafindan, OTA i¢in
tolere edilebilir haftalik alim (TWI) miktar1 100 ng/kg viicut agirligi/hafta olarak
belirtilmektedir. Bu miktar domuzlarda nefrotoksisite esas alinarak belirlenmis olup,
60 kg agirliginda bir kisi i¢in 6 pg/hafta degerine esdegerdir (ElI Adlouni ve dig.,
2006).

2.6 Aspergillus carbonarius’un Ozellikleri

Siyah Aspergillus’lar siyah kolonilere sahip olup, tiim diinyada bir¢ok gidadan izole
edilmektedir (Marin ve dig., 2008). Siyah aspergilli’nin timiiniin yaygin bir sekilde
Aspergillus niger olarak gosterilmesi nedeniyle Aspergillus carbonarius’un gida
tirtinlerindeki dogal mevcudiyeti {lizerine net bir bilgi mevcut degildir. Halbuki, A.
carbonarius mikroskobik olarak koloni biiyiikliigi ve diziliminden ayirt
edilebilmektedir (Cabaiies ve dig., 2002).
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A. carbonarius, siklikla Giiney Avrupa’da izole edilmektedir (Mitchell ve dig.,
2004). A. carbonarius gelisimi igin optimum sicaklik degeri 30°C, OTA olusumu
igin ise 20°C olarak belirtilmektedir (Belli ve dig., 2006a; Valero ve dig., 2006). A.
carbonarius, sahip oldugu siyah sporlar sayesinde giines 1s18ina oldukg¢a direnglidir
(Bakker ve Pieters, 2002). A. carbonarius 'un PDA besiyeri ortamindaki goriiniimii
Sekil 2.7°de verilmistir.

Sekil 2.7: Aspergillus carbonarius’un PDA’da goriiniimii (Url-7).

A. carbonarius, izolatlarinin %75-100’# okratoksijenik 6zellikte oldugundan, yiiksek
okratoksijenik potansiyeldedir (Patino ve dig., 2005; Bavaresco ve dig., 2008;
Kapetanakou ve dig., 2009).

2.6.1 A. carbonarius’un bulundugu gidalar

A. carbonarius izole edilen tiriinler igerisinde {iziim (Cabaifies ve dig., 2002; Belli ve
dig., 2006b; Esteban ve dig., 2006, Atoui ve dig., 2007a), sarap (Cabanes ve dig.,
2002; Mitchell ve dig., 2004; Atoui ve dig., 2007a; Mateo ve dig., 2009), kahve
(Joosten ve dig., 2001), kahve ¢ekirdegi (Joosten ve dig., 2001; Noonim ve dig.,
2008), hububatlar, hayvan yemleri, kakao, kurutulmus meyveler, meyveler, sarimsak,

zeytin ve sogan (Marin ve dig., 2008) yer almaktadir.

A. carbonarius’un iiziimlerde OTA kontaminasyonundan sorumlu asil kiif oldugu
diistintilmektedir (Gallo ve dig., 2009).

2.6.2 A. carbonarius ile ilgili ¢calismalar

A. carbonarius’un iiziimde 30-35°C ve 0.96 a, de optimum gelisim gosterdigi,
maksimum OTA olusumunun ise 15-20°C ve 0,93-0,96 a,, degerlerinde gergeklestigi
belirtilmistir (Tassou ve dig., 2007). 0,85 a, degerinin altinda A. carbonarius
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gelisiminin gbézlenmedigi, 15°C de gelisimin sadece yiiksek a, degerlerinde (0,925
ve 0,95) gergeklestigi bildirilmistir (Romero ve dig., 2007).

A. carbonarius izolatlarinin maksimum gelisiminin sentetik iiziim suyu (SGM)
besiyerinde 30-35°C de 0,85-0,98 a,, (Mitchell ve dig., 2004), 30°C de ise 0,965 ay
(Leong ve dig., 2006), optimum gelisimin ise czapeck yeast agar (CYA) ve yeast
ekstrakt agar (YES) besiyerlerinde 30°C de 0,82-0,99 a, ve 15°C de 0,94-0,99 a,
degerlerinde gergeklestigi belirtilmistir (Esteban ve dig., 2006).

10°C de A. carbonarius izolatlarinin, SGM (Mitchell ve dig., 2004) ve SNM

(sentetik nutrient) besiyerinde (Selouane ve dig., 2009) gelisimi gézlenmemistir

Medina ve dig. (2007) tarafindan gergeklestirilen calismada, {iziim suyu benzeri
besiyeri ortaminda A. carbonarius gelisimi 28°C de 0,98 a, degerinde
gerceklesmistir. Optimum OTA olusumu ise 20°C de 0,96-0,98 a, degerinde
gerceklesmistir.

OTA olusumu i¢in optimum kosul olarak, SGM besiyerinde 15-20°C de 0,95-0,98 a,
(Mitchell ve dig., 2004), 15°C de 0,95-0,98 a, (Leong ve dig., 2006), SNM
besiyerinde 25-30°C de 0,95-0,99 a, (Selouane ve dig., 2009) degerleri
belirtilmektedir.

Maksimum OTA olusumu; SNM’de (0,22 pg/g) 25°C de 0,99 ay (Selouane ve dig.,
2009), CYA besiyerinde 15-20°C de 0,98-0,99 a,, (Esteban ve dig., 2006) degerinde
gerceklesmistir.

CYA besiyerinde OTA olusumu, YES besiyerinden daha fazla olmustur. CYA’da
OTA miktar1 30°C de 11,92 png/g ve 15°C de 29,99 ng/g, YES besiyerinde ise 30°C
de 0,94 pg/g ve 15°C de 20,27 pg/g olarak belirlenmistir (Esteban ve dig., 2006).
Cabafies ve dig. (2002) tarafindan, A. carbonarius izolatlarin CYA’da 35°C de
inkiibasyonun 10. giiniinden sonra 0,22-1,51 pg/g diizeyinde OTA olusturdugu
belirtilmistir. Ayn1 besiyerinde optimum OTA olusum miktar1 kiif izolatina bagl
olarak degisiklik gostermektedir (Mitchell ve dig., 2004).

A. carbonarius tarafindan Malt Ekstrakt Agar’da (MEA) OTA olusumu iizerine
farkli pH ve su aktivitesi (ay) degerlerinin etkisi incelendiginde; OTA miktarinin su
aktivitesi ile azaldig, pH’in ise Onemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir

(Kapetanakou ve dig., 2009).

49



SGM besiyerinde incelenen A. carbonarius izolatlarinin tiimiiniin 15°C de 0,92 a,
degerinde OTA olusturdugu, ancak bu su aktivitesi degerinde sicaklik arttiginda
OTA miktarimin azaldigi tespit edilmistir. Maksimum OTA olusumu belirli bir
inkiibasyon siiresi ile iliskilendirilememektedir. Ciinkii kiifiin ¢imlenme ve gelisim

hiz1 lizerine sicakligin 6nemli etkisi bulunmaktadir (Leong ve dig., 2006).

Hasarl1 ve hasarsiz sofralik {iziim 6rneklerinin, okratoksijenik A. carbonarius tiirleri
ile inokiile edildigi bir ¢alismada farkli bagil nem ve sicaklik kosullarinin etkisi
incelenmistir. Hasarli {iziimlerde hasarsizlara gore infeksiyon, koloni gelisimi ve
OTA olusumunun daha fazla oldugu belirlenmistir. Sicaklik ve bagil nemin,
infeksiyon ve toksin igerigi iizerine onemli etkisi olmadigi, 30°C de tespit edilen
OTA miktarinin 20°C de belirlenenden daha fazla oldugu bildirilmistir. %100 bagil
nem bulunan ortamda maksimum miktarda OTA olustugu, %80 ve %90 bagil nem
iceren kosullar arasinda 6nemli bir farkin olmadig: tespit edilmistir (Belli ve dig.,

2007).

A. carbonarius izolatlarinin, yeast ekstrakt agar (YES) ve czapek yeast agarda
(CYA) yaklasik olarak 14 giin sonra, SGM (sentetik iiziim suyu) besiyeri ortaminda
ise 5-10 giinliik inkiibasyon sonrasinda maksimum OTA olusturdugu belirtilmistir
(Mitchell ve dig., 2004).

Bir diger calismada, iirliniin tarlada aylarca maruz kaldig: giindiiz ve gece ortaminin
simiile edildigi 24 saatlik foto periyodun A. carbonarius gelisimini etkiledigi
belirlenmigtir. Siirekli olarak 20°C de inkiibe edilenlerde gelisim yavas olmustur.
Giindiiz ve gece sicakliklar1 12 saat araliklar ile doniisiimlii uygulandiginda, siirekli
olarak karanlik ortamda bulunanlar siirekli olarak aydinlik ortamda bulunanlardan
daha hizli gelismistir. Isik, koloni goriiniimiinde morfolojik degisime neden
olmamustir. Sicaklik ve fotoperiyot nedeniyle OTA olusumunda ise onemli farklilik

belirlenmemistir (Belli ve dig., 2006b).

Atoui ve dig., (2007a) tarafindan gergeklestirilen ¢calismada OTA’nin baslangigta kiif
sporlarinda bulundugu ve asilama sonrasinda ortama salgilandigi belirlenmistir. 6
saatlik inkiibasyon sonrasinda besiyerindeki OTA akiimiilasyonunun azalmasi ise

OTA’nin sporlarda absorbsiyonuna baglanmaktadir.

A. carbonarius identifikasyonunda, A. niger’e olan benzerlik nedeniyle zorluk

yasanmakta ve fungal taksonominin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.
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A. carbonarius’un kantitatif tayini igin yar1 segici besiyeri ortami
kullanilabilmektedir. Antibiyotik (kloramfenikol ve klor tetrasiklin) ve fungusit
(dikloran ve boskalid) ilave edilen Malt Ekstrakt Agar kullanilarak, iirlin daha tarlada
olgunlasma safhasinda iken A. carbonarius popiilasyon ve yogunlugunun

tahminlenebilecegi belirtilmistir (Pollastro ve dig., 2006).

Uziimden izole edilen 5 A. carbonarius tiirii ile yapilan calismada ¢imlenme, gelisim
ve OTA olusumu iizerine sodyum metabisiilfit (NaMBS, mg/L) ve kontrolli
atmosfer kosullarinin etkisi incelenmistir. Cimlenme >500 mg/L NaMBS ile inhibe
edilmistir. Gelisimin tamamen inhibe edilebilmesi i¢in 1000 mg/L kadar NaMBS
gerekmektedir. OTA olusumu ise 750 mg/L NaMBS ile inhibe edilebilmektedir.
Ancak diisiik su aktivitesinde (0,93 ay), 500 mg/L NaMBS kullanildiginda da OTA
olusumu inhibe edilebilmektedir. Kontrollii atmosfer kosullarinin spor ¢imlenmesi

tizerine etkisi ¢ok az olmustur (Pateraki ve dig., 2007).

Ispanya ve Tunus’ta iiziimlerden izole edilmis olan A. carbonarius ile yapilan
calismada, liziim benzeri besiyeri ortami kullanilmistir. Gelisim ve OTA olusumu
20°C de en fazla olmustur. Bunu daha sonra 25, 15, 30 ve 35°C takip etmistir. 7 ve
42°C sicaklik derecelerinde 10 giinliik inkiibasyon siirecinde gelisim gézlenmemistir.
35°C de 10 giin inkiibasyon da gelisim maksimum olmasina ragmen OTA olusumu
az olmustur. 30°C de inkiibasyonun 6-8. giinlerinde maksimum OTA akiimiilasyonu
olmus sonra stabil kalmistir. Yiksek sicakliklarda OTA akiimiilasyonunun erken
basladigi, ancak yavas bir sekilde artarak, birka¢ giin icinde sabitlendigi
belirlenmistir (Marin ve dig., 2006).

Dogal olarak mevcut fenolik bilesenlerin A. carbonarius gelisimine ve OTA
olusumuna etkisi incelenmistir. Czapek Yeast Ekstrakt Agar icerisine kafeik asit ve
quercetin flavonoidleri 50-500 mg/L araliginda ki konsantrasyonda ilave edilmistir.
Tiim fenolik bilesenlerin, 250 mg/L konsantrasyonunda A. carbonarius gelisim orani
ve lag faz tizerine 6nemli bir sekilde etki etmistir. 500 mg/L konsantrasyonunda ise
gelisim tamamen inhibe edilmistir. Kontrol 6rnegi ile karsilastirildiginda, fenolik
bilesenlerin OTA olusumunda 6nemli bir azalma sagladi1 gdzlenmistir. Dogal
fenolik bilesenler, kiif gelisimi ve OTA olusumu {iizerine inhibe edici etkilerinin
bulunmasi nedeniyle kimyasal fungisitlere alternatif olarak uygulanabilir (Romero ve

dig., 2009).
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Kirmizi iiziim suyu kaynakli besiyeri ortaminin kullanildigi ¢alismada A. carbonarius
gelisimi ve OTA olusumu iizerine carbendazim fungisitinin etkisi incelenmistir.
Calismada carbendazim’in A. carbonarius gelisimi ve OTA olusumu ig¢in etkin bir

kontrol saglamadigi belirtilmistir (Medina ve dig., 2007).

2.7 Penicillium verrucosum’un Ozellikleri

Penicillium verrucosum, iliman ve soguk iklimlerde OTA {reticisi olarak
bilinmektedir (Cabaies ve dig., 2002). 0-31°C sicaklik araliginda gelisebilmektedir
(Pitt ve Hocking, 1997). Kiif gelisimi i¢in optimum sicaklik degeri 20°C dir (Pardo
ve dig., 2006b). OTA olusumu i¢in optimum sicaklik ve a,, degeri sirasiyla 25°C ve
0,90-0,98 olarak belirtilmektedir (Murphy ve dig., 2006). Sekil 2.8’de P.

verrucosum’un MEA ve CYA besiyeri ortamlarindaki goriiniimii verilmistir.

Sekil 2.8: Penicillium verrucosum’un MEA ve CYA besiyerinde goriinimi
(Url-8).

P. verrucosum izolatlar1 YES ve CYA besi ortamlarinda 25°C de 7 giin inkiibe

edildiginde, izolatlarin en az %66’simnin OTA olusturdugu belirtilmektedir (Frisvad

ve dig, 2005). Diisiik a, (>0,80) degerlerinde dahi OTA’nin olustugu bildirilmektedir

(Lin ve dig., 2005). Lag faz iizerine ay nin etkisi sicakliktaki azalma ile artmaktadir.

20-30°C de spor germinasyonu 0,80 a, degerinde gerceklesirken, 10°C de

germinasyon i¢in gerekli minimum a,, degeri 0,85 tir (Pardo ve dig., 2006a).

25 °C’de CYA (Czapek Yeast Extract Agar) ve MEA (Malt Extract Agar)
besiyerinde 7 giin inkiibasyon sonrasinda sirasiyla 18-24 mm ve 13-18 mm ¢apinda

koloni olustugu belirlenmistir (Pitt, 1987).
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BMEA (Barley meal extract agar) da 0,80 a, degerinde P. verrucosum izolatlarinin
misel gelisimi gozlenmemistir. Gelisim i¢in gerekli minimum a,, degerleri; 30°C de

0,85 ve 10-20°C de 0,90 dir (Pardo ve dig., 2006b).

P. verrucosum tespitinde DYSG (Dichloran yeast sucrose agar) besiyeri ortaminin
DRYES (Dichloran rose bengal yeast extract sucrose agar) ve DG18 (Dichloran %18
glycerol agar) besiyerlerine gore ¢ok daha etkin oldugu belirlenmistir. P. verrucosum
tespiti agisindan, DRYES ve DGI8 arasinda onemli bir farklilik belirlenmemistir
(Lund ve Frisvad, 2003).

Olusan mikotoksin miktar1 iizerine besiyeri g¢esidinin etkisi oldugu, ancak besiyeri
formiilasyonundaki radikal degisikliklerin olusan toksin ¢esidini etkilemedigi
belirtilmistir (Pitt, 1987).

Biyoaktif fungal bilesenlerin olusumu kiiltiir kosullarindan etkilenmekte olup,
genellikle idiofaz esnasinda ve fungal gelisim sonrasinda (trofofaz)
gerceklesmektedir. Besin, inkiibasyon periyodu, pH, sicaklik gibi kosullar kiif
gelisimi ve toksin olusumu iizerine etkilidir. P. verrucosum gelisimi ve sekonder
metabolit olusumu igin azot kaynagi olarak peptitlere ihtiyag bulunmaktadir (Elias ve
dig., 2000).

Sentetik besiyerinde elde edilen gelisim orani arpa ve kavrulmamis ¢ekirdek kahvede
gozlenen gelisim oranindan daha yiiksek olmustur. Bu durumun, besiyerinin fiziksel
ve kimyasal karakteristigi nedeniyle olabilecegi belirtilmistir. Ciinkii, besiyeri ortami
kiif gelisimi i¢in gerekli besin maddelerini homojen bir sekilde igermektedir (Pardo

ve dig., 2006b).

Penicillium verrucosum, farkli iklim kosullarinda gelisebilme ozelligine sahip
okratoksijenik tiir oldugundan, gidalarin OTA ile kontaminasyonu diinya iizerinde

yaygin bir sekilde olabilmektedir (Pardo ve dig., 2006a).

2.7.1 P. verrucosum’un bulundugu gidalar

P. verrucosum izolatlari, yaygin bir sekilde hububatlardan (Cabafies ve dig., 2002;
Lindblad ve dig., 2004; EImholt ve Rasmussen, 2005) ve bugday unundan (Cabafias
ve dig., 2008) izole edilmistir. Ayrica, Heperkan ve dig. (2006) tarafindan siyah

zeytinden de izole edilmistir.
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Arpalarda en baskin okratoksijenik kontaminantin P. verrucosum oldugu
bildirilmektedir (Pardo ve dig., 2006a).

Bugday unlarinin incelendigi bir ¢alismada, OTA iireten tir olarak sadece P.
verrucosum tespit edilmistir. Bu kif tirline ait 17 izolatin %64,7’si OTA

olusturmustur (Cabanas ve dig., 2008).

Hububatlarin OTA ile kontaminasyonu genellikle hasat sonrasi karsilagilan bir
problemdir. Ozellikle Avrupa’nin kuzeyinde serin iklim kosullarinda hasat edilen
tirtinlerde OTA’nin P. verrucosum tarafindan olusturuldugu bildirilmektedir (Aldred
ve dig., 2008).

2.7.2 P. verrucosum ile ilgili calismalar

Elmholt ve  Rasmussen (2005) tarafindan, 78 hububat Orneginin incelendigi
calismada, orneklerin %80’inden fazlasinin P. verrucosum ile kontamine oldugu
belirlenmistir. Hububatlarin ¢ogunun kurutma ve depolama dncesinde kontamine
oldugu belirtilmektedir. Uriinlerin erken kontaminasyonunun nedeni tam olarak
anlagilamamakla birlikte bazi toprak Orneklerinin P. verrucosum icerdigi

belirtilmektedir. P. verrucosum konidyalari toprakta aylarca canli kalabilmektedir.

194 hububat 6rneginin %82°sinin P. verrucosum ile kontamine oldugu, %33’iiniin
ise yasal limit olan 5 pug/kg degerinin iizerinde OTA igerdigi belirtilmistir (Lindblad
ve dig., 2004).

Beyaz un, tam bugday ununa gore daha az OTA igermektedir. Ciinkii beyaz unda,
yiiksek miktarlarda OTA iceren kepek kismi wuzaklastirilmaktadir. Pisirme
asamasindaki toksin miktarindaki azalma ¢ok diisiik olmaktadir. Ayrica, unda
bulunan P. verrucosum konidyalar1 yillarca canli kalabilmektedir. Bu nedenle unun
depolanmasina ¢ok dikkat edilmelidir. Unun su aktivite degeri OTA olusumu ya da
gelisim i¢in ¢ok diisiik degerlerde olmasina ragmen, nem igerigindeki %1 ya da %2
miktarinda bir de8isim dahi kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu icin yeterli

olabilmektedir (Cabanas ve dig., 2008).

Ekmek analogunda yapilan ¢aligmada P. verrucosum gelisimi i¢in optimum ayw
0,96-0,97 ve pH 6 olarak belirtilmistir. OTA olusumu ise kiif susu, pH ve a,, den
onemli bir sekilde etkilenmektedir. Bu kosullarda 75-80 pg/g diizeyinde OTA
olusmustur. Ancak, pH 4,5 degerinde optimum OTA olusumu 0,95 a, degerinde
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gerceklesmis olup, maksimum miktar yaklasik olarak 25-35 pg/g diizeyindedir
(Arroyo ve dig., 2005).

Okratoksijenik P. verrucosum izolatlarinda spor ¢imlenmesi ve misel gelisimi, su
aktivitesi ve sicakliktan 6nemli bir seklide etkilenmektedir. P. verrucosum ¢imlenme

orani diisiik a, degerlerinde azalmaktadir (Pardo ve dig., 2006a).

P. verrucosum izolatlari Czapek maya ekstrakt (CYA) agarda 25°C de 10-14 giin
gelistirildiginde glutation damlacigi olusturmaktadir. Bu damlacigin mikotoksin
igerigi incelendiginde yiiksek miktarda okratoksin A (92,7-8667,0 ng/ml)
belirlenmistir. Misellerde okratoksin miktar1 daha azdir (9,0-819,3 ng/g OTA).
Agarin kif gelisimi olmayan boliimiinde ise 15,3-417,0 ng/g OTA belirlenmistir.
Calismada, toksijenik Penicillium izolatlar: tarafindan glutation damlacig: igerisine
yiiksek miktarlarda mikotoksin salgilandig1 belirlenmistir (Gareis ve Gareis, 2007).

Sekil 2.9’ da glutation damlacig1 goriilmektedir.

(b)

Sekil 2.9 : Penicillium verrucosum kif kolonisi tizerindeki glutation damlacig
(Gareis ve Gareis, 2007).

Penicillium spp. ilging bir sekilde glutation damlacigi olusturabilme yetenegindedir.
CYA besiyerinde 10-14 giinde 110 pL kadar guttation damlacigi olusturulabildigi
belirlenmigtir. P. verrucosum i¢in damlacikta bulunabilen OTA konsantrasyonunun
8 ppm’e kadar ¢ikabildigi tespit edilmistir. Glutation damlacigi igerisine yiiksek
miktarda toksin salgilanmasinin nedeni tam olarak bilinememektedir (Gareis ve

Gareis, 2007).

Defne, sarimsak ve tarcin esensiyal yaglar1 ve resveratrol antioksidaninin, P.
verrucosum gelisimine ve OTA olusumuna etkisinin incelendigi calismada en etkili
kontrol resveratrol uygulamasi ile saglanmistir. Calismada kullanilan diger esansiyel
yaglarda ayni basar1 saglanamamistir. 200 pg/g diizeyinde resveratrol uygulanan
ornekler 15/25°C, 0,85-0,995 a, degerinde 28 giin depolandiginda depolama
periyodunun sonunda mikotoksijenik tiirlerin popiilasyonunda ve OTA

kontaminasyonunda %60°tan fazla azalma gozlenmistir (Aldred ve dig., 2008).
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P. verrucosum, tarimsal iiriinlerde OTA olusumundan sorumlu asil kiiflerden biridir.
OTA kontaminasyon riskini belirleyebilmek icin P. verrucosum’un tarladaki
ekolojisinin bilinmesi gerekmektedir. Elmholt ve dig (1999) tarafindan toprak
orneklerindeki P. verrucosum popiilasyonunun tahminlenmesinde DYSG (Dikloran

yeast ekstrakt sukroz agar) besiyerinin kullanilabilecegi belirtilmistir.

2.8 Aflatoksin ve OTA Detoksifikasyonu ile Tlgili Cahsmalar

Mikotoksin detoksifikasyonunda 1si1l islem wuygulamasi, dogal veya sentetik

kimyasallarin kullanimi1 ve biyolojik yontemler etkilidir.

Aflatoksin kontaminasyonu olan misir ve musir iiriinlerinde alkali ile 1sitmanin toksin
miktarinda azalma sagladigi, firinda kizartma veya pisirme isleminin de etkin bir

koruma sagladigi belirtilmektedir (Torres ve dig., 2003).

OTA’nin gida isleme esnasinda ¢ok stabil oldugu belirtilmektedir (EI Adlouni ve
dig., 2006). Gidaya uygulanan 1s1l iglem (firinlama) ile, OTA miktarinda yaklagik
olarak %20 oraninda bir azalma saglandigi ayni etkinin kaynatma isleminde
gozlenmedigi bildirilmistir (Puntari¢ ve dig., 2001). Farkli sicaklik derecelerinde
kavrulan kahve cekirdeklerinde, artan sicaklik ile OTA igeriginde azalma tespit

edilmistir (Van Der Stegen ve dig., 2001).

Mikotoksinler, serbest radikal olusumuna neden olabiliginden, sitotoksisite ve
hepatokanserojenitede rol oynamaktadir. Mikotoksinlerin neden oldugu bu etkilerin

onlenmesinde antioksidan kullanimi 6nemlidir.

Aflatoksin B; (AFB;)-DNA eklentisi iizerine sigan hepatositlerinde yapilan bir
caligmada en yiiksek inhibisyonun A vitamin ile saglandigi belirtilmektedir (Yu ve
dig., 1994).

Tavsanlarda AFB; in sperm kalitesini azalttig1 belirlenen bir ¢alismada, tavsanlara
aragidonik asit verildiginde bu zararli etkilere karsi koruyucu rol oynadig

belirlenmigtir (Salem ve dig., 2001).

AFB; uygulamasi sonrasi, si¢an testislerinde lipid peroksidasyonunda artis ve
biyokimyasal fonksiyon bozukluklar1 go6zlenmistir. Siganlara E  vitamini
uygulandiginda ise, belirlenen bu toksisitenin biiyilk oranda diizeldigi tespit

edilmistir (Verma ve dig., 2001).
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Melatoninin, hidroksil radikali gibi toksik serbest radikallere elektron vererek
radikalleri detoksifiye ettigi belirtilmektedir. OTA nedeniyle olusan oksidatif strese
kars1 koruyucu etkisi oldugu belirtilmektedir (Soyoz ve dig., 2004).

Deney hayvanlarinda OTA ve melatonin etkisinin incelendigi bir bagka ¢alismada da
melatoninin  OTA kaynakli olumsuz etkilere karsi koruyucu etki gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada melatoninin oksijen ve azot kaynakli reaktif iirlinleri
tasidigl, antioksidan enzimleri uyardigi, serbest radikal olusumunu sinirlayarak
elektron tagima zincirinin etkinligini arttirdign ve ATP sentezine yardimci oldugu

belirtilmistir (Abdel-Wahhab ve dig., 2005).

AFB; ve likopenin es zamanli olarak uygulandigi deney hayvanlarinda, likopen

AFB; kaynakli toksik etkilerde azalma saglamistir (Tang ve dig., 2007).

Sicanlarda AFB; in olusturdugu kanserojenite lizerine yesil ¢aymn koruyucu etkisinin
incelendigi bir c¢alismada, sigcanlara 2-4 hafta siiresince %0,5 oraninda yesil cay
bulunan igme suyu verilmistir. Calismada aflatoksin metabolitleri ve AFB;-DNA

eklentisi olusumunun inhibe oldugu belirtilmistir (Qin ve dig., 1997).

Sarimsagin icerigindeki kiikiirt bilesikleri nedeniyle antikanserojenik 06zellik
gosterdigi ve AFB; in hepatokanserojenik etkisine karsi antikanserojenik etkiye sahip

oldugu bildirilmistir (Guyonnet ve dig., 2002).

Su yosunlarida igeriginde bulunan yiiksek konsantrasyondaki mineral ve vitaminler
nedeniyle antioksidan ve antikarsinojenik etki gostermektedir. Sicanlarda AFB; ve
su yosunu es zamanli olarak uygulandiginda, yosun hepatokanserojeniteye karsi
antioksidan savunma sistemini uyarici etki géstermis ve hepatik hiicrelerde onarim

saglamistir (Abdel-Wahhab ve dig., 2006).

Kimyasallarin kiifler {izerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada, switch adli fungusit
uygulandiginda OTA olusturan Aspergillus spp.’de énemli bir azalma gézlenmistir.
Tersine olarak iiziim baglarina carbendazim ya da chorus fungusitleri uygulandiginda

kuru tiziimlerdeki kiiflerin kontroliinde etkili olmamistir (Tjamos ve dig., 2004).

Mikotoksinlerin ~ detoksifikasyonunda mikroorganizmalar kullanilabilmektedir.
Omegin  Flavobacterium aurantiacum  aflatoksinleri  detoksifiye edebilme
yetenegindedir. Phenylobacterium immobile aerobik bir bakteri olup, OTA’y1
degrade ettigi belirtilmektedir (Schatzmayr ve dig., 2006).
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Gidada mevcut mikroflora, OTA detoksifikasyonunu ve OTA seviyesinde azalmay1

saglayabilir. Bu durum da dikkate alinmalidir (Kapetanakou ve dig., 2009).

Ortamdaki besin mevcudiyeti sekonder metabolizmay: etkilemektedir. Calismada
incelenen Pichia anomala ve Saccharomyces cerevisiae mayalarinin her ikisinin de
P. verrucosum gelisiminde ve OTA akiimiilasyonunda azalma sagladigi
belirlenmistir. Mikotoksin olusumunu engellemek i¢in gerekli olan maya seviyesinin,
kif gelisimini onlemek i¢in gereken maya seviyesinden daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Her iki maya tiirii P. verrucosum gelisiminde aymi oranda azalma

saglamistir (Petersson ve dig., 1998).

Nemli hububatlarda bazen alifatik asit fungistatlart uygulanarak mikotoksijenik
kiiflerin gelisimi kontrol altina alinmaya c¢alisilmaktadir. Ancak bdyle bir

uygulamanin ¢ok genis bir alan1 kapsamasi gerekmektedir (Aldred ve dig., 2008).

Uziim ya da diger gidalarda OTA’nin &nlenmesi igin iiretici kiifiin erken sathada
tespitini saglayan hizli ve spesifik metotlara ihtiya¢ vardir. Klasik yontem olarak
kullanilan metotlar, zaman alic1 olup uzmanlik gerektirmektedir. Giiniimiizde PCR
uygulanan metotlar, hedef organizma igin daha spesifik, hassas ve hizli tespit olanagi
saglamaktadir. PCR metotlarinin gelistirilmesinde en Onemli faktor ise, ilgili
organizma i¢in tasarlanan hedef DNA sekansinin giivenilirligidir (Atoui ve dig.,

2007a).

Fungal poliketid sentezi (PKSs), ¢esitli mikotoksinlerin ve diger sekonder
metabolitlerin biyosentezinden sorumludur (Atoui ve dig., 2006; Gallo ve dig.,
2009). PKS dizilimlerinin belirlenmesinin, mikotoksin olusumundan sorumlu
kiiflerin direkt tespitine ve kantitatif tayinine yardimci olabilecegi belirtilmektedir

(Atoui ve dig., 2006).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Zeytin ve zeytinyagi érnekleri

Zeytin ve zeytinyaginda aflatoksin ve okratoksin A varliginin belirlenmesi amaciyla
2007 yilinda Istanbul ve cevresindeki halk pazarlarindan tesadiifi drnekleme yontemi
ile drnekler temin edilmistir. Siyah zeytin 6rnek sayis1 30 ve sizma zeytinyagi ornek

sayist 30 olup, toplam 6rnek sayis1 60 dir.

Zeytin ornekleri analiz edilinceye kadar polietilen torbalarda -18°C de saklanmustir.
Analiz Oncesinde zeytin 6rnekleri ¢oziindiiriiliip, oda sicakligina gelinceye kadar
bekletilmistir. Her bir zeytin Orneginden yaklasik olarak 250 g’lik porsiyonun

cekirdegi ¢ikarilmis ve blender ile par¢alanarak homojenize edilmistir.

Sizma zeytinyagi Ornekleri ise orijinal siselerinde (1L) buzdolabi kosullarinda
saklanmistir. Analiz Oncesinde oda sicakligina gelinceye kadar bekletilmis ve

herhangi bir islem uygulanmadan dogrudan analize alinmustir.

Tarama g¢alismasinin sonucunda elde edilen bulgulara gore drneklerde mevcut olan
mikotoksinin ¢esidi belirlenmis ve bu mikotoksini olusturan iki farkli cinse ait kiif

tiirli zeytine agilanmustir.

Asilama ¢alismalarinda kullanilan sofralik siyah zeytin 6rnekleri tek bir iireticiden
temin edilmistir. Aspergillus carbonarius ve Penicillium verrucosum ile asilama
oncesinde, zeytin ornekleri OTA varligi agisindan test edilmistir. OTA igermedigi
belirlendikten sonra, zeytin tanelerinin ¢ekirdekleri ¢ikarilmis ve blender ile
parcalanarak zeytin ezmesi haline getirilmistir. Zeytin ezmesi 121°C de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilmistir.

3.1.2 Kiif suslar

Bu calismada zeytinlerin asilanmasinda kullanilan A. carbonarius, OTA iireticisi

olarak identifiye edilmis olup, Istanbul Teknik Universitesi Gida Miihendisligi
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Boliimii’nden temin edilmistir. P. verrucosum (CBS-223.71), Hollanda’daki Kiiltiir
Koleksiyonu Merkezi’nden (CBS) tedarik edilmistir.

A. carbonarius ve P. verrucosum, analizler esnasinda kullanilincaya kadar saf kiiltiir
halinde sirasiyla yatik Malt Ekstrakt Agar (MEA-Oxoid, Ltd.) ve Sabouraud
Dekstroz Agar (SDA-Oxoid, Ltd.) bulunan tiipler igerisinde +4°C’de muhafaza

edilmistir.
3.1.3 Sarf malzemeleri

3.1.3.1 Kimyasal sarflar

Aflatoksin ve okratoksin A (OTA) standartlar1 Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya)

den satin alinmstir.

Calismada kullanilan analitik ve HPLC grade ajanlar Merck’ten (Darmstadt,
Almanya) ve phosphate buffered saline (PBS) Oxoid’den (Hampshire, Ingiltere)
satin alinmistir. Her bir PBS tableti, 100 ml distile su igerisinde eritilmektedir.

Hazirlanan soliisyonun pH degeri 25°C de 7,3 tiir.

Aflatoksin ve OTA immunoaffinite kolonlart Romer (Avusturya)’dan temin

edilmistir.

Zeytinleri agilama calismasinda kullanilan steril numune kaplari, hazir olarak
tireticisinden temin edilmistir.

3.1.3.2 Besiyerleri

Malt Ekstrakt Agar (MEA-CMO0059), Sabouraud Dekstroz Agar (SDA-CM0041) ve
peptonlu su (L37) Oxoid’den temin edilmistir.

Malt Ekstrakt Agar bilesimi Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 : Malt ekstrakt agar bilesimi.

Bilesen Miktar (g)
Malt ekstrakt 30,0
Mikrobiyolojik pepton 5,0
Agar 15,0

Yukarida bilesimi verilen hazir besiyerinden 50 g tartilarak 1 L distile su ile
¢cozlilmiistlir. Agar eriyene kadar kaynar su banyosunda tutulmustur. Tiiplere 5 ml

olacak sekilde dagitildiktan sonra, otoklavda 115°C’de 10 dakika sterilize edilmistir.
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Sterilizasyon islemi sonrasinda tilipler egimli bir sekilde yerlestirilmis ve MEA’nin

katilasmas1 beklenmistir.

Sabouraud Dekstroz Agar bilesimi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 : Sabouraud dekstroz agar bilesimi.

Bilesen Miktar (g)
Mikrobiyolojik pepton 10,0
Glukoz (dekstroz) 40,0
Agar 15,0

Yukarida bilesimi verilen hazir besiyerinden 65 g tartilarak 1 L distile su ile
¢Oziilmiistiir. Tiiplere 5 ml olacak sekilde dagitilmistir. Tiipler otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon islemi sonrasinda tiipler egimli bir sekilde

yerlestirilmis ve SDA’nin katilagsmas1 beklenmistir.

Peptonlu su bilesimi Cizelge 3.3te verilmistir.

Cizelge 3.3 : Peptonlu su bilesimi.

Bilesen Miktar (g)
Pepton 10,0
Sodyum klortiir 5,0
Di potasyum hidrojen fosfat 9,0
Potasyum dihidrojen fosfat 15

Bilesimi verilen hazir peptonlu su formiilasyonundan 25 g tartilarak 1 L distile su ile

¢oOziilmistiir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

3.1.4 Alet-ekipman

Bu calismada otoklav (Eryigit ERS 2000 D, Tirkiye), inkiibator (Binder WTB,
Tuttlinger, Almanya), calkalayict (Heidolp Vibramax 100, Almanya), Ultrasonik
Banyo (Bandelin Sonorex RK 510 H, Almanya), vorteks (lka Lab VF2,
Janke&Kunkel GMBH&CO.KG) ve Gaz Kromatografi Cihazi (ThermoQuest Trace
GC 2000, italya) kullamlmistir. Aflatoksin B,, aflatoksin G; ve OTA analizleri
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile gerceklestirilmistir. Kullanilan
HPLC cihaz1 (Agilent Technologies 1100 System); bir vakum degazer, bir
quaternary pompa, 100 pL’lik loop igeren bir otosampler, bir floresans dedektdr ve

aflatoksin tiirevlendirme islemini saglayan Kobra-Cell den olusmaktadir.
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3.2 Metot
3.2.1 Kimyasal analizler

3.2.1.1 Nem tayini

Nem miktart AOAC (2000)’nin 925.40 numarali metoduna gore tayin edilmistir.
Yaklasik 2 g ornek, 95-100°C de sabit agirhiga gelinceye kadar bekletilmistir.
Agirlikca kayip % nem olarak hesaplanmistir.

3.2.1.2 Yag tayini

Yag miktari, AOAC (2000)’nin 948.22 numarali metoduna gore Soxhelet yontemiyle
tayin edilmistir. Yaklasik olarak 2 g zeytin 6rnegi, 16 saat siireyle eter ile ekstrakte
edilmistir. Eter, doner buharlastiriciyla ucurulduktan sonra 95-100°C de 30 dakika
kurutularak sabit agirliga gelinceye kadar beklenmistir. Desikatérde sogutulmus,

tartim yapilmis ve tirlindeki yag miktar1 hesaplanmistir.

3.2.1.3 Protein tayini

Protein tayini, LECO Azot-Protein tayin cihazi kullanilarak firmanin analiz
talimatina gore gergeklestirilmistir. Tespit edilen % azot degeri, zeytin ic¢in olan

cevirme faktorii ile ¢arpilarak protein miktar: hesaplanmigtir.

3.2.1.4 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 (TS- 2131 1SO 928, 2001).

3.2.1.5 pH tayini

pH 6lciimii, Mettler Toledo pH metre kullanilarak yapilmistir. Olgiimlerden énce pH
metre kalibrasyonu yapilmistir.

3.2.1.6 Tuz tayini

Zeytinde tuz tayini i¢in, c¢ekirdegi cikarilip ezme haline getirilmis zeytinden 250
mL’lik bir erlen igerisine 2 g tartilmistir. 100 mL damitik su ilave edilerek 30-40
dakika kaynatilmig, 6 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra 100 mL’lik 6l¢ii

balonu igine siiziilmiis ve 100 mL’ye tamamlanmustir. Tyice karistirilan ¢6zeltiden 2
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ml alinmus, iizerine 50 mL damitik su ve 2-3 damla potasyum kromat ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Karisim glimiis nitrat ¢ozeltisi ile sabit kiremit kirmizisi renge doniinceye
kadar titre edilmistir (TS-774, 2003). Sonu¢ NaCl cinsinden % tuz miktar1 olarak

asagidaki formiile gére hesaplanmistir (3.1).

VxMx5,85x50
m

%Tuz = (3.1)

V: Harcanan giimiis nitrat ¢ozeltisinin miktari, mL
M: Giimiis nitrat ¢dzeltisinin molaritesi, mol/L

m: Numune zeytin kiitlesi, ¢

3.2.1.7 Asitlik tayini

Cekirdegi cikarilmis zeytin ezmesinden 10 g bir erlene tartilmig, {izerine 90 mL
damitik su ilave edilmistir. Ara sira karistirilarak 24 saat bekletilmis ve 100 mL’lik
bir olgilii balona siiziilmiistiir. Siiziintiden 10 mL alinarak, 250 ml’lik erlene
konulmus ve bir iki damla fenolftalein damlatilip ¢alkalanmistir. Uzerine 20 mL
damutik su ilave edilip, kalic1 pembe renk meydana gelinceye kadar sodyum hidroksit
cozeltisi ile titre edilmistir (TS-774, 2003). % asitlik miktar1 asagidaki formiile gore
hesaplanmistir (3.2).

VxMx90
m

%Asitlik =

(3.2)

V: Harcanan sodyum hidroksit ¢6zeltisinin miktari, ml
M: Sodyum hidroksit ¢dzeltisinin molaritesi, (0,1 M)

m: Zeytin numunesinin kiitlesi, g

3.2.1.8 Yag asidi kompozisyonu tayini

Zeytin Orneklerinin iizerini kaplayacak kadar hekzan konularak, mekanik
calkalayicida 10 dakika karistirilmistir. Hekzan ve zeytin karisimi 1 gece
bekletildikten sonra Whatman kagidindan siiziilmiis ve rotary evaporatorde hekzan
ucurulmustur. Elde edilen ekstrakttan iki paralel olacak sekilde 0,1 mL Ornek

alinmig, AOAC (2000)’nin 969.33 metil esterlerin hazirlanmasi-borontrifloriir
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metodu uygulanarak metillendirme islemi yapilmis ve GC’ de (Gas Chromatography,

ThermoQuest, Italya) analiz edilmistir.

3.2.2 Spor siispansiyonunun hazirlanmasi

A. carbonarius ve P. verrucosum sirastyla 5 mL malt ekstrakt agar (MEA) ve 5 mL
saboured dektroz agar (SDA) (Oxoid, Hampshire, Ingiltere) iceren test tiipleri
icerisinde 25°C de 7 giin inkiibe edilerek gelistirilmistir. Bu kiiltiirlerden her bir kiif

tiirline ait sporlar, %0,05 tween80 igeren steril peptonlu su icerisine toplanmistir.

Sporlarin son konsantrasyonu, bir Thoma lami kullanilarak x40 objektif ayarinda
mikroskop ile sayilmis ve 10° spor/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan her

bir spor siispansiyonu, zeytin ezmesi drneklerini asilamada kullanilmistir.

3.2.3 Zeytin ezmesi 6rneklerinin asilanmasi

15 g steril zeytin ezmesi Ornegi, steril numune kaplari igerisine aseptik kosullarda
tartilmis ve 10° spor/ml olacak sekilde spor siispansiyonu ile asilanmistir. Uzerine 3
ml steril su eklenmistir. Su aktivitesi (ay), 0,92 olarak 6l¢iilmiistiir. Asilanan zeytin
ezmesi Ornekleri, homojen dagilimi saglamak i¢in iyice karistirilmis ve farkli sicaklik
derecelerinde 21 giin siiresince inkiibe edilmistir. Her bir kiif tiirti (A. carbonarius ve
P. verrucosum), sicaklik derecesi (10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40°C) ve inkiibasyon
stiresi (1., 3., 5., 7., 14. ve 21. giinler) i¢in ayr1 6rnek kaplar1 hazirlanmis olup, her bir

kosul i¢in 2 tekrarli analiz tasarlanmustir.

3.2.4 Su aktivitesi tayini

Asilanan zeytin ezmesi Orneklerinin su aktivitesi, Pawkit su aktivitesi 6l¢iim cihazi
ile belirlenmistir.

3.2.5 HPLC kosullar

Kromatografik ayirma oda  sicakliginda  gergeklestirilmistir. ~ Aflatoksin
[su:asetonitril:metanol (6:2:3, v/v/v) + 100 puL/L %65’lik HNO3 + 120 mg/L KBr] ve
OTA [su:asetonitril:asetik asit (60:40:2, v/v/v)] mobil fazlarinin her ikisi de
kullanim 6ncesi Sartorius Minisart SRP15 (0,45um) filtreden gegirilmistir. Mobil faz
akis hiz1 1 ml/dak.’dur.
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HPLC’de ayirma iglemi igin, C1g kolon (Waters Spherisorb 5 um, ODS2, 4.6 x 250
mm, Milford, Massachusetts, USA) kullanilmistir. AFB; tespiti Aexc 365 nm, Aem
425 nm de ve OTA tespiti Aexc 335 nm, Aem 465 nm de gergeklestirilmistir.

AFB;, AFG;ve OTA i¢in tayin limiti sirasiyla, 0,03 pg/kg, 0,05 pg/kg ve 0,3 png/kg
dir.

3.2.6 Kalibrasyon egrisi

3.2.6.1 Aflatoksin B; kalibrasyon egrisi

Aflatoksin stok standardi, metanolde ¢oziilmiis olarak temin edilmistir. 0-4°C
arasinda saklanmis ve analiz Oncesinde oda sicakligmma gelmesi beklenmistir.

Standart, Aflatoksin B, B, G; ve G, (1:0,3:1:0,3 ppm) karisimindan olusmaktadir.

Aflatoksin ara standardi, stok aflatoksin standardindan mikropipet ile gekilerek,
1:10 oraninda metanolle karistinlmigir. Ara standartta, Aflatoksin By, B,, G; ve G,

konsantrasyonu sirastyla 100:30:100:30 ppb dir.

AFB; ¢alisma standardim, bes farkli konsantrasyonda hazirlamak igin ara
standarttan Cizelge 3.4’te verilen oranlarda alinmigtir. Metanol ve ultra saf su ilave

edilerek 10 mL hacme tamamlanmustir.

Cizelge 3.4 : Aflatoksin B; (AFB;) ¢alisma standardinin hazirlanmasi.

Vial Aflatoksin Ara Metanol | Ultra Saf Su AFB;
Standardi konsantrasyonu

1. 40 pL 3960 pL 6 mL 0,4 ppb

2. 120 uL 3880 uL 6 mL 1,2 ppb

3. 200 uL 3800 uL 6 mL 2,0 ppb

4. 280 uL 3720 uL 6 mL 2,8 ppb

5. 360 uL 3640 uL 6 mL 3,6 ppb

Hazirlanmis olan her bir vialden, HPLC’ye 100 pL’lik enjeksiyonlar yapilmistir.
HPLC okumalar1 sonras: elde edilen kalibrasyon egrisi (r=0,9999) Sekil 3.1°de

verilmistir.
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B4, FLD1 A
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3.2.6.2 OTA kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.1: AFB; kalibrasyon egrisi.
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03 035 Amount(ppb]

OTA stok standardi, -18°C de saklanmis ve analiz Oncesinde oda sicakligina

gelmesi beklenmistir. Ana stok konsantrasyonu 29,2 ppm dir.

OTA ara standard, stok OTA standardindan mikropipet ile 200 pL ¢ekilerek mobil

faz ile 5840 plL’ye tamamlanmak suretiyle 1 ppm konsantrasyonunda OTA ara

standard1 hazirlanmustir.

OTA c¢ahisma standardimi, bes farkli konsantrasyonda hazirlamak igin ara

standarttan Cizelge 3.5’te verilen oranlarda alinmistir. Mobil faz ilave edilerek 10

mL hacme tamamlanmustir.

Cizelge 3.5 : Okratoksin A (OTA) calisma standardinin hazirlanmasi.

Vial | OTA Ara Standardi Mobil Faz OTA konsantrasyonu
1. 10 uL 9990 uL 1 ppb
2. 20 uL 9980 uL 2 ppb
3. 50 uL 9950 uL 5 ppb
4. 100 uLL 9900 uL 10 ppb
5. 200 uL 9800 uL 20 ppb

Hazirlanmis olan her bir vialden, HPLC’ye 100 pL’lik enjeksiyonlar yapilmaistir.
HPLC okumalar1 sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi (r=0,9999) Sekil 3.2°de

verilmistir.
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ota, FLD1 A
Area = 1737452897 Amt +0 0007503
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0 7 ] | 0 7 ] |
a 028 05 078 1 125 15 175 2 Amount[ng]

Sekil 3.2: OTA kalibrasyon egrisi.
3.2.7 Mikotoksin analizleri

Aflatoksin ve OTA analizleri, HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

cihazinda gergeklestirilmistir.

3.2.7.1 Aflatoksin analizi

Aflatoksin tayini, Leontopoulos ve dig. (2003) tarafindan galisilan metot ile HPLC
cthazinda gerceklestirilmistir. 15 g 6rnek 30 mL methanol+su (80:20, v/v) soliisyonu
ile kanstirtlmis ve 10 dak. c¢alkalanmistir. Filtrasyon (Millipore, EEC) islemi
uygulanmis ve filtrattan 1 mL alimarak 10 mL distile su ile karistirilmistir.
Seyreltilmis filtrat Aflaprep immunoaffinite kolondan (Romer, Avusturya) 6 mL/dak.
akis hizinda gegirildikten sonra kolon 10 mL distile su ile iki kez yikanmis ve en son
hava gegirilerek kurutulmustur. Aflatoksinin kolondan elusyonu ve HPLC’de
degerlendirilmesi asamalarinda Leontopoulos ve dig. (2003) tarafindan gelistirilen
metotta asagida belirtilen modifikasyonlar yapilmistir. Aflatoksinin immunoaffinite
kolondan  toplanmasinda  KoBra-Cell (aflatoksin’in  tiirevlendirilmesini
saglamaktadir) ile ¢alisilan metotlarda uygulanan 1 mL metanol ve 1 mL deiyonize
su kullanilmigtir.  Aflatoksinin  kolondan eliisyonu 0,3 mL/dak. akis hizinda
gerceklestirilmistir. Son eluattan, HPLC’ye 100 pL enjekte edilmistir. Mobil faz,
Cis kolondan 1,0 mL/dak. akis hizinda geg¢irilmistir. Toksin standardi iceren kontrol
(spiked) ornekler (2,0 ug/kg AFB;), bu metot ile analiz edildiginde ortalama %75
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geri kazanim orani elde edilmistir. Aflatoksin By ve aflatoksin G; i¢in tayin sinir1
(LOD), sirastyla 0,03 ng/kg ve 0,05 pg/kg’a esdeger olarak tahminlenmistir.

Sonuglar geri kazanim oranina gore diizeltilmemistir.

3.2.7.2 OTA analizi

OTA analizleri, Ghitakou ve dig. (2006) tarafindan ¢alisilan metot ile HPLC
cihazinda gerceklestirilmistir. 15 g 6rnek 30 mL methanol+su (80:20, v/v) soliisyonu
ile karistirllmis ve 10 dak. c¢alkalanmistir. Filtrasyon (Millipore, EEC) islemi
uygulanmis ve filtrattan 2 mL alinarak 40 mL PBS ile seyreltilmistir. 1 dakika
karistirllmistir.  Seyreltilmis filtrat, Ochraprep immunoaffinite kolondan (Romer,
Avusturya) 2 mL/dak. akis hizi ile gegirilmistir. Kolon 20 mL distile su ile yikanmig
ve en son hava gegirilerek kurutulmustur. OTA’nin kolondan elusyonu ve HPLC’de
degerlendirilmesi agamalarinda Ghitakou ve dig. (2006) tarafindan gelistirilen
metotta asagida belirtilen modifikasyonlar yapilmistir.  Son eluatta mobil faz
bilesimini saglayacak sekilde kolondan once yavasga 1235 pL asetonitril:asetik asit
(40:2) soliisyonu, sonra 1765 pL su gecirilmis ve bir Ornek vial’i igerisinde
toplanmistir. Son eluattan, HPLC’ye 100 pL enjekte edilmistir. Mobil faz, Cig
kolondan 1,0 mL/dak. akis hizinda gegirilmistir. Toksin standardi igeren kontrol
(spiked) ornekler (2,0 pug/kg OTA), bu metot ile analiz edildiginde ortalama %72
geri kazanim orani elde edilmistir. Tayin siir1 (LOD), 0,3 pg/kg’a esdeger olarak

tahminlenmistir. Sonuglar geri kazanim oranina gore diizeltilmemistir.

OTA varliginin  dogrulanmasi, immunoaffinite eluat’a ait Ornek ile
gergeklestirilmistir. Eluat kurutulmus ve boron trifluorid’in metanolik soliisyonunda
¢oziindiiriilmiistiir. 60°C de 15 dak. 1sitildiktan sonra HPLC’ye enjekte edilmistir.
OTA pikinin gozden kaybolup, metilester tiirevinin gdzlenmesi ile OTA varlig

dogrulanmustir.

3.2.7.3 Geri kazanimin hesaplanmasi ve tayin limiti

Analizi yapilarak AFB; ve OTA agisindan temiz oldugu belirlenen zeytin 6rneginde
tespit limiti ve geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. Materyal olarak kullanilan zeytin

ornegine ait HPLC kromatogrami Sekil 3.3’te gosterilmistir.
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FLO A, Bx=335, Em=485 (GULCOTAEY -BLNKAIE0:50300 L)
AR

0.225
02225 4
0.22
02173 4
0215
02125 4
021 4
02073 4
T T T T T T
a 2 4 G a 10 12 min

Sekil 3.3 : Kontrol (blank) zeytin 6rnegi HPLC kromatograma.

AFB; ve OTA acisindan temiz numune iizerine AFB; ve OTA standartlarindan 2,0

ng/kg spike islemi yapilmistir. % Geri Kazanim asagidaki formiil ile hesaplanmistir
(3.3).

C
%GK = - x100 (3.3)

2

GK= Geri kazanim
C,= Numunede okunan konsantrasyon
C,=Numuneye ilave edilen standart konsantrasyonu

Toksin standardi ilavesi (spike) yapilan o6rnekler AFB; ve OTA ig¢in belirtilen
metotlar ile analiz edildiginde sirasiyla ortalama %75 ve %72 geri kazanim orani

elde edilmistir.

Tayin limiti i¢in blank zeytin 6rneginde belirlenen sinyal/giiriiltii oran1 baz alinmis
olup, sinyal/giiriiltii oraninin 3 kati alimmistir. AFB1, AFGive OTA igin tayin limiti
(LOD), sirasiyla 0,03 pg/kg, 0,05 pgkg ve 0,3 pgkg’a esdeger olarak

tahminlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Aflatoksin ve OTA Tarama Calismasi

Istanbul ve ¢evresindeki halk pazarlaridan 2007 yilinda tesadiifi 6rnekleme ydntemi
ile temin edilen sofralik siyah zeytin ve zeytinyag1 6rneklerinde aflatoksin B; (AFB;)

ve okratoksin A (OTA) varligi incelenmistir.

4.1.1 Sofralik siyah zeytinde aflatoksin ve OTA

Sofralik siyah zeytin 6rneklerinde belirlenen AFB; ve OTA bulgulari Cizelge 4.1°de
verilmistir. Incelenen 30 siyah zeytin &rneginin %96,7’sinde AFB; varlig1 tespit
edilmemis olup, yalmizca bir 6rnekte 0,03 pg/kg diizeyinde AFB; belirlenmistir.
Ayrica bir zeytin 6rneginde 0,09 ug/kg diizeyinde aflatoksin G; bulunmustur.

Literatiirde zeytinin aflatoksin olusumu i¢in zayif bir substrat oldugu ve diisiik
miktarda AFB; olusumunun kafeik asit, katesin, kumarin ve fenolik bilesenler gibi
antimikrobiyal maddelerden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (Leontopoulos ve
dig., 2003). Ghitakou ve dig., (2006) tarafindan Yunan orijinli 30 zeytinde yapilan
calismada Orneklerin tamamiin (%100) 0,15-1,13 ng/g diizeyinde aflatoksin Bl
icerdigi belirlenmistir. Fas’ta perakende satis yeri ve stipermarketten temin edilen 10
adet zeytin 6rneginde yapilan ¢alismada ise 3/10 6rnekte 0,5-5,0 pg/kg diizeyinde
aflatoksin B; tespit edilmistir (El Adlouni ve dig., 2006).

Cizelge 4.1 : Sofralik siyah zeytin 6rneklerinde AFB; ve OTA varligi.

Zeytinde AFB; Zeytinde OTA

AFB; miktar1 Ornek Oran OTA miktar1 Ornek Oran
(ng/kg) sayist (%) (ng/kg) sayist__ (%)
ND 29 96,7 ND 8 26,7

0,03 1 33 0,3-1,00 15 50,0
1,00-2,00 5 16,7

2,01-3,00 2 6,6

Toplam 30 100 Toplam 30 100

ND: Tayin edilmedi (<LOD)
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Tarama c¢alismasinda incelenen 30 siyah zeytin 6rneginin %73,3 linlin 0,54-2,99
pg/kg araliginda OTA igerdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde, Yunan orijinli 30
zeytin orneginde gergeklestirilen bir ¢alismada, OTA miktar1 2 6rnekte 1,18 ve 1,86
ug/kg diizeyinde bulunmustur (Ghitakou ve dig., 2006). Fas’ta perakende satis yeri
ve siipermarketten temin edilen 10 adet zeytin 6rneginde yapilan calismada 6/10
ornekte 0,31-1,02 pg/kg diizeyinde OTA belirlenmistir (El Adlouni ve dig., 2006).
Bu durumda orneklerimizdeki OTA kontaminasyonunun siklikla bulundugu
sOylenebilir. Cizelge 4.2’de sofralik siyah zeytin Ormeklerinde yapilan OTA

bulgular verilmistir.

Cizelge 4.2 : Sofralik siyah zeytin 6rneklerinin OTA miktar1 (ug/kg).

Ornek | OTA miktar1 | Ornek | OTA miktari
No (ng/kg) No (ng/kg)
1 ND 16 1,27
2 0,56 17 2,37
3 0,88 18 ND
4 0,98 19 0,75
5 0,94 20 0,79
6 0,88 21 ND
7 0,87 22 ND
8 0,88 23 0,87
9 0,88 24 0,78
10 0,84 25 0,54
11 0,90 26 ND
12 1,15 27 2,99
13 1,84 28 ND
14 1,65 29 ND
15 1,87 30 ND

ND: Tayin edilmedi (<LOD)

Incelenen sofralik siyah zeytin orneklerinde OTA’min  siklikla  bulundugu
goriilmiistiir. Bir zeytin 6rneginde (6rnek no:3) OTA (0,88 ng/kg) ve AFB; (0,03
pg/kg) in, bir diger zeytin 6rneginde de (6rnek no:14) OTA (1,65 pg/kg) ve
aflatoksin G (0,09 pg/kg) in birlikte bulundugu belirlenmistir. Fas’ta perakende satis
yeri ve stipermarketten temin edilen 10 adet zeytin 6rneginde yapilan ¢alismada 3/10
ornekte de aflatoksin ve OTA birlikte bulunmustur (El Adlouni ve dig., 2006).
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4.1.2 Zeytinyaginda aflatoksin ve OTA
Zeytinyag1 orneklerinde belirlenen AFB; ve OTA bulgular1 Cizelge 4.3’te verilmistir.

Incelenen 30 zeytinyagi drneginin yalnizca bir adedinde 0,03 pg/kg diizeyinde AFB;
belirlenmistir. Yunan ve Ispanyol orijinli zeytinyaglarda yapilan bir ¢alismada 5-10
ug/kg diizeyinde AFB; tespit edilmistir (Toussaint ve dig., 1997). Yunan orijinli 50
zeytinyagt Orneginde AFB;’in incelendigi bir baska c¢alismada, iki farkli analiz
metodu kullanilmistir. Uygulanan metotlardan birinde AFB; tespit edilemezken,
diisiik tayin limitli diger metotta Orneklerin %72’sinde diisilk miktarlarda AFB;
(0,0028-0,0463 pg/kg) varligi belirlenmistir (Daradimos ve dig., 2000).

Cizelge 4.3 : Zeytinyag1 6rneklerinde AFB; ve OTA varlig.

Zeytinyaginda AFB, Zeytinyaginda OTA

AFB; miktar1 Ornek Oran OTA miktar1 Ornek  Oran
(ng/kg) sayist (%) (ng/kg)  sayisi (%)
ND 29 96,7 ND 5 16,7

0,03 1 3,3 0,3-1,00 10 33,3
1,00-2,00 14 46,7

2,01-3,00 1 3,3

Toplam 30 100 Toplam 30 100

ND:Tayin edilmedi (<LOD)

Tarama c¢aligmamizda zeytinyagi Ornekleri OTA varligi acgisindan incelendiginde,
OTA Kkontaminasyonunun siyah zeytine benzer sekilde yaygin oldugu tespit

edilmistir.

Incelenen 30 zeytinyag drneginin 10 adedinde 0,36-0,98 ug/kg, 14 adedinde 1,00-
2,00 pg/kg ve 1 adedinde de 2,10 pg/kg diizeyinde OTA belirlenmistir. Zeytinyagi
orneklerinde OTA varhigiin, OTA ile kontamine zeytinlerdeki toksinin

zeytinyaglarina gegmesi ile ortaya ¢iktigr diistiniilmektedir.

Zeytinyag1 érmeklerinde yapilan OTA analiz bulgular1 Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4 : Zeytinyagi 6rneklerinde OTA miktar1 (ug/kg).

Ornek | OTA miktar1 | Ornek | OTA miktar
No (ng/kg) No (ng/kg)
1 0,50 16 1,63
2 1,56 17 0,77
3 0,42 18 1,55
4 0,61 19 1,58
5 1,59 20 1,63
6 1,61 21 ND
7 1,55 22 ND
8 1,23 23 0,48
9 2,10 24 0,36
10 1,26 25 ND
11 1,29 26 0,54
12 1,26 27 0,98
13 1,09 28 0,66
14 1,08 29 ND
15 0,55 30 ND

ND: Tayin edilmedi (<LOD)

Incelenen 30 zeytinyag 6rneginin 25 adedinde OTA bulunmustur. OTA miktari 0,36
ng/kg-2,10pg/kg arasindadir. Bir zeytinyagi orneginde (6rnek no:24) OTA (0,36
ug/kg) ve AFB; (0,03 pg/kg) in birlikte bulundugu belirlenmistir.

Finoli ve dig., (2005) tarafindan yapilan ¢aligmada Sicilya’da iiretilen zeytinyag1 ve
zeytinden olusan toplam 45 adet 6rnek aflatoksin ve okratoksin A varligi agisindan
incelenmistir. Zeytinyag1 orneklerinin %46’sinda (6-40 ng/kg aflatoksin ve 52-244
ng/kg OTA) ve zeytin 6rneklerinin %67°sinde (31-1518 ng/kg aflatoksin ve 101-
8391 ng/kg OTA) bu mikotoksinler belirlenmistir. Ayrica, 1 adet zeytinyag: ve 6
adet zeytin Orneginde aflatoksin ve okratoksin A’nm birlikte bulundugu
bildirilmistir.

Son c¢aligmalar, zeytinde toksijenik kiif sporlarinin (Aspergillus) mevcudiyetini ve
AFB; ve OTA olusumunu gostermektedir. Zeytinyaginda bulunan aflatoksin ve
OTA’nin kontamine zeytinlerin islenmesinden ileri geldigi diisiiniilmektedir.
Ispanyol zeytinyaglarinda aflatoksin varligi daha ©nceden yapilmis calismada
bildirilmistir (Toussaint ve dig., 1997). OTA ise Fas’ta (Leontopoulos ve dig., 2003)
ve son olarak Yunan orijinli zeytinyaglarinda belirlenmistir (Papachristou ve
Markaki, 2004; Roussos ve dig., 2006).

Literatiirde zeytin mikroflorasinda siyah Aspergilli’lerin ve Penicillium tiirlerinin

izole edildigi belirtilmektedir. Tarama ¢alismamizda incelenen zeytin ve zeytinyagi
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orneklerinde yaygin bir sekilde OTA varliginin belirlenmesi {izerine, ¢alismanin
devaminda sofralik siyah zeytinde OTA olusumuna iki farkli cinse ait OTA {ireticisi
kiifiin ve sicakligin etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Asilama ¢alismasinda
kullanilmak tizere siyah Aspergilli’leri temsilen Aspergillus carbonarius ve
Penicillium’lar1 temsilen Penicillium verrucosum kif tiirleri segilmistir. Sofralik
siyah zeytinde A. carbonarius ve P. verrucosum tarafindan OTA olusumuna sicaklik
(10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40°C) etkisi 21 giinliik inkiibasyon siiresince incelenmistir.

4.2 Kimyasal Analizler

A. carbonarius ve P. verrucosum ile agilama ¢aligmasinda kullanilan sofralik siyah
zeytinin bilesimini belirlemek amaciyla yapilan kimyasal analizlere ait bulgular

Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5 : Sofralik siyah zeytinin bilesimi.

Zeytinin Bilesimi | Miktar (%)
Nem 54,9
Yag 30,3
Protein 0,9
Kiil 5,8
Karbonhidrat 8,1
pH 5,4
Tuz 1,6
Asitlik 0,4

Asilama calismasinda kullanilan sofralik siyah zeytinde belirlenen yag asidi

kompozisyonu Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6 : Sofralik siyah zeytin 6rneklerinin yag asidi kompozisyonu.

Yag Asidi Miktar (%)
Myristik 0,03
Palmitik 12,34
Palmitoleik 1,31
Margarik 0,10
Heptadesenoik 0,24
Stearik 0,53
Oleik 73,72
Linoleik 9,06
Arasidik 0,34
Gadoleik 0,21
Alfa-Linolenik 0,57
Ekosenoik 0,04
Behenik 0,14
Dihomo-Gamma Linolenik 0,70
Arakidonik 0,68
Toplam 100

4.3 Sofralik Siyah Zeytinde Asilama Calismasi

4.3.1 A. carbonarius tarafindan farkh sicakliklarda OTA olusumu

Dogada yaygin bir sekilde bulunan siyah Aspergilli’lerin tiimii yakin zamana kadar
A. niger olarak tanimlanmaktaydi. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda ise siyah renkli
Aspergillus grubu igerisinde farkli tiirlerin oldugu belirlenmistir. A. carbonarius
mikroskobik olarak koloni biiyiikliigii ve gen diziliminden ayirt edilebilmektedir
(Cabanes ve dig., 2002). Calismamizda siyah Aspergilli’leri temsilen OTA

olusumundan asil olarak sorumlu olan A. carbonarius se¢ilmistir.

Calismamizda A. carbonarius ile asilanan ezme halindeki zeytin 6rnekleri; 0,92 a,
degerinde, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40°C sicaklik derecelerinde 21 giin siiresince
inkiibe edilmis ve belirli araliklarla OTA tayini yapilmistir.
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Sofralik siyah zeytin orneklerinde inkiibasyon siiresince belirlenen OTA miktarlari

Cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 : Sofralik siyah zeytinde A. carbonarius tarafindan OTA olusumu.
OTA olusumu (pg/kg)?
Gin 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C  40°C
1 ND 4166 4151 4394 4833 23091 ND
3 ND 5454 2482 2500 27,89 35,00 ND
5 ND 50,15 1421 1433 13,03 3242 ND
7 ND 5151 962 11,70 7,51 23,18 ND
14 ND 44,09 4181 4045 37,12 49,24 ND
21 ND 46,21 1,00 8,91 0,60 10,39 ND

8. Iki tekrarin ortalamasi

ND: Tayin edilmedi (<LOD)
10°C ve 40°C de 21 giinliik inkiibasyon siiresince sofralik siyah zeytin ezmesi
orneklerinde, kiif gelisimi ve OTA olusumu belirlenmemistir. Kapetanakou ve dig.
(2009) tarafindan da A. carbonarius’un MEA besiyeri ortaminda 10°C ve 40°C de
OTA olusturmadigr tespit edilmistir. Bu agidan bulgumuz literatiir verileri ile

uyumludur.

Maksimum OTA akiimiilasyonunun (54,54 pg/kg diizeyinde), test edilen sicaklik
derecelerinden 15°C de ve inkiibasyonun 3. giiniinde gergeklestigi belirlenmistir.
Benzer sekilde A. carbonarius’un farkli nem igerigine sahip fistiklarda 15°C de
maksimum miktarda (4-52 pg/kg) OTA olusturdugu bildirilmistir (Marin ve dig.,
2008). Ancak, literatiirde 0,85 a, degerinin altinda A. carbonarius gelisiminin
gozlenmedigi, 15°C de gelisimin sadece yiiksek a, degerlerinde (0,92 ve 0,95)
gerceklestigi belirtilmektedir (Romero ve dig., 2007).

Ayrica, A. carbonarius’un tiziimde 30-35°C ve 0,96 a, de optimum gelisim
gosterdigi, maksimum OTA olusumunun ise 15-20°C de 0,93-0,96 a,, degerlerinde
(Tassou ve dig., 2007) ve 20°C de gozlendigi bildirilmistir (Belli ve dig., 2006a;
Valero ve dig., 2006). Ispanya ve Tunus’ta iiziimlerden izole edilmis olan A.
carbonarius ile yapilan galismada, lizim benzeri besiyeri ortami kullanilmistir.

Gelisim ve OTA olusumu 20°C de en fazla olmustur (Marin ve dig., 2006).
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Sofralik siyah zeytin drneklerinde OTA miktart, 15°C de inkiibasyonun 3. giiniinde
maksimum degere ulastiktan sonra miktarda hafif bir dalgalanma gozlenmistir.
Ancak OTA miktarinda ¢ok keskin bir artis ya da azalma olmamustir. Valero ve dig.
(2006) tarafindan synthetic nutrient medium’da (SNM) yapilan c¢alismada da A.
carbonarius tarafindan olusturulan OTA akiimiilasyonunun inkiibasyonun ilk
giiniinde basladig1 ancak, maksimum akiimiilasyonun 4. ve 7. giinler arasinda oldugu
bildirilmistir.

Sofralik siyah zeytin Orneklerinde A. carbonarius tarafindan OTA olusumuna

sicaklik etkisi Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 : Sofralik siyah zeytinde A. carbonarius tarafindan farkli sicakliklarda
OTA olusumu.

15°C de inkiibe edilen sofralik zeytin drneklerinde maksimum OTA akiimiilasyonu
inkiibasyonun 3. giiniinde 54,54 pg/kg olarak belirlenmistir. 20, 25 ve 30°C de
inkiibasyonun ilk giiniinde belirlenen OTA miktarlar1 birbirine ¢ok yakin olup,
sirastyla 41,51; 43,94 ve en yiiksek 30°C de 48,33 ug/kg dir. 35°C de inkiibasyonun
ilk giiniinde OTA olusumunun diger sicaklik derecelerine gére daha az oldugu ve
inkiibasyonun 3. giiniinde 35,00 pg/kg degerine ulastig1 gézlenmistir. 20, 25 ve 30°C
de inkiibasyonun ilk giiniinde belirlenen OTA miktarlar1 inkiibasyonun 7. giliniine
kadar azalan bir kinetik gostermistir. OTA miktari, 30°C de inkiibasyonun 7.
giiniinde 7,51 pg/kg diizeyine kadar diigmiistiir. 35°C de inkiibasyonda ise 15°C
dekine benzer sekilde inkiibasyonun iigiincii giiniine kadar OTA miktarinda artma,

sonrasinda azalma gozlenmistir. 20-35°C sicaklik dereceleri arasinda inkiibasyonda
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7. ginden sonra OTA akiimiilasyonunda hizl1 bir artis gozlenmis ve 20, 25 ve 30°C
de inkiibasyonun 14. gilinlinde OTA miktar1 yaklasik olarak ilk giinde belirlenen
degerlere yiikselmistir. inkiibasyonun 14. giiniinden itibaren OTA miktar1 azalma
siirecine girmis ve 30°C de inkiibasyonun 21. giiniinde 0,60 pg/kg minimum degeri
tespit edilmistir. OTA miktarindaki azalmalarin molekiiliin fungal degradasyonu ile
yani kiifiin metabolik faaliyetinin devami igin toksini alternatif karbon kaynagi
olarak kullanmasi sonucu olabilecegi belirtilmektedir. Ayrica, A. carbonarius’un
karboksipeptidaz enzimi ile OTA’y1 okratoksin a gibi diger iiriinlere parcalayabildigi
de bildirilmektedir (\Valero ve dig., 2006).

15°C de 21 giinliik inkiibasyon siiresince belirlenen OTA miktarlari, istatistiki
(p<0,05) olarak da diger sicaklik derecelerindeki verilerden 6nemli bir sekilde farkli
bulunmustur. 20, 25, 30 ve 35°C de belirlenen OTA miktarlar1 arasinda ise
Duncan’in Coklu Aralik Testine gore istatistiki olarak onemli bir farkin olmadigi
belirlenmistir. A. carbonarius ile asilanan sofralik siyah zeytin 6rneklerinin 20-35°C
sicaklik dereceleri arasinda 21 giinliik inkiibasyonu siiresince belirlenen OTA
miktarlar1 15°C de belirlenen degerlerden daha disiiktiir. Leong ve dig. (2006),
sentetik {izim suyu besiyerinde (SGM) 0,92 su aktivitesi (ay) degerinde, 15°C nin
tizerindeki inkiibasyon sicakliklarinda ve Marin ve dig. (2008) farkli nem igerigine
sahip fistiklarda 20°C nin tzerindeki sicakliklarda A. carbonarius tarafindan
olusturulan OTA miktarinda hizli degradasyon gergeklestigini bildirmektedir. 35°C
hari¢ 20, 25 ve 30°C deki bulgularimiz literatiir ile uyumluluk gostermektedir.

Incelenen inkiibasyon sicakliklarindan 15, 20, 25, 30 ve 35°C de, OTA olusumunun
ilk giinden baglamasi dikkat ¢ekmektedir. Literatiirde benzer bulgulara rastlanmis
olup, A. carbonarius’'un OTA direten diger tiirlerden farkli olarak konidyal
c¢imlenmeden sadece birka¢ saat sonra kiif sporlarinda akiimiile olmus olan OTA’y1

ortama salgiladigi belirtilmektedir (Atoui ve dig., 2007a).

Sentetik iiziim suyu besiyerinde (SGM) yapilan bir ¢alismada, 15°C ve 0,92 ay
degerinde A. carbonarius izolatlarinin kiigiik kolonileri tarafindan OTA olusumu
belirlenmigtir. Bu durum OTA olusumunun, kiif gelisiminin erken safhasinda
gerceklestigini yani toksinin yalnizca sabit fazda sekonder metabolit olarak degil,
ayni zamanda aktif hif gelisimi esnasinda olustugunu gostermektedir (Leong ve dig.,

2006).
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4.3.2 P. verrucosum tarafindan farkh sicakhklarda OTA olusumu

P. verrucosum, yaygin bir sekilde hububatlardan (Lindblad ve dig., 2004; EImholt ve
Rasmussen, 2005) izole edilmektedir. Heperkan ve dig. (2006) tarafindan siyah
zeytinden de izole edilmistir. P. verrucosum izolatlar1 YES ve CYA besi
ortamlarinda 25°C de 7 giin inkiibe edildiginde, izolatlarin en az % 66’sinin OTA
olusturdugu belirtilmektedir (Frisvad ve dig., 2005). P. verrucosum’un diisiik ay
degerlerinde dahi OTA olusturabildigi bildirilmektedir. Lag faz iizerine ay’nin etkisi
sicakliktaki azalma ile artmaktadir. 20-30°C de spor germinasyonu 0,80 a,, degerinde
gerceklesirken, 10°C de germinasyon igin gerekli minimum a,, degeri 0,85 olarak

belirtilmektedir (Pardo ve dig., 2006a).

Calismamizda P. verrucosum ile asilanan zeytin ezmesi drnekleri; 0,92 a,, degeri ve
yedi farkli sicaklik derecesinde (10-40°C) 21 giin inkiibe edilmis ve belirli araliklarla
OTA tayini yapilmustir. Inkiibasyon siiresince belirlenen OTA miktarlar1 Cizelge

4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 : Sofralik siyah zeytinde P. verrucosum tarafindan OTA olusumu.
OTA olusumu (pg/kg)?

Giin  10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
1 ND 459 7,33 8,00 7,04 2,10 ND
3 764 658 736 7,68 6,51 ND ND
5 333 7,75 785 745 7,50 1,09 ND
7 ND 421 659 748 5,90 ND ND
14 315 497 572 542 7,54 ND ND
21 2,73 380 536 6,24 6,38 ND ND

- 1ki tekrarin ortalamasi
ND: Tayin edilmedi (<LOD)

Sofralik zeytin Orneklerinde 10°C de, inkiibasyonun ilk giininde OTA olusumu
belirlenmemistir. inkiibasyonun 3. giiniinde OTA miktar1, 7,64 upg/kg degerine
yiikselmistir. Daha sonra azalma siirecine girmis ve 7. giinde OTA olusumu
belirlenmemistir. 14. ve 21. giinlerde ise sirasiyla 3,15 pg/kg ve 2,73 pg/kg degerleri

belirlenmistir.
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40°C de 21 giinliik inkiibasyon siiresince sofralik siyah zeytin ezmesi drneklerinde,
kiif gelisimi ve OTA olusumu belirlenmemistir. Literatiirde P. verrucosum gelisimi

i¢in 0-31°C sicaklik araligi belirtilmektedir (Pitt and Hocking, 1997).

Calismamizda 15°C de OTA akiimiilasyonunun 20, 25 ve 30°C deki degerlerden
daha az oldugu belirlenmistir. 15°C de inkiibasyonun 5. giinine kadar OTA
miktarinda stirekli bir artis, sonrasinda azalma gozlenmistir. 15°C de OTA miktar 5.
giinde 7,75 pug/kg maksimum degerine yiikselmis, sonrasinda stirekli azalma egilimi
gostererek 21. gilinde 3,80 pg/kg minimum degerine inmistir. 35°C de ise sadece
inkiibasyonun 1. ve 5. giinlerinde sirasiyla 2,10 ve 1,09 ng/kg gibi ¢ok diisiik
miktarlarda OTA akiimiilasyonu belirlenmis, inkiibasyonun diger giinlerinde OTA
tespit edilmemistir. Sofralik siyah zeytin 6rneklerinde P. verrucosum tarafindan OTA

olusumuna sicaklik etkisi Sekil 4.2°de verilmistir.

9 -
8
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Sekil 4.2 : Sofralik siyah zeytinde P. verrucosum tarafindan farkli sicakliklarda
OTA olusumu.

20, 25 ve 30°C de inkiibe edilen orneklerde, inkiibasyonun birinci giiniinde
belirlenen OTA miktarlar birbirine ¢ok yakin olup, sirasiyla 7,33 pg/kg, 8,00 ug/kg
ve 7,04 pg/kg dir. 15, 20, 25 ve 30°C de elde edilen veriler arasinda istatistiki
(p>0,05) olarak oOnemli bir farkin olmadigi tespit edilmistir. Literatiirde P.
verrucosum gelisimi i¢in optimum sicaklik degeri 20°C (Pardo ve dig., 2006b), OTA
olusumu igin ise 0,90-0,98 a, araliginda 25°C olarak belirtilmektedir (Murphy ve
dig., 2006).
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20-30°C sicaklik derecelerinde inkiibasyonun ilk gilinliinde akiimiile olan OTA, 3.
giinde hafif bir dalgalanma gostermekte, inkiibasyonun 5. giliniine kadar hemen
hemen sabit miktarda kalmaktadir. inkiibasyon siirecinin devaminda OTA miktar
azalma egilimi gostermekte olup, sadece 30°C de inkiibasyonun 14. giiniinde ve

25°C de inkiibasyonun 21. giiniinde OTA miktarinda hafif bir artma gozlenmistir.

Ezme halindeki zeytin 6rneklerinde P. verrucosum tarafindan OTA olusumuna etkisi
incelenen sicaklik derecelerinden 15, 20, 25, 30 ve 35°C de OTA akiimiilasyonu, A.
carbonarius ile asilanan 6rneklerdekine benzer sekilde inkiibasyonun ilk giiniinde
baglamistir.  Literatiirde  inkiibasyonun ilk  giliniinde  belirlenen = OTA
akiimiilasyonunun, toksin olusumu ile degil orneklere asilanan kiif sporlarindan

ortama OTA difiizyonu ile gerceklestigi belirtilmektedir (Valero ve dig., 2006).

P. verrucosum ile asilanan zeytin ezmesi Orneklerinin 21 giinliikk inkiibasyonu
stiresince OTA miktarinda dalgalanmalar gozlenmistir. OTA’nin stabil bir molekiil
olmast nedeniyle dogal olarak dekompoze olmadigi (Leong ve dig., 2006),
miktardaki azalmalarin molekiiliin fungal degradasyonu ile yani kiifiin metabolik
faaliyetinin devamut i¢in toksini alternatif karbon kaynagi olarak kullanmasi sonucu

olabilecegi belirtilmektedir (Valero ve dig., 2006).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada ilk olarak Istanbul ve cevresinde piyasadan temin edilen 30 zeytin ve
30 zeytinyagi Ornegi Aflatoksin ve OTA mevcudiyeti agisindan incelenmistir.
Calisma sonucunda analiz edilen sofralik siyah zeytin ve zeytinyagi Orneklerinin
yalnizca birer tanesinde ¢ok diisiik diizeyle aflatoksin B; (AFB;) belirlenmis olup,
sofralik siyah zeytinin AFB; olusumu agisindan zayif bir substrat oldugu goriisii

bulgumuz ile de desteklenmistir.

Buna karsilik, sofralik siyah zeytin o6rneklerinin %73,3’liniin 0,54-2,99 png/kg
diizeyinde ve zeytinyagi orneklerinin %83,3’iliniin 0,36-2,10 pg/kg diizeyinde OTA
icerdigi tespit edilmistir. Ayrica, bir zeytin ve bir zeytinyagi 6rneginde AFB; ve
OTA’nin birlikte bulundugu goézlenmistir. Bir zeytin 6rneginde de 0,03 pg/kg
aflatoksin Gy in OTA ile birlikte bulundugu belirlenmistir.

OTA nin oOrneklerde yaygm bir sekilde bulunmasi {izerine 2 farkli kif tiird,
Aspergillus carbonarius ve Penicillium verrucosum un siyah zeytinde OTA
olusumundaki rolii incelenmistir. A. carbonarius ve P. verrucosum kuf tiirleri,
sofralik siyah zeytinden hazirlanan zeytin ezmesine asilanmis ve 6rnekler 10, 15, 20,

25, 30, 35 ve 40 °C sicaklik derecelerinde 21 giin siire ile inkiibe edilmistir.

Sofralik siyah zeytinde A. carbonarius tarafindan maksimum OTA olusumu, test
edilen inkiibasyon sicakliklarindan 15°C de inkiibasyonun 3. giiniinde belirlenmistir.
10°C ve 40°C de 21 giinliik inkiibasyon siiresince zeytin orneklerinde, kiif gelisimi
ve OTA olusumu belirlenmemistir. 20, 25, 30 ve 35°C de belirlenen OTA miktarlar1
arasinda ise Duncan’in Coklu Aralik Testine gore istatistiki olarak dnemli bir farkin

olmadig belirlenmistir.

P. verrucosum’un 20, 25, 30°C de olusturdugu OTA miktarlar1 birbirine ¢ok yakin
bulunmustur. Bu sicakliklarda elde edilen veriler arasinda istatistiki (p>0,05) olarak
onemli bir farkin olmadig tespit edilmistir. OTA’nin 10 ve 15°C de 20°C den daha
diisiik miktarlarda, 35°C de ise sadece 1. ve 5. giinlerde sirastyla 2,10 ve 1,09 pg/kg
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gibi ¢ok diisiik miktarlarda oldugu belirlenmistir. 40°C de 21 giinliik inkiibasyon

stiresince kiif gelisimi ve OTA olusumu belirlenmemistir.

A. carbonarius ve P. verrucosum ile asilanan zeytin ezmesi orneklerinin 21 giinliik
inkiibasyonu siiresince OTA miktarinda dalgalanmalar gézlenmistir. OTA’nin stabil
bir molekiil olmasi nedeniyle dogal olarak dekompoze olmadigi (Leong ve dig.,
2006), miktardaki azalmalarin molekiilin fungal degradasyonu ile yani kiifin
metabolik faaliyetinin devami icin toksini alternatif karbon kaynagi olarak
kullanmast sonucu olabilecegi Dbelirtilmektedir. Ayrica, A. carbonarius’un
karboksipeptidaz enzimi ile OTA’y1 okratoksin a gibi diger {iriinlere pargalayabildigi
de bildirilmektedir (Valero ve dig., 2006).

P. verrucosum ile asilanan zeytin ezmesi Orneklerinde tiim inkiibasyon sicaklik ve
stireleri i¢in belirlenen OTA miktarlari, A. carbonarius ile asilanan Orneklerde
belirlenen degerlerden ¢ok daha azdir. A. carbonarius, P. verrucosum’ a gore
zeytinde yaklagik olarak 8-10 kat daha fazla OTA olusturmaktadir. Mikotoksin
olusumunun, substrat {izerindeki gelisime ve c¢evresel kosullara bagli oldugu
bilinmektedir. Gergeklestirilen ¢alismada her iki kiif tiirli i¢inde ayn1 ¢evre kosullari
saglandigindan, P. verrucosum tarafindan yiiksek miktarlarda OTA olusturulmasi
icin sofralik siyah zeytinin zayif bir substrat ozelligi gosterdigi belirlenmistir.
Caligmamizda ayrica, A. carbonarius’un zeytinde OTA olusturdugu optimum

sicaklik degeri ilk defa belirlenmistir.

Zeytinde kiif gelisimi ve mikotoksin olusumunun Onlenebilmesi icin {iretim
esnasinda sicaklik ve su aktivitesi gibi ¢evresel faktorler dikkate alinmalidir. Klasik
yontemle zeytin iiretiminin yerini modern yontemler almalidir. Zeytinin hasatindan,
islenip tiiketilinceye kadar gegen siirede kiif gelisimini dnleyici kosullar saglanmali

ve lireticiler bu konuda bilinglendirilmelidir.
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EKLER

EK A.1 : Istatistiksel hesap tablolar
EK A.2 : OTA standart kromatogramlari
EK A.3 : Aflatoksin mix (AFB;+AFB,+AFG;+AFG,) standart kromatogramlari
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EKAI1

Cizelge A.1 : Farkli sicaklik dereceleri i¢in varyans analizi (P. verrucosum).

V.K. S.D. S.S. M.S. Fo Feetvel
Sicaklik 4 75,41 18,85 9,69 2,87
Siire 5 24,26 4,85
Hata 20 38,93 1,95
Toplam 29 138,60
o: 0,05

Cizelge A.2 : Duncan’in ¢oklu aralik testi (P. verrucosum).

Sicaklik | Ortalamalar
10°C 2,81
15°C 531,
20°C 6,70 4
30°C 6,81,
25°C 7,05,

Cizelge A.3 : Farkli sicaklik dereceleri igin varyans analizi (A. carbonarius).

V.K. S.D. S.S. M.S. Fo Feetvel
Sicaklik 4 2858,97 714,74 7,10 2,87
Siire 5 3250,47 650,09
Hata 20 2012,54 100,63
Toplam 29 8121,98
o: 0,05

Cizelge A.4 : Duncan’in ¢oklu aralik testi (A. carbonarius).

Sicaklik | Ortalamalar
20°C 22,16 4
30°C 22,41
25°C 24,05
35°C 29,02
15°C 48,03,
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EKAZ2

0T ANALIZT

FLOT A, Ex=3226, Em=465 (GULCOTATAZ00011-1102.00

OTA ANALT

FLI:I:1[ A, Ex=3235, Em=4G5 (GULCOTAOTAROONDZ- 120200
L
0.28
0.275
0.27
0.265
0.26
0.255
0.25
0.245 4

i} 2 4 5} g 1] 12

OTA ANALT

(b)

I
FLDT A, Ex=335, Em=465 (GULCOTAOTAZODND2-1202.00

0T ANALIZT

©

FLO1 A, Ec=334, Bm=465 (GULCOTAOTAZODD014-1401.07
L

0.4
0.3
0.3+
0.22
0.26 4

mi

OTA ANALT

(d)

1
FLOT A, Ex=335, Bm=465 (GULCOTAWTAZOOMO1S-1501 .00
L

0.45
0.4
035 4
0.3

0.25 4

Sekil A.1: OTA standart kromatogramlari: (a) 1 ppb OTA. (b) 2 ppb OTA.
(c) 5 ppb OTA. (d) 10 ppb OTA. (e) 20 ppb OTA.
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EKAS3

AFLATOKSIN ANATIZT
FLDM & Ex=362, Em=440 (AFLATOKEWIS050502 D)

AFLATOESIN ANATIZI
FLD &, Ex=362, Em=440 (AFLATOKSW090S0503 D)

Lu

07 4

0g 4

0s 4

0.4

034

AFLATOKSIN ANATLIRT
FLD1 &, Ex=362, Em=440 (AFLATOKE9030304.0)

L A
14
04
0&
074
06 4
05
04 4
034

0 2 4 g g 10 12 1min

(©)

AFLATOKSIN ANATTZT
FLD1 A&, Ex=362, Em=440 (AFLATOKEM 00505050

Lu
16 7

144
124
14
05
0E 4
04 4

024
0 2 4 5} ] 10 12 min

(d)

AFLATOKSIN ANATLIZI
FLD &, Ex=362, Em=440 (AFLATOKEY 0050506 D)

Lu

1739
15 4
1259

1
073 4
05
023

10616

(e)
Sekil A.2: Aflatoksin mix (AFB;+AFB,+AFG;+AFG,) standart kromatogramlart:
(@) 0,4 ppb AFB;. (b) 1,2 ppb AFB;. (c) 2 ppb AFB;. (d) 2,8 ppb AFB;.
(e) 3,6 ppb AFB;.
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