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OZET

SOFRALIK SIYAH ZEYTIN iSLEME SURECINDE MIKOTOKSIiK FUNGAL
TURLERIN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE TOKSIN OLUSTURMA
POTANSIYELLERI

Nisa OZSOY
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Cigdem UYSAL PALA
Ikinci Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Hilal OZKILINC
07/01/2019, 103

Bu caligmada, Canakkale il siirlari igerisinde yetisen siyah zeytinlerden tiretilen
dogal fermente siyah sofralik zeytinin tarladan tiiketime kadar gecen isleme siirecinden ve
il sinirt igerisinde faaliyet gosteren isletmelerden alinan Orneklerden tespit edilen
mikotoksik fungal tiirlerin molekiiler tiir tayini yapilmis ve toksin olusturma potansiyelleri
belirlenmistir. Toplamda 130 izolat olmak tizere 57 izolat tarla 6rneklemesinden, 56 izolat
laboratuvar kosullarinda iiretimi yapilan sofralik zeytinin fermentasyon siirecinden ve 17
izolat ticari igletme Orneklemesinden elde edilmistir. Beta-tubulin primeri ile yapilan
molekiiler karakterizasyonda, bu izolatlarin 41°i Alternaria, 43’4 Penicillium, 19’u
Aspergillus, 8’i Monascus and 19'u diger bazi tiirler olarak tanimlanmistir. Tanimlanan
tirlerin dagilimi, tarla Orneklemesinden fermentasyon boyunca degisim gostermistir.
Ayrica, tanimlanan tiirler arasinda Penicillium expansum, Aspergillus niger ve Monascus
pilosus gibi okratoksin A (OTA) yada sitrinin (CIT) iiretiminden sorumlu olabilen fungal
tirler bulunmaktadir. Calismanin devaminda, toksin liretiminden sorumlu genlerin varligi
sentezlenen 3 primer seti ile aragtirillmistir. Ayrica, toksin iiretme potansiyeline sahip olan
fungal izolatlarm in vitro ortamda toksin iiretip iiretmedikleri kromatografik (HPLC) toksin
analizi yapilarak kontrol edilmis ve izolatlarin 13'liniin toksin irettigi tespit edilmistir.
Laboratuvar ortaminda iiretilen dogal fermente siyah sofralik zeytinin, fermantasyon
sirecinde OTA ve CIT varligmma rastlanmamistir. Fermentasyon boyunca izlenen
mikrobiyolojik ve kimyasal parametreler ise beklenen degisimleri gostermistir.

Fermentasyon siirecinde zeytin danesinin toplam fenol miktar1 yaklasik %54 oraninda

viii



anlamli bir azalis gosterirken (P<0,05), zeytine 06zgli baslica fenolik bilesenlerden
hidroksitirozol, tirozol, oleuropein, rutin, vanilin ve apigenin-7-glikozitin miktarsal
degisimleri de belirlenmistir. Calisma sonucunda, Canakkale ilindeki zeytinlerde toksin
iiretme potansiyeline sahip fungal tiirlerin tarladan tiiketime kadar olan asamalarda
bulundugu fakat bu fungal tiirlerin sofralik zeytin fermentasyonu sirasinda toksin

tiretemedigi belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Zeytin, Mikotoksin, Okratoksin A, Sitrinin, Molekiiler Tiir
Teshisi



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF MYCOTOXIGENIC FUNGAL
SPECIES AND THEIR TOXIN PRODUCING POTENTIAL DURING TABLE
BLACK OLIVE PROCESSING

Nisa OZSOY
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Food Engineering
Advisor: Assoc. Prof. Cigdem PALA
Co-Advisor: Dr. Lecturer Hilal OZKILINC
07/01/2019, 103

In this study, molecular markers were used to determine fungal flora in black olive
fruits grown in Canakkale province from field surveys to the table, following the
fermentation process including lab-scale and industrial-scale and then, toxin-producing
potential were investigated. 57 isolates from field samples, 56 isolates from the
fermentation process and 17 isolates from commercial products were collected in total 130
isolates. Among these isolates, 41 Alternaria, 43 Penicillium, 19 Aspergillus, 8 Monascus
and 19 other genera were determined using amplified sizes of the Beta-tubulin region. The
occurrence and prevalence of fungal species changed in fungal collections from the field
and the fermentation process. Many of these identified species, such as P. expansum,
A. niger, and M. pilosus, which are known potential mycotoxin producers, were found both
in natural samples as well as fermented samples, even at the end of the fermentation
process. Further, three primer pairs were synthesized to determined DNA region related
with whether or not have the potential to produce ochratoxin A (OTA) and citrinin (CIT).
Besides, these fungal isolates were checked if they produce the toxins in vitro and toxin
analysis by HPLC presented that 13 of the isolates were able to produce toxin. OTA and
CIT toxins were not detected in the black table olives produced. The microbiological and
chemical properties showed some changes during fermentation. The total phenolic content
of olive fruits significantly decreased about 54% during the fermentation process (P<0.05),
and the individual changes in oleuropein, hydroxytyrosol, tyrosol, vanillin, rutin, and
apigenin-7-glucoside contents of olive fruits were also determined. These results showed
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that some critical fungal species are potential toxin producers for OTA and CIT, and these
species survive on olives from the field to the table. However, they could not produce these
toxins during table olive fermentation process.

Keywords: Olive, Mycotoxin, Ochratoxin A, Citrinin, Molecular Species
Identification
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BOLUM 1
GIRIS

Zeytin agaci (Olea europaea L.), Oleaceae familyasinin bir iiyesi olarak bilinen en
eski kiltiir bitkilerinden birisidir. Zeytin agaci, sofralik zeytin ve zeytinyagi {iretimi
amaciyla yetistirilmekte olup Akdeniz tipi beslenme kiiltiiriinde 6nemli bir yere sahiptir
(Talhaoui ve ark., 2015). Zeytin meyvesi, antimikrobiyal, antienflamatuar, antikanserojen
ve antioksidan oOzellikler gibi ¢ok ¢esitli pozitif saglik etkilerinden dolay1 fonksiyonel bir
gida olarak tanimlanir (Marsilio, 2001; Sahin ve ark., 2010). Zeytin danesinin bilesiminde
basglica %50-75 su, %10-30 yag, %1-3 protein, %1-4 lif, %2-6 indirgen seker, %1-3
polifenol bulunmaktadir (Garrido Fernendez ve ark., 1997; Tetik, 2005; Susamci ve ark.,
2011). Yiiksek yag orani ve aci tadi nedeniyle diger meyvelerden farklidir. Taze zeytin
meyvesinde bulunan baslica fenolik bilesen ise sekoiridoid smifi oleuropeindir.
Oleuropeinin zeytin meyvesindeki aci tatdan sorumlu olmasi1 sebebi ile sofralik zeytin
tiretim stirecinde uzaklastirilmasi hedeflenir. Uzaklastirma islemi de genellikle salamurada
(tuzlu su) bekletme ya da alkali hidrolizi ile saglanir (Charoenprasert ve Mitcell, 2012).
Oleuropeinin, baslica hidroliz tirtinleri ise hidroksitirozol ve elenolik asittir (Araujo ve ark.
2015). Zeytinin sagliga yararinin Onemli bir boliimii  hidroksitirozol igerigi ile
iliskilendirilmektedir (Charoenprasert ve Mitcell, 2012). Hidroksitirozol, orto-difenolik
yapisi nedeniyle antioksidan olarak oldukga aktif bir fenolik bilesen olup (Visioli ve ark.,
1998), diisiikk yogunluklu lipoprotein (LDL) molekiilleri tizerinde lipit peroksidasyonunun
inhibisyonunu saglayarak kardiyovaskiiler hastaliklarin onlenmesinde 6nemli bir rol
istlenmektedir (Vazquez-Velasco ve ark., 2011).

Tarimsal ekonominin degerli bir {irlinli olan zeytin agacinin sayisi, diinya genelinde
900 milyon civarindadir ve bu agaglarin %98’inden fazlasi Akdeniz iilkelerinde
bulunmaktadir. Yaglik ve sofralik olmak tizere toplamda ~170 milyon zeytin agaci bulunan
Tiirkiye, zeytin iiriinleri iiretiminde Ispanya, Yunanistan ve Italya’dan sonra dérdiincii
sirada yer almaktadir (FAO, 2014). Zeytin, yillik ~2 milyon ton iiretimi ile Tiirkiye'nin en
onemli tarim {iriinlerinden birisidir. Uretilen zeytinlerin 455 bin tonu sofralik zeytin
tiretiminde kullanilmaktadir (UZZK, 2017). Canakkale, Tirkiye'deki toplam zeytin
liretiminin yaklasik %4,2'sini saglamaktadir (TUIK, 2013). Diinya genelinde iiretilen
zeytin meyvesinin yaklasik %70'1 zeytinyagi olarak, %30'u da sofralik zeytin olarak
tilketilmektedir. Tiirkiye, sofralik zeytin tiiketiminde ise diinya genelinde ilk siralarda yer

almaktadir. Ulkemizdeki sofralik zeytin iiretimi gerceklestiren isletmelerin ¢ogu kiigiik aile


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224415001533#bib72
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224415001533#bib72

sirketleridir (Ozkaya ve ark., 2010). Baslica siyah ve yesil sofralik zeytin iiretimi olmak
lizere 2 farkli iiretim teknigi ve kendi igerisinde de farkli uygulamalar mevcuttur (Unal ve
Nergiz, 2003). Dogal fermente sofralik zeytin iiretim metodu, siyah zeytin iiretiminde en
¢ok kullanilan metottur. Bu yontemde, zeytin meyveleri, dis kabuklar1 siyah ve meyve eti
ise mor renkli olduklarinda hasat gergeklestirilir. Daha sonra % 6-10'luk tuz igeren
salamura ile fermente edilir (Aran, 2012).

Sofralik zeytinde en sik gorillen fungal cinsler, Penicillium cinsine aitken,
Aspergillus, Cladosporium, Ulocladium, Rhizopus, Alternaria ve Paecilomyces zeytinde
bulunan diger fungal cinslerdir (Sahin ve Korukoglu, 2000). Funguslar, zeytin meyvesine
fermentasyon prosesi oncesi tarladan gelebilecegi gibi tiretim sirasinda da kontaminasyon
gerceklesebilir. Diger yandan, bu funguslar fermantasyon boyunca canliligini koruyabilir
hatta gogalabilirler. Bu fungus tiirlerinden bazilari, insan sagligina zararli olan mikotoksin
tiretebilir. Mikotoksinler funguslar tarafindan iretilen ikincil metabolitlerdir. Potansiyel
olarak toksin irettigi bilinen en az 350 fungal tir bulunmaktadir (Saldamli, 2001).
Mikotoksinlerin birgogunun, insanlar ve hayvanlarin metabolizmalarinda kanserojen,
nefrotoksik, hepatoksik etki gosterdigi ve dolayisiyla hem bagisiklik sisteminde hem de i¢
organlarda gesitli zararlara sebep oldugu bilinmektedir (Kabak ve Var, 2006; Saldamli,
2001). Mikotoksin fiireten tiirlerin ¢ogunun Penicillium, Aspergillus, Alternaria ve
Fusarium gibi fungal cinslere ait oldugu bilinmektedir (Niessen, 2007). Tirkiye
mikroflorasina ait funguslarin sistematik dagilimi1 %65 Penicillium, %19 Aspergillus, %11
Deuteromyces, %2 Fusarium, %2 Zygomycetes ve %1 Basidiomycetes seklinde
belirtilmistir (Topal, 2003). Buradan, toksin iiretiminden sorumlu en 6nemli iki fungal tiir
olan Penicillium ve Aspergillus toplamda yaklasik %84 bulunma oranina sahip oldugu
goriilmektedir. Bu durum mikotoksinlerin iilke ekonomisi ve halk sagligi acisindan ne
derece onemli bir tehdit oldugunu gostermektedir.

Okratoksin A (OTA), ilk olarak Aspergillus ochraceus'dan izole edilen, fenilalanine
bagli bir dihidrometil-izokoumarin'den tiiretilmis poliketitten olusan metabolit olarak
tanimlanmaktadir (Van der Merwe ve ark., 1965; Scott ve ark., 1972; Cabanes ve ark.,
2013). Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu (IARC) tarafindan muhtemel kanserojen
olarak tanimlanan OTA, yaygin olarak arpa, yulaf, pirin¢ ve misir gibi hububat {iriinlerinde
nadiren de fasulye, incir, kuru {iziim, kabuklu yemisler, baharatlar, kahve, zeytin ve
greyfurt suyunda bulunabilmektedir (Girgin ve ark., 2001; Munoz ve ark., 2011; IARC,
2018).



Monosidin A olarak da bilinen sitrinin (CIT), nefrotoksik ve immunotoksik etkiye
sahip bir mikotoksindir (Orug, 2006; Hong ve ark., 2011). Bulundugu gidalar agisindan
OTA ile benzerlik gosteren CIT'e tahil grubu gidalarda, kavrulmus kuruyemislerde,
aycekirdegi, siyah zeytin ve meyve sularinda rastlanmaktadir (Ostry ve ark., 2013).

Molekiiler teknikler, geleneksel yaklagimlara gore fungal tiirlerin daha hizli ve daha
dogru teshisini saglar. Ribozomal DNA bolgesi, bazi protein kodlayan bdlgeler
(kalmodulin, p-tubulin) ve translasyon uzama faktorii gibi, funguslarin sistematiginde
siklikla kullanilmaktadir (Carbone ve Kohn, 1999; Russell ve Peterson, 2006; Gonvances
ve ark., 2012; Tekeoglu ve ark., 2017). fp-tub bolgesi icin gelistirilen primer ¢ifti farkli
fungal tiirlerin tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Glass ve Donaldon, 1995). Gida
miihendisligi alaninda molekiiler tekniklerin kullanim1 da yayginlik kazanmaktadir. Kahve
cekirdegi, misir ve liziim gibi bircok gidada, fungal floranin tanimlanmasi ve ¢esitliligin
belirlenmesi amaciyla molekiiler yontemler kullanilmistir (Magnani ve ark., 2005; Lumi ve
ark., 2015; Wang ve ark., 2015). Sofralik zeytinler ile ilgili ¢aligmalarda da molekiiler
tekniklerin kullanilmasi s6z konusudur. Ornegin, Arroyo-Lopez ve ark. (2008) tarafindan
yapilan bir ¢alismada sofralik zeytinlerdeki mayalar molekiiler yontemlerle tanimlanmistir.

Bu tez caligmasinda, genel olarak Canakkale ilinde katma degeri yiiksek nemli bir
ticari {irtin olan sofralik siyah zeytinin iiretim siirecinde tarladan sofraya sorun olusturma
potansiyeli bulunan mikotoksik fungal tiirlerin molekiiler tekniklerle tanimlanmasi ve
toksin olusturma potansiyellerinin aragtirilmasi amag¢lanmistir. Bu amag¢ kapsaminda:

1. Canakkale ili ve ¢evresinde yetisen siyah zeytinlere ait fungal floranin molekiiler
yontemlerle tanimlanmasi,

2. Canakkale ili ve ¢evresinde yetisen siyah zeytinlerden {iiretilen dogal fermente
siyah zeytinin {iretim siirecinde mikotoksin (okratoksin A ve sitrinin) iiretim yetenegine
sahip fungal floranin molekiiler yontemlerle tanimlanmasi,

3. Zeytin fermentasyon siirecinde ve tanimlamalar sonucunda toksin olusturma
potansiyeline sahip olan izolatlarin in vitro kosullarda HPLC ile toksin olusturma
potansiyellerinin ortaya konmasi,

4. Genetik tanimlama yapilmasinin ardindan belirlenen OTA ve CIT toksinlerini
tireten izolatlarin genetik benzerliklerinin incelenmesi

5. Zeytin fermantasyonu siirecinde gerceklesen kimyasal kalite kriterlerindeki
degisimler ile birlikte zeytin ve kara su arasindaki biyoaktif bilesen dagilim dinamiginin

ortaya konmast hedeflenmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Zeytin

2.1.1. Zeytin Agaci ve Meyvesi

Zeytin agaci (Olea europaea L), diinyanin iliman ve tropikal bolgelerinde dagilim
gosteren ~25 cins ve 600 tiirden olusan orta dlgekli Oleaceae familyasinin bir tyesidir.
(Rapoport ve ark., 2016). Bilinen en eski bitki tiirlerinden birisi olan zeytin agaci diinya
genelinde 8 milyon hektar alana yayilmistir. Bu alanlarin %98'i Akdeniz havzasinda
bulunmaktadir (Talhaoui ve ark., 2015). Zeytin, orta biiyiiklikte (3-5 m) ve her mevsim
yesil olan bir agagtir. Cok sayida yabani ve kiiltiire alinmis formlar1 bulunmaktadir

(Rapoport ve ark., 2016).

Sekil 2.1. Zeytin agaci

Zeytin agacinin  meyvesi, besleyici degeri ¢ok yiiksek Onemli bir gida
hammeddesidir. Agirlig1 tipine gore 2-12 g arasi degisen zeytin danesinin anatomik yapisi
Sekil 2.2'de gosterilmektedir. Epikarp tabakasi, meyvenin kabuk kismin1 olusturmakta olup
mumsu bir tabaka ile kaplidir. Mezokarp kismi ise meyvenin kuru agirlikca %60-85’ini
olusturan pulp (meyve eti) kismidir. Odunsu olan endokarp tabakasi, meyve agirliginin
%10-30’unu kapsamakta ve ¢ekirdegi ¢cevrelemektedir. Meyvenin kabuk kismini olusturan
epikarp (%1-2) ise meyvenin renginden sorumlu klorofiller, karotenoidler ve
antosiyaninleri icermektedir. Cekirdek kismi ise meyvenin %2-6’lik  kismini

olusturmaktadir (Saygin Giimiiskesen ve Yemis¢ioglu, 2010; Braadbaart, 2016). Zeytin



danesinin kimyasal bilesimi ¢esit, iklim ve yetistigi toprak gibi farkli nedenlerle miktarlar
degisiklik gosterse de, genel olarak %50-75 su, %10-30 yag, %1-3 ham protein, %1-4 lif,
%2-6 indirgen seker, %1-3 polifenolik bilesenlerden olugmaktadir (Garrido Fernendez ve
ark., 1997; Tetik, 2005; Susamci ve ark., 2011).

Kabuk (epikarp)
Meyve eti-pulp (mesokarp)
Meyve cekirdegi (endokarp)

Cekirdek

Sekil 2.2. Zeytin meyvesinin kisimlar1 (Braadbaart, 2016)

Fenolik bilesenler, yapilarindaki en az bir hidroksillenmis aromatik halka varlig ile
karakterize edilen genis kapsamli sekonder bitki metabolitleri olarak tanimlanmaktadir.
Fenolik biyoaktiflerin, antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamasyon &zelliklerinin
yaninda enzimlerin aktivitesi ve oksidatif stresi modiile etme yetenekleri ile insan sagligi
tizerine pozitif yonde onemli rolleri oldugu bildirilmektedir (Cicerale ve ark., 2010;
Charoenprasert ve Mitchell, 2012; Ahmed ve ark., 2014). Zeytin agaci yaprak ve meyve
kisimlarinda bulunan baslica fenolik bilesen siniflari, fenolik asitler, fenolik alkoller,
flavonoidler ve sekoiridoitleri igermektedir (Vinha ve ark., 2005). Meyvede bulunan
baslica fenolik asitler kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit, vanilik asit, kumarik asit,
siringik asit ve verbaskozit’tir. Baskin flavonoidler ise, luteolin-7-glikozit, siyanidin-3-
glikozit, siyanidin-3-rutinozit, rutin, apigenin-7-glikozit, kuersetin-3-ramnozit ve luteolin
olarak siralanabilir (Charoenprasert ve Mitchell, 2012). Bunlar arasindan siyanidin-3-
glikozit ve siyanidin-3-rutinozit, siyah zeytine rengini veren antosiyanin pigmentleridir.
Sekoiridoidler ise oleuropein, ligstrozit ve dimetil oleuropein olarak zeytine 6zgii en baskin
fenolik yapilardir. Oluropein, yapisal olarak hidroksitirozol ve elenolik asit’den olusan bir
esterdir. Lingtrozit ise tirozol ve elenolik asitten olusan bir esterdir. Zeytinde bulunan
hidroksitirozol, tirozol ve glikozit formlar1 baslica fenolik alkolleri olusturmaktadir
(Sivakumar ve ark., 2005; Pereira ve ark., 2006; Charoenprasert ve Mitchell, 2012; Araujo
ve ark., 2015).



2.1.2. Sofralik Zeytin Uretim Yéntemleri

Diinya genelinde iiretilen zeytin meyvesinin yaklasik %70'1 zeytinyag1 olarak, %30'u
da sofralik zeytin olarak tiiketilmektedir. Ozellikle sofralik zeytin tiiketiminde Tiirkiye ilk
siralarda yer almaktadir (Ozkaya ve ark., 2010). Yéresel iiretim farkliliklar1 ve zeytin
irkindan gelen farkliliklar sebebi ile lilkemizde sofralik zeytin ¢esitleri ¢ok fazladir. Basta
siyah ve yesil zeytin iiretimi olarak ikiye ayrilan sofralik zeytinlerin kendi igerisinde farkli
iiretim teknikleri mevcuttur. Uretim yontemlerindeki farklilik, tiiketim dncesindeki sofralik
zeytinin dzelliklerine etki etmesi bakimmdan énemlidir. Ornegin, Memecik tipi Kalamata
zeytinlerden ve siyah sofralik zeytin tipi zeytinlerde yapilmis bir ¢alismada, zeytin
hazirlama yontemleri ve saklama yontemlerinin zeytinlerin bilesimi ve besleyici degeri
lizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla, yesil zeytin, siyah zeytin ve Kalamata zeytinin
fermentasyon siiresinde ¢esitli kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Sofralik zeytinlerin, suda
¢Oziiniir bilesen ve minerallerinin (Ca, K, Fe, Zn) baslangi¢c degerlerine kiyasla isleme ve

depolama sirasinda etkilendigi sonucuna varilmistir (Unal ve Nergiz, 2003).

2.1.2.1. Sofrahik Siyah Zeytin Uretim Yéntemleri

Sofralik siyah zeytin {iretiminde en yaygin kullanilan ve ¢alismamizda da tercih
edilen yontem "dogal fermente siyah zeytin iiretim" tipidir. Ulkemizde tiiketilen sofralik
siyah zeytinlerin biliylik ¢cogunlugunda bu yontem kullanildigindan zeytin tiretimi agisindan
onemli bir tekniktir. Gemlik, Edincik, Samanli, Edremit, Uslu, Kan ve Celebi gibi hemen
hemen tiim zeytin tipleri i¢in uygulanabilen bir tekniktir. Segme, ayiklama, temizleme,
yikama gibi 6n islemler sonrasinda zeytin daneleri %9-10'luk salamurada fermente edilir
(Aran, 2012). Fermentasyon silirecinde son tuz oram1 %35-7 olacak sekilde ayarlanir.
Fermentasyonu tamamlanmis zeytinlerin pH'st 4,5-4,6 olmalidir. Fermentasyonu
tamamlanan zeytinler ambalajlanarak tliketime sunulur (Zeytincilik Arastirma Enstitiisi,
WWW.zZae.gov.tr).

Siyah sofralik zeytinde en yaygin kullanilan diger iki yontem Kalifornia tipi (Ripe
Olive) ve Konfit (Fas) tretim yontemleridir (Tokusoglu, 2016). Kalifornia tipi zeytin
tiretiminde, zeytinler isleme 6ncesinde NaOH igeren ¢ozeltilerde bekletilir. Takiben, asidik
bir yikama suyu ile acis1 alinir ve salamura ile muamale edilir (Charoenprasert ve Mitcell,
2012; Tokusoglu, 2016). Konfit tipi iiretim yonteminde de acilik, alkali (NaOH c¢ozeltisi)
muamele ile giderilir. Kalifornia tipinden farki, zeytinlerin kizila ve siyaha donme
asamasinda hasat edilmesi ve aciligin alkali muamale ile tam giderilmeden

sonlandirilmasidir (Tokusoglu, 2016).



2.1.2.2. Sofralik Yesil Zeytin Uretim Yontemleri

Sofralik yesil zeytin iretiminde, siyah zeytine uygulanandan daha fazla yontem
vardir. Bunlardan en yaygin kullanilanlari, Yunan tipi, Ispanyol tipi, kirma ve ¢izme
yontemi ile dolgulu yesil zeytin tiretim prosesleridir (Charoenprasert ve Mitcell, 2012;
Tokusoglu, 2016). Yunan tipi yesil zeytin liretimi, yalnizca salamura ve hava oksidasyonu
ile fermentasyon ve renk degisiminin saglandigi yontemdir. Diger yontemlere gore,
fermentasyon stlirecinde fenoliklerin daha iyi tutunmasini saglar (Charoenprasert ve
Mitcell, 2012).

Ispanyol tipi zeytin iiretiminde, ayiklama ve boylama gibi 6n islemlerden sonra
zeytin danesinin 2/3"line isleyecek kadar alkali muamele yapilir. Takiben, yikama islemi ve
salamura ile fermentasyon gergeklestirilir (Aran, 2012; Charoenprasert ve Mitcell, 2012;
Tokusoglu, 2016). Ispanyol tipi zeytin fermentasyonunun temeli NaOH ¢ozeltisi ile
oleuropeinin oleoside-11-metilester ve hidroksitirozole par¢alanmasidir (Charoenprasert ve
Mitcell, 2012).

Cizme ve kirma zeytin yontemlerinde, aciligin giderilmesi hari¢ diger adimlar
Ispanyol yoéntemi ile aymdir. Bu yontemlerde aciligin giderilmesi, ¢izme zeytin
yonteminde zeytin danesi ¢izme makinasindan gecirilerek, kirma ydnteminde ise uygun
sekilde kirilirarak veya igne ile delinerek salamurada bekletilmesi ile saglanir. Dolgulu
yesil zeytinde ise fermente olmus yesil zeytinlerin ¢ekirdekleri, endiistriyel bir makine ile
cikartilarak, c¢ekirdek yuvasina (biber, badem vs. gibi) istenilen dolgu maddesi
yerlestirilmektedir (Tokusoglu, 2016).

2.1.2.3. Sofralik Zeytinlerde Kefeke Olusumu

Kefeke, zeytin yiizeyinde olusan maya ve kiif oriintiisiidiir (Korukluoglu ve ark.,
2000). Turkiye'de "Kefeke" olarak adlandirilan ve zeytin salamura havuzunda olusan bu
biofilm, paketleme Oncesi de zeytinlerde olusabilir. Florada Penicillium tiirleri yaygin
bulunurken, Aspergillus, Cladosporium, Ulocladium, Rhizopus, Alternaria ve
Paecilomyces cinslerine ait tiirlere de rastlanmakatdir (Sahin ve Korukoglu, 2000). S6z
konusu flora, fermentasyon prosesi Oncesinde tarladan gelebildigi gibi {iretim prosesi
sirasinda da ortaya cikabilir. Ayn1 zamanda bu fungal etmenler, {irliniin yumusamasina,
kokusmasina, mikotoksin olusumuna neden olmakta ve saglik acisindan tehlikeler
olusturmaktadir (Korukluoglu ve ark., 2000). Sekil 2.4'de laktik asit bakterileri ve

mayalarin karigik goriiniimii verilmistir (Graunta ve ark., 2016).



Sekil 2.3. Dogal fermente sofralik zeytin iiretimi sirasinda olusan kefekenin SEM'de

goriintlisii (Graunta ve ark., 2016)

2.1.3. Diinya'da ve Ulkemizde Sofralik Zeytin Uretimi

Ulkemizin énemli tarimsal iiriinlerinden olan zeytin, diinya ticaretinde de 6nemli bir
yere sahiptir (Kara ve Ozbas, 2013). Fakat iilkemiz yalnizca iiretiminin %17'sini ihrag
edebildigi i¢in diinya ihracatinda %10'luk bir paya sahiptir (Zorlutuna, 2006). Tirkiye'de,
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére 2014 yilinda 1.768.000 ton zeytin
tretimi yapilmigtir. Bunun 400.000 tonu sofralik zeytin lretimi iken 1.280.000 tonu
zeytinyag1 yapiminda kullanilmistir (TUIK, 2016). Bununla birlikte son on yilda zeytin
iiretimde yaklasik 2 kat bir artis olmustur. Sofralik zeytin iiretiminin %601 Marmara

Bolgesi'nde gerceklestirilmektedir.

Cizelge 2.1. Ulkelerin zeytin Uretim alanlar1 ve miktarlar1 (FAO, 2014; Duran ve
Unal,2016)

Ulkelerin Uretim Alan1 (ha) Uretim Alani (ha) Uretim (ton)
Diinya 10688626 15999840
Ispanya 2515800 4577800
Italya 1156784 1963676
Yunanistan 945520 2283820
Fas 886440 1191520
Tunus 1588620 376000
Tiirkiye 938080 1768000




Canakkale ili, %6,7'lik iiretim orani ile Tiirkiye'de dane zeytin iiretiminin toplam
%71,6'siin iretildigi 7 ilimizin i¢inde 6. sirada yer almaktadir (Zeytincilik Arastirma
Enstitiisti, www.zae.gov.tr). Tiirkiye’deki zeytin alanlarmin %4’ Canakkale ilinde
bulunmaktadir (Aktag, 2008). Sofralik zeytin iiretiminin biiyiik bir cogunlugu kiiciik aile
isletmeleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu durum, standardin olusmamasi ve hijyen

sorunlari ile karsilasilmasina neden olmaktadir (Ozkaya ve ark., 2010).

2.1.4. Sofralik Zeytinin Genel Ozellikleri

2.1.4.1. Mikrobiyolojik Ozellikler

Aponte ve ark. (2010) tarafindan sofralik yesil zeytin fermantasyonu sirasinda
mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal parametrelerdeki degisimlerin incelendigi bir
caligmada, toplam canli sayisinin ve toplam maya-kiif sayisinin 2 kob/g'dan 6 kob/g'a
kadar arttig1 belirtilmektedir. Bu artig, fermentasyonun ortalama 60-70. giinlerine kadar
devam edip 75. giinden sonra ¢ok fazla degisiklik gostermemistir.

Abriouel ve ark. (2011), geleneksel sofralik yesil zeytin olan Alorena yesil zeytininin
fermentasyon siirecinde mikrobiyal kalite degisimini gozlemlemistir. Starter kiiltiir
kullanilmadan fermente edilen zeytinlerde mikroflorayr belirleyen faktorlerin, zeytin
danesindeki ve teknedeki mikroflora oldugu belirtilmistir. Fakat, bunun standardizasyonu
zorlastirdigi ve ekonomik kayiplari artirdigi, bu nedenle starter kiiltiir kullaniminin
yayginlagtirilmas1  gerektigi  bildirilmistir. Bakteri popiilasyonunda ilk iki ayda
Pseoudomonas ve Sphingomonas cinslerine ait tiirler hakim iken, t¢iincii aydan sonra
Laktobacillus ve Lactococcus cinsleri hakim mikroflora durumuna gegmektedir. Ayrica,
ortam sicakliginda, fermentasyonun sonlarina dogru laktik asit bakteri miktar1 artarken,
soguk-fermente zeytinlerde fermentasyon sonunda baskin popiilasyonun mayalar oldugunu
belirtilmistir.

Papadelli ve ark. (2015) tarafindan dogal fermente sofralik siyah zeytinlerin
fermantasyonunda starter kiltliir kullaniminin degerlendirilmesi iizerine yapilan bir
calismada, iki laktik asit bakterisini (Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
Lm139 ve Lactobacillus pentosus DSM 16366) starter kiiltiir olarak kullanilmigtir. 70 giin
izlenen fermentasyonunun laktik asit bakteri sayis1 4-8 kob/g olarak degisim gostermis ve
daha sonraki donemde 7-8 kob/g olarak stabil kalmistir. Toplam kiif-maya sayis1 ise hemen

hemen tiim ¢alismalarda oldugu gibi 6-7 kob/g olarak stabil kaldig1 belirtilmistir.



2.1.4.2. Kimyasal Ozellikler

Zeytin meyvesi, disiik seker seviyesi, yliksek yag orani ve aci tadi ile diger
meyvelerden farklilik gostermektedir (www.zae.gov.tr). Sofralik olarak islenecek zeytin,
biyolojik olarak aktif fenolik bilesikleri (antosiyaninler, flavanoller, fenolik asit ve fenolik
alkoller) igermektedir. (Boskou, 2015). Taze zeytin meyvesinde bulunan temel fenolik
bilesik ise oleuropeindir. Zeytindeki aci tadin oleuropein igeriginden kaynaklanmasi
nedeniyle, sofralilk zeytin isleme siirecinde bu degerli biyoaktif madde
uzaklastirilmaktadir. Uzaklastirma islemi genellikle salamurada bekletme ya da alkali
hidrolizi ile saglanmaktadir. Oleuropeinin temel hidroliz iriinleri ise hidroksitirozol ve
tirozoldiir. Zeytin meyvesinin saglik {izerine olumlu fizyolojik etkisinin 6nemli bir boliimii
hidroksitirozol igerigi ile iliskilendirilmektedir (Charoenprasert ve Mitcell, 2012). Zeytin
meyvesinin bu olumlu &zelliklerinden dolayr Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA), 1
Kasim 2004 tarihinde naturel zeytinyaginin sagliga yararli etkisinin ambalajlara
yazilmasina izin vermistir (Oztiirk ve ark, 2009).

Zeytinde, pH, titrasyon asitligi ve tuz gibi kimyasal ozellikler sofralik zeytinin
fermentasyon siirecinin basarili olmasi, lezzet ve tekstiirii agisindan Onemlidir. pH,
fermentasyonun ilk doneminde daha hizli diiserek sonraki donemlerinde stabil hale
gelmektedir. Ornegin, Bleve ve ark. (2014) Cellina di Nardd ve Leccino sofralik
zeytinlerinde yaptigi bir calismada pH nin ilk 5-10 giinde hizli bir sekilde 4,4-4,7'e distiigi
goriilmektedir. Tuzluluk ise yaklasik %10 degerinde stabil kalmaktadir.

Sofralik zeytinlerde fermentasyonu gergeklestiren mikroorganizmalar yalnizca
mikrobiyolojik 6zellikler iizerine degil kimyasal 6zellikler {izerine de oldukea etkilidir.
Dogal fermentasyon ve starter kiiltiir kullanilarak gerceklestirilen fermentasyon ile {iretilen
sofralik zeytinlerin kimyasal oOzellikleri {izerine literatiirde bir¢ok calisma mevcuttur
(Garrido Fernendez ve ark., 1997; Tetik, 2005; Susamci ve ark., 2011). Zeytin danesinin
temel bilesenlerini %50-75 su, %10-30 yag, %1-3 ham protein, %1-4 lif, %2-6 indirgen
seker, %1-3 polifenolik bilesenlerin olusturdugu bildirilmistir (Susamci ve ark., 2011).

Siyah sofralik zeytinlerde (Olea europaea L cv. Kalamon) dogal fermantasyon ve
starter kiiltiir kullanimmin fiziko-kimyasal ozellikler iizerine etkisinin arastirildigi bir
caligmada, iki farkli starter kiiltiir kullanilarak ve dogal fermentasyonla sofralik zeytin
tretilmistir. Calismada, pH ve titrasyon asitligindeki degisim, dogal fermentasyon ve
starter kiiltiir ile yapilan zeytinlerde farklilik gosterdigi belirtilmektedir. Ornegin, titrasyon
asitligi starter kiiltiir ile gerceklestirilen fermentasyonlarda laktik asit esdegeri olarak %

0,60 ile sonlanirken, dogal fermentasyon ile firetilen zeytinde ise % 0,30 diizeyinde
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kalmaktadir. pH degeri ise benzer sekilde starter kiiltiir kullanilarak {iretilen zeytinlerde 4,0
pH’ya kadar diiserken, dogal fermentasyonda 5,0 pH’da stabil kaldigi bildirilmistir
(Papadelli ve ark., 2015) .

Fenolik bilesenler, zeytinin saglikla iliskisinde biiyiik 6neme sahiptir. Literatiirde,
fenoliklerin miktarlari, fermentasyon siirecinde ki degisimleri ve zeytinyaginda ki
kompozisyon ve miktarlar ile ilgili bircok ¢alisma bulunmaktadir (Owen ve ark., 2000;
McDonald ve ark., 2001; Jerman ve ark., 2010; Romero ve ark., 2013).

Jerman ve ark. (2010), zeytinyag1 fenolik bilesiklerinin ultrason yardimiyla kati sivi
Oziitlemesi ile ilgili bir caligma yapmistir. Bu ¢alismada, zeytin meyvesinde tanimlanabilen
fenolikler, hidroksitirozol glikozit, dimetil oleuropein, oleuropein, verbaskozit, kafeol-60-
sekologanozit, kuersitrin, komselogozit, luteolin-7-glikozit ve rutin olarak belirtilmistir.

Romero ve ark. (2013), sofralik siyah zeytin iiretiminde fenolik madde profil
degisimi iizerine bir ¢alisma yapmistir. Baslangigta zeytindeki polifenoller, hidroksitirozol-
4-a-glikozit, oleuropein, hidroksitirozol, tirozol, salidrozit ve verbaskozit olarak
belirlenirken, 12 ay sonra ana fenolik bilesen hidroksitirozol olmustur. Ayrica, taze
zeytinlerde tespit edilen temel antosiyaninler; siyanidin 3-rutinozit ve siyanidin 3-glikozit
iken, 1 aylik bir depolama sonrasinda salamura veya zeytinyaginda bu bilesenlere
rastlanamamistir. Hidroksitirozoliin yaninda, hidroksitirozol asetat, tirozol ve tirozol asetat
nihai (son) iirliniin yag fazinda tespit edilen ana polifenollerdir.

McDonald ve ark. (2001), zeytin ekstraktlarinin fenolik bilesenleri ve antioksidan
aktiviteleri ile ilgili yaptig1 bir caligmada, zeytin fraksiyonlarmin g¢ogunda belirgin

antioksidan aktivite goriildiigiinli ve bunun fenolik igerige bagli oldugunu bildirmistir.

2.2. Mikotoksin Ureten Funguslar ve Mikotoksinler

Mikotoksinler, funguslar tarafindan {iretilen ikincil toksik metabolitlerdir. Yaklasik
350 farkli fungus tarafindan iretilen 400'den fazla mikotoksin bulunmaktadir (Abdel-
Hamed ve ark.,, 2012; Saldamli, 2001). Mikotoksin tireten tiirlerin en Onemlileiri
Penicillium, Aspergillus, Alternaria ve Fusarium cinslerine ait olanlaridir (Niessen, 2007).

Diinya ¢apinda ¢ok yaygin olan Alternaria'nin bir kismi havada ve diger habitatlarda
saprofit olarak, bir kism1 ise bitki patojeni olarak bulunmaktadirlar. Hayvan ve insan
derisinde bulunabilir. Cok genis tiir sayisina sahip olmakla birlikte tanimlanmalar1 zordur.
Diinya iizerinde yaklasik 300 tiirii oldugu bilinmektedir. Bu tiirlerden bir ¢ogu toksin
tiretebilir (Pavon ve ark., 2012a; Pavon ve ark., 2012b). Alternaria toksinleri 6zofegal

kanserlerden, c¢esitli hastaliklara kadar bir¢ok patolojiyle iligkilendirilmistir (Ostry, 2008;
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Pavon ve ark., 2012a). Alternaria mikotoksinleri, genellikle Alternaria yaniklig: ile enfekte
olan ¢ig ve islenmis meyveler, sebzeler (domates iiriinleri gibi), zeytinler, turunggiller ve
yagl tohumlardan izole edilir (Viskonti ve ark., 1986; Ostry, 2008; Pavon ve ark., 2012b).
Gida kaynakli Alternaria'lart tespit etmek igin geleneksel yontem, organizmalar1 segici
ortamda kiltirlemeyi, saf Kkiiltiirlerin izolasyonunu, morfolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerine gore tanimlanmasini igermektedir. Geleneksel yontem, zaman alan bir
yontemdir (Pavon ve ark., 2012a). Molekiiler olarak tanimlanmalari ITS gen bdolgesi
sekanslamasima dayanmaktadir (Pastor ve Guarro, 2008). Alternariol, alternariol
monometil eter, tenuazonik asit ve altenuen en ¢ok bilinen Alternaria toksinleridir. Bu
mikotoksinlerden alternariol ve alternariol monometil eterin mutajenik etkisi digerlerinden
daha fazla oldugundan daha ¢ok bilinmektedir (Oksiiztepe ve Erkan, 2016).

Penicillium, Trichocomacease familyasina ait olup yaklagik 300 tiirii ile dogada
yaygin olarak bulunan ve penisilin gibi 6nemli bir antibiyotigi {ireten tiirleri i¢eren fungal
cinstir. Penicillium tiirlerine farkli gidalarda siklikla rastlanir ve birgok tiiriiniin ikincil
metabolit trettigi bilinmektedir  (Kokkonen ve ark, 2005). Penicillium'larin OTA
tiretiminden sorumlu oldugu bilinen baslica tiirleri P. verrucosum ve P. nordicum olmakla
birlikte, CIT iiretimden sorumlu oldugu bilinen baslica tiirleri ise P. citrinum, P.expansum
ve P. verrucosum'dir. Bunlardan, P. verrucosum daha ¢ok tahil {irtinlerinde, P. nordicum
ise daha ¢ok salam, jambon gibi et irlinlerinde toksin fireticisi oldugu bilinmektedir
(Kokkonen ve ark., 2005; EI-Khoury ve Atoui, 2010).

Aspergillus, diinya geneline yayilmis, bazisi patojen ozelligine sahip yaklagik 200
tirden olugan Moniliaceae familyasina ait fungal cinstir. Bu fungal cinse ait tiirler,
aflatoksin basta olmak iizere bircok toksinin iiretiminden sorumludur. Urettigi baslica
mikotoksinler aflatoksin, OTA, CIT, patulin, penisilik asit ve sterigmatoksin olarak
bilinmektedir (Tunail, 2000). Aspergillus'larin OTA {iretiminden sorumlu oldugu bilinen
baslica tiirleri A. carbonarius ve A. niger'dir. Ozellikle A. carbonarius tiiriiniin izolatlarin
okratoksijenik olma olasilig1 yiiksektir, hatta bu oran bazen %100'e bile ¢ikabilmektedir
(Cabanes ve ark., 2013; Castella ve ark., 2015). Aspergilluslarin Candidus ise CIT iiretme
potansiyeli oldugu bilinmektedir (Timonin ve Rauatt, 1944).

Monascus tiirleri, binlerce yildir 6zellikle Dogu Asya'da fermente gidalarin tiretimde
kullanilmaktadir. Mon K, Monascus fungal grubundan en ¢ok tespit edilen mikotoksindir.
Fakat, gidalarda kullanimi nefrotoksik ve hepatoksik olarak bilinen CIT nedeniyle kisithidir
(Hong ve ark., 2011). Monascus tiirlerinde CIT iiretiminden sorumlu M. purpureus ve M.

ruber bilinen baslica tiirlerdir (Pisareva ve ark., 2005).
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Sekil 2.4. Toksin liretimden sorumlu oldugu bilinen bazi fungal tiirlerin PDA agar

ortaminda petri goriintiileri

Gidalarda toksin iiretiminden sorumlu en yaygin fungal tiirler, iligkili gida kaynaklari

ve referanslari Cizelge 2.2'de 6zetlenerek verilmistir.

Cizelge 2.2. OTA ve CIT iireten Aspergillus, Penicillium ve Monascus funguslari ve gida

kaynaklar1 (Ostry ve ark., 2013)

. Potansiyel Gidalara Referans
Cins Tiir
ornek
A. ochraceus Uziim Pardo ve ark., 2005
A.steynii Arpa, Kirmizi biber | Gil-Serna ve ark., 2015
OTA A. westerdijkiae Arpa, Kirmizi biber Gil-Serna ve ark., 2015
ureten Aspergillus A. carbonarius Kuru tiziim Abarca ve ark., 2003
A. foetidus Uziim Magnoli ve ark., 2003
A. niger Yer fistig Astoreca ve ark., 2007
A. tubingensis Uziim Perrone ve ark., 2006
Penicillium P. verrucosum Sarap Cabanes ve ark., 2002
P. citrinum Piring Trung ve ark.,2001
Penicillium
CIT fireten P. expansum Elma Abramson ve ark., 2009
Monascus M. purpureus Fermente pring Chen ve ark.,2005
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Yukarida agiklanan fungal tiirler disinda Fusarium basta olmak tizere birgok fungus
mikotoksin adi verilen ikincil metabolitlerin {iretiminden sorumludur. Toksin {iretimden
sorumlu oldugu bilinen bazi fungal tiirlerin laboratuvar ortaminda petri goriintiileri Sekil
2.4'de gosterilmektedir. Mikotoksinlerin kesfi ve tanimlanmasi yakin bir tarihte oldugu igin
literatiirde her gecen giin yeni bir mikotoksin veya mikotoksin iiretimden sorumlu
fungusun girmesi s6z konusudur.

Mikotoksin kavrami ilk defa 1960'larda tespit edilmistir. ilk tamimlanan ve
giinlimiizdede en ¢ok iizerinde durulan mikotoksinlerden bir tanesi aflatoksindir. 8 c¢esidi
olan aflatoksinin en yaygini ve toksisitesi en fazla olani ise aflatoksin B1'dir (Saldamli,
2001). Bunun disinda, okratoksin, patulin, sterigmatosistin, trikotesenler, zearalenon,
sumonisin ve sitrinin 6énemli mikotoksinlerdendir. Bu mikotoksinlerin birgogunun, bunlari
tilketen insanlar ve hayvanlarin metabolizmalarinda kanserojen, nefrotoksik, hepatoksik
etki gosterdigi ve gerek bagisiklik sisteminde gerek i¢ organlarda gesitli zararlara sebep
oldugu bilinmektedir (Kabak ve Var, 2006; Saldamli, 2001).

Okratoksin, onemli bir mikotoksin grubudur. Ilk defa 1965 yilinda Aspergillus
ochraceus'dan izole edilmistir (Scott ve ark., 1972; Cabanes ve ark., 2013). Aspergillus
ochraceus'un fenilalanine bagli bir dihidrometil-izokumarin'den tiiretilmis poliketitten
olusan metabolit olarak tanimlanmistir (Van der Merwe ve ark., 1965; Cabanes ve ark.,
2013). Oktaroksin A'min kimyasal formiilii, Sekil 2.5'de gosterilmektedir. Nefrotoksik
etkisi basta olmak iizere hepatoksik, embriyonik, immunotoksik, teratojenik ve
karsinojenik Ozelligide bilinmektedir (Pfohl-Leszkowicz ve Manderville, 2007). Toksik
etkisi, ATP azalmasi ile mitokondriyel solunumun inhibisyonu ve protein sentezinin
azalmasi, bunu takiben tRNA sentezinin inhibisyonu ve lipit peroksidasyonunun artmasi
olarak bilinmektedir (Sabuncuoglu ve ark., 2008). Okratoksin A, okratoksin B ve
okratoksin C olmak iizere 3 gruba ayrilir. Fakat, bunlarin i¢inde toksisitesi digerlerinden 10
kat daha fazla olan ve yaygin olarak tespit edilen OTA en Onemlisidir. Soguk iklim
gidalarinda daha fazla rastlanilan OTA, 1993 yilinda Uluslararas1 Kanser Arastirma
Kurumu (IARC, 1993) tarafindan grup 2B olarak muhtemel insan karsinojeni olarak
tanimlanmistir (Munoz ve ark., 2011). Okratoksin en fazla arpa, yulaf, piring ve misir gibi
hububat iirlinlerinde rastlanmaktadir. Bunun yaninda fasulye, incir, kuru {iziim, kabuklu
yemigler, baharatlar, kahve, zeytin ve greyfurt suyunda da bulunabilmektedir (Girgin ve
ark., 2001).

Tirk Gida Kodeksinde, heniiz CIT mikotoksini ile ilgili herhangi bir kriter soz

konusu degildir. Fakat, OTA ile ilgili kriterler mevcuttur. Yonetmelikte olan kriterler ve
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ilgili gidalar Cizelge 2.3'de gosterilmektedir (Tirk Gida Kodeksi, 2016). Cizelge 2.3 den

gorildiigli gibi, zeytin ve zeytinden iiretilen iirlinlerin okratoksin ve CIT bulasan miktar

ile ilgili herhangi bir kisitlama ve kriter s6z konusu degildir.

Cizelge 2.3. Tirk gida kodeksi bulaganlar yonetmeligi, OTA maksimum limitleri (Tiirk

Gida Kodeksi, 2016)

Maksimum limit

Gida
(ng/kg)
Islenmemis gidalar 50
Islenmemis tahillardan elde edilen tiim iiriinler 3,0
Kurutulmus asma meyveleri (Kus {irlimii, kuru iiziim ve Cekirdeksiz 10.0
lizlim) ,
Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve ogiitiilmiis kahve 5,0
Kahve ekstrakti, Coziinebilir kahve ekstrakti ve ¢oziinebilir kahve 10,0
Sarap ve meyve saraplari 2,0
Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize sarap 20
kokteyli ’
Uziim suyu, konsantreden elde edilen {iziim suyu, Uziim nektar1, 20
lizlim siras1 ve konsantreden elde edilen iiziim sirasi ’
Bebek ve kii¢giik ¢ocuk ek gidalari 0,5
Bebekler i¢in 6zel tibbi amacgl diyet gidalar 0,5
30 (30.06.2012

Baharat cesitleri

Kirmizibiber, karabiber, hintcevizi/muskat, zencefil, zerdecal,

bunlarin bir veya birkag¢ini igeren baharat karigimlar

Meyan kokii

Meyan kokii ekstrakti

tarihine kadar)

15 (1.07.2012

tarihinden sonra)
20

80
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OTA iiretiminden sorumlu baslica fungal tirler P. verrucosum, P. nordicum, A.
carbonarius, A. niger ve A. ochraceus'dir. Fakat tiim toksinlerin tiretilip liretilmemesinde,
sicaklik ve nem gibi ¢evre sartlari, gidanin igerigi, bekleme siiresi, pH ve 151k gibi
faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir (Filtenborg ve ark., 2000; Kokkonen ve ark, 2005;
Munoz ve ark., 2011). Uretimden sorumlu fungal tiirlerin toksin iiretmesindeki 6nemli
faktorlerden biri de gidamin tiiriidiir. Ornegin, sarap, iizim ve kurutulmus asma
meyvelerinde en onemli OTA kaynagi Aspergillus section nigri iken, tahil ve depolanmis
gidalarda en 6nemli OTA kaynag1 Aspergillus vesterdijkiae ve Penicillium verrucosum'dur
(Cabanes ve Bragulat, 2008; Castella ve Cabanes, 2011).

OTA

Sekil 2.5. CIT ve OTA'nin ve kimyasal formiili (a) CIT (b) OTA (Tokusoglu ve ark.,
2010)

CIT, OTA kadar yaygin rastlanmasa da toksisitesi yiiksek olan mikotoksinlerden bir
tanesidir. Monascidin A olarak da bilinir (Hong ve ark., 2011). Sar1 kristalin bir madde
olan CIT 166-170°C'de erimektedir (Timonin ve Rauatt, 1944). Kimyasal formiilii Sekil
2.5'de gosterilmektedir. Nefrotoksik ve immunotoksik etkiye sahiptir (Orug, 2006). Fakat,
1986 yilinda Uluslararast Kanser Arastirma Enstitiisii deney hayvanlari tizerinde CIT'in
kanserojen 6zelligi ile ilgili kisitli kanit oldugu ve insanlar {izerinde karsinojenitesi lizerine
bir degerlendirme yapilmadig: bildirilmistir (Ostry ve ark., 2013). CIT, genellikle OTA ile
ayni gidalarda bulunur. Tahil grubu gidalarda, kavrulmus kuruyemislerde (badem, findik,
fisttkk ve yer fistig1 gibi), aycekirdegi, siyah zeytin, meyve sularinda ve kirmizi
mikrofungus olan Monascus purpureus ile fermente edilmis piring bazli gida

takviyelerinde CIT'e rastlanmaktadir (Ostry ve ark., 2013).
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2.2.1. Gida Maddelerinde Mikotoksin Sorunu

Gida maddeleri i¢in 6nemli olan fungal organizmalar, diisikk pH, diisiik su aktivitesi
ve yliksek basing gibi kosullarda da iireyebilme yetenegindedir. Gida biyoprosesinde,
enzimlerin ve gida katkilarinin tiretiminde de kullanilabilen funguslar, gida kaynakli
intoksikasyona neden olabilir (Erkmen, 2011). Gidalarda kotii koku ve tat olusumuna
neden olabilen funguslar isitma, dondurma, antibiyotik ve radyasyon uygulamasi gibi
koruma ve depolama tekniklerine direng gosterek mikotoksin olusturabilirler (Vural ve
ark., 2004).

Mikotoksinli gidanin ve yemin tiiketilmesi ya da bu yemle beslenen hayvanin
tiiketilmesi ile meydana gelen hastaliga "mikotoksikozis" denir (Ozkaya ve Comert, 2008).
Diinya Saglik Orgiitii'niin 2004 yili verilerine gore gidalarin 6zelliklede tahil grubunun
%?25'inde mikotoksinler olusmaktadir (FAO, 2004; Morietti ve ark., 2013). Hem iilke
ekonomisi ve uluslararasi ticaret hem de insan sagligini olumsuz etkileyen mikotoksinler
yalnizca Amerika'da aflatoksin kaynakli 1,9 milyar dolar ve Fusarium toksinlerinden
kaynaklanan 2,9 milyar dolar zararlara neden olmustur (Morietti ve ark., 2013).

Hem saglik hem de ekonomi agisindan son derece dnemli olan mikotoksinler ve bu
mikotoksinlerin tretiminden sorumlu funguslar ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu
calismalardan bazilar1 mikotoksin varliginin tespiti iizerine yogunlasirken, baz1 ¢aligmalar
mikotoksinin neden olustugu ve olugmasinin dnlenmesi amaciyla yapilmis arastirmalardir
(Heperkan, 2009; Schmith-Heydt ve ark., 2011; Zubair ve ark., 2011; Li ve ark., 2012).
Tespite yonelik calismalar incelendiginde bir¢cok calismada kontamine 6rnek sayisinin ne
kadar fazla oldugu ve bu konunun bilimsel acidan c¢alisiilmasinin gerekliligi
anlasilmaktadir. Zubair ve ark. (2011) tarafindan Pakistan'nin ii¢ il¢esinden alinan ceviz
ornekleri, Aspergillus flavus'un sporlart ile yapay olarak inokiile edilmis ve daha sonra,
organik asit profili ve aflatoksin analizleri yapilmustir. Inokiile edilen numunelerdeki
aflatoksin icerigi, B1 (245,91 ila 600,84 ng g), B2 (0,00 ila 40,86 ng g), G1 (199,68 ila
1068,48 ng g) ve G2'nin (99,61 ila 30,15 ng g) seklinde tespit edilmistir. Yapilan asit
profili ve toksin analizlerinden Aspergillus flavus gelisimi ve aflatoksin tiretiminde
substratin kimyasal bilesiminin etkisi oldugu belirtilmistir (Zubair ve ark., 2011).
Kurutulmus incirlerde okratoksinin dogal olusumunu inceleyen bir arastirma da, 2003 ve
2004 wyillarinda Ege Bolgesi'ndeki 7 farkli ilden kurutma islemi sirasinda 115 6rnek
alinmistir. 115 numunenin 55'inde saptanabilir seviyede (0.12-15.31 pug/kg) OTA tespit
edilmistir (Karbancioglu-Giiler ve Heperkan, 2008). Tiiketimi yaygin olan geleneksel

kirmiz1 Cin pirinci, tibbi bitkiler ve ilgili iirlinlerinde CIT dogal olusumunu inceleyen bir
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caligmada, analiz edilen toplam 109 &rnegin %28'inde (31 ornek) 16.6-5253 pg/kg
araliginda CIT tespit edilmistir (Li ve ark., 2012).

Bazi c¢alismalar da toksinin neden ve nasil olustugu gibi sorulara cevap aramak
amaciyla yapilmistir. Ornegin, Schmith-Heydt ve ark. (2011), okratoksin iireten tiirler
tizerinde gidaya uygulanan 15181n etkisi ile ilgili bir arastirma yapmustir. Bu amagla, 1s181n
cesitli dalgaboylarin1 OTA biyosentez yetenegi olan Aspergillus carbonarius, A. niger, A.
steynii and on Penicillium nordicum ve P. verrucosum tiirlerine uygulamistir. Karsilagtirma
amaciyla CIT f{reticileri de dahil olmak iizere 15181 ¢esitli gida ile ilgili kiiflere etkisi
arastirilmistir. Sonug olarak, 15181in (455nm) miselyumun biiyiimesi {lizerinde durdurucu
etkiye sahip oldugu, ancak ¢imlenmekte olan sporlar iizerinde inaktive edici bir etkiye
sahip oldugu belirtilmistir. Bu inaktivasyon etkisi tiir, dalga boyu ve 1518in yogunluguna
baglidir. Bu gibi arastirmalarin gidalarda toksin varligin1 onlemeye yonelik ¢aligmalar

olarak ilerlemesi 6ngoriilmektedir (Schmith-Heydt ve ark., 2011).

2.2.2. Zeytinde Fungal Flora ve Mikotoksin Varhgi

Zeytinde gelisen fungal flora iizerine yapilan ¢alismalarda Penicillium ve Aspergillus
basta olmak tiizere Alternaria, Rhizopilus, Eurotium ve Cladosporium fungus tiirlerinin
tespit edildigi bildirilmistir (Eltem ve Oner, 1995; Gogmen ve ark., 2000). Bunlardan
ozellikle Penicillium ve Aspergillus'un toksin {iretme yetenegi birgok c¢alisma ile
kanitlanmigtir. Caligsmalar en fazla aflatoksin, OTA ve CIT {izerinde yogunlagmistir.

Zeytinlerde aflatoksin varligi ile ilgili literatiirde birgok ¢aligma mevcut olmakla
birlikte bazilarinda sorun olusturdugu bildirilmis, baz1 ¢calismalarda ise 6rneklerdeki toksin
miktarmin Slgiilebilir limitin altinda kaldigi belirtilmistir. Arict ve ark. (2005), sofralik
siyah zeytin ile ilgili bir ¢alismada, 64 zeytinin 30’unda aflatoksin B1, 11’inde aflatoksin
B2, 6’sinda aflatoksin G1 ve 1'inde aflatoksin G2 bulundugunu bildirmistir. Yildirim
(2009) tarafindan sofralik siyah zeytinde aflatoksinejik kiif gelisimi ve aflatoksin
olusumuna Lactobacillus plantarum bakterisi ve bazi ekstraktlarin etkileri incelenmistir.
Bitki ekstrakt: olarak Origanum onites (Izmir kekigi), Satureja hortensis (sater otu-
cuprika), Capsicum annuum (kirmizi biber), Olea europaea (zeytin)'in farkli
konsantrasyonlart ve potasyum sorbat kullanilmistir. Etkinin in vitro kosullarda
belirlendigi ¢alismada O. onites, S. hortensis ve bitki ekstraktlarinin potasyum sorbatli
kombinasyonlarinin toksin olusumunu yiiksek oranda engelledigi belirtilirken, C. annuum
ve O. europaea kiif gelisimlerini tesvik ettigi bildirilmistir. Sonugta, tiim orneklerdeki

aflatoksin miktari dl¢iilebilir limitin altinda kalmistir.
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Franzettii ve ark. (2011) tarafindan Italya'da zeytinler iizerine yapilan bir market
calismasinda, toplanan 40 6rnegin %25'inde aflatoksin B1 tespit edilirken, %58'inde OTA
varlig1 belirtilmistir. Zeytinde okratoksin sorunu ile ilgili yapilmis diger calismalar ve elde

edilen sonuglarin 6zetleri Cizelge 2.4'de gosterilmektedir.

Cizelge 2.4. Zeytinde OTA sorunu ile ilgili yapilmig caligmalar ve elde edilen sonuglar
(Karaca ve Yemis, 2008)

Ortalama
Ulke Ornek (sayis1)  kontaminasyon Referans
(Ppb)
S Zeytinyag (50) 5 Papachristou ve Markaki,
unanistan eytinyagi ;

yinyag 2004

Fas Siyah zeytin (10) 0,6 El Adlouni ve ark., 2006
_ Zeytin ve zeytin ]

Yunanistan ) 1,52 Ghitalou ve ark., 2006

ezmesi (30)
Fas ve italya Zeytinyagi (30) 2,09 Ferracane ve ark., 2007

Mikotoksinlerin in vitro kosullarda yiiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) teknigi
ile analiz edilmesi uzun siiredir kullanilan giivenilir sonuglar veren bir yontemdir. Genetik
yontemlerin yani sira halen bir¢cok c¢alisma igin tercih edilmektedir. Sofralik zeytin
cesitlerinde OTA ve CIT varliginin hizli tespiti bu yontemle gerceklestirilebilmektedir
(Tokusoglu ve ark., 2010). S6z konusu tez kapsaminda izole edilen ve tanimlanan kiiflerin
bu yontemle OTA ve CIT olusturma yetenegi tespit edilmistir. Benzer sekilde bir¢ok
aragtirmact gerek zeytin gerek diger gida maddelerine bu yontemle OTA ve CIT tayini
yapmustir (Tokusoglu ve ark., 2010; Wawrzyniak ve Waskievicz, 2014). Ornegin,
Tokusoglu ve ark. (2010) tarafindan siyah ve yesil zeytinde CIT riskinin HPLC metodu ile
belirlenmesi iizerine bir ¢alisma yapilmistir. Calisma sonucu analiz edilen Orneklerin
onemli bir kisminda toksin tespit edilmis ve ¢alisma sonunda yontemin HACCP (Hazard
Analysis and Critical Control Point) tekniginde kontrol analiz metodu olarak kullanilmasi
Onerilmistir. Yine farkli bir arastirmaci tarafindan 2014 yilinda tahillarda yapilan
calismada OTA ve CIT analizi icin HPLC metodu kullanilarak 6lgiilebilir limitin {izerinde

sonugclar elde edilmistir (Wawrzyniak ve Waskievicz, 2014).

19



Sofralik zeytin iiretiminde mikroorganizmalarin gerceklestirdigi fermentasyon,
tiretimin en onemli kismini olusturmaktadir. Heperkan D., (2009) tarafindan yapilan
caligmada Penicillium verrucosum'un siyah ve yesil zeytinlerde OTA ve CIT iiretme yetegi
incelenmistir. Bu amagla P. verrucosum tiiriiniin farkli besiyerlerinde, c¢esitli sicakliklarda
gelisme ve OTA ile CIT tiretme 6zelligi belirlenmistir. OTA miktar1 bakimindan sicaklik
(20 ve 25°C) ile yesil ve siyah zeytin arasindaki farkin onemli, CIT'in ise 25°C'de
gelisiminin  zamanla arttig1 bildirilmistir. Ayrica, CIT olusumu {izerine ise tuz

konsantrasyonunun ise pozitif yonde etkisinin 6nemli oldugu belirtilmistir.

2.3. Molekiiler Biyoloji Teknikleri ve Kullanim

2.3.1. Molekiiler Teknikler ile Fungal Tiirlerin ve Toksinlerin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin sayiminda, izolasyonunda ve tanimlanmasinda duyarliligi
yiiksek ve kisa siirede sonug alinan yontemlerin 6nemi her gecen giin artmaktadir. Bu hizli
yontemlerin basinda ise molekiiler biyoloji teknikleri gelmektedir (Aran, 2012). Gida ve
tarim {riinlerinin mikrobiyolojik analizlerinde de yayginlagan molekiiler teknikler ile basta
patojenler olmak iizere birgok mikroorganizmayi tespit etmek miimkiindiir (Postollec ve
ark., 2011). PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli molekiiler teknikler ile hedef gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasi ve sonrasinda farkli yontemler ile bu liriinlerin degerlendirilmesi
ve ayrica, c¢ogaltilmis ilirlin lizerinden mutasyon tespitleri de miimkiin olabilmektedir
(Maurer, 2011).

Ribozomal DNA bdlgesi, protein kodlama bdolgeleri olan calmodulin, g-tubulin ve
elongation faktor funguslarin sistematiginde siklikla kullanilmaktadir (Carbone ve Kohn,
1999; Russell ve Peterson, 2006; Gonvanges ve ark., 2012; Tekeoglu ve ark., 2017). Jiang
ve ark., (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ceviz (Juglans regia L.) kabugundaki
fungal organizmalar tanimlanmistir. Tanimlama, morfolojik inceleme ve ITS primerinin
kullanildig1 sekans analizlerine dayanmaktadir. Calismanin sonucunda morfolojik gézlem
ve ITS sekans verileri birbiri ile uyum gostermis ve fungal florada %99 dogruluk orani ile
P. lilacinus tespit edilmistir.

Toksin analizleri geleneksel yontemle in vitro kosullarda gelisen fungal kolonilerden
aliman miselyum pargasindan ekstrakt hazirlanmasi ve HPLC ile analiz edilmesi seklinde
yapilmaktadir. Fakat, son yillarda ortamdaki potansiyel toksijenik fungal organizmalarin
toksin {iretimiyle ilgili gen bolgelerine spesifik primerler tasarlanarak genetik analizi
yoluyla dogrudan toksin {iretiminin tespiti 6nem kazanmistir (Andreas, 2017).

Penicillium, Aspergillus ve Monascus funguslarinda poliketitsentaz (PKS) gen
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bolgesinin, OTA ve CIT iiretiminden sorumlu oldugu 6nceki ¢alismalardan bilinmektedir.
Poliketitler, genellikle filamentli funguslar tarafindan sentezlenen ikincil metabolitlerdir
(Staunton ve Weissman, 2001). PKS gen bolgesi ise aflatoksin, okratoksin, sitrinin,
sitarigmatoksin ve patulin gibi bircok mikotoksinin iiretiminden sorumlu gen bolgesidir
(Huff ve Hamilton, 1979; Yang ve ark., 1996; Staunton ve Weissman, 2001; Gallo ve ark.,
2010; Abou-Zeid, 2012). OTA, L-fenilalanin amino asidine amide bagli olan bir
izokumarin poliketitten olugsmaktadir (Hayat ve ark. 2012). OTA'nin izokumarin kisminin
ise, poliketit sentez yoluyla asetat ve malonattan olusan bir pentatit iskeletinden tiiretildigi
diisiiniilmektedir. L-fenilalanin ise sikimik asit sentez yolundan (Yolak kelimesi silinmesi
istenmis) gelmektedir (Moss, 1996; Moss, 1998; O'Callaghan ve ark., 2003; Hayat ve ark.
2012). Sikimik asit sentez yolu, kisaca fenilalaninin esterifikasyonla fenilanalin-etilester’e
donilismesi olarak tanimlanir (Huff, 1979). PKS enzim sistemleri ise tip I, II ve III olarak {i¢
gruba ayrilir. Tip I fungal PKS'lerin ¢ogu, tipik atasal enzimatik yapiya sahip ketoasil
sentaz (KS), asil transferaz (AT), ketorediiktaz (KR), dehidrataz (DH) ve enoil rediiktaz
(ER), metil transferaz (MT), fosfopantetin (PP) baglanma ve acil tasiyici proteini (ACP)
iceren ¢ok fonksiyonlu, monomodiiler ve iteratif enzimlerdir (Cox ve Simpson, 2009).
Iteratif PKS enzimleri, tekrar tekrar ayni aktif bolgesini kullaranak asetil- veya malonil-
CoA gruplarimi poliketid zincirine ekler. Farkli olarak dogrusal PKS enzimleri ise poliketit
zinzirine eklenecek her molekiile 6zgii bir aktif bolge kullanmaktadir (O'Callaghan ve ark.,
2013).

Primer tespitinde Patulin gibi bazi mikotoksinlerde problem yasanmazken OTA gibi
toksinler igin primer belirlemede bazi sikintilar yasanmaktadir. Okratoksin iireten genler,
CIT iireticisi genlerle karistirilabilen kompleks molekiillerdir (Russell ve Peterson, 2006).

O'Callaghan ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmada siipresyon subtraktif
hibridizasyon PZR tabanli teknik kullanilarak Aspergillus ochraceus fungusunun OTA
biyosentezinde rol oynayan bir poliketid sentaz geninin (pks) klonlanmasi ve molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. Calisma, pks geninin OTA biyosentezinde rol oynadigimni ve
pks gen bolgesi kesilen A. ochraceus suslarin mikotoksin iiretme yetenegini kaybettigini
gostermistir.  Ayrica 1pdkb klonunun varsayilan/Ongoriilen amino asit dizisi,
veritabanlarinda bulunan fungal poliketitsentazlardan agil transferaz bolgelerine %28-35
homoloji gosterdigi tespit edilmistir. Yine, O'Callaghan ve ark. (2013) tarafindan yapilan
bagska bir ¢alismada, Penicillium verrrucosum fungusunun OTA biyosentezinde rol
oynayan otapksPV geni tanimlanmis ve iglevsel olarak karakterize edilmistir.

Rodriguez (2014) yapmis oldugu bir ¢alismada P. nordicum'un 10 kb genomik DNA
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fragmanin1 klonlamistir. Bu fragman, OTA biyosentetik yolaginin iki genini, yani OTA
poliketidsentaz genini (otapksPN) ve OTA non-ribozomal peptid sentetaz genini
(otanpsPN) icermektedir. Caligmada, her iki genin de OTA biyosentezinde gerekli oldugu
kanitlanmis ve konvensiyonel PZR gibi molekiiler tekniklerle OTA iireten kaliplari
saptamak ve 6l¢mek i¢in hedef olarak kullanilmistir.

Aspergillus niger'in OTA iireten suslarinin tespiti i¢in yapilan ilk ¢aligma Castella ve
Cabanes (2011)'e aittir. Arastirmact Real time-PZR ile Aspergillus niger'in OTA {iiretimini
tespit edebilecek bir sistem gelistirmeye calismistir. Bu amagla, iki primer dizayn edilmis
ve PKS gen bolgesine ait susuna spesifik 120 bg'lik tiriiniin elde edilmesine dayali teshis
yontemi gelistirmislerdir.

Esteban ve ark. (2004), 30 giinliik inkiibasyon siirecinde A. carbonarius ve A. niger
agrega suslarinin, CYA (Czapek Yeast Extract Agar) ve YES (Yeast Extract Agar) agarda
bliyiimesi ve OTA {iretimi iizerinde sicakligin (5-45°C) etkisini belirlemek amaciyla
caligma yapmustir. Aspergillus niger agrega suslari, agirlikli olarak 20-25°C'de ve YES
ortaminda en yiiksek OTA diizeylerine ulagmistir. A. carbonarius suslari igin ise, CYA
ortaminda, 15 ve 20°C'de en fazla OTA miktar tespit edilmistir. OTA {retimi 5 giinliik
inkiibasyondan sonra gozlenmistir. Calismanin bu sonuglarindan yola ¢ikarak A.
carbonarius ve A. niger agrega fungal tiirlerinin genis sicaklik araliginda {ireme
kabiliyetleri sebebi ile iliztim, kuru lziim ve sarap gibi gida maddelerinde OTA

kontaminasyonuna sebep olabilecegi bildirilmistir.

2.3.2. Molekiiler Yontemlerin Gida Miihendislig@inde Kullanimi

Molekiiler yontemler, kahve ¢ekirdekleri, tahillar, iztimler vb. dahil bircok gidada
fungus florasinin tanimlanmasi igin kullanilir. Ornegin, molekiiler yontemler kullanilarak
kahve g¢ekirdeklerinde, Aspergillus spp. (Magnani ve ark., 2005) varlig1 ve iiziimlerde,
OTA'nin belirlenmesi (Perrone ve ark., 2006) {izerine arastirmalar gerceklestirilmistir.

Rodriquez ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir caligmada et {riinlerinden
Penicillium nordicum ig¢in OTA iiretiminden sorumlu gen belirlenmis ve primer (primer
cifti otapksPN; Niikleotid dizilimi Fpkstr-Rpkstr) dizayn edilmistir (Rodriquez ve ark.,
2014).

Shimitz-Heydt (2012), yiiksek tuz oranina sahip ortamlara adapte olabilen
Penicillium tiirine ait OTA iireten genin biyosentezi ile ilgili galisma yapmistir. Geisnen
(2004) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise OTA {iretiminden sorumlu gen,

Penicillium nordicum igin aragtirllmis ve gen bolgesi otapksPN olarak belirtilmistir.
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Cevresel kosullarin gen aktivitesi lizerine etkisi de arastirilarak 25°C'de ve pH 5,0'in
altinda en fazla toksinin tiretildigi belirtilmistir (Geisen, 2004).

Dao ve ark. (2005), A. ochraceus tarafindan okratoksin ve CIT tretimiyle ilgili
genlerin ¢ogaltilmas1 amaciyla AoLC35-12L/AoLC35-12R ve Ao0OTAL/A0OTAR
primerlerini tasarlamislardir. Benzer sekilde bir¢ok ¢aligmada da, toksin {ireten genlere ait
primer tasarimi gerceklestirilmistir (Patin ve ark., 2005; Russel ve Peterson, 2006).

OTA ve diger mikotoksinlerde oldugu gibi CIT itiretimiyle ilgili genlerin belirlenmesi
amaciyla da gesitli calismalar yapilmistir (Shimizu ve ark., 2005; Baruta ve Bizikocj, 2014;
Liu ve ark., 2014). Baruta ve Bizikocj (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. terreus
ATCC 20542 susunun CIT iiretiminden sorumlu gen bdlgesi tanimlanmistir. Shimitzu ve
ark. (2005), Monascus purpureus'da CIT biyosentezi igin poliketid sentez gen sorumlusu
ile ilgili yaptiklart ¢alismada, PKS (pksTC) geni ile CIT iretimi arasinda iliski oldugunu
bildirmistir. Liu ve ark. (2014), Uzakdogu iilkelerinde renk pigmenti (turuncu ve kirmizi)
tiretiminde kullanilan Monascus ruber M7 susunda CIT dretiminden sorumlu gen ve
primeri ile ilgili ¢alisma yapmustir. CIT tiretimi ile MpIgE geni aktivitesi arasinda bir iliski
oldugunu bildirmistir. MpigE gen aktivitesinin bozulmasi ile susun CIT iiretimi tizerinde
cok az etki gozlenirken, MpIgE' nin asir1 ekspresyonu sitrinin iiretimini biiyik Olglide

azaltmustir.

2.3.2.1 Sofralik Zeytin Mikroflorasi ile flgili Molekiiler Calismalar

Arroyo-Lopez ve ark. (2008) tarafindan sofralik zeytinlerdeki mayalar molekiiler
yontemlerle tanimlanmistir. Abriouel ve ark. (2011) tarafindan, dogal fermente alorena
cesidi sofralik yesil zeytin fermentasyonu siirecinde molekiiler teknikler ile salamuradaki
laktik asit bakteri populasyonunu incelenmistir. Yunanistan’da Bavaro ve ark. (2017)
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise sofralik siyah zeytinlerden izole edilen 60
fungal izolat molekiiler tekniklerden faydalanilarak tanimlanmistir. Bu tanimlama
sonucunda, izolatlarn 21°1 Penicillium crustosum, 29’u P. roqueforti, 1’1 P. paneum, 6’s1
P. expansum, 2’si P. polonicum ve 1’i de P. commune olarak bildirilmistir. Tanimlama
amaciyla S-tubulin ve ITS primerleri kullanilmistir.

Molekiiler metotlar, yalnizca sofralik zeytinde ve mikrobiyal florayr tanimlama
amaciyla kullanilmamaktadir. Zeytinin saglikli ve daha verimli elde edilmesi amaciyla
yapilan ekolojik caligmalarda da molekiiler metotlara basvuruldugu goriilmektedir.
Oliveira ve ark. (2012), zeytin gilivesiyle fungal ¢esitlilik arasindaki iliski hakkinda bir

calisma gergeklestirmistir. Potansiyel entomopatolojik (bocek ve akarlarda hastalik etmeni
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olan) funguslar tlizerine yapilmis bu c¢alismasinda, Tras-0s-Montes (Portekiz'de bir bolge)
zeytin bahgelerindeki fungal cesitlilik molekiiler metotlar kullanilarak belirlenmis, en

yaygin tespit edilen fungal tiiriin Alternaria oldugu belirtilmistir (Oliveira ve ark., 2012).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, Canakkale il sinirlar1 igerisinde farkli lokasyonlardan toplanan Edremit
¢esidi siyah zeytin Ornekleri ile organik tarimin gergeklestirildigi Gokgeada’dan da Ladolia
(Ladoles) gesidi siyah zeytin ornekleri kullanilmistir. Dogal fermente sofralik tip siyah
zeytin iiretiminde kullanilmak tizere 3 no'lu deniz tuzu (Billur tuz, Tiirkiye) ve 10 litrelik
plastik kaplar temin edilmistir. Canakkale'de iiretim yeri bulunan 5 zeytin isletmesinden de
salamura ve sofralik zeytin drnekleri toplanmaistir.

Tez calismasi kapsaminda kullanilan (1) Kimyasallar: Sodyum hidroksit, stilfirik
asit, metanol, glimiis nitrat, potasyum dikromat, metanol, hekzan, folin-ciocalteu, sodyum
karbonat, asetik asit, formik asit, magnezyum siilfat, sakkaroz, asetonitril ve potasyum
kloriir Merck (Almanya) firmasindan ve bakir kloriir, neocuprin ve amonyum asetat ise
Sigma-Aldrich (Almanya); (2) Besiyerleri: PCA (Plate Count Agar), MRS ( Man Rogosa
and Sharpe Agar), PDA (Potato Dextrose Agar), YE (Yeast Extract) ve DRBC (Dichloran
Rose Bengal Chloramphenicol Agar) Merck (Almanya) ve PDB (Potato Dextrose Broth)
Acumedia (ABD); (3) PZR Materyalleri: MgCl,, dNTP ve SafeView-niikleik asit boyasi
Applied Biological Materials (Kanada), 1 kb DNA ladder Gene-Aid (Tayvan), DNA
marker Amresco (ABD), PZR buffer Invitrogen (UK) ve Taq DNA polimeraz enzimi ise
Promega (W1); (4) Standartlar: Gallik asit, hidroksitirozol, tirozol, rutin, valin, apigenin-7-
glikozit ve oleuropein Sigma (Almanya), trolox Mecrk (Almanya), okratoksin A Trilogy
(ABD), sitrinin R-Biopharm (ABD); (5) Kitler: i-genomic plant DNA Kkiti Intron
Biotechnology (Kore) ve IAC ise Ochraprep (Almanya) firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Deneme Plani

Tez caligmas, iki asamadan olusmaktadir. ik asamada tarla 6rneklemesi yapilarak
fungal flora molekiiler tekniklerle incelenmistir. Ikinci asamada ise Edremit tipi
zeytinlerden, dogal fermente siyah zeytin iretimi gerceklestirilmis ve fermentasyon
siirecinde meydana gelen mikrobiyal ve fizikokimyasal degisimler, toksin olusumu ile
birlikte fungal flora da molekiiler tekniklerle incelenmistir. Bununla birlikte, 5 ticari
isletmeden de temin edilen salamura ve sofralik zeytin 6rnekleri molekiiler tekniklerle

incelenmistir. Sekil 3.1’de, deneme plan1 kapsaminda elde edilen 6rneklere uygulanacak
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analizler detayli olarak goriilmektedir.

Tarla Sofrahk
Orneklemesi Zeylin Fermantasyon Sirecinde Omekleme
{I. Asama) Uretimi
{ll. Asama) ¢ ¢ *
Kefeke Paketleme
olusumu Gncesi
(120. gin}) (240.gun)
\.SL o
TN
I Kuf lzolasyonu
izolatlarin PZR ve sekans PP .
e - 1.Fidikokimyasal Analizler (pH
analzlen ile identifikasyonu tayin, Titrasyon asithd tayini, Tuz
+ tayini, Toplam fenolik madde
- - - tayini ve Fenolik madde profil
Identifive edilen tarenn in vitro analizi)

kogullarda HPLC yontemi ile okratoksin
Ave sitrinin olusturma yetenegdinin
belidlenmesi

2. Mikrebiyelejik Analizler
(Toplam canl sayim, Laktik asit
bakteri saymmi, Kif Sayimi)

Toksn clusturdudu belidenen funguslann PZR
yontemi le genetik benzerliklennin
tamimlianmasi

3. Toksin analizleri
(Okratoksin A ve Sitrinin)

Sekil 3.1. Deneme plan

3.2.1.1. Tarla Orneklemesi

Bu amagla, Cizelge 3.1'de belirtilen koordinatlardaki zeytin bahgelerinden,
zeytinlerin hasat doneminde (Kasim-Aralik aylarinda) siyah zeytin Orneklemesi
yapilmistir. Gokgeada, Ezine, Canakkale (merkez)ve Assos olmak iizere 4 farkli bolge ve
farkli lokasyonlarindan topraga diisen zeytin daneleri, agac¢ {izerindeki zeytin daneleri
(kiiflti, hastalikli ve saglam) ve yaprak (saglam ve hasta) 6rnekleri alinarak incelenmistir.
Organik tarim ile zeytin tiretimi gergeklestirilen Gokgeada’da 15 farkli lokasyonda bulunan
yabani ve agili zeytin agaclarindan da &rnek alinmustir. Ozellikle yabani tiirlerde, meyvede
hastalik ve bariz kiif gelisimi gbzlenmis ve boyle 6rnekler de analiz edilmek amaciyla
toplanmustir. Ezine ve ¢evresinde Kemalli Kdyiinden ve Intepe’den 12 farkli lokasyondan
olmak iizere asili ve yabani zeytin Orneklemesi gerceklestirilmistir. Yine, ASS0S ve
cevresinde yer alan Pasakdy, Behramkale, Kadirga koyu gibi farkli bolgelerden toplamda
18 lokasyondan asili ve yabani zeytin 6rneklemeleri yapilmustir.

Orneklemelerin koordinasyon ve yiikseklik ozellikleri ile birlikte agac, numune ve

izole edilen toplam fungus sayilar1 Cizelge 3.1'de gosterilmistir. Koordinatlar 'Commander
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Compass'programi (Lite 3.7.1, ABD) kullanilarak hesaplanmistir. Alinan Orneklerin
bazilar1 Sekil 3.2'de goriilmektedir.
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(d)
Sekil 3.2. Tarla 6rneklemesinde alinan zeytin daneleri (a) Gokceada-Ladolia cesidi (b)
Edremit ¢esidi (c)Yabani tiir (d) Edremit (hastalikli)

3.2.1.2. Dogal Fermente Sofralik Tip Siyah Zeytin Uretimi

Calismanin ikinci asamasinda kullanilmak {izere temin edilen Edremit tiirii siyah
zeytin daneleri, yaprak, sap ve ¢oplerinden ayiklandiktan sonra yikanmigtir. Takiben, 10
litrelik plastik kaplara zeytin/salamura orant 7/3 (w/w) olacak sekilde dolum
gerceklestirilmistir. Son iiriinde tuz miktar1 %5-7 olacak sekilde, salamura olarak kaplara
%10 konsantrasyonda tuzlu su ilave edilmistir. Bu asamada ger¢eklestirilen drneklemeler,
zeytinlerin fermantasyona birakildigr 1. giin, kefeke olusumu (salamura iistiindeki
biyofilm) gozlendigi donemde (120. giin) ve fermantasyonun sonlandig1 paketleme oncesi

donemde (240. giin) yapilmstir.

29



3.2.2. Fungal izolatlarin Eldesi ve PZR Temelli Molekiiler Tanilama

3.2.2.1. Fungal izolasyonlar ve DNA Ekstraksiyonu

Fungal izolasyonlar, zeytin meyve, vyaprak ve Kkefeke orneklerinden
gerceklestirilmistir. Zeytin meyvesi ve yaprak orneklerine, ncelikle yiizey sterilizasyonu
uygulanmistir. Bu amagla yikanan 6rnekler %2,5 (v/v) hipoklorit (NaOCl) igeren ¢ozeltide
3 dakika bekletilmis ve steril saf su kullanilarak 3 defa yikanmigtir. Yiizey sterilizasyonu
gerceklestirilen 6rneklerin bir kismi (6zellikle hastalikli ve kiiflii bolgeler) kesilerek bir
kismi da biitin meyve halinde, PDA (Potato Dextrose Agar, Merck) igeren besiyeri
ortamina aktarilmis ve 5 giin oda sicakligi kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Sekil
3.3'de fungal materyalin petri kutusunda gelisimlerine bir 6rnek verilmistir. Burada gelisen
farkli koloni morfolojisi gosteren kiiltiirler, ayr1 ayr1 PDA’lara aktarilarak saf kiiltiirleri
elde edilmistir. Buradan, tekrar PDA besiyeri ortamina tek spordan veya miselyum
ucundan gelisecek sekilde aktarilmistir. Takiben, ikinci PDA besiyerinde gelisen geng (36-
48 saat) kiif izolatlar1 da tek spor (SS, single spor) olarak bagka bir petriye daha
aktartlmistir. Son aktarilan petri kutusuna ayni zamanda steril Whatman no:1 kagidi da
eklenerek, kiiflerin bu kagidin tlizerinde gelismesi ve kagidin steril bir zarfta gerektiginde
kullanilmak iizere -20°C’de muhafazasi saglanmistir. Calismalarda tek spordan ve
miselyumdan gelisen kiiltiirler kullanilmistir. Bununla birlikte, fungal izolatlatlar
mikroskop ile de gbzlemlenmistir. Bu spor goriintiileri, genel olarak kiiltirlerin hangi
fungal cinse ait olabilecegi hakkinda, morfolojilerine dayali bilgi amagh

degerlendirilmistir. Ornek spor gériintiileri Sekil 3.4'de verilmistir.

Sekil 3.3. PDA besiyerinde gelisen fungal materyal
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Sekil 3.4. Zeytin oOrneklerinden elde edilen fungal izolatlarin petri ve mikroskop

gortintiileri (60x) (a)Alternaria (b)Penicillium (c) Aspergillus

DNA ekstraksiyonu amaciyla, tek spordan elde edilen fungal izolatlar, 50 ml’lik s1v1
besiyeri (PDB, Potato Dextrose Broth-Acumedia) ortamina aktarilip, 5 giin 25°C sicaklikta
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi, vakum altinda filtre edilmis ve elde edilen
miselyum liyofilize edilmistir. Liyofilize materyalden, funguslarin hif yapisina daha uygun
oldugu i¢in tercih edilen i-genomic plant DNA extraction Kitleri (Intron Biotechnology,
Kore) kullanilarak, DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ekstraksiyonda kit protokolii

izlenmistir.

3.2.2.2. Molekiiler Tanimlama

Fungal izolatlardan elde edilen ribozomal DNA 6rneklerinin, ITS (internal
transcribed spacer) bolgesi ve S-tubulin (Beta-tubulin) gen bolgelerine dayali molekiiler
tamimlama yapilmistir. Bu amagla, ITS ve g-tubulin bolgeleri, sirasi ile ITS1 ve ITS4
(White ve ark., 1990) ve Bt2a ve Bt2b (Glass ve Donaldson, 1995) primer c¢iftleri

kulllanilarak g¢ogaltilmigtir. Primer ciftlerinin baz dizilimi Cizelge 3.2'de goriilmektedir.
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25 uL'lik her PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) tiipii; 1X PZR buffer (Invitrogen,UK),
3 mM MgCl, ¢ozeltisi (Applied Biological Materials Inc., Kanada), 2 mM dNTP, 0.4 uM
ileri ve geri primerler, 1 U Taq DNA polimeraz enzimi (Promega, Madison, WI) ve 10-
15 ng DNA igermektedir.

Cizelge 3.2. ITS (Internal transcribed spacer) ve g-tubulin (Beta-tubulin) primer ¢iftlerinin

baz dizilimi

Primer ¢iftleri Baz dizilimi

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTFTC
Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGC

ITS bolgesinin ¢ogaltilmast i¢in PZR kosullar; 95°C'de 5 dakika, 95°C'de 20 sn. 35
dongii, 60°C 30 sn. ve 72°C'de 30 dakika, son adiminda ise 72°C'de 5 dakikadir. Beta-
tubulin bolgesinin ¢ogaltilmasi igin PZR kosullari ise; 95°C'de 5 dakika, 95°C'de 20 sn. 45
dongii, 55-59°C 30 sn. ve 72°C'de 30 dakika, son adiminda ise 72°C'de 5 dakikadir. Tiim
reaksiyonlar, Thermal Cycler Bio-Rad T100 (Bio-Rad, USA) marka PZR cihazi ile
gerceklestirilmistir.

Elde edilen PZR fiiriinleri, jel elektroforezi (Thermo Scientific, UK) ile gézlenmistir.
%1.5 agaroz jelde yiiriitilen PZR {riinleri, 5 uL/100 mL konsantrasyonda niikleik asit
boyas1 (SafeView, Applied Biological Materials Inc., Kanada) ile boyama sonras1 Vilber
Lourmat Quantum ST4 1100 jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanilarak
UV 151k altinda gériintiilenmistir. Uriiniin biiyiikliigii 1 kb DNA ladder (Gene aid, Tayvan)
ve DNA marker, 250b¢ (Amresco) kullanilarak tahminlenmistir. Basarili  bir
amplifikasyon sonrasi, secilen bazi 6rneklerin PZR {iriinleri ABI 3500xL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) ile dizi analizi (sekans) gerceslestirilmistir (Medsantek, Istanbul,
Tirkiye). Sekans sonuglart "Bioedit v7.0.53 for Windows software" (Hall, 1999)
kullanilarak diizenlenmis ve Bioedit yaziliminda kullanilan "clustalW" uygulamasi ile
hizalanmistir. Sekans verileri ve diizenlenme 6rnegi Sekil 3.5'de goriilmektedir. Tim
sekans verileri "BLASTn from the Basic Local Alignment Search Tool" araciligr ile

benzerliklerin arastirilmasi amaciyla kullanilmistir (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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Sekil 3.5. Sekans verilerinin Bioedit v7.0.53 programindan kismi drnek goriintiisii

3.2.2.3. OTA ve CIT Genlerinin Tespiti

Calismanin bu asamasinda, OTA ve CIT iiretme potansiyeli olan fungal izolatlarin
bu toksinlerin dretiminden sorumlu gen bdlgesine 6zgli primerler tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bu amagcla, i¢gin NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabanindan
faydalanilmistir. OTA ve CIT iretiminden sorumlu genin PKS (Poliketitsentaz) gen
bolgesinde oldugu bilinmektedir (O'Callaghan ve ark., 2003; Schiimann ve Hertweck,
2006). Elde edilen tiirlerden OTA iiretiminden sorumlu oldugu bilinen A. niger ve CIT
tiretiminden sorumlu oldugu ya da olabilecegi bilinen P. expansum ve M. pilosus i¢in
onceki ¢aligmalardan elde edilen PKS gen bolgesi bilgisine ulasilmistir (Cizelge 3.3).
Sekans verileri kullanilarak da, Primer 3 uygulamasi iizerinden (www.bioinfo.uk).
primerler sentezlenmistir. Diger yandan, OTA iretme potansiyeli olan Aspergillus
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tirlerinin belirlenmesi igin gelistirilmis “AoLC35-12L/AoLC35-12R” primeri kullanilarak
pozitif kontrol yapilmistir (Dao ve ark., 2005). Sentezlenen primerlerin dizisi, sentezleme

icin kullanilan gen bdlgesi ve iiriin baz biiytikligi Cizelge 3.3'de goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Primer sentezlenmesi i¢in kullanilan gen bolgesinin "Erisim Numaras1" ve

iiriin baz biytkliigii
PZR baz
Primer Primerlerin baz dizilimi biyiiklig Kaynak
i (be)
AoLC35-12L GCCAGACCATCGACACTGCATGCTC 500 Dao ve ark.,
AoLC35-12R  CGACTGGCGTTCCAGTACCATGACC 2005

AN_OTA-F GGTTGCTTTGCATCAGAGTG
AN_OTA-R CCATGAGCCTCGAAGAATTG

~500 AM270165.1"

PE_cit-F ATCCACACCTGAGACCCAAG N
. ~550 KM603512.1
PE_cit-R CAAACGAGTCGCCAAATTC
M_cit-F CCCGCAGGATTTGTCTTTC .
) ~450 AY954027.1
M_cit-R CGGATCAGATAGTACCTCTTCG

* Primer sentezlenmesi i¢in kullanilan gen bdlgesinin "Erigsim Numarasi"

PZR reaksiyon kosullari; Tasarlanan primer ¢iftleri (AN_OTA; PE_cit; Mon_Cit) i¢in
PZR kosullar; Bir PZR reaksiyonu 10-15 ng DNA, 10X PZR buffer (Invitrogen,UK), 3
mM MgCl; (Applied Biological Materials Inc., Kanada), 200 uM dNTPs (Applied
Biological Materials Inc., Kanada) ve her primerden 0,4 uM i¢cermektedir. Reaksiyonun
sicaklik ve siire kosullar1 ise, 95°C'de 5 dakika, 95°C'de 20 sn. 35 dongii, 60°C 30 sn. ve
72°C'de 30 dakika, son adiminda ise 72°C'de 5 dakikadir.

Sentezlenen primer ¢ifti (AOLC35-12L/A0LC35-12R) i¢in PZR kosullari ise; Bir PZR
reaksiyonul0-15 ng DNA, 10X PZR buffer (Invitrogen), 1,5 mM MqgCl, (Applied
Biological Materials Inc., Kanada) 100 uM dNTPs (Applied Biological Materials Inc.,
Kanada) ve her primerden 0,4 uM igermektedir. Reaksiyonun sicaklik ve siire kosullari ise,
94°C'de 4 dakika, 95°C'de 40 sn. 35 dongii, 55°C'de 40 sn. ve 72°C'de 40 dakika, son
adiminda ise 72°C'de 5 dakikadir. Tiim reaksiyonlar thermal cycler Bio-Rad T100 (Bio-
Rad, USA) PZR cihazi ile yapilmigstir.

Elde edilen PZR firiinleri %1,5 agaroz jel igeren jel elektroforezi ile incelenmistir.
Gorintii elde etmek i¢in 5 uL/100 mL konsantrasyonda SafeView (Applied Biological

Materials Inc., Kanada) niikleik asit boyas1 kullanilmis ve Vilber Lourmat Quantum ST4
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1100 jel gorintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanilarak UV 1s1ik altinda
goriintiilenmistir. Uriin biiyiikliigii, 1kb DNA ladder (Gene aid, Tayvan) kullanilarak
degerlendirilmistir. Elde edilen PZR iiriinlerinin, ABI 3500xL Genetic Analyzer (Applied

Biosystems) sistemi ile dizi analizi (sekans) gerceklestirilmistir.

3.2.2.4. Fungal izolatlarin Genetik Yakinliklarin Belirlenmesi
Elde edilmis farkl tiirlere ait S-tubulin kismi sekans dizileri kullanilarak PAUP*
4.0b10 (Swofford, 2003) programi ile Neighbour-Joining (Nj) agaci ¢izilmistir. Neighbour-
Joining analizinde, 1000 bootstrap istatistikleri ile dallanmalar degerlendirilmistir. Cizilen

Nj agacinin goriintelenmesinde ise, Treeview v1.6.6 programi kullanilmigtir.

3.2.3. Kimyasal Analizler

3.2.3.1. pH Tayini

Oda sicakligindaki 50 ml salamura ve 50 g tartilip blenderdan gegirilmis zeytin
orneklerinin pH degerleri, pH metre cihazi (Ohaus Starter 3100, ABD) kullanilarak

belirlenmistir.

3.2.3.2. Titrasyon Asitligi

Orneklerin titrasyon asitligi degerleri, potansiyometrik titrasyon ydntemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amacla zeytin danesinden 10 g ve salamuradan 10 ml 6rnek
alinarak 0,1 N NaOH ¢ozeltisi ile pH 8,1'e ulagincaya kadar titre edilmis ve titrasyon

asitligi susuz laktik asit cinsinden % laktik asit olarak hesaplanmistir (Cemeroglu, 2010).

3.2.3.3. Tuz Tayini

Salamura ve zeytin Orneklerinin tuz igerikleri, mohr titrasyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir. 5 g zeytin danesi, 10 ml salamura 6rnek iizerine 60-70°C'deki saf su ilave
edilmis ve sivi kisim 500 ml’lik balon jojelere aktirilmistir. Ayni islem, 5-6 kez
tekrarlanarak orneklerde bulunan tuzun tamaminin suya gegmesi saglanmistir. Daha sonra
balon jojelerde toplanan su 500 ml’ye tamamlanmis ve homojen karistirildiktan sonra 25
ml alinarak iizerine 0,5 ml potasyum dikromat indikatdrii eklenip 0,1 N AgNO3 ¢ozeltisi ile
titre edilmistir. Elde edilen sarfiyat miktar1 asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir

(Anonim, 1983). Orneklerin tuz miktar1 % tuz olarak verilmistir.
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%Tuz = [(V-Vo)xFx0,585] / M (3.1)

V: AgNO;s sarfiyati (ml)
Vo: Kor i¢in harcanan sarfiyat (ml)
M: alinan 6rnek miktari (g)

F: AgNO3 ¢ozeltisinin ayar faktorii

3.2.3.4. Toplam Fenolik Madde Analizi

Ekstraksiyon: Zeytin danesi ve salamuradan fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu
amaciyla, Kiai ve Hafidi (2014) tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir. Bu amagla, 10
g homojenize zeytin ve 50 ml salamura drnekleri tizerine ayr1 ayri 20 ml metanol:su (80:20
v/v) ¢ozeltisi eklenmis ve oda sicakligi kosullarinda orbital calkalayict (Heidolph Unimax
2010, Almanya) kullanilarak 150 rpm hizda 15 dk. siire ile karistirtlmistir. Karisim, 7800
rpm'de 10 dk. santrifiij (Sigma, Almanya) edilmistir.Daha sonra, metanol fazi ayrilmis ve
alt faza ayni islem tekrarlanmustir. iki aymrma isleminden elde edilen metanol fazi
toplanmis ve {izerine ayni oranda hekzan eklenerek oda sicakligi kosullarinda 15 dk. siire
ile 150 rpm hizda karigtirtlmigtir. Karisim, 10 dk. siire ile 7800 rpm hizda santrifiij (Sigma,
Almanya) edilmistir. Hekzan fazi uzaklastirilmasini sonucunda elde edilen ekstrakt 0,20
um siringa uclu teflon filtreden gecirilmistir.

Analiz: Orneklerin toplam fenol igerikleri, spektrofotometrik bir metot olan "Folin-
Ciocalteau" yontemine gore belirlenmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Bu yontemin ilkesi,
fenolik bilesiklerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip, kendilerinin
oksitlenmis forma doniistiigli bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin ayiraci ile
muamele sonrasi olusacak mavi renk, spektrofotometrede 720 nm dalga boyunda sahide
karst okunmustur. 100 pl ektrakti {izerine sirasiyla 900 ul saf su, 5 ml 0,2 N Folin-
Ciocalteau (Merck, Almanya) ¢ozeltisi ve 4 ml %7,5’lik sodyum karbonat (Merck,
Almanya) ¢ozeltisi eklenmistir. Karistirma islemini takiben oda sicakliginda 2 saat siire ile
bekletilmistir. Orneklerin fenolik bilesen miktar1, gallik asit (Sigma Aldrich, Almanya) ile
hazirlanan standart egrinin regresyon esitligi (y=0,001x+0,022; R? = 0,998) kullanilarak
hesaplanmustir. Orneklerdeki toplam fenolik madde miktar1 "mg gallik asit/g" ve "mg

gallik asit/ml™ cinsinden ifade edilmistir.
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3.2.3.5. Fenolik Bilesen Profil Analizi

Ekstraksiyon;

Toplam fenolik madde analizi i¢in elde edilen zeytin ve salamura ekstraksiyonlar
fenolik bilesen profil analizi amaciyla da kullanilmistir (Kiai ve Hafidi, 2014).

HPLC ile Fenolik Bilesen Analizi;

Cizelge 3.4. Fenolik madde profil analiz metodunda kullanilan gradient programi

%A Ultra saf su/ asetik asit

Siire (dk.) %B Asetonitril
(97,5/2,5 viv)
0 95 5
20 75 25
15 50 50
5 20 80
5 95 )

Fenolik bilesen profil analizi, Kiai ve Hadifi (2014)'e gore elde edilen ekstraktlara
Luo (2011) ve Benevente-Garcia ve ark. (2000) tarafindan bildirilen metot modifiye
edilerek uygulanmustir. Analizler, Cig (250x4,6mm ID, 5u; Phenomenex Gemini, ABD)
ters faz kolon ile entegreli HPLC/DAD (Shimadzu LC 20A, Japonya) sistemi kullanilarak
yapilmistir. Metotta, mobil faz olarak ultra saf su/asetik asit (97.5/2.5, v/v; Mobil faz A) ve
asetonitril (Mobil faz B) ile gradient akis uygulanmis olup 1mL/dakika hizla akis programi
ise Cizelge 3.4'de gosterilmektedir. Calisma boyunca kolon sicakligt 30 °C’ye
ayarlanmistir. 200-600 nm arasinda spektrum taranmis olup fenolik bilesenlerin kalitatif ve
kantitatif analizleri 280 nm dalgaboyundaki 6rnek kromatogramlari kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayrica 280 nm dalgaboyunda elde edilen kromotogram goriintiisiiniin

bir 6rnegi Sekil 3.6'de goriilmektedir.
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Sekil 3.6. 1. gin (A) ve 240. gin (B) fermentasyonda zeytin danesinin fenolik
kompozisyonuna iligkin kromatogramlar:1 (hidroksitirozol), 2 (tirozol), 3 (vanilin), 4

(rutin), 5 (apigenin 7-glikozit), 6 (oleuropein).
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Uygulanan metotta elde edilen kromatogramda bulunan piklerin kalitatif ve kantitatif
analizleri amaciyla hidroksitirozol, tirozol, rutin, apigenin-7-glikozit, vanilin ve oleuropein
standartlar1 (Sigma Aldrich, Almanya) ile Cizelge 3.5’da goriilen regresyon esitlikleri elde
edilmistir. Kalitatif analiz amaciyla, standartlarin alikonma zamanlar1 (Rt, retention time;
Cizelge 3.5) ve ekstrakta standart ekleme yontemi dikkate alinmistir. Kantitatif analiz ise
dis standart yontemi ile 1-1000 ppm konsantrasyon aralifinda hazirlanan regresyon
esitlikleri (Cizelge 3.5) kullanilarak gerceklestirilmistir. Orneklerdeki kalitatif olarak
tanimlanan her bir fenolik bilesen miktar1 kantitatif olarak ppm (mg/L salamura ve mg/kg

zeytin) cinsinden hesaplanmustir.

Cizelge 3.5. Fenolik madde profil analiz metoduna ait alikonma zamani, konsantrasyon

aralig1 ve regresyon esitligi

Alikonma

Fenolik Konsantrasyon )

Standartlar ST Aralig (ppm) ‘S "

(dak)

Hidroksitirozol 9.68 10-1000 y = 368,17x - 24949 0,9808
Tirozol 13.34 10-100 y = 5098,6x - 60592 0,9904
Vanilin 16.09 5-100 y = 30540x + 50079 0,9972

Rutin 20.76 1-50 y = 46424x - 5349,2 0,9965
Apigenin 7-glikozit 25.06 1-50 y =14112x + 102710 0,9559
Oleuropein 26.33 25-1000 y =5771,1x - 15935 1

3.2.3.6. Antioksidan Analizi (CUPRAC-Cupric Reducing Antioxidant Capacity
Metodu)

Toplam fenolik madde analizi i¢in zeytin ve salamura Orneklerinden elde edilen
ekstraktlarin, Apak ve ark., 2004 tarafindan onerilen CUPRAC metodu ile antioksidan
analizleri gerceklestiirlmistir. 30 pl &rnek iizerine, sirasiyla, 1 ml 0,01M bakir kloriir
(Sigma Aldrich, Almanya), 1 ml neocuprin (Sigma Aldrich, Almanya), 1 ml 1 M'lik
amonyum asetat (Sigma Aldrich, Almanya) ¢ozeltisi (pH 7) ve 1080 pL saf su eklenmistir.
Karisim, 30 dk. bekletilmistir. Takiben, spektrofotometrik 6l¢iimler amaciyla 450 nm'de
absorbans degerleri okunmustur. Trolox standardi (Merck, Almanya) kullanilarak

kalibrasyon egrisi (y=0,0008x+0,140; R?=0,993) olusturulmustur ve sonuglar "mg
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trolox/kg” esdegeri olarak hesaplanmustir.

3.2.4. Mikrobiyolojik Analizler

3.2.4.1. Toplam Canh Sayim

10'-10° araliginda hazirlanan 6rnek diliisyonlarindan 1 ml, steril petrilere aktarilarak
dokme plak yontemine gére PCA (Plate Count Agar, Merck) ekim yapilmistir. Petriler,
37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda gelisen koloniler sayilmistir (AOAC, 2000). Sonuglar
"log kob/g" ve "log kob/ml" olarak ifade edilmistir.

3.2.4.2. Laktik Asit Bakteri Sayim

Toplam laktik asit bakteri sayimi, Marshall (1992)’ye gore cift tabaka dokme plak
yontemi ile yapilmistir. 10*-10° araliginda hazirlanan 6rnek diliisyonlarindan aseptik
ortamda 1 ml alinarak steril petrilere ekim yapilmistir. Uzerine énceden hazirlanmis ve 45-
50°C sicakliginda MRS (Man Rogasa Sharpe, Merck) agardan 10 ml aktarilmistir.
Mikroorganizmalarin homojen dagilimi i¢in dikkatlice karigtirilan petriler, besiyerleri
katilastiktan sonra, 10 ml daha besiyeri dokerek katilasmasi beklenmistir. 30° C'de 48 saat
inkiibasyon sonrasi gelisen koloniler sayilmistir. Sonuclar "log kob/g" ve "log kob/ml"

olarak ifade edilmistir.

3.2.4.3. Kiif-Maya Sayim

Kif-maya sayimi, Dagdemir (2006)'ya gore yapilmistir. 10*-10° araliginda
hazirlanan 6rnek diliisyonlarindan, aseptik ortamda 1 ml alinarak steril petrilere ekim
yapilmistir. Uzerine 6nceden hazirlanmis DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
Agar, Merck)'dan 15-20 ml aktarilmistir. Mikroorganizmalarin homojen dagilimi igin
dikkatlice karigtirilan petriler, besiyerleri katilagtiktan sonra, 25° C'de 3-5 giin inkiibe
edilmis ve gelisen koloniler sayilmistir. Sonuglar "log kob/g" ve "log kob/ml" olarak ifade

edilmistir.

3.2.5. Toksin (OTA ve CIT) Analizi

3.2.5.1. Ekstraksiyon

Zeytin fermentasyon siirecinde 1., 120., 240. giinler ve 18. ay olmak {izere toksin
analizi i¢in Ornekleme yapilmistir. Ayni1 zamanda, fermentasyon siirecinde Orneklenen
materyallerden izole edilen kiifler uygun kosullarda (-20°C) saklanmis ve toksin olusturma

potansiyelleri molekiiler yontemlerle belirlendikten sonra petri ortaminda toksin iiretip
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tiretmedikleri kontrol edilmistir. Elde edilen her iki tip 6rnekden de toksin ekstraksiyonu
yapilmis ve HPLC (Shimatzu, Japonya) cihazi ile toksin analizinde kullanilmistir.

Zeytin 6rneginden ekstraksiyon;

Zeytin orneginden ekstraksiyon islemi, Tokusoglu ve ark. (2010) tarafindan 6nerilen
metot kullanilmistir. 25 g homojenize zeytin ezmesi tizerine, 180 ml ACN, 20ml KCI (%4
wiv), 2ml HySO4 (%20 w/w) eklenmis ve karisim 3500 g'de 4 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen silipernatant, Whatman no:4 filtre kagidi kullanilarak filtre
edilmistir. Elde edilen filtrat {izerine 50 ml hekzan eklendikten sonra karisim 10 dakika
ayirma hunisinde calkalanmistir. Calkalama siiresi sonunda ayirma hunisinde 3 faz
olugmaktadir. Olusan fazlarin goriintlisii Sekil 3.15'de verilmistir. Ayirma hunisinin en alt
kismindaki 3. faz toksin fazidir. Bu faz alinarak 10 ml CCly ile Karigtirilmistir. Karisim
IAC (Ochraprep, Almanya) kolonundan akis hizi saniyede 1-2 damla olacak sekilde
gecirilmistir. Takiben, kolon, PBS buffer ile yikanir ve 2 ml MeOH ile tekrar yikanarak

kolondan toksinlerin alinmasi saglanmustir.

Sekil 3.7. Toksin ekstraksiyonunda olusan toksin fazinin goriintiisii

Izolatlardan ekstraksiyon; izolatlardan ekstraksiyon amaciyla, Munoz ve ark. (2011)

tarafindan onerilen metot kullanilmistir. Bu metoda gore -20°C’de saklanan izolatlar PDA
(Potato dextrose agar) ortaminda 25 °C’de 5 giin canlandirilmistir. Canlandirilan izolatlar,
Yeast Extract Agar (20 g Yeast extract; 150 g Sucrose; 20 g Agar; 0,5 MgSO,) ortaminda
7 giin 25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonundaki petri goriintiileri Sekil
3.16'da verilmistir. Petrinin ortasindan kenarina dogru ii¢ adet 6mm’lik kesit alinmistir.
Aseptik kosullarda ependorf tiipiine aktarilan kesitlerin tizerine 900 pul MeOH eklenerek 1
saat karanlik ortamda bekletilmistir. 13000 rpm'de 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen siipernatant 0,20 pm PDFE siringa ucu filtreden gegirilerek 1ml’lik viallere
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alinmustir.

(a) (b)
Sekil 3.8. YES agarda gelisen fungal izolatlar (a) Penicillium (b) Monascus

3.2.5.2. HPLC Analizi

Ornek ekstraktlarinm OTA ve CIT analizi amaciyla, El Adlouni ve ark. (2006) ve
Tokusoglu ve ark. (2010) tarafindan bildirilen kosullara gore C18 ters faz kolon (250 mm,
4.6ID, Su; InertSustain, GL Sci. Inc., Japonya) entegreli HPLC/FLD (Shimadzu LC
20A/RF-20Axs Floresan (FL) dedektor, Japonya) sistemi kullanilmigtir. Sistemde, mobil
faz olarak asetonitril/su/formik asit (60/38/2, v/Iviv; pH 2.5) ¢ozeltisi, 1 mL/dak akis hizina
ayarlanmistir. Kolon firin sicakligi 30°C’dir. FL dedektorde, ekstinsiyon (Ex) ve emisyon
(Em) dalgaboylari, sirastyla, 333 nm ve 495 nm olacak sekilde ayarlanmistir. Orneklerin
sisteme enjeksiyon hacmi ise 10 pl’dir. Orneklerdeki toksin konsantrasyonlarmin
belirlenmesi amaci ile OTA (Trilogy, USA) ve CIT (R-Biopharm, USA) standartlari
kullanilarak belirli konsantrasyonlarda ayni metot ile cihaza enjekte edilerek elde edilen
regresyon esitlikleri (Sekil 3.17; Sekil 3.18) kullanilmigtir. HPLC analizlerinden elde
edilen kromatogram goriintiilerinden bazilar1 Ek:1, Ek:2, Ek:3, Ek:4, Ek:5 ve Ek:6'da

gosterilmektedir.
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Sekil 3.10. CIT standart egrisi ve regresyon esitligi

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Elde edilen kimyasal ve mikrobiyolojik analiz verileri Minitab (Minitab 16) ve SAS
V9 (SAS, 1999) istatistik paket programlari kullanilarak degerlendirilmistir. Tiim analizler
4 tekerriir olarak yapilmis ve ortalamalarin karsilastirilmasinda 6nemlilik diizeyi P<0,05
olarak dikkate alinmistir. Mikrobiyal yiik verilerinin istatistiksel analizleri SAS V9 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) programinda proc MIXED ve repeated fonksiyonu
kullanilarak ortalama degerler (LS means) ve ortalamalar arasindaki farklar ise Tukey testi
ile belirlenmistir. Kimyasal parametreler ve fenolik bilesenlere ait verilerin istatistiksel
analizleri ise Minitab (Minitab 16) programi kullanilarak "one way ANOVA" teknigi ile
gergeklestirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tarladan Sofraya Fungal Tiirlerin Molekiiler Tanimlanmasi

4.1.1. Molekiiler Tanimlama

Caligma kapsaminda, tarla 6rneklemesinden 57 fungal izolat, sofralik zeytin {iretim
stirecinde fermentasyonunun ilk giiniinden alinan 6rneklerden 22 fungal izolat, kefeke
olusumunun basladig1 120. giinde alinan 6rneklerden 17 fungal izolat ve fermentasyonun
sonlandirildigi donem olan 240. giinde alinan 6rneklerden 17 fungal izolat olmak tizere
toplam 113 fungal izolat elde edilmistir. Bununla birlikte, Canakkale il sinirlar1 igerisinde
faaliyet gosteren tesadiifi secilmis bes ticari isletmenin fermentasyon sonundaki
iiriinlerinden de 17 fungal izolat elde edilmistir. Izolatlarda tiir belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen ITS bolgesi amplifikasyonu sonucunda, yaklasik 200 baz ¢ifti (bg) bant
olugmasina ragmen elektroforez jel gorlintiilemesinde tiirlere spesifik baz biiyiikliiglinde
bantlar elde edilememistir. Bu nedenle tir tamimlamasi p-tub primeri ile
gerceklestirilmistir. f-tub amplifikasyonu ile devam edildiginde ise farkli fungal cinslerin
%1,5'luk agaroz jelde elde edilen goriintiileri incelendiginde, amplifikasyon iiriin
bliytikliiklerinin farkli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1). Bu avantajli durumun daha hizli
bir tanimlamaya firsat vermesi nedeniyle Cins bazinda tanimlamalara S-tub gen bolgesi
amplifikasyonu ile devam edilmistir. Sekil 4.1°de gorildigi tizere, f-tub iiriin
biiytikliiklerinin Alternaria igin 400 bg, Penicillium i¢in 500 bg ve Aspergillus igin 600 bg
oldugu tespit edilmistir. Buna ilaveten, Monascus izolatlar1 da Aspergillus ile benzer
sekilde 600 bg triin vermistir. Aspergillus ile Monascus tiirlerinin birbirinden ayrilmasi
yalnizca sekans verileri ile miimkiin olmustur. Tiir bazinda teshisler ise ¢ogaltilan bu £-tub
bdlgelerinin baz dizilim verileri kullanilarak yapilmistir. Sekans analizlerinden elde edilen

baz dizilimleri her bir tiir i¢in Ek:9'da verilmistir.
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Sekil 4.1. Alternaria, Penicillium, Aspergillus ve Monascus fungal tiirlerin S-tubulin
primeri ile PZR firiin goriintiileri (a) Alternaria (~400 bg) (b) Penicilium (~500 bg) (c)
Aspergillus (~500 bg) (d) Monascus (~600 bg).

Calismanin devaminda, tiim izolatlar f-tub primeri ile amplifiye edilmistir. Cilinkd,
S-tub gen bolgesinin sekans bilgileri, izolatlar1 tiir bazinda tanimlanmasini saglamistir. 130
izolattan 77'sine sekans analizi uygulanmistir. Sekans verileri National Center for
Biotechnology Information (NCBI) gen bankasindaki bilgilerle karsilastirilmig ve en fazla
uyum gosterenler Cizelge 4.1'de belirtilmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde, elde edilen her
bir tiir i¢in 6rnek sekans verisinin NCBI gen bankasinda onceden tanimlanmis baska
sekans verisi ile en az %99 benzerlikte oldugu goriilmektedir. Baz biiyiikliikleri 264-535
bg arasinda degigsmektedir. S6z konusu veriler kullanilarak yapilan tanimlamaya ait bilgiler
ise Cizelge 4.2'de gosterilmektedir. Cigelge 4.2'de goriildiigii gibi, toplamda 43 Penicillium
tiri ve 19 Aspergillus tirii izole edilmistir. Bunlardan P. expansum, A. niger, A.
tubingensis ve M. pilosus izolatlarinin aflatoksin, OTA ve CIT gibi mikotoksinleri iiretme
potansiyeline sahip olduklar1 bilinmektedir. Dolayis1 ile bu tiirlerin hizli ve dogru bir
sekilde tespit edilebilmesi 6nemlidir. Tarladan sofraya fungal flora, tiirlerin bulunma
sikligi agisindan degisim gostermektedir. f-tub sekansi Alternaria cinsinde tiir bazinda
bilgiye sahip olmamiza yeterli olmamistir. Morfolojik olarak spor yapilar kiigiik olan
Alternaria tiirlerini, tiir bazinda tanimlamanin olduk¢a zor oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle Alternaria tiirleri, Alternaria spp. olarak tanimlanmistir. Fakat, ayni izolatlarin
kullanildig1 baska bir ¢alismadan elde edilen sonuglara gére mevcut Alternaria tiirlerinin

morfolojik tamimlamalar1 ve Endopolygalacturanase verilerine dayanarak izolatlarin A.
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alternata oldugu tespit edilmistir (Ozkiling ve Sema, 2018).

Cizelge 4.1. f-tub sekans verilerine gore tanimlanan fungal izolatlarin NCBI gen bankasi

ile uyumu
. . Sekans Benzerlik En iyi eslesen
Izolat Izolatin kaynagi  uzunlug * M
U (be) referans
Tarla 6rnekl ) KU512287.1- Alternaria
aria ornekiemesi-
A. alternata Zevtin danesi 280 99% alternata ITS Beta-
eytin danesi
/! tubulin
Zeytin danesi- FJ004401.1-
P. crustosum fermentasyonun 392 100% Penicillium crustosum
1.giint Beta-tubulin
pam Tarla 6rneklemesi- 353 99% EU128585.1-Penicillium
. glabrum 0
: Zeytin danesi glabrum Beta-tubulin
Salamura-
AY674382.1-
P. roquefortii fermentasyonun 445 99% . -
Penicillium roquefortii
I.giint
Salamura-
LN896431.1-
P. expansum fermentasyonun 362 99% .
Penicillium expansum
1.glint
AY674436.1-
P. Tarla 6rneklemesi-
) ) ) 264 99% Penicillium
brevicompactum Zeytin danesi .
brevicompactum
KC175288.1-
] Tarla 6rneklemesi-
A. niger Zevtin d ) 535 100% Aspergillus niger Beta-
eytin danesi
n tubulin
HQ632767.1-
A. tubingensis  Isletme 6rneklemesi 447 99% Aspergillus tubingensis
Beta-tubulin
Kefeke- AB607170.1- Monascus
M. pilosus fermentasyonun 484 99% pilosus
1.glinii

*NCBI'da en 1y1 eslesen sekans verisi 1le sekans benzerlik orani

**NCBI-Genbank'da in iyi eslesen sekans verisine ait gen bankasi veri numarasi
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4.1.2. Tarla Orneklemesinden Elde Edilen Fungal Flora

Calismanin bu asamasinda Gokgeada, Ezine, Assos ve Canakkale (Merkez)'de
bulunan zeytin bahgelerindeki 35 agagtan 6rnek alinmistir. Farkli lokasyonda bulunan asili
zeytin agaglarindan toplanan 6rneklerden 42 izolat ve yabani tiir zeytin agaclarindan alinan
orneklerden ise 15 izolat olmak iizere toplamda 57 izolat elde edilmistir (Cizelge 4.2). Tiim
bu izolatlarin, 47 adedi zeytin meyvesinden ve 10 adedi ise yaprak oOrneklerinden
gelmektedir. Zeytin meyveleri, hem saglam hem de hasarli danelerden se¢ilmistir. Hasarlt
zeytinlerden izole edilen tiirlere bakildiginda 15 adet Alternaria, 4 adet Penicillium ve 2
adet Aspergillus oldugu gortilmektedir. Alternaria cinsine ait tiirlerinin zeytin agaglarinda
patojenik semptomlara sebep oldugu bilinmektedir (Ozkiling ve ark., yaymlanmamus veri).
Ayrica, Alternaria tiirlerinin zeytin agaglari lizerine bu etkisi literatiirdeki diger caligmalar
incelendiginde de goriilmektedir (Bourpos ve ark., 1999; Piccolo ve ark., 2014). Bununla
birlikte, Penicillium ya da Aspergillus cinsinin zeytinde patojenitesi bilinmemektedir.
Fakat patojenitesi bilinmeyen funguslarin da, kolayca kolonize olabildigi ve bitkisel
dokulara zarar verdigi bildirilmektedir (Eltem, 1996). Diger yandan, saglam zeytin
danelerinden sadece 4 Penicillium ve 2 Aspergillus izole edilmistir. Bu durum, bazi1 fungal
tiirlerin bariz hastalik olusturmaksizin bulunabildigini gostermektedir. Ayrica, Aspergillus
ve Alternaria'nin meyve iizerinde hastalik olusturmamasma ragmen toksin iiretme
potansiyeli olabilir (Visconti ve ark., 1986; Leontopoulos ve ark., 2003). Tarla
orneklemesinden izole edilen baglica funguslarin Alternaria, Penicillium ve Aspergillus
oldugu tespit edilmistir (Cizlege 4.2). Ek olarak, Fusarium, Cladosporium, Epicooccum,
Phoma ve Clonostachys fungal tiirleri de sik olmamakla birlikte tarla 6rneklemesinden
izole edilmigtir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, dogal bir ¢evrede yetisen zeytinlerde
benzer gesitlilige sahip fungal tiirlerin bulundugu bildirilmistir. Ornegin, Chliyeh ve ark.
(2014) tarafindan Fas'da yetisen zeytin agaglarinda yapilan bir 6rnekleme ¢aligmasinda, A.
alternata'nin orneklenen tiim bolgelerden izole edilen funguslarm %13 ile %84,5
araliginda oldugu belirtilmistir. Diger bir arazi ¢alismasi ise Carlucci ve ark. (2013)
tarafindan giiney Italya'da ki zeytin agaglarindan gerceklestirilmistir. Ornekleme yapilan
zeytin agaclarinda, dallar ve daldaki kabuk kisimlarinin altinda kahverengi ¢izgi olusumu,
yaprak kahverengilesmesi gibi hasarlar oldugu bildirilmistir. Hasarli zeytin agaci ve
dallarindaki kahverengi ¢izgilerden izole edilen funguslardan, A. alternata, Aspergillus
spp. ve Penicillium spp. izolasyon oranlari sirasi ile %3,3, %8,9 ve %5,4 olarak rapor
edilmistir (Carlucci ve ark., 2013). Portekiz'de zeytin agaclarindan izole edilen funguslarin

toplamda %42 oraninda Alternaria, Penicillium ve Fusarium tiirlerine ait oldugu, bunlarin
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arasindan en fazla izole edilen fungal Grneklerin ise Alternaria oldugu bildirilmistir
(Oliveira ve ark., 2012). Baffi ve ark. (2012), Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin, zeytin
meyveleri, zeytin prinasi ve zeytin ezmesi gibi iiriinlerde 6nemli fungal tiirler oldugunu
bildirmistir. S6z konusu tez ¢alismasinda baskin tiir Alternaria iken Baffi ve ark., (2012)
tarafindan yapilan c¢alismada Aspergillus ve Penicillium olarak belirtilmistir. Ayrica,
Aspergillus niger ve Penicillium crustosum izole edilen tiirler arasinda en yaygin olanlari
olarak belirtilmistir ki, bu tiirler bu tez ¢alismasindan elde edilen baskin Penicilliuim ve
Aspergillus tiirleri ile benzerlik gostermektedir. Benzer sekilde, Al-Ameri ve ark., (2015),
zeytin meyvesi giivesinden A. niger (%13 6rnek siklikta) izole edildigini rapor etmislerdir.
Diger yandan, Roussos ve ark., (2006), Fas'ta zeytinyagi iiretiminde Aspergillus ve
Penicillium'un baskin flora oldugunu bildirmistir ve A. niger en yaygim olanidir. Tarla
orneklemesinin tiim asamalarinda alinan 6rneklerden organik tarim-ilagli tarim, Ladoles-
Edremit tipi ve drnek alinan lokasyonlar arasinda elde edilen fungal izolatlar bakimindan

onemli bir farklilik gézlenmemistir.
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4.1.3. Laboratuvar Olcekli Sofralik Zeytin Uretiminden izole Edilen Fungal
Flora

Dogal fermente sofralik siyah zeytin {iretim silirecinde fermentasyonunun farkli
asamalarindan alinan tiim zeytin meyve 6rneklerinden toplamda 23 fungal izolat, salamura
orneklerinden toplamda 17 fungal izolat ve kefeke orneklerinden ise toplamda 17 fungal
izolat elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Tarla 6rneklemesinde, en yaygin tiiriin Alternaria olarak belirlenmesine ragmen,
sofralik siyah zeytin iiretim siirecinde bu tlire neredeyse hi¢ rastlanmamistir. Bu durumun
nedenini arastirmak amaciyla 100 ml’lik sterilize edilmis salamura ortamina izole edilen
Alternaria, Penicillium ve Aspergillus funguslarindan 2'ser izolat aktarim yapilmustir.
Steril salamuralarda Aspergillus ve Penicillium basar1 bir sekilde gelisirken Alternaria'dan
aktarilan izolatlarin ise salamura ortaminda gelisemedigi gdzlenmistir. Bu durumun ise
salamuranin yiiksek tuz konsantrasyonu (~% 10) ve ozellikle zengin fenolik bilesen
iceriginden (Cizelge 4.7) kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Onceki calismalar, KCI ve
NaCl'nin tar¢in yagi ile birlikte kullanilmasinin da Alternaria alternata tiirii iizerinde
antifungal etki gosterdigini belirtmektedir (Fhen ve Zheng, 2006). Ayrica, zeytinlerdeki
fenolik bilesiklerin antifungal etki gosterdigi de bilinmektedir (Pereira ve ark., 2007). Elde
edilen sonuglar incelendiginde mevcut antifungal etkinin Alternaria iizerine diger fungal
tirlerden daha fazla etki gosterdigi diistintilmistiir. Bununla birlikte, Alternaria daha ¢ok
dogal ortamdaki zeytinler igin hastalik etmenidir. Fakat, Aspergillus ve Penicillium
tarladan sofralik zeytine mevcudiyetini korumaktadir. Dolayisi ile sofralik zeytin iiretim
sirecinde bu tiirlerin toksin {retip tUretmediginin belirlenmesi daha fazla Onem
tasimaktadir. Diger yandan, sofralik zeytin {iretimi i¢in kullanilan hammaddenin saglikli
olmayan danelerinin Alternaria toksinleri tarafindan kontamine olup olmayacagi da
cevaplanmasi gereken onemli bir soru isaretidir. Ciinkii yapilan bir ¢alismada Alternaria
cinsinin sorumlu oldugu mikotoksinlerin zeytin danesinde tespit edildigi belirtilmektedir
(Visconti ve ark., 1986).

Fermentasyon siirecinde baskin fungal florada, Penicillium (%49) ve Aspergillus
(%20) tiirleri yer almaktadir. Bunlarin igerisinden %14 ile en yaygin tiir P. crustosum
oldugu tespit edilmistir. Diger yaygin tiirler ise, sirastyla P. roqueforti (%4) ve P.
expansum (%2)'dur. Bununla birlikte, P. brevicompactum ve P. galabrum fermentasyon
sirasinda izole edilmemistir. A. niger ve A. tubingensis olmak {izere her iki Aspergillus tiirii
de %7’lik bir frekans ile esit oranlarda izole edilmistir. Benzer sekilde, Sahin ve

Korukoglu (2000), salamura gidalarda Penicillium'un baskin fungus oldugu rapor
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edilmistir.

Dogal fermente siyah zeytin tretimi ile ilgili Tirkiye'de yapilmig Onceki
calismalarda, P. roqueforti, P. brevicompactum ve P. citrinum'un izole edildigi
belirtilmistir (Heperkan ve ark., 2006; Heperkan ve ark., 2013). Calismamizda ise CIT ve
OTA iretim potansiyeline sahip oldugu bilinen P. expansum ve A. niger tiirleri de
tanimlanmistir. Adlouni ve ark. (2006) tarafindan, aflatoksin, OTA ve CIT toksinlerinin
perakende satistan toplanan siyah zeytin Orneklerinin bir kisminda bulundugunu
bildirilmistir. Ghitakou ve ark. (2006) tarafindan siyah ve yesil zeytinlerde, dogal
mikroflora ve Aspergillus parasiticus tarafindan aflatoksin Bl ve OTA iiretimi iizerine
benzer sonuglar rapor edilmistir.

Laboratuvar 6lcekli dogal fermente sofralik siyah zeytin iiretiminden elde edilen
fungal floranin yaninda, Canakkale il sinirlari icerisinde faaliyet gosteren sofralik zeytin
ureticisi 5 farkli isletmeden fermentasyon siirecindeki zeytin meyvesi ve kefeke
orneklemelerinden elde edilen fungal florada Penicillium, Aspergillus ve Monascus'a ait
tirlerin baskin oldugu belirlenmistir. En yaygin tiirlerin ise P. crustosum, A. tubingensis ve
M. pilosus oldugu tespit edilmistir. M. Pilosus, tiim izolatlarin %10'unu olusturmaktadir.
Ayrica, izole edilen M. pilosus' un ¢ogunlugunun zeytin danesi ve kefekeden gelmesine
ragmen, salamuradan hic¢ izole edilmemesi dikkat ¢ekici bulunmustur. Laboratuvar-6lgekli
sofralik zeytin iiretiminden elde edilen fungal flora ile ticari-6l¢ekli liretimden elde edilen
fungal flora benzer olmakla birlikte izolat sayis1 bakimindan farklilik gostermektedir.
Laboratuvar olgekli iiretimden Monascus izolatlarin sayisinin (6 izolat), ticari iiretime (2
izolat) kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2). Monascus fungal cinsi
icerisinde yer alan M. purpureus ve bazi M. pilosus tiirleri Mon K toksin iireticisi olarak
bilinmektedir (Su ve ark., 2003; Hong ve ark., 2011).

Literatiirde sofralik zeytinin mikrobiyal florasinin belirlenmesine yonelik ticari
isletme Orneklemesi ve marketlerden yapilan orneklemeler ile ilgili caligmalar daha c¢ok
bakteri ve maya florasinin tanimlanmasina yoneliktir (Alloya-Lopez ve ark., 2008; Idoui
ve ark., 2008; Bautista-Gallego ve ark., 2011; Tofalo ve ark., 2013; Porru ve ark., 2018).
Idoui ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, geleneksel fermantasyon yontemi ile
tiretilmis siyah zeytinin mikroflorasindan izole edilen 17 laktik asit bakterisi, Lactobacillus
ve Leuconostoc cinsleri olarak tanimlanirken Lac. plantarum baskin tiir olarak
belirtilmistir. Diger yandan, sofralik siyah zeytinlerde baslica maya florasin1 Candida
boidinii, Debaryomyces hansenii, Pichia anomala, Pichia membranifaciens, Rhodotorula

glutinis ve Saccharomyces cerevisiae tiirlerinin olusturdugu bildirilmistir (Alloya-Lopez ve
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ark. 2008).

Sofralik zeytinin fungal florasinin tanimlanmasina yonelik benzer caligmalar da
literatiirde rapor edilmistir (Burgak, 2001; Roussos ve ark. 2006; Bavaro ve ark., 2017;
Medina ve ark., 2018). Ornegin, Roussos ve ark. (2006) tarafindan, zeytinyag
isletmelerinden alinan zeytin prinast ve yabani zeytin Orneklerinden 285 fungus
tanimlanmistir. Bunlarin 167'sinin Penisillium, Aspergillus, Mucor, Alternaria, Geotricum,
Rhizopus, Trichoderma, Acremonium, Humicol ve Ulocladium oldugu belirtilmistir.
Ayrica, bu tez ¢alismasindaki bulgulara benzer sekilde Penicillium ve Aspergillus toplam
izolatlarin %32,3 ve %26,9 ile en ¢ok rastlanilan mezofilik fungal izolat oldugu tespit
edilmistir. Burgak, (2001) tarafindan yapilan bir tez calismada Istanbul'da ki gesitli
marketlerden temin edilen sofralik siyah zeytin 6rneginde Penicillium cinsi fungus
izolasyonu ve tiir tanimlamasi gergeklestirilmistir. Sonugta, alinan 6rneklerde; Penicillium
crustosum, Penicillium citrinum, Penicillium viridicatum, Penicillium roquefortii ve
Penicillium digitatum oldugu belirtilmistir. Bavaro ve ark., (2017) tarafindan yapilan diger
bir ¢alismada ise fermente siyah zeytinlerden hem laboratuvar-6l¢ekli hemde isletme-
Olgekli ornekler ile ¢alisilmis ve bu tez ile benzer (f-tub ve ITS) primerler kullanilarak
tanimlama yapilmistir. Yapilan tanimlamada elde edilen tiirlerin ise Penicillium crustosum
(21 izolat), P. roqueforti (29 izolat), P. paneum (1 izolat), P. expansum (6 izolat), P.
polonicum (2 izolat) ve P. commune (1 izolat) oldugu bildirilmistir.

4.2. Fungal izolatlarin Toksin Uretme Potansiyelleri

4.2.1. Primer Tasarim ve Fungal izolatlarin Toksin Uretimi ile Tlgili DNA
Bolgelerinin Cogaltilmasi

Toksin tiretimi ile ilgili DNA boélgelerinin belirlenmesinde 6ncelikli olarak, OTA ve
CIT iiretiminden sorumlu oldugu bilinen ve bu calisma kapsaminda da tanimlanan P.
expansum, A. niger ve M. pilosus izolatlarindan elde ettigimiz sekans bilgileri temel
alimmistir. Izolasyon ¢alismasinda elde edilen tiirlerden OTA {iretiminden sorumlu oldugu
bilinen A. niger'dir (Dao ve ark., 2005). Aymi sekilde CIT iiretim potansiyeline sahip
Penicillium tiirii olan P. expansum izolatlar arasinda yer almaktadir (Ballaster ve ark.,
2015). Fakat, diger izole edilen 4 tiir (P. glabrum, P. crustosum, P. brevicompactum ve P.
roquefortii) onceki ¢alismalar incelendiginde OTA ve CIT fretim potansiyelleri
cogunlukla negatif olarak belirtilmistir (Ballaster ve ark., 2015; Runtberget ve ark., 2004;
Kokkonen ve ark., 2004). Monascus fungal tiirii, Mon-K ve CIT iiretiminden sorumlu

oldugu onceki ¢alismada belirtilmistir (Hong ve ark., 2011). Bununla birlikte, CIT iiretim
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potansiyeli ise daha ¢ok M. purpureus tiirii i¢in rapor edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
M. pilosus tiirii igin ise bazi ¢alismalarda negatif sonug belirtilirken bazi ¢alismalarda az
miktarda CIT irettigi belirtilmistir (Blanc ve ark., 1995; Pisareva ve ark., 2005). Elde
ettigimiz izolatlarda bu bolgedeki toksin genlerini kismen ¢ogaltabilmek i¢in materyal ve
yontem kisminda ayrintili bir sekilde verildigi gibi NCBI gen bankasinda var olan dnceki
bilgilerden ve ¢alisma kapsaminda elde edilen izolatlarin sekans verilerinden yaralanarak
primerler sentezlenmistir.

Toksin iireten genlerin tespiti i¢in primer sentezlenmesi toksinin hizli tespiti igin
kullanilabilen bir yontemdir. Bu nedenle son yillarda konu ile ilgili caligmalar
yapilmaktadir. Ornegin, aflatoksin B1 geninin tespiti igin yapilan bir ¢alismada secilmis
gida mamullerinde aflatoksigenik funguslarin PZR ile tespiti i¢in aflR1 primerleri dizayn
edilmistir (Manonmani ve ark., 2005). Benzer sekilde, Spadaro ve ark. (2011) tarafindan
tiziim salkimlarinda Aspergillus carbonarius'un oktratoksin A {ireten izolatlarinin
saptanmast igin spesifik ACPKS-F1/AcPKS-R1 primerleri sentezlenmistir. CIT gen
bolgesinin tespiti i¢in ise Shimitzu ve ark. (2005)’nin yaptigi bir ¢alismada, bir fungal
primerin domain ketosentazinin korunmus bdlgesinin amplifikasyonundan sentezlenmis
primerler ile M. purpureus'dan PKS geni klonlamistir. Sonug olarak pksCT transkripsiyonu
CIT dretimi ile korelasyon gostermis ve bu da pksCT gen iiriiniiniin CIT biyosentezinde
yer aldig1 seklinde yorumlanmigtir. Literatiirdeki benzer ¢alismalar incelendiginde, PZR
temelli izlenilen yontemin bu ¢alismada oldugu gibi poliketitsentaz gen bolgesi iizerinden
yola c¢ikilarak NCBI gen bankasindaki verilerin kullanilmasiyla primerin sentezlenmesi
oldugu goriilmektedir (Hayat ve ark., 2012). Bu ¢alismada dizayn edilen primerler (Cizelge
4.3) kullanilarak tiim fungal izolatlar i¢in PZR gergeklestirilmistir. Penicillium tiirleri ig¢in
elde edilen PZR iriinlerinin agaroz jeldeki elektroforez goriintileri Sekil 4.2'de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Penicillium izolatlar1 igin PE_cit primeri ile galistirilan PZR reaksiyonunun
%2,5 agaroz jelde elektroforez goriintiisii (1-2-6: P.crustosum, 3: P.roquefortii, 5-7:

P.expansum, 8: P.glabrum)

Sekil 4.2'de goriildiigii gibi primerler ile bazi izolatlar pozitif reaksiyon verirken
bazilar ise negatif reaksiyon ile sonu¢lanmistir. izole edilen her bir tiir igin sentezlenen
primerlerin verdigi reaksiyon sonuglari ise Cizelge 4.3’de verilmistir. Buradan, sentezlenen
primerlerin, sadece sentezlenen fungal tiirde PZR pozitif sonu¢ verdigi anlagilmaktadir. PE
cit F/ PE cit R primerinin tek bir A.niger izolatinda pozitif sonug¢ vermesi istisna tutulursa,
tim primerler Penicillium, Aspergillus ve Monascus tiirlerinin yalnizca birinde pozitif
sonug vermistir.

Dao ve ark., (2005) tarafindan, Aspergillus ochraceus NRRL 3174 igin PKS geninin
bir DNA dizisinden iki PZR spesifik primer ¢ifti (AoLC35-12L / AoLC35-12R ve AOOTAL
/ A0OTAR) tasarlanmistir. Tasarlanan bu primerler, 14 farkli fungal tiir {izerinde test
edilmistir. AOLC35-12L/A0LC35-12R primer ¢iftinde OTA ve CIT iireten funguslarda bant
elde edilebiliyorken, AOOTAL / AoOTAR primer ¢iftinde sadece A. ochraceus i¢in olumlu
sonu¢ alinmistir. Bu ¢alismadan yola ¢ikarak A0LC35-12L/A0LC35 primer ¢ifti temin
edilmis ve tim tirler i¢in denenmistir. Fakat, Penicillium ve Monascus tiirlerinin
tamaminda negatif sonug verdigi goriilmiistiir. Izolasyonda elde edilen 19 adet Aspergillus
tirti bulunmaktadir. Bunlardan 8 adet A. niger, 5 adet A. tubingensis, digerleri tiir bazinda
tespit edilemeyenlerdir. A. niger'lerin sadece 5 tanesi ile mevcut primer ¢ifti kullanilarak
pozitif PZR iiriinii veren bant elde edilebilmistir. A. tubingensis'ten bu primer ile PZR
triinii elde edilememistir. OTA firetimi i¢in dizayn edilen primer (An_OTA) olup, A.

niger'e ait sekans verileri kullanilarak hazirlanmistir. Dizayn edilen bu primer ile 8 adet A.
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niger izolatindan 6's1 pozitif sonug verirken, A. tubingensis'in izolatlarinin 8 adedinden

3'tinde pozitif sonug verdigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. Sentezlenen primerlerin PZR reaksiyonlarinin sonuglari

PZR Reaksiyonu (Primer cifti)

Fungal izolatlar AoLC35-12L/ AN_OTA-F/ PE_cit-F/ M_cit-F/
AoLC35-12R  AN_OTA-R PE_cit-R M_cit-R

A. alternata - - - -

P. crustosum - - 3/11 -

P. glabrum - - 1/1 -

P. roquefortii - - 1/4 -

P. expansum - - 2/2 -

P. brevicompactum - - - -

A. niger 5/8 6/8 1/8 -
A. tubingensis - 3/5 - -
M. pilosus - - - 5/8

*Cizelge 3.3'de baz dizimi verilmis primerler ile ¢alistirilmis PZR reaksiyonu sonucu bant elde edilen izolatlarin sayisi
("-" : Tiim izolatlarin negatif reaksiyon verdigi durumu ifade etmektedir.)

Poliketitsentaz geninin fonksiyonel karakterizasyonu ile ilgili yapilmig iki
caligmadan birinde Aspergillus ochraceus'da OTA biyosentezi i¢in gerekli olan PKS geni
(O'Callaghan ve ark., 2003), digerinde ise Penicillium verrucosum fungusunda OTA
biyosentezinden sorumlu olan PKS geni (O'Callaghan ve ark., 2013) arastirtlmistir. A.
ochraceus fungal tiiriinde, OTA sentezi amaciyla gerceklesen pks gen ekspresyonu PDA
veya ME (Malt Extract) sivi besiyeri gibi OTA iretimini baskilayici bir ortamda
gerceklesmezken, YES agar veya maya ektsrat1 veya MC (Casamino asit) igeren Czapek-
Dox sivi besiyeri gibi OTA {iiretimine izin veren ortamda ise ekspresyonun gergeklestigi
bildirilmistir. Bununla birlikte, OTA sentezine izin veren besiyeri ortaminda gerceklesen
pks gen eskpresyonu sadece mikotoksin iiretiminin erken asamalarinda olmustur
(O'Callaghan ve ark., 2003). Diger yandan, O'Callaghan ve ark. (2013) tarafindan, pks gen
transkripsiyonunun, fungal Kkiiltiirlerin gelisim ortaminda farkli karbon kaynaklari
kullanilarak diizenlenebildigi bildirilmistir. Gliserol ve galaktoz eklenen MCB (MC igeren
Czapek-Dox s1v1 besiyeri) ortaminda gelistirilen Penicillium verrucosum tarafindan OTA

tiretiminde sirasiyla 19 ve 32 kat artig gézlenmistir (O'Callaghan ve ark., 2013). Ayrica,
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OTA pks gen ekspresyonu, gesitli besin kaynaklarinin disinda pH, sicaklik, su aktivitesi ve
koruyucu madde varligi, 1s1k ve inkiibasyon siiresi gibi ¢esitli ¢cevresel stres faktorlerinden
de etkilenmektedir (Geisen ve ark., 2004; Schmidt-Heydt ve ark., 2007; Abbas ve ark.,
2009; Munoz ve ark., 2011). Castella ve Cabanes (2011) tarafindan yapilan baska bir
calismada ise gercek zamanli-PZR ile A. niger fungusunda OTA iiretimi tespit edilmeye
calistlmigtir. Bu amagla elde edilen primer baska fungal tiirler ile de denenmis ve A.
tubingensis'de negatif sonug¢ verdigi rapor edilmistir. An-OTA primeri Aspergillus harig
hi¢bir izolatta pozitif sonu¢ vermemistir. Farkli okratoksigenik Aspergillus ve Penicillium
tiirleri tarafindan kahve ve bugday bazli medikasyonlarda mikotoksin iiretimi iizerine
yapilmis bir ¢alismada ise dort farkli oktratoksijenik fungusun (iki adet Aspergillus ve iki
adet Penicillium) OTA iiretimi, dort farkli ortamda (bugday ve kahve modeli ortaminda ve
iki standart laboratuar ortaminda) incelenmistir. MEA (Malt Ekstrak Agar) ve YES agarin
kullanilarak 2, 4 ve 8'er giin 25 °C' de inkiibasyona birakilan petrilerde toksin iiretimleri
ince tabaka kromotografisi (TLC) ve yiiksek basingli sivi kromotografisi (HPLC)
yontemleri ile incelenmistir. incelenen tiim fungus kolonilerinin iyi gelisimine ragmen
MEA ortaminda OTA iireten tek susun A. niger (BFE632) oldugu belirtilmistir. Ayni
zamanda OTA iretiminin zamanla arttif1 ve koloni ylizeyinde eksudasyon damlaciklari
olan fungal kiiltiirlerde OTA iiretiminin daha ytliksek oldugu belirtilmistir (Munoz ve ark.,
2011).

CIT diretim potansiyelini belirlemek amaci ile sentezlenen primer (PE_cit)
Penicillium tiirlerinin 7'inde pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge 4.3). Penicillium tiirleri,
tliman ve soguk iklimli bolgelerde OTA f{ireticisi olarak bilinirler (Krogh 1992; Munoz ve
ark., 2011). Tuz igerigi bakimindan zengin proteinli gida iiriinlerinde ise P. nordicum en
baskin okratoksijenik tiirdiir (Larsen ve ark., 2001; Munoz ve ark., 2011). Belirlenen tiirler
arasinda literatiirde CIT sorumlusu olarak en ¢ok konu edilen P.expansum'un iki izolat1 da
pozitif reaksiyon vermistir. Ballester ve ark. (2015), bir poliketit sentazi kodlayan pksCT
geninin ekspresyonu CIT kiimesinde (cluster) analiz edilmistir. ApksCT mutantlarinin
patojenitesi  kontrollii  kosullar altinda, asilanmis elma meyveleri {izerinde
degerlendirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen 8 Monascus izolatinin 5'i, CIT {iretim potansiyeline
sahip gen bolgesinin kismi amplifikasyonu yapilmistir. Monascus funguslari Mon K
tiretimi agisindan daha fazla literatiir bilgisine sahiptir (Lee ve ark., 2006; Hong ve ark.,
2011). Bununla birlikte baz1 kaynaklarda CIT {iretimi pozitif olarak belirtilmistir (Pisareva
ve ark., 2005; Lee ve ark., 2006). Bunun tersine, Hong ve ark. (2011) tarafindan yapilan M.
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pilosus ile fermente edilen kirmizi ginsengde, deglikolize edilmis ginsenoidlerin ve Mon
K'nin zenginlestirilmesi ile ilgili bir ¢aligmada, kullanilan M. pilosus izolatlarinin CIT
tiretmedigi bildirilmistir.

Calismanin devaminda Penicillium izolatlariin bir¢ok tiiriinde, PE_cit primerinin
pozitif sonu¢ vermesi, sekans analizine gerek kalmadan mevcut primer ile tiir bazinda
tanimlanabilmesini akla getirmistir. Bu amagla, tim Penicillium izolatlar1 PE-Cit primeri
ile PZR reaksiyonuna tabi tutulmus ve elde edilen PZR {irlinii %2,5 agaroz jelde bantlara
ayrilmistir. Bant ayriminda, tiir bazinda ayri biiyiikliikte bant elde edildigi gozlemlenmistir.
Fakat, denemenin yapilmasindaki amag, bu calismada sentezlemis oldugumuz primeri
kullanarak Penicillium tiirlerinin tek primer ile sekans analizine gerek kalmadan
tanimlanabilmesi iken, elektroforez goriintiisiinde bazi tiirlerin ayn1 baz biiyiikliigiinde
liriin verdigi tespit edilmistir. Ornegin, P. expansum ve P. glabrum tiirlerinin baz
biiytikligii, elektroforez goriintiisiinde ayirt edilemeyecek kadar benzerdir. Dolayisi ile bu
denemenin amaci basarili olamamustir. Fakat sentezlenen bu primerlerin, baska
caligmalarda tanimlanmus tiirlerin varligi ile ilgili bilgi vermesi amaciyla kullanima uygun

oldugu belirlenmistir.
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4.2.1.1. Multipleks PZR Reaksiyonu

Primerler ile ¢alistirilan PZR reaksiyonlarindan farkli baz biiyiikliiglinde PZR iirlinii
elde edilmesinden yararlanilarak multiplex PZR reaksiyonu denemesi yapilmistir.
Multiplex PZR reaksiyonu ile bir protokolde birden fazla toksin iiretme potansiyeline sahip
tiriin tanimlanmas1 amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, primerlerin 2'li ve 3'li
karisgimlart ile gergeklestirilen PZR reaksiyonundan elde edilen bantlar Sekil 4.4'de
gosterilmektedir. Sekil 4.4(a) incelendiginde AN_OTA ve PE_cit primer ¢iftleri ile
yuriitiilen multiplex PZR reaksiyonunda yalnizca Aspergillus tiirleri pozitif sonug
vermistir. Ayni sekilde Sekil 4.4(b) incelendiginde {i¢ primer kombini (AN_OTA; PE_cit;
M_cit) ile yiiriitilen PZR reaksiyonunda tiirlerden yalnizca Penicillium tiirlerinin pozitif
sonu¢ verdigi diger tlrlerde basarili olamadigi goslenmistir. Multiplex PZR
reaksiyonlariminda sonuglarindan, primerlerin farkli PZR protokollerine ihtiya¢ duymasi

sebebi ile ortak protokol gelistirilememistir.

-
1000 bp -~
750 bp

500 bp

250 bp A . e .

Penicillium spp. Aspergillus spp.

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

Aspergillus spp. Penicillium spp.
- 5

(b)
Sekil 4.4. Multipleks PZR reaksiyonunun elektroforez goriintiisii (a) AN_OTA ve PE_cit

primer giftleri ile yiriitiillen multiplex PZR reaksiyonu (b) ti¢ primer kombini (AN_OTA,;
PE_cit; M_cit)
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Multiplex PZR c¢alismalar1 ve sentezlenen primerlerin tanimlama amaci ile
kullanilmast molekiiler biyolojinin 6nemli konularindan biridir. Multiplex PZR,
funguslarin toksin iiretme potansiyellerini belirleme konusunda kullanilmas: ile ilgili
litaratiirde ¢alismalara rastlanmaktadir (Kim ve ark., 2011; Ramana ve ark., 2011).

Aflatoksin, diinya genelinde daha ¢ok bilinen ve ¢alisilan toksin tiirii oldugundan bu
konu ile ilgili literatiir bilgileri de genellikle aflatoksin tanimlanmasi iizerinedir. Ornegin,
Kim ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir calismada soya fasulyesinin fermentasyon
baslaticis1 olarak kullanilan bir triindeki (meju) aflatoksijenik ve non-aflatoksijenik
funguslarin tespiti icin Multiplex-PZR analizleri yapilmistir. Calismada, aflatoksin
biyosentez kiimesinde bulunan omtB, ver-1, aflR ve omtA genleri igin 6zel olarak iki farkli
"liglii primer seti" tasarlanmistir. Multipleks-PZR kosullar1 optimize edildiginde, sadece
aflatoksigenik Aspergillus tiirlerinin her iki primer setinde de ti¢ bant verdigi goriilmiistiir
(Kim ve ark., 2011). Yine, Ramana ve ark. (2011) tarafindan Giiney Hindistan'dan
toplanan piring ve darinin mikotoksigenik Fusarium tiirleri ile kontaminasyonu tespit
etmek icin, ¢cok boyutlu PZR tabanli strateji lizerine bir arastirma yapilmistir. Bu amagla,
Fusarium tiirlerinin fumonisin ve trikotesen iireten suslarinin tespiti i¢in bir multipleks-
PZR caligmasi tasarlanmistir. Gruba 6zgii tespit yapabilmek i¢in primerler, trikotesen
biyosentezi ile ilgili tri5 ve tri6 genlerinden ve fumonisin biyosentezinde rol oynayan fuml
and fum13 genlerinden dizayn edilmistir. Test edilen Fusarium tiirlerinin, trikotesen analizi
icin pozitif, fumonisinlerde ise 20 PZR pozitif kiiltiirden HPLC analizinde sadece 13"l
pozitif ¢iktigr bildirilmistir.

4.3. lIzolatlarin Toksin Uretimi ve Zeytin Fermentasyon Siirecinde Toksin
Varhgi

4.3.1. Kiiltiir Ortamindan (in vitro) Toksin Analizi

Calismada, elde edilen izolatlarin toksin iiretme potansiyeli molekiiler yontemlerle
belirlenmigtir.  Fakat, oOnceki caligmalardan mevcut funguslarin toksini iretip
tiretmemesinde sicaklik ve nem gibi ¢evre sartlari, gidanin igerigi, bekleme siiresi, pH ve
151k gibi faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir (Munoz ve ark., 2011). Bu nedenle
calismanin devaminda mevcut izolatlar besiyeri ortaminda inkiibe edilerek toksin iiretip
tretmedikleri kromatografik bir yontem (HPLC metodu) ile kontrol edilmistir. Kosullar
sabit tutulmus olup izolatlar herhangi bir stres ortamina birakilmamistir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.4'da gosterilmektedir. Elde edilen kromotagram goriintiisiiniin 6rnegi

ise Ek:1 ve Ek 2'de gosterilmektedir. Validasyonu gerceklestirmek ve analizin ¢aligmasini
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kontrol etmek amaciyla petrilerden bazilarina standart olarak kullanilan toksinlerle
kontamine edilerek HPLC ile analiz yapilmistir. Kromotogram goriintiileri ise Ek.3 ve
Ek.4'de verilmistir.

Sonuglar incelendiginde toksin iiretme potansiyeline sahip bazi izolatlarin toksin
iiretmedigi goriilmektedir. Ornegin A. niger'in OTA {iretiminden sorumlu oldugu 6nceki
caligmalardan bilinmektedir. Bu ¢alismada da elde edilen izolatlarin 6 tanesi iiretim
potansiyeli ile ilgili analizlerde pozitif sonug vermistir. Fakat, YES agar ortaminda 25°C'de
7 gin inkiibe edildiginde, sadece bir tanesinin OTA irettigi gozlenmistir. Bunun
bulundugu ortam kosullar1 ile ilgisi oldugu diisiiniilmektedir. Bagka bir c¢alisma
kapsaminda mevcut izolatlarin farkli kosullarda verdigi sonuglarin incelenmesi tavsiye
edilmektedir. Calismada analiz metotunu referans aldigimiz Bragulat ve ark. (2001), saf
Kiiltirden OTA iretimini gbzlemlemek amaciyla yaptigi calismada farkli besiyerleri
kullanilarak Aspergillus'un bir¢ok tiiriine (A. niger, A. ochraceus, A. alliaceus, A.
sclerotiorum, A. awamori, A. foetidus, A. carbonarius) OTA analizi uygulamistir. Bragulat
ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan YES agar'in 6zellikle A. niger
tiirlerinin okratoksin {iretimine oldukca elverisli oldugu sonuglardan goriilmektedir.

Okratoksin iiretiminde sorumlu oldugu tespit edilemeyen P. roquefortii‘nin 3 izolatt,
P. crustosum'un 3 izolati, P. expansum'un 1 izolatinin besiyerinde OTA tespit edilmistir.
Toksin iiretim mekanizmasinin birgok faktoérden etkilendigini daha 6nce de belirtilmistir.
P. crustosum, genel olarak literatiirde OTA ve CIT iiretiminden sorumlu olan Penicillium
tirleri arasinda belirtilmemektedir (Bogs ve ark., 2006). Fakat, P. crustosum'un da OTA
tiretebildigini gosteren bazi ¢alismalar mevcuttur (Geisen ve ark., 2006; Vega ve ark.,
2006). Ornegin, Vega ve ark., 2006 tarafindan kahveden izole edilen P.crustosum, P.
brevicompactum, P. olsonii and P. oxalicum'un OTA iirettigi bildirilmistir.

Sofralik siyah zeytinlerde raslanilan en yaygin fungal tiirler; P.crustosum, P.
roquefortii, P. viridicatum ve P. verrucosum olarak bilinmektedir. Bununla birlikte P.
expansum ve P. citrinum da bulunmustur. P. expansum'un CIT dreticisi oldugu
bilinmektedir (Oral ve Heperkan, 1999; Sahin ve ark., 1999; Karaca, 2008). CIT
tiretiminden sorumlu P. expansum ve M. pilosus beklendigi sekilde YES agar besiyeri
ortaminda CIT {retmistir. P. expansum CIT {iretiminden sorumlu olmasiyla ilgili P.
citrinum ile birlikte literatiirde en fazla bilgi olan tirlerden biridir. Fakat, tim
mikotoksinlerde oldugu gibi iiretimi ortam kosullarina baghdir. Bu ¢alismada izole edilen
iki P. expansum'dan biri hem PZR, hem de HPLC toksin ¢aligmasinda pozitif sonug

verirken digeri toksin iiretim potansiyeli olmasina ragmen HPLC analizi i¢in hazirlanan
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ortam kosullarinda (YES agar/25°C/7glin) negatif sonug¢ vermistir. Konu ile ilgili
peynirlerde yapilan bir calismada P. expansum'un bazi orneklerde toksin {iretirken
bazilarinda tiretmedigi belirtilmistir (Bailly ve ark., 2002). OTA ile benzer sekilde P.
crustosum’ un 2 izolat1 ve P. roquefortii'nin 3 izolat1 besiyeri ortaminda CIT tiretmistir. Bu
tiirler literatiirdeki bir¢ok kaynakta OTA ve CIT iiretiminden sorumlu gosterilmemistir.
Fakat sinirli birka¢ kaynakda OTA ve CIT iireten tiirler arasinda ismi gegmektedir (Orug,
2006; Nizamlioglu ve Con, 2010; Tokusoglu ve ark., 2010).

Cizelge 4.4. In vitro ortamda toksin analizi sonuglari

Mikotoksinler (A/B)”

Fungal izolatlar OTA CIT
P. crustosum 3/11 2/11
P. glabrum 01 0/1
P. roquefortii 3/4 3/4
P. expansum 1/2 1/2
P. brevicompactum 01 0/1
A. niger 1/8 0/8
A. tubingensis 0/5 0/5
M. pilosus 0/8 5/8

" (A/B): A-belirtilen in vitro kosullarda yapilan toksin analizinde toksin (+) sonug elde edilen izolat sayisimni ifade
etmektedir; B- Caligmada s6z konusu tiire ait elde edilen izolatlarin toplam sayisini gostermektedir.

M. pilosus'un CIT iiretme potansiyeline sahip oldugu fakat bazi ¢caligmalarda negatif
bazi caligmalarda ise pozitif sonuglarin bildirildigi bolim 4.2.1°de agiklanmistir. Benzer
sebeplerden dolayr HPLC ile toksin analizindede Monascus izolatlarindan bazilar1 CIT
tirettigi gbzlemlenirken bazilar1 iiretmemistir. 8 Mon. pilosus izolatindan CIT iireten 5
izolat toksin geni belirleme ¢aligmasinda gen varligimin pozitif ¢iktigr izolatlardir. OTA
varligi ise beklendigi gibi higbir Monascus izolatinda goriilmemistir. Monascus
izolatlarmin CIT iretme potansiyeli ile ilgili yapilmis Onceki caligmalarda da CIT
varliginin oldugunu belirten ¢aligmalar mevcuttur (Pisareva ve ark., 2005; Tsukahara ve
ark., 2009; Wang ve ark., 2005). Omegin, Pisareva ve ark., 2005 tarafindan yapilan bir
calismada M.pilosus funguslarindan bir tanesinde CIT iretimi 63 ug/ml olarak tespit
edilirken digerinde CIT varligina rastlanmadigi bildirilmistir.

Toksin tliretme potansiyeli pozitif olan izolatlarin izole edildigi noktalardan kefeke

dikkat ¢ekicidir. OTA firetim sorumlusu olan A. niger ve CIT iiretim sorumlusu
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Penicillium tiirlerinin, en fazla kefeke olusum donemindeki izolatlardan geldigi
belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda market calismalarindan (Heperkan ve ark., 2009;
Tokusoglu ve ark., 2010), toksin pozitif 6rnek sayisinin daha fazla oldugu gbéz oniinde
bulundurulursa, bu durumun isletmelerin genel hijyen uygulamalarindaki eksikliklerin ve
kantaminasyon olasiliginin yliksek oldugunu diisiindiirmektedir.

izole edilen funguslardan yapilan HPLC ile toksin analizinde elde edilen verilerden
OTA iireten izolatlarin toksin tiretimi 0,12-89,12 ppb araliginda bulunmustur. CIT iireten
fungal tiirlerin ise 3,06-784,31 ppb araliginda toksin iiretimi oldugu belirlenmistir. Bu
toksin degerleri iizerine ortam sicaklik kosullarinin ve inkiibasyon siiresinin yaninda
ozellikle kullanilan besiyerinin  biiyiik ©&nemi oldugu bilinmektedir. Ornegin,
Penicillium'un CIT {iretimi ile yapilmis bir kantitatif ¢alismada, YES agar ve CYA agarda
gelistirilip analiz edilen izolatlarin birbirinden neredeyse 1/10 oraninda farkli sonuglar elde
edildigi rapor edilmistir (Castella ve ark., 2002). Izolatlar arasinda miktar bakimindan en
fazla OTA freten tiir A. niger iken, en fazla CIT iireten tiiriin ise P.expansum oldugu

belirlenmistir.

4.3.2. Fermantasyon Ortamindan (in vivo) Toksin Analizi

Uretilen sofralik siyah zeytinin 1. giin, 120. giin, 240. giin ve 18. aylarinda
ornekleme yapilarak HPLC yontemi ile toksin analizi gergeklestirilmistir. Ilgili
kromatogramlardan analiz verileri degerlendirildiginde, 6rneklerin hepsinde OTA ve CIT
toksinlerine ait pikler gozlenmemis olup, kantitatif olarak OTA ve CIT toksin varlig1 tespit
edilememistir. Ulkemizde tiiketimi olduk¢a yaygin olan bir gida maddesinde toksin
bulunmamast sonucu sevindirici olmast ile birlikte dogrulanmasi acisindan gerekli tim
kontamine Ornekle dogrulama, yontemin verimini hesaplama gibi yontemlerle sonucun
saglamas1 yapilmistir. Elde edilen kromotagram goriintlisii Ek 5'de gosterilmektedir.
Kontamine 6rneklerin ve standartlarin kromotogram goriintiileri ise Ek 6, Ek 7 ve Ek 8'de
verilmistir.

Sofralik zeytinde toksin varlig: ile ilgili calismalardan bazilarinda pozitif sonuglar
rapor edilmektedir (Heperkan ve ark., 2006; Tokusoglu ve ark., 2010). Bu tez ¢calismasinda
elde edilen negatif sonug ise literatiirdeki bu calismalarla farklilik gostermektedir. Ornegin,
iilkemizde yapilan iki arastirmanin birinde (Heperkan ve ark., 2006), Marmara ve Ege
bolgelerindeki siyah sofralik zeytinlerden Ornekleme yapilmis ve elde edilen kiifler
tanimlanmistir. Marmara bdlgesinden en ¢ok P. crustosum, Ege bolgesinden ise en ¢ok P.

roquefortii tanimlandigi belirtilmistir. Tanimlanan fungal flora bu ¢alisma ile benzerlik
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gosterse de, bu caligmada alinan Orneklerin Marmara bolgesinde %81'inde ve Ege
bolgesinde ise 6rneklerin %74'linde CIT'e rastlanmadigi belirtilmistir.

Tokusoglu ve ark. (2010) yilinda yapilan bir ¢alismada, siyah ve yesil sofralik
zeytinlerde CIT riskinin belirleyebilmek amaciyla 63 siyah zeytin ve 25 yesil zeytin 6rnegi
almmistir. Ornekleme lokasyonlari ise Balikesir'in Edremit ilgesinden baslayarak Marmara
ve Ege bolgesindeki zeytin agaglaridir. Elde edilen sonuglarda siyah sofralik zeytinlerin
strast ile %63'tinde ve %47'sinde CIT oldugu belirtilmistir. OTA ise daha yiiksek oranda
bulunmustur. Marmara bolgesinden elde edilen 6rneklerin %94'tinde Ege bolgesinden elde
edilen orneklerin ve %92'sinde okratoksin kontaminasyonu belirtilmistir. Yapilmis iki
calismanin da market ¢alismasi olmasi dolayzisi ile iiretim kosullarinin birbirinden farkli ve
daha fazla miktarlarda tiretim ile elde edilmesi, s6z konusu tez ¢alismasinda ise laboratuvar
kosullarinda {iretilen ve salamurasi degistirilmeyen sofralik zeytinde fungal floranin
zenginliginin ve yiikiiniin daha az oldugu ¢ikan sonuglar arasindaki farkliliklarin bu
sebeplerden kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

Diinya'da yapilan c¢aligmalarda da benzer sekilde toksin varligina azda olsa
rastlandigir  belirtilmektedir. Toksin {iretiminin ortam kosullarindan ¢ok fazla
etkilenmesinin en giizel orneklerinden biri Yunanistan da yapilmis iki arastirmadir. Ayni
ilkede 2 yil ara ile zeytin ve zeytinyaginda okratoksin varligir ile ilgili yapilmis
aragtirmalardan birinde kontaminasyon %6,7 ¢ikarken, digerinde ise %88 oldugu
bildirilmistir (Papachristou ve ark., 2004; Ghitakou ve ark., 2006; Karaca, 2008). Yine
Yildirrm (2009) tarafindan yapilan bagka bir caligmada, sofralik siyah zeytinde
aflatoksijenik kiif gelisimi ve aflatoksin olusumuna Lactobacillus plantarum ve baz1 bitki
ekstraktlarinin etkileri arastirilmis, aflatoksin miktarlar1 belirlenebilirlik limitlerinin altinda
kaldigindan hesaplanamadigi bildirilmistir. S6z konusu tez ¢alismasinin ve literatiirdeki
diger toksin ¢aligmalarinin sonuclart degerlendirildiginde toksin iireten fungal tiirlerin
toksin iiretme potansiyeline sahip olsalar dahi ortam kosullardan etkilenmeleri sebebi ile

farkli sonuglar verdigi goriilmektedir.

4.4. Toksin Olusturan izolatlarin Genetik Benzerlikleri

DNA bazlh filogenetik aga¢ calismalarinda, niikleotit sekans verileri karsilagtirilarak
benzerlik ve farkliliklar gosterilir. Sekans verileri arasindaki uyum filogenetik agag
dallarmnin uzunlugu ile ters orantili olacak sekilde hazirlanir. Evrimsel yakinlik
sekanslardaki uyumu, uzaklik ise sekanslardaki farkliligi gostermektedir (Haliki, 2016).

Toksin liretme potansiyeline sahip izolatlarin genetik yakinlik-uzaklik 6zellikleri, S-tubilin
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geninin kismi baz dizilim verileri kullanilarak Nj (Neighboor joinning) agaci tizerinde
gosterilmistir (Sekil 4.5). Her bir tiire ait izolatlar kendi icinde monomorfik oldugundan,

her tiire ait bir 6rnek kullanilmistir.

A_niger A tubingensis

P _crustosum

M pilosus __ ‘. 100 |_—
99
100
87 /T~
R P_glabrum
P_brevicompactum - 100
P_expansum/ '\ P roqueforti

Sekil 4.5. Toksin iireten izolatlarin genetik benzerlik dendogrami ve Bootstrap degerleri

Sekil 4.5'de verilen dendogram incelendiginde iki ana grubun olustugu
goriilmektedir. Bunlardan Penicillium tiirleri (P. crustosum hari¢) bir grubu, Aspergillus
tirleri ise diger bir grubu olusturmaktadir. Buna ilaveten, M. pilosus ve P. crustosum
tiirlerinin de Aspergillus grubuna yakin oldugu goriilmektedir.

Onceki calismalar incelendiginde filogenetik aga¢ caligmalarimin zeytinden izole
edilen funguslar dahil bir¢ok canli tiiriinde yapildigi goriilmektedir (Cheeseman ve ark.,
2014; Bavaro ve ark.,2017). Bavaro ve ark. (2017) tarafindan zeytinden molekiiler
yontemlerle tanimlanan fungal izolatlarin benzerlikleri filogenetik aga¢ olusturularak
belirlenmistir. f-tub ve ITS primeri ile yapilan tanimlama calismasindan elde edilen veriler
UPGMA methodu kullanilarak analiz edilmis ve izolatlarin > %99 benzerlik gosterdigi
bildirilmistir. Diger yandan, peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan Penicillium

(P. roquefortii ve P. camemberti) tiirlerinin, penisilin {ireticisi ve gida bozulmalarina sebep
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olan diger Penicillium genomlar1 (P. chrysogenum; P. digitatum) ile benzerliklerine

yonelik filogentik analizlerden yararlanilmistir (Cheeseman ve ark., 2014).

45. Sofrahk Siyah Zeytin Uretim Siirecinde Mikrobiyal Yiik ve Kimyasal
Parametrelerdeki Degisimler

4.5.1. Mikrobiyal Yiik

Dogal fermente sofralik siyah zeytin iiretiminde, fermentasyon stirecinden 3 farkl
asamada alinan Orneklerde toplam aerobik mezofilik bakteri, toplam laktik asit bakteri ve
toplam maya-kiif yiikleri belirlenmistir (Sekil 4.6). Sekil 4.6'de gortildiigii tizere, 6rneklerin
mikrobiyal yiikleri zamana bagli olarak 2,5 ile 7,0 log kob/g veya ml arasinda degismistir.
Orneklerin toplam mezofilik bakteri, laktik asit bakteri ve maya-kiif sayilar
fermentasyonun ilk 4 aylik siirecinde istatistiksel olarak Onemli bir artis gostermistir
(P<0,05). Bunu takiben, sonraki 4 ayda ger¢eklesen degisim ise istatistiksel olarak 6nemli
degildir (P>0,05). Diger yandan, fermentasyonun 1. giiniinde zeytin meyvesindeki
mikroorganizmalarin bir kisminin salamuraya gectigi goriilmektedir. Cilinkii zeytin
meyvesinin ilk giin sayimlari en yiiksek sayimlardir. Fermentasyonun 120. giiniinde kefeke
olusumu gozlenmeye baslanmistir. Sekil 4.6'da da goriildiigii gibi, Laktik asit bakteri sayis1
hem danede hem de salamurada 6nemli bir artig gostermistir. Fakat, kefekedeki laktik asit
bakteri sayis1 sadece 2,64 log kob/g'dir. Kefeke olusumu basladiginda toplam kiif-maya
saymmi ¢ok daha yiiksektir (5,43 log kob/g). Sonraki 4 ayda, diger degerlerde 6nemli bir
degisim olmazken, kefekenin laktik asit bakteri yiikii 5 log artmustir.

Bakteri florasi, zeytin fermantasyonunun nihai kalitesini belirlemede 6nemli bir role
sahiptir (Mourad ve Nour-Eddine, 2006). Elde edilen sonuglar literatiirdeki birgok ¢aligma
ile uyum gostermektedir (Poiana ve ark., 2006; Aponte ve ark., 2010; Alves ve ark., 2012).
Ornegin, Aponte ve ark. (2010), toplam canli sayismin ve toplam maya-kiif sayisinm 2 log
kob/g'dan 6 log kob/g'a kadar arttigin1 belirtmektedir. Benzer sekilde bu artis,
fermentasyonun ortalama 60-70. giinlerine kadar devam edip 75. giinden sonra ¢ok fazla
degisiklik gostermemistir. Laktik asit bakterileri zeytin florasi agisindan Onemlidir.
Sofralik zeytinde laktik asit bakteri izolasyonu ve tanimlanmasi ile ilgili c¢aligmalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar temel mikrofloranin L. plantarum, L. pentosus, L. casei, L.
brevis ve L. lactis'dan olustugunu rapor etmektedir (Mourad ve Nour-Eddine, 2006).
Ayrica Turantas ve ark. (1999), fermentasyon silirecinde zeytin salamurasindaki laktik asit
bakteri sayisinin 2 log kob/ml 'den 7 log kob/ml'ye yiikseldigini bildirmistir. Bu ¢alismada

elde edilen laktik asit bakteri ylikiine benzer sonuglari rapor eden bir¢ok calisma
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bulunmaktadir (Ozay ve Bucakli, 1995; Mourad ve Nour-Eddine, 2006; Hurtado ve ark.,
2008; Kumral ve ark., 2009). Laktik asit bakterisi ve mayalarin fermentasyon sonunda
daha aktif hale geldigi bilinmektedir (Mourad ve Nour-Eddine, 2006). Mourad ve Nour-
Eddine (2006) sofralik yesil zeytinin mikrobiyal florasi iizerine yazptigi calismada
fermentasyonun 60. giiniine kadar soz konusu sayimlarin degisimini gozlemlemis ve
fermentasyon sonunda laktik asit bakterisi miktarinin 3 log kob/g, maya miktarinin ise 4
log kob/g artig gosterdigini rapor etmistir.

Mayalar, sofralik zeytin fermentasyonunda onemli rol oynamaktadir. Yapilan
calismalar ile sofralik zeytindeki maya florasi hem cesitliligi hem de miktar1 bakimindan
tanimlanmistir. Florada bulunan temel maya tiirleri Candida, Pichia, Kluvyertomyces,
Saccharomyces ve Rhodotorula olarak belirtilmektedir (Hurtado ve ark., 2008). Kiif-maya
sayimlarinin ise 2-6 log kob/ml arasinda oldugu bildirilmistir (Poiana ve ark., 2006;
Aponte ve ark., 2010). S6z konusu tez ¢alismasinda, kiif-maya sayimi ilk 4 ayda 2 log artis
gostermektedir. Fakat 4. aydan sonra hem salamurada hem de zeytin danesinde 0,2 log
azalma tespit edilmistir. Bu azalma, istatistiksel olarak 6nemli degildir (P>0,05). Elde
edilen veriler literatiir ile uyum gostermektedir (Aponto ve ark., 2010; Gounta ve ark.,
2016). Ornegin, Gounta ve ark. (2016) tarafindan sofralik zeytin fermentasyonu ile ilgili
yapilan bir calismada, L. pentotus starter kiltiirii kullanilarak gergeklestirilen
fermentasyonun mikrobiyal kalitesi ve diger bazi ozellikleri belirlenmistir. Calismada
kontrol grubu olarak kullanilan dogal fermentasyonun maya sayimmin 3-5 log kob/g
araliginda degistigi rapor edilmistir. Onceki bir ¢aligmada da, fermentasyon siirecinde

mayalar azalirken kiiflerde artis oldugunu belirtilmektedir (Alves ve ark., 2012).
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H islenmemis zeytin M Zeytin danesi i Salamura

5,28 5,25

4,66

TMC LAB Kif ve Maya

(a) 1. giin (Fermentasyonun baslangici)

H Zeytin danesi HSalamura i Kefeke

6,88
7,26

TMC LAB Kaf ve Maya

(b) 120. giin (Kefeke olusumu)

H Zeytin danesi @ Salamura i Kefeke

7,45

6,22 6,34 ]:
5,87 f 5,92 573 565

TMC LAB Kif ve Maya

(c) 240. giin (Paketleme 6ncesi)

Sekil 4.6. Zeytinin fermentasyonu silirecinde mikrobiyal degisimi
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4.5.2. Kimyasal Ozellikler

Dogal fermente siyah zeytin iiretiminin fermentasyon siiresi boyunca pH, titrasyon
asitligi (TA) ve tuz miktar1 gibi fiziko-kimyasal 6zelliklerindeki degisimler, hem zeytin
danesinde hem de salamurada olmak iizere fermentasyonun 1., 120. ve 240. giinlerinde

analiz edilmistir. Bulgular, Cizelge 4.5'de verilmistir.

Cizelge 4.5. Dogal fermente siyah zeytinin fermentasyon siiresinde zeytin danesinde ve

salamuradaki kimyasal degisimleri

Ozellikler 1. giin 120. giin 240. giin
pH 5,33+0,05 A 4,72+0,03 B 4,50+0,04 C
Zeytin o
Danesi TA (% laktik asit) 0,200,01 A 0,39+0,05 B 0,39+0,02 B
Tuz (%) 1,64+0,11 A 5,41£0,13 B 5,11£0,07 B
pH 5,17£0,01 A 4,70+0,04 B 4,29+0,02 C
Salamura™  TA (% laktik asit) 0,24+0,02 A 0,50+0,02 B 0,50£0,04 B
Tuz (%) 8,57+0,14 A 4,94+0,14 B 4,68+0,19 B

“Sonuglar “Ortalama +Standart hata” olarak verilmistir (1=4).
Farkli harflerle (A,B) gosterilen sira degerleri birbirinden farklidur (P<0,05).

** 9% 10 tuz konsantrasyonu ile hazirlanmigtir

Cizelge 4.5 incelendiginde pH degerindeki azalmanin tiim fermentasyon siirecinde
istatistiksel olarak onemli bulundugu gériilmektedir (P<0,05). Bleve ve ark. (2014) yaptigi
bir caligmada, kulladig1 fermente zeytinlerin pH degerinin ilk 5-10 giinde hizli bir sekilde
4,4-47'yve kadar distiigii sonraki donemlerde ise degismedigini bildirmistir. Bu tez
calismada, analiz donemleri araligi daha uzun oldugundan azalmanin ilk doénemleri
gbzlenememistir. Panagou ve ark. (2008) ise dogal ve starter kiiltiir kullanilarak yapilan
sofralik siyah zeytinlerde fermentasyon sonu pH degerlerinin 3,9-4,0 arasinda oldugunu
bildirmektedir. Bu degerlerin, bu tez ¢alismasinda elde edilen degerlere gore biraz daha
diisiik pH degerlerine sahip olduklar1 goriilmektedir. Benzer sekilde, dogal fermentasyon
ve starter kiiltiir kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada (Papadelli ve ark., 2015), starter
kiiltiir kullanilan zeytinlerin pH degeri daha diisiik olarak belirtilirken, dogal fermente

edilen zeytinin pH degeri bu tez calismasindan elde edilen sonuglar ile uyum
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gostermektedir. Dogal fermantasyon ile iiretilen sofralik siyah zeytinlerin starter kiiltiir ile
tiretilenlere kiyasla daha yiiksek pH degerine sahip olmasinin bir diger 6rnegi de Grounta
ve ark. (2016)' nin yaptigi calisma olarak gosterilebilir. Calismada starter kiiltiirlii
tiretimlerde pH degeri 3,8’e kadar azalirken, dogal fermentasyon siirecinde ise pH 4,7-4,9
arasinda degismektedir (Grounta ve ark., 2016).

Sofralik siyah zeytin fermantasyonunda pH'nin genel degisimi ve azalmanin temel
sebebinin mikrofloradaki bakterilerin gergeklestirmis oldugu fermantasyon sonucunda
olusan organik asitler oldugu diisliniilmektedir (Panagou ve ark., 2008). Bu sebeple,
mikrofloranin ¢esitliligine gore pH'da degisim gosterebilir. Fakat, genel olarak literatiirdeki
calismalar ve bu ¢alisamada pH'nin 4,7 ile 4,0 arasinda sonlandig1 goriilmektedir.

Dogal fermente siyah zeytin iretim siirecinde hem daneye hem de salamuraya
potansiyometrik titrasyon asitligi analizi yapilmis ve sonuglar % laktik asit cinsinden
hesaplanmistir. Bulgular (Cizelge 4.5) incelendiginde pH degerinin siirekli azalmasina
ragmen titrasyon asitligi 6zellikle ilk 4 ay artig gostermekte sonraki 4 ayda ise 6nemli bir
degisim gozlenmemistir. Geleneksel olarak 6l¢iilen pH degeri bir gidanin yalnizca hidrojen
iyonu konsantrasyonunun 6l¢iistidiir. Bu nedenle ¢6ziinmeyen asit varligina iliskin bir veri
elde edilemez. Fakat titrasyon asitligi, asindirict potansiyeline iligkin daha dogru bilgi
verdigi i¢in daha gercekei bir 6lclim metodu olarak kullanilabilir (Cairns ve ark., 2002;
Grobler ve ark., 1985). Bunla birlikte, gidalarin lezzetine etki eden asitlik kavramini daha
1yl tanimlamaktadir (Sadler ve Murphy, 2010). Titrasyon asitligi ile pH arasindaki bu fark
sebebi ile fermentasyonun 120 ile 240. giinleri arasinda pH artmasina ragmen titrasyon
asitliginin degismeden kaldig diistiniilmektedir.

IOC (Uluslararasi1 Zeytin Konseyi) (IOC, 2004) standartlarina gore; dogal fermente
sofralik siyah zeytinde pH en fazla 4,3; titrasyon asitligide en az %0,30 (0,3 g laktik
asit/100 mL salamura) olmasi gerekmektedir (IOC, 2004; Grounta ve ark.,2016). Elde
edilen sonuglar IOC standartlarina uygun olmamakla birlikte Onceki caligmalar ile
karsilastinlldiginda uyumlu oldugu goriilmektedir. Fakat, dogal fermentasyon
gerceklestirildiginden ve mikrofloranin asitlik iizerine etkisinin fazla olmasindan dolay1
farkl1 ¢aligmalarin titrasyon asitligi miktarlarinda bazi degisiklikler olmasi dogaldir.
Ornegin Bonatsou ve ark. (2017), kalamata c¢esidi dogal siyah zeytinlerinin
fermantasyonunda, fermantasyon oncesi iyilestirici olarak zeytinlerin ozmotik
dehidrasyonu ile birlikte monosodyum glutamat ve sodyum kloriir uygulamasinin etkisi
lizerine yaptig1 bir calismada, kontrol grubu olarak %7'lik NaCl salamura ile iirettigi

sofralik siyah zeytinde fermantasyon bitisinde titrasyon asitligini 9%0,60 olarak
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belirtilmistir. Panagou ve ark. 2008, salamurada final titrasyon asitligi oraninin % laktik
asit cinsinden 0,60 iken, Grounta ve ark. 2008, dogal fermentasyonda final titrasyon
asitliginin % 0,20'nin altinda kaldigini belirtmistir. Bu calismada ise titrasyon asitligi
%0,50 laktik asit miktarinda stabil kalmistir. Ayrica, fermentasyon sirasinda asitligi, ortam
sicakligl ve tuz konsantrasyonu gibi faktorler de etkilemektedir (Panagou ve ark., 2008;
Saude ve ark., 2017).

Sofralik zeytin {retiminde ham zeytinin igerigindeki acilik maddelerinin
giderilebilmesinde tuzun Onemli bir yeri vardir. Tuz miktar1 zeytinin tipine, liretim
metoduna ve treticiye gore farklilik gostermektedir. Bu calismada, dogal fermente siyah
zeytin iretiminde salamura % 10 NaCl seklinde hazirlanmistir. Fermentasyon siiresinde
tuz degisimi incelendiginde (Cizelge 4.5), tuz gegisinin beklendigi gibi salamuradan
daneye dogru yonelimli oldugu goriilmektedir. Bu gecis, fermentasyonun ilk 120 giiniinde
tamamlanmis olup, sonraki 120 giinde az miktarda degisim goriilsede bu degisimin
istatistiksel olarak onemli olmadig tespit eilmistir (P<0,05). Tiiketim 6ncesi danede tuz
konsantrasyonu ise % 5,11 olarak belirlenmistir. S6z konusu bulgular, diger ¢aligmalar ile
uyumlu olmakla birlikte bu ¢alismada tiiketim Oncesi zeytin tuz oraninin diger ¢alismalara
kiyasla biraz daha diisiik oldugu belirlenmistir (Ozay ve Borcakli, 1995; Saude ve ark.,
2017). Maganilha Algarvia ¢esidi kirma zeytinlerin kloriir tuzlarinin duyusal ve besleyici
Ozellikleri {izerine etkisi ile ilgili yapilan bir aragtirmada kontrol grubu olarak kullanilan
ve % 8 NaCl ile hazirlanan salamura ile fermente edilen zeytinlerin tuz oran1 % 6,94 olarak
belirtilmistir (Saude ve ark., 2017). Benzer sekilde sofralik zeytin {iretiminde tuz
konsantrasyonlarmin &l¢iildiigii baska calismalar da yapilmistir (Unal ve Nergiz, 2003).
Salamura baslangi¢ konsantrasyonuna ve fermantasyon siiresine gore degisim gostermekle
birlikte c¢aligmalarin s6z konusu tez ¢alismasi ve birbirleri ile uyum gosterdikleri
goriilmektedir. Sofralik zeytinlerde tuz konsantrasyonu, fermantasyonu gerceklestiren
mikroorganizmalari etkilemektedir. Bu nedenle sofralik zeytinlerin fermantasyon siiresinde
tuzun konsantrasyonu, salamurasinin degistirilip degistirilmedigi gibi faktorler 6nemlidir.
Ormnegin, Romero-Gill ve ark. (2013), sicakligin ve tuzun sofralik zeytindeki
mikroorganizmalar iizerine etkilerini degerlendirme amaciyla yaptig1 ¢aligmada yiiksek tuz
konsantrasyonda mayalarin gelisimini, yiiksek sicakligin ise laktik asit bakterilerinin
gelisimini tesvik ettigini belirtmistir. Yapilan calismalar fermantasyon siiresinde salamura
degisiminin son tuz konsantrasyonunu etkiledigini gostermistir. Salamuranin degistirildigi
ve degistirilmedigi fermantasyon siireglerinin izlendigi bir ¢aligmada salamurast

degistirilen sofralik siyah zeytinin tuz konsantrasyonunun kismen daha yiiksek oldugu
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bildirilmistir (Ozay ve Borcakli, 1995). S6z konusu tez ¢alismasmin salamura suyunda
degisim yapilmamistir. Diger calismalara kiyasla biraz az tuz konsantrasyonuna sahip

olmasinin bir nedeninin bu oldugu diistintilmektedir.

4.6. Sofrahk Siyah Zeytin Uretim Siirecinde Biyoaktif Bilesenlerdeki Degisimler

Zeytin, fenolik bilesenler bakimindan zengin ve beslenmemizde fenolik bilesen
kaynagi olarak onemli bir gidadir. Diger yandan, zeytin fenolikleri antimikrobiyal etki
yaninda antioksidan Ozellik de gostermektedir. Funguslarin in vitro ortamda gelisme ve
toksin {iretme potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla model ortamlarin dizayn
edilmesinde zeytin fermantasyonu siirecinde biyoaktif Dbilesenlerdeki degisimlerin
izlenmesi Onemlidir. Bu nedenle calisma kapsaminda sofralik zeytin {iretiminin
fermentasyon siirecinde salamura ve zeytin olmak {izere toplam fenol diizeyleri ile birlikte

fenolik bilesen profili ve antioksidan kapasitede gerceklesen degisimler izlenmistir.

Cizelge 4.6. Toplam fenol ve antioksidan aktivite degerleri

Ozellikler 1. giin 120. giin 240. giin
Zeytin TOp'aQEg)c" (mg 866,3£53.9 A 697,5484,5 A 404.9+762 B
Danesi (égggfga;gﬁg}tkz) 1084524 A 8971725 AB 6.89+ 0.4 B
Salamura™  10plam fenol (mg 56,1£10,2 A 1739,0484,6 B 2136,0440,4 C

GA/mI)

“Sonuglar “Ortalama +Standart hata” olarak verilmistir (1=4).
Farkli harflerle (A,B) gosterilen sira degerleri birbirinden farklidur (P<0,05).

** 9% 10 tuz konsantrasyonu ile hazirlanmistir

Dogal fermente siyah zeytinin fermentasyon siiresinde hem zeytin danesi hem de
salamura olmak {iizere toplam fenolik madde miktarlarina iligkin bulgular Cizelge 4.6'de
gosterilmistir. Toplam fenol miktar1 beklendigi iizere zeytin danesinde yliksek olup,
fenolik bilesenlerin fermentasyon sirasinda daneden salamuraya difiizyonu gergeklesmistir.
Danede, 240 giinliik fermentasyon sonunda %54'liikk bir toplam fenol kayb1 s6z konusudur.
Bunun bir kismi1 salamuraya gecerken bir kism1 pargalanarak kaybolmaktadir. Salamurada
ise toplam fenol miktart ilk giin 6nemli miktarda bulunmazken fermentasyonun ilerleyen
donemlerinde artmaktadir. Zeytin danesinde ilk giinden itibaren bir azalma s6z konusu olsa
da oOzellikle 120. giin ile 240. giin arasinda istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur

(P<0,001). Fakat, salamuradaki toplam fenolik madde artigi, fermentasyonun 240. giiniine
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kadar 6nemli diizeyde devam etmistir (P<0,001).

Fenolik madde miktar1 ve fenolik bilesenlerin kompozisyonu zeytinin tipi, yetistigi
cografi kosullar gibi etkenlerle degisiklik gostermektedir. Bu nedenle konu ile ilgili
yapilmis calismalarda belirtilen miktarlar ve kompozisyonlar farklilik gostermektedir.
Fakat genel olarak, fermentasyon siirecindeki degisim grafigi olarak benzerlik bulundugu
goriilmektedir (Kiai ve Hafidi, 2014). Dogal fermentasyon sirasinda dort yesil zeytin
cesidinde kimyasal bilesim degisikliklerinin belirlendigi ¢alismada toplam fenol miktarinin
zeytin danesinde fermentasyon siiresinde azaldigi belirtilmistir. Salamuradaki toplam
fenolik madde miktari ise dort farkli tiirde (fermentasyonun 71. giiniinde) 992-2687 mg/L
olarak degisiklik gostermektedir (Kiai ve Hafidi, 2014). Benzer bir c¢aligmayr Tunus
sofralik zeytinlerinin farkl cesitleri ile yapan bir arastirma grubu ise toplam fenolik madde
miktarini "48-466 mg/ 100 g kuru zeytin" olarak belirtmistir (Othman ve ark., 2007).

Fenolik bilesen kompozisyonunun fermentasyon siirecindeki degisimi kromatografik
olarak belirlenmistir. Orneklerin fenolik bilesen profilinde hidroksitirozol, tirozol, rutin,
apigenin-7-glikozit, vanilin ve oleuropein tanimlanmis olup fermentasyon siirecinde
miktarsal degisimleri incelenmistir. Bulgular, Cizelge 4.7'de gosterilmektedir. Cizelge 4.7
incelendiginde degisimin hidroksitirozol, tirozol ve oleuropein fenolikleri agisindan 6nemli
oldugu goriilmektedir. Bu ii¢ fenolik bilesen, zeytinin temel fenolik kompozisyonunu
olusturmakta ve 6nemli rol oynamaktadir. Goriildiigii tizere hidroksitirozol fermentasyon
sirasinda danede azalma gostermistir. Azalmanin sebebi hidroksitirozoliin asit hidroliz
reaksiyonu sonucunda pargalanmasidir (Kiai ve Hafidi, 2014). Zeytin danesi ve salamurada
fenolik bilesen profili birbiri ile paralel degisim gostermektedir. Salamuradaki
hidroksitirozol artisinin sebebi oleuropein ve hidroksitirozol-4- -glikozit bilesiklerinin asit
hidrolizi ile hidroksitirozole doniismesidir.

Zeytin danesindeki oleuropein zeytine aci tadi veren temel fenolik bilesendir ve
duyusal olarak bu aci tadi nedeniyle istenmemektedir. Fermentasyon siirecinde farkli
fenolik maddelere hidroliz olur. Caligma bulgularinda da goriildiigi gibi oleuropein
yaklasik %50 azalmistir (Cizelge 4.7). Oleuropeinin temel hidroliz {irlinleri ise oleoside ve
11-metilester’e doniismektedir (Bianchi, 2003). Oleuropein, salamurada fermentasyonun
ilk 120 giiniinde 6nce artig gostermis daha sonra (120-240. giinler arasinda) azalmigtir.
Diger ¢alismalarla uyum gdsteren bu degisimin baslica sebebinin daneden salamuraya
gecis ve daha sonra salamurada da parcalanmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Vanilin, rutin gibi fenoliklerde ise degisimler olsa da istatistiksel olarak onemli olmadig1

goriilmektedir (P>0,05).
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Sofralik zeytinler ve zeytinyagi, saglhia yararli oldugu diisiiniilen birgok fenolik
bilesen i¢in iyi bir kaynaktir. Bu sebeple diinya genelinde ve iilkemizde zeytin ve
zeytinyagmin fenolik bilesen profilinin belirlenmesi ile ilgili yapilmis birgok calisma
mevcuttur. Bunlardan sonuglar1 ve degisimleri bu ¢alisma ile benzerlik gosteren bazilar;
Cabrera-Benagil ve ark. (2017), Jerman ve ark. (2010), Kiai ve Hafidi (2014) ve Romero
ve ark. (2004) tarafindan yapilmis calismalardir. Ornegin, Romero ve ark. (2004)
tarafindan sofralik zeytinin fermentasyon siirecindeki fenolik kompozisyonun degisimi
belirlenmistir. Bu c¢alismada oldugu gibi zeytin danesi ve salamura ayri ayri analiz
edilmistir. Bu calisma ile benzer sekilde zeytin danesinde hidroksitirozol artarken
oleuropein azalmis, tirozol ise once azalmig daha sonra artmistir. Salamurada ise hem
oleuropein hem hidroksitirozol 6nce artmis sonra azalmistir. Farkli olarak s6z konusu tez
caligmasinda ise salamurada hidroksitirozolde azalma gozlenmemistir. Portekiz'e ait
sofralik zeytinlerde fenolik bilesikler, antioksidan potansiyeli ve antimikrobiyal aktivite
ozelliklerinin belirlenmesine yoOnelik  yapilmis bir calismada tespit edilen fenolik
kompozisyonlar bu tez ¢alismasina benzer sekilde yiiksek bulunmustur (Pereira ve ark.,
2006). Diinya genelinde yapilan ¢aligmalara 6rnek bir aragtirma da Cabrera-Benagil ve ark.
(2017) tarafindan yapilmistir. Cabrera-Benagil ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada,
sofralik zeytin ve zeytin ezmelerindeki temel polifenolik bilesikler hizli sivi kromatografisi
teknigi ile belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda toplamda 26 polifenolik bilesik tespit
edilmistir. Belirlenen polifenoller incelendiginde s6z konusu tez ¢alismasinda belirlenen 6
fenoligin (hidroksitirozol (3,4-HDPEA), oleuropein, vanilin ve apigenin-7-glukoziti)
tamamin igerdigi goriilmektedir. %10'luk salamurada 4 ay fermente edilen sofralik
zeytinlerde belirlenen polifenol miktarlari: hidroksitirozol; 190-300 mg/L, oleuropein; 2-8
mg/L, Apigenin-7-glukozit; 0-5 mg/L olarak belirtilmistir (Cabrera-Benagil ve ark., 2017).
S6z konusu tez ¢alismasindaki fermentasyonun 4. aya ait fenolik kompozisyon miktarlari
(Cizelge 4.7) ile karsilastirildiginda tez calismasina ait zeytin orneklerinin daha yiliksek
oranda fenolik igerdigi goriilmektedir.

Ulkemizde ise Dagdelen ve ark. (2013) tarafindan zeytinlerin fenolik kompozisyonu
ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Zeytin meyvesinin (Olea europaea L.) Ayvalik, Domat ve
Gemlik ¢esitlerinin farkli olgunlasma evrelerindeki fenolik profillerinin incelendigi
calismada, Agustos-Aralik aylar1 araliinda mevcut zeytin cesitlerinin fenolik icerigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada incelenen 6 fenolik kompozisyonun tamamini igeren mevcut
calismanin sonuglarina bakildiginda ham zeytinde fenolik kompozisyonlarinin benzerlik

gosterdigi goriilmektedir. Bu calismada zeytin hasadi Kasim-Aralik aylarinda yapilmistir.
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Dagdelen ve ark. (2013)'larinin caligmasinda ise Kasim-Aralik aylarinda zeytinlerin
hidroksitirozol ve oleuropein miktarlarinin ¢esitlere gore degisim gostermekle birlikte
artmis oldugu goriilmektedir. Fakat bu tez ¢alismasinda daha fazla oldugu goriilmektedir.
Tim onceki ¢calismalardan anlasilacagn lizere sofralik zeytinde fenolik bilesenler miktar ve
igerik olarak ¢ok fazla degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenlik zeytinin ¢esidi, yetistigi
cografya, hasat edildigi ay ve sahip oldugu mikro floraya baglidir (Periari ve ark., 2006;
Dagdelen ve ark. 2013).

Cizelge 4.7. Zeytin danesi ve salamuranin fermentasyon siirecinde fenolik profilindeki

degisim

Fenolik Bilesen 1. giin 120. giin 240. giin
Hidroksitirozol 1862+278 A 22634304 "8 30214265 B
Tirozol 375.2+41.6 # 215243544 361.9426.2 B

Zeytin Danesi Van_llln 47.17+6.68 57.9+16.5 50.1+4.36
(mg/kg) Rutin 45.94+4.72 31.16+7.35 26.3843.86
Apigenin 7-glu 194.1421.4 149.5+42.1 175.0£52.0
Oleuropein 428.6+65.8 A 304.4+50.5"® 127.3+11.6 8
Hidroksitirozol 106,24+4,89 210,80+15,2 313,0+£147.0
Tirozol 21,46+1,24 8 89,00:£24,20 A 29,3442.35 B

Salamura™  Vanilin <5 <5 6,95+2.53
(mg/L) Rutin 2,03+0,91 14,5249.,50 22,60+14,50
Apigenin 7-glu <1® 15,111,794 4,45+228 B
Oleuropein <258 261,00+80,20 * 56,76+6,77 ©

“Sonuglar “Ortalama +Standart hata” olarak verilmistir (n=4).
Farkly harflerle (A,B) gosterilen sira degerleri birbirinden farklidir (P<0,05).

** 9% 10 tuz konsantrasyonu ile hazirlanmigstir

Yaslanma siireci sirasinda olusan serbest radikalleri etkisiz hale getirebilen
antioksidanlar, kardiyovaskiiler hastaliklar, bazi nérolojik bozukluklar veya belirli
inflamatuar siirecler gibi bazi kronik hastaliklarin baglamasinda Onleyici rol oynarlar.
(Arranz ve ark., 2008). Dogal fermente sofralik zeytin iiretim siirecinde, fermentasyonun
farkli agamalarindan alinan zeytin 6rneklerinin antioksidan aktivitesi Apak ve ark. (2004)
tarafindan gelistirilen CUPRAC metodu ile analiz edilmistir. Cizelge 4.6'de goriildigi gibi
antioksidan aktivitesinin fermantasyon siirecinde degisimi istatisitiksel olarak onemlidir.
Antioksidan aktivite fermentasyonla azalma gostermistir. Bu azalisin, fermantasyon
boyunca fenolik bilesenlerin salamuraya gegisi oldugu diisiiniilmektedir (Owen ve ark.,

2003). Sofralik zeytinlerin antioksidan kapasitesi ile ilgili yapilmis onceki ¢aligmalarin
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bazilarinda antioksidan kapasite degeri, s6z konusu calismada tespit edilen degerlerden
daha az oldugu rapor edilmistir. Fakat, fenolik analizlerinin sonuclari goz Oniinde
bulunduruldugunda c¢alismada kullanilan Edremit c¢esidi zeytinlerin fenolik madde
igeriginin yiiksek olmasi ve bu sebeple antioksidan kapasitesinin diger c¢alismalardan
yiikksek bulunmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, iilkemizde yapilmis bir
calismada (Sahan ve ark., 2013) farkli zeytinlerin DPPH yontemi ile trolox cinsinden
antioksidan kapasiteleri hesaplanmig ve en yiiksek deger 189,58 mg Trolox/ g taze zeytin
olarak belirtilmistir (Sahan ve ark., 2013).

Literatiirdeki ¢alismalar ve bu ¢alismadan elde edilen antioksidan kapasite verileri
zeytinin antioksidan alimi igin iyi bir gida oldugunu gostermektedir (Othman ve ark.,
2008). Ayrica yapilmis son calismalar (Kountouri ve ark., 2007) zeytin fenolik
bilesiklerinin biyoyararlanimi tizerine odaklanarak, zeytin tiikketiminden sonra fenolik
icerigin plazmada arttigin1 géstermistir. Bu sonug, zeytin fenolik bilesiklerinin, antioksidan

etkinligine uygun, iyi biyoyararliliga sahip olduklarini gostermektedir (Kountouri ve ark.,
2007; Othman ve ark., 2008).

76



BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Zeytin, hem zeytinyagi hem de sofralik zeytin olarak geg¢misten giinlimiize
sofralarimizda Onemli bir yere sahiptir. Bu c¢alismada, Canakkale ili merkez ve
cevresindeki zeytinlerden elde edilen, dogal yollarla fermente edilen sofralik siyah zeytinin
tarladan tiiketime kadar fungal florasi ve bu floranin toksin {iretme potansiyeli
belirlenmistir. Bu amagla, 2014 yili1 hasat donemi olan Kasim ve Aralik aylarinda tarla
orneklemesi yapilmis, alinan Orneklerden dogal fermente siyah zeytin iiretimi
gerceklestirilmistir. Fermentasyonun baslangi¢ (1.glin), kefeke olusumu (120. giin) ve
tiketim Oncesi (240. gin) donemlerinden ornek alinarak gerekli analizler
gerceklestirilmistir. Fungal flora ve toksin potansiyellerinin belirlenmesinin yanisira,
laboratuvar-olgekli tiretim yapilan sofralik zeytinin genel mikrobiyolojik kriterlerinin
ortaya konulmasi (Toplam mezofilik canli sayisi, Laktik asit bakteri sayisi, Toplam kiif-
maya sayisi), kimyasal Ozelliklerinin (pH, titrasyon asitligi ve tuz orani) ve fenolik
iceriginin (toplam fenolik madde miktar1 ve fenolik bilesen kompozisyonu) tespit edilmesi
icin gerekli analizler uygulanmistir. Ayrica, fermentasyonun sonlandirildig: tiiketim dncesi
donemde Canakkale ilinden rastgele secilen 5 zeytin isletmesinden 6rnek alinarak fungal
izolasyon, tanimlama ve tamimlanan fungal izolatlarin toksin iiretim potansiyelleri
acisindan inceleme yapilmustir.

Mikrobiyolojik 6zelliklerinden toplam mezofilik bakteri, laktik asit bakterisi ve kiif-
maya sayist ilk 4 ay istatistiksel olarak 6nemli bir artis gostermistir (P<0,05). Fakat,
sonraki 4 ayda degisimi istatistiksel olarak onemli degildir (P>0,05). Tiim degerler 2,5 ile
7,0 log arasinda bulunmustur. Sonuglar incelendiginde fermentasyonun 1. giiniinde zeytin
meyvesinde ki mikroorganizmalarin bir kisminin salamuraya gectigi goriilmektedir. Laktik
asit bakteri sayis1i hem danede hem de salamurada onemli bir artis gostermistir. Fakat,
kefekede ki laktik asit bakteri sayis1 sadece 2,64 log kob/g'diir. Kefeke olusumu
basladiginda toplam kiif-maya sayis1 ¢ok daha yiiksektir (5,43 log kob/g). Sonraki 4 ayda,
diger degerlerde onemli bir degisim olmazken, kefekenin laktik asit bakteri miktar1 5 log
artmistir. Kiif ve maya sayisinda fermentasyon siiresinde degisimler olsa da 6nemli bir fark
yoktur. Fakat toplam sayida degisim olmasada icerigin fermentasyon siiresinde degistigi
tahmin edilmektedir. Fermentasyonun ilk donemlerinde mayalar daha aktif iken ilerleyen
donemlerinde kiiflerin daha aktif oldugu bilinmektedir.

Caligmada, iiretimi yapilan sofralik zeytinin kimyasal 6zellikleride belirlenmistir. pH
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fermentasyon siiresinde siirekli olarak azalirken titrasyon asitligi 6zellikle ilk 4 ay artis
gostermekte sonraki 4 ayda ise stabil kalmaktadir. Tuz oramida ayni sekilde
fermentasyonun ilk 4 ayinda dengeye gelerek zeytin danesindeki oran1 %8 olacak sekilde
sonlanmistir. Toplam fenolik madde miktar1 zeytin danesinde fermentasyon siiresinde
azalirken salamurada artmaktadir. Danede ki toplam fenol miktar1 fermentasyon siiresinde
toplam %54'lik bir azalma gostermistir. Salamurada ise fermentasyonun ilk 4 ayinda
artarken sonraki 4 ayinda bir miktar azaldigi goriilmektedir. Bu artisin sebebi daneden
salamuraya gecen fenolikler iken sonraki 4 ayda bir miktar azalma gdstermesinin suda
cesitli reaksiyonlar sebebi ile par¢alanmasi oldugu diisiiniilmektedir.

Toplam fenolik madde miktarinin yani sira fenolik bilesen profilini de belirlemek
amact ile HPLC ile fenolik bilesen profil analizi yapilmistir. Gerekli standartlar
kullanilarak hem danede hemde salamurada oleuropein, hidroksitirozol, tirozol, vanilin,
rutin ve apigenin 7 glukozit kompozisyonu belirlenmistir. Vanilin, rutin ve apigenin 7
glikozit fermentasyon siiresinde istatisiksel olarak Onemli degisim gostermemektedir
(P>0,05). Fakat, hidroksitirozol, tirozol ve oleuropein hem salamurada hemde zeytin
danesinde fermentasyon siiresinde degisime ugramistir. Hidroksitirozol tiim fermentasyon
stiresinde en yliksek konsantrasyona sahip fenolik bilesen olarak tespit edilmistir.
Hidroksitirozol — artmaktadir, sebebi oleuropein ve hidroksitirozol-4-b-gilikozit
bilesiklerinin asit hidrolizi ile hidroksitirozole déniismesidir. Zeytin i¢in temel fenolik
maddelerden olan oleuropein zeytin danesinde fermentasyon siiresinde yaklasik %350
azalmistir. Salamurada ise Once artig gostermis daha sonra bir miktar azalmistir. Salamura
da tiim fenoliklerin baslangicta artmasinin sebebi zeytin danesinden suya ge¢cmesidir.

Tarla orneklemesinden tiiketime kadar izole edilen funguslar S-tub primeri ile
amplifiye edilmis ve sekans edilerek tamimlanmistir. Calismada, toplam 130 izolat elde
edilmis ve tanimlanmigtir. Mevcut gen bolgesinin zeytinlerinde bulunan fungal tiirler i¢in
S-tub'in uygun bir tanimlayict oldugunu gostermistir. Yalnizca Alternaria'y: tiir bazinda
tanimlamaya yeterli olmamistir. Alternaria tarla 6rneklemesinde hem yaprak hemde zeytin
danesinde baskin fungal flora olarak tanimlanirken sofralik zeytin fermentasyonunda
canliligint siirdiiremedigi tespit edilmistir. Sofralik fermente siyah zeytin {iretimden
yalnizca ilk giliniinde iki Alternaria izolati elde edilmis daha sonraki donemlerinde hig
rastlanmamistir. Fermentasyonun kefeke olusumda ve sonraki donemlerinde baskin fungal
flora ise Penicillium ve Aspergillus olarak belirlenmistir.

Ayni sekilde isletmelerde yapilan 6rneklemede de benzer sonuclar elde edilmis

Penicillium ve Aspergillus baskin fungal flora olarak bulunmustur. Penicillium fungal
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tirtinde en yaygim P. crustosum, Aspergillus fungal tiiriinde A. niger ve Monascus fungal
tiirtinde M. pilosus tanimlanmistir. Bunlardan, A. niger OTA, M. pilosus ise CIT sorumlusu
oldugu onceki caligmalardan bilinmektedir. Yine izole edilen 2 adet P. expansum'un CIT
tiretimden sorumlu olabildigi bilinmektedir.

Calismanin devaminda elde edilen tanimlama bilgileri dogrultusunda uygun
primerler sentezlenerek izolatlarda OTA ve CIT iiretiminden sorumlu gen bdlgelerinin
amplifikasyonu iizerinden de tanimlamaya gidilmistir. PZR reaksiyonlari, agaroz jelde
goriintiileme ve elde edilen PZR iiriinlerinin sekanslanmasi sonucunda M. pilosus'dan 5
tanesinde, A. niger'den 6 tanesinde P. expansum'dan 1 tanesinde sorumlu genin mevcut
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, dnceki ¢aligmalarda OTA ve CIT {iretiminden
birinci derece sorumlu olarak gosterilmeyen P.crustosum ve P.roquefortii fungal tiirlerinde
birka¢ izolatinda toksin {tretimi belirlenmistir. Hem toksin iiretme potansiyeli olan
izolatlarim hemde kontrol amacgh diger izolatlarin in vitro ortamda toksin iretip
tiretmedikleri belirlenmesi amaciyla YES agar ortaminda inkiibe edilen izolatlardan
ekstraksiyon yapilarak HPLC analizi ile toksin varligi belirlenmistir. Tiim izolatlarin
21'inde toksin iiretiminden sorumlu gen bdlgesinin varligr tespit edilmistir. HPLC
kullanilarak yapilan analizlerde ise izolatlarn 13'iiniin toksin tirettigi bulunmustur. Zeytin
fermentasyonundan izole edilen ve toksin iiretim potansiyeline sahip olan tiirlerin var
oldugu tespit edildikten sonra zeytinden toksin izolasyonu yapilmis ve HPLC ile toksin
analizi uygulanmistir. Yapilan toksin analizi sonucunda fermentasyonun hi¢ bir
asamasinda toksin varligina rastlanmamistir. Bu durumun, zeytinin yapis1 ozelliklede
icerdigi yogun fenolik bilesen profilinden oldugu diistiniilmektedir.

Calismanin sonucunda, Canakkale ili ve cevresinde yetistirilen ve sofralik zeytin
olarak ftiretilen siyah zeytinin tarladan tiikketime kadar Alternaria, Penicillium, Aspergillus
ve Monascus basta olmak tizere farkli fungal tiirlerin var oldugu tespit edilmistir. Bu
funguslarin bazi tiirlerinin toksin iiretim potansiyeli olsa da zeytin fermentasyonunda
toksin iiretme imkanina sahip olamadiklar1 anlagilmaktadir. Halk saglig1 agisindan olumlu
olan bu durumun sebebinin zeytinin biyoaktif bilesim 0&gelerinden ileri geldigi
diistiniilmektedir. Bu tez calismasi ile ortaya konan veriler dikkate alinarak dizayn edilecek
in vitro kosullarda ve/veya yine bu ¢alisma ile olusturulan fungus koleksiyonunda yer alan
toksin olusturdugu tespit edilen tiirlerin in vivo (zeytin fermentasyonu) asilandigi kontrollii
kosullarda toksin {iretme potansiyeli lizerine ileri arastirmalar gergeklestirilebilir. Boylece,
izole edilen ve tanimlanan tiirlerin baskilanmasi veya olas1 zararl etkilerinin 6nlenebilmesi

acisindan mevcut izolatlarin toksin iiretim kosullarinin ayrintili incelenmesi ve
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belirlemesinin bolge ticareti ve insan sagligi bakimindan 6nemli olan bu iiriinlin iiretim

teknolojisinin gelismesinde faydali olacagi diistintilmektedir.
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EK 9: Sekans Analizi ile Tanimlanan Tiirlerin Baz Dizilimleri

Alternaria alternata:
CTACAACGGCACTTCAGACCTCCAGTTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCA
ACGAAGTACGTCACTCGATATTCCATACGGCAGATAAAAGGCCAATACT
GATCTATAGCAGGCGTCCAACAACAAGTTCGTGCCCCGTGCCGTCCTCGT
CGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGCGCTGGTCCCTTCGGCC
AGCTGTTCCGCCCTGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCTGGTAAC
AACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTA

Penicillium crustosum:
CATCTCTGGCGAGCACGGTCTCGATGGCGATGGACAGTAAGTTTTAACAG
TGATAGGGGTTTCCGGTGGATTACACATCTGATATCTTCCTAGGTACAAT
GGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACCATGT
GAGTCCAACGACAGGAAACCGAATAATAGTGCATCATCTGATCGGATGT
TTTCCTTGATAATCTAGGCCAGCGGTGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTT
CTCGTCGATTTGGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGCTCCGGTCCCTT
CGGCAAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCTG
GTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTAAAA

Penicillium roquefortii:
GATAAGGCAACAGGACTGAACGAGACGAAGTTATCGGGGCGGAAAAGC
TTGCCGAAAGGACCAGAGCGGACGGGTCATGGTACCGGGCTCCAAATCG
ACCAGAACGGCACGGGGAACGTACTTGTCACCGCTGGCCTAGATTAAGA
AAAAAAAATCCGATCAGATGGTGCACGCTTAATCAATGCCCAGTCGCGG
TACTCACATGGTTGAAGTAGACGTTCATACGCTCGAGCTGGAGGTCGGAG
GTTCCATTGTACCTAGCAAGATATTAGACATGTGAACCACCGGAAAGCCC
ATCATCTTTAGACTTACTGTCCATCGCCATCGAGACCGTGCTCTCCAGAA
ATGGTTTGCCTGTAATGTAGTTAGTAATTTGTCAATTGGTACCCAACGCG
AAAAAAAGGCTCGGCACTTACCAGAAAGCAGCACCGATTTGGTTACCCA
A



Penicillium expansum:
TCCAAATCGACGAGAACGGCACGGGGAACGTACTTGTCACCGCTGGCCT
AGATTATCAAAGAAAAAGATCCGATCAGATGATGCACGATTATTCGGTA
ACTAGTCGGTGTACTCACATGGTTGAAGTAGACGTTCATACGCTCGAGCT
GGAGGTCGGAGGTACCATTGTACCTAGCAAGATATCAGACGTGTGATCT
ACTAGAAACCCATCACCGTTGAACTTACTGTCCATCACCATCGAGACCGT
GCTCGCCAGAGATGGTTTGCCTGCAATCCAGTTAGTAAATTGTCAATTGA
TACCCAACGCGAAAAAAAAGCTCGGCACTTACCAGAAAGCAGCACCGAT
TTGGTTACACCA

Penicillium glabrum:
CTCCAAGTCGACAAGGACGGCACGGGGAACGTAACGGTTGCTGCTGGCC
TATCAAGATAAACATTAGAGAAGCCTTTATACTTCTAACTTCAATTCCAC
ACATACCTCGTTGAAGTAGACGTTCATGCGCTCCAACTGGAGGTCGGAAG
CCTCGTTGACGCTAAAATTTATCAGACCGCCATTTCCACCTCGCAATCTC
ATCGATGTTGGAAACTCACTGTCCATCACCATCAAGTCCGTGCTCGCCAG
CAATGGTTTGCCTAGAAATCAGTCAGTGATTCGGTCCAACAGGCTATCAA
TTGGTGATCGTGGTTGCAACACGTACCAGAAAGCAGCACCGATTTGGTTA
CCA

Penicillium brevicompactum:
ACTTGTCACCACTAGCCTGGGCGGTCAAGAATATGAGGTGAGAAAATGC
ACAACCAGAGTTCTTCACATCATTGTACTCACATGGTTGAAGTAGACGTT
CATACGCTCGAGCTGGAGGTCGGAGGTGCCATTGTACCTAACAAGATCTC
AGACCCAATCCACGCGTAATTCGAACACAGTCGTCCACTTACTGTCCATC
GCCATCGAGACCGTGCTCGCCGGAGATAGTTTGCCTTTGAGCCAGTTAGC
AAATTGTCAATTGATACTCAGCCATAGCGGGAAAAGAAAAAGACATGGT
GCGATACATACCAGAAAGCAGCACCGATTTGGTTACCACA

Xl



Aspergillus niger:
GTGCTGCTTTCTGGTACGTATACAACTGCCATTGGATTGGGGGATGGAAC
ATCGTCTCTTAGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTAC
ATGCTATCGGTCTAAGAACACGTCTAACAATTCAACAGGCAGACCATCTC
TGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAACTTTTTCACA
CCTCTCAATTGGTCAACAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAG
GATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTA
CTTCAACGAGGTGAGATCCATCGGACCTTGGCTTTTTCACGACAATATCA
TCAATGTCCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTTCCTCG
TGCCGTCCTCGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCG
GTCCTTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCG
GTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACA

Aspergillus tubingensis:
AGCTATCGGGTTAAGAACACGTCTAACAACTCAACAGGCAGACCATCTCT
GGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAACTTTTTCACAC
CTCTCAATTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGG
ATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTAC
TTCAACGAGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCA
TCAATGTCCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCG
TGCCGTCCTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGLCCG
GTCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCG
GTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTAACCTGGGAGGGGTAA

Monascus pilosus:
AGGAGTACATTCCTGGTGGATGAGGTTCCAGCTGTTCTTTCGTGTTTTCTG
GGGTCGAGTTTTTGCTGACTTGTTCTTTTATAGGCAGAACATCTCTGGTGA
GCACGGCCTTGATGGCTCCGGTGTGTAAGTAGAACCCTTTTCCATCTATC
TCAAGGCATTGTGCAGGGTGTGAGGGGGAAAGGGGCATCAATGTCTAAT
GTGATAACAGCTACCATGGTACTTCCGACCTTCAGTTGGAGCGTATCAAC
GTTTACTTCAACGAGGTTCGTCCTGTGATGGATTCCTATTCCATGTAGAGC
GCCTTTCTGATAATTTCGATTAGGCCAGTGGTCAGAAGTACGTTCCTCGT
GCCGTCCTGGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATGGATGCCGTCCGTGCTGG
TCCCTTCGGTGAACTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGG

Xl



TGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTAA
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