SOFRALIK SiYAH ZEYTINDE
AFLATOKSIJENIK KUF GELIiSiMi ve
AFLATOKSIN OLUSUMUNA
Lactobacillus plantarum ve
BAZI BiTKi EKSTRAKTLARININ ETKIiLERi

Safak YILDIRIM
Doktora Tezi
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1
Damisman: Prof. Dr. Muhammet ARICI
IL. Damisman: Yrd. Doc. Dr. Tuncay GUMUS

2009



T.C.
NAMIK KEMAL UNiVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZIi

SOFRALIK SiYAH ZEYTINDE AFLATOKSIJENIK KUF GELIiSiMIi ve
AFLATOKSIN OLUSUMUNA Lactobacillus plantarum ve BAZI BITKI
EKSTRAKTLARININ ETKIiLERI

Safak YILDIRIM

GIDA MUHENDISLIGi ANABILIiM DALI

DANISMAN: Prof. Dr. Muhammet ARICI
IKINCI DANISMAN: Yrd. Dog. Dr. Tuncay GUMUS

TEKIRDAG-2009

Her hakki sakhdir



Prof. Dr. Muhammet ARICI ve Yrd. Do¢. Dr. Tuncay GUMUS damsmanlhiginda, Safak
YILDIRIM tarafindan hazirlanan bu ¢alisma 23/02/2009 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan
Gida Miihendisligi Anabilim Dali’'nda doktora tezi olarak oybirligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Baskan1 : Prof. Dr. Mehmet DEMIRCI Imza
Uye : Prof. Dr. Muhammet ARICI (Danisman) Imza :
Uye : Dog. Dr. Osman SAGDIC Imza :
Uye : Yrd. Dog. Dr. Tuncay GUMUS (II. Danigman) Imza
Uye : Yrd. Dog. Dr. Fisun KOC Imza

Yukaridaki sonucu onaylarim

Prof. Dr. Orhan DAGLIOGLU
Enstitii Miidiiri



OZET
Doktora Tezi

SOFRALIK SIYAH ZEYTINDE AFLATOKSIJENIK KUF GELIiSiMi ve AFLATOKSIN
OLUSUMUNA Lactobacillus plantarum ve BAZI BITKi EKSTRAKTLARININ ETKIiLERI

Safak YILDIRIM

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Muhammet ARICI
Ikinci danisman: Yrd. Dog. Dr. Tuncay GUMUS

Bu arastirmada, bitki ekstraktlarinin (Origanum onites, Satureja hortensis, Capsicum annuum, Olea
europaea) farkli konsantrasyonlarinin ve potasyum sorbatin sofralik siyah zeytinlerde kiif gelisimi ve
aflatoksin olusumuna etkileri incelenmistir. Bu amagla iki farkli deneme yapilmigtir.

IIk denemede ham zeytinler, diisiik tuzlu (%4,5) salamuralarda, laktik starter kiiltiir (Lactobacillus
plantarum), degisik oranlarda bitki ekstraktlar1 ve potasyum sorbat ile muamele edilmistir. Orneklerin
yarist Aspergillus parasiticus NRRL 465 ile, diger yarisi ise Aspergillus parasiticus NRRL 2999 ile
inokiile edilerek fermentasyona birakilmistir. Fermentasyon siiresince kiif gelisimi, laktik asit
bakterilerinin gelisimi ve pH degisimi kontrol edilmistir. Fermentasyon sonunda HPLC teknigi
kullanilarak aflatoksin analizi yapilmistir.

Ikinci denemede, fermente zeytinlere degisik oranlarda bitki ekstraktlar1 ve potasyum sorbat ilave
edilmistir. Orneklerin yarist A. parasiticus NRRL 465 ile, diger yaris1 ise A. parasiticus NRRL 2999
ile inokiile edilerek %97 nispi nemde, farkli sicakliklarda (+4°C ve +25°C), 15 ve 30 giin siireyle
depolanmuslardir. Orneklerde 15. ve 30. giinlerde aflatoksin analizi yapilmistir.

Arastirma kapsaminda, bitki ekstraktlarinin tek baglarina ve potasyum sorbat ile birlikte Lb. plantarum
tizerine inhibitor etkileri (in vitro) inhibisyon zon c¢aplari Ol¢iilerek belirlenmistir. Ekstraktlarin Lb.
plantarum tizerine inhibitor etkileri S. hortensis > O. onites > C. annuum > O. europaea olarak tespit
edilmistir.

Bitki ekstraktlar1 ve bitki ekstraktlarinin potasyum sorbatli kombinasyonlarmin antifungal etkinligi de
(in vitro) belirlenmistir. O. onites, S. hortensis ve bitki ekstraktlarin potasyum sorbath
kombinasyonlarinda yiiksek oranda engelleme goriilirken C. annuum ve  O. europaea kiif
gelisimlerini tesvik etmislerdir.

Her iki denemeye ait orneklerin aflatoksin analiz sonuclari, belirlenebilirlik limitinin (LOQ-Limit of
Quantification) altinda kaldigindan, aflatoksin sonuglari raporlanmamugtir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, Aspergillus parasiticus, bitki ekstraktlari, Lactobacillus plantarum,
zeytin
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

THE EFFECTS of Lactobacillus plantarum and SOME PLANT EXTRACTS in GROWTH
of AFLATOXIGENIC MOULD and AFLATOXIN PRODUCTION in TABLE BLACK
OLIVES

Safak YILDIRIM

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Main Science Division of Food Engineering

Supervisor : Prof. Dr. Muhammet ARICI
Co-Supervisor : Assist. Prof. Dr. Tuncay GUMUS

In this research, effects of different concentrations of plant extracts (Origanum onites, Satureja
hortensis, Capsicum annuum, Olea europaea) and potassium sorbate on mould growth and aflatoxin
production in table olives were investigated. Two different experiments were performed for this aim.

In the first experiment, raw olives were treated with lactic starter culture (Lactobacillus plantarum),
plant extracts at different concentrations and potassium sorbate in low salted brine (4.5%). Half of the
samples were inoculated with Aspergillus parasiticus NRRL 465 and the other half were inoculated
with Aspergillus parasiticus NRRL 2999. Growth of mould and lactic acid bacteria and changes of pH
value were conrolled during the fermentation. After the fermantation period, the amounts of aflatoxin
contents in the samples were measured with HPLC method.

In the second experiment, different concentrations of plant extracts and potassium sorbate were added
to fermented olives. As in the first experiment half of these samples were inoculated with A.
parasiticus NRRL 465 and the other half of them were inoculated with A. parasiticus NRRL 2999.
The samples were stored at conditions of 97% relative humidity and different temperatures (+4°C ve
+25°C) for 15 and 30 days. Samples were tested for their aflatoxin contents at the end of 15th and
30th days.

In this research, inhibitory effects (in vitro) of plant extract combinations with potassium sorbate were
determinated on Lb. plantarum. In this experiment, inhibition zone sizes were measured. Inhibitory
effects of plant extracts on Lb. plantarum were determinated as S. hortensis > O. onites > C. annuum >
0. europaea.

Antifungal effects (in vitro) of plant extracts and their combinations with potassium sorbate were also
determinated. While the growth of moulds were completely inhibited by the extracts of O. onites, S.
hortensis and plant extracts with potassium sorbate combinations, C. annuum and O. europaea

stimulated the mould growth.

Results of aflatoxin analyses that belong to samples of both studies were under the quantification limit
(LOQ-Limit of Quantification) so that aflatoxin results were not reported in the research.

Keywords: Aflatoxin, Aspergillus parasiticus, plant extracts, Lactobacillus plantarum, olive,
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1. GIRIS

Sofralik zeytin, kiiltiire alinmis zeytin agaci (Olea europaea sativa Hoffg, Link) meyvelerinin
teknigine uygun olarak acilig1 giderilip, laktik asit fermentasyonuna tabi tutularak veya
tutulmayarak gerektiginde laktik asit ve/veya  diger katki maddeleri ilave edilen,
pastorizasyon veya sterilizasyon islemi uygulanarak veya dogrudan elde edilen mamuldiir

(Anonim 2003).

Temel gida maddelerimizden olan zeytin, insanlarin ilk kesfettigi besinlerden biri olup,
icerdigi yag, protein, karbonhidrat, vitamin ve mineral maddeler nedeniyle saglikli

beslenmenin bir pargasi olarak kahvalt1 ve yemeklerde sik¢a kullanilmaktadir.

Diinya {iizerinde =zeytinin yetistigi yerler incelendiginde, Ozellikle Akdeniz ikliminin
goriildiigii tilkelerde yaygin olarak yetistigi goriilmektedir. Akdeniz iklim kusaginda bulunan
tilkemizde de zeytin agact Ege, Marmara, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’nde
yaygin olarak bulunmakta ve sofralik zeytin, zeytin yagi, zeytin ezmesi gibi iiriinlere

islenmektedir.

Ulkemizde sofralik zeytin iiretiminin en yogun gerceklestigi yer Ege Bolgesi olup bunu
Marmara Bolgesi izlemektedir. Sofralik zeytin iiretimimizin biiyiikk bir kismu “Gemlik
yontemi” olarak adlandirilan yOontemle iiretilmektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlu
salamuralarda, 6-8 ay gibi uzun bir siirede tamamlanan bu iiretim yonteminde zeytinlerin
olgunlagtirilmas1 biiyiik beton ya da polietilen havuzlarda spontan fermentasyonla
yapilmaktadir. Bu siire¢ icerisinde, hammaddenin uygun olmayan kosullarda muhafaza
edilmesi, uygulanan isleme teknikleri, yetersiz hijyenik kosullar nedeniyle zeytinlerde
birtakim sorunlar olabilmektedir. Ozellikle zeytin havuzlarinda yiizeyde “kefeke” ad1 verilen
kiif tabakasinin olusumu gerek saglik gerekse ekonomik ac¢idan sorun teskil etmektedir (Aktan
ve Kalkan 1999).

Zeytinin depolanmasi, paketlenmesi ve dagitimi esnasinda da uygun olmayan sartlara bagli
olarak, kiiflerin de aralarinda bulundugu bir¢cok mikroorganizma bozulmaya neden olmaktadir
(Fernandez ve ark. 1997). Bunlarin icinde mikotoksin iireten kiifler de bulunabilmekte ve
fermentasyon siiresince mikotoksin iiretebilmektedirler. Bu kiiflerin  gelismesinin

engellenmesi basta hijyen kurallarina uygun iiretimle saglanabilir. Ancak geleneksel metotla



tiretimde ve iiretimden sonraki asamalarda, 6zellikle depolamada kiifler geliserek ekonomik
kayiplar yaninda toksin iretirler. Bu asamada engellenmeleri genellikle kimyasal koruyucu
veya 1s1l islemle gerceklestirilir. Dolayisiyla ¢esitli kimyasal koruyucularla kiif gelismesi ve
toksin tretimi engellenmeye calisilir. Dogal bitki ekstraktlarinin kimyasal koruyucularin
alternatifi olarak kullanimina yOnelik arastirmalar son yillarda artis gostermektedir. Bu
cercevede zeytinlerde kiif gelisimi ve aflatoksin olusumunun engellenmesi i¢in s6z konusu

materyallerin kullanim potansiyeli oldugu siiphesizdir.

Kif gelisimi zeytinlerde bozulmalara ve buna bagli olarak ekonomik kayiplara, kiiflerin
sekonder metabolitleri olan mikotoksinler ise insanlarda hastaliklara neden olmaktadir. Kiif
kontaminasyonunda ve mikotoksin olusumunda, ¢evre faktorleri etkilidir. Bu faktorlerin
etkisinin bilinmesi, saglik risklerinin ve ekonomik kayiplarin azaltilabilmesi agisindan
faydalhidir. Mikotoksinlerin, insan ve hayvanlarda toksik rahatsizliklara neden oldugu uzun
zamandir bilinmektedir. Ancak kiifler, gidalar ve hastaliklar arasinda bir baglant1 oldugu son
yillarda dikkate alinmaktadir. Mikotoksinlerden kaynaklanan hastaliklarmm minimize
edilebilmesi icin, gidalarin mikotoksin igerikleri iizerine uygun diizenlemelerin yapilmasi

gerekmektedir (Begum ve Samajpati 2000).

Gidalarda mikrobiyal bozulmalarin engellenmesi i¢in genellikle kimyasal koruyucular
kullanilmaktadir. Kiif gelisimi ve buna bagl olarak mikotoksin olusumunu engellemek i¢in de
cesitli antimikrobiyal maddeler kullanilmaktadir. Giiniimiizde, gorsel ve yazili iletisim
araglarmin etkisi ile tiiketiciler, saglikli beslenme, giivenli gida konularnda bilin¢lenmekle
birlikte, beslenme tarzinin hastaliklara yakalanma riski ile yakin iligkili oldugunu da
diisiinmektedirler. Uriinlerde kalint1 birakabilen kimyasal gida katki maddelerinin, kanser ve
benzeri hastaliklara yol agtig1 fikrinin yayginlagmasi ile ozellikle dogal gidalara olan ilgi
artmistir. Glinlimiizde bilim diinyasinda yapilan arastirmalar temelde dogal beslenme tarzina
yonelik gerceklestirilmekte olup gida sanayi de tiiketicilerin farklilasan tercih ve
beklentilerine uygun olarak iiriin gelistirmeye yonelmistir. Gida maddelerinin tiretimlerinde
tabii antimikrobiyal maddelerin kimyasal koruyucular yerine kullanilmaya baslandigi veya
buna yonelik bir egilim oldugu goriilmektedir. Bu ¢ercevede baharat ve bitki ekstraktlarindan
siklikla yararlanilmaktadir. Baharat ve bitki ekstraklarinin hos koku vermeleri yaninda, bir
cogu fenolik maddelerce zengin olup yine bir ¢ogu antimikrobiyal ve antioksidan ozellige

sahiptirler (Deans ve Svoboda 1990, Panizzi ve ark. 1993).



Bu arastirma ile, aflatoksijenik kiif agilanmis zeytinlerde, zeytinle uyum saglayabilecek bitki
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin antifungal maddeyle (potasyum sorbat) mukayeseli
olarak; siyah zeytin fermentasyonunda Lactobacillus plantarum’la birlikte, fermente siyah
zeytinde ise, rutubetli ortamda farkli sicaklik degerlerinde depolama ile kiif gelisimi ve
aflatoksin olusumuna etkileri ile zeytinin aflatoksin olusumu i¢in uygun bir substrat olup

olmadiginin belirlenmesi amaclanmistir.



2. KAYNAK OZETLERi

2.1. Zeytinin Bilesimi

Temel gida maddelerimizden olan zeytin, insanlarin ilk kesfettigi besinlerden biri olup,
icerdigi yag, esansiyel yag asitleri, yagda eriyen vitaminler, ¢esitli mineral maddeler, organik
asitler, oligosakkaritler, biyofenoller ve pektik bilesenler nedeniyle saglikli beslenme

acisindan olduk¢a 6nemli bir besin maddesidir (Savas ve Uylaser 2007).

Sofralik zeytinlerde antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip fenolik bilesenler
bulunmaktadir. Bu bilesenlerin bazilari; oleuropein, hydroxytyrosol, tyrosol, ligstroside,
hydroxytyrosilelenolate, tyrosilelenolate, kafeik asit, homovanillic asit, syringic asit, p-

kumarik asit, ferulik asit, o-kumarik asittir (Saija ve Uccella 2001).

Tanilgan ve ark. (2007), Gemlik, Kilis, Uslu, Tirilye ve Ayvalik zeytin ¢esitlerinin kimyasal
ozelliklerini arastirdiklar1 bir ¢aligmada, zeytinlerin Ca, Fe, K, Mg, Na ve P iceriklerinin
yiiksek oldugunu, Gemlik cesidinin K, Na ve P iceriginin diger cesitlere gore daha yiiksek
oldugunu belirtmislerdir. Yag asidi bilesimi incelendiginde ise oleik asidin (%65,7-83,6) en
yiiksek konsantrasyondaki yag asidi oldugu ve bunu palmitik asit (%8,1-15,2), linoleik asit
(%3,5-15,5), stearik asit (%2,0-5,6), linolenik asidin (%0,1-3,0) izledigini bildirmislerdir.

Cesitler arasinda biiyiikk farkliliklar oldugundan, her bir cesit icinde bile, gelisme ve
olgunlasma durumuna bagli olarak farkliliklar gozlendiginden zeytinin kesin bilesimini
vermek zordur. Cesidin yam sira yetistirilme sartlar1 ve isleme teknikleri zeytin bilesimini
etkilemektedir. Genel bir degerlendirme ile zeytinde yaklasik olarak %350-70 su, %15-30 yag,
% 1-3 protein, %1-3 lif, %1-5 kiil, %2-6 seker bulunmaktadir (Tetik 2001).

Karaman ve ark. (2006) Gemlik’in farkli kdylerinden topladiklar1 Gemlik ¢esidi ham siyah
zeytinlerde, kurumadde degerlerinin %40,11 ile %52,69 arasinda, indirgen seker miktarlarinin

%2,32 ile %2,70 arasinda, pH degerlerinin ise 5,05-5,42 arasinda degistigini bildirmislerdir.

Tirk ve ark. (2000) tarafindan Gemlik cesidi zeytinlerde yapilan analizlerde ham danede
ortalama %355,78 nem, %26,90 yag, %2,014 seker tespit edilmis olup, pH degerini 5,10,
serbest asitlik degerini ise %0,576 olarak bildirmislerdir.



Barut (2000) Gemlik zeytin cesidine ait taze meyvelerin kimyasal bilesimlerini inceledigi bir
caligmada, zeytinleri 2 yil siire ile “var” ve “yok” donemlerini kapsayacak sekilde
incelemistir. Gemlik cesidinde toplam seker miktarinin “var” doneminde %3,21 iken “yok”
doneminde %3,35, pH degerinin var doneminde 5,60 iken yok déneminde 5,70 oldugunu
belirtmistir. Calismanin yapildig1 her iki yilda da “yok™ donemlerinde, “var” donemlerine
gore, genel olarak pH, yag, protein ve seker oranlarinin daha yiiksek, asit oraninin da daha
diisiik oldugunu bildirmistir. “Yok” doneminde agag lizerinde az miktarda iiriiniin olmasinin
meyve olgunlagsmasina, dolayisiyla da meyvedeki kimyasal kompozisyonun farkli olmasina
neden oldugunu belirtmistir. “Yok” donemini yasayan agaclar igerdikleri karbonhidrat ve
diger fotosentez dUriinlerini daha az sayidaki meyvenin gelisimi i¢in kullandiklarindan
meyvelerin “var” donemindeki agaclara gore, daha fazla yag, protein ve seker icermelerinin

s0z konusu oldugunu, bunun da “yok” donemindeki agacglardaki verim miktarmin diisiik

olmasina ragmen, meyve kalitelerinin yiiksek olmasinin nedenlerinden oldugunu belirtmistir.

Akgay ve ark. (2000), Gemlik zeytininde yaptiklar1 bir arastirmada, taze ve siyah salamura
meyvelerin kimyasal bilesimini incelemislerdir. Denemenin yiiriitiildigii 1. yil Gemlik
yoresindeki taze zeytinlerde pH degerleri 5,34, 2.y1l ise 6,07, salamura zeytinlerde ise 1.y1l
pH 4,44, 2.y1l 5,87 bulundugu belirtilmistir. Su orani taze zeytinlerde 1.y1l %44,86, 2.y1l
%44,11 olarak, salamura zeytinlerde ise 1.yl %46,10, 2.y1l %47,08 olarak bulundugu
bildirilirken laktik asit cinsinden asitligin taze zeytinlerde 1.y1l %0,96, 2.y11 %0,51,
salamurada 1.y1l %0,82, 2.y1l %0,70 olarak bulundugu, % invert seker miktarinin ise taze
zeytinlerde 1.y1l %1,33, 2.y1l %1,62, salamura zeytinlerde 1.y1l %1,44, 2.yl %1,28 olarak
tespit edildigi, yag miktarininsa 1. ve 2. yillarda taze zeytinlerde sirasiyla %20.82 ve %23.92,
salamurada %18.84 ve %23.87 olarak bulundugu belirtilmis ve bu degisimlerin hasat zamana,

kiiltiirel islemler vb. kosullara gore degisebildigi bildirilmistir.

Aric1 ve Aktan (1997) farkli salamura yontemlerinin, zeytinlerin kimyasal bilesimi lizerine
etkilerini incelemislerdir. Bu amagla zeytin Ornekleri, farkli tuz konsantrasyonlarinda ve
bazilarma laktik asit ilave edilerek fermente edilmislerdir. Ham danelerde indirgen seker
oraninin  %?2,30-3,91 ve kurumadde degerlerinin de %32,40-34,96 arasinda degistigi
bildirilmistir. Fermentasyon sonunda pH degerlerinin 3,72-4,83 arasinda degistigi, indirgen
seker oraninin %0,109-0,529 ve kurumadde degerlerinin de %53,72-57,81 arasinda degistigi
belirtilmistir. Laktik asit katkisi yapilmis olan zeytin Orneklerinde pH’nin diismesiyle

fermentasyonun kolaylastigi ve dolayisiyla bu orneklerde indirgen seker oranmin diisiik



oldugu, salamura zeytinlerde ki kurumadde miktarimin, salamurada bekletme sirasinda su

kayb1 nedeniyle ham zeytinlerden yiiksek oldugu belirtilmistir.

Ulkemizde “Gemlik Yontemi” olarak adlandirilan yontemle sofralik siyah zeytin iiretiminde
sofralik siyah zeytinin hasadi, danenin iyice siyahlastig1 ve et kisminin da menekse-mor renk
almaya basladig1 zaman yapilir. isletmeye getirilen zeytinler secme ve ayiklama islemine tabi
tutularak ezilmis, zedelenmis, hastalikli, hasere tahribati olmus, ¢cok kiiciik, ham ve rengi
uygun olmayan daneler ayiklanir. Salamura kaplarina, salamuradaki tuz miktar1 %10
civarinda olacak sekilde bir kat tuz, bir kat zeytin konulur ve ardindan su ilave edilir. Kaplarin
izerine agirhik konularak 6-8 ay siire ile fermantasyona birakilir. Fermantasyon sonunda
zeytinlere bir yilkama islemi uygulanir. Parcalanmig, rengi bozuk, kusurlu daneler

ayiklandiktan sonra, zeytinler iriliklerine gére simiflandirilarak ambalajlanir (Tiirker 1974).

Gemlik yontemi ile iiretilen zeytinlerin tuz konsantrasyonu yiiksek, fermentasyon siiresi ise
olduk¢ca uzun olup, bu durum zeytinlerde burusmalara, besin degerinde kayiplara neden
olmaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonunun olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak ve uzun
fermentasyon siiresini kisaltmak amaciyla caligmalar yapilmaktadir. Tuz konsantrasyonu,
zeytindeki ¢oziiniir maddelerin difiizyonunu etkiledigi gibi, mikrobiyal gelismede de etkili
olmaktadir. Salamurada tuz oran1 %8’in altina diistiigiinde ortama laktik asit bakterileri hakim
olmaktadir. Fermentasyonun ilk sathasinda Escherichia ve Aerobacter cinslerine ait
bakteriler, laktik asit bakterileri ve mayalardan meydana gelen kompleks bir mikrobiyota
faaliyette bulunur. Bunlarm icinde, laktik asit bakterilerinin ¢ogalarak ortama hakim olmasi
ve laktik asit fermentasyonunu gerceklestirmesi istenmektedir. Fakat spontan bir
fermentasyonda bunun olmasi garanti degildir. Bu sebeple fermentasyon baslangicinda laktik
starter kiiltiir kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Starter kiiltiir kullanilmasiyla ortami asitligi
yiikselir, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimi engellenir ve homojen bir iiriin yapisi,
lezzeti saglanir. Siyah sofralik zeytin fermentasyonunda Leuconostoc mesenteroides asit
tiretimini baslatmakta; Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus buchneri ve Lactobacillus fermentum fermentasyonu tamamlamaktadir.
Zeytin iiretiminde koruyucu madde olarak, maya ve kiiflere karsi inhibitor etkisi olan
potasyum sorbat kullanilabilmektedir (Tiirker 1974, Pederson 1979, Kili¢ 1984, Aktan ve
Kalkan 1999).



Borcakli ve Ozay (2000) Gemlik c¢esidi zeytinlerde gergeklestirdikleri bir zeytin
fermentasyonu denemesinde, toplam hacmin %]1’i oraninda asilanmis Lactobacillus
plantarum’u starter kiiltiir olarak kullanmislar ve %6 tuz konsantrasyonu iceren salamuralarda
zeytinleri 5,5 ay boyunca 15, 23 ve 35°C’lerde muhafaza etmislerdir. Mikroorganizma
asilanmis denemelerde, laktik asit bakterilerinin bir an once gelismesi ve dolayisiyla ortam
pH’smin diisiik kalmasmi amaglamislardir. Denemelere baslamadan Once ham zeytinlerin
mikrobiyolojik ve kimyasal icerigini belirlemislerdir. Mikroorganizma yiikiiniin Gram-negatif
bakterilerden (5,7x10* kob/g) ve mayalardan (8,6x10° kob/g) olustugunu saptamuslar ve
zeytine karakteristik lezzet veren laktik asit bakterilerine rastlanmadigini belirtmislerdir.
Ancak fermentasyon siiresince laktik asit bakterilerinin gelistigi ve laktobasillerden agirlikli
olarak Lactobacillus plantarum ve koklardan da Leuconostoc mesenteroides tiplerinin
bulundugunu bildirmislerdir. On islemden sonra laktik asit bakterilerinin salamurada
gelismeye basladig1 ve 3. giinde 15°C’de 5,2 log kob/mL, 23°C’de 5,6 log kob/mL ve
35°C’de 6 log kob/mL seviyesine ulastigini bildirmislerdir. Yirmiii¢iincii ve 37. giinlere kadar
genel bir artis gozlendigi ve degerlerin 7-8,2 log kob/mL arasinda degistigi, daha sonraki
analizlerde zaman zaman kii¢iik artiglar gostererek gelisen laktobasillerin 136. giinden sonra
7,2-7,4 log kob/mL degerlerine diiserek ortamdaki varliklarini 162. giinde de korumus
olduklarimi belirtmislerdir. Cogunlugunu Leuconostoc mesenteroides’in olusturdugu koklar
15°C ve 23°C’de , 23. giinde 7,5 log kob/mL miktarina ulagsmis ve sirasi ile 67. ve 140.
giinlerde gelismelerinin durdugu bildirilmistir. Kok biiytimesinin 35°C’de  37. giinde

erkenden son buldugu da belirtilmistir.

Zeytin ve ark. (2008) laktik starter kiiltiir kullanmadan yaptiklar1 bir zeytin denemesinde,

fermentasyonun ilk 3 haftasinda laktik asit bakterisine rastlanmadigini bildirmislerdir.

Tung ve ark. (2000), %10’luk salamurada fermentasyonu tamamlanmis Gemlik tipi
zeytinlerde laktik asit bakterisi sayismin 2,4x10° kob/g, kiif sayismin ise 70 kob/g olarak

bulundugunu bildirmislerdir.

Marsilio ve ark. (2005) Yunan ve Ispanyol tipi yesil zeytin iiretiminde starter kiiltiir olarak
laktik asit bakterisi kullandiklar1 bir calismada Ispanyol tipi zeytinlerde toplam fenolik madde
miktarinin, spontan fermentasyon ile iiretilen zeytinlerden olduk¢a diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Laktik asit bakterisi ile inokiilasyonun zeytinin pH, toplam asitlik, mikrobiyal

profil ve lezzetliligini etkiledigini belirtmislerdir.



2.2. Zeytinlerde Kiif Gelisimi ve Mikotoksinlerin Olusumu

Ulkemizde uygulanmakta olan siyah zeytin iiretim tekniklerine bakildiginda bunlar
cogunlukla genis capl havuzlarda, yiiksek tuz konsantrasyonlu salamuralarda (>%10), 6-8 ay
gibi uzun bir siirede gerceklestirilmektedir (Aktan ve Kalkan 1999). Bu sekilde
gerceklestirilen bir iiretimde sicaklik, rutubet, su aktivitesi gibi faktorlerin etkisiyle kiifler
geliserek {iriiniin beslenme degerini diisiirmekte ve teknolojik kalitesinde Onemli zararlara

neden olmaktadir (Giimiis ve Aric1 2005).

Ulkemiz igin zeytin salamuracilig1 denilince ilk akla gelen iiriin siyah zeytindir. Ulkemizde
siyah zeytin salamuraciliginda yaygin olarak kullanilan yontem “Gemlik Yontemi” olarak
kaynaklara ge¢mistir. Cok eski zamanlardan beri uygulanmakta olan Gemlik yOnteminin
giiniimiizdeki uygulamasi da gelisen hijyen bilgi ve bilincine uygun olmayacak sekilde
siirmektedir. Bu da salamura havuzlarinda diger bulasmalar yaninda, yiizeyde asir1 bir kiif
gelismesine izin vermektedir. Bu ise, yalnizca havali ortamda gelisebilen, ancak asir1
enzimatik yetenekleri olan bu mikroorganizmalarin bir yandan iiriiniin yumusamasina ve kiif
tad1 almasina, diger yandan olusturduklar1 toksik maddelerle tiiketici sagligini tehdit edici

nitelik kazanmasina neden olmaktadir (Korukluoglu ve ark. 2000).

Eltem ve Oner (1995), 1987-1988 yillar1 arasinda Marmara ve Ege Bolgelerinden elde
ettikleri 55 adet naturel siyah zeytinin kiif florasmi incelemislerdir. 15 adet Penicillium
izolati, 11 adet Aspergillus izolati, 2 adet Alternaria, 1 adet Eurotium ve 1 adette

Cladosporium izolati tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Sahin ve ark. (1996) tarafindan yapilan bir calismada, Bursa yoresindeki salamura
havuzlarinda gelisen kiiflerin biiylikk c¢ogunlugunun Penicillium tirii kiifler oldugu

belirtilmistir.

Fernandez ve ark. (1997), zeytin iiretimi sirasinda salamuranin yiizeyinde basta Penicillium
olmak lizere, Aspergillus ve Rhizopus kiif tiirlerinin bulundugunu belirtmislerdir.

Gocmen ve ark. (2000), salamura siyah zeytinlerde bozulma etmeni kiifleri inceledikleri bir
calismalarinda, Penicillium cinsinin en fazla rastlanan kiif cinsi oldugu, diger cinslerin ise
Aspergillus, Clodosporium, Alternaria, Eurotium, Paecilomyces, Rhizopus, Phoma ve

Thalaromyces cinsine ait tiirler olduklarim belirtmislerdir.



Gidalarda kiif gelisiminin olmasinin, her zaman mikotoksin olusumu ile sonu¢glanmadigi, ayni
sekilde gorsel olarak kiif gelisiminin olmamasinin mikotoksinlerin olusmadigi anlamina
gelmedigi belirtilmistir. Zeytinlerde kiif gelisimi, kiiflin meyve eti igerisine girisi ile
baslamaktadir. Bunu misel gelisimi ve mikotoksin olusumu takip etmektedir (Betina 1989,

Weidenborner 2001).

Sanz-Perez ve ark. (1973) tarafindan Ispanya’da yapilmis olan bir calismada, Aspergillus
flavus ve A. parasiticus tirlerinin zeytinde de gelisebildigi ve aflatoksin olusturabildigi

belirtilmistir.

Bazi arastirmacilar zeytinin aflatoksin olusumu icin zayif bir substrat oldugunu
bildirmislerdir. Buna karsin yapilan baska caligmalarda aflatoksin bulgularinin elde edilmis
olmasi, arastirmalar esnasinda otoklavda sterilizasyon uygulanmasi, analiz yontemi gibi pek
cok faktoriin sonuglar1 etkileyebildigi belirtilmigtir (Mahjoub ve Bullerman 1987a,
Leontopoulos ve ark. 2003). Nitekim Daradimos ve ark. (2000) zeytinyaginda aflatoksin
analizini iki farkli metot ile yapmuslar ve yOntemlerden birinde hi¢ aflatoksin
bulunamamisken, diger yontemle yapilan aflatoksin analizi sonucunda 6rneklerin %72’sinde

aflatoksin B bulundugunu belirlemislerdir.

Mahjoub (1985) Tunus zeytinleri ile yaptigi bir arastirmada, zeytinlerin aflatoksin iireten
kiiflerle bulasik oldugunu belirlemistir. Saglam veya zedelenmis zeytinlerde A. flavus
gelisimini incelemis, zedelenmis tanelerde gelismenin daha giiclii oldugunu fakat zeytinde

aflatoksin olusmadigini bildirmistir.

Mahjoub ve Bullerman (1987b), saglam ve zedelenmis taze zeytinlerde kiif gelisimi ve
aflatoksin olusumunu arastirdiklart bir ¢alismada, 15, 25 ve 35°C sicakliklarda 7, 14 ve 21
giinliik inkiibasyon siirelerinde A. flavus NRRL 6555 ve A. parasiticus NRRL 2999 suglar1 ile
asilanan zeytinlerde kiif gelisimi ve aflatoksin tiretimini incelemislerdir. Zedelenmis tanelerde
kiif gelisiminin daha fazla oldugunu ancak Orneklerde aflatoksin bulunamadigini
belirtmislerdir. Ancak zeytinler ezme haline getirilip, kiiflerle asilandiktan ve 25°C’de 7 giin

inkiibasyondan sonra aflatoksin olusumu oldugunu belirtmislerdir.

Eltem (1996) tarafindan yapilan bir ¢calismada Tiirkiye’de iiretilmis sofralik siyah salamura

zeytinlerden izole edilmis 5 adet A. flavus ve 2 adet A. parasiticus suslarini saglam taze siyah



zeytin, hasarli taze siyah zeytin ve taze zeytin ezmesine inokiile etmis ve hasarl zeytinlerde

kiiflerin daha iyi gelistigini belirtmigtir.

Saglam zeytinlerde, zeytin meyvesini ¢evreleyen zarin, kiif gelisimine karsi koruyucu bir
ozellik gosterdigi belirtilmistir (Mahjoub ve Bullerman 1987b, Tantaoui-Elaraki ve Mannioui
1996).

Korukluoglu ve ark. (2000) Gemlik yontemi ile iiretilmis zeytinlerde yaptiklar1 bir
arastirmada, ince tabaka kromotografisi kullanilarak 6rneklerde, var-yok deneyi ile aflatoksin,
okratoksin A, patulin, penisik asit, sitrinin ve sterigmatosistin varligmi arastirmislardir.
Arastirma materyali tiim Orneklerin okratoksin A bakimindan temiz ciktigi, bir Srnegin
sitrinin, ti¢ Ornegin patulin, dort 6rnegin iz miktarda olmakla birlikte siterigmatosistin ve yedi
ornegin penisilik asit bakimindan pozitif sonu¢ verdikleri bildirilmistir. Ayrica birer 6rnegin
aflatoksin B, Gj, ii¢ 0rnegin aflatoksin B ve dort 6rnegin aflatoksin Gy ile kirli bulundugu

belirtilmistir.

Arict (2001) yaptigi bir arastirmada zeytinlerde Aspergillus niger, Penicillium expansum ve
Penicillium crysogenum izole ettigini, izole edilen bu kiiflerden P. expansum ve P.
crysogenum’un mikotoksin {iiretebildigini ancak zeytinlerin hicbirinde mikotoksine

rastlanmadigini bildirmistir.

Sahin ve ark. (1999) tarafindan salamura siyah zeytinler de kiif varlig1 ve aflatoksin geligimi
lizerine yapilan bir arastirmada, Gemlik yOntemi ile yapilan salamura siyah zeytin
havuzlarindaki kefeke adi ile bilinen zar tabakasinda Penicillium ve Aspergillus cinsine ait
kiifler tespit edilmigken, satisa sunulan paketli veya acik haldeki zeytinlerde ise yalnizca
Penicillium tiirlerinin izole edildigini bildirmislerdir. Piyasadan ve isletmelerden temin

ettikleri 20 zeytin 0rneginin mikotoksinlerle bulasik oldugunu belirtmislerdir.

Arict ve ark. (2005) Istanbul ve Tekirdag’dan temin ettikleri salamura siyah zeytin
orneklerinde yaptiklar1 bir calismada, analiz edilen 64 6rnegin 30’unun 0,05 ile 0,31 pg/kg
arasinda aflatoksin By, 11°inin 0,04 ile 0,07 pg/kg aflatoksin B,, 6’sinm 0,04 ile 0,13 pg/kg
aflatoksin G; ve 1 Orneginde 0,07 pg/kg aflatoksin G, ile kontamine oldugunu fakat
orneklerin hic¢ birisinin Tiirk Gida Mevzuati’nda belirtilen maksimum aflatoksin limitlerini

asmadigini belirlemislerdir.
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Gourama ve Bullerman (1988), potasyum sorbat ve natamisinin Aspergillus ochraceus’un
gelismesi ve penisilik asit olusturma kabiliyeti lizerine etkisini arastirmiglardir. Arastirma
kapsaminda 6nce 500, 1000 ve 1500 pg/mL potasyum sorbat ve 1, 10, 20 pg/mL natamisin
konsantrasyonlar1 denenmistir. Deneme sicakliklar1 15, 25 ve 35°C olarak belirlenmis ve siire
olarak da 7, 14 ve 21. giinler esas alinmustir. Belirtilen oranlarda sorbat iceren maya
ekstrakti/sakaroz besiyerinde, kiif gelisimi ve sporlanmanin geciktigi belirtilmis. Penisilik asit
olusumunun ise yalnizca 35°C’de koruyucu konsantrasyonunun artisi ile her ii¢ siire sonunda
da azalma goriildiigii belirtilmistir. Natamisinin de kiif gelisimi ve spor olusumunu
geciktirdigi ve konsantrasyon artisina paralel olarak penisilik asit olusumunda azalma oldugu

belirtilmistir.

Leontopoulos ve ark. (2003) A. parasiticus gelisimi ve aflatoksin olusumunu inceledikleri bir
caligmada hasarli siyah zeytinleri substrat olarak kullanmislardir. Hasarli zeytinlerde AFB;
olustugu tespit edilmis olup bunun risk olusturacak diizeyde olmadigi ve zeytinlerin risk

olusturacak diizeyde aflatoksin olusumu i¢in uygun bir substrat olmadig: belirtilmistir.

Ghitakou ve ark. (2006) yesil ve siyah zeytinlerde A. parasiticus gelisimi ve aflatoksin
olusumunu inceledikleri bir caligmada, zeytinlere A. parasiticus asilamiglar ve inkiibasyon
sliresi boyunca toksin olusumunu incelemislerdir. Siyah zeytinlerde toksin olusmazken, yesil
zeytinlerde 18 giinliikk inkiibasyon siiresi sonunda 65 ppb diizeyinde AFB; olustugunu tespit

etmisglerdir.

Yigit ve Korukluoglu (2007) fermente siyah zeytinlerde bozulma etmeni kiiflere (Alternaria
alternata, Aspergillus niger, Fusarium semitectum ve Penicillium roqueforti) kars1 koruyucu
olarak potasyum sorbatin degisik konsantrasyonlarini (100-1000 mg/L), farkli pH degerleri
(pH 4,5, pH 5, pH 5,5, pH 6 ve pH 6,5) ve tuz konsantrasyonlarinda (%0, %3,5, %5, %71,5 ve
%10) incelemislerdir. Tiim faktorlere karsi en hassas kiifiin A. alternata oldugu, en dayanikli
kiifiin ise P. roqueforti oldugu belirtilmistir. pH degeri 5 iken %3,5 NaCl ortaminda 100 mg/L
potasyum sorbat uygulamasinin A. alternata ve F. semitectum Xkiiflerini inhibe edildigini
belirtmislerdir. pH 5’de %10 NaCl, 300 mg/L. potasyum sorbat ve %7,5 NaCl, 400 mg/L
potasyum sorbat uygulamalarinin A. niger ve P. roqueforti’ye karst koruyucu etki
gosterdikleri belirtilmis ve potasyum sorbatin fermente gidalarda fungal gelisime kars1 uygun

bir korucuyu oldugu bildirilmistir.
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2.3. Aflatoksinler ve Ozellikleri

Gidalarda ve yemlerde bulunan filamentli funguslar (hifli kiifler) denildiginde taksonomide
Mycobiota (funguslar alemi) icinde Zygomycota, Ascomycota, Deuteromycota boliimleri
altinda yer alan degisik cins ve tiirdeki funguslar akla gelmektedir. Tarimsal {iriinler hasattan
baslayarak isleme ve depolama asamalarinda ortam kosullarina, tarim iirliniiniin bilesimine ve

su icerigine bagh olarak degisik kiiflerle kontamine olurlar (Tunail 2000).

Kiifler gidalarda meydana getirdikleri ¢esitli olumlu ve olumsuz degisiklikler nedeniyle hem
saglik acisindan hem de endiistriyel acidan Onemlidirler. Kiifler gida maddelerinde renk
bozulmalari, acilik, arzu edilmeyen kokularin olusumu, beslenme degerinde kayiplar ve

mikotoksin olusumu gibi olumsuzluklara neden olabilmektedirler (Topal ve ark. 1999).

Mikotoksinler, bircok gidada ve yem maddesinde kiifler tarafindan iiretilen, insan ve hayvan
saglhgini tehdit eden ikincil kiif metabolitleridir. Kiif gelismesi ve mikotoksin iiretimi {izerine
etkili olan faktorler; substratin kimyasal yapisi, substratin nemi, sicaklik, pH degeri, bulasma

orani ve oksijendir (Betina 1989, Northolt ve ark. 1996, Tunail 2000).

Gida ve yemler c¢ok cesitli kiiflerle kontamine olabilmektedir. Mikotoksin iireten kiif sayisinin
glinlimiizde yaklasik 350 kadar oldugu bilinmektedir. Mikotoksinlerin cogu Aspergillus,

Penicillium, Fusarium ve Alternaria gibi kiifler tarafindan iiretilmektedir (Tunail 2000).

Uretici suslari, olusum sartlar1, kimyasal yapilar1 ve gosterdikleri toksik etkiler bakimmdan
birbirinden ayrilan mikotoksinlere, kiif gelisiminin gozlendigi bir¢ok gidada rastlanabilir.
Karsilagilma siklig1 ve toksik etkileri goz Oniine alindiginda aflatoksinler, okratoksinler,
sitrinin, penisilik asit ve patulin 6nemli mikotoksinlerdir. Aflatoksinler, gida ve yemlerde risk
olusturan en 6nemli mikotoksinlerdendir. Kimyasal olarak bisfuranocoumarin yapisina sahip
olup Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius ve bunlarin alt tiirleri
tarafindan tretilirler. Aflatoksinler By, B, Gi, G2, M; ve M; formlarma sahip olup, en yiiksek
toksik etkiyi AFB; gostermektedir (Betina 1989, Tunail 2000, Karaca ve Yemis 2008).

Viicuda alinan aflatoksinin (6zelikle AFB;) neden oldugu akut, subakut ve kronik olarak

seyreden mikotoksikosise aflatoksikosis denir. Hayvanlar iizerinde yapilan ¢ok sayida

12



arastrma toksinin kanserojen oldugunu da gostermistir. AFB; insanlar i¢cin kanserojen

ozellikte olup, tiim aflatoksinlerin mutajen ve teratojen etkileri tespit edilmistir (Betina 1989).

Aflatoksinler saghk acisindan risk olusturmanin yani sira, ekonomik olarak da biiyiik 6nem
tasimaktadirlar. Diinyada bu nedenle meydana gelen ekonomik kayiplarin oldukca yiiksek
seviyelerde oldugu bildirilmektedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Tegkilati (FAO),
diinya gida iiretiminin %25 inin mikotoksinlerle kontamine oldugunu belirtmektedir (Ozkaya

ve Temiz 2003).

Aflatoksinle bulasik gidalarin ve yemlerin detoksifikasyonu i¢in akla gelebilecek her yontem
denenmistir. Aflatoksin gidalar icerisinde cok stabildir ve termoresistanz 6zelliginden dolay:
pastorizasyon, buharda pisirme, firinda pisirme ve hatta sterilizasyon yontemleri ile toksinin

parcalanmasi olanakli degildir (Tunail 2000).

Mikotoksinler stabil yapida olduklar1 i¢cin gida ve yemlerde olustuklarinda varliklarini uzunca
bir siire koruyabilmektedirler. Yetistirme, hasat, depolama ve isleme asamalarinda kiif
kontaminasyonunun engellenmesine ve mikotoksinlerin olusumunun Onlenmesine
calisilmaktadir. Kiif kontaminasyonu iiriiniin hasati ve onu izleyen asamalarda alinacak hijyen
ve sanitasyon Onlemleri ve bilingli uygulamalarla biiyiik 6l¢iide engellenebilir. Aflatoksin
olusumunun 6nlenmesinde ikinci ve daha da onemli adim ise hammadde, ara iiriinler ve son
iriine cesitli sekillerde bulasan kiiflerin gelisiminin 6nlenmesidir. Bu da iiretimde i1yi bir
teknoloji kullanma ve bilin¢li uygulamalarla miimkiin olabilir. Ancak kiiflerin gelisme
isteklerinin az olmasi ve buna bagh olarak da hemen hemen her yerde ve kosulda iiremeleri
nedeniyle, mikotoksin olusumunun 6nlenmesinde biiyiik giicliikkler yasanmakta ve ¢ogu kez
basarisiz kalmabilmektedir. Aflatoksin kontaminasyonunun Onlenemedigi durumlarda
triinden aflatoksinin uzaklastirilmas1 ve detoksifikasyon amaciyla ¢ok sayida arastirma
yapilmakta ve fiziksel (ayiklama, soyma, presleme, adsorbsiyon, siizme, ekstraksiyon, 1sitma,
glinese maruz birakma), kimyasal (asitlerler, alkaliler, SO,, vitamin C, NaCl gibi kimyasal
maddelerle muamele) ve biyolojik (kontamine olmus iiriinde mikotoksin parcalayan
mikroorganizmanin gelistirilmesi, laktik asit bakterileri ile fermantasyon uygulamalar1) bir¢cok
yontem denenmektedir (Goldblatt ve Dollear 1977, Tunail 2000, Desphande 2002, Ozgelik ve
ark. 2003).
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Kiif kontaminasyonuna maruz kalmis gidalarin, kiiflii olmayanlardan ayrilmasi, kiiflii
kisimlarin soyulmasi ile meyvelerdeki ciirikk kisimlarin ayrilmasi mikotoksinlerin elimine
edilmesinde uygulanan baslica fiziksel islemlerdendir. Mikotoksinler, 1s1l islem
uygulamalarinda %10-30 oraninda parcalanirken, giines 1s181inda bu oran daha yiiksek olup %
83-94 seviyelerindedir. Yagli tohumlarin preslenmesi sonucunda, aflatoksinlerin % 80-85°1
pres kekine ge¢gmektedir. Elma suyunda olusan patulinin uzaklastirilmasinda aktif komiirden
stizme isleminin etkili oldugu, aflatoksinlerin parcalanmasi i¢cin gerekli olan UV ve iyonize
1sin - dozunun ¢ok yiiksek olup, gidalarda istenmeyen degisimlere neden olabilecegi

belirtilmistir (Ozcelik ve ark. 2003).

Mikotoksinlerin kimyasal yontemlerle parcalanmasinda cesitli oksidatif maddeler (NaOCl,
H,O,, O3, KMnO,, Cl), kuvvetli asit ve alkaliler (NH;, NH;OH, Na,COs3)
kullanilabilmektedir. Yer fistiginin %5’lik NaCl cozeltisi ile kaynatilmasi sonucu aflatoksin
miktar1 azalirken, depo atmosferine %35 oraninda CO verilip O’ nin %?2 oraninda azaltilmasi
Aspergillus flavus gelisimini ve aflatoksin olusumunu engelledigi bildirilmistir (Ozcelik ve

ark. 2003).

Aflatoksinin iriinden uzaklastirilmasi ile 1ilgili olarak arastirilan fiziksel ve kimyasal
uygulamalara dayanan yontemler, belirli olciilerde basarili bulunmalarina karsin; tam olarak
toksinleri elimine edememeleri, besin bilesenlerinde kayiplara neden olmalar1 ve yiiksek
maliyet gerektirmeleri gibi 6nemli dezavantajlara sahiptir. Bu alanda ¢alisan bir¢ok arastiric;
dekontaminasyon ic¢in en iyl ¢Oziimiin, biyolojik detoksifikasyon olacagi, bunun tehlikeli
kimyasallarmm kullanilmasmi Onleyecegi, gida ve yemlerde besin degerleri ve yenilebilme

ozelliklerinde onemli kayiplara neden olmayacagin belirtmektedirler (Bata ve Lasztity 1999).

Aflatoksinlerin biyolojik olarak parcalanmasi ile ilgili olarak 1000 kadar mikroorganizmanin,
aflatoksinleri pargalamaya yonelik  etkinliklerinin arastirildi@i bir calismada sadece
Flavobacterium aurantiacum NRRL B-184 susunun aflatoksini parcalayabildigi belirlenmistir

(Ciegler ve ark. 1966).

Biyolojik yontemlerden iizerinde en c¢ok calisilanlardan biri, mikotoksinin fermentasyon
yoluyla giderilmesidir (Ozkaya ve Temiz 2003). Gida iiretiminde starter olarak kullanilan bazi
laktik asit bakterilerinin aflatoksijenik kiiflere karsi inhibitdr etki gosterdigi de cesitli

arastirmacilarca saptanmistir (Luchese ve ark. 1992, El-Nezami ve ark. 1998). Lactobacillus
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plantarum’un bazi suslariin da cesitli ortamlarda Aspergillus parasiticus’un bazi suslarmi
veya aflatoksin iiretimlerini inhibe ettigi bilinmektedir (Gourama ve Bullerman 1995, Onilude

ve ark. 2005).

Mikotoksinlerin saglik iizerinde olumsuz etkilerinin belirlenmesi ve ihracati1 yapilan pek cok
tarimsal Uriiniin mikotoksin icermesi nedeniyle uluslararasi pazarlarda yer bulamayarak
ekonomik kayiplar yasanmasi, bu konuda yasal diizenlemelerin yapilmasini zorunlu kilmustir.
Gilinlimiizde pek cok iilke aflatoksin, okratoksin A, sitrinin, patulin, zearalenon,
deoksinivalenol, T-2 toksin, fumonisin gibi mikotoksinlerin gida ve yemlerde bulunabilecek
en yiiksek diizeylerini yasal olarak belirlemistir (Tunail 2000). Cizelge 2.1.’de Tiirkiye’de

gida maddeleri i¢in belirlenen aflatoksin limit degerleri goriilmektedir.

Tarim Uriinlerimizin basta AB iilkelerinde olmak iizere, gelismis iilkelerde pazar bulabilmesi
ve pazar payini arttirabilmesinin ilk kosulu, o iilkelerin standartlarina uygunlugu ile smirhdir.

Bilindigi gibi AB ve diger gelismis iilkelerde ¢evre ve insan saghgl ¢ok onemlidir. Bunun
icindir ki hicbir gelismis iilke, hatta gelismekte olan iilkeler bile, standartlarina uygun

olmayan tarim iiriinlerinin smirlarindan igeri girmesini istememektedirler (Delen 2000).
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Cizelge 2.1. Tiirkiye’de gida maddeleri i¢in belirlenen aflatoksin limit degerleri (Anonim

2008)
Gida Maddesi Maksimum limit (ng/kg)
AFLATOKSIN B, B,+B,+G1+G, M,
Findik, antepfistigi gibi sert kabuklu meyveler, yer fistigi,
yagli tohumlar, kuru meyveler ve bunlardan {iretilen 50® 10,0 @ -

islenmis gidalar

Yerfistigt (dogrudan tiikketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan once siniflandirma, ayiklama 8,0 15,0 -
gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

Tahillar (karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve bunlardan
tiretilen islenmis gidalar (dogrudan tiiketilen veya gida 2,0 4,0 -
bileseni olarak kullanilan)

Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan once siniflandirma, ayiklama gibi 5,0 10,0 -
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

Cig siit @, 1s1l islem gormiis siit, siit bazli iiriinlerin

iiretiminde kullanilan siit - - 0,050

Baharatlarin asagidaki tiirleri icin;

- Kirmizibiber (Capsicum spp.) (bunlarin
kurutulmus meyveleri, kirmizibiber ve aci
kirmuzibiberin biitiin ve toz hali dahil)

- Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri, 5,0 10,0 -
akbiber ve karabiber dahil)

- Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

- Zencefil (Zingiber officinale)

Zerdecal (Curcuma longa)

Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalars @ 0,10 - -

Bebek formiilleri ve devam formiilleri ® (bebek siitleri ve
O . - - 0,025
devam siitleri dahil)

Bebekler igin 6zel tibbi amagh diyet gidalar ©’ 0,10 - 0,025

Diger gida maddeleri (bulunmasi muhtemel riskli gidalar) 5,0 10,0 0,5

) Maksimum limit yerfistig1, findik ve kuru meyvelerin yenilebilir kisimlarma uygulanir. Findik, kabuklariyla
analiz edilecek ise aflatoksin icerigi hesaplanirken bulaganin tiimiiniin yenilebilir kisim iizerinden oldugu
kabul edilir

@ “TGK - Cig Siit ve Is1l Islem Gormiis igme Siitleri Tebligi nde tanimlanan iiriinii kapsar.

@ “TGK — Bebek ve Kiigiik Cocuk Ek Gidalar1 Tebligi nde tanimlanan gidalari kapsar. Maksimum miktar kuru
madde {izerinden gecerlidir.

@ “TGK — Bebek Mamalar1 ve Bebek Formiilleri Tebligi” ve “TGK — Devam Mamalar1 ve Devam Formiilleri
Tebligi’nde tanimlanan {iiriinleri kapsar. Bu tiriinler icin maksimum limit iiretici tarafindan verilen kullanim
talimatina gore hazirlanan veya dogrudan kullanima hazir olarak satisa sunulan iiriinlere uygulanir.

© “TGK — Ozel Tibbi Amagh Diyet Gidalar Tebligi nde tanimlanan iiriinleri kapsar. Maksimum limit, siit ve siit
iriinleri igin iiretici tarafindan verilen kullanim talimatina gore hazirlanan veya dogrudan kullanima hazir
olarak satiga sunulan iirtinleri ve siit ve siit iirtinleri digindaki {iriinler i¢in ise kurumadde tizerinden gecerlidir.
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2.4. Baharatlarin Antimikrobiyal Etkinligi

Tiim diinyada baharatlar gida hazirlamada yaygin bir bigcimde kullanilmaktadir. Kullanilan
baharatlar iilke ve kiiltiirlere gore oldukg¢a farkli olmasina ragmen, kullanim amaci genellikle
gidalarin lezzetini artirmaktir. Baharatlarin gida maddelerinde kullanimu ile ilgili olarak
yapilan caligmalar sonucunda ortaya ¢ikan bir diger kullanim nedeni ise, bazi baharatlarin
patojenlere karsi inhibitor etki gostererek, gidalarin raf Omriinii uzatmasidir (Billing ve

Sherman 1998).

Sekonder bilesikler (alkoller, ucucu yaglar, glikozidler, flavanoidler, tanenler, fenoller, renk
maddeleri ve recineler) agisindan zengin olan bitki tiirleri tibbi ve aromatik bitkiler grubunda

yer almaktadir (Baydar 2005, Koyuncu ve ark. 2008).

Baharatlar ile baharatlardan elde edilen ekstraktlarin, ugucu yaglarin ve bilesenlerinin degisik
bakteri ve fungus tiirlerine kars1 inhibitor etkileri ¢esitli in vitro ¢calismalarla arastirilmaktadir.
Yapilan arastirmalar sonucunda bazi bitkilerin ekstrakt ve ucucu yaglarinimn antimikrobiyal
ozellik gosterdigi belirtilmistir (Akgiil 1993, Boyraz ve Ozcan 1997, Dorman ve Deans 2000,
Baydar ve ark. 2004).

Baharatlarin gida muhafazasinda kullanimu ile ilgili olarak laboratuar ¢aligmas: ilk kez 1911
yilinda Hoffman ve Evans tarafindan yapilmistir. Giiniimiizde, dogal koruyucularin
kullanimina karst ilginin artmasi, baharatlarin antimikrobiyal etkileri konusundaki
arastirmalarin  yayginlagsmasina neden olmustur. Ayrica fermente iiriinlerin {iretiminde
kullanilan starter kiiltiirlere kars1t inhibitor aktivitelerinin bilinmesi geregi de, bu

arastirmalarin onemini artirmaktadir (Con ve ark. 1998).

Antimikrobiyal bilesikler mikrobiyal gelisimi ya da canlilifi azaltarak islenmis ya da
islenmemis gidalarin raf Omriinii uzatabilirler. Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen
antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini yiiksek oranlarda korumay1 basardig1 ve bitkisel
ekstraktlarin gidalarda dogal antimikrobiyal olarak kullanilabilecegi yapilan bilimsel

arastirmalarla kanitlanmistir (Kotzekidou ve ark. 2008).

Gida kaynakli pek cok patojen kekik, mercankosk, tarcin, sarimsak, hardal, sogan, kori,
feslegen, zencefil gibi bitkilerin ekstraktlarina karsi duyarhdir. Bitki ve baharatlardaki
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antimikrobiyal bilesenler en ¢ok bunlarin esansiyel yag fraksiyonlarinda bulunmaktadir.
Gram-pozitif bakteriler, Gram-negatif bakterilere gore baharatlardaki antimikrobiyal
bilesenlere kars1 daha hassastirlar. Bazi baharatlar starter kiiltiiriin asit {iretimini tesvik ederek,
fermentasyon hizma olumlu yonde etki ederler. Baharatlarin yapisinda bulunan bazi
antimikrobiyal bilesenler fenoller, alkoller, eterler, aldehitler, ketonlar ve hidrokarbonlardir

(Marino ve ark.1999, Ceylan ve Fung 2004).

Diinya genelinde gida kaynakli hastaliklar 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir.
Gida zehirlenmeleri, koruyucu yontemler kullanilmasina ragmen halen hem tiiketicileri hem
de gida endiistrisini tehdit etmektedir. Buna ragmen tiiketicilerin, koruyucu iceren gidalarin
giivenligi konusunda endiseleri vardir. Bu nedenle, gida kaynakli hastalik olaylarinin
azaltilmasi i¢in daha yeni ve daha etkili tekniklere artan bir sekilde ilgi vardir. Yapilan
arastirmalar sonucunda, bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal
maddelerin giivenli gida iiretimine katkida bulundugu belirtilmektedir (Alzokery ve Nakahara

2003, Koyuncu ve ark. 2008).

Baz1 esansiyel yag bilesenlerinin, antifungal etkinlikleri ve antiaflatoksijenik Ozellikleri
izerine yapilan bir caligmada; 20 adet esansiyel yag bileseninin, Aspergillus flavus’un
gelisimi ve aflatoksin olusumu iizerine etkisi incelenmistir. Geraniol, nerol, citronellol
(alifatik yag), cinnamaldehyde (aromatik aldehid) ve timoliin (fenolik keton) A. flavus
gelisimini ve toksin sentezini tamamen inhibe ettigi, cinnamaldehyde ve timol bilesenlerinin
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 200-250 ppm iken, geraniol, nerol ve citronellol
bilesenlerininki ise 500 ppm oldugu belirtilmistir. Citral, citronellal ve 6jenol bilesenlerinin
fungal gelisim ve toksin olusumunu 8 giinliik inkiibasyon siiresince engelledigi, 15 giinden

sonra ise toksin iiretiminin kontrolden biiyiik ¢iktig1 bildirilmistir (Ale 1994).

Asehraou ve ark. (1997) yesil zeytin fermentasyonunda maya ve kiiflerin inhibe edilebilmesi
amaciyla biitiin halinde sarimsak, sarimsagin su ekstrakti ve yagini kullanmiglardir. En
yiiksek inhibitor etkiyi sarimsak yagmin gosterdigini, laktik asit bakterileri lizerinde ise

herhangi bir inhibitor etkinin belirlenmedigini bildirmislerdir.

Montes-Belmont ve Carvajal (1998) misir tanelerini A. flavus tiiriine kars1 koruma amach
yaptiklar1 bir arastirmada; kekik, mercankosk, karanfil, tarcin, feslegen, nane ve Meksika ¢ay1

bitkilerinin esansiyel yaglarmimn, musir tanelerinde kiif gelisimini inhibe ettigini, yaglarin
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bilesiminde bulunan timol ve o-methoxycinnamaldehyde bilesenlerinin misir tanelerindeki
kontaminasyonu 6nemli 6l¢iide azalttigin1 ve bu etkinin gerceklestigi optimal dozunda %3-5

oldugunu belirtmislerdir.

Fan ve Chen (1999), Galler soganinin etanol ekstraktinin A. flavus ve A. parasiticus gelisimi
ve aflatoksin iiretimi {izerine etkisini inceledikleri bir calismada, A. flavus ve A. parasiticus
sporlarinin canli kalmasinin ekstrakt konsantrasyonuna ve ekstraktin etkisine maruz kaldigi
siireye bagli oldugunu bildirmislerdir. 10 mg/mL konsantrasyondaki ekstrakt ile sivi
besiyerinde 25 °C sicaklikta 30 giin boyunca muamele edilen kiiflerde misel gelisiminin
tamamen inhibe edildigini belirtmislerdir. 2 haftalik inkiibasyon siiresince, 10 mg/mL ekstrakt
ilavesinin aflatoksin iiretimini inhibe ettigi, 5 mg/mL’lik ekstrakt konsantrasyonunun ise ¢cok
diisikk miktarda aflatoksin iiretimine izin verdigi ve bu sonuclar dogrultusunda Galler sogani
ekstraktmin test edilen kiiflere karsi, ayn1 konsantrasyonda ilave edilen sorbat ve propiyonat

gibi koruyucularla aym giiclii inhibitor etkiyi gosterdigi bildirilmistir.

Bir ¢esit su yosunu olan Sargassum filipendula ekstraktinin A. parasiticus gelisimini inhibe

ettigi bildirilmistir (Martinez-Lozano ve ark. 2000).

A. flavus’un gelisimi ve Aflatoksin B; olusumunun inhibe edilmesi amaciyla Pinto ve ark.
(2001) Polymnia sonchifolia yapraklariin sulu ekstraktlarini kullanmislardir. Bu amagla A.
flavus’un spor siispansiyonundan ve ekstraktin farkli konsantrasyonlarindan 50 mL’lik YES
medium icerisine inokiile etmisler ve Aflatoksin B;’i ince tabaka kromotografisi ile
belirlemislerdir. Ekstraktm, kullanilan tiim konsantrasyonlar1 AFB,; iiretimini inhibe ettigini

bildirmislerdir.

Rajkumar ve Berwal (2003) Penicillium chrysogenum, P. expansum, P. verrugosum, A. flavus
ve A. parasiticus toksijenik kiifleri iizerine karanfil (Eugenia caryophyllus) ekstraktinin
inhibitor etkinligini inceledikleri bir calismada P. chrysogenum, P. expansum, P. verrugosum,
A. flavus ve A. parasiticus kiifleri iizerine minimum inhibisyon konsantrasyonlarini sirasiyla

%0,86, %1,12, %1,08, %1,30 ve %0,92 agirhik/hacim (a/h) olarak belirlemislerdir.

Rhajaoui ve ark. (2003) Fas’ta yetisen, endemik bir bitki tiirii olan Zygophyllum geatulum’un
metanol, etanol, kloroform ve su ile elde edilmis ekstraktlarinin bazi patojenik kiifler iizerine

etkilerini incelemislerdir. incelenen tiim kiiflere karsi en yiiksek inhibitor etkiyi, Zygophyllum
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geatulum’un metanol ekstraktinin gosterdigi ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
degerinin 200-600 pg/mL oldugunu bildirmislerdir. Metanol ekstraktinin en yiiksek antifungal
etkiyli 4 mg/mL konsantrasyonda gosterdigi, 1 mg/mL’lik konsantrasyonda A. flavus ve A.
parasiticus’un gelisimini sirasiyla %17 ve %67 oraninda azalttigini, etanol ekstraktinin ise

fungal gelisimin engellenmesi iizerine kismi bir etkisi oldugunu belirtmislerdir.

A. parasiticus NRRL 2999 susunun gelisimi iizerine bazi baharat hidrosollerinin etkisinin in
vitro olarak incelendigi bir caligmada; anason, kimyon, rezene, nane, mercankosk, zahter ve
kekik hidrosollerinin misel gelisimi iizerine giiclii inhibitor etki gosterdigi; sumak, deniz
rezenesi, biberiye, adacayi, Ege adacayi, defne ve feslegen hidrosollerinin misel gelisimini
tam olarak inhibe etmedigi ve en diisiik inhibitor etkiyi sumagm gosterdigi bildirilmistir

(Ozcan 2005).

Rasooli ve Owlia (2005), Thymus eriocalyx ve Thymus X-porlock’dan elde edilen esansiyel
yaglarin A. parasiticus gelisimi ve aflatoksin olusumu iizerine etkilerini inceledikleri bir
calismada, esansiyel yaglarin icindeki baglica bilesenlerin sirastyla timol (%31,7-63,8), -
phellandrene (%13,30-38,7), cis-sabinene hydroxide (%8,1-9,6), 1,8-cineole (%1,7-2) ve B-
pinene (%1,31-2) oldugu belirtmislerdir. A. parasiticus gelisimini durdurmak i¢in gerekli olan
doz 250 ppm iken, letal dozun Thymus eriocalyx icin 500 ppm, Thymus X-porlock icin ise
1000 ppm oldugunu belirtmigslerdir. Elektron mikroskobunda yaptiklar1 inceleme sonucunda
A. parasiticus’un inhibisyonu i¢in gerekli minimum inhibisyon konsantrasyonu olan 250 ppm
esansiyel yag ile muamele sonucunda hiicre duvari, hiicre zar1 ve hiicre organellerinin zarar
gordiigiinii belirtmigler ve sonug¢ olarak esansiyel yaglarin bazi gida maddelerinde fungal

enfeksiyonlara kars1 koruyucu olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Sanchez ve ark. (2005) musirda, Agave asperrima ve Agave striata tiirlerinin etanol, metanol
ve su ekstraktlarinin A. flavus, A. parasiticus gelisimi ve aflatoksin iiretimi {izerine etkilerini
incelemislerdir. Aspergillus suslarinda 10° spor/mL veya 6 g musira 10° spor olacak sekilde
asillama yapmislar ve bitki ekstraktlarin1 da ilave ederek 28°C’de 8 giin inkiibasyona
birakmiglardir. En yiiksek inhibitor etkinligi, bitkilerin ciceklerinden elde edilen ekstraktlarin
gosterdigini, minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) besiyerinde 0,5-2 mg/mL
oldugunu belirtmislerdir. Bitkilerin saplarindan elde edilen ekstraktlarda besiyerinde gozlenen
minimum inhibisyon konsantrasyonunun 15-30 mg/mL oldugu ve cicek ekstraktlarinin

minimum inhibisyon konsantrasyonunun, misirda gerceklestirilen denemelerde yiiksek (>30
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mg/g) oldugunu belirtmislerdir. Aflatoksinlerin %99 unun, MIK degerlerinin yaris1 ile inhibe

edildigi belirtilmistir.

Vargas-Arispuro ve ark. (2005), Larrea tridentata (giir ¢calilik) ekstraktinin A. flavus ve A.
parasiticus lzerine antifungal etkinligini inceledikleri bir calismada Larrea tridentata
ekstraktinda bulunan metil-nordihidroguaiaretik asit (metil-NDGA) ve nordihidroguaiaretik
asidin (NDGA) her iki kiif tiirtine kars: antifungal aktiviteye sahip olduklarmi, metil-
NDGA’nin 300 mg/mL diizeyinde, NDGA’nim ise 500 mg/mL diizeyinde uygulanmasiyla kiif

gelisimini inhibe ettiklerini bildirmislerdir.

Boyraz ve Kocak (2006) kekik (Thymus vulgaris L.), kimyon (Cuminum cyminum L.), ardig
(Juniperus communis L.), nane (Mentha piperita L.), zakkum (Nerium oleander L.), sarmasik
(Hedera helix L.), ¢ortiikk (Echinophora tenuifolia L.), 1swrgan (Urtica dioica L.), okaliptus
(Eucaliptus sp.) ve yavsan (Artemisia sp.) ekstraktlarinin, Alternaria mali Roberts, Fusarium
oxysporum Synder & Hansen, Botrytis cinerea Pers., Sclerotinia sclerotiorum (Libert) de
Bary ve Colletotrichum circinans (Berk.) Vogl. iizerine inhibitor etkilerini incelemislerdir.
Bitki ekstraktlarin1 0,5 mL, 1 mL ve 2 mL/100 mL besiyeri dozunda uygulamislar ve kekik
ekstraktinin test edilen tiim kiiflerin gelisimini tamamen engelledigini belirtmislerdir. Kimyon
ekstraktinin yiiksek dozlarinm kiiflerin gelisimini tamamen engelledigini, buna karsin diisiik
dozlarinin A. mali ve S. sclerotiorum’ a kars1 diisiik antifungal etki gosterdigini, cortiik, nane,
okaliptus, ardic ve zakkum ekstraktlarinin kiiflerin gelisimlerini %26-%100 oranlarinda
engelledigini, sarmasik ve 1siwrgan ekstraktlarinin ise daha diisiik oranlarda engelleme

gosterdiklerini bildirmislerdir.

Anason ugucu yaginin (Pimpinella anisum L) Alternaria alternata, Aspergillus niger ve A.
parasiticus iizerine antifungal etkisinin arastirildig: bir caligmada, farkli konsantrasyonlarda
anason yaginin, A. alternata, A. niger ve A. parasiticus’un miselyum gelisimini inhibe ettigi
bildirilmistir. Anason ugucu yagindan en ¢ok etkilenen tiiriin A.s parasiticus oldugu, bunu A.
niger ve A. alternata’nin izledigi belirtilmis ve sonug¢ olarak anason ucucu yagimin tek basina
kullanilmas: durumunda gidalarm raf omriinii koruyabilecegi rapor edilmistir (Ozcan ve

Chalchat 2006).

Pimpinella anisum (anason), Peumus boldus (boldus), Mentha piperita (nane), Origanum

vulgare (mercankdsk) ve Minthosthachys verticillata esansiyel yaglarinin Aspergillus
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tiirlerine (A. parasiticus’un 2 susu ve A. flavus’un 2 susu) karsi inhibitor etkilerinin
incelendigi bir arastirma sonucunda anason ve boldus esansiyel yaglarinmm en yiiksek
antifungal aktiviteyi gosterdigi; anason, boldus ve mercankdsk esansiyel yaglarinin AFB;
olusumunu tamamen inhibe ettigi, biber ve nane esansiyel yaglarinm ise etkinligi incelenen
tim konsantrasyonlarda AFB; olusumunu %85-90 oraninda inhibe ettikleri bildirilmistir

(Bluma ve ark. 2008).

Carmo ve ark. (2008) bazi Aspergillus tiirlerinin (A. flavus, A. parasiticus, A. terreus, A.
ochraceus, A. fumigatus ve A. niger) gelisiminin inhibe edilmesinde, Origanum vulgare L.
esansiyel yagmin etkisini inceledikleri bir calismada, esansiyel yagn, test edilen tiim kiiflere
kars1 giiclii bir inbibitor etkinlik gosterdigini bildirmislerdir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonlarmin (MIK) 20-80 uL/mL arasinda oldugu, kiif gelisimlerinin 40-80 puL/mL

konsantrasyonlarda tamamen inhibe edildigini belirtmislerdir.

Kekik, adagay1 ve defnenin metanol ekstraktinin 11 maya tiiriine (Candida krusei, C. clus,
Rhodotorula rubra, C. albicans 10039, C. tropicalis, C. glabrata 70164, C. parasilosis, C.
insane, C. rhodotonla, C. holmii ve C. glabrata 13b) kars1 antimikotik etkinliginin in vitro
olarak arastirildigi bir calismada (Unver ve ark. 2008), kekik ekstraktimin arastirilan tiim
mayalara kars1 oldukca yiiksek bir antimikotik etkinlik gosterdigi, defne ektraktinin 40 ppm
diizeyinde C. tropicalis’e kars1 kekige benzer diizeyde bir etkinlik gosterdigi fakat adagayinda
herhangi bir antimikotik etkinlik goriilmedigi bildirilmistir.

Bazi arastirmacilar, ekstraktlarin antifungal etkisinin, ugucu yaglarinkine gore diisiik
olmasinm, ekstraktin icerdigi etken madde miktary, stabilitesi ve etki seviyesinden
kaynaklandigmi belirtmislerdir. Ekstrakt iceriginin bazi funguslarin beslenmesi icin iyi bir
besin kaynagi olmasiyla da tegvik edici etkinin ortaya cikabildigi, baz1 bitki ekstraktlarmin
bazi mikroorganizmalarin gelismesini engelledigi, diger bazi mikroorganizmalar iizerinde
hi¢cbir etki yapmadigi ve hatta gelisimlerini tesvik ettigi bildirilmistir (Singh ve ark. 1980,
Cakir ve Yegen 1991, Boyraz ve Ozcan 1997).

22



2.4.1. Origanum onites’in antimikrobiyal etkinligi

Tiirkiye, zengin bir bitki Ortiistine sahip olup, pek ¢cok Origanum tiirii halk arasinda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Origanum cinsi Tiirkiye’de 23 tiir 32 takson, diinyada 41 tiir 52
taksonla temsil edilir. Origanum onites Tiirkiye’de ticareti yapilan tiirler arasinda en ¢ok
ihracat1 gerceklestirilen tiirdiir. Ulkemizde Ege ve Akdeniz Bolgelerinde dogal olarak yetisir.
Halk arasinda bilyal kekik, tas kekik, peynir kekigi, izmir kekigi gibi yoresel adlarla bilinen
O. onites, dogal floramizin bir iiriinii olmasmin yan1 sira kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen tek
ticari Origanum tiriidiir. Yaygin bir kullanima sahip olan ve ekonomik a¢idan 6nemli olan bu
bitki, halk arasinda yemeklerde baharat olarak ve cesitli sekillerde hastaliklarin tedavisinde
kullanilir. Ugucu yag: ile yapilan caliymalarda analjezik etkisi tespit edilmistir. Yiiksek
miktarda fenol icermesi nedeni ile antibakteriyel, antispazmodik ve antiseptik etkileri

bilinmektedir (Davis 1982, Baser ve ark. 1993, Ozhatay ve ark. 1997, Oflaz ve ark. 2002).

Akgiil ve Kivang (1988), pH degeri 3,5 ve 5,5 olan kiiltiir ortaminda gida kaynakh 9 kiif
tiirtine kars1 10 cesit Tiirk baharati, kekik esansiyel yagi, timol ve karvakroliin inhibitor
etkisini aragtirmuslardir. Mukayese icin sodyum kloriir, sorbik asit ve sodyum benzoat ile
kekik ve sodyum kloriir kombinasyonunu ayni sartlarda denemisler ve arastirilan
baharatlardan yalnizca kekigin % 1,0, % 1,5 ve % 2,0 konsantrasyonlarinin tiim kiiflere karsi
etkili oldugu belirtilirken % 8’lik sodyum kloriiriin kekikten daha diisiik etkinlik gosterdigi
belirtilmistir. Kekik esansiyel yagi, timol ve karvakrolin %0,025 ve %0,05
konsantrasyonlarinda, ayni konsantrasyonda etkisi denenen sorbik asitten daha yiiksek bir
inhibitor etki gostererek, tiim kiiflerin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir. Kekik ve sodyum
kloriiriin kombine bir bi¢imde uygulanmas: sonucunda sinerjik bir antifungal etkinin olustugu

bildirilmistir.

Sokovic ve ark. (2002) Yunanistan’da yetisen O. onites, Satureja thymbra, Salvia fruticosa
(Yunan adacay1), ve Salvia pomifera subsp. calycina esansiyel yaglar1 ile bunlarin
komponentleri olan karvakrol, kafur ve 1,8-cineolenin gida zehirlenmelerine neden olan,
bitki, hayvan ve insan patojeni 13 kiif tiirii iizerine antifungal etkinliklerini arastirmislardir.
Yaglarn test edilen tiim kiif tiirlerine kars1 farkli derecelerde inhibisyon etkilerinin oldugunu
belirlemislerdir. En diisiik etkiyi adacay1 gosterirken, karvakrol bilesenini iceren O. onites ve

S. thymbra esansiyel yaglar1 en yiiksek inhibitor etkiyi gosterdigi bildirilmistir. Etkinligi
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arastirilan komponentler igerisinde en diisiikk antifungal aktiviteyi 1,8-cineole gosterirken

karvakroliin en yiiksek antifungal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Thymus ve Origanum sp. tiirii bitkilerin en Oonemli bileseni olan karvakrol bilesiginden

antifungal olarak yararlanilabilecegi belirtilmistir (Romero-Martinez ve ark. 2007).

Kekik (O. onites) ugucu yagmin bazi et iirlinlerinin mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine
etkisinin incelendigi bir arastirmada (Ekici ve ark. 2008), kontrol ve 250 ppm’lik ugucu yag
uygulamalarina gore 500 ve 1000 ppm’lik ucgucu yag uygulamalarinin, mikrobiyolojik
ozelliklerde yaklasik olarak 1-2 kob/g logaritmik bir azalma sagladig: belirtilmistir.

2.4.2. Satureja hortensis’in antimikrobiyal etkinligi

Lamiaceae familyasinda bulunan Satureja cinsi Tiirkiye'de 5'1 endemik 15 tiirle temsil
edilmektedir. Satureja hortensis, halk arasinda zahter, sater, cibriska gibi isimlerle

amlmaktadir (Davis 1982, Boyraz ve Ozcan 1997, Ozhatay ve Atay 1997).

Boyraz ve Ozcan (1997) S. hortensis ekstrakti ve ucucu yaginin Alternaria solani,
Colletotrichum coccodes, Fusarium oxysporium melonis ve Rhizoctonia solani funguslari
izerine antifungal etkinligini in vitro bir calisma ile belirlemislerdir. Ekstrakt: 1 mL/100 mL
ve 2 mL/100 mL besiyeri dozunda, ugucu yagi ise 0,1 mL/petri ve 0,2 mL/petri dozunda
uygulamiglardir. S. hortensis ekstrakti ve ucucu yaginin, test edilen tiim funguslarda misel
gelisimini inhibe ettigini belirlemislerdir. Ayni arastirma kapsaminda antifungal etkinligi
arastirilan kapari ekstraktinin ise, A. solani ve C. coccodes’e karsi antifungal etkinlik

gostermedigi, misel gelisimlerini kontrole gore belli oranlarda arttirdig: belirtilmistir.

Boyraz ve Ozcan (2006) S. hortensis ekstraktinin Alternaria mali Roberts ve Botrytis cinerea
Pers. gelisimine etkisini inceledikleri bir calismada, S. hortensis ekstraktinin uygulanan tiim

dozlarda (%0,5, %1 ve %2) %100 inhibisyon etkinligi gosterdigini bildirmislerdir.
Omidbeygi ve ark. (2007) kekik, zahter ve karanfil esansiyel yaglarmin 0, 50, 200, 350 ve

500 ppm konsantrasyonlarda A. flavus {lzerine, sivi besiyeri ve domates salcasinda

25+ 0,5 °C’de 2 ay depolama sonucundaki antifungal etkinliklerini incelemislerdir. Etkinligi

24



test edilen tiim esansiyel yaglarin A. flavus gelisimini inhibe edebildigi, kekigin en yiiksek
inhibitor etkinligi 350 ppm konsantrasyonda, zahterin ise 500 ppm konsantrasyonda
gosterdikleri bildirilmistir. Domates salcasinda yiiriitillen ¢aligmada ise, esansiyel yaglarin

inhibitor etkinliklerinin kiiltiir besiyerindekinden daha diisiik oldugu belirtilmistir.

Dikbas ve ark. (2008) S. hortensis esansiyel yagi ve metanol ekstraktinin A. flavus iizerine
antifungal aktivitesini arastirdiklar1 bir ¢alisma sonucunda, esansiyel yagin ekstrakta gore
inhibisyon zonu ve minimum inhibisyon konsantrasyonu bakimindan daha giiclii bir
antifungal aktivite gosterdigini ve S. hortensis esansiyel yagmin cevre dostu bir botanik

fungusit olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Razzaghi-Abyaneh ve ark. (2008) S. hortensis ucucu yaginin A. parasiticus NRRL 2999
susunun AFB; ve AFG, iiretme kabiliyeti iizerine etkisini incelemisler, ugucu yagin
bilesiminde bulunan karvakrol ve timol bilesenlerinin fungal gelisimi ve aflatoksin

olusumunu engelledigini bildirmislerdir.

2.4.3. Capsicum annuum’un antimikrobiyal etkinligi

Giiney Amerika kokenli bir bitki olan Capsicum annuum’un, icerdigi kapsaisin adi verilen

alkoloidin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Xing ve ark. 2006).

Dorantes ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir arastirmada, C. annuum’un fenilpropanoidleri
olarak kapsaisin, dihidrokapsaisin, sinamik asit, m-kumarik asit, ve o-kumarik asit
tanimlanmis ve Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, S. typhimurium ve Bacillus
cereus lzerinde ki inhibitor etkinin sinamik asit ile m-kumarik asitten kaynaklandig tespit

edilmistir.

lorizzi ve ark. (2002) Capsicum annuum L. var. acuminatum c¢ekirdeklerinden elde edilen,
capsicoside E, capsicoside F, capsicoside G ve oligoglikozitler olarak adlandirilan furostanol
saponinlerin bazi maya (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycoides ludwigii,
Schizosaccharomyces pombe, Kloeckera apiculata, Candida albicans, Hanseniaspora
osmophila, H. vinae, H. uvarum ve H. guilliermondii ) tiirlerine kars1 yliksek antimikrobiyal

aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.
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Careaga ve ark. (2003) C. annuum ekstraktinin S. typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa
izerine inhibitor etkisini inceledikleri bir caligmada, test mikroorganizmalarini sigir eti
kiymasma ve farkli konsantrasyonlarda ekstrakt ilave ederek 7°C’de 7 giin siire ile
depolamuslardir. C. annuum ekstraktmin bakteriyel gelisimi engelledigi bildirilirken,
Salmonella typhimurium’un gelisiminin engellenmesi i¢in gerekli olan minimum inhibisyon
konsantrasyonunun 1,5 mL/100g et oldugu bildirilmistir. Pseudomonas aeruginosa i¢inse 0,3
mL/100 g ekstrakt konsantrasyonun bakteriyostatik etki gosterdigi, 3 mL/100 g ekstrakt

konsantrasyonunun ise bakteriyosidal etki gosterdigi bildirilmistir.

Acero-Ortega ve ark. (2005) 10 farklh C. annuum ¢esidinin fenilpropanoidleri ile yaptiklar: bir
calismada, her bir ¢esidin bilesiminde bulunan L-fenilalanin, t-sinamik asit, o-coumaric asit,
m-coumaric asit, ferulik asit, kafeik asit ve kapsaisini HPLC ile analiz etmisler ve 10 cesit
ekstraktin 3’iinde antibakteriyal etkinlik tespit etmislerdir. En yiiksek inhibitor etkiyi, yiiksek

oranda sinamik asit ve kafeik asit iceren cesidin gosterdigini bildirmislerdir.

Tiirkiye nin cesitli bolgelerinde yetisen Melissa officinalis (ogul otu), Mentha piperita (nane),
Laurus nobilis (defne), Rhus coriaria (sumak), Dianthus coryophyllum (karanfil cicegi),
Piper nigrum (karabiber), C. annuum (ac1 kirmizi1 biber), Juniperus oxycedrus (katran ardici),
Erica arborea (funda), Colutea arborescens (yabani sinameki) ve Cuminum cyminum
(kimyon) baharatlarinin etanol ekstraktlarinda yapilan bir c¢alismada (Ertiirk 2006); M.
piperita, L. nobilis J. oxycedrus etanol ekstraktlart minimum inhibisyon konsantrasyonu olan
S mg/mL diizeyinde, 3 Gram-pozitif (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis) ve 2 Gram-negatif (Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa) bakteri ile Candida albicans ve Aspergillus niger iizerinde test edilmistir. P.
nigrum ve E. arborea ekstraktlarina karsi en hassas bakteri P.aeruginosa olarak belirtilirken
L. nobilis, D. coryophyllum, J. oxycedrus ve C. arborescens ekstraktlar1 Candida albicans ve
Aspergillus niger’e, standart antifungal bir madde olan nistatine gore en yiiksek inhibitor

etkiyi gosterdikleri belirtilmistir.

Piper nigrum (%1) ve C. annuum (%2) kombinasyonunun, modifiye ambalajli sosislerde

mikrobiyal gelisimi inhibe ettigi belirlenmistir (Martinez ve ark. 2006).
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2.4.4. Olea europaea *min antimikrobiyal etkinligi

Zeytin yapragl, igerdigi fenolik maddeler nedeniyle son yillarda énemi artan bir iriindiir.
Zeytin yapragmdaki etken fenolik madde olan oleuropein ile bir diger onemli fenolik madde
olan hidroksitirosol, basta gida ve ila¢ sanayi olmak iizere ¢cok farkli kullanim alanlar1 olan,
yeni kullanim alanlar1 arastirilan maddelerdir. Zeytin yaprag: iilkemizde bolca bulunmasina
karsin konu ile ilgili arastirmalarin smirli olmasi, yeterince degerlendirilememesine neden

olmaktadir (Erbay ve Icier 2008).

Zeytin yapragmin tibbi etkisi ilk kez 1854 yilinda ates diisiiriicii olarak rapor edilmis olup
sonralar1 antihipertansif ve antibakteriyel etkileri belirtilmistir. Zeytin yapraginda bulunan
fenolik bilesiklerin oleuropein, luteolin, luteolin-7-glukozit, apigenin, apigenin-7-glukozit,
hidroksityrosol, klorojenik asit, p-kumarik asit ve rutin olup, bu bilesiklerin
mikroorganizmalarin gelisimi iizerine geciktirici ve engelleyici etkileri oldugu, zeytin yapragi
ekstraktinin antioksidan nitelikte oldugu ve gida sanayinde antifungal madde olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Pieroni ve ark. 1996, Ryan ve Robards 1998, Karagozler ve
ark. 2005, Korukluoglu ve ark. 2008).

Olea europaea L.’den elde edilen alifatik aldehitler (hegzanal, nonanal, (E)-2-hegzanal, (E)-
2-heptenal, (E)-2-oktenal, (E)-2-nonenal) ile Trichophyton mentagrophytes ve Microsporium
canis <1,9-125 pg/mL diizeyinde engellenirken, Candida tiirlerine kars1 bir inhibitor etkinin

olmadig: belirtilmistir (Batinelli ve ark. 2006).

Zeytin yapragimin antifungal aktivitesi lizerine yapilan bir diger arastirmada (Korukluoglu ve
ark. 2006) su, etanol, aseton ve etil asetat ekstraktlarinin mayalar (Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces uvarum, Candida oleophila,
Metschnikowia fructicola ve Kloeckera apiculata) tizerine etkisi disk difiizyon metodu ile
incelenmis ve sulu ekstrakt hari¢ diger tiim ekstraktlarin ¢esitli derecelerde antifungal etkisi
oldugunu belirtmislerdir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu 10-28 pg/mL, fungusidal
konsantrasyon 20-48 pug/mL ve inhibisyon zonu capmnin ise 1,5-9,3 mm arasinda oldugunu

tespit etmislerdir.

Zeytin (Olea europaea L.) yapraginin su ve aseton, metanol, etil asetat gibi organik

coziiciilerden elde edilen ekstraktlarla 30 kiif susuna (Alternaria alternata, Aspergillus
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chevalieri, A. chrysogenum, A. elegans, A. flavus (3 sus), A. fumigatus, A. nidulans, A. niger
(2 sus), A. oryzae, A. parasiticus (4 sus), A. tamari, A. versicolor, A. wentii, Fusarium
oxysporum, F. semitectum, Mucor racemosus, Neurospora crassa, Penicillium verrucosum, P.
citrinum, P. echinulatum, P. griseofulvum, P. italicum, P. roqueforti and Rhizopus
oligosporus) kars1 antifungal etkinlikleri arastirmiglardir. Sulu ekstraktin 10 kiifiin gelisimini
tamamen inhibe ettigini, aseton ve metanol ekstraktlarinin 8, dietil eter ekstraktinin da 7 kiifiin
gelisimini inhibe ettigini bildirmislerdir. Inhibisyon zonu caplarinmn 7-21 mm arasinda

degistigi ve en direncli kiifiin A. parasiticus’un test edilen 4 susu oldugu, en zayif kiifiin ise

A.ventii oldugunu belirtmislerdir (Korukluoglu ve ark. 2008).

2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Etkinligi

Aflatoksijenik kiiflerin ve aflatoksinlerin gidalardan uzaklastirilmasinda, fiziksel ve kimyasal
uygulamalarin yam sira, biyolojik yontemlerin iizerinde de durulmaktadir. Aflatoksinlerin ve
bunlari iireten kiiflerin baz1 mikroorganizmalar tarafindan inhibe edildigi ¢esitli aragtirmacilar
tarafindan belirlenmistir. Bu biyolojik kontrol ajanlar1 arasinda, endiistriyel acidan onemli
olan, cesitli gidalarin iiretiminde ve olgunlastirilmasinda rol oynayan laktik asit bakterileri

onemli bir yer tutmaktadir (Kabak ve Var 2003).

Laktik asit bakterileri, diisiik oksidasyon/rediiksiyon (O/R) potansiyeline sahip gidalarda,
parcalanmis proteinli iirlinlerde ve karbonhidratlarca zengin gidalarin mikrobiyotalarinda
baskin olarak bulunurlar (Lopez-Diaz ve ark. 2000). Bu bakteriler asitlendirici yetenekleri ile
yalnizca gidalar1 bozulmalardan korumalariyla degil, ayn1 zamanda fermente gida iiriinlerinin
tekstiir, tat ve aroma gelisimlerine ve saglikli beslenme konusunda katki saglamalariyla da

gida endiistrisinde olduk¢a onemlidirler (Vuyst ve ark. 2003).

Eski caglardan beri fermentasyon, gidalarin muhafazasina yonelik olarak yapilan bir
uygulama olmustur. Fermentasyon; gidalarin tat, aroma ve besleyici Ozelliklerinde cesitli
degisiklikler meydana getiren, patojen bakteri ve gidalar1 bozan mikroorganizmalarin kontrol
altina alinmasinda oldukca etkili olan ekonomik bir yontemdir (Holzapfel 2002, Yasmine
2002). Yapilan arastirmalarda laktik asit bakterileri tarafindan laktik fermente iiriinlerde
olusturulan organik asitlerin, diisilk molekiillii, sicakliga dayanikli metabolitler ve protein
yapisinda olan inhibitér maddeler ile besin maddelerinin tilkenmesi ve mikrobiyal yarisin tek

ve/veya kombine etkisi ile ¢esitli bakteriler ve kiifler lizerinde inhibitor etki yaptigi, toksin
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olusumunu etkileyen en onemli biyolojik kontrol ajanlar1 oldugu bildirilmistir (Holzapfel
1997, Kabak ve Var 2003). Son yillarda tiiketicilerin dogal ve katkisiz gidalara gosterdikleri
talep artis1 dolayisiyla, laktik asit bakterileri potansiyel gida koruyucusu olarak ©nemini

surdiirmektedir.

Gida ve yemlerde bulunan mikotoksinler; 6zellikle laktik asit bakterileri ile fermentasyon
islemlerini artirmak yoluyla biyolojik olarak pargalanabilir, toksisitesi azaltilabilir veya

transforme edilebilir (Giimiis ve Coskun 2008).

Gida iiretiminde starter olarak kullanilan bazi laktik asit bakterilerinin aflatoksijenik kiiflere
kars1 inhibitor etki gosterdigi de cesitli arastirmacilarca saptanmustir (Luchese ve ark. 1992,

El-Nezami ve ark. 1998).

Gourama (1997) laktik asit bakterilerinin antimikotik etkileri nedeniyle, laktik asit
bakterilerinin veya metabolitlerinin gidalarda kiif gelisimini ve mikotoksin olusumunu

engellemede dogal koruyucu madde olarak kullanilma potansiyeli oldugunu belirtmistir.

Laktik asit fermentasyonu ile tiikketime hazir hale getirilen bir iiriin olan zeytine, fermentasyon
baslangicinda starter kiiltiir olarak ilave edilen Lb. plantarum’un bazi suslarimin da cesitli
ortamlarda Aspergillus parasiticus’un bazi suslarini veya aflatoksin iiretimlerini inhibe ettigi
cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Gourama ve Bullerman 1995, Onilude ve ark.

2005).

Magnusson ve ark. (2003) farkli kaynaklardan izole ettikleri 1200’den fazla laktik asit
bakterisinin antifungal etkinliklerini arastirmislardir. izole edilen laktik asit bakterilerinin
yaklasik olarak % 10’u Aspergillus fumigatus’a kars1 inhibitor aktivite gosterirken, % 4 kadari
da giiclii bir aktivite gostermistir. Inhibitor aktivitesi arastirilan suslarmn bircogu A. fumigatus,
A. nidulans, Penicillium commune ve Fusarium sporotrichioides’e kars1 giiclii bir aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Pek ¢ok susun inhibitor etkinliginin depolama sonrasinda azaldig1 da
bildirilmistir. Arastirmacilar, inhibitor etkinligin yalmzca laktik veya asetik asit iiretimine

bagli olmadigini, antifungal etkinligin kompleks bir yapis1 oldugunu belirtmislerdir.

Lavermicocca ve ark. (2000) Lactobacillus plantarum 21B tarafindan iiretilen metabolitlerden

olan phenyllactic asit ve 4-hydroxy-phenyllactic asidin ¢esitli kiif tiirlerine karsi antifungal
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aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle fermente gidalarm iiretiminde rol alan
bazi laktik asit bakterilerinin iirettigi phenyllactic asit ve 4-hydroxy-phenyllactic’in gidalarin
kalite 6zelliklerinin korunmasinda ve muhafazasinda etkili oldugu tespit edilmistir (Valerio ve

ark 2004).

Croci ve ark. (1995), laktik asit bakterilerinin sentetik bir besiyerinde A. parasiticus NRRL
2999 susunun aflatoksin olusturmasi iizerine etkisini incelemislerdir. Lactobacillus casei ve
Lactococcus lactis subsp. lactis’in aflatoksin miktarm azaltirken, ayn1 zamanda aflatoksini
metabolize ettigini ve hidroksillenmis tiirevlerine doniistiirerek toksisitesini diisiirdiiglinii

saptamiglardir.

Onilude ve ark. (2005) laktik asit bakterilerinin, aflatoksijenik kiifler iizerine inhibitor
etkinliklerini incelemek amaciyla yaptiklar: bir caligmada, yoresel fermente tahil lapasindan 6
adet laktik asit bakterisi (Lactobacillus fermentum OYB, Lb. fermentum RS2, Lb. plantarum
MW, Lb. plantarum YO, Lb. brevis WS3 ve Lactococcus spp. RS3) ve cesitli gidalardan da 6
adet aflatoksin iiretme yeteneginde olan Aspergillus tiirii kiifleri izole etmislerdir. Kiif
izolatlarmin 2 tanesini Aflatoksin B; ve G iireten A. parasiticus C2 ve A. parasiticus AF7
olarak tanimlamislarken, 4 tanesinin yalnizca Aflatoksin B, iiretebilen A. flavus M1, A. flavus
B4, A flavus B5 ve A. flavus C6 olarak tanimlamislardir. izole edilen laktik asit bakterilerinin
her birinin aflatoksijenik Aspergillus tiirlerine karsi inhibitor etkilerinin oldugunu, en yiiksek

inhibitor etkiyi Lb. plantarum YO’ nun gosterdigini belirtmislerdir.

Nijerya’ya Ozgii baz1 fermente gida ve iceceklerde yapilan bir calismada, Lactobacillus
acidophilus, Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. lactis ve Lb. plantarum’un irettikleri

bakteriyosinlerin antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Ogunshe ve ark. 2007).
Tuma ve ark. (2007) Edam peynirinden izole ettikleri 322 adet Lactobacillus susunun

Fusarium proliferatum M 5689 kiifiine kars1 antifungal etkinliklerini incelemislerdir. izole

edilen sugslarm yaklasik olarak %21’inin antifungal etkili oldugunu bildirmislerdir.
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2.6. Baharat ve Ekstraktlarimin Laktik Asit Bakterileri Uzerine inbibitor Etkileri

Zaika ve ark. (1983) kekigin, Zaika ve Kissenger (1984) ise karabiberin laktik asit bakterileri
tizerine zayif inhibitor etkilerinin oldugunu bildirmislerdir. Ancak pek ¢ok baharatin laktik
asit tiretimine etkisi genellikle tesvik edici olarak bildirilmistir (Karapinar ve Aktug 1986).

Kivang ve ark. (1991), siv1 besiyerinde %0,5, %1,0 ve %2,0 konsantrasyonlarda baharat
olarak uygulanan kimyonun, Lb. plantarum ve Leuconostoc mesenteroides’in gelisimini ve
asit tiretimini tesvik ettigini, ugucu yaginin ise yiiksek konsantrasyonlarda (300-600 ppm) Lb.
plantarum’un gelisimi ve asit liretimini inhibe ettigini bildirmislerdir. Oregano ve esansiyel
yaginin her iki kiiltiiriin gelisimini inhibe ettigini, oregano baharatinin ise Lb. plantarum’un

asit iiretimini tesvik ettigini belirtmislerdir.

Sagdic ve ark. (2003) bazi bitki ekstraktlarinin Lb. plantarum iizerine inhibitor etkilerini
inceledikleri bir calismada, Coriandrum sativum L., Foeniculum vulgare Miller, Cerasus
mahaleb (L.) Mill, Sinapis arvensis L., Capsicum annuum L., Rosa spp. ve Sesamum indicum
L. ekstraktlarinin Lb. plantarum tizerine inhibitor etkilerinin bulunmadigi, Melissa officinalis
L., Cuminum cyminum L., Helichrysum compactum Boiss, Humulus lupulus L., Laurus
nobilis L., Myrtus communis L., Origanum vulgare L., Salvia fruticosa subsp. hintum, Rhus
coriaria ve Thymbra spicata ekstraktlarimin ise Lb. plantarum iizerine inhibitor etkilerinin

bulundugunu belirtmislerdir.

Ekstraktlarin laktik asit bakterilerine patojenlerden daha az etkili oldugu, bununda
fermentasyon ve sindirim sistemi agisindan olumlu bir etki oldugu belirtilmistir (Sagdi¢c ve

ark. 2003, Arici1 ve ark. 2005, Sagdic ve ark. 2005 ).

Do ve ark. (2004) bazi tibbi bitkilerin su ekstraktlarinin Lb. plantarum iizerine etkisini
inceledikleri bir calismada, Terminalia chebula, Rubus coreanus miquel ve Caesalpinia sapan

bitki ekstraktlarinin Lb. plantarum’u inhibe ettigini belirlemislerdir.

Con ve ark. (1998) kekik, yenibahar, kimyon, nane, sirmo ve karabiber ugucu yaglarini,
aralarmnda Lb. plantarum’un da oldugu bazi bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite agisindan
test etmislerdir. 32°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda en yiiksek antimikrobiyal etkiye

sahip ucucu yagin kekige ait oldugu, kekik, yenibahar, kimyon, nane ve sirmo ugucu
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yaglarmin Lb. plantarum tizerinde inhibitor etki gosterdikleri, inbibisyon zon ¢aplarinin 0,5-

1,0 mm oldugu belirtilmistir.
Artemisia princeps var. orientalis ekstraktinin Lb. plantarum iizerine inhibitor etkisinin

arastirildigl bir ¢calismada, ekstraktin Lb. plantarum lizerine herhangi bir inhibit6r etkisinin

olmadig1 tespit edilmistir (Yuna ve ark. 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak kullanilan zeytin ¢esitleri, ham siyah zeytin ve salamura siyah
zeytin olmak iizere iki farkl cesit olup, Gemlik’te bir iireticiden temin edilmistir. Her iki
deneme i¢in yaklasik 40’ar kg zeytin kullanilmis olup, ham zeytinler iki ayr1 kasada, salamura
zeytinler ise plastik bidonlar icerisinde laboratuara getirilmis ve denemelerde kullanilincaya

kadar buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmislerdir.

Bitki ekstrakt1 eldesi i¢cin kullanilan kekik tiirlerinden Origanum onites L., Ege Tarimmsal
Arastirma Enstitiisii'nden, Satureja hortensis L. Iskenderun’da faaliyet gosteren Alper
Baharat’tan, kirmizi biber ekstrakti (Capsicum annuum L.) Maya Gida’dan ve zeytin yapragi
(Olea europaea L.) ekstrakt1 da Kale Natiirel Bitkisel Uriinler Gida Kozmetik ve Tarim

Uriinleri Firmas1’ndan saglanmustir.
Aspergillus parasiticus’un iki susu (NRRL 465 ve NRRL 2999) Namik Kemal Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimii’niin kiiltiir koleksiyonundan, Lactobacillus

plantarum ise Erciyes Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii’nden temin edilmistir.

HPLC i¢in uygun kalitede metanol, su ve % 65’lik nitrik asit Merck (Almanya), asetonitril

Lab — Scan Analytical Sciences (Polonya)’dan temin edilmistir.

Bu calisma, Namik Kemal Universitesi, Gida Miihendisligi Boliimii’niin laboratuarlarinda

yiiriitiilmiistiir.
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3.2. Yontem

3.2.1 Ekstraksiyon

Arastirmada kullanilan kekik tiirleri olan O. onites (Izmir Kekigi) ve S. hortensis (zahter)‘in
ekstraktlari, Soxhlet metodu kullanilarak saf etanol ekstraksiyonu ile c¢ikartilmistir. Bu
amacla, bitkiler ogiitiiciide dgiitiildiikten sonra ekstraksiyon kartusuna 20 g ornek tartilmis ve
kartusun agzi pamuk ile kapatilarak Soxhlet cihazma yerlestirilmistir. Soxhlet cihazinin 250
mL’lik ekstrakt toplama balonu, icerisine 125 mL saf etanol konularak cihaza yerlestirilmistir.
Ekstraksiyon islemi 10 saat siire ile uygulanmis olup, elde edilen ham ekstraktlardan etanoliin
uzaklastirilmasi icin  Rotary evaporatorde 80°C’de evaporasyon islemi uygulanmistir
(Anonim 1987, Cemeroglu 2007). Ekstraktlar, cam deney tiipleri icerisinde +4°C’de

karanlikta muhafaza edilmistir.

3.2.2. Kiif kiiltiirlerinin cogaltilmasi

Kiifler arastirma siiresince iki ayda bir yatik PDA (Potato Dextrose agar — Merck, Almanya)
besiyerinde yenilenerek, elde edilen kiiltiirler +4 °C’de muhafaza edilmistir. Kiif sporlarinin
eldesi i¢in yatik agarda gelisen kiifler iizerine 9 mL steril serum fizyolojik ilave edilmis ve tiip
karigtiricida  karistirillmistir.  Bu  sekilde hazirlanan spor siispansiyonu denemelerde

kullanilmistir.

3.2.3. Lactobacillus plantarum’un cogaltilmasi

MRS broth (Merck, Almanya) besiyerinde muhafaza edilen Lb. plantarum, denemelerde
kullanilmadan 6énce MRS broth besiyerinde ¢ogaltilmistir. Cam deney tiiplerine 10’ar mL
MRS broth konularak steril edilmis ve tiiplerin igerisine aseptik sartlarda 0,1 mL Lb.
plantarum ilave edilerek 3 giin 32°C’de inkiibe edildikten sonra denemelerde kullanilmak

tizere +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.4. Bitki ekstraktlarmin (in vitro) Lb. plantarum iizerine inhibitor etkilerinin

belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin Lb. plantarum tizerine inhibitor etkilerinin belirlenmesi amaciyla, yalniz
bitki ekstraktlar1 ve bitki ekstrakti+potasyum sorbat kombinasyonlari uygulanmistir. MRS
Agar (Lactobacillus Agar Acc. to De Man, Rogosa and Sharpe — Merck, Almanya) besiyerine
yayma plak yontemiyle 0,1 mL Lb. plantarum kiiltiirii inokiile edilmis ve Drigalski Spatiilii
ile tlim petri yiizeyine yayilmigstir. Petrilerin kurumasini takiben, her bir petri ylizeyinde 3 adet
5 mm capinda kuyular acilmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan petrilere, bitki ekstraktlari ile
1/1 oraninda hazirlanmis olan bitki ekstrakti + potasyum sorbat kombinasyonlarinin ilavesi 3
noktaya 10, 20 ve 50 pL olacak sekilde ilave edilmis ve 32°C’de inkiibasyona birakilmistir. 3.
giin sonunda ekstraktlarmm inhibe edici etkileri, inhibisyon zonu caplar1 Olgiilerek
belirlenmistir. Olciimlerde 5 mm’lik kuyu c¢aplarida dikkate almmistir. Arastirma 3 tekerriir 2

paralel olarak yiiriitiilmiistiir (Reinheimer 1990, Aureli ve ark. 1992, Ilcim ve ark. 1998).

3.2.5. Bitki ekstraktlarinin (in vitro) Aspergillus parasiticus iizerine inhibitor etkilerinin

belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin antifungal etkilerinin belirlenmesinde agar difiizyon metodu
uygulanmustir. Arastirma kapsaminda bitki ekstraktlar: tek baglarina ve %0,05 bitki ekstrakti
ile %0,05 potasyum sorbat karisimi seklinde uygulanmistir. Her bir yiizde orani tek bir erleni
ifade edecek sekilde; icerisinde %1, %2 oraninda Origanum onites, %1, %?2 oraninda Satureja
hortensis, %1, %2, %3 Capsicum annuum, %1, %2, %3, %5 oraninda Olea europaea
ekstraktlari, %0,05 potasyum sorbat + %0,05 O. onites, %0,05 potasyum sorbat + %0,05 S.
hortensis, %0,05 potasyum sorbat + %0,05 C. annuum ve %0,05 potasyum sorbat + %0,05 O.
europaea karigimlariin bulundugu, ayri ayri erlenlerdeki 60’ar mL’lik steril PDA besiyerleri
petri plaklarina dokiilmiistiir. Her bir petriye tek bir kiif susu olmak iizere, 3 noktaya 10’ar uLL
Aspergillus parasiticus NRRL 465 ve Aspergillus parasiticus NRRL 2999 ekimi yapilmustir.
25°C’de inkiibasyona brrakilan petrilerde 3, 5, 7 ve 10. giinlerde gelisen kiif kolonilerinin
caplar1 dlciilerek kiif gelisimi incelenmistir. Gelismeyi engelleyici etki, koloni capinin kontrol

grubundaki kiif ¢capina oranlanmasiyla hesaplanmistir. % Engelleme oranlari,

E= [(K-M)/K] x 100

formiiliine gore hesaplanmistir (Deans ve Svoboda 1990). Bu formiile gore,
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E= Engelleme orani1 (%)
K= Kontrol petrisindeki koloni ¢ap1 (mm)

M= Muameleli petrideki koloni ¢ap1 (mm)

Hesaplama sonucunda, gelismenin tamamen engellendigi durumlarda %100, kontrol petrisiyle
ayni ¢apta gelisim gozlendiginde %0 engelleme orani belirtilirken, kontrol petrisindekinden
daha biiyiik capta gelisim gozlendiginde ise tesvik edici etkinin oldugu belirtilmistir (Benjilali
ve ark. 1984, Boyraz ve Ozcan 1997, Yigit 2002).

Bu calismadan elde edilen bulgular cercevesinde denemelerde kullanilacak ekstrakt

konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Aragtirma 3 tekerriir, 2 paralel olarak yiiriitiilmiistiir.

3.2.6. Starter kiltiir hazirlama

Yagsiz siit tozundan %10 kuru maddeli ¢ozelti hazirlanip tizerine % 1 oraninda Lb. plantarum
kiiltiirii ilave edilip inkiibasyona birakilmistir. pH degeri 5-5,5 arasinda bir degere ulastiginda

+4 °C sicaklikta soguk muhafazaya alinmstir.

3.2.7. Zeytin fermentasyonu denemesi

Denemelerde 250 mL’lik konserve kavanozlar1 kullanilmis olup, her bir kavanoza yaklasik
200 g olacak sekilde ham zeytin tartilmistir. Hazirlanmis olan % 4,5 NaCl iceren salamuraya
% 1 laktik starter kiiltiir ilave edilmistir. Her bir kavanoza farkli konsantrasyonlarda tek bir
ekstrakt ilave edilmistir. Potasyum sorbat ile ekstrakt kombinasyonlarinin denendigi
kavanozlarda ise ekstrakt ve potasyum sorbat %0,05 oranlarinda ilave edilmistir. Ekstraktlarin
salamura sivist igerisinde dagilmasi saglanmistir. Kavanozlara zeytinlerin yiizeyini
kaplayacak bicimde yaklasik 150 mL, icerisinde ekstrakt ve starter kiiltiir bulunan salamura
ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan kavanozlara 1’er mL kiif sporu siispansiyonundan
inokiilasyon yapilmistir. Negatif kontrol olarak starter yaninda sadece kiif sporu inokiile
edilmis, pozitif kontrolde ise starter yaninda %0,1 oraninda potasyum sorbat ilave edilmistir.
Kontrol grubunda ise salamurada yalnizca starter Kkiiltiir yer almustir. Orneklerin
numaralandirilmasinda, her bir 6rnege ilave edilen ekstrakt cinsi, konsantrasyonu ve kiif susu
dikkate alinmis olup, ornekler Cizelge 3.1.’de ki gibi numaralandirilmistir. Her bir kavanoz

bir ornegi temsil etmektedir ve deneme 3 tekerriir, 2 paralel olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.
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Cizelge 3.1. Zeytinlere uygulanan muamelelere gére 6rneklerin numaralandirilmasi

muamele ornek no
O. onites ekstraktt %1 ve A. parasiticus NRRL 465 1
O. onites ekstrakti %1 ve A. parasiticus NRRL 2999 2
O. onites ekstrakti %2 ve A. parasiticus NRRL 465 3
O. onites ekstrakti %2 ve A. parasiticus NRRL 2999 4
O. onites ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 5
A. parasiticus NRRL 465
O. onites ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 6
A. parasiticus NRRL 2999
S. hortensis ekstraktt %1 ve A. parasiticus NRRL 465 7
S. hortensis ekstraktt %1 ve A. parasiticus NRRL 2999 8
S. hortensis ekstraktt %2 ve A. parasiticus NRRL 465 9
S. hortensis ekstraktt %2 ve A. parasiticus NRRL 2999 10
S. hortensis ekstraktt %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 11
A. parasiticus NRRL 465
S. hortensis ekstraktt %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 12
A. parasiticus NRRL 2999
C. annuum ekstrakt1 %3 ve A. parasiticus NRRL 465 13
C. annuum ekstrakt1 %3 ve A. parasiticus NRRL 2999 14
C. annuum ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 15
A. parasiticus NRRL 465
C. annuum ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 16
A. parasiticus NRRL 2999
O. europaea ekstrakti %3 ve A. parasiticus NRRL 465 17
O. europaea ekstrakti %3 ve A. parasiticus NRRL 2999 18
O. europaea ekstrakti %5 ve A. parasiticus NRRL 465 19
O. europaea ekstrakti %5 ve A. parasiticus NRRL 2999 20
O. europaea ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 21
A. parasiticus NRRL 465
O. europaea ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 22
A. parasiticus NRRL 2999
(Pozitif kontrol) Potasyum sorbat %0,1 ve A. parasiticus NRRL 465 23
(Pozitif kontrol) Potasyum sorbat %0,1 ve A. parasiticus NRRL 2999 24
(Negatif kontrol) A. parasiticus NRRL 465 25
(Negatif kontrol) A. parasiticus NRRL 2999 26
Kontrol (Ekstrakt, potasyum sorbat ve A. parasiticus yok) 27
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3.2.8. Fizikokimyasal Analizler

3.2.8.1. Suda ¢oziiniir kurumadde tayini

Ham ve fermentasyonu tamamlanmis zeytinlerde kuru madde analizi ic¢in el tipi bir
refraktometre (Atago, HSR-500, Brix 0-90%, hand refractometer, Japan) kullanilmistir.
Refraktometrenin prizmasina, zeytinin meyve eti hafifce kesilerek ¢ikarilan sivi damlatilmig

ve kurumadde degeri okunmustur (Cemeroglu 2007).

3.2.8.2. pH degeri tayini

Ham zeytinlerin, fermentasyonu tamamlanmis zeytinlerin ve fermentasyon siiresince
salamuranm pH degeri pH-metre (Hanna Instruments pH 211 microprocessor pH meter) ile

belirlenmistir.

3.2.8.3. Tuz analizi

Fermentasyonu tamamlanmis zeytinlerde tuz miktar1 TS 774 Sofralik Zeytin Standardi’na
gore belirlenmistir (Anonim 2003). Bu amagla, ¢ekirdekleri ¢ikarilip ezilerek homojen hale
getirilen zeytin drneginden erlen igerisine 5 g tartilmis ve 100 mL saf su ilave edilerek 30-40
dk kaynatilmistir. Oda sicakliginda 6 saat bekletildikten sonra 100mL’lik 6l¢ii balonuna
stiziilmiis ve saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Balon icerigi calkalanarak, ¢ozeltiden 2
mL alinmis ve lizerine 50 mL saf su, birka¢c damla potasyum kromat ¢6zeltisi ilave edilerek
giimiis nitrat (AgNOs) ile sabit kiremit kirmizis1 renk elde edilinceye kadar titre edilmistir.

Tuz miktar1 (%) asagidaki formiile gére hesaplanmistir,
Yotuz=V x 58,5 x N/ n

V= harcanan AgNO3 miktar1 (mL)

N= AgNOs normalitesi

n= 6rnek miktar1 (g)

Fermentasyon siiresince salamuradaki tuz miktar1 bome areometresi ile dl¢iilmiistiir.
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3.2.8.4. Seker analizi

Ham ve fermentasyonu tamamlanmis zeytinlerde toplam seker miktar1 Lane-Eynon
metoduyla belirlenmistir (Cemeroglu 2007). Bu amagla, blendirda parcalanarak homojen hale
getirilen zeytin 6rneginden 5 g tartilmis ve 250 mL’lik 6lcii balonuna aktarilmistir. Uzerine
Carez I ve Carez II ¢ozeltileri ilave edilerek siiziilmiistiir. Berrak filtrattan 50 mL alinip 100
mL’lik 6l¢ti balonuna aktarilarak lizerine %25’lik HCL’den 6 mL eklenmistir. Su banyosunda
67-70°C arasinda 5 dk inversiyona ugratilarak hizla sogutulmustur. 4 N NaOH ile nétralize
edilmis ve 6l¢ii balonu saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢6zelti bir biirete alinmustir.
Bir erlen icerisine, Fehling I (5 mL) ve Fehling II (5§ mL) c¢ozeltileri ilave edilerek
kaynatilmistir. Kaynama bagladiginda metilen mavisi ilave edilerek, biiretteki ¢ozelti ile
kiremit kirmizisi renk elde edilinceye kadar titre edilmistir. Toplam seker miktar1 (%)

asagidaki formiile gore hesaplanmustir,

% toplam seker = 100 x K x seyreltme miktar1 / V
K= faktor
V= harcanan sarfiyat (mL)

3.2.9. Mikrobiyolojik Analizler

3.2.9.1. Laktik asit bakterisi sayisinin belirlenmesi

Fermentasyon baslangicinda ve fermentasyon siiresince laktik asit bakterilerinin (LAB)
sayim1 MRS Agar besiyerinde yapilmistir. Orneklerden hazirlanan diliisyonlardan petrilere
0,1 mL ilave edilerek yiizeye ekim yontemi yapilmustir. Petri kutular1 30 + 1 °C’de 3 giin
inkiibe edilmis, gelisen koloniler sayilmis ve sonuglar diliisyon katsayilar: ile carpilmigtir

(Baumgart ve ark. 1993).

3.2.9.2. Kiif sayisinin belirlenmesi

Kiif saymmu i¢in Potato Dextrose agar (PDA) kullanilmistir. PDA otoklavda steril edildikten
sonra % 10’luk steril tartarik asit ile pH’s1 3,5 + 0,1’e ayarlanmis ve yilizey ekim yontemiyle
ekim yapilmigtir. Ekim yapilan plaklar 25 °C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilmis ve

inkiibasyondan sonra koloniler sayilarak kiif sayis1 bulunmustur (Koburger ve Marth 1984).
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3.2.10. Fermente Siyah Zeytin Denemesi

Gemlik tipi zeytinler, her bir kavanoza 150 g olacak sekilde tartilmigtir. Denemede kullanilan
ekstrakt miktarlar1 %2 O. onites, %2 S. hortensis, %3 C. annuum, %5 O. europaea ile %0,05
ekstrakt ve %0,05 potasyum sorbat seklinde belirlenmistir. Kavanozlara ilave edilecek
ekstraktlarin her bir zeytin tanesiyle temasini saglayabilmek icin 40 mL’lik %8 NaCl iceren
salamura icerisinde dagilmalar1 saglanmistir. Salamuralar kavanozlara ilave edildikten sonra
0,1 mL kif sporu siispansiyonundan ilave edilmistir. Negatif kontrol olarak sadece kiif
inokiile edilmis, pozitif kontrolde ise %0,1 oraninda potasyum sorbat ilave edilmistir. Kontrol
grubunda ise yalnizca salamura sivisi yer almistir. Ayni kiif susunu iceren ornekler kapakli
plastik saklama kaplar1 icerisine yerlestirilmistir. Nem saglamak amaciyla, %97 bagil nem
saglayan doygun potasyum siilfat (K;SO4) c¢ozeltisi hazirlanmistir (Rockland 1960).
Hazirlanan ¢ozelti kaplara, kavanozlar kaplarin icerisinde yiizmeyecek sekilde konulmustur.
Kavanozlar kapaksiz, kaplar ise kapaklar1 kapatilarak +4°C (buzdolab1) ve +25°C (inkiibator)
de 15 ve 30 giin boyunca muhafaza edilmislerdir. Her bir kavanoz bir 6rnegi temsil etmis ve
deneme 3 tekerrriir, 2 paralel olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. 15. ve 30. giiniin sonunda

aflatoksin analizleri yapilmistir. Sekil 3.1.’de denemeye ait 6rnekler goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Fermente siyah zeytin denemesine ait drnekler
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3.2.11. Aflatoksin Analizi

Aflatoksin analizi AOAC (2000)’nin 999.07 nolu metod kullanilarak HPLC ile yapilmistir.
HPLC (Shimadzu — HPLC 10Avp, Japonya) cihazinda aflatoksin analizi i¢in su kosullarda

calisiimistir;

- HPLC kolonu: C18

- Dedektor: RF-10AXL floresan dedektor

- mobil faz: su, asetonitril, metanol [ 6+2+3 ( v+v+v) |
132 mg KBr + 385 uL %65 HNO3

- akis hizi: 1mL/dk

Geri kazanim oram1 %97 olarak belirlenmistir. Aflatoksin belirlenebilirlik limiti (LOQ - Limit

of Quantification) 0,01 ppb’dir.

PBS (Fosfat Tamponlu Tuz) Cozeltisinin hazirlanmasi

Potasyum dihidrojen fosfat (Merck, Almanya) 0,2 g, 0,2 g potasyum kloriir (Merck,
Almanya), 1,16 g di-sodyum hidrojen fosfat dadecahydrate (Merck, Almanya) ve 8 g sodyum
kloriir (Merck, Almanya) 0,9 L distile suda (Merck, Almanya) ¢oziindiiriilmiistiir. 0,1 mol/L
HCl (Merck, Almanya) veya 0,1 mol/L NaOH (Merck, Almanya) kullanilarak pH 7.,4’e

ayarlanmistir. Distile su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

3.2.11.1. Ekstraksiyon ve filtrasyon

Aflatoksin analizi i¢in alman zeytin Orneklerinin ¢ekirdekleri ¢ikarilmis ve ardindan 25 g
meyve eti tartilarak parcalayiciya aktarimistir. Her bir 6rnegin iizerine 125 mL ekstraksiyon
solventi metanol -saf su (80:20) karisimu ile 2 g NaCl ilave edilerek parcalayici yaklasik 3 dk
maksimum hizda calistirilarak, Ornegin parcalanmasi ve karigmasi saglanmigtir.

Parcalayicidan ¢ikan ekstrakt Whatman No.1 filtre kagidindan siiziilmiistiir.
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3.2.11.2. immiinoaffiniti kolon safhas1

Filtratin 5 mL’si erlenmayere aktarilarak tizerine 5 mL PBS ¢o6zeltisi ilave edilmis ve iyice
karigmasi saglanmistir. Bu karisim 10 mL’lik enjektore aktarilmistir. Enjektoriin ucuna
immiinoaffiniti kolon (R — Biopharm Rhone Ltd., Iskogya) takilip karisim, 1 damla/saniye
sabit hizla kolondan gecirilmistir. Bu islemi takiben kolondan 2 kez yaklasik 2 damla/saniye

sabit hizla 10 mL saf su gecirilerek kolonun yikanmas1 saglanmustir.

3.2.11.3. Eliisyon

Kolona 1 mL metanol aktarilip yercekimi ile viale akmas1 saglanmistir. Ardindan 1 mL saf su
kolondan benzer sekilde gecirilmistir. Vialde toplanan eluat yeterince berrak olmadig: icin tek
kullamimlik, steril, 0,45 um’lik porlara sahip enjektor ucu filtresi (Sartorius - Almanya)
kullanilmigstir. Boylelikle vialde toplam 2 mL hacimli, berrak goriintimlii eluat elde edilmistir.

Vialler HPLC cihazina alinarak, orneklerde aflatoksin tayini yapilmistir.
3.2.12. Istatistiksel analiz
Arastirmadan elde edilen pH analiz sonuglar1 SPSS paket programu ile istatistiksel analize tabi

tutulmustur. Ornekler arasindaki farkliliklar: belirlemek amaciyla varyans analizi yapilmis,

Onemli bulunan varyasyon kaynaklar1 Tukey ¢oklu karsilastirma testine tabi tutulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu arastirma kapsaminda, sofralik siyah zeytinlerde aflatoksijenik kiif gelisimi ve aflatoksin
olusumunun belirlenmesi amaciyla iki farkli deneme yapilmistir. Ilk denemede ham zeytinler,
diisiik tuzlu (%4,5) salamuralarda, laktik starter kiiltiir ve degisik oranlarda bitki ekstraktlari
ve potasyum sorbat ile muamele edilmis ve Orneklerin yarist A. parasiticus NRRL 465 ile,
diger yarisi ise A. parasiticus NRRL 2999 ile inokiile edilerek fermentasyona birakilmistir.
Fermentasyon siiresince tuz orani kontrol edilerek %4,5 seviyesinde kalmasi saglanmigtir.
Bunun yam swra kiif gelisimi, laktik asit bakterilerinin gelisimi ve pH degisimi kontrol

edilmistir.

Ikinci denemede ise yalnizca salamura kullanilarak fermentasyonu tamamlanmis ve satisa
sunulmus olan fermente siyah zeytinler kullanilmustir. ik denemede oldugu gibi zeytinlere,
degisik oranlarda bitki ekstraktlar1 ve potasyum sorbat ilave edilmis ve drneklerin yaris1 A.
parasiticus NRRL 465 ile, diger yarisi1 ise A. parasiticus NRRL 2999 ile inokiile edilerek %97
nem iceren ortamlarda farkli sicakliklarda (+4°C ve +25°C) 15 ve 30 giin boyunca muhafaza

edilmiglerdir.
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4.1. Ham Zeytinlerin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri

Deneme materyali olarak yaklasik 40 kg ham zeytin kullanilmistir. 2 kasa olarak alinan
zeytinlerden analiz i¢in, kasalarin farkli yerlerinden rasgele 3 kez yaklasik olarak 200’er g
ornek alinarak analizler yapilmistir. Ham zeytin danelerinde kurumadde, toplam seker ve pH

analiz sonuclar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Arastirmada kullanilan Gemlik ¢esidi ham siyah zeytinin bazi fizikokimyasal
analiz sonuclar1

Kurumadde (%) Toplam seker (%) pH
301 3,57+0,01 5,04+0,03

Ham zeytinlerin kurumadde degeri %30+1, toplam seker miktar1 %3,57+0,01 ve pH degeri de
5,0440,03 olarak bulunmustur.

Ham zeytinlerde belirlenen kurumadde degeri Arici ve Aktan (1997) ile Tetik (2001)’in
belirtmis olduklar1 degerlere benzer, Akcay ve ark. (2000), Karaman ve ark. (2006) ile Tiirk
ve ark. (2000)’nm belirtmis olduklar1 degerlerden diisiik tespit edilmistir.

Ham zeytinlerde tespit edilen toplam seker miktar1 Barut (2000) ve Tetik (2001)’in belirtmis
olduklar1 degerler ile benzer bulunmugsken, Tiirk ve ark. (2000)’min belirtmis olduklar1

degerden yiiksek bulunmustur.
Ham zeytinlerde belirlenen pH degeri Karaman ve ark. (2006) ile Tiirk ve ark. (2000) nin
belirtmis olduklar1 degerler ile benzer bulunmugsken, Akcay ve ark. (2000) ile Barut (2000) un

belirtmis olduklar1 degerlerden diisiik bulunmustur.

Bu farkliliklarm; yetistirilme sartlarindaki ve zeytin cesitleri arasmdaki farkliliklardan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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4.2. Bitki Ekstraktlarimin (in vitro) Lactobacillus plantarum Uzerine inhibitor Etkilerinin

Belirlenmesi

Bitki ekstraktlar1 ve bitki ekstrakti + K-sorbat kombinasyonlarinin, MRS agar besiyerinde,
Lactobacillus plantarum tizerinde olusturduklar1 inhibisyon zonu ¢aplar1 (5 mm’lik ekstrakt

capi ile birlikte) Cizelge 4.2.‘de verilmistir.

Cizelge 4.2. Bitki ekstraktlar1 ve bitki ekstrakti + K-sorbat kombinasyonlarinin, Lactobacillus

plantarum tizerinde olusturduklar1 inhibisyon zonu ¢aplar1 (mm)

muamele miktar (uL) 3.giin
O. onites 10 6,33+0,5
O. onites 20 7,33+0,5
O. onites 50 10,00+0,0
1/1 O. onites | K-sorbat* 10 6,33%0,5
1/1 O. onites | K-sorbat* 20 7,33%0,5
1/1 O. onites | K-sorbat* 50 9,33+0,5
S. hortensis 10 6,67+0,5
S. hortensis 20 9,33+0,5
S. hortensis 50 13,67+0,5
1/1 8. hortensis [ K-sorbat* 10 6,33+0,5
1/1 S. hortensis / K-sorbat* 20 8,33+0,5
1/1 8. hortensis [ K-sorbat* 50 9,67+0,5
C. annuum 10 5,00%0,5
C. annuum 20 5,14+0,5
C. annuum 50 5,30%0,5
1/1 C. annuum / K-sorbat* 10 5,0020,2
1/1 C. annuum / K-sorbat* 20 5,10+0,2
1/1 C. annuum / K-sorbat* 50 5,1840,0
O. europaea 10 5,00+0,3
O. europaea 20 5,00%0,5
O. europaea 50 5,13+0,5
1/1 O. europaea | K-sorbat* 10 5,00+0,3
1/1 O. europaea | K-sorbat* 20 5,00+0,3
1/1 O. europaea | K-sorbat* 50 5,10%0,5

*: 1 birim ekstrakt + 1 birim potasyum sorbat + 1 birim steril saf su

Arastirmada kullanilan bitki ekstraktlar1 seyreltilmeden kullanilmis olup, bitki ekstrakti +
potasyum sorbat kombinasyonlarinda, potasyum sorbatin ekstrakt icerisinde ¢odziinmesini
kolaylastirmak amaciyla, ayn1 miktarda steril saf su ile homojen bir karisim olusturacak

bicimde karigtirilmiglardir.
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Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi, 3 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca hem bitki ekstraktlarinin
hem de K-sorbath karigimlarmin Lb. plantarum {iizerinde inhibisyon zonu olusturduklari
goriilmektedir. En yliksek inhibitor etkinligi S. hortensis ekstraktinin gosterdigi, bunu O.

onites, C. annuum, ve O. europaea ekstraktlarinin izledigi goriilmektedir.

O. onites ekstraktinin en diisiik inhibisyon etkisi 10 pL’lik uygulama sonucunda 6,33+0,5 mm
zon olusumuyla gerceklesmistir. Uygulama miktar1 arttikga zon ¢apmin arttigi, 20 pL’lik
uygulama ile 7,33+0,5 mm zon cap1 olustugu, en yiiksek inhibisyon zon ¢apmin ise, 50 uL’lik

uygulama sonucunda 10,00+0,0 mm zon olusumuyla gergeklestigi goriilmektedir.

O. onites/K-sorbat (1/1) kombinasyonunun uygulanan her 3 dozda olusturduklar1 inhibisyon
zon caplar1 incelendiginde, en diisiik zon c¢apimin 10 pL’lik uygulama sonucunda olusan
6,334+0,5 mm’lik zon c¢ap1 oldugu goriilmektedir. Uygulama dozuna bagli olarak zon capi
degerleri artmis olup 20 uL’lik uygulama sonucunda 7,33+0,5 mm, 50 puL’lik uygulama

sonucunda ise 9,33+0,5 mm diizeyinde zon ¢ap1 olustugu goriilmektedir.

Arastirmada en etkili ekstraktin S. hortensis ekstrakti oldugu belirlenmis olup 10 pL’lik
uygulama sonucunda 6,67+0,5 mm zon c¢ap1 olusturdugu, 20 uL’lik uygulama sonucunda
9,33+0,5 mm ve 50 pL’lik uygulama sonucunda 13,67+0,5mm zon c¢ap1 olusturdugu

goriilmektedir.

S. hortensis/K-sorbat (1/1) kombinasyonu, 10 uL’lik uygulama sonucunda 6,33+0,5 mm zon
capt olusturmustur. Uygulama dozu arttikca zon caplar1 artmig ve 20 pL’lik uygulama
sonucunda 8,33+0,5 mm, 50 pL’lik uygulama sonucunda ise 9,67+0,5 mm zon capi

olusturmustur.

C. annuum ekstrakt1 inkiibasyonun 3. giiniinde 10 pL’lik uygulama sonucunda inhibisyon
zonu olusturmadigi, 20 pL’lik uygulama sonucunda 5,144+0,5 mm, 50 pL’lik uygulama
sonucunda 5,304+0,5 mm zon cap1 olusturdugu goriilmektedir. Ancak bu inhibisyon etkisi ¢ok

diisiik diizeyde olup, ihmal edilebilecek diizeydedir.

C. annuum/K-sorbat (1/1) kombinasyonu, 10 uL’lik uygulama sonucunda inhibisyon zonu

olusturmadigi, 20 uL’lik uygulama sonucunda 5,10+0,2 mm, 50 pL’lik uygulama sonucunda
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5,1840,0 mm zon cap1 olusturdugu goriilmektedir. Ancak bu Olciimde, ithmal edilebilecek

diizeydedir.

O. europaea ekstraktt 10 ve 20 uL’lik uygulamalar sonucunda, Lb. plantarum iizerine
inhibisyon etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. 50 pL’lik uygulama sonucunda Olciilen zon c¢api1
5,134+0,5 mm olarak tespit edilmis ve O. europaea ekstrakti, Lb. plantarum’a Kkars1 inhibisyon

etkisi en diisiik olan ekstrakt olarak tespit edilmistir.

O. europaea/K-sorbat (1/1) uygulamasi ise, tiim uygulamalar i¢inde en diisiik etkinlige sahip
uygulama olarak belirlenmis olup, 10 ve 20 uL’lik uygulamalar sonucunda Lb. plantarum
izerine inhibisyon etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. 50 pL’lik uygulama sonucunda ise
5,10+0,5 mm c¢apinda zon olusturdugu belirlenmistir. Ancak bu inhibisyon etkisi de ¢ok

diisiik olup, ihmal edilebilecek diizeydedir.

Etkinligi incelenen ekstraktlar ile K-sorbatli karisgimlarinin uygulama dozlar1 arttik¢a
inhibisyon zon ¢ap1 degerlerinin de arttig1 goriilmektedir. Uygulanan doz artigia bagli olarak
inhibisyon zon cap1 degerlerinin artmasi Con ve ark. (1998)'nin arastirma bulgular1 ile

paralellik gostermektedir.

Kekik tiirlerinde gozlenen inhibitor etkinlik Con ve ark. (1998) ile Kivang ve ark. (1991)’nin

arastirma bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

C. annuum ekstraktinda goriilen inhibisyon etkinliginin, Sagdic ve ark. (2003)’nin

bildirdikleri etki ile benzer oldugu tespit edilmistir.

Zaika ve ark. (1983) kekigin, Zaika ve Kissenger (1984) ise karabiberin laktik asit bakterileri
tizerine zayif inhibitor etkilerinin oldugunu bildirmislerdir. Ancak pek ¢ok baharatin laktik
asit liretimine etkisi genellikle tesvik edici olarak bildirilmistir (Karapmar ve Aktug 1986).
Ekstraktlarin laktik asit bakterilerine patojenlerden daha az etkili oldugu, bununda
fermentasyonda ve sindirim sistemi acisindan diisiiniildiigiinde olumlu bir etki oldugu

diistiniilmektedir (Sagdi¢ ve ark. 2003, Aric1 ve ark. 2005, Sagdi¢ ve ark. 2005 ).
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4.3. Bitki Ekstraktlarinin (in vitro) Antifungal Etkinligi

Bitki ekstraktlar1 ve bitki ekstrakti + K-sorbat kombinasyonlarinin, kiiflerin gelisimini

engelleme oranlar1 Cizelge 4.3.”de verilmistir.

Origanum onites ve Satureja hortensis bitki ekstraktlarinin %1 ve %?2’lik dozlarinin, oldukca
yiiksek bir antifungal etki gosterdikleri belirlenmistir. Her iki ekstraktin da inkiibasyon siiresi
boyunca, %1 ve %2’lik dozlarda, her iki susun da gelisimini %100 engelledikleri
belirlenmistir. Bu sonuglar Boyraz ve Ozcan (1997), Fan ve Chen (1999), Martinez-Lozano
ve ark. (2000), Boyraz ve Ozcan (2006)’m arastirma bulgulariyla paralellik gostermektedir.

Kekik ekstraktlarmin A. parasiticus’a karst gosterdigi yliksek inhibitor etkinligin,
ekstraktlarin  bilesiminde bulunan karvakrol bilesiginden kaynaklandigr belirtilmistir

(Romero-Martinez ve ark. 2007).

Capsicum annuum (%1, %2 ve %3) ile Olea europaea (%1, %2, %3 ve %5) ekstraktlariin
etkileri birbirine benzer bulunmustur. Her iki ekstraktin da, denenen tiim dozlarda, A.
parasiticus NRRL 465 ve A. parasiticus NRRL 2999’a kars1 herhangi bir antifungal etki
gostermedikleri, aksine misel gelisimlerini kontrol 6rneklerine gore arttirdiklar: ve bu tesvik
edici etkinin inkiibasyon siiresince devam ettigi belirlenmistir. Farkli ekstraktlarin antifungal
etkinliginin belirlenmesine yOnelik olarak yapilan bazi caligmalarda, bu sonuca benzer
bulgulara rastlannustir (Boyraz ve Ozcan 1997). Literatiir arastirmalar1 esnasinda, C. annuum
ekstraktinin antifungal etkinligine yonelik calismalardan ziyade, antibakteriyel etkinligine
yonelik olarak yapilan caligmalarin yogun oldugu goriilmiistiir (Careaga ve ark. 2003). O.
europaea ekstrakt ile ilgili elde edilen bulgular Korukluoglu ve ark. (2008)’nin ¢aligmalariyla

benzerlik gostermektedir.

Bitki ekstraktr (%0,05) + potasyum sorbat (%0,05) kombinasyonlarinin da, her iki susun
gelisimlerini, inkiibasyon siiresi boyunca %100 engelledikleri tespit edilmistir. Antifungal
etkinligi arastirilan Capsicum annuum ekstrakti ile Olea europaea ekstraktlarinin antifungal
etkilerinin tespit edilememis olmasina ragmen, c¢ok diisiik dozlarda potasyum sorbat ile
birlikte denendiklerinde antifungal etkinin tespit edilmis olmasi, bu etkinin potasyum sorbatin

antifungal 6zelliginden kaynaklandigimi ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.3. Bitki ekstraktlar1 ve bitki ekstrakti + K-sorbat kombinasyonlarinin antifungal etkileri (% engelleme)

O. onites S. hortensis C. annuum O. oleuropaea
Kiif gin %1 %2 K %1 %2 K % %2 %3 K %l %2 %3 %5 K

A.parasiticus 3 %100 %100 %100 %100 %100 %100 T T T %100 T T T T %100
NRRL 465 5 %100 %100 %100 %100 %100 %100 T T T %100 T T T T %100
7 %100 %100 %100 %100 %100 %100 T T T %100 T T T T %100

10 %100 %100 %100 %100 %100 %100 T T T %100 T T T T %100

A.parasiticus 3 %100 %100 %100 %100 %100 %100 T T T %100 T T T T %100
NRRL 2999 5 %100 %100 %100 %100 %100 %100 T T T %100 T T T T %100
7 %100 %100 %100 %100 %100 %100 T T T %100 T T T T %100

10 %100 %100 %100 %100 %100 %100 T T T %100 T T T T %100

K': %0,05 O. onites + %0,05 K-sorbat
K?: %0,05 S. hortensis + %0,05 K-sorbat
K*: %0,05 C. annuum + %0,05 K-sorbat
K*: %0,05 O. europeae + %0,05 K-sorbat
T: kiif gelisimini tesvik edici etki
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Sekil 4.1.’de farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin petri plaklarinda, A. parasiticus
NRRL 465 ve A. parasiticus NRRL 2999 {izerine etkisi (in vitro) goriilmektedir.

(d) %5 O.europaea 3.giin (A. parasiticus NRRL2999)

..)

() %0,05 O.europaea + %0,05 K-sorbat (f) Kontrol — 3.giin (A. parasiticus NRRL 2999)
3. giin (A. parasiticus NRRL 465)

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin A. parasiticus NRRL 465 ve A. parasiticus NRRL
2999 tizerine etkisi (in vitro)
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4.4. Fermentasyon Siiresince pH Degerlerinde Meydana Gelen Degisiklikler

Fermentasyon siiresince zeytin Orneklerinin pH degerlerinde meydana gelen degisiklikler

Cizelge 4.4.’de verilmistir.

Fermentasyon baslangicinda salamuranin tuz oram %4,5 olarak ayarlanmis ve fermentasyon
siiresince Orneklerde, haftalik tuz kontrolii yapilarak bu oran %4,5’da sabit tutulmaya

calisilmastir.

Fermentasyonun baslangicinda, icerisinde yalnizca laktik starter kiiltiir bulunan salamuranin
pH degeri Olciilmiis ve pH 6,21 olarak belirlenmistir. Her bir 6rnegin hazirlanmasimda bu
salamura kullanilmistir. Cizelge 4.3.’den goriildiigi gibi, fermentasyonun ilk haftasinda
orneklerin pH degerleri incelendiginde, en diisiik degerin pH 5,324+0,01 ile 20. ornege ait
oldugu, en yiiksek degerin ise pH 6,00+0,01 ile 16. 6rnege ait oldugu goriilmektedir. Ikinci
haftada orneklerin pH degerlerinde azalma g6zlenmis olup, en diisiik degerin pH 4,54+0,01
ile 20. ornekte oldugu belirlenirken, en yiiksek degerin pH 5,40+0,01 ile 12. 6rnekte oldugu
belirlenmistir. Uciincii haftada genel olarak 6rneklerin pH degerlerinde azalma gozlenirken 3.,
17. ve 18. 6rneklerin pH degerlerinde artis gbzlenmistir. En diisiik deger pH 4,23+0,01 ile 24.
ornekte, en yiiksek deger ise pH 5,31+£0,01 ile 6. drnekte belirlenmistir. Dordiincii haftada 19.
ve 20. orneklerin pH degerlerinde artis gozlenirken, diger 6rneklerin pH degerlerinde diisiis
gozlenmistir. En diisiik pH degeri 3,90+0,01 ile 27. 6rnek olan kontrol grubuna ait olurken, en
yilksek pH degerinin 5,11+£0,01 ile 11. ve 12. orneklere ait oldugu belirlenmistir. Besinci
haftada 18. Ornegin pH degeri degismezken 17. ve 27. Ornegin pH degerlerinde artig
gozlenmis, diger orneklerin pH degerlerinde ise diisiis gozlenmistir. Besinci haftada en diisiik
pH degeri 3,91+0,01 ile 23. ornekte goriiliirken, en yiiksek pH degeri 5,01+£0,01 ile 11.
ornekte goriilmiistiir. Altinci haftada 14. 6rnek ile 27. 6rnek olan kontrol grubunun pH
degerleri degismemisken, 17., 19., 20., 23., 24., 25. ve 26. drneklerin pH degerlerinde artis,
diger orneklerin pH degerlerinde ise ani diisiisler goriilmiistiir. En diisik pH degeri pH
3,83+0,01 ile 9. ornekte, en yiiksek pH degeri ise pH 4,79+0,01 ile 17. 6rnekte goriilmiistiir.
Yedinci haftada 5. ve 11. orneklerin pH degerlerinde degisim gdzlenmezken, 3., 4., 10., 12,
21., 22., 25. ve 26. drneklerin pH degerlerinde diisiis, diger orneklerde ise artis gdzlenmistir.
En diisik pH degeri 3,87+0,01 ile 9. 6rnekte, en yiiksek pH degeri ise pH 4,87+0,01 ile 17.

ornekte gdzlenmistir.
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Cizelge 4.4. Fermentasyon siiresince 6rneklerdeki pH degisimleri

Ornek no* 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta 6.hafta 7.hafta 8.hafta 9.hafta 10.hafta 11.hafta 12.hafta 13.hafta 14. hafta
1 5,71+0,00 5,15+0,01 5,02+0,01 4,80+0,01 4,24+0,01 3,91%0,01 3,96+0,00 3,91+0,01 3,99+0,01 3,93+0,01 3,91%+0,01 3,85+0,00 3,87%0,00 3,92+0,00
2 5,8840,00 5,17+0,01 4,98+0,01 4,91+0,01 4,86+0,01 3,91%+0,01 3,94+0,00 3,91+0,01 3,93+0,01 3,89+0,01 3,924+0,01 3,86+0,01 3,86+0,01 3,86+0,00
3 5,71+0,00 4,96+0,01 4,98+0,01 4,90+0,01 4,88+0,01 3,91%+0,01 3,89+0,00 3,85+0,01 3,92+0,01 3,89+0,01 3,88+0,01 3,85+0,01 3,85+0,01 3,91+0,00
4 5,66+0,01 5,03+0,01 5,00+0,01 4,92+0,01 4,83+0,01 3,87+0,01 3,84+0,00 3,82+0,01 3,91+0,01 3,84+0,01 3,83%0,01 3,82+0,01 3,82+0,01 3,84+0,00
5 5,89+0,01 5,23+0,01 5,19+0,01 4,97+0,01 4,02+0,01 3,9440,01 3,94+0,01 3,9440,01 4,05+0,01 3,9440,01 3,96+0,01 3,90+0,01 3,88+0,01 3,92+0,01
6 5,85+0,01 5,37+0,01 5,31+0,01 4,86+0,01 4,01+0,01 3,96+0,01 3,98+0,01 4,16+0,01 4,10+0,01 4,00+0,01 3,98+0,01 3,95+0,01 3,904+0,00 3,93+0,01
7 5,8240,01 5,22+0,01 5,18+0,01 5,01+0,01 4,91+0,01 3,94+0,01 3,97+0,01 4,08+0,01 4,06+0,01 3,934+0,01 4,01+0,01 3,96+0,01 3,90+0,01 3,93+0,01
8 5,8240,01 5,20+0,01 5,09+0,01 5,03+0,01 4,91+0,01 3,9340,01 3,94+0,01 3,91%0,01 4,02+0,01 3,87+0,01 3,95+0,01 3,93+0,01 3,90+0,01 3,92+0,01
9 5,91+0,01 5,04+0,01 4,96+0,01 4,90+0,01 4,83+0,01 3,83%+0,01 3,87+0,01 3,86+0,01 3,95+0,01 3,87+0,01 3,88+0,01 3,87+0,01 3,83%0,01 3,89+0,01
10 5,67+0,01 4,99+0,01 4,86+0,01 4,81+0,01 4,79+0,01 3,924+0,01 3,90+0,01 3,85+0,01 3,91+0,01 3,88+0,01 3,89+0,01 3,89+0,01 3,87+0,01 3,90+0,01
11 5,9840,01 5,37+0,01 5,24+0,01 5,11+0,01 5,01+0,01 3,94+0,01 3,94+0,01 3,9240,01 4,02+0,01 3,954+0,01 3,94+0,01 3,92+0,01 3,89+0,01 3,92+0,01
12 5,87+0,01 5,40+0,01 5,24+0,01 5,11+0,01 5,00+0,01 3,90+0,01 3,89+0,01 3,87+0,01 4,02+0,01 3,82+0,01 3,89+0,01 3,86+0,01 3,81+0,01 3,85+0,01
13 5,87+0,01 5,09+0,01 4,81+0,01 4,42+0,01 4,27+0,01 3,89+0,01 3,96+0,01 3,88+0,01 4,03+0,01 3,89+0,01 3,88+0,01 3,86+0,01 3,78+0,01 3,86+0,01
14 5,8740,01 5,11+0,01 4,87+0,01 4,71+0,01 4,56+0,01 4,56+0,01 4,60+0,01 4,54+0,01 4,59+0,01 4,5340,01 4,54+0,01 4,54+0,01 4,50+0,01 4,53+0,01
15 5,87+0,01 5,21+0,01 4,63+0,01 4,05+0,01 4,01+0,01 3,91+0,01 4,01+0,01 3,96+0,01 4,10+0,01 4,00+0,01 3,95+0,01 3,95+0,01 3,86+0,01 3,90+0,01
16 6,00+0,01 5,25+0,01 4,51+0,01 4,02+0,01 3,98+0,01 3,91%+0,01 3,99+0,01 3,97+0,01 4,10+0,01 3,93+0,01 3,9340,01 3,92+0,01 3,9240,01 3,90+0,00
17 5,47+0,01 4,61+0,01 4,78+0,01 4,75+0,01 4,76+0,01 4,79+0,01 4,87+0,01 4,84+0,01 4,82+0,01 4,55+0,01 4,76+0,01 4,724+0,01 4,71+0,01 4,74+0,01
18 5,49+0,01 4,65+0,01 4,73+0,01 4,72+0,01 4,72+0,01 4,62+0,01 4,73+0,01 4,77+0,01 4,84+0,01 4,66+0,01 4,73+0,01 4,7340,01 4,67+0,01 4,70+0,01
19 5,38+0,01 4,6340,01 4,61+0,01 4,62+0,01 4,61+0,01 4,67+0,01 4,74+0,01 4,67+0,01 4,81+0,01 4,71+0,01 4,69+0,01 4,67+0,01 4,64+0,01 4,63+0,01
20 5,3240,01 4,5440,01 4,52+0,01 4,53+0,01 4,51+0,01 4,67+0,01 4,74+0,01 4,72+0,01 4,80+0,01 4,69+0,01 4,72+0,01 4,72+0,01 4,69+0,01 4,70+0,01
21 5,87+0,01 5,31+0,01 5,12+0,01 5,02+0,01 4,90+0,01 4,124+0,01 4,06+0,01 4,07+0,01 4,29+0,01 4,1340,01 4,10+0,01 4,08+0,01 3,99+0,01 3,96+0,01
22 5,854+0,01 5,27+0,01 5,11+0,01 4,81+0,01 4,66+0,01 4,02+0,01 4,01+0,01 3,99+0,01 4,09+0,01 3,97+0,01 3,97+0,01 3,94+0,01 3,924+0,01 3,93+0,01
23 5,8540,01 5,01+0,01 4,24+0,01 4,04+0,01 3,91+0,01 3,984+0,01 4,00+0,01 3,974+0,01 4,13+0,01 4,024+0,01 4,00+0,01 3,96+0,01 4,034+0,01 4,00+0,01
24 5,8840,01 5,02+0,01 4,23+0,01 4,05+0,01 3,93+0,01 3,954+0,01 3,97+0,01 3,974+0,01 4,06+0,01 3,96+0,01 3,95+0,01 3,86+0,01 3,94+0,01 3,94+0,01
25 5,88+0,01 5,3340,01 4,54+0,01 4,23+0,01 4,10+0,01 4,12+0,01 4,11+0,01 4,06+0,01 4,16+0,01 4,03+0,01 4,05+0,01 4,08+0,01 4,04+0,01 4,01+0,01
26 5,88+0,01 5,2940,01 4,65+0,01 4,31+0,01 4,15+0,01 4,16+0,01 4,14+0,01 4,12+0,01 4,22+0,01 4,13+0,01 4,10+0,01 4,10+0,01 4,06+0,01 4,04+0,01
27 5,81+0,01 5,05+0,01 4,25+0,01 3,90+0,01 3,92+0,01 3,924+0,01 3,93+0,01 3,91%+0,01 4,10+0,01 4,01+0,01 3,97+0,01 3,92+0,01 3,91+0,01 3,86+0,01

*: 1: O. onites ekstrakti %1 ve A. parasiticus NRRL 465
NRRL 2999, 5: O. onites ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A. parasiticus NRRL 465, 6: O. onites ekstraktt %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A. parasiticus NRRL 2999, 7: S. hortensis ekstrakt1 %1 ve A.

, 2: O. onites ekstrakti %1 ve A. parasiticus NRRL 2999,

3: O. onites ekstrakti %2 ve A. parasiticus NRRL 465, 4: O. onites ekstraktt %2 ve A. parasiticus

parasiticus NRRL 465, 8: S. hortensis ekstraktt %1 ve A. parasiticus NRRL 2999, 9: S. hortensis ekstrakti %2 ve A. parasiticus NRRL 465, 10: S. hortensis ekstrakti %2 ve A. parasiticus NRRL 2999, 11: S. hortensis

ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A. parasiticus NRRL 465, 12: S. hortensis ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A. parasiticus NRRL 2999, 13: C. annuum ekstrakti %3 ve A. parasiticus NRRL

465, 14: C. annuum ekstrakti %3 ve A. parasiticus NRRL 2999, 15: C. annuum ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A. parasiticus NRRL 465, 16: C. annuum ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A.
parasiticus NRRL 2999, 17: O. europaea ekstraktt %3 ve A. parasiticus NRRL 465, 18: O. europaea ekstraktt %3 ve A. parasiticus NRRL 2999, 19: O. europaea ekstraktt %5 ve A. parasiticus NRRL 465, 20: O.

europaea ekstraktt %5 ve A. parasiticus NRRL 2999, 21: O. europaea ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A. parasiticus NRRL 465, 22: O. europaea ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve
A. parasiticus NRRL 2999, 23: (Pozitif kontrol) Potasyum sorbat %0,1 ve A. parasiticus NRRL 465, 24: (Pozitif kontrol) Potasyum sorbat %0,1 ve A. parasiticus NRRL 2999, 25: (Negatif kontrol) A. parasiticus

NRRL 465, 26: (Negatif kontrol) A. parasiticus NRRL 2999, 27: Kontrol (Ekstrakt, potasyum sorbat ve A. parasiticus yok)
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Sekizinci haftada 5. ve 24. orneklerin pH degerlerinde degisim gdzlenmezken, 6., 7., 18. ve
21. orneklerin pH degerlerinde artis, diger 6rneklerin pH degerlerinde ise diisiis gdzlenmistir.

En disik pH degeri pH 3,82+0,01 ile 4. ornekte gozlenirken, en yiikksek pH degeri pH
4,84+0,01 ile 17. ornekte gozlenmistir. Dokuzuncu hafta pH sonuclar1 incelendiginde ise; 6.,
7. ve 17. 6rneklerin pH degerlerinde diisiis gdzlenirken, diger 6rneklerin pH degerlerinde artig
gozlenmistir. En diisiik pH degeri pH 3,91+£0,01 ile 4. ve 10. 6rneklerde gozlenirken, en
yikksek pH degeri pH 4,84+0,01 ile 18. Ornekte gozlenmistir. Onuncu haftaya gelindiginde
ise; tiim Orneklerin pH degerlerinde diisiis gozlenmistir. En diisiik pH degeri pH 3,82+0,01 ile
12. ornekte gozlenirken, en yiiksek pH degeri pH+0,01 4,71 ile 19. ornekte gozlenmistir. On
birinci haftada 16. ve 22. 6rneklerin pH degerleri bir 6nceki hafta ile ayn1 kalirken, 2., 5., 7.,
8., 9., 10, 12., 14., 17., 18., 20. ve 25. orneklerin pH degerleri artarken, diger 6rneklerin pH
degerlerinde diisiis gdzlenmistir. En diisiik pH degeri pH 3,83+0,01 ile 4. 6rnekte gozlenirken,
en yiiksek pH degeri pH 4,76+0,01 ile 17. drnekte gdzlenmistir. On ikinci haftada 10., 14.,
15., 18., 20. ve 26. orneklerin pH degerleri degismemisken, 25. 6rnegin pH degerinde artis,
diger 6rneklerin pH degerlerinde ise diisiis gbzlenmistir. En diisiikk pH degeri pH 3,8240,01 ile
4. ornekte gozlenirken, en yiiksek pH degeri pH 4,73+0,01 ile 18. ornekte gézlenmistir. On
iciincli haftada 2., 3., 4. ve 16. Orneklerin pH degerleri degismemisken, 1., 23. ve 24.
orneklerin pH degerlerinde artig, diger drneklerin pH degerlerinde ise diisiis gozlenmistir. En
disik pH degeri pH 3,81+0,01 ile 12. Ornekte gozlenirken, en yiikksek pH degeri pH
4,7120,01 ile 17. ornekte gdzlenmistir. Fermantasyonun son haftasi olan on dordiincii haftada
ise; 2. ve 24. orneklerin pH degerleri degismemisken, 16., 19., 21., 23., 25., 26. ve 27.
orneklerin pH degerlerinde diisiis, diger 6rneklerde ise artis gozlenmistir. En diisiik pH degeri
pH 3,8440,00 ile 4. 6rnekte gozlenirken, en yiiksek pH degeri pH 4,74+0,01 ile 17. 6rnekte

gozlenmistir.

Fermentasyon siiresince orneklerin pH degerlerindeki degisimlerin, muamele farkliliklar:

gozetilerek, kullanilan ekstrakt tiiriine gore degisimleri Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Fermentasyon siiresince salamuralardaki pH degisimleri (a: O.onites ekstrakti ile muamele edilen
ornekler, b: S.hortensis ekstrakti ile muamele edilen Ornekler, c: C. annuum ekstrakti ile muamele
edilen ornekler, d: O. europaea ekstrakti ile muamele edilen ornekler) PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif

kontrol, K: Kontrol
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Sekil 4.2. (a) ’da yer alan Origanum onites ekstrakti ile muamele edilen zeytin 6rnekleri
incelendiginde; 1., 5. ve 6. Orneklerin pH degerlerinde besinci haftada ani bir diisiis
gozlenmigken, 2., 3. ve 4. Orneklerin pH degerlerinin altinc1 haftada benzer bir diisiis
gosterdikleri goriilmektedir. Sekizinci haftada ise 5. 6rnegin pH degeri degismezken 1., 2., 3.,
ve 4. orneklerin pH degerleri diismiis, 6. 6rnegin pH degeri ise yiikselmistir. Fermentasyonun
son haftasinda ise pH degerlerinin birbirine yakin olduklar1 goriilmektedir. Fermentasyonun 6.
haftasma kadar pH degerlerinin kontrol gruplarma gore yiiksek oldugu, 6. haftada ise kontrol
gruplarma yakin pH degerlerinde olduklar1 goriilmektedir.

Sekil 4.2. (b)’de gosterilen Satureja hortensis ekstrakti ile muamele edilen zeytin 6rnekleri
incelendiginde ise; Orneklerdeki pH degeri degisimlerinin birbiri ile uyumlu olduklar:
goriilmektedir. Fermentasyonun 6. haftasina kadar yiiksek seyreden pH degerlerinin 6. haftada

ani bir diisiisle, kontrol gruplarmin pH degerleri ile yakin degerlerde olduklar: goriilmektedir.

Sekil 4.2. (c)’de yer alan Capsicum annuum ekstrakti ile muamele edilen zeytin 6rnekleri
incelendiginde; 13., 15. ve 16. oOrneklerin pH degisimlerinde c¢ok biiyiik farkliliklar
goriilmezken, 14. 6rnegin pH degerinin dordiincii haftadan itibaren diger 6rneklerinkine gore

yiiksek kaldig1 goriilmektedir.

Sekil 4.2. (d) incelendiginde, Olea europaea ekstrakti ile muamele edilen zeytin
orneklerinden K-sorbatli 6rnekler haricindekilerin pH degerlerinin oldukca yiiksek oldugu ve
fermentasyonu bu yiiksek pH degerleriyle tamamladiklar1 goriilmektedir. Bu 6rneklerde %3
ve %5 gibi yiiksek oranlarda kullanilmis olan Olea europaea ekstrakti nedeniyle
fermentasyonda istenmeyen mikroorganizmalarin gelismis olabilecegi ve bunlarm da

fermentasyonu geciktirmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kontrol grubu 6rneklere ait pH degisim egrileri incelendiginde ise; kontrol grubu 6rneklerde
ki pH degisimlerinin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmektedir. pH degerlerinin ilk dort hafta
boyunca diistiigii, dokuzuncu haftaya kadar ise pH degerlerinde 6nemli bir degisim olmadig,
dokuzuncu haftada bir miktar yiikselen pH degerlerinin onuncu haftada tekrar diistiigii ve
fermentasyonun sonuna kadar 6nemli bir degisim olmadig1 goriilmektedir. Bu sebepledir ki,
kontrol gruplar1 disinda kalan diger 6rneklere ait egrilerde gozlenen farkliliklarin, drneklere

ilave edilen ekstraktlardan kaynaklanmis oldugu diistiniilmektedir.
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Orneklerin pH degerlerindeki farkliliklar1 belirlemek amaciyla varyans analizi yapilmis ve

sonuclar Cizelge 4.5, Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Birinci haftada 6rneklerin pH degerlerine iliskin varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Kayna@ Derecesi Toplamn Ortalamasi

Ornek 26 2,411 0,09 1029,064%*
hata 54 0,005 0,00009
Genel 80 2,416 - -

** p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.6. Yedinci haftada orneklerin pH degerlerine iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Kayna@ Derecesi Toplamm Ortalamasi

Ornek 26 7,683 ,295 3278,701**
hata 54 0,004867  0,00009 -
Genel 80 7,688 - -

** p<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.7. On dordiincii haftada 6rneklerin pH degerlerine iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Kayna@ Derecesi Toplamn Ortalamasi

Ornek 26 6,959 ,268 3010,991%*:*
hata 54 0,0048 0,000088 -
Genel 80 6,964 - -

** p<0,01 diizeyinde 6nemli

Varyans analiz sonuglarina gore birinci, yedinci ve on dordiincii haftalarda 6rneklerin pH
degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan dnemli bulunmustur (p<0,01). Bu sonuglar,
ornekler arasindaki muamele farkhiliklarinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Farkliliklarin
belirlenmesi amaciyla Tukey coklu karsilastirma testi yapilmis ve sonuclar1 Cizelge 4.8,

Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da verilmigtir.
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Cizelge 4.8. Tukey coklu karsilastirma testine gore, birinci haftada 6rnek ortalamalarinin
(ikili) karsilagtirma sonuglari

ornek sonuclar
16 A
11 A
9
5
2
24
25
26
12
13
14
15
21
6
22
23
7 E
8 E
27 E
1 F
3 F
10
4
18 H
17 H
19 I
20 J

W ww
oloNoloNo oo loNONe

vAvivivivivivlw)

Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore, farkli harflerle gosterilen ornek ortalamalar: arasindaki
farklhiliklar istatistiksel olarak ©Onemlidir. pH degerlerinin Ornekler arasi farkliliklar:
incelendiginde birinci haftada; 16. ile 11. ornekler, 9.,5. ve 2. ornekler, 5.,2., 24., 25., 26.
ornekler, 5.,2., 24., 25., 26. 12., 13., 14., 15. ve 21. o6rnekler, 12., 13., 14., 15., 21., 6., 22., 23.
ornekler, 7., 8., 27. ornekler, 1. ve 3. ornekler, 4. ve 10. ornekler, 18. ve 17. ornekler 19. ve
20. ornekler arasindaki fark onemsiz bulunmustur. 7. haftada 19., 20., 18. 6rnekler, 15., 22.,
23., 16. ornekler, 23., 16., 6. ornekler, 16., 6., 7., 24. ornekler 6.,7., 24., 1., 13. Ornekler 7.,
24., 1., 13., 2. ornekler 1., 13., 2., 11., 5., 8. ornekler 2., 11., 5., 8., 27. 6rnekler 10., 3., 12.
ornekler 3., 12. ornekler 3., 12., 9. Ornekler ve 9., 4. Ornekler arasindaki fark Onemsiz
bulunmustur. 14. haftada 18., 20. 6rnekler, 25., 23. 6rnekler, 21., 24. 6rnekler, 24., 22., 6., 7.,
8.,1.,11., 5, 3. drnekler, 22., 6., 7., 8., 1., 11., 5., 3., 16. drnekler, 8., 1., 11., 5., 3., 16., 10,
15. Ornekler, 3., 16., 10., 15., 9. o6rnekler, 2., 13., 27., 12., 4. ornekler arasindaki fark 6nemsiz

bulunmustur.
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Cizelge 4.9. Tukey coklu karsilastirma testine gore, yedinci haftada drnek ortalamalarinin
(ikili) karsilagtirma sonuglari

ornek sonuclar
17 A
19 B
20 B
18 B
14 C
26 D
25 E
21 F
15
22
23
16
6
7
24
1
13
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Yedinci haftada orneklerin pH degerleri arasindaki farkliliklar incelendiginde; 19., 20.,18.
ornekler 15., 22., 23., 16. ornekler 23., 16., 6. ornekler 16., 6., 7., 24. 6rnekler 6., 7., 24., 1.,
13. Ornekler 7., 24., 1., 13., 2. ornekler 1., 13., 2., 11., 5., 8. ornekler 2., 11., 5., 8., 27.
ornekler 10., 3., 12. 6rnekler 3., 12., 9. ornekler ve 9., 4. 6rnekler arasindaki fark onemsiz

bulunmustur.
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Cizelge 4.10. Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore, 14. haftada 6rnek ortalamalarmin (ikili)
karsilagtirma sonuglari

ornek sonuclar
17 A
18 B
20 B
19 C
14 D
26 E
25 F
23 F
21
24
22
6

7
8
1
11
5
3
16
10
15
9
2
13
27
12
4
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On dordiincii haftada ise; 18., 20. 6rnekler 25., 23. 6rnekler 21., 24. 6rnekler 24., 22., 6., 7.,
8.,1.,11.,5., 3. ornekler 22.,6.,7.,8., 1., 11., 5., 3., 16. ornekler 8., 1., 11., 5., 3., 16., 10., 15.
ornekler 3., 16., 10., 15., 9. 6rnekler 2., 13., 27., 12., 4. 6rneklerin pH degerleri arasinda ki

fark onemsiz bulunmustur.
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4.5. Fermentasyon Siiresince Laktik Asit Bakterileri Sayillarindaki Degisim

Zeytin fermentasyonu siiresince, 0rnek salamuralarinda laktik asit bakterilerinin sayisinin
belirlenmesi amaciyla mikrobiyolojik analizler yapilmistir ve sonuglar Cizelge 4.11°de

gosterilmistir.

Baslangigta tiim orneklerdeki laktik asit bakterilerinin sayis1 6,11+0,03 log kob/mL olarak
belirlenmistir. Denemede laktik starter kiiltiir kullanilmas1 sebebiyle baslangictaki laktik asit
bakterilerinin sayisi, spontan fermentasyonla yapilan zeytinlere gore yiiksektir. Nitekim
Zeytin ve ark. (2008) laktik starter kiiltiir kullanilmadan yaptiklar1 bir zeytin denemesinde,

fermentasyonun ilk ii¢ haftasinda laktik asit bakterisine rastlanmadigini bildirmislerdir.

Fermentasyonun ikinci haftasinda kontrol grubu hari¢ diger orneklerde, laktik asit bakterisi
sayillar1 diismeye baslamistir ve en diisiikk sayr 3,30+0,04 log kob/mL ile 10. 6rnekte, en
yiiksek say1 ise 6,54+0,01 log kob/mL ile 27. drnekte yani kontrol grubunda gozlenmistir. 27.
ornek olan kontrol grubunda laktik asit bakterisi sayisinin yiiksek ¢ikmasinin sebebi olarak,
bu Ornekte kiif inokiilasyonunun yapilmamis olmasi ve ekstrakt ya da potasyum sorbat gibi
herhangi bir gelisimi engelleyici maddenin kullamlmamasi diisiiniilmektedir. Uciincii hafta
saymmlar1 incelendiginde ise; en diisiik saymin 3,30+0,24 log kob/mL ile 2. ve 4. 6rneklerde
oldugu, en yiiksek saymin ise 6,85+0,06 log kob/mL ile yine 27. Ornekte oldugu
goriilmektedir. Dordiincii haftada en diisiik saymnin 2,00+0,04 log kob/mL ile 4., 10. ve 12.
orneklerde oldugu, en yiiksek saymin ise 7,15+0,03 log kob/mL ile 27. ornekte oldugu
goriilmektedir. Altinci haftada ise en diisiik saymin 2,00+0,04 log kob/mL ile 2. 6rnekte
oldugu, en yiiksek saymnin ise 6,53+0,01 log kob/mL ile 15. ornekte oldugu, bunun hemen
ardindan 6,45%+0,02 log kob/mL ile 27. 6rnegin geldigi goriilmektedir. Sekizinci haftada en
diisiik saymin 4,00+0,04 log kob/mL ile 6. 6rnekte oldugu, en yiiksek sayinin ise 8,18+0,03
log kob/mL ile 16. 6rnekte oldugu goriilmektedir. Onuncu haftada en diisiik sayinin 2,90+0,05
log kob/mL ile 5. 6rnekte oldugu, en yiiksek sayinin ise 7,88+0,01 log kob/mL ile 22. drnekte
oldugu goriilmektedir. On ikinci haftada en diisiik deger 4,00+£0,04 log kob/mL olup 5., 6. ve
20. orneklerde gozlenmistir. En yiiksek deger ise, 7,60+0,11 log kob/mL olup 3. 6rnekte
gozlenmistir. Fermentasyonun son haftasi olan on dordiincii haftada ise, en diisiik deger
3,00+0,04 log kob/mL ile 14. ornekte tespit edilmigken, en yiiksek deger 7,18+0,03 log
kob/mL ile 25. drnekte tespit edilmistir.

61



Cizelge 4.11. Fermentasyon siiresince laktik asit bakterileri sayilarindaki degisim (log kob/mL.)

Ornek baslangi¢ 2. hafta 3. hafta 4. hafta 6. hafta 8. hafta 10. hafta 12. hafta 14. hafta

O. onites ekstrakti %1 ve A. parasiticus NRRL 465 6,11+0,03  5,26+0,03  4,84+0,07 4,00+£0,04  2,78+0,07 5,18+0,03  6,60+0,11  6,48+0,15  5,48+0,15

O. onites ekstrakt1 %1 ve A. parasiticus NRRL 2999 6,11+0,03  3,70+0,09  3,30+0,24  4,70£0,09  2,00+£0,04  7,55+0,01 5,48+0,15 5,70+0,09  5,00+0,04

O. onites ekstrakti %2 ve A. parasiticus NRRL 465 6,11+0,03  3,84+0,06 4,26+0,02 4,30+0,04  3,00+£0,04  7,23+0,03  7,00+£0,04  7,60+0,11  6,48+0,15

O. onites ekstrakt1 %2 ve A. parasiticus NRRL 2999 6,11+0,03  3,48+0,15 3,30+0,24  2,00+£0,04  3,30+£0,04 5,30+0,24 5,81+0,01 5,70+0,11  5,30+0,24

O. onites ekstraktt %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A.  6,11+0,03  5,08+0,04  4,60+0,11  4,90+£0,05 3,96+£0,05 4,04+£0,04 2,90+0,05 4,00+£0,04 4,00+0,04

parasiticus NRRL 465
O. onites ekstraktt %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve A.  6,11+0,03  4,18+0,03  4,57+0,01  4,30+£0,04  3,18+0,03  4,00+0,04  4,18+0,03  4,00+£0,04  3,78+0,07
parasiticus NRRL 2999

S. hortensis ekstraktt %1 ve A. parasiticus NRRL 465 6,11+0,03  4,48+0,15 4,48+0,15 4,48+0,15 3,48+0,15 6,30+0,24  6,53+0,01 6,48+0,15  5,00+0,04

S. hortensis ekstrakt1 %1 ve A. parasiticus NRRL 2999 6,11+0,03  3,60+0,11  3,84+0,06 4,40+£0,01  3,23£0,03  6,70+£0,09  6,70+0,01  5,00+£0,04  4,90+0,05

S. hortensis ekstraktt %2 ve A. parasiticus NRRL 465 6,11+0,03  3,48+0,15 5,30+0,24  5,50+£0,01  5,49+0,01  7,55+0,01  7,18+0,03  6,04+£0,04  6,00+0,04

S. hortensis ekstraktt %2 ve A. parasiticus NRRL 2999 6,11+0,03  3,30+0,04 4,48+0,15 2,00£0,04  2,30+0,04 6,23+0,03  6,20+0,03  6,40+0,02  5,30+0,24

S. hortensis ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve  6,11£0,03  4,4840,15  4,60£0,11  4,48+0,15  5,30+0,24  6,40+0,02  6,90+0,05  6,70+0,09  6,48+0,15
A. parasiticus NRRL 465

S. hortensis ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05ve  6,11£0,03  4,57£0,01  4,53£0,01  2,00+£0,04 5,00+£0,04  6,85+0,06  5,90+0,05 5,70+0,09  5,30+0,24
A. parasiticus NRRL 2999

C. annuum ekstrakti %3 ve A. parasiticus NRRL 465 6,11+0,03  4,66+0,01  3,70+0,09  3,18+0,03  3,30+0,24  4,70+0,09  4,00+£0,04  5,89+0,00  3,30+0,24

C. annuum ekstrakti %3 ve A. parasiticus NRRL 2999 6,11+0,03  3,48+0,15 3,84+0,06  2,70+£0,09  4,99+0,00 4,60+0,11  4,00+£0,04 5,20+0,03  3,00+0,04

C. annuum ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 6,11+0,03  4,70£0,09  4,48+0,15 4,30+£0,04 6,53£0,01  7,04+0,04 6,48+0,15 7,30+0,24  5,30+0,24
A. parasiticus NRRL 465

C. annuum ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 6,11+0,03  4,78+0,08  4,54+0,01  5,70£0,09  3,30+£0,24  8,18+0,03  7,60+0,11  6,78+0,07  6,48+0,15
A. parasiticus NRRL 2999

O. europaea ekstrakt1 %3 ve A. parasiticus NRRL 465 6,11+0,03  4,40£0,01  5,1840,03  5,1840,03  4,23+0,03  5,79+0,09 4,60+0,11  5,48+0,15  4,60+0,11

O. europaea ekstraktt %3 ve A. parasiticus NRRL 2999 6,11£0,03  3,48+0,15  3,95+£0,05 4,84+0,07 5,00+0,04 5,00+0,04 5,00+0,04 5,30+0,24  5,00+0,04

O. europaea ekstrakt1 %5 ve A. parasiticus NRRL 465 6,11+0,03  4,20+0,03  5,13+0,00  5,08+0,04  2,85+0,06  5,78+0,07 4,60+0,11  5,67+0,01  4,00+0,04

O. europaea ekstraktt %5 ve A. parasiticus NRRL 2999 6,11£0,03  4,84+0,07  5,02+0,00 3,60+0,11  4,00+£0,04  6,40+0,02  5,48+0,15 4,00+0,04 4,00+0,04

O. europaea ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve  6,11+0,03  4,63+0,01  5,11+0,03  3,70+£0,09  4,00+£0,04  7,04+0,04 6,78+0,07 6,70+0,09  6,48+0,15
A. parasiticus NRRL 465

O. europaea ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve ~ 6,11+0,03  4,38+0,02  3,70+0,09 4,57+0,01 4,08+0,04  7,00+£0,04  7,88+0,01  6,85+0,06  5,79+0,09
A. parasiticus NRRL 2999

(Porzitif kontrol) Potasyum sorbat %0,1 ve A. parasiticus ~ 6,11+0,03  5,30+0,04  5,49+0,01 5,48+0,15 6,26£0,02  6,00+0,04  7,18+0,03  6,78+0,07 6,48+0,15

NRRL 465
(Porzitif kontrol) Potasyum sorbat %0,1 ve A. parasiticus ~ 6,11+0,03  4,78+0,07  5,08+0,04  3,60+£0,11  5,00£0,04  6,00+£0,04  7,48+0,15 7,00+£0,54  6,30+0,24
NRRL 2999

(Negatif kontrol) A. parasiticus NRRL 465 6,11+0,03  4,78+0,07 5,40+0,02  6,30+£0,24  7,18+0,03  6,00+0,04  7,45+0,02  7,00+0,54  7,18+0,03

(Negatif kontrol) A. parasiticus NRRL 2999 6,11+0,03  4,70£0,09  4,84+0,07 5,48+0,15 6,2840,02  6,26+0,02  6,85+0,06  7,18+0,03  6,30+0,24

Kontrol (Ekstrakt, potasyum sorbat ve A. parasiticus yok) ~ 6,11+0,03  6,54+0,01 6,85+0,06 7,15+0,03 6,45+0,02 7,18+0,03  7,18+0,03  6,00+0,04  5,00+0,04
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Fermentasyon siiresince orneklerin laktik asit bakterileri sayilarindaki degisimlerin, muamele
farkliliklar1 gozetilerek, kullanilan ekstrakt tiirline gore degisimleri Sekil 4.3 (i) ve Sekil 4.3
(i1)’de gosterilmistir. Bu sonuglara bakilarak, orneklere ilave edilen ekstraktlarin laktik asit
bakterilerinin gelisimini engelledigi diisiiniilebilir. Nitekim Borcakli ve Ozay (2000) 1
herhangi bir inhibe edici madde kullanmadan yalnizca laktik starter Kkiiltiir kullanarak
yaptiklar1 bir zeytin fermentasyonu denemesinde, laktik asit bakterilerinin sayisinda zamana
bagl olarak genel bir artis gozlendigi belirtilmistir. Cizelge 4.11. ile Sekil 4.3(i) ve Sekil
4.3(i1)’de goriildiigii gibi laktik asit bakterilerinin sayisinda zamanla azalmalar olmussa da,
fermentasyonun son haftasinda elde edilen degerler, Tun¢ ve ark. (2000)’nin laktik starter
kiiltir ~ kullanilmadan fermentasyonunu tamamlamis zeytinlerde yaptiklar1 analiz
sonuclarindan yiiksek bulunmustur. Bu da; salamuralarda her ne kadar ekstrakt gibi laktik
asit bakterilerinin gelisimini engelleyici maddeler ile kiifler olsa da, laktik asit bakterilerinin

salamuralarda gelistigini gostermektedir.

8 - 6rnek no
77 ——1
6,

B -2

E 51 —&—3

9,

° —>—4

23 —%—5

- 2 ——0
1 —+—PK
0 ——NK

0 2 3 4 6 8 10 12 14 —K

zaman (hafta)

(a)

Sekil 4.3 (i). Fermentasyon siiresince laktik asit bakterileri sayilarindaki degisim (a: O.onites ekstrakti ile
muamele edilen 6rnekler) PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol, K: Kontrol



8 - 6rnek no

71 ——7
6,
B —a3
E S5 —A—9
9,
° —>—10
3 - ——11
R —o—12
1 ——PK
0 ——NK
0 2 3 4 6 8 10 12 14 ——K
zaman (hafta)
(b)
9 - drnek no
81 ——13
71 —-—14
| 6,
E —a—15
g 1 —%—16
S
2. —¥%— PK
- 5 ——NK
14 ——K
0
0 2 3 4 6 8 10 12 14
zaman (hafta)
©
9 - drnek no
3* ——17
. —-—18
£ —A—19
8 51
S 4 —20
25 —¥— 21
- 2 ——22
14 ——PK
0 ——NK
0 2 3 4 6 8 10 12 14 ——K

zaman (hafta)

(d)
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ekstrakti ile muamele edilen ornekler) PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol, K: Kontrol
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4.6. Fermentasyon Siiresince Kiif Sayilarindaki Degisim

Fermentasyon siiresince orneklerin kiif sayilarindaki degisim Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Fermentasyon siiresince orneklerin kiif sayilarindaki degisim (log kob/mL)

Ornek 0. hafta 6. hafta 8. hafta 10. hafta
O. onites ekstraktt %1 ve A. parasiticus NRRL 465 6,85+0,1 4,50+0,4 2,85+0,3 1,28+0,04
O. onites ekstrakt1 %1 ve A. parasiticus NRRL 2999 7,51%0,0 4,90+0,4 3,12+0,4 1,43+0,04
O. onites ekstrakt1 %2 ve A. parasiticus NRRL 465 6,85+0,1 4,13+0,3 2,10+0,2 -
O. onites ekstrakt1 %2 ve A. parasiticus NRRL 2999 7,51£0,0 - -

O. onites ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 6,85+0,1 2,12+0,4 - -
A. parasiticus NRRL 465
O. onites ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 7,51+0,0 2,23+0,4 1,30+0,2 -
A. parasiticus NRRL 2999
S. hortensis ekstrakt1 %1 ve A. parasiticus NRRL 465 6,85+0,1 3,40+0,1 2,24+0,0 1,16x0.4
S. hortensis ekstrakti %1 ve A. parasiticus NRRL 2999 7,51+0,0 3,24+0,2 2,10+£0,4 1,10+0,4
S. hortensis ekstraktt %2 ve A. parasiticus NRRL 465 6,85+0,1 2,78+0,7 1,7620,1 -
S. hortensis ekstrakti %2 ve A. parasiticus NRRL 2999 7,51+0,0 2,00+£0,4 1,12+0,1 -
S. hortensis ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 6,85+0,1 3,15+0,3 1,85+0,3 -
A. parasiticus NRRL 465
S. hortensis ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 7,51+0,0 2,80+0,2 1,17+0,1 -
A. parasiticus NRRL 2999
C. annuum ekstrakti %3 ve A. parasiticus NRRL 465 6,85+0,0 7,40+0,4 7,57+0,1 7,83%0,1
C. annuum ekstrakti %3 ve A. parasiticus NRRL 2999 7,51+0,2 7,93+0,3 8,10+0,1 8,21+0,1
C. annuum ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 6,85+0,2 3,14+0,4 2,00+0,2 -
A. parasiticus NRRL 465
C. annuum ekstrakti %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 7,51+0,0 3,20+0,3 1,97+0,3 -
A. parasiticus NRRL 2999
O. europaea ekstrakt1 %3 ve A. parasiticus NRRL 465 6,85+0,3 7,34+0,1 7,45+0,1 7,53+0,3
O. europaea ekstraktt %3 ve A. parasiticus NRRL 2999 7,51+0,2 8,10+0,4 8,21+0,1 8,30+0,1
O. europaea ekstrakti %5 ve A. parasiticus NRRL 465 6,85+0,1 7,56%0,1 7,95+0,4 8,23+0,5
O. europaea ekstrakt1 %5 ve A. parasiticus NRRL 2999 7,51+0,0 8,12+0,2 8,30+0,1 8,72+0,1
O. europaea ekstrakt1 %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve 6,85+0,2 3,00+0,4 1,80+0,0 -
A. parasiticus NRRL 465
O. europaea ekstraktt %0,05 + potasyum sorbat %0,05 ve ~ 7,51+0,1 3,10+0,3 2,00£0,8 -
A. parasiticus NRRL 2999
(Pozitif kontrol) Potasyum sorbat %0,1 ve A. parasiticus 7,51+0,3 5,80+0,4 5,48+0,8 4,17+0,3
NRRL 2999
(Negatif kontrol) A. parasiticus NRRL 2999 7,51%0,3 8,13+0,2 8,40+0,2 8,82+0,2

Cizelge 4.12 ile Sekil 4.4(1) ve Sekil 4.4(i1) incelendiginde, sifirinci haftadaki kiif sayilarinin
A. parasiticus NRRL 465 ile inokiile edilen 6rneklerde 6,85+0,06 log kob/mL, A. parasiticus
NRRL 2999 ile inokiile edilen drneklerde ise 7,51+0,01 log kob/mL oldugu goriilmektedir.

Altinc1 haftada, O. onites, S. hortensis ile muamele edilen ilk 12 6rnek ve icerisinde %1

oraninda potasyum sorbat bulunan, 24 numara ile gosterilmis olan pozitif kontrol grubuna ait

orneklerin kiif sayilarinda genel bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclarin, yapilan in

65



vitro ¢caligmanin sonuclart ile uyumlu oldugu belirlenmistir. O. onites ve S. hortensis bitki
ekstarktlarinin fermentasyon siiresince kiif gelisimini azalttig1, hatta baz1 6rneklerde tamamen

inhibe ettigi tespit edilmistir.

C. annuum (%3) ekstrakti ile muamele edilmis olan 13 ve 14 numarali 6rnekler ile, O.
europaea (%3, %35) ekstrakti ile muamele edilmis olan 17, 18, 19 ve 20 numarali 6rneklerde
ise kiif gelisimi belirlenmistir. Ancak kiif gelisiminin, 26 numara ile gosterilmis olan,
icerisinde herhangi bir inhibe edici madde bulunmayan, yalnizca A. parasiticus inokiile

edilmis olan negatif kontrol grubundan diisiik oldugu tespit edilmistir.

Bitki ekstraktlar1 ve potasyum sorbat ile beraber muamele edilmis 6rnekler olan 5 ve 6 (bitki
ekstrakti ve O. onites), 11 ve 12 (bitki ekstrakt1 ve S. hortensis), 15 ve 16 (bitki ekstrakt1 ve C.
annuum), 21 ve 22 (bitki ekstrakt1 ve O. europaea) numarali 6rneklerde kiif gelisiminin 10.

haftaya gelindiginde tamamen inhibe edilmis oldugu belirlenmistir.

Bu sonucun, oOrneklere ilave edilen ekstrakt ve potasyum sorbattan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Gourama ve Bullerman (1988), Yigit ve Korukluoglu (2007) potasyum
sorbatin kiif gelisimini engelledigini bildirmislerdir. Fan ve Chen (1999), Martinez-Lozano ve
ark. (2000) bazi bitki ekstraktlarimin A. parasiticus gelisimini engelledigini bildirmislerdir.
Denemede kullanilan zeytinlerin saglam zeytinler olmasi nedeniyle, zeytinlerde kiif
gelisiminin zayif oldugu da soylenebilir. Nitekim Weidenborner (2001), zeytinlerde kiif
gelisiminin, kiifiin meyve eti icerisine girisi ile basladigini, Mahjoub ve Bullerman (1987b) ile
Tantaoui-Elaraki ve Mannioui (1996) ise, zeytinin dis ylizeyinde bulunan zarin, kiiflere karsi

zeytini koruyucu bir 6zellik gosterdigini belirtmislerdir.
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4.7. Fermentasyon Sonrasi Zeytinlerin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri

Fermentasyon denemesi sonunda, kontrol grubu zeytinlerde yapilan kurumadde, pH, tuz ve

toplam seker analiz sonuglar1 Cizelge 4.13.’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Fermentasyon sonunda zeytinlerin bazi fizikokimyasal analiz sonuglar1

Kurumadde (%) Tuz (%) Toplam seker (%) pH
51+1 2,04+0,04 1,0440,01 4,4+0,02

Fermente zeytinlerde kurumadde degeri %511, tuz %?2,04+0,04 , toplam seker %1,04+0,01
ve pH 4,4+0,02 olarak bulunmustur.

Fermente zeytinlerde bulunan kurumadde degeri Akcay ve ark. (2000) ile Arici ve Aktan

(1997)’1n belirlemis olduklara degerler ile benzerlik gostermektedir.

Literatiir aragtirmasi1 yapilirken, fermente zeytin danelerinde tuz analizinin yapildig1 bir
calismaya rastlanilmamistir. Arastirmalarda tuz analizlerinin yalnizca salamurada yapildig:

tespit edilmistir.

Fermente zeytinlerde belirlenmis olan toplam seker miktar: Tetik (2001)’in belirttigi degerler

ile benzer tespit edilmistir.

Fermente zeytinlerin pH degeri, Akcay ve ark. (2000) ile Arict ve Aktan (1997)’1n belirlemis

olduklar1 degerler ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Aric1 ve Aktan (1997)’1n belirttigine gore; fermentasyon sirasinda zeytin daneleri ve salamura
arasindaki madde aligverisi nedeniyle, salamurada bulunan tuz, zeytin danelerinin igerisine
girerken, danelerden de su c¢ikmaktadir. Bu madde aligverisi nedeniyle salamura zeytin
danelerinin kurumadde miktari, ham zeytin danelerine oranla daha yiiksek ¢ikmigtir.
Orneklere starter Kkiiltiir ilavesi yapildigindan, pH diisiisii daha kisa siirede gerceklesmis ve

fermentasyon kolaylagsmistir. Fermentasyonda rol alan mikroorganizmalar ortamda ki sekeri
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besin kaynagi olarak kullandiklarindan, fermentasyon sonunda seker miktarinda azalma

oldugu belirlenmistir.

4.8. Aflatoksin Analiz Sonugclar:

Bu arastirma kapsaminda, sofralik siyah zeytinlerde aflatoksijenik kiif gelisimi ve aflatoksin
olusumunun belirlenmesi amaciyla iki farkli deneme yapilmustir. Her iki denemeye ait
orneklere aflatoksin analizi yapilmis ve sonuglar 6rneklerin tiimiinde belirlenebilirlik limitinin
(LOQ-Limit of Quantification) altinda kaldigindan, aflatoksin raporlanmamistir. Elde edilen

sonuclara ait HPLC analiz grafikleri Ek 1’de verilmistir.

Elde edilen bu sonugclar, Tiirk Gida Mevzuati’nda belirtilen, aflatoksin limit degerleri ile ilgili
yasal diizenlemeler ile uyum saglamaktadir (Anonim 2008). Sonug¢larin, baz1 arastirmacilarin
yapmis oldugu benzer calismalarla da uyum icinde oldugu goriilmektedir. Arastirma
bulgulari, Ghitakou ve ark. (2006)’min yapmis oldugu calisma sonuglar1 ile paralellik

gostermektedir.

Eltem (1996), Mahjoub ve Bullerman (1987b), Mahjoub (1985) saglam ve zedelenmis taze
zeytinlerin aflatoksin ireticisi kiiflerle bulasik olmalarina ragmen zeytinlerde aflatoksin
olusmadigini, aflatoksinlerin hasarli zeytinlerde olustugunu bildirmislerdir. Leontopoulos ve
ark. (2003) ise, hasarli zeytinlerde AFB; olustugunu tespit etmisler fakat bunun risk
olusturacak diizeyde olmadigin1 ve zeytinlerin risk olusturacak diizeyde aflatoksin olusumu
icin uygun bir substrat olmadigini belirtmislerdir. Arastirma kapsaminda kullanilan zeytinler,
saglam zeytinler olup, elde edilen sonuclarin literatiirle paralellik gosterdigi goriilmektedir.
Saglam zeytinlerin aflatoksin iireticisi Kkiiflerle bulasik olmalarina ragmen aflatoksin
icermemeleri, Mahjoub ve Bullerman (1987b) ile Tantaoui-Elaraki ve Mannioui (1996)’nin
belirttikleri gibi, zeytinin dig yiizeyinde bulunan zarin, kiiflere karsi zeytini koruyucu bir
ozellik gosterdigi seklinde aciklanabilir. Nitekim Weidenborner (2001), zeytinlerde kiif
gelisiminin, kiifiin meyve eti icerisine girisi ile basladigini, bunu misel gelisimi ve mikotoksin
olusumunun izledigini belirtmistir. Bunun yani sira, Leontopoulos ve ark. (2003)’nin
belirtmis oldugu gibi, zeytinin aflatoksin olusumu i¢in uygun bir substrat olmadigi da
diistiniilmektedir. Arastirma sonucunda, yukarida bahsedilen her iki fikri de destekleyici
olarak elde edilen bir baska bulgu da; bitki ekstrakti ve potasyum sorbat icermeyen, kiif

inokiilasyonu yapilmis olan kontrol grubunda dahi aflatoksin tespit edilememis olmasidir.
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Yapilan in vitro c¢alismalar sonucunda, C. annuum ve O. europaea ekstraktlarinin kiif
gelisimini tegvik ettiginin belirlenmesine ragmen, bu Orneklerde dahi aflatoksine
rastlanmamis olmasi, zeytinin aflatoksin olusumu i¢cin uygun bir substrat olmadig1 goriisiinii

desteklemektedir.

Calismada laktik starter kiiltiir kullanilmis olmasinin da kiif gelisimi ve aflatoksin olusumu
izerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. El-Nezami ve ark. (1998), Gourama (1997), Luchese
ve ark. (1992) gida iiretiminde starter olarak kullanilan bazi laktik asit bakterilerinin
aflatoksijenik kiiflere kars1 inhibitor etki gosterdigini belirtmislerdir. Zeytine, fermentasyon
baslangicinda starter kiiltiir olarak ilave edilen Lb. plantarum’un bazi suslarimin da cesitli
ortamlarda A. parasiticus’un bazi suslarini veya aflatoksin iiretimlerini inhibe ettigi cesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Gourama ve Bullerman 1995, Onilude ve ark. 2005).
Laktik asit bakterilerinin inhibitor etkilerinin iirettikleri baz1 metabolitlerden kaynaklandig:
belirtilmektedir. Lavermicocca ve ark. (2000) ile Ogunshe ve ark. (2007)’'min yapmis

olduklar1 ¢caligmalar bu sonucu desteklemektedir.

Arastirma bulgular literatiir ile karsilastirildiginda genel olarak bir paralellik gozlenmesine
ragmen bazi arastirmacilarin sonuglar: ile farkliik gosterdigi goriilmektedir. Sanz-Perez ve
ark. (1973) A. flavus ve A. parasiticus tiirlerinin zeytinde de gelisebildigini ve aflatoksin
olusturabildigini belirtilmistir. Sonuclar arasindaki bu farkhiligin, zeytinlerin fiziksel

durumundan ya da analiz yonteminden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada, bitki ekstraktlarinin (Origanum onites, Satureja hortensis, Capsicum annuum
ve Olea europaea) farkli konsantrasyonlarinin ve potasyum sorbatin sofralik siyah zeytinlerde
kiif gelisimi ve aflatoksin olusumuna etkileri incelenmistir. Arastirmada materyal olarak
salamura siyah zeytinin se¢ilmesinde; zeytinin yaygimn olarak tiiketilen bir gida olmasi ve

iretim asamasinda en fazla kiiflenen gidalarimizdan biri olmas1 dikkate alinmagtir.

Arastirma kapsaminda iki farkli deneme yapilmustir. {lk denemede ham zeytinler bitki
ekstraktlar1 ve/veya potasyum sorbat, Lb. plantarum iceren salamuralarda, A. parasiticus
NRRL 465 veya A. parasiticus NRRL 2999 ile inokiile edilerek fermente edilmislerdir.

Fermentasyon tamamlandiktan sonra HPLC teknigi kullanilarak aflatoksin analizi yapilmistir.

Ham zeytinlerin ortalama kurumadde, toplam seker ve pH degerleri sirasiyla %301,

%3,57+0,01 ve 5,04+0,03 olarak tespit edilmistir.

Bitki ekstraktlarmin tek baslarina ve potasyum sorbat ile birlikte Lb. plantarum iizerine
inhibitor etkileri (in vitro) inhibisyon zon caplar1 dlgiilerek belirlenmistir. Ekstraktlarin Lb.
plantarum iizerine inhibitor etkileri S. hortensis > O. onites > C. annuum > O. europaea
olarak tespit edilmisken, C. annuum ve O. europaea ekstraktlarinin inhibisyon etkileri ihmal

edilebilir diizeyde bulunmustur.

Bitki ekstraktlar1 ve bitki ekstraktlariin potasyum sorbathh kombinasyonlarinin antifungal
etkinligi (in vitro) belirlenmistir. O. onites, S. hortensis ve bitki ekstraktlarinin potasyum
sorbatli kombinasyonlarmin test funguslarinin gelisimini %100 oraminda engelledigi, C.
annuum ve O. europaea kif gelisimlerini tesvik ettikleri belirlenmistir. Genel olarak,
denemede kullanilan her iki kiifiin bitki ekstraktlarina kars1 gostermis olduklar1 direncler

arasinda bir paralellik tespit edilmistir.

Fermentasyon 14 hafta siirmiistiir. Fermentasyonun ilk haftasinda 6rneklerin pH degerleri pH
5,3240,01 ile pH 6,00+0,01 arasinda degismistir. Fermentasyon siiresinin yarist olan 7.
haftada 6rneklerin pH degerlerinin 3,87+0,01 ile pH 4,87+0,01 arasinda degistigi, son haftada
ise pH 3,84+0,00 ile pH 4,74+0,01 arasinda degistigi tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel
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analizler sonucunda 6rneklerin pH degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan 6nemli

bulunmustur (p<0,01).

Fermentasyon siiresince Orneklerde, muamele farkliliklarma baglh olarak, laktik asit
bakterilerinin sayisinda azalma ve artig gozlenmis olup, fermentasyon sonunda en diisiik
laktik asit bakterisi sayilarimin (3,00+0,04 - 3,30+0,24 log kob/mL) C. annuum ekstrakti ile
muamele edilen drneklerde, en yiiksek degerin ise 7,184+0,03 log kob/mL ile negatif kontrol

grubuna ait ornekte bulundugu tespit edilmistir.

Fermentasyon baslangicindaki kiif sayilarinin A. parasiticus NRRL 465 ile inokiile edilen
orneklerde 6,85+0,06 log kob/mL, A. parasiticus NRRL 2999 ile inokiile edilen 6rneklerde
ise 7,51£0,01 log kob/mL oldugu belirlenmistir. O. onites, S. hortensis ekstraktlart ile
muamele edilmis Ornekler ile bitki ekstrakti + potasyum sorbat iceren Orneklerin kiif

sayilarinin, fermentasyon siiresince azaldig1 belirlenmistir.

Fermentasyonun tamamlanmasiin ardindan, kontrol grubu zeytinlerde yapilan kurumadde,
tuz, toplam seker ve pH analizleri sonucunda zeytinlerde ortalama olarak % 51+1 kurumadde,
%2,04+0,04 tuz, %1,044+0,01 toplam seker tespit edilmisken pH degeri de ortalama pH
4,440,02 olarak belirlenmistir.

Ikinci denemede, fermente zeytinlere bitki ekstraktlar1 ve/veya potasyum sorbat ilave edilerek
A. parasiticus NRRL 465 veya A. parasiticus NRRL 2999 ile inokiile edilmisler ve %97 nispi
nemde, farkli sicakliklarda (+4°C ve +25°C), 15 ve 30 giin siireyle depolanmislardir.

Orneklerde 15. ve 30. giinlerde aflatoksin analizi yapilmustir.

Arastirma kapsaminda gerceklestirilen aflatoksin analiz sonuclari, belirlenebilirlik limitinin

(LOQ-Limit of Quantitation) altinda kaldigindan, aflatoksin sonuglari raporlanmamaistir.

Arastirma sonucunda elde edilen bulgular cercevesinde; sofralik siyah zeytin
fermentasyonunda starter kiiltiir kullaniminin, kiif gelisimini sinirlandirdig diisiiniilmektedir.
Bunun yani sira, yapilan in vitro ¢alisma ile antifungal etkinligi belirlenmis olan O. onites ve
S. hortensis ekstraktlar1 ile arastirmada kullanilan bitki ekstraktlarinin potasyum sorbath
kombinasyonlarmin kiif gelisimini inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu sonucun, iilkemizde yaygin

olarak ve ilkel tekniklerle yapilan salamura zeytinciligi agisindan 6nemli olabilecegi, 6zellikle
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salamura havuzlarmin yiizeyinde olusan ve kefeke adi verilen kiif tabakasmin olusumunun
engellenmesi ve toksin riskinin minimize edilebilmesi agisindan ©nemli oldugu
diisiiniilmektedir. O. onites ve S. hortensis bitkilerinin lilkemizde yaygin olarak bulunmasi, tat
ve aroma acisindan zeytine uyum saglamis olmasi, kimyasal koruyuculara alternatif olarak
kullanilma potansiyeli olusturmaktadir. Bitki ekstraktlarinin endiistriyel dl¢ekte kullanimu ile

ilgili arastirmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Zeytin Orneklerine aflatoksijenik kiif inokiile edilmis olmasina ragmen arastirma sonucunda
orneklerde aflatoksin tespit edilememis olmasiin, zeytinin aflatoksin olusumu i¢in uygun bir
substrat olmadiginin, kullanilan zeytinlerin fiziksel hasarlara ugramamis saglam nitelikli
zeytinler olmasi nedeniyle zeytin kabugunun, kiiflerin meyve eti igerisine girisini
engelleyerek toksin olusumunu engelledigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle; zeytinlerin hasattan
baslanarak iiretimin son agsamasina kadarki siire¢ igerisinde, fiziksel hasara neden olabilecek
etkilerden kac¢inilmasinin 6nemi anlasilmaktadir. Fiziksel hasara ugramis (ezik, ciiriik, zedeli,
hastalikli, hasere tahribati gormiig) danelerin saglam danelerden ayrilmasi kiif
kontaminasyonunu engelleyebilmek acisindan Onemlidir. Bunun yani sira hasat, tagima ve
depolama asamalarinda sicaklik ve nem degerlerinin kontrol edilerek kiif gelisimini
engelleyici tedbirler alinmalidir. Depolarda hava sirkiilasyonu saglanmasi, zeytinler yiikseltisi
az ve hava sirkiillasyonuna izin veren delikli kasalarda depolanmalar1 kiif gelisimini
engelleyebilecek uygulamalar olarak Onerilmektedir. Zeytin fermentasyonunun yapildig:
beton havuzlarm yada polietilen kaplarmn hava almayacak bi¢cimde kapatilmasi, aerob sartlarda
gelisen mikroorganizmalar olan kiiflerin gelisiminin engellenmesi ac¢isindan Onem
arzetmektedir. Zeytinlerin tiiketiciye ulasmcaya kadar gegen siire igerisinde hijyen kurallarina
uyulmasi, isletmelerde gida giivenligi sistemlerinin uygulamaya gegirilmesi ile kiif gelisimine
bagl olarak olusabilecek ekonomik kayiplar ve ortaya cikabilecek saglik sorunlari da

Onlenmis olacaktir.
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