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ÖZET 

 

SOFRALIK SİYAH ZEYTİN İŞLEME SÜRECİNDE MİKOTOKSİK FUNGAL 

TÜRLERİN MOLEKÜLER KARAKTERİZASYONU VE TOKSİN OLUŞTURMA 

POTANSİYELLERİ 

 

Nisa ÖZSOY 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı Doktora Tezi 

Danışman: Doç. Dr. Çiğdem UYSAL PALA 

İkinci Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Hilal ÖZKILINÇ 

07/01/2019, 103 

 

Bu çalışmada, Çanakkale il sınırları içerisinde yetişen siyah zeytinlerden üretilen 

doğal fermente siyah sofralık zeytinin tarladan tüketime kadar geçen işleme sürecinden ve 

il sınırı içerisinde faaliyet gösteren işletmelerden alınan örneklerden tespit edilen 

mikotoksik fungal türlerin moleküler tür tayini yapılmış ve toksin oluşturma potansiyelleri 

belirlenmiştir. Toplamda 130 izolat olmak üzere 57 izolat tarla örneklemesinden, 56 izolat 

laboratuvar koşullarında üretimi yapılan sofralık zeytinin fermentasyon sürecinden ve 17 

izolat ticari işletme örneklemesinden elde edilmiştir. Beta-tubulin primeri ile yapılan 

moleküler karakterizasyonda, bu izolatların 41’i Alternaria, 43’ü Penicillium, 19’u 

Aspergillus, 8’i Monascus and 19'u diğer bazı türler olarak tanımlanmıştır. Tanımlanan 

türlerin dağılımı, tarla örneklemesinden fermentasyon boyunca değişim göstermiştir. 

Ayrıca, tanımlanan türler arasında Penicillium expansum, Aspergillus niger ve Monascus 

pilosus gibi okratoksin A (OTA) yada sitrinin (CIT) üretiminden sorumlu olabilen fungal 

türler bulunmaktadır. Çalışmanın devamında, toksin üretiminden sorumlu genlerin varlığı 

sentezlenen 3 primer seti ile araştırılmıştır. Ayrıca, toksin üretme potansiyeline sahip olan 

fungal izolatların in vitro ortamda toksin üretip üretmedikleri kromatografik (HPLC) toksin 

analizi yapılarak kontrol edilmiş ve izolatların 13'ünün toksin ürettiği tespit edilmiştir. 

Laboratuvar ortamında üretilen doğal fermente siyah sofralık zeytinin, fermantasyon 

sürecinde OTA ve CIT varlığına rastlanmamıştır. Fermentasyon boyunca izlenen 

mikrobiyolojik ve kimyasal parametreler ise beklenen değişimleri göstermiştir. 

Fermentasyon sürecinde zeytin danesinin toplam fenol miktarı yaklaşık %54 oranında 
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anlamlı bir azalış gösterirken (P<0,05), zeytine özgü başlıca fenolik bileşenlerden 

hidroksitirozol, tirozol, oleuropein, rutin, vanilin ve apigenin-7-glikozitin miktarsal 

değişimleri de belirlenmiştir. Çalışma sonucunda, Çanakkale ilindeki zeytinlerde toksin 

üretme potansiyeline sahip fungal türlerin tarladan tüketime kadar olan aşamalarda 

bulunduğu fakat bu fungal türlerin sofralık zeytin fermentasyonu sırasında toksin 

üretemediği belirlenmiştir. 

 

Anahtar sözcükler: Zeytin, Mikotoksin, Okratoksin A, Sitrinin, Moleküler Tür 

Teşhisi 
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ABSTRACT 

 

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF MYCOTOXIGENIC FUNGAL 

SPECIES AND THEIR TOXIN PRODUCING POTENTIAL DURING TABLE 

BLACK OLIVE PROCESSING 

 

Nisa ÖZSOY 

Çanakkale Onsekiz Mart University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

 Doctoral Dissertation in Food Engineering 

Advisor: Assoc. Prof. Çiğdem PALA 

Co-Advisor: Dr. Lecturer Hilal ÖZKILINÇ 

07/01/2019, 103 

 

In this study, molecular markers were used to determine fungal flora in black olive 

fruits grown in Çanakkale 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 



 

xi 

 

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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BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

 

Zeytin ağacı (Olea europaea L.), Oleaceae familyasının bir üyesi olarak bilinen en 

eski kültür bitkilerinden birisidir. Zeytin ağacı, sofralık zeytin ve zeytinyağı üretimi 

amacıyla yetiştirilmekte olup Akdeniz tipi beslenme kültüründe önemli bir yere sahiptir 

(Talhaoui ve ark., 2015). Zeytin meyvesi, antimikrobiyal, antienflamatuar, antikanserojen 

ve antioksidan özellikler gibi çok çeşitli pozitif sağlık etkilerinden dolayı fonksiyonel bir 

gıda olarak tanımlanır (Marsilio, 2001; Şahin ve ark., 2010). Zeytin danesinin bileşiminde 

başlıca %50-75 su, %10-30 yağ, %1-3 protein, %1-4 lif, %2-6 indirgen şeker, %1-3 

polifenol bulunmaktadır (Garrido Fernendez ve ark., 1997; Tetik, 2005; Susamcı ve ark., 

2011). Yüksek yağ oranı ve acı tadı nedeniyle diğer meyvelerden farklıdır. Taze zeytin 

meyvesinde bulunan başlıca fenolik bileşen ise sekoiridoid sınıfı oleuropeindir. 

Oleuropeinin zeytin meyvesindeki acı tatdan sorumlu olması sebebi ile sofralık zeytin 

üretim sürecinde uzaklaştırılması hedeflenir. Uzaklaştırma işlemi de genellikle salamurada 

(tuzlu su) bekletme ya da alkali hidrolizi ile sağlanır (Charoenprasert ve Mitcell, 2012). 

Oleuropeinin, başlıca hidroliz ürünleri ise hidroksitirozol ve elenolik asittir (Araujo ve ark. 

2015). Zeytinin sağlığa yararının önemli bir bölümü hidroksitirozol içeriği ile 

ilişkilendirilmektedir (Charoenprasert ve Mitcell, 2012). Hidroksitirozol, orto-difenolik 

yapısı nedeniyle antioksidan olarak oldukça aktif bir fenolik bileşen olup (Visioli ve ark., 

1998), düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) molekülleri üzerinde lipit peroksidasyonunun 

inhibisyonunu sağlayarak kardiyovasküler hastalıkların önlenmesinde önemli bir rol 

üstlenmektedir (Vazquez-Velasco ve ark., 2011).  

Tarımsal ekonominin değerli bir ürünü olan zeytin ağacının sayısı, dünya genelinde 

900 milyon civarındadır ve bu ağaçların %98’inden fazlası Akdeniz ülkelerinde 

bulunmaktadır. Yağlık ve sofralık olmak üzere toplamda ~170 milyon zeytin ağacı bulunan 

Türkiye, zeytin ürünleri üretiminde İspanya, Yunanistan ve İtalya’dan sonra dördüncü 

sırada yer almaktadır (FAO, 2014). Zeytin, yıllık ~2 milyon ton üretimi ile Türkiye'nin en 

önemli tarım ürünlerinden birisidir. Üretilen zeytinlerin 455 bin tonu sofralık zeytin 

üretiminde kullanılmaktadır (UZZK, 2017). Çanakkale, Türkiye'deki toplam zeytin 

üretiminin yaklaşık %4,2'sini sağlamaktadır (TUİK, 2013). Dünya genelinde üretilen 

zeytin meyvesinin yaklaşık %70'i zeytinyağı olarak, %30'u da sofralık zeytin olarak 

tüketilmektedir. Türkiye, sofralık zeytin tüketiminde ise dünya genelinde ilk sıralarda yer 

almaktadır. Ülkemizdeki sofralık zeytin üretimi gerçekleştiren işletmelerin çoğu küçük aile 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224415001533#bib72
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224415001533#bib72
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şirketleridir (Özkaya ve ark., 2010). Başlıca siyah ve yeşil sofralık zeytin üretimi olmak 

üzere 2 farklı üretim tekniği ve kendi içerisinde de farklı uygulamalar mevcuttur (Ünal ve 

Nergiz, 2003). Doğal fermente sofralık zeytin üretim metodu, siyah zeytin üretiminde en 

çok kullanılan metottur. Bu yöntemde, zeytin meyveleri, dış kabukları siyah ve meyve eti 

ise mor renkli olduklarında hasat gerçekleştirilir. Daha sonra % 6-10'luk tuz içeren 

salamura ile fermente edilir (Aran, 2012).  

Sofralık zeytinde en sık görülen fungal cinsler, Penicillium cinsine aitken, 

Aspergillus, Cladosporium, Ulocladium, Rhizopus, Alternaria ve Paecilomyces zeytinde 

bulunan diğer fungal cinslerdir (Şahin ve Korukoğlu, 2000). Funguslar, zeytin meyvesine 

fermentasyon prosesi öncesi tarladan gelebileceği gibi üretim sırasında da kontaminasyon 

gerçekleşebilir. Diğer yandan, bu funguslar fermantasyon boyunca canlılığını koruyabilir 

hatta çoğalabilirler. Bu fungus türlerinden bazıları, insan sağlığına zararlı olan mikotoksin 

üretebilir. Mikotoksinler funguslar tarafından üretilen ikincil metabolitlerdir. Potansiyel 

olarak toksin ürettiği bilinen en az 350 fungal tür bulunmaktadır (Saldamlı, 2001). 

Mikotoksinlerin birçoğunun, insanlar ve hayvanların metabolizmalarında kanserojen, 

nefrotoksik, hepatoksik etki gösterdiği ve dolayısıyla hem bağışıklık sisteminde hem de iç 

organlarda çeşitli zararlara sebep olduğu bilinmektedir (Kabak ve Var, 2006; Saldamlı, 

2001). Mikotoksin üreten türlerin çoğunun Penicillium, Aspergillus, Alternaria ve 

Fusarium gibi fungal cinslere ait olduğu bilinmektedir (Niessen, 2007). Türkiye 

mikroflorasına ait fungusların sistematik dağılımı  %65 Penicillium, %19 Aspergillus, %11 

Deuteromyces, %2 Fusarium, %2 Zygomycetes ve %1 Basidiomycetes şeklinde 

belirtilmiştir (Topal, 2003). Buradan, toksin üretiminden sorumlu en önemli iki fungal tür 

olan Penicillium ve Aspergillus toplamda yaklaşık %84 bulunma oranına sahip olduğu 

görülmektedir. Bu durum mikotoksinlerin ülke ekonomisi ve halk sağlığı açısından ne 

derece önemli bir tehdit olduğunu göstermektedir.  

Okratoksin A (OTA), ilk olarak  Aspergillus ochraceus'dan izole edilen, fenilalanine 

bağlı bir dihidrometil-izokoumarin'den türetilmiş poliketitten oluşan metabolit olarak 

tanımlanmaktadır (Van der Merwe ve ark., 1965; Scott ve ark., 1972; Cabanes ve ark., 

2013). Uluslararası Kanser Araştırma Kurumu (IARC) tarafından muhtemel kanserojen 

olarak tanımlanan OTA, yaygın olarak arpa, yulaf, pirinç ve mısır gibi hububat ürünlerinde 

nadiren de fasulye, incir, kuru üzüm, kabuklu yemişler, baharatlar, kahve, zeytin ve 

greyfurt suyunda bulunabilmektedir (Girgin ve ark., 2001; Munoz ve ark., 2011; IARC, 

2018). 
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Monosidin A olarak da bilinen sitrinin (CIT), nefrotoksik ve immunotoksik etkiye 

sahip bir mikotoksindir (Oruç, 2006; Hong ve ark., 2011). Bulunduğu gıdalar açısından 

OTA ile benzerlik gösteren CIT'e tahıl grubu gıdalarda, kavrulmuş kuruyemişlerde, 

ayçekirdeği, siyah zeytin ve meyve sularında rastlanmaktadır (Ostry ve ark., 2013). 

Moleküler teknikler, geleneksel yaklaşımlara göre fungal türlerin daha hızlı ve daha 

doğru teşhisini sağlar. Ribozomal DNA bölgesi, bazı protein kodlayan bölgeler 

(kalmodulin, β-tubulin) ve translasyon uzama faktörü gibi, fungusların sistematiğinde 

sıklıkla kullanılmaktadır  (Carbone ve Kohn, 1999; Russell ve Peterson, 2006; Gonvances 

ve ark., 2012; Tekeoğlu ve ark., 2017). β-tub bölgesi için geliştirilen primer çifti farklı 

fungal türlerin tespitinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Glass ve Donaldon, 1995). Gıda 

mühendisliği alanında moleküler tekniklerin kullanımı da yaygınlık kazanmaktadır. Kahve 

çekirdeği, mısır ve üzüm gibi birçok gıdada, fungal floranın tanımlanması ve çeşitliliğin 

belirlenmesi amacıyla moleküler yöntemler kullanılmıştır (Magnani ve ark., 2005; Lumi ve 

ark., 2015; Wang ve ark., 2015). Sofralık zeytinler ile ilgili çalışmalarda da moleküler 

tekniklerin kullanılması söz konusudur. Örneğin, Arroyo-López ve ark. (2008) tarafından 

yapılan bir çalışmada sofralık zeytinlerdeki mayalar moleküler yöntemlerle tanımlanmıştır. 

Bu tez çalışmasında, genel olarak Çanakkale ilinde katma değeri yüksek önemli bir 

ticari ürün olan sofralık siyah zeytinin üretim sürecinde tarladan sofraya sorun oluşturma 

potansiyeli bulunan mikotoksik fungal türlerin moleküler tekniklerle tanımlanması ve 

toksin oluşturma potansiyellerinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu amaç kapsamında: 

1. Çanakkale ili ve çevresinde yetişen siyah zeytinlere ait fungal floranın moleküler 

yöntemlerle tanımlanması,  

2. Çanakkale ili ve çevresinde yetişen siyah zeytinlerden üretilen doğal fermente 

siyah zeytinin üretim sürecinde mikotoksin (okratoksin A  ve sitrinin) üretim yeteneğine 

sahip fungal floranın moleküler yöntemlerle tanımlanması,  

3. Zeytin fermentasyon sürecinde ve tanımlamalar sonucunda toksin oluşturma 

potansiyeline sahip olan izolatların in vitro koşullarda HPLC ile toksin oluşturma 

potansiyellerinin ortaya konması,  

4. Genetik tanımlama yapılmasının ardından belirlenen OTA ve CIT toksinlerini 

üreten izolatların genetik benzerliklerinin incelenmesi  

5. Zeytin fermantasyonu sürecinde gerçekleşen kimyasal kalite kriterlerindeki 

değişimler ile birlikte zeytin ve kara su arasındaki biyoaktif bileşen dağılım dinamiğinin 

ortaya konması hedeflenmiştir.  
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BÖLÜM 2 

ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Zeytin 

2.1.1. Zeytin Ağacı ve Meyvesi 

Zeytin ağacı (Olea europaea L), dünyanın ılıman ve tropikal bölgelerinde dağılım 

gösteren ~25 cins ve 600 türden oluşan orta ölçekli Oleaceae familyasının bir üyesidir. 

(Rapoport ve ark., 2016). Bilinen en eski bitki türlerinden birisi olan zeytin ağacı dünya 

genelinde 8 milyon hektar alana yayılmıştır. Bu alanların %98'i Akdeniz havzasında 

bulunmaktadır (Talhaoui ve ark., 2015). Zeytin, orta büyüklükte (3-5 m) ve her mevsim 

yeşil olan bir ağaçtır. Çok sayıda yabani ve kültüre alınmış formları bulunmaktadır 

(Rapoport ve ark., 2016). 

 

 

Şekil 2.1. Zeytin ağacı 

 

Zeytin ağacının meyvesi, besleyici değeri çok yüksek önemli bir gıda 

hammeddesidir. Ağırlığı tipine göre 2-12 g arası değişen zeytin danesinin anatomik yapısı 

Şekil 2.2'de gösterilmektedir. Epikarp tabakası, meyvenin kabuk kısmını oluşturmakta olup 

mumsu bir tabaka ile kaplıdır. Mezokarp kısmı ise meyvenin kuru ağırlıkça %60-85’ini 

oluşturan pulp (meyve eti) kısmıdır. Odunsu olan endokarp tabakası, meyve ağırlığının 

%10-30’unu kapsamakta ve çekirdeği çevrelemektedir. Meyvenin kabuk kısmını oluşturan 

epikarp (%1-2) ise meyvenin renginden sorumlu klorofiller, karotenoidler ve 

antosiyaninleri içermektedir. Çekirdek kısmı ise meyvenin %2-6’lık kısmını 

oluşturmaktadır (Saygın Gümüşkesen ve Yemişçioğlu, 2010; Braadbaart, 2016). Zeytin 



 

5 

 

danesinin kimyasal bileşimi çeşit, iklim ve yetiştiği toprak gibi farklı nedenlerle miktarları 

değişiklik gösterse de, genel olarak %50-75 su, %10-30 yağ, %1-3 ham protein, %1-4 lif, 

%2-6 indirgen şeker, %1-3 polifenolik bileşenlerden oluşmaktadır (Garrido Fernendez ve 

ark., 1997; Tetik, 2005; Susamcı ve ark., 2011).  

 

 

Şekil 2.2. Zeytin meyvesinin kısımları (Braadbaart, 2016) 

 

Fenolik bileşenler, yapılarındaki en az bir hidroksillenmiş aromatik halka varlığı ile 

karakterize edilen geniş kapsamlı sekonder bitki metabolitleri olarak tanımlanmaktadır. 

Fenolik biyoaktiflerin, antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamasyon özelliklerinin 

yanında enzimlerin aktivitesi ve oksidatif stresi modüle etme yetenekleri ile insan sağlığı 

üzerine pozitif yönde önemli rolleri olduğu bildirilmektedir (Cicerale ve ark., 2010; 

Charoenprasert ve Mitchell, 2012; Ahmed ve ark., 2014). Zeytin ağacı yaprak ve meyve 

kısımlarında bulunan başlıca fenolik bileşen sınıfları, fenolik asitler, fenolik alkoller, 

flavonoidler ve sekoiridoitleri içermektedir (Vinha ve ark., 2005). Meyvede bulunan 

başlıca fenolik asitler kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit, vanilik asit, kumarik asit, 

şiringik asit ve verbaskozit’tir. Baskın flavonoidler ise, luteolin-7-glikozit, siyanidin-3-

glikozit, siyanidin-3-rutinozit, rutin, apigenin-7-glikozit, kuersetin-3-ramnozit ve luteolin 

olarak sıralanabilir (Charoenprasert ve Mitchell, 2012). Bunlar arasından siyanidin-3-

glikozit ve siyanidin-3-rutinozit, siyah zeytine rengini veren antosiyanin pigmentleridir. 

Sekoiridoidler ise oleuropein, ligstrozit ve dimetil oleuropein olarak zeytine özgü en baskın 

fenolik yapılardır. Oluropein, yapısal olarak hidroksitirozol ve elenolik asit’den oluşan bir 

esterdir. Lingtrozit ise tirozol ve elenolik asitten oluşan bir esterdir. Zeytinde bulunan 

hidroksitirozol, tirozol ve glikozit formları başlıca fenolik alkolleri oluşturmaktadır 

(Sivakumar ve ark., 2005; Pereira ve ark., 2006; Charoenprasert ve Mitchell, 2012; Araujo 

ve ark., 2015). 
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2.1.2. Sofralık Zeytin Üretim Yöntemleri 

Dünya genelinde üretilen zeytin meyvesinin yaklaşık %70'i zeytinyağı olarak, %30'u 

da sofralık zeytin olarak tüketilmektedir. Özellikle sofralık zeytin tüketiminde Türkiye ilk 

sıralarda yer almaktadır (Özkaya ve ark., 2010). Yöresel üretim farklılıkları ve zeytin 

ırkından gelen farklılıklar sebebi ile ülkemizde sofralık zeytin çeşitleri çok fazladır. Başta 

siyah ve yeşil zeytin üretimi olarak ikiye ayrılan sofralık zeytinlerin kendi içerisinde farklı 

üretim teknikleri mevcuttur. Üretim yöntemlerindeki farklılık, tüketim öncesindeki sofralık 

zeytinin özelliklerine etki etmesi bakımından önemlidir. Örneğin, Memecik tipi Kalamata 

zeytinlerden ve siyah sofralık zeytin tipi zeytinlerde yapılmış bir çalışmada, zeytin 

hazırlama yöntemleri ve saklama yöntemlerinin zeytinlerin bileşimi ve besleyici değeri 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Bu amaçla, yeşil zeytin, siyah zeytin ve Kalamata zeytinin 

fermentasyon süresinde çeşitli kimyasal özellikleri belirlenmiştir. Sofralık zeytinlerin, suda 

çözünür bileşen ve minerallerinin (Ca, K, Fe, Zn) başlangıç değerlerine kıyasla işleme ve 

depolama sırasında etkilendiği sonucuna varılmıştır (Ünal ve Nergiz, 2003). 

 

2.1.2.1. Sofralık Siyah Zeytin Üretim Yöntemleri 

Sofralık siyah zeytin üretiminde en yaygın kullanılan ve çalışmamızda da tercih 

edilen yöntem "doğal fermente siyah zeytin üretim" tipidir. Ülkemizde tüketilen sofralık 

siyah zeytinlerin büyük çoğunluğunda bu yöntem kullanıldığından zeytin üretimi açısından 

önemli bir tekniktir. Gemlik, Edincik, Samanlı, Edremit, Uslu, Kan ve Çelebi gibi hemen 

hemen tüm zeytin tipleri için uygulanabilen bir tekniktir. Seçme, ayıklama, temizleme, 

yıkama gibi ön işlemler sonrasında zeytin daneleri %9-10'luk salamurada fermente edilir 

(Aran, 2012). Fermentasyon sürecinde son tuz oranı %5-7 olacak şekilde ayarlanır. 

Fermentasyonu tamamlanmış zeytinlerin pH'sı 4,5-4,6 olmalıdır. Fermentasyonu 

tamamlanan zeytinler ambalajlanarak tüketime sunulur (Zeytincilik Araştırma Enstitüsü, 

www.zae.gov.tr).   

Siyah sofralık zeytinde en yaygın kullanılan diğer iki yöntem Kalifornia tipi (Ripe 

Olive) ve Konfit (Fas) üretim yöntemleridir (Tokuşoğlu, 2016). Kalifornia tipi zeytin 

üretiminde, zeytinler işleme öncesinde NaOH içeren çözeltilerde bekletilir. Takiben, asidik 

bir yıkama suyu ile acısı alınır ve salamura ile muamale edilir  (Charoenprasert ve Mitcell, 

2012; Tokuşoğlu, 2016). Konfit tipi üretim yönteminde de acılık, alkali (NaOH çözeltisi) 

muamele ile giderilir. Kalifornia tipinden farkı, zeytinlerin kızıla ve siyaha dönme 

aşamasında hasat edilmesi ve acılığın alkali muamale ile tam giderilmeden 

sonlandırılmasıdır (Tokuşoğlu, 2016).  



 

7 

 

2.1.2.2. Sofralık Yeşil Zeytin Üretim Yöntemleri 

Sofralık yeşil zeytin üretiminde, siyah zeytine uygulanandan daha fazla yöntem 

vardır. Bunlardan en yaygın kullanılanları, Yunan tipi, İspanyol tipi, kırma ve çizme 

yöntemi ile dolgulu yeşil zeytin üretim prosesleridir (Charoenprasert ve Mitcell, 2012; 

Tokuşoğlu, 2016). Yunan tipi yeşil zeytin üretimi, yalnızca salamura ve hava oksidasyonu 

ile fermentasyon ve renk değişiminin sağlandığı yöntemdir. Diğer yöntemlere göre, 

fermentasyon sürecinde fenoliklerin daha iyi tutunmasını sağlar (Charoenprasert ve 

Mitcell, 2012).  

İspanyol tipi zeytin üretiminde, ayıklama ve boylama gibi ön işlemlerden sonra 

zeytin danesinin 2/3'üne işleyecek kadar alkali muamele yapılır. Takiben, yıkama işlemi ve 

salamura ile fermentasyon gerçekleştirilir (Aran, 2012; Charoenprasert ve Mitcell, 2012; 

Tokuşoğlu, 2016). İspanyol tipi zeytin fermentasyonunun temeli NaOH çözeltisi ile 

oleuropeinin oleoside-11-metilester ve hidroksitirozole parçalanmasıdır (Charoenprasert ve 

Mitcell, 2012).  

Çizme ve kırma zeytin yöntemlerinde, acılığın giderilmesi hariç diğer adımlar 

İspanyol yöntemi ile aynıdır. Bu yöntemlerde acılığın giderilmesi, çizme zeytin 

yönteminde zeytin danesi çizme makinasından geçirilerek, kırma yönteminde ise uygun 

şekilde kırılırarak veya iğne ile delinerek salamurada bekletilmesi ile sağlanır. Dolgulu 

yeşil zeytinde ise fermente olmuş yeşil zeytinlerin çekirdekleri, endüstriyel bir makine ile 

çıkartılarak, çekirdek yuvasına (biber, badem vs. gibi) istenilen dolgu maddesi 

yerleştirilmektedir (Tokuşoğlu, 2016). 

 

2.1.2.3. Sofralık Zeytinlerde Kefeke Oluşumu 

Kefeke, zeytin yüzeyinde oluşan maya ve küf örüntüsüdür (Korukluoğlu ve ark., 

2000). Türkiye'de "Kefeke" olarak adlandırılan ve zeytin salamura havuzunda oluşan bu 

biofilm, paketleme öncesi de zeytinlerde oluşabilir. Florada Penicillium türleri yaygın 

bulunurken, Aspergillus, Cladosporium, Ulocladium, Rhizopus, Alternaria ve 

Paecilomyces cinslerine ait türlere de rastlanmakatdır (Şahin ve Korukoğlu, 2000). Söz 

konusu flora, fermentasyon prosesi öncesinde tarladan gelebildiği gibi üretim prosesi 

sırasında da ortaya çıkabilir. Aynı zamanda bu fungal etmenler, ürünün yumuşamasına, 

kokuşmasına, mikotoksin oluşumuna neden olmakta ve sağlık açısından tehlikeler 

oluşturmaktadır (Korukluoğlu ve ark., 2000). Şekil 2.4'de laktik asit bakterileri ve 

mayaların karışık görünümü verilmiştir (Graunta ve ark., 2016).  
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Şekil 2.3. Doğal fermente sofralık zeytin üretimi sırasında oluşan kefekenin SEM'de 

görüntüsü (Graunta ve ark., 2016) 

 

2.1.3. Dünya'da ve Ülkemizde Sofralık Zeytin Üretimi  

Ülkemizin önemli tarımsal ürünlerinden olan zeytin, dünya ticaretinde de önemli bir 

yere sahiptir (Kara ve Özbaş, 2013). Fakat ülkemiz yalnızca üretiminin %17'sini ihraç 

edebildiği için dünya ihracatında %10'luk bir paya sahiptir (Zorlutuna, 2006). Türkiye'de, 

Türkiye İstatistik Kurumu (TUİK) verilerine göre 2014 yılında 1.768.000 ton zeytin 

üretimi yapılmıştır. Bunun 400.000 tonu sofralık zeytin üretimi iken 1.280.000 tonu 

zeytinyağı yapımında kullanılmıştır (TUİK, 2016). Bununla birlikte son on yılda zeytin 

üretimde yaklaşık 2 kat bir artış olmuştur. Sofralık zeytin üretiminin %60'ı Marmara 

Bölgesi'nde gerçekleştirilmektedir.  

 

Çizelge 2.1. Ülkelerin zeytin üretim alanları ve miktarları (FAO, 2014; Duran ve 

Ünal,2016) 

Ülkelerin Üretim Alanı (ha) Üretim Alanı (ha) Üretim (ton) 

Dünya  10688626  15999840 

İspanya 2515800 4577800 

İtalya  1156784 1963676 

Yunanistan  945520 2283820 

Fas  886440 1191520 

Tunus  1588620 376000 

Türkiye  938080  1768000 
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Çanakkale ili, %6,7'lik üretim oranı ile Türkiye'de dane zeytin üretiminin toplam 

%71,6'sının üretildiği 7 ilimizin içinde 6. sırada yer almaktadır (Zeytincilik Araştırma 

Enstitüsü, www.zae.gov.tr). Türkiye’deki zeytin alanlarının %4’ü Çanakkale ilinde 

bulunmaktadır (Aktaş, 2008). Sofralık zeytin üretiminin büyük bir çoğunluğu küçük aile 

işletmeleri tarafından gerçekleştirilmektedir. Bu durum, standardın oluşmaması ve hijyen 

sorunları ile karşılaşılmasına neden olmaktadır (Özkaya ve ark., 2010).  

 

2.1.4. Sofralık Zeytinin Genel Özellikleri 

2.1.4.1. Mikrobiyolojik Özellikler 

Aponte ve ark. (2010) tarafından sofralık yeşil zeytin fermantasyonu sırasında 

mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal parametrelerdeki değişimlerin incelendiği bir 

çalışmada, toplam canlı sayısının ve toplam maya-küf sayısının 2 kob/g'dan 6 kob/g'a 

kadar arttığı belirtilmektedir. Bu artış, fermentasyonun ortalama 60-70. günlerine kadar 

devam edip 75. günden sonra çok fazla değişiklik göstermemiştir. 

Abriouel ve ark. (2011), geleneksel sofralık yeşil zeytin olan Alorena yeşil zeytininin 

fermentasyon sürecinde mikrobiyal kalite değişimini gözlemlemiştir. Starter kültür 

kullanılmadan fermente edilen zeytinlerde mikroflorayı belirleyen faktörlerin, zeytin 

danesindeki ve teknedeki mikroflora olduğu belirtilmiştir. Fakat, bunun standardizasyonu 

zorlaştırdığı ve ekonomik kayıpları artırdığı, bu nedenle starter kültür kullanımının 

yaygınlaştırılması gerektiği bildirilmiştir. Bakteri popülasyonunda ilk iki ayda 

Pseoudomonas ve Sphingomonas cinslerine ait türler hakim iken, üçüncü aydan sonra 

Laktobacillus ve Lactococcus cinsleri hakim mikroflora durumuna geçmektedir. Ayrıca, 

ortam sıcaklığında, fermentasyonun sonlarına doğru laktik asit bakteri miktarı artarken, 

soğuk-fermente zeytinlerde fermentasyon sonunda baskın popülasyonun mayalar olduğunu 

belirtilmiştir. 

Papadelli ve ark. (2015) tarafından doğal fermente sofralık siyah zeytinlerin 

fermantasyonunda starter kültür kullanımının değerlendirilmesi üzerine yapılan bir 

çalışmada, iki laktik asit bakterisini (Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides 

Lm139 ve Lactobacillus pentosus DSM 16366) starter kültür olarak kullanılmıştır. 70 gün 

izlenen fermentasyonunun laktik asit bakteri sayısı 4-8 kob/g olarak değişim göstermiş ve 

daha sonraki dönemde 7-8 kob/g olarak stabil kalmıştır. Toplam küf-maya sayısı ise hemen 

hemen tüm çalışmalarda olduğu gibi 6-7 kob/g olarak stabil kaldığı belirtilmiştir. 
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2.1.4.2. Kimyasal Özellikler 

Zeytin meyvesi, düşük şeker seviyesi, yüksek yağ oranı ve acı tadı ile diğer 

meyvelerden farklılık göstermektedir (www.zae.gov.tr). Sofralık olarak işlenecek zeytin, 

biyolojik olarak aktif fenolik bileşikleri (antosiyaninler, flavanoller, fenolik asit ve fenolik 

alkoller) içermektedir. (Boskou, 2015). Taze zeytin meyvesinde bulunan temel fenolik 

bileşik ise oleuropeindir. Zeytindeki acı tadın oleuropein içeriğinden kaynaklanması 

nedeniyle, sofralık zeytin işleme sürecinde bu değerli biyoaktif madde 

uzaklaştırılmaktadır. Uzaklaştırma işlemi genellikle salamurada bekletme ya da alkali 

hidrolizi ile sağlanmaktadır. Oleuropeinin temel hidroliz ürünleri ise hidroksitirozol ve 

tirozoldür. Zeytin meyvesinin sağlık üzerine olumlu fizyolojik etkisinin önemli bir bölümü 

hidroksitirozol içeriği ile ilişkilendirilmektedir (Charoenprasert ve Mitcell, 2012).  Zeytin 

meyvesinin bu olumlu özelliklerinden dolayı Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA), 1 

Kasım 2004 tarihinde naturel zeytinyağının sağlığa yararlı etkisinin ambalajlara 

yazılmasına izin vermiştir (Öztürk ve ark, 2009). 

Zeytinde, pH, titrasyon asitliği ve tuz gibi kimyasal özellikler sofralık zeytinin 

fermentasyon sürecinin başarılı olması, lezzet ve tekstürü açısından önemlidir. pH, 

fermentasyonun ilk döneminde daha hızlı düşerek sonraki dönemlerinde stabil hale 

gelmektedir. Örneğin, Bleve ve ark. (2014)  Cellina di Nardò ve Leccino sofralık 

zeytinlerinde yaptığı bir çalışmada pH nın ilk 5-10 günde hızlı bir şekilde 4,4-4,7'e düştüğü 

görülmektedir. Tuzluluk ise yaklaşık %10 değerinde stabil kalmaktadır. 

Sofralık zeytinlerde fermentasyonu gerçekleştiren mikroorganizmalar yalnızca 

mikrobiyolojik özellikler üzerine değil kimyasal özellikler üzerine de oldukça etkilidir. 

Doğal fermentasyon ve starter kültür kullanılarak gerçekleştirilen fermentasyon ile üretilen 

sofralık zeytinlerin kimyasal özellikleri üzerine literatürde birçok çalışma mevcuttur 

(Garrido Fernendez ve ark., 1997; Tetik, 2005; Susamcı ve ark., 2011). Zeytin danesinin 

temel bileşenlerini %50-75 su, %10-30 yağ, %1-3 ham protein, %1-4 lif, %2-6 indirgen 

şeker, %1-3 polifenolik bileşenlerin oluşturduğu bildirilmiştir (Susamcı ve ark., 2011). 

Siyah sofralık zeytinlerde (Olea europaea L cv. Kalamon) doğal fermantasyon ve 

starter kültür kullanımının fiziko-kimyasal özellikler üzerine etkisinin araştırıldığı bir 

çalışmada, iki farklı starter kültür kullanılarak ve doğal fermentasyonla sofralık zeytin 

üretilmiştir. Çalışmada, pH ve titrasyon asitliğindeki değişim, doğal fermentasyon ve 

starter kültür ile yapılan zeytinlerde farklılık gösterdiği belirtilmektedir. Örneğin, titrasyon 

asitliği starter kültür ile gerçekleştirilen fermentasyonlarda laktik asit eşdeğeri olarak % 

0,60 ile sonlanırken, doğal fermentasyon ile üretilen zeytinde ise % 0,30 düzeyinde 
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kalmaktadır. pH değeri ise benzer şekilde starter kültür kullanılarak üretilen zeytinlerde 4,0 

pH’ya kadar düşerken, doğal fermentasyonda 5,0 pH’da stabil kaldığı bildirilmiştir 

(Papadelli ve ark., 2015) . 

Fenolik bileşenler, zeytinin sağlıkla ilişkisinde büyük öneme sahiptir. Literatürde, 

fenoliklerin miktarları, fermentasyon sürecinde ki değişimleri ve zeytinyağında ki 

kompozisyon ve miktarları ile ilgili birçok çalışma bulunmaktadır (Owen ve ark., 2000; 

McDonald ve ark., 2001; Jerman ve ark., 2010; Romero ve ark., 2013). 

Jerman ve ark. (2010), zeytinyağı fenolik bileşiklerinin ultrason yardımıyla katı sıvı 

özütlemesi ile ilgili bir çalışma yapmıştır. Bu çalışmada, zeytin meyvesinde tanımlanabilen 

fenolikler, hidroksitirozol glikozit, dimetil oleuropein, oleuropein, verbaskozit, kafeol-60-

sekologanozit, kuersitrin, komselogozit, luteolin-7-glikozit ve rutin olarak belirtilmiştir. 

Romero ve ark. (2013), sofralık siyah zeytin üretiminde fenolik madde profil 

değişimi üzerine bir çalışma yapmıştır. Başlangıçta zeytindeki polifenoller, hidroksitirozol-

4-a-glikozit, oleuropein, hidroksitirozol, tirozol, salidrozit ve verbaskozit olarak 

belirlenirken, 12 ay sonra ana fenolik bileşen hidroksitirozol olmuştur. Ayrıca, taze 

zeytinlerde tespit edilen temel antosiyaninler; siyanidin 3-rutinozit ve siyanidin 3-glikozit 

iken, 1 aylık bir depolama sonrasında salamura veya zeytinyağında bu bileşenlere 

rastlanamamıştır. Hidroksitirozolün yanında, hidroksitirozol asetat, tirozol ve tirozol asetat 

nihai (son) ürünün yağ fazında tespit edilen ana polifenollerdir. 

McDonald ve ark. (2001), zeytin ekstraktlarının fenolik bileşenleri ve antioksidan 

aktiviteleri ile ilgili yaptığı bir çalışmada, zeytin fraksiyonlarının çoğunda belirgin 

antioksidan aktivite görüldüğünü ve bunun fenolik içeriğe bağlı olduğunu bildirmiştir. 

 

2.2. Mikotoksin Üreten Funguslar ve Mikotoksinler 

Mikotoksinler, funguslar tarafından üretilen ikincil toksik metabolitlerdir. Yaklaşık 

350 farklı fungus tarafından üretilen 400'den fazla mikotoksin bulunmaktadır (Abdel-

Hamed ve ark., 2012; Saldamlı, 2001). Mikotoksin üreten türlerin en önemlileiri 

Penicillium, Aspergillus, Alternaria ve Fusarium cinslerine ait olanlarıdır (Niessen, 2007).  

Dünya çapında çok yaygın olan Alternaria'nın bir kısmı havada ve diğer habitatlarda 

saprofit olarak, bir kısmı ise bitki patojeni olarak bulunmaktadırlar. Hayvan ve insan 

derisinde bulunabilir. Çok geniş tür sayısına sahip olmakla birlikte tanımlanmaları zordur. 

Dünya üzerinde yaklaşık 300 türü olduğu bilinmektedir. Bu türlerden bir çoğu toksin 

üretebilir (Pavon ve ark., 2012a; Pavon ve ark., 2012b). Alternaria toksinleri özofegal 

kanserlerden, çeşitli hastalıklara kadar birçok patolojiyle ilişkilendirilmiştir (Ostry, 2008; 
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Pavon ve ark., 2012a). Alternaria mikotoksinleri, genellikle Alternaria yanıklığı ile enfekte 

olan çiğ ve işlenmiş meyveler, sebzeler (domates ürünleri gibi), zeytinler, turunçgiller ve 

yağlı tohumlardan izole edilir (Viskonti ve ark., 1986; Ostry, 2008; Pavon ve ark., 2012b). 

Gıda kaynaklı Alternaria'ları tespit etmek için geleneksel yöntem, organizmaları seçici 

ortamda kültürlemeyi, saf kültürlerin izolasyonunu, morfolojik ve biyokimyasal 

özelliklerine göre tanımlanmasını içermektedir. Geleneksel yöntem, zaman alan bir 

yöntemdir (Pavon ve ark., 2012a). Moleküler olarak tanımlanmaları ITS gen bölgesi 

sekanslamasına dayanmaktadır (Pastor ve Guarro, 2008). Alternariol, alternariol 

monometil eter, tenuazonik asit ve altenuen en çok bilinen Alternaria toksinleridir. Bu 

mikotoksinlerden alternariol ve alternariol monometil eterin mutajenik etkisi diğerlerinden 

daha fazla olduğundan daha çok bilinmektedir (Öksüztepe ve Erkan, 2016).  

Penicillium, Trichocomacease familyasına ait olup yaklaşık 300 türü ile doğada 

yaygın olarak bulunan ve penisilin gibi önemli bir antibiyotiği üreten türleri içeren fungal 

cinstir. Penicillium türlerine farklı gıdalarda sıklıkla rastlanır ve birçok türünün ikincil 

metabolit ürettiği bilinmektedir  (Kokkonen ve ark, 2005). Penicillium'ların OTA 

üretiminden sorumlu olduğu bilinen başlıca türleri P. verrucosum ve P. nordicum olmakla 

birlikte,  CIT üretimden sorumlu olduğu bilinen başlıca türleri ise P. citrinum, P.expansum 

ve P. verrucosum'dir. Bunlardan, P. verrucosum daha çok tahıl ürünlerinde, P. nordicum 

ise daha çok salam, jambon gibi et ürünlerinde toksin üreticisi olduğu bilinmektedir 

(Kokkonen ve ark., 2005; El-Khoury ve Atoui, 2010). 

Aspergillus, dünya geneline yayılmış, bazısı patojen özelliğine sahip yaklaşık 200 

türden oluşan Moniliaceae familyasına ait fungal cinstir. Bu fungal cinse ait türler, 

aflatoksin başta olmak üzere birçok toksinin üretiminden sorumludur. Ürettiği başlıca 

mikotoksinler aflatoksin, OTA, CIT, patulin, penisilik asit ve sterigmatoksin olarak 

bilinmektedir (Tunail, 2000). Aspergillus'ların OTA üretiminden sorumlu olduğu bilinen 

başlıca türleri A. carbonarius ve A. niger'dir. Özellikle A. carbonarius türünün izolatların 

okratoksijenik olma olasılığı yüksektir, hatta bu oran bazen %100'e bile çıkabilmektedir 

(Cabanes ve ark., 2013; Castella ve ark., 2015). Aspergillusların Candidus ise CIT üretme 

potansiyeli olduğu bilinmektedir (Timonin ve Rauatt, 1944).  

Monascus türleri, binlerce yıldır özellikle Doğu Asya'da fermente gıdaların üretimde 

kullanılmaktadır. Mon K, Monascus fungal grubundan en çok tespit edilen mikotoksindir. 

Fakat, gıdalarda kullanımı nefrotoksik ve hepatoksik olarak bilinen CIT nedeniyle kısıtlıdır 

(Hong ve ark., 2011). Monascus türlerinde CIT üretiminden sorumlu M. purpureus ve M. 

ruber bilinen başlıca türlerdir (Pisareva ve ark., 2005). 
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Şekil 2.4. Toksin üretimden sorumlu olduğu bilinen bazı fungal türlerin PDA agar 

ortamında petri görüntüleri 

 

Gıdalarda toksin üretiminden sorumlu en yaygın fungal türler, ilişkili gıda kaynakları 

ve referansları Çizelge 2.2'de özetlenerek verilmiştir. 

 

Çizelge 2.2. OTA ve CIT üreten Aspergillus, Penicillium ve Monascus fungusları ve gıda 

kaynakları (Ostry ve ark., 2013) 

 
Cins Tür 

Potansiyel Gıdalara 

örnek 

Referans  

 

 

OTA 

üreten 
Aspergillus 

A. ochraceus 

A.steynii 

A. westerdijkiae 

A. carbonarius 

A. foetidus 

A. niger 

A. tubingensis 

Üzüm 

Arpa, Kırmızı biber 

Arpa, Kırmızı biber 

Kuru üzüm 

Üzüm 

Yer fıstığı 

Üzüm 

Pardo ve ark., 2005 

Gil-Serna ve ark., 2015 

Gil-Serna ve ark., 2015 

Abarca ve ark., 2003 

Magnoli ve ark., 2003 

Astoreca ve ark., 2007 

Perrone ve ark., 2006 

Penicillium P. verrucosum Şarap Cabanes ve ark., 2002 

 

CIT üreten 

Penicillium 

P. citrinum 

P. expansum 

Pirinç 

Elma 

Trung ve ark.,2001 

Abramson ve ark., 2009  

Monascus M. purpureus Fermente prinç Chen ve ark.,2005 
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Yukarıda açıklanan fungal türler dışında Fusarium başta olmak üzere birçok fungus 

mikotoksin adı verilen ikincil metabolitlerin üretiminden sorumludur. Toksin üretimden 

sorumlu olduğu bilinen bazı fungal türlerin laboratuvar ortamında petri görüntüleri Şekil 

2.4'de gösterilmektedir. Mikotoksinlerin keşfi ve tanımlanması yakın bir tarihte olduğu için 

literatürde her geçen gün yeni bir mikotoksin veya mikotoksin üretimden sorumlu 

fungusun girmesi söz konusudur.  

Mikotoksin kavramı ilk defa 1960'larda tespit edilmiştir. İlk tanımlanan ve 

günümüzdede en çok üzerinde durulan mikotoksinlerden bir tanesi aflatoksindir. 8 çeşidi 

olan aflatoksinin en yaygını ve toksisitesi en fazla olanı ise aflatoksin B1'dir (Saldamlı, 

2001). Bunun dışında, okratoksin, patulin, sterigmatosistin, trikotesenler, zearalenon, 

sumonisin ve sitrinin önemli mikotoksinlerdendir. Bu mikotoksinlerin birçoğunun, bunları 

tüketen insanlar ve hayvanların metabolizmalarında kanserojen, nefrotoksik, hepatoksik 

etki gösterdiği ve gerek bağışıklık sisteminde gerek iç organlarda çeşitli zararlara sebep 

olduğu bilinmektedir (Kabak ve Var, 2006; Saldamlı, 2001).  

Okratoksin, önemli bir mikotoksin grubudur. İlk defa 1965 yılında Aspergillus 

ochraceus'dan izole edilmiştir (Scott ve ark., 1972; Cabanes ve ark., 2013). Aspergillus 

ochraceus'un fenilalanine bağlı bir dihidrometil-izokumarin'den türetilmiş poliketitten 

oluşan metabolit olarak tanımlanmıştır (Van der Merwe ve ark., 1965; Cabanes ve ark., 

2013). Oktaroksin A'nın kimyasal formülü, Şekil 2.5'de gösterilmektedir. Nefrotoksik 

etkisi başta olmak üzere hepatoksik, embriyonik, immunotoksik, teratojenik ve 

karsinojenik özelliğide bilinmektedir (Pfohl-Leszkowicz ve Manderville, 2007). Toksik 

etkisi, ATP azalması ile mitokondriyel solunumun inhibisyonu ve protein sentezinin 

azalması, bunu takiben tRNA sentezinin inhibisyonu ve lipit peroksidasyonunun artması 

olarak bilinmektedir (Sabuncuoğlu ve ark., 2008). Okratoksin A, okratoksin B ve 

okratoksin C olmak üzere 3 gruba ayrılır. Fakat, bunların içinde toksisitesi diğerlerinden 10 

kat daha fazla olan ve yaygın olarak tespit edilen OTA en önemlisidir. Soğuk iklim 

gıdalarında daha fazla rastlanılan OTA, 1993 yılında Uluslararası Kanser Araştırma 

Kurumu (IARC, 1993) tarafından grup 2B olarak muhtemel insan karsinojeni olarak 

tanımlanmıştır (Munoz ve ark., 2011). Okratoksin en fazla arpa, yulaf, pirinç ve mısır gibi 

hububat ürünlerinde rastlanmaktadır. Bunun yanında fasulye, incir, kuru üzüm, kabuklu 

yemişler, baharatlar, kahve, zeytin ve greyfurt suyunda da bulunabilmektedir (Girgin ve 

ark., 2001). 

Türk Gıda Kodeksinde, henüz CIT mikotoksini ile ilgili herhangi bir kriter söz 

konusu değildir. Fakat, OTA ile ilgili kriterler mevcuttur. Yönetmelikte olan kriterler ve 
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ilgili gıdalar Çizelge 2.3'de gösterilmektedir (Türk Gıda Kodeksi, 2016). Çizelge 2.3’den 

görüldüğü gibi, zeytin ve zeytinden üretilen ürünlerin okratoksin ve CIT bulaşan miktarı 

ile ilgili herhangi bir kısıtlama ve kriter söz konusu değildir.  

 

Çizelge 2.3. Türk gıda kodeksi bulaşanlar yönetmeliği, OTA maksimum limitleri (Türk 

Gıda Kodeksi, 2016) 

Gıda 
Maksimum limit 

(µg/kg) 

İşlenmemiş gıdalar 5,0 

İşlenmemiş tahıllardan elde edilen tüm ürünler 3,0 

Kurutulmuş asma meyveleri (Kuş ürümü, kuru üzüm ve Çekirdeksiz 

üzüm) 
10,0 

Kavrulmuş kahve çekirdeği ve öğütülmüş kahve 5,0 

Kahve ekstraktı, Çözünebilir kahve ekstraktı ve çözünebilir kahve 10,0 

Şarap ve meyve şarapları 2,0 

Aromatize şarap, aromatize şarap bazlı içki ve aromatize şarap 

kokteyli 
2,0 

Üzüm suyu, konsantreden elde edilen üzüm suyu, Üzüm nektarı, 

üzüm şırası ve konsantreden elde edilen üzüm şırası 
2,0 

Bebek ve küçük çocuk ek gıdaları 0,5 

Bebekler için özel tıbbi amaçlı diyet gıdalar 0,5 

Baharat çeşitleri 

Kırmızıbiber, karabiber, hintcevizi/muskat, zencefil, zerdeçal, 

bunların bir veya birkaçını içeren baharat karışımları 

30 (30.06.2012 

tarihine kadar) 

15 (1.07.2012 

tarihinden sonra) 

Meyan kökü 

Meyan kökü ekstraktı 

20 

80 
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OTA üretiminden sorumlu başlıca fungal türler P. verrucosum, P. nordicum, A. 

carbonarius, A. niger ve A. ochraceus'dir. Fakat tüm toksinlerin üretilip üretilmemesinde, 

sıcaklık ve nem gibi çevre şartları, gıdanın içeriği, bekleme süresi, pH ve ışık gibi 

faktörlerin etkili olduğu bilinmektedir (Filtenborg ve ark., 2000; Kokkonen ve ark, 2005; 

Munoz ve ark., 2011). Üretimden sorumlu fungal türlerin toksin üretmesindeki önemli 

faktörlerden biri de gıdanın türüdür. Örneğin, şarap, üzüm ve kurutulmuş asma 

meyvelerinde en önemli OTA kaynağı Aspergillus section nigri iken, tahıl ve depolanmış 

gıdalarda en önemli OTA kaynağı Aspergillus vesterdijkiae ve Penicillium verrucosum'dur 

(Cabanes ve Bragulat, 2008; Castella ve Cabanes, 2011).  

 

 

Şekil 2.5. CIT ve OTA'nın ve kimyasal formülü (a) CIT (b) OTA (Tokuşoğlu ve ark., 

2010) 

 

CIT, OTA kadar yaygın rastlanmasa da toksisitesi yüksek olan mikotoksinlerden bir 

tanesidir. Monascidin A olarak da bilinir (Hong ve ark., 2011). Sarı kristalin bir madde 

olan CIT 166-170°C'de erimektedir (Timonin ve Rauatt, 1944). Kimyasal formülü Şekil 

2.5'de gösterilmektedir.  Nefrotoksik ve immunotoksik etkiye sahiptir (Oruç, 2006). Fakat, 

1986 yılında Uluslararası Kanser Araştırma Enstitüsü deney hayvanları üzerinde CIT'in 

kanserojen özelliği ile ilgili kısıtlı kanıt olduğu  ve insanlar üzerinde karsinojenitesi üzerine 

bir değerlendirme yapılmadığı bildirilmiştir (Ostry ve ark., 2013). CIT, genellikle OTA ile 

aynı gıdalarda bulunur. Tahıl grubu gıdalarda, kavrulmuş kuruyemişlerde (badem, fındık, 

fıstık ve yer fıstığı gibi), ayçekirdeği, siyah zeytin, meyve sularında ve kırmızı 

mikrofungus olan Monascus purpureus ile fermente edilmiş pirinç bazlı gıda 

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

Gıda maddeleri için önemli olan fungal organizmalar, düşük pH, düşük su aktivitesi 

ve yüksek basınç gibi koşullarda da üreyebilme yeteneğindedir. Gıda biyoprosesinde, 

enzimlerin ve gıda katkılarının üretiminde de kullanılabilen funguslar, gıda kaynaklı 

intoksikasyona neden olabilir (Erkmen, 2011). Gıdalarda kötü koku ve tat oluşumuna 

neden olabilen funguslar ısıtma, dondurma, antibiyotik ve radyasyon uygulaması gibi 

koruma ve depolama tekniklerine direnç gösterek mikotoksin oluşturabilirler (Vural ve 

ark., 2004).  

Mikotoksinli gıdanın ve yemin tüketilmesi ya da bu yemle beslenen hayvanın 

tüketilmesi ile meydana gelen hastalığa "mikotoksikozis" denir (Özkaya ve Cömert, 2008). 

Dünya Sağlık Örgütü'nün 2004 yılı verilerine göre gıdaların özelliklede tahıl grubunun 

%25'inde mikotoksinler oluşmaktadır (FAO, 2004; Morietti ve ark., 2013). Hem ülke 

ekonomisi ve uluslararası ticaret hem de insan sağlığını olumsuz etkileyen mikotoksinler 

yalnızca Amerika'da aflatoksin kaynaklı 1,9 milyar dolar ve Fusarium toksinlerinden 

kaynaklanan 2,9 milyar dolar zararlara neden olmuştur (Morietti ve ark., 2013).  

Hem sağlık hem de ekonomi açısından son derece önemli olan mikotoksinler ve bu 

mikotoksinlerin üretiminden sorumlu funguslar ile ilgili birçok çalışma yapılmıştır. Bu 

çalışmalardan bazıları mikotoksin varlığının tespiti üzerine yoğunlaşırken, bazı çalışmalar 

mikotoksinin neden oluştuğu ve oluşmasının önlenmesi amacıyla yapılmış araştırmalardır 

(Heperkan, 2009; Schmith-Heydt ve ark., 2011; Zubair ve ark., 2011; Li ve ark., 2012). 

Tespite yönelik çalışmalar incelendiğinde birçok çalışmada kontamine örnek sayısının ne 

kadar fazla olduğu ve bu konunun bilimsel açıdan çalışılmasının gerekliliği 

anlaşılmaktadır. Zubair ve ark. (2011) tarafından Pakistan'nın üç ilçesinden alınan ceviz 

örnekleri, Aspergillus flavus'un sporları ile yapay olarak inoküle edilmiş ve daha sonra, 

organik asit profili ve aflatoksin analizleri yapılmıştır. İnoküle edilen numunelerdeki 

aflatoksin içeriği, 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) şeklinde tespit edilmiştir. Yapılan asit 

profili ve toksin analizlerinden Aspergillus flavus gelişimi ve aflatoksin üretiminde 

substratın kimyasal bileşiminin etkisi olduğu belirtilmiştir (Zubair ve ark., 2011). 

Kurutulmuş incirlerde okratoksinin doğal oluşumunu inceleyen bir araştırma da,  2003 ve 

2004 yıllarında Ege Bölgesi'ndeki 7 farklı ilden kurutma işlemi sırasında 115 örnek 

alınmıştır. 115 numunenin 55'inde saptanabilir seviyede (0.12-15.31 μg/kg) OTA tespit 

edilmiştir (Karbancıoğlu-Güler ve Heperkan, 2008). Tüketimi yaygın olan geleneksel 

kırmızı Çin pirinci, tıbbi bitkiler ve ilgili ürünlerinde CIT doğal oluşumunu inceleyen bir 



 

18 

 

çalışmada, analiz edilen toplam 109 örneğin %28'inde (31 örnek) 16.6-5253 μg/kg 

aralığında CIT tespit edilmiştir (Li ve ark., 2012). 

Bazı çalışmalar da toksinin neden ve nasıl oluştuğu gibi sorulara cevap aramak 

amacıyla yapılmıştır. Örneğin, Schmith-Heydt ve ark. (2011), okratoksin üreten türler 

üzerinde gıdaya uygulanan ışığın etkisi ile ilgili bir araştırma yapmıştır. Bu amaçla, ışığın 

çeşitli dalgaboylarını OTA biyosentez yeteneği olan Aspergillus carbonarius, A. niger, A. 

steynii and on Penicillium nordicum ve P. verrucosum türlerine uygulamıştır. Karşılaştırma 

amacıyla CIT üreticileri de dahil olmak üzere ışığın çeşitli gıda ile ilgili küflere etkisi 

araştırılmıştır. Sonuç olarak, ışığın (455nm) miselyumun büyümesi üzerinde durdurucu 

etkiye sahip olduğu, ancak çimlenmekte olan sporlar üzerinde inaktive edici bir etkiye 

sahip olduğu belirtilmiştir. Bu inaktivasyon etkisi tür, dalga boyu ve ışığın yoğunluğuna 

bağlıdır. Bu gibi araştırmaların gıdalarda toksin varlığını önlemeye yönelik çalışmalar 

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

 

2.2.2. Zeytinde Fungal Flora ve Mikotoksin Varlığı 

Zeytinde gelişen fungal flora üzerine yapılan çalışmalarda Penicillium ve Aspergillus 

başta olmak üzere Alternaria, Rhizopilus, Eurotium ve Cladosporium fungus türlerinin 

tespit edildiği bildirilmiştir (Eltem ve Öner, 1995; Göçmen ve ark., 2000). Bunlardan 

özellikle Penicillium ve Aspergillus'un toksin üretme yeteneği birçok çalışma ile 

kanıtlanmıştır. Çalışmalar en fazla aflatoksin, OTA ve CIT üzerinde yoğunlaşmıştır. 

Zeytinlerde aflatoksin varlığı ile ilgili literatürde birçok çalışma mevcut olmakla 

birlikte bazılarında sorun oluşturduğu bildirilmiş, bazı çalışmalarda ise örneklerdeki toksin 

miktarının ölçülebilir limitin altında kaldığı belirtilmiştir. Arıcı ve ark. (2005), sofralık 

siyah zeytin ile ilgili bir çalışmada, 64 zeytinin 30’unda aflatoksin B1, 11’inde aflatoksin 

B2, 6’sında aflatoksin G1 ve 1'inde aflatoksin G2 bulunduğunu bildirmiştir. Yıldırım 

(2009) tarafından sofralık siyah zeytinde aflatoksinejik küf gelişimi ve aflatoksin 

oluşumuna Lactobacillus plantarum bakterisi ve bazı ekstraktların etkileri incelenmiştir. 

Bitki ekstraktı olarak Origanum onites (İzmir kekiği), Satureja hortensis (sater otu-

çuprika), Capsicum annuum (kırmızı biber), Olea europaea (zeytin)'ın farklı 

konsantrasyonları ve potasyum sorbat kullanılmıştır. Etkinin in vitro koşullarda 

belirlendiği çalışmada O. onites, S. hortensis ve bitki ekstraktlarının potasyum sorbatlı 

kombinasyonlarının toksin oluşumunu yüksek oranda engellediği belirtilirken, C. annuum 

ve O. europaea küf gelişimlerini teşvik ettiği bildirilmiştir. Sonuçta, tüm örneklerdeki 

aflatoksin miktarı ölçülebilir limitin altında kalmıştır.  
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Franzettii ve ark. (2011) tarafından İtalya'da zeytinler üzerine yapılan bir market 

çalışmasında, toplanan 40 örneğin %25'inde aflatoksin B1 tespit edilirken, %58'inde OTA 

varlığı belirtilmiştir. Zeytinde okratoksin sorunu ile ilgili yapılmış diğer çalışmalar ve elde 

edilen sonuçların özetleri Çizelge 2.4'de gösterilmektedir. 

 

Çizelge 2.4. Zeytinde OTA sorunu ile ilgili yapılmış çalışmalar ve elde edilen sonuçlar 

(Karaca ve Yemiş, 2008) 

Ülke Örnek (sayısı) 

Ortalama 

kontaminasyon 

(ppb) 

Referans 

Yunanistan Zeytinyağı (50) 0,27 
Papachristou ve Markaki, 

2004 

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

Yunanistan 
Zeytin ve zeytin 

ezmesi (30) 
1,52 Ghitalou ve ark., 2006 

Fas ve İtalya Zeytinyağı (30) 2,09 Ferracane ve ark., 2007 

 

Mikotoksinlerin in vitro koşullarda yüksek basınç sıvı kromatografisi (HPLC) tekniği 

ile analiz edilmesi uzun süredir kullanılan güvenilir sonuçlar veren bir yöntemdir. Genetik 

yöntemlerin yanı sıra halen birçok çalışma için tercih edilmektedir. Sofralık zeytin 

çeşitlerinde OTA ve CIT varlığının hızlı tespiti bu yöntemle gerçekleştirilebilmektedir 

(Tokuşoğlu ve ark., 2010). Söz konusu tez kapsamında izole edilen ve tanımlanan küflerin 

bu yöntemle OTA ve CIT oluşturma yeteneği tespit edilmiştir. Benzer şekilde birçok 

araştırmacı gerek zeytin gerek diğer gıda maddelerine bu yöntemle OTA ve CIT tayini 

yapmıştır (Tokuşoğlu ve ark., 2010; Wawrzyniak ve Waskievicz, 2014). Örneğin, 

Tokuşoğlu ve ark. (2010) tarafından siyah ve yeşil zeytinde CIT riskinin HPLC metodu ile 

belirlenmesi üzerine bir çalışma yapılmıştır. Çalışma sonucu analiz edilen örneklerin 

önemli bir kısmında toksin tespit edilmiş ve çalışma sonunda yöntemin HACCP (Hazard 

Analysis and Critical Control Point)  tekniğinde kontrol analiz metodu olarak kullanılması 

önerilmiştir. Yine farklı bir araştırmacı tarafından 2014 yılında tahıllarda yapılan 

çalışmada OTA ve CIT analizi için HPLC metodu kullanılarak ölçülebilir limitin üzerinde 

sonuçlar elde edilmiştir (Wawrzyniak ve Waskievicz, 2014). 
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Sofralık zeytin üretiminde mikroorganizmaların gerçekleştirdiği fermentasyon, 

üretimin en önemli kısmını oluşturmaktadır. Heperkan D., (2009) tarafından yapılan 

çalışmada Penicillium verrucosum'un siyah ve yeşil zeytinlerde OTA ve CIT üretme yeteği 

incelenmiştir. Bu amaçla P. verrucosum türünün farklı besiyerlerinde, çeşitli sıcaklıklarda 

gelişme ve OTA ile CIT üretme özelliği belirlenmiştir. OTA miktarı bakımından sıcaklık 

(20 ve 25°C) ile yeşil ve siyah zeytin arasındaki farkın önemli, CIT'in ise 25°C'de 

gelişiminin zamanla arttığı bildirilmiştir. Ayrıca, CIT oluşumu üzerine ise tuz 

konsantrasyonunun ise pozitif yönde etkisinin önemli olduğu belirtilmiştir. 

 

2.3. Moleküler Biyoloji Teknikleri ve Kullanımı 

2.3.1. Moleküler Teknikler ile Fungal Türlerin ve Toksinlerin Belirlenmesi 

Mikroorganizmaların sayımında, izolasyonunda ve tanımlanmasında duyarlılığı 

yüksek ve kısa sürede sonuç alınan yöntemlerin önemi her geçen gün artmaktadır. Bu hızlı 

yöntemlerin başında ise moleküler biyoloji teknikleri gelmektedir (Aran, 2012). Gıda ve 

tarım ürünlerinin mikrobiyolojik analizlerinde de yaygınlaşan moleküler teknikler ile başta 

patojenler olmak üzere birçok mikroorganizmayı tespit etmek mümkündür (Postollec ve 

ark., 2011). PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli moleküler teknikler ile hedef gen 

bölgelerinin çoğaltılması ve sonrasında farklı yöntemler ile bu ürünlerin değerlendirilmesi 

ve ayrıca, çoğaltılmış ürün üzerinden mutasyon tespitleri de mümkün olabilmektedir 

(Maurer, 2011).  

Ribozomal DNA bölgesi, protein kodlama bölgeleri olan calmodulin, β-tubulin ve 

elongation faktör fungusların sistematiğinde sıklıkla kullanılmaktadır (Carbone ve Kohn, 

1999; Russell ve Peterson, 2006; Gonvançes ve ark., 2012; Tekeoğlu ve ark., 2017).  Jiang 

ve ark., (2011) tarafından yapılan bir çalışmada, ceviz (Juglans regia L.) kabuğundaki 

fungal organizmalar tanımlanmıştır. Tanımlama, morfolojik inceleme ve ITS primerinin 

kullanıldığı sekans analizlerine dayanmaktadır. Çalışmanın sonucunda morfolojik gözlem 

ve ITS sekans verileri birbiri ile uyum göstermiş ve fungal florada %99 doğruluk oranı ile 

P. lilacinus tespit edilmiştir. 

Toksin analizleri geleneksel yöntemle in vitro koşullarda gelişen fungal kolonilerden 

alınan miselyum parçasından ekstrakt hazırlanması ve HPLC ile analiz edilmesi şeklinde 

yapılmaktadır. Fakat, son yıllarda ortamdaki potansiyel toksijenik fungal organizmaların 

toksin üretimiyle ilgili gen bölgelerine spesifik primerler tasarlanarak genetik analizi 

yoluyla doğrudan toksin üretiminin tespiti önem kazanmıştır (Andreas, 2017).  

Penicillium, Aspergillus ve Monascus funguslarında poliketitsentaz (PKS) gen 
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bölgesinin, OTA ve CIT üretiminden sorumlu olduğu önceki çalışmalardan bilinmektedir. 

Poliketitler, genellikle filamentli funguslar tarafından sentezlenen ikincil metabolitlerdir 

(Staunton ve Weissman, 2001). PKS gen bölgesi ise aflatoksin, okratoksin, sitrinin, 

sitarigmatoksin ve patulin gibi birçok mikotoksinin üretiminden sorumlu gen bölgesidir 

(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 bağlı olan bir 

izokumarin poliketitten oluşmaktadır (Hayat ve ark. 2012). OTA'nın izokumarin kısmının 

ise, poliketit sentez yoluyla asetat ve malonattan oluşan bir pentatit iskeletinden türetildiği 

düşünülmektedir. L-fenilalanin ise şikimik asit sentez yolundan (Yolak kelimesi silinmesi 

istenmiş) gelmektedir (Moss, 1996; Moss, 1998; O'Callaghan ve ark., 2003; Hayat ve ark. 

2012). Şikimik asit sentez yolu, kısaca fenilalaninin esterifikasyonla fenilanalin-etilester’e 

dönüşmesi olarak tanımlanır (Huff, 1979). PKS enzim sistemleri ise tip I, II ve III olarak üç 

gruba ayrılır. Tip I fungal PKS'lerin çoğu, tipik atasal enzimatik yapıya sahip ketoasil 

sentaz (KS), asil transferaz (AT), ketoredüktaz (KR), dehidrataz (DH) ve enoil redüktaz 

(ER), metil transferaz (MT), fosfopantetin (PP) bağlanma ve açil taşıyıcı proteini (ACP) 

içeren çok fonksiyonlu, monomodüler ve iteratif enzimlerdir (Cox ve Simpson, 2009). 

İteratif PKS enzimleri, tekrar tekrar aynı aktif bölgesini kullaranak asetil- veya malonil-

CoA gruplarını poliketid zincirine ekler. Farklı olarak doğrusal PKS enzimleri ise poliketit 

zinzirine eklenecek her moleküle özgü bir aktif bölge kullanmaktadır (O'Callaghan ve ark., 

2013). 

Primer tespitinde Patulin gibi bazı mikotoksinlerde problem yaşanmazken OTA gibi 

toksinler için primer belirlemede bazı sıkıntılar yaşanmaktadır. Okratoksin üreten genler, 

CIT üreticisi genlerle karıştırılabilen kompleks moleküllerdir (Russell ve Peterson, 2006). 

O'Callaghan ve ark. (2003) tarafından yapılan bir çalışmada süpresyon subtraktif 

hibridizasyon PZR tabanlı teknik kullanılarak Aspergillus ochraceus fungusunun OTA 

biyosentezinde rol oynayan bir poliketid sentaz geninin (pks) klonlanması ve moleküler 

karakterizasyonu yapılmıştır. Çalışma, pks geninin OTA biyosentezinde rol oynadığını ve 

pks gen bölgesi kesilen A. ochraceus suşların mikotoksin üretme yeteneğini kaybettiğini 

göstermiştir. Ayrıca 1p4kb klonunun varsayılan/öngörülen amino asit dizisi, 

veritabanlarında bulunan fungal poliketitsentazlardan açil transferaz bölgelerine %28-35 

homoloji gösterdiği tespit edilmiştir. Yine, O'Callaghan ve ark. (2013) tarafından yapılan 

başka bir çalışmada, Penicillium verrrucosum fungusunun OTA biyosentezinde rol 

oynayan otapksPV geni tanımlanmış ve işlevsel olarak karakterize edilmiştir. 

Rodriguez (2014) yapmış olduğu bir çalışmada P. nordicum'un 10 kb genomik DNA 
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fragmanını klonlamıştır. Bu fragman, OTA biyosentetik yolağının iki genini, yani OTA 

poliketidsentaz genini (otapksPN) ve OTA non-ribozomal peptid sentetaz genini 

(otanpsPN) içermektedir. Çalışmada, her iki genin de OTA biyosentezinde gerekli olduğu 

kanıtlanmış ve konvensiyonel PZR gibi moleküler tekniklerle OTA üreten kalıpları 

saptamak ve ölçmek için hedef olarak kullanılmıştır. 

Aspergillus niger'in OTA üreten suşlarının tespiti için yapılan ilk çalışma Castella ve 

Cabanes (2011)'e aittir. Araştırmacı Real time-PZR ile Aspergillus niger'in OTA üretimini 

tespit edebilecek bir sistem geliştirmeye çalışmıştır. Bu amaçla, iki primer dizayn edilmiş 

ve PKS gen bölgesine ait suşuna spesifik 120 bç'lik ürünün elde edilmesine dayalı teşhis 

yöntemi geliştirmişlerdir.  

Esteban ve ark. (2004), 30 günlük inkübasyon sürecinde A. carbonarius ve A. niger 

agrega suşlarının, CYA (Czapek Yeast Extract Agar) ve YES (Yeast Extract Agar) agarda 

büyümesi ve OTA üretimi üzerinde sıcaklığın (5-45°C) etkisini belirlemek amacıyla 

çalışma yapmıştır. Aspergillus niger agrega suşları, ağırlıklı olarak 20-25°C'de ve YES 

ortamında en yüksek OTA düzeylerine ulaşmıştır. A. carbonarius suşları için ise, CYA 

ortamında, 15 ve 20°C'de en fazla OTA miktarı tespit edilmiştir. OTA üretimi 5 günlük 

inkübasyondan sonra gözlenmiştir. Çalışmanın bu sonuçlarından yola çıkarak A. 

carbonarius ve A. niger agrega fungal türlerinin geniş sıcaklık aralığında üreme 

kabiliyetleri sebebi ile üzüm, kuru üzüm ve şarap gibi gıda maddelerinde OTA 

kontaminasyonuna sebep olabileceği bildirilmiştir. 

 

2.3.2. Moleküler Yöntemlerin Gıda Mühendisliğinde Kullanımı 

Moleküler yöntemler, kahve çekirdekleri, tahıllar, üzümler vb. dahil birçok gıdada 

fungus florasının tanımlanması için kullanılır. Örneğin, moleküler yöntemler kullanılarak 

kahve çekirdeklerinde, Aspergillus spp. (Magnani ve ark., 2005) varlığı ve üzümlerde, 

OTA'nın belirlenmesi (Perrone ve ark., 2006)  üzerine araştırmalar gerçekleştirilmiştir.  

Rodriquez ve ark. (2014) tarafından yapılan bir çalışmada et ürünlerinden 

Penicillium nordicum için OTA üretiminden sorumlu gen belirlenmiş ve primer (primer 

çifti otapksPN; Nükleotid dizilimi Fpkstr-Rpkstr) dizayn edilmiştir (Rodriquez ve ark., 

2014). 

Shimitz-Heydt (2012), yüksek tuz oranına sahip ortamlara adapte olabilen 

Penicillium türüne ait OTA üreten genin biyosentezi ile ilgili çalışma yapmıştır. Geisnen 

(2004) tarafından yapılan diğer bir çalışmada ise OTA üretiminden sorumlu gen, 

Penicillium nordicum için araştırılmış ve gen bölgesi otapksPN olarak belirtilmiştir. 
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Çevresel koşulların gen aktivitesi üzerine etkisi de araştırılarak 25°C'de ve pH 5,0'in 

altında en fazla toksinin üretildiği belirtilmiştir (Geisen, 2004). 

Dao ve ark. (2005), A. ochraceus tarafından okratoksin ve CIT üretimiyle ilgili 

genlerin çoğaltılması amacıyla AoLC35-12L/AoLC35-12R ve AoOTAL/AoOTAR 

primerlerini tasarlamışlardır. Benzer şekilde birçok çalışmada da, toksin üreten genlere ait 

primer tasarımı gerçekleştirilmiştir (Patin ve ark., 2005; Russel ve Peterson, 2006).  

OTA ve diğer mikotoksinlerde olduğu gibi CIT üretimiyle ilgili genlerin belirlenmesi 

amacıyla da çeşitli çalışmalar yapılmıştır (Shimizu ve ark., 2005; Baruta ve Bizikocj, 2014; 

Liu ve ark., 2014). Baruta ve Bizikocj (2014) tarafından yapılan bir çalışmada, A. terreus 

ATCC 20542 suşunun CIT üretiminden sorumlu gen bölgesi tanımlanmıştır. Shimitzu ve 

ark. (2005), Monascus purpureus'da CIT biyosentezi için poliketid sentez gen sorumlusu 

ile ilgili yaptıkları çalışmada, PKS (pksTC) geni ile CIT üretimi arasında ilişki olduğunu 

bildirmiştir. Liu ve ark. (2014), Uzakdoğu ülkelerinde renk pigmenti (turuncu ve kırmızı) 

üretiminde kullanılan Monascus ruber M7 suşunda CIT üretiminden sorumlu gen ve 

primeri ile ilgili çalışma yapmıştır. CIT üretimi ile MpigE geni aktivitesi arasında bir ilişki 

olduğunu bildirmiştir. MpigE gen aktivitesinin bozulması ile suşun CIT üretimi üzerinde 

çok az etki gözlenirken, MpigE' nin aşırı ekspresyonu sitrinin üretimini büyük ölçüde 

azaltmıştır. 

 

2.3.2.1 Sofralık Zeytin Mikroflorası ile İlgili Moleküler Çalışmalar 

Arroyo-Lopez ve ark. (2008) tarafından sofralık zeytinlerdeki mayalar moleküler 

yöntemlerle tanımlanmıştır. Abriouel ve ark. (2011) tarafından, doğal fermente alorena 

çeşidi sofralık yeşil zeytin fermentasyonu sürecinde moleküler teknikler ile salamuradaki 

laktik asit bakteri populasyonunu incelenmiştir. Yunanistan’da Bavaro ve ark. (2017) 

tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada ise sofralık siyah zeytinlerden izole edilen 60 

fungal izolat moleküler tekniklerden faydalanılarak tanımlanmıştır. Bu tanımlama 

sonucunda, izolatların 21’i Penicillium crustosum, 29’u P. roqueforti, 1’i P. paneum, 6’sı 

P. expansum, 2’si P. polonicum ve 1’i de P. commune olarak bildirilmiştir. Tanımlama 

amacıyla β-tubulin ve ITS primerleri kullanılmıştır. 

Moleküler metotlar, yalnızca sofralık zeytinde ve mikrobiyal florayı tanımlama 

amacıyla kullanılmamaktadır. Zeytinin sağlıklı ve daha verimli elde edilmesi amacıyla 

yapılan ekolojik çalışmalarda da moleküler metotlara başvurulduğu görülmektedir. 

Oliveira ve ark. (2012), zeytin güvesiyle fungal çeşitlilik arasındaki ilişki hakkında bir 

çalışma gerçekleştirmiştir. Potansiyel entomopatolojik (böcek ve akarlarda hastalık etmeni 
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olan) funguslar üzerine yapılmış bu çalışmasında, Tras-os-Montes (Portekiz'de bir bölge) 

zeytin bahçelerindeki fungal çeşitlilik moleküler metotlar kullanılarak belirlenmiş, en 

yaygın tespit edilen fungal türün Alternaria olduğu belirtilmiştir (Oliveira ve ark., 2012). 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

Çalışmada, Çanakkale il sınırları içerisinde farklı lokasyonlardan toplanan Edremit 

çeşidi siyah zeytin örnekleri ile organik tarımın gerçekleştirildiği Gökçeada’dan da Ladolia 

(Ladoles) çeşidi siyah zeytin örnekleri kullanılmıştır. Doğal fermente sofralık tip siyah 

zeytin üretiminde kullanılmak üzere 3 no'lu deniz tuzu (Billur tuz, Türkiye) ve 10 litrelik 

plastik kaplar temin edilmiştir. Çanakkale'de üretim yeri bulunan 5 zeytin işletmesinden de 

salamura ve sofralık zeytin örnekleri toplanmıştır.  

 Tez çalışması kapsamında kullanılan (1) Kimyasallar: Sodyum hidroksit, sülfirik 

asit, metanol, gümüş nitrat, potasyum dikromat, metanol, hekzan, folin-ciocalteu, sodyum 

karbonat, asetik asit, formik asit, magnezyum sülfat, sakkaroz, asetonitril ve potasyum 

klorür Merck (Almanya) firmasından ve bakır klorür, 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: MgCl2, dNTP ve SafeView-nükleik asit boyası 

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 (WI); (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 kiti Intron 

Biotechnology (Kore) ve IAC ise Ochraprep (Almanya) firmalarından temin edilmiştir. 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Deneme Planı 

Tez çalışması, iki aşamadan oluşmaktadır. İlk aşamada tarla örneklemesi yapılarak 

fungal flora moleküler tekniklerle incelenmiştir. İkinci aşamada ise Edremit tipi 

zeytinlerden, doğal fermente siyah zeytin üretimi gerçekleştirilmiş ve fermentasyon 

sürecinde meydana gelen mikrobiyal ve fizikokimyasal değişimler, toksin oluşumu ile 

birlikte fungal flora da moleküler tekniklerle incelenmiştir. Bununla birlikte, 5 ticari 

işletmeden de temin edilen salamura ve sofralık zeytin örnekleri moleküler tekniklerle 

incelenmiştir. Şekil 3.1’de, deneme planı kapsamında elde edilen örneklere uygulanacak 
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analizler detaylı olarak görülmektedir. 

 

 

Şekil 3.1. Deneme planı 

 

3.2.1.1. Tarla Örneklemesi 

Bu amaçla, Çizelge 3.1'de belirtilen koordinatlardaki zeytin bahçelerinden, 

zeytinlerin hasat döneminde (Kasım-Aralık aylarında) siyah zeytin örneklemesi 

yapılmıştır. Gökçeada, Ezine, Çanakkale (merkez)ve Assos olmak üzere 4 farklı bölge ve 

farklı lokasyonlarından toprağa düşen zeytin daneleri, ağaç üzerindeki zeytin daneleri 

(küflü, hastalıklı ve sağlam) ve yaprak (sağlam ve hasta) örnekleri alınarak incelenmiştir. 

Organik tarım ile zeytin üretimi gerçekleştirilen Gökçeada’da 15 farklı lokasyonda bulunan 

yabani ve aşılı zeytin ağaçlarından da örnek alınmıştır. Özellikle yabani türlerde, meyvede 

hastalık ve bariz küf gelişimi gözlenmiş ve böyle örnekler de analiz edilmek amacıyla 

toplanmıştır. Ezine ve çevresinde Kemallı Köyünden ve İntepe’den 12 farklı lokasyondan 

olmak üzere aşılı ve yabani zeytin örneklemesi gerçekleştirilmiştir. Yine, Assos ve 

çevresinde yer alan Paşaköy, Behramkale, Kadırga koyu gibi farklı bölgelerden toplamda 

18 lokasyondan aşılı ve yabani zeytin örneklemeleri yapılmıştır. 

 Örneklemelerin koordinasyon ve yükseklik özellikleri ile birlikte ağaç, numune ve 

izole edilen toplam fungus sayıları Çizelge 3.1'de gösterilmiştir. Koordinatlar 'Commander 
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Compass'programı (Lite 3.7.1, ABD) kullanılarak hesaplanmıştır. Alınan örneklerin 

bazıları Şekil 3.2'de görülmektedir. 
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                        (a)                                                                      (b) 

      

                        (c)                                                               (d) 

Şekil 3.2. Tarla örneklemesinde alınan zeytin daneleri (a) Gökçeada-Ladolia çeşidi (b) 

Edremit çeşidi (c)Yabani tür (d) Edremit (hastalıklı) 

 

3.2.1.2. Doğal Fermente Sofralık Tip Siyah Zeytin Üretimi 

Çalışmanın ikinci aşamasında kullanılmak üzere temin edilen Edremit türü siyah 

zeytin daneleri, yaprak, sap ve çöplerinden ayıklandıktan sonra yıkanmıştır.  Takiben, 10 

litrelik plastik kaplara zeytin/salamura oranı 7/3 (w/w) olacak şekilde dolum 

gerçekleştirilmiştir. Son üründe tuz miktarı %5-7 olacak şekilde, salamura olarak kaplara 

%10 konsantrasyonda tuzlu su ilave edilmiştir. Bu aşamada gerçekleştirilen örneklemeler, 

zeytinlerin fermantasyona bırakıldığı 1. gün, kefeke oluşumu (salamura üstündeki 

biyofilm) gözlendiği dönemde (120. gün) ve fermantasyonun sonlandığı paketleme öncesi 

dönemde (240. gün) yapılmıştır.  
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3.2.2. Fungal İzolatların Eldesi ve PZR Temelli Moleküler Tanılama 

3.2.2.1. Fungal İzolasyonlar ve DNA Ekstraksiyonu 

 Fungal izolasyonlar, zeytin meyve, yaprak ve kefeke örneklerinden 

gerçekleştirilmiştir. Zeytin meyvesi ve yaprak örneklerine, öncelikle yüzey sterilizasyonu 

uygulanmıştır. Bu amaçla yıkanan örnekler %2,5 (v/v) hipoklorit (NaOCl) içeren çözeltide 

3 dakika bekletilmiş ve steril saf su kullanılarak 3 defa yıkanmıştır. Yüzey sterilizasyonu 

gerçekleştirilen örneklerin bir kısmı (özellikle hastalıklı ve küflü bölgeler) kesilerek bir 

kısmı da bütün meyve halinde,  PDA (Potato Dextrose Agar, Merck) içeren besiyeri 

ortamına aktarılmış ve 5 gün oda sıcaklığı koşullarında inkübasyona bırakılmıştır. Şekil 

3.3'de fungal materyalin petri kutusunda gelişimlerine bir örnek verilmiştir. Burada gelişen 

farklı koloni morfolojisi gösteren kültürler, ayrı ayrı PDA’lara aktarılarak saf kültürleri 

elde edilmiştir. Buradan, tekrar PDA besiyeri ortamına tek spordan veya miselyum 

ucundan gelişecek şekilde aktarılmıştır. Takiben, ikinci PDA besiyerinde gelişen genç (36-

48 saat) küf izolatları da tek spor (SS, single spor) olarak başka bir petriye daha 

aktarılmıştır. Son aktarılan petri kutusuna aynı zamanda steril Whatman no:1 kağıdı da 

eklenerek, küflerin bu kağıdın üzerinde gelişmesi ve kağıdın steril bir zarfta gerektiğinde 

kullanılmak üzere -20°C’de muhafazası sağlanmıştır. Çalışmalarda tek spordan ve 

miselyumdan gelişen kültürler kullanılmıştır. Bununla birlikte, fungal izolatlatlar 

mikroskop ile de gözlemlenmiştir. Bu spor görüntüleri, genel olarak kültürlerin hangi 

fungal cinse ait olabileceği hakkında, morfolojilerine dayalı bilgi amaçlı 

değerlendirilmiştir. Örnek spor görüntüleri Şekil 3.4'de verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.3. PDA besiyerinde gelişen fungal materyal 
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Şekil 3.4. Zeytin örneklerinden elde edilen fungal izolatların petri ve mikroskop 

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

 

DNA ekstraksiyonu amacıyla, tek spordan elde edilen fungal izolatlar, 50 ml’lik sıvı 

besiyeri (PDB, Potato Dextrose Broth-Acumedia) ortamına aktarılıp, 5 gün 25°C sıcaklıkta 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası, vakum altında filtre edilmiş ve elde edilen 

miselyum liyofilize edilmiştir. Liyofilize materyalden, fungusların hif yapısına daha uygun 

olduğu için tercih edilen  i-genomic plant DNA extraction kitleri (Intron Biotechnology, 

Kore) kullanılarak, DNA ekstraksiyonu gerçekleştirilmiştir. Ekstraksiyonda kit protokolü 

izlenmiştir. 

 

3.2.2.2. Moleküler Tanımlama 

Fungal izolatlardan elde edilen ribozomal DNA örneklerinin, ITS (internal 

transcribed spacer) bölgesi ve β-tubulin (Beta-tubulin) gen bölgelerine dayalı moleküler 

tanımlama yapılmıştır. Bu amaçla,  ITS ve β-tubulin bölgeleri, sırası ile ITS1 ve ITS4 

(White ve ark., 1990) ve Bt2a ve Bt2b (Glass ve Donaldson, 1995) primer çiftleri 

kulllanılarak çoğaltılmıştır. Primer çiftlerinin baz dizilimi Çizelge 3.2'de görülmektedir. 

a 

b 

c 
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25 µL'lik her PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) tüpü; 1X PZR buffer (Invitrogen,UK), 

3 mM MgCl2 çözeltisi (Applied Biological Materials Inc., Kanada), 2 mM dNTP, 0.4 µM 

ileri ve geri primerler, 1 U Taq DNA polimeraz enzimi (Promega, Madison, WI) ve 10-

15 ng DNA içermektedir. 

 

Çizelge 3.2. ITS (Internal transcribed spacer) ve β-tubulin (Beta-tubulin) primer çiftlerinin 

baz dizilimi 

Primer çiftleri Baz dizilimi 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTFTC 

Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGC 

 

ITS bölgesinin çoğaltılması için PZR koşulları; 95°C'de 5 dakika, 95°C'de 20 sn. 35 

döngü, 60°C 30 sn. ve 72°C'de 30 dakika, son adımında ise 72°C'de 5 dakikadır. Beta-

tubulin bölgesinin çoğaltılması için PZR koşulları ise; 95°C'de 5 dakika, 95°C'de 20 sn. 45 

döngü, 55-59°C 30 sn. ve 72°C'de 30 dakika, son adımında ise 72°C'de 5 dakikadır. Tüm 

reaksiyonlar, Thermal Cycler Bio-Rad T100 (Bio-Rad, USA) marka PZR cihazı ile 

gerçekleştirilmiştir. 

Elde edilen PZR ürünleri, jel elektroforezi  (Thermo Scientific, UK) ile gözlenmiştir. 

%1.5 agaroz jelde yürütülen PZR ürünleri, 5 µL/100 mL konsantrasyonda nükleik asit 

boyası (SafeView, Applied Biological Materials Inc., Kanada) ile boyama sonrası Vilber 

Lourmat Quantum ST4 1100 jel görüntüleme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanılarak 

UV ışık altında görüntülenmiştir. Ürünün büyüklüğü 1 kb DNA ladder (Gene aid, Tayvan) 

ve DNA marker, 250bç (Amresco)  kullanılarak tahminlenmiştir. Başarılı bir 

amplifikasyon sonrası, seçilen bazı örneklerin PZR ürünleri ABI 3500xL Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) ile dizi analizi (sekans) gerçeşleştirilmiştir (Medsantek, İstanbul, 

Türkiye). Sekans sonuçları "Bioedit v7.0.53 for Windows software" (Hall, 1999) 

kullanılarak düzenlenmiş ve Bioedit yazılımında kullanılan "clustalW" uygulaması ile 

hizalanmıştır. Sekans verileri ve düzenlenme örneği Şekil 3.5'de görülmektedir. Tüm 

sekans verileri "BLASTn from the Basic Local Alignment Search Tool" aracılığı ile 

benzerliklerin araştırılması amacıyla kullanılmıştır (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
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(Altschul ve ark.,1990). 

 

 

 

Şekil 3.5. Sekans verilerinin Bioedit v7.0.53 programından kısmi örnek görüntüsü 

 

3.2.2.3. OTA ve CIT Genlerinin Tespiti 

Çalışmanın bu aşamasında, OTA ve CIT üretme potansiyeli olan fungal izolatların 

bu toksinlerin üretiminden sorumlu gen bölgesine özgü primerler tasarlanmış ve 

sentezlenmiştir. Bu amaçla, için NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabanından 

faydalanılmıştır. OTA ve CIT üretiminden sorumlu genin PKS (Poliketitsentaz) gen 

bölgesinde olduğu bilinmektedir (O'Callaghan ve ark., 2003; Schümann ve Hertweck, 

2006). Elde edilen türlerden OTA üretiminden sorumlu olduğu bilinen A. niger ve CIT 

üretiminden sorumlu olduğu ya da olabileceği bilinen P. expansum ve M. pilosus için 

önceki çalışmalardan elde edilen PKS gen bölgesi bilgisine ulaşılmıştır (Çizelge 3.3). 

Sekans verileri kullanılarak da, Primer 3 uygulaması üzerinden (www.bioinfo.uk). 

primerler sentezlenmiştir. Diğer yandan, OTA üretme potansiyeli olan Aspergillus 
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türlerinin belirlenmesi için geliştirilmiş “AoLC35-12L/AoLC35-12R”  primeri kullanılarak 

pozitif kontrol yapılmıştır (Dao ve ark., 2005). Sentezlenen primerlerin dizisi, sentezleme 

için kullanılan gen bölgesi ve ürün baz büyüklüğü Çizelge 3.3'de görülmektedir.  

 

Çizelge 3.3. Primer sentezlenmesi için kullanılan gen bölgesinin "Erişim Numarası" ve 

ürün baz büyüklüğü 

Primer Primerlerin baz dizilimi 

PZR baz 

büyüklüğ

ü (bç) 

Kaynak 

AoLC35-12L GCCAGACCATCGACACTGCATGCTC 
~500 

Dao ve ark., 

2005 AoLC35-12R CGACTGGCGTTCCAGTACCATGACC 

AN_OTA-F GGTTGCTTTGCATCAGAGTG 
~500 AM270165.1

*
 

AN_OTA-R CCATGAGCCTCGAAGAATTG 

PE_cit-F  ATCCACACCTGAGACCCAAG 
~550 KM603512.1

*
 

PE_cit-R CAAACGAGTCGCCAAATTC 

M_cit-F  CCCGCAGGATTTGTCTTTC 
~450 AY954027.1

*
 

M_cit-R CGGATCAGATAGTACCTCTTCG 

* Primer sentezlenmesi için kullanılan gen bölgesinin "Erişim Numarası" 

 

PZR reaksiyon koşulları; Tasarlanan primer çiftleri (AN_OTA; PE_cit; Mon_Cit) için 

PZR koşulları; Bir PZR reaksiyonu 10-15 ng DNA, 10X PZR buffer (Invitrogen,UK), 3 

mM MgCl2 (Applied Biological Materials Inc., Kanada), 200 µΜ dNTPs (Applied 

Biological Materials Inc., Kanada) ve her primerden 0,4 µM içermektedir. Reaksiyonun 

sıcaklık ve süre koşulları ise,  95°C'de 5 dakika, 95°C'de 20 sn. 35 döngü, 60°C 30 sn. ve 

72°C'de 30 dakika, son adımında ise 72°C'de 5 dakikadır. 

Sentezlenen primer çifti (AoLC35-12L/AoLC35-12R) için PZR koşulları ise; Bir PZR 

reaksiyonu10-15 ng DNA, 10X PZR buffer (Invitrogen), 1,5 mM MgCl2 (Applied 

Biological Materials Inc., Kanada) 100 µΜ dNTPs (Applied Biological Materials Inc., 

Kanada) ve her primerden 0,4 µM içermektedir. Reaksiyonun sıcaklık ve süre koşulları ise,  

94°C'de 4 dakika, 95°C'de 40 sn. 35 döngü, 55°C'de 40 sn. ve 72°C'de 40 dakika, son 

adımında ise 72°C'de 5 dakikadır. Tüm reaksiyonlar thermal cycler Bio-Rad T100 (Bio-

Rad, USA) PZR cihazı ile yapılmıştır.  

Elde edilen PZR ürünleri %1,5 agaroz jel içeren jel elektroforezi ile incelenmiştir. 

Görüntü elde etmek için  5 µL/100 mL konsantrasyonda SafeView (Applied Biological 

Materials Inc., Kanada) nükleik asit boyası kullanılmış ve Vilber Lourmat Quantum ST4 
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1100 jel görüntüleme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanılarak UV ışık altında 

görüntülenmiştir. Ürün büyüklüğü, 1kb DNA ladder (Gene aid, Tayvan) kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Elde edilen PZR ürünlerinin, ABI 3500xL Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems) sistemi ile dizi analizi (sekans) gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.2.4. Fungal İzolatların Genetik Yakınlıkların Belirlenmesi 

 Elde edilmiş farklı türlere ait β-tubulin kısmı sekans dizileri kullanılarak PAUP* 

4.0b10 (Swofford, 2003) programı ile Neighbour-Joining (Nj) ağacı çizilmiştir. Neighbour-

Joining analizinde, 1000 bootstrap istatistikleri ile dallanmalar değerlendirilmiştir. Çizilen 

Nj ağacının görüntelenmesinde ise, Treeview v1.6.6 programı kullanılmıştır. 

 

3.2.3. Kimyasal Analizler 

3.2.3.1. pH Tayini 

Oda sıcaklığındaki 50 ml salamura ve 50 g tartılıp blenderdan geçirilmiş zeytin 

örneklerinin pH değerleri, pH metre cihazı (Ohaus Starter 3100, ABD) kullanılarak 

belirlenmiştir. 

 

3.2.3.2. Titrasyon Asitliği 

Örneklerin titrasyon asitliği değerleri, potansiyometrik titrasyon yöntemi kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla zeytin danesinden 10 g ve salamuradan 10 ml örnek 

alınarak 0,1 N NaOH çözeltisi ile pH 8,1'e ulaşıncaya kadar titre edilmiş ve titrasyon 

asitliği susuz laktik asit cinsinden % laktik asit olarak hesaplanmıştır (Cemeroğlu, 2010). 

 

3.2.3.3. Tuz Tayini  

Salamura ve zeytin örneklerinin tuz içerikleri, mohr titrasyon yöntemi kullanılarak 

belirlenmiştir. 5 g zeytin danesi, 10 ml salamura örnek üzerine 60-70°C'deki saf su ilave 

edilmiş ve sıvı kısım 500 ml’lik balon jojelere aktırılmıştır. Aynı işlem, 5-6 kez 

tekrarlanarak örneklerde bulunan tuzun tamamının suya geçmesi sağlanmıştır. Daha sonra 

balon jojelerde toplanan su 500 ml’ye tamamlanmış ve homojen karıştırıldıktan sonra 25 

ml alınarak üzerine 0,5 ml potasyum dikromat indikatörü eklenip 0,1 N AgNO3 çözeltisi ile 

titre edilmiştir. Elde edilen sarfiyat miktarı aşağıdaki formül yardımıyla hesaplanmıştır 

(Anonim, 1983). Örneklerin tuz miktarı % tuz olarak verilmiştir. 
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%Tuz =  [(V-V0)xFx0,585] / M                                                                              (3.1)  

 

V: AgNO3 sarfiyatı (ml) 

V0: Kör için harcanan sarfiyat (ml) 

M: alınan örnek miktarı (g) 

F: AgNO3 çözeltisinin ayar faktörü 

 

3.2.3.4. Toplam Fenolik Madde Analizi 

Ekstraksiyon: Zeytin danesi ve salamuradan fenolik bileşenlerin ekstraksiyonu 

amacıyla, Kiai ve Hafidi (2014) tarafından uygulanan yöntem kullanılmıştır. Bu amaçla, 10 

g homojenize zeytin ve 50 ml salamura örnekleri üzerine ayrı ayrı 20 ml metanol:su (80:20 

v/v) çözeltisi eklenmiş ve oda sıcaklığı koşullarında orbital çalkalayıcı (Heidolph Unimax 

2010, Almanya) kullanılarak 150 rpm hızda 15 dk. süre ile karıştırılmıştır. Karışım, 7800 

rpm'de 10 dk. santrifüj (Sigma, Almanya) edilmiştir.Daha sonra, metanol fazı ayrılmış ve 

alt faza aynı işlem tekrarlanmıştır. İki ayırma işleminden elde edilen metanol fazı 

toplanmış ve üzerine aynı oranda hekzan eklenerek oda sıcaklığı koşullarında 15 dk. süre 

ile 150 rpm hızda karıştırılmıştır. Karışım, 10 dk. süre ile 7800 rpm hızda santrifüj (Sigma, 

Almanya) edilmiştir. Hekzan fazı uzaklaştırılmasını sonucunda elde edilen ekstrakt 0,20 

µm şırınga uçlu teflon filtreden geçirilmiştir.  

Analiz: Örneklerin toplam fenol içerikleri, spektrofotometrik bir metot olan "Folin-

Ciocalteau" yöntemine göre belirlenmiştir (Singleton ve Rossi, 1965). Bu yöntemin ilkesi, 

fenolik bileşiklerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu ayracını indirgeyip, kendilerinin 

oksitlenmiş forma dönüştüğü bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadır. Folin ayıracı ile 

muamele sonrası oluşacak mavi renk, spektrofotometrede 720 nm dalga boyunda şahide 

karşı okunmuştur. 100 µl ektraktı üzerine sırasıyla 900 µl saf su, 5 ml 0,2 N Folin-

Ciocalteau (Merck, Almanya) çözeltisi ve 4 ml %7,5’lik sodyum karbonat (Merck, 

Almanya) çözeltisi eklenmiştir. Karıştırma işlemini takiben oda sıcaklığında 2 saat süre ile 

bekletilmiştir. Örneklerin fenolik bileşen miktarı, gallik asit (Sigma Aldrich, Almanya) ile 

hazırlanan standart eğrinin regresyon eşitliği (y=0,001x+0,022; R² = 0,998) kullanılarak 

hesaplanmıştır. Örneklerdeki toplam fenolik madde miktarı "mg gallik asit/g" ve "mg 

gallik asit/ml" cinsinden ifade edilmiştir. 
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3.2.3.5. Fenolik Bileşen Profil Analizi  

Ekstraksiyon; 

Toplam fenolik madde analizi için elde edilen zeytin ve salamura ekstraksiyonları 

fenolik bileşen profil analizi amacıyla da kullanılmıştır (Kiai ve Hafidi, 2014). 

HPLC ile Fenolik Bileşen Analizi; 

 

Çizelge 3.4. Fenolik madde profil analiz metodunda kullanılan gradient programı 

Süre (dk.) 
%A Ultra saf su/ asetik asit 

(97,5/2,5 v/v) 
%B Asetonitril 

0 95 5 

20 75 25 

15 50 50 

5 20 80 

5 95 5 

  

Fenolik bileşen profil analizi, Kiai ve Hadifi (2014)'e göre elde edilen ekstraktlara 

Luo (2011) ve Benevente-Garcia ve ark. (2000) tarafından bildirilen metot modifiye 

edilerek uygulanmıştır. Analizler, C18 (250×4,6mm ID, 5µ; Phenomenex Gemini, ABD) 

ters faz kolon ile entegreli HPLC/DAD (Shimadzu LC 20A, Japonya) sistemi kullanılarak 

yapılmıştır. 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 akış uygulanmış olup 1mL/dakika hızla akış programı 

ise Çizelge 3.4'de gösterilmektedir. Çalışma boyunca kolon sıcaklığı 30 ˚C’ye 

ayarlanmıştır. 200-600 nm arasında spektrum taranmış olup fenolik bileşenlerin kalitatif ve 

kantitatif analizleri 280 nm dalgaboyundaki örnek kromatogramları kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Ayrıca 280 nm dalgaboyunda elde edilen kromotogram görüntüsünün 

bir örneği Şekil 3.6'de görülmektedir.  
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Şekil 3.6. 1. gün (A) ve 240. gün (B) fermentasyonda zeytin danesinin fenolik 

kompozisyonuna ilişkin 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 amacıyla hidroksitirozol, tirozol, rutin, apigenin-7-glikozit, vanilin ve oleuropein 

standartları (Sigma Aldrich, Almanya) ile Çizelge 3.5’da görülen regresyon eşitlikleri elde 

edilmiştir. Kalitatif analiz amacıyla, standartların alıkonma zamanları (Rt, retention time; 

Çizelge 3.5) ve ekstrakta standart ekleme yöntemi dikkate alınmıştır. Kantitatif analiz ise 

dış standart yöntemi ile 1-1000 ppm konsantrasyon aralığında hazırlanan regresyon 

eşitlikleri (Çizelge 3.5) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Örneklerdeki kalitatif olarak 

tanımlanan her bir fenolik bileşen miktarı kantitatif olarak ppm (mg/L salamura ve mg/kg 

zeytin) cinsinden hesaplanmıştır. 

 

Çizelge 3.5. Fenolik madde profil analiz metoduna ait alıkonma zamanı, konsantrasyon 

aralığı ve regresyon eşitliği  

Fenolik 

Standartlar 

Alıkonma 

zamanı 

(dak) 

Konsantrasyon 

Aralığı (ppm) 
Regresyon R

2 

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 için zeytin ve salamura örneklerinden elde edilen 

ekstraktların, Apak ve ark., 2004 tarafından önerilen CUPRAC metodu ile antioksidan 

analizleri gerçekleştiirlmiştir. 30 µl örnek üzerine, sırasıyla, 1 ml 0,01M bakır klorür 

(Sigma Aldrich, Almanya), 1 ml neocuprin (Sigma Aldrich, Almanya), 1 ml 1 M'lık 

amonyum asetat (Sigma Aldrich, Almanya) çözeltisi (pH 7) ve 1080 µL saf su eklenmiştir. 

Karışım, 30 dk. bekletilmiştir. Takiben, spektrofotometrik ölçümler amacıyla 450 nm'de 

absorbans değerleri okunmuştur. Trolox standardı (Merck, Almanya) kullanılarak 

kalibrasyon eğrisi (y=0,0008x+0,140; R²=0,993) oluşturulmuştur ve sonuçlar "mg 
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trolox/kg” eşdeğeri olarak hesaplanmıştır. 

 

3.2.4. Mikrobiyolojik Analizler 

3.2.4.1. Toplam Canlı Sayımı 

10
1
-10

6
 aralığında hazırlanan örnek dilüsyonlarından 1 ml, steril petrilere aktarılarak 

dökme plak yöntemine göre PCA (Plate Count Agar, Merck) ekim yapılmıştır. Petriler, 

37°C’de 24 saat inkübasyon sonunda gelişen koloniler sayılmıştır (AOAC, 2000). Sonuçlar 

"log kob/g" ve "log kob/ml" olarak ifade edilmiştir. 

 

3.2.4.2. Laktik Asit Bakteri Sayımı 

Toplam laktik asit bakteri sayımı, Marshall (1992)’ye göre çift tabaka dökme plak 

yöntemi ile yapılmıştır. 10
1
-10

6
 aralığında hazırlanan örnek dilüsyonlarından aseptik 

ortamda 1 ml alınarak steril petrilere ekim yapılmıştır. Üzerine önceden hazırlanmış ve 45-

50°C sıcaklığında MRS (Man Rogasa Sharpe, Merck) agardan 10 ml aktarılmıştır. 

Mikroorganizmaların homojen dağılımı için dikkatlice karıştırılan petriler, besiyerleri 

katılaştıktan sonra, 10 ml daha besiyeri dökerek katılaşması beklenmiştir. 30° C'de 48 saat 

inkübasyon sonrası gelişen koloniler sayılmıştır. Sonuçlar "log kob/g" ve "log kob/ml" 

olarak ifade edilmiştir. 

 

3.2.4.3. Küf-Maya Sayımı 

Küf-maya sayımı, Dağdemir (2006)'ya göre yapılmıştır. 10
1
-10

6
 aralığında 

hazırlanan örnek dilüsyonlarından, aseptik ortamda 1 ml alınarak steril petrilere ekim 

yapılmıştır. Üzerine önceden hazırlanmış DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol 

Agar, Merck)'dan 15-20 ml aktarılmıştır. Mikroorganizmaların homojen dağılımı için 

dikkatlice karıştırılan petriler, besiyerleri katılaştıktan sonra, 25° C'de 3-5 gün inkübe 

edilmiş ve gelişen koloniler sayılmıştır. Sonuçlar "log kob/g" ve "log kob/ml" olarak ifade 

edilmiştir. 

 

3.2.5. Toksin (OTA ve CIT) Analizi  

3.2.5.1. Ekstraksiyon 

Zeytin fermentasyon sürecinde 1., 120., 240. günler ve 18. ay olmak üzere toksin 

analizi için örnekleme yapılmıştır. Aynı zamanda, fermentasyon sürecinde örneklenen 

materyallerden izole edilen küfler uygun koşullarda (-20°C) saklanmış ve toksin oluşturma 

potansiyelleri moleküler yöntemlerle belirlendikten sonra petri ortamında toksin üretip 
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üretmedikleri kontrol edilmiştir.  Elde edilen her iki tip örnekden de toksin ekstraksiyonu 

yapılmış ve HPLC (Shimatzu, Japonya) cihazı ile toksin analizinde kullanılmıştır. 

 Zeytin örneğinden ekstraksiyon; 

Zeytin örneğinden ekstraksiyon işlemi, Tokuşoğlu ve ark. (2010) tarafından önerilen 

metot kullanılmıştır. 25 g homojenize zeytin ezmesi üzerine, 180 ml ACN,  20ml KCl (%4 

w/v), 2ml H2SO4 (%20 w/w) eklenmiş ve karışım 3500 g'de 4 dakika santrifüj edilmiştir. 

Santrifüj sonrası elde edilen süpernatant, Whatman no:4 filtre kağıdı kullanılarak filtre 

edilmiştir. Elde edilen filtrat üzerine 50 ml hekzan eklendikten sonra karışım 10 dakika 

ayırma hunisinde çalkalanmıştır. Çalkalama süresi sonunda ayırma hunisinde 3 faz 

oluşmaktadır. Oluşan fazların görüntüsü Şekil 3.15'de verilmiştir. Ayırma hunisinin en alt 

kısmındaki 3. faz toksin fazıdır. Bu faz alınarak 10 ml CCl4 ile karıştırılmıştır. Karışım 

IAC (Ochraprep, Almanya) kolonundan akış hızı saniyede 1-2 damla olacak şekilde 

geçirilmiştir. Takiben, kolon, PBS buffer ile yıkanır ve 2 ml MeOH ile tekrar yıkanarak 

kolondan toksinlerin alınması sağlanmıştır.  

 

 

Şekil 3.7. Toksin ekstraksiyonunda oluşan toksin fazının görüntüsü 

 

 İzolatlardan ekstraksiyon; İzolatlardan ekstraksiyon amacıyla, Munoz ve ark. (2011) 

tarafından önerilen metot kullanılmıştır. Bu metoda göre -20°C’de saklanan izolatlar PDA 

(Potato dextrose agar) ortamında 25 °C’de 5 gün canlandırılmıştır. Canlandırılan izolatlar,  

Yeast Extract Agar (20 g Yeast extract; 150 g Sucrose; 20 g Agar; 0,5 MgSO4) ortamında 

7 gün 25°C’de inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi sonundaki petri görüntüleri Şekil 

3.16'da verilmiştir. Petrinin ortasından kenarına doğru üç adet 6mm’lik kesit alınmıştır. 

Aseptik koşullarda ependorf tüpüne aktarılan kesitlerin üzerine 900 µl MeOH eklenerek 1 

saat karanlık ortamda bekletilmiştir. 13000 rpm'de 20 dakika santrifüj edilmiştir. Elde 

edilen süpernatant 0,20 µm PDFE şırınga ucu filtreden geçirilerek 1ml’lik viallere 
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alınmıştır. 

 

 

                    (a)                                                (b) 

Şekil 3.8. YES agarda gelişen fungal izolatlar (a) Penicillium (b) Monascus 

 

3.2.5.2. HPLC Analizi 

Örnek ekstraktlarının OTA ve CIT analizi amacıyla, El Adlouni ve ark. (2006) ve 

Tokuşoğlu ve ark. (2010) tarafından bildirilen koşullara göre C18 ters faz kolon (250 mm, 

4.6ID, 5µ; InertSustain, GL Sci. Inc., Japonya) entegreli HPLC/FLD (Shimadzu LC 

20A/RF-20Axs Floresan (FL) dedektör, Japonya) sistemi kullanılmıştır. Sistemde, mobil 

faz olarak asetonitril/su/formik asit (60/38/2, v/v/v; pH 2.5) çözeltisi, 1 mL/dak akış hızına 

ayarlanmıştır. Kolon fırın sıcaklığı 30°C’dir. FL dedektörde, ekstinsiyon (Ex) ve emisyon 

(Em) dalgaboyları, sırasıyla, 333 nm ve 495 nm olacak şekilde ayarlanmıştır. Örneklerin 

sisteme enjeksiyon hacmi ise 10 µl’dir. Örneklerdeki toksin konsantrasyonlarının 

belirlenmesi amacı ile OTA (Trilogy, USA) ve CIT (R-Biopharm, USA) standartları 

kullanılarak belirli konsantrasyonlarda aynı metot ile cihaza enjekte edilerek elde edilen 

regresyon eşitlikleri (Şekil 3.17; Şekil 3.18) kullanılmıştır. HPLC analizlerinden elde 

edilen kromatogram görüntülerinden bazıları Ek:1, Ek:2, Ek:3, Ek:4, Ek:5 ve Ek:6'da 

gösterilmektedir. 
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Şekil 3.9. OTA standart eğrisi ve regresyon eşitliği 

 

 

Şekil 3.10. CIT standart eğrisi ve regresyon eşitliği 

 

3.2.6. İstatistiksel Analiz 

Elde edilen kimyasal ve mikrobiyolojik analiz verileri Minitab (Minitab 16) ve SAS 

V9 (SAS, 1999) istatistik paket programları kullanılarak değerlendirilmiştir. Tüm analizler 

4 tekerrür olarak yapılmış ve ortalamaların karşılaştırılmasında önemlilik düzeyi P<0,05 

olarak dikkate alınmıştır. Mikrobiyal yük verilerinin istatistiksel analizleri SAS V9 (SAS 

Institute Inc., Cary, NC, USA) programında proc MIXED ve repeated fonksiyonu 

kullanılarak ortalama değerler (LS means) ve ortalamalar arasındaki farklar ise Tukey testi 

ile belirlenmiştir. Kimyasal parametreler ve fenolik bileşenlere ait verilerin istatistiksel 

analizleri ise Minitab (Minitab 16) programı kullanılarak "one way ANOVA" tekniği ile 

gerçekleştirilmiştir.  

y = 4194,3x + 1045,7 
R² = 0,9925 
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BÖLÜM 4 

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1. Tarladan Sofraya Fungal Türlerin Moleküler Tanımlanması  

4.1.1. Moleküler Tanımlama 

Çalışma kapsamında,  tarla örneklemesinden 57 fungal izolat, sofralık zeytin üretim 

sürecinde fermentasyonunun ilk gününden alınan örneklerden 22 fungal izolat, kefeke 

oluşumunun başladığı 120. günde alınan örneklerden 17 fungal izolat ve fermentasyonun 

sonlandırıldığı dönem olan 240. günde alınan örneklerden 17 fungal izolat olmak üzere 

toplam 113 fungal izolat elde edilmiştir. Bununla birlikte, Çanakkale il sınırları içerisinde 

faaliyet gösteren tesadüfî seçilmiş beş ticari işletmenin fermentasyon sonundaki 

ürünlerinden de 17 fungal izolat elde edilmiştir. İzolatlarda tür belirlenmesi amacıyla 

gerçekleştirilen ITS bölgesi amplifikasyonu sonucunda, yaklaşık 200 baz çifti (bç) bant 

oluşmasına rağmen elektroforez jel görüntülemesinde türlere spesifik baz büyüklüğünde 

bantlar elde edilememiştir. Bu nedenle tür tanımlaması β-tub primeri ile 

gerçekleştirilmiştir. β-tub amplifikasyonu ile devam edildiğinde ise farklı fungal cinslerin 

%1,5'luk agaroz jelde elde edilen görüntüleri incelendiğinde, amplifikasyon ürün 

büyüklüklerinin farklı olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.1). Bu avantajlı durumun daha hızlı 

bir tanımlamaya fırsat vermesi nedeniyle cins bazında tanımlamalara β-tub gen bölgesi 

amplifikasyonu ile devam edilmiştir. Şekil 4.1’de görüldüğü üzere,  β-tub ürün 

büyüklüklerinin Alternaria için 400 bç,  Penicillium için 500 bç ve Aspergillus için 600 bç 

olduğu tespit edilmiştir. Buna ilaveten, Monascus izolatları da Aspergillus ile benzer 

şekilde 600 bç ürün vermiştir. Aspergillus ile Monascus türlerinin birbirinden ayrılması 

yalnızca sekans verileri ile mümkün olmuştur. Tür bazında teşhisler ise çoğaltılan bu β-tub 

bölgelerinin baz dizilim verileri kullanılarak yapılmıştır. Sekans analizlerinden elde edilen 

baz dizilimleri her bir tür için Ek:9'da verilmiştir. 
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Şekil 4.1. Alternaria, Penicillium, Aspergillus ve Monascus fungal türlerin β-tubulin 

primeri ile PZR ürün görüntüleri  (a) Alternaria  (~400 bç) (b) Penicilium (~500 bç) (c) 

Aspergillus (~500 bç) (d) Monascus (~600 bç). 

 

Çalışmanın devamında, tüm izolatlar β-tub primeri ile amplifiye edilmiştir. Çünkü,  

β-tub gen bölgesinin sekans bilgileri, izolatları tür bazında tanımlanmasını sağlamıştır. 130 

izolattan 77'sine sekans analizi uygulanmıştır. Sekans verileri National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) gen bankasındaki bilgilerle karşılaştırılmış ve en fazla 

uyum gösterenler Çizelge 4.1'de belirtilmiştir. Çizelge 4.1 incelendiğinde, elde edilen her 

bir tür için örnek sekans verisinin NCBI gen bankasında önceden tanımlanmış başka 

sekans verisi ile en az %99 benzerlikte olduğu görülmektedir. Baz büyüklükleri 264-535 

bç arasında değişmektedir. Söz konusu veriler kullanılarak yapılan tanımlamaya ait bilgiler 

ise Çizelge 4.2'de gösterilmektedir. Çigelge 4.2'de görüldüğü gibi, toplamda 43 Penicillium 

türü ve 19 Aspergillus türü izole edilmiştir. Bunlardan P. expansum, A. niger, A. 

tubingensis ve M. pilosus izolatlarının aflatoksin, OTA ve CIT gibi mikotoksinleri üretme 

potansiyeline sahip oldukları bilinmektedir. Dolayısı ile bu türlerin hızlı ve doğru bir 

şekilde tespit edilebilmesi önemlidir. Tarladan sofraya fungal flora, türlerin bulunma 

sıklığı açısından değişim göstermektedir. β-tub sekansı Alternaria cinsinde tür bazında 

bilgiye sahip olmamıza yeterli olmamıştır. Morfolojik olarak spor yapıları küçük olan 

Alternaria türlerini, tür bazında tanımlamanın oldukça zor olduğu bilinmektedir. Bu 

nedenle Alternaria türleri, Alternaria spp. olarak tanımlanmıştır. Fakat, aynı izolatların 

kullanıldığı başka bir çalışmadan elde edilen sonuçlara göre mevcut Alternaria türlerinin 

morfolojik tanımlamaları ve Endopolygalacturanase verilerine dayanarak izolatların A. 

 (a)              (b)              (c)             (d) 
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alternata olduğu tespit edilmiştir (Özkılınç ve Sema, 2018). 

 

Çizelge 4.1. β-tub sekans verilerine göre tanımlanan fungal izolatların NCBI gen bankası 

ile uyumu 

*NCBI'da en iyi eşleşen sekans verisi ile sekans benzerlik oranı 

**NCBI-Genbank'da in iyi eşleşen sekans verisine ait gen bankası veri numarası 

 

İzolat İzolatın kaynağı 

Sekans 

uzunluğ

u (bç) 

Benzerlik
*
 

En iyi eşleşen 

referans
**

 

A. alternata 
Tarla örneklemesi-

Zeytin danesi 
280 99% 

KU512287.1- Alternaria 

alternata ITS Beta-

tubulin 

P. crustosum 

Zeytin danesi- 

fermentasyonun 

1.günü 

392 100% 

FJ004401.1- 

Penicillium crustosum 

Beta-tubulin 

P. glabrum 
Tarla örneklemesi-

Zeytin danesi 
353 99% 

EU128585.1-Penicillium 

glabrum Beta-tubulin 

P. roquefortii 

Salamura- 

fermentasyonun 

1.günü 

445 99% 
AY674382.1- 

Penicillium roquefortii 

P. expansum 

Salamura- 

fermentasyonun 

1.günü 

362 99% 
LN896431.1- 

Penicillium expansum 

P. 

brevicompactum 

Tarla örneklemesi-

Zeytin danesi 
264 99% 

AY674436.1-

Penicillium 

brevicompactum 

A. niger 
Tarla örneklemesi-

Zeytin danesi 
535 100% 

KC175288.1- 

Aspergillus niger Beta-

tubulin 

A. tubingensis İşletme örneklemesi 447 99% 

HQ632767.1- 

Aspergillus tubingensis 

Beta-tubulin 

M. pilosus 

Kefeke-

fermentasyonun 

1.günü 

484 99% 

AB607170.1- Monascus 

pilosus 
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4.1.2. Tarla Örneklemesinden Elde Edilen Fungal Flora  

Çalışmanın bu aşamasında Gökçeada, Ezine, Assos ve Çanakkale (Merkez)'de 

bulunan zeytin bahçelerindeki 35 ağaçtan örnek alınmıştır. Farklı lokasyonda bulunan aşılı 

zeytin ağaçlarından toplanan örneklerden 42 izolat ve yabani tür zeytin ağaçlarından alınan 

örneklerden ise 15 izolat olmak üzere toplamda 57 izolat elde edilmiştir (Çizelge 4.2). Tüm 

bu izolatların, 47 adedi zeytin meyvesinden ve 10 adedi ise yaprak örneklerinden 

gelmektedir. Zeytin meyveleri, hem sağlam hem de hasarlı danelerden seçilmiştir. Hasarlı 

zeytinlerden izole edilen türlere bakıldığında 15 adet Alternaria, 4 adet Penicillium ve 2 

adet Aspergillus olduğu görülmektedir. Alternaria cinsine ait türlerinin zeytin ağaçlarında 

patojenik semptomlara sebep olduğu bilinmektedir (Özkılınç ve ark., yayınlanmamış veri). 

Ayrıca,  Alternaria türlerinin zeytin ağaçları üzerine bu etkisi literatürdeki diğer çalışmalar 

incelendiğinde de görülmektedir (Bourpos ve ark., 1999; Piccolo ve ark., 2014). Bununla 

birlikte, Penicillium ya da Aspergillus cinsinin zeytinde patojenitesi bilinmemektedir. 

Fakat patojenitesi bilinmeyen fungusların da, kolayca kolonize olabildiği ve bitkisel 

dokulara zarar verdiği bildirilmektedir (Eltem, 1996). Diğer yandan, sağlam zeytin 

danelerinden sadece 4 Penicillium ve 2 Aspergillus izole edilmiştir. Bu durum, bazı fungal 

türlerin bariz hastalık oluşturmaksızın bulunabildiğini göstermektedir. Ayrıca, Aspergillus 

ve Alternaria'nın meyve üzerinde hastalık oluşturmamasına rağmen toksin üretme 

potansiyeli olabilir (Visconti ve ark., 1986; Leontopoulos ve ark., 2003). Tarla 

örneklemesinden izole edilen başlıca fungusların Alternaria, Penicillium ve Aspergillus 

olduğu tespit edilmiştir (Çizlege 4.2). Ek olarak, Fusarium, Cladosporium, Epicooccum, 

Phoma ve Clonostachys fungal türleri de sık olmamakla birlikte tarla örneklemesinden 

izole edilmiştir. Daha önce yapılan  çalışmalarda, doğal bir çevrede yetişen zeytinlerde 

benzer çeşitliliğe sahip fungal türlerin bulunduğu bildirilmiştir. Örneğin, Chliyeh ve ark. 

(2014) tarafından Fas'da yetişen zeytin ağaçlarında yapılan bir örnekleme çalışmasında, A. 

alternata'nın örneklenen tüm bölgelerden izole edilen fungusların %13 ile %84,5 

aralığında olduğu belirtilmiştir. Diğer bir arazi çalışması ise Carlucci ve ark. (2013) 

tarafından güney İtalya'da ki zeytin ağaçlarından gerçekleştirilmiştir. Örnekleme yapılan 

zeytin ağaçlarında, dallar ve daldaki kabuk kısımlarının altında kahverengi çizgi oluşumu, 

yaprak kahverengileşmesi gibi hasarlar olduğu bildirilmiştir. Hasarlı zeytin ağacı ve 

dallarındaki kahverengi çizgilerden izole edilen funguslardan, A. alternata, Aspergillus 

spp. ve Penicillium spp. izolasyon oranları sırası ile %3,3, %8,9 ve %5,4 olarak rapor 

edilmiştir (Carlucci ve ark., 2013). Portekiz'de zeytin ağaçlarından izole edilen fungusların 

toplamda  %42 oranında Alternaria, Penicillium ve Fusarium türlerine ait olduğu, bunların 
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arasından en fazla izole edilen fungal örneklerin ise Alternaria olduğu bildirilmiştir 

(Oliveira ve ark., 2012). Baffi ve ark. (2012), Aspergillus ve Penicillium türlerinin, zeytin 

meyveleri, zeytin prinası ve zeytin ezmesi gibi ürünlerde önemli fungal türler olduğunu 

bildirmiştir. Söz konusu tez çalışmasında baskın tür Alternaria iken Baffi ve ark., (2012) 

tarafından yapılan çalışmada Aspergillus ve Penicillium olarak belirtilmiştir. Ayrıca, 

Aspergillus niger ve Penicillium crustosum izole edilen türler arasında en yaygın olanları 

olarak belirtilmiştir ki, bu türler bu tez çalışmasından elde edilen baskın Penicilliuım ve 

Aspergillus türleri ile benzerlik göstermektedir. Benzer şekilde, Al-Ameri ve ark., (2015), 

zeytin meyvesi güvesinden A. niger (%13 örnek sıklıkta) izole edildiğini rapor etmişlerdir. 

Diğer yandan, Roussos ve ark., (2006), Fas'ta zeytinyağı üretiminde  Aspergillus ve 

Penicillium'un baskın flora olduğunu bildirmiştir ve A. niger en yaygın olanıdır. Tarla 

örneklemesinin tüm aşamalarında alınan örneklerden organik tarım-ilaçlı tarım, Ladoles-

Edremit tipi ve örnek alınan lokasyonlar arasında elde edilen fungal izolatlar bakımından 

önemli bir farklılık gözlenmemiştir. 
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4.1.3. Laboratuvar Ölçekli Sofralık Zeytin Üretiminden İzole Edilen Fungal 

Flora 

Doğal fermente sofralık siyah zeytin üretim sürecinde fermentasyonunun farklı 

aşamalarından alınan tüm zeytin meyve örneklerinden toplamda 23 fungal izolat, salamura 

örneklerinden toplamda 17 fungal izolat ve kefeke örneklerinden ise toplamda 17 fungal 

izolat elde edilmiştir (Çizelge 4.2).  

Tarla örneklemesinde, en yaygın türün Alternaria olarak belirlenmesine rağmen, 

sofralık siyah zeytin üretim sürecinde bu türe neredeyse hiç rastlanmamıştır. Bu durumun 

nedenini araştırmak amacıyla 100 ml’lik sterilize edilmiş salamura ortamına izole edilen 

Alternaria, Penicillium ve Aspergillus funguslarından 2'şer izolat aktarım yapılmıştır. 

Steril salamuralarda Aspergillus ve Penicillium başarı bir şekilde gelişirken Alternaria'dan 

aktarılan izolatların ise salamura ortamında gelişemediği gözlenmiştir. Bu durumun ise 

salamuranın yüksek tuz konsantrasyonu (~% 10) ve özellikle zengin fenolik bileşen 

içeriğinden (Çizelge 4.7) kaynaklandığı düşünülmektedir. Önceki çalışmalar, KCl ve 

NaCl'nin tarçın yağı ile birlikte kullanılmasının da Alternaria alternata türü üzerinde 

antifungal etki gösterdiğini belirtmektedir (Fhen ve Zheng, 2006). Ayrıca, zeytinlerdeki 

fenolik bileşiklerin antifungal etki gösterdiği de bilinmektedir  (Pereira ve ark., 2007). Elde 

edilen sonuçlar incelendiğinde mevcut antifungal etkinin Alternaria üzerine diğer fungal 

türlerden daha fazla etki gösterdiği düşünülmüştür. Bununla birlikte, Alternaria daha çok 

doğal ortamdaki zeytinler için hastalık etmenidir. Fakat, Aspergillus ve Penicillium 

tarladan sofralık zeytine mevcudiyetini korumaktadır. Dolayısı ile sofralık zeytin üretim 

sürecinde bu türlerin toksin üretip üretmediğinin belirlenmesi daha fazla önem 

taşımaktadır. Diğer yandan, sofralık zeytin üretimi için kullanılan hammaddenin sağlıklı 

olmayan danelerinin Alternaria toksinleri tarafından kontamine olup olmayacağı da 

cevaplanması gereken önemli bir soru işaretidir. Çünkü yapılan bir çalışmada Alternaria 

cinsinin sorumlu olduğu mikotoksinlerin zeytin danesinde tespit edildiği belirtilmektedir 

(Visconti ve ark., 1986).  

Fermentasyon sürecinde baskın fungal florada, Penicillium (%49) ve Aspergillus 

(%20) türleri yer almaktadır. Bunların içerisinden %14 ile en yaygın tür P. crustosum 

olduğu tespit edilmiştir. Diğer yaygın türler ise, sırasıyla P. roqueforti (%4) ve P. 

expansum (%2)'dur. Bununla birlikte, P. brevicompactum ve P. galabrum fermentasyon 

sırasında izole edilmemiştir. A. niger ve A. tubingensis olmak üzere her iki Aspergillus türü 

de %7’lik bir frekans ile eşit oranlarda izole edilmiştir. Benzer şekilde, Şahin ve 

Korukoğlu (2000), salamura gıdalarda Penicillium'un baskın fungus olduğu rapor 
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edilmiştir. 

Doğal fermente siyah zeytin üretimi ile ilgili Türkiye'de yapılmış önceki 

çalışmalarda, P. roqueforti, P. brevicompactum ve P. citrinum'un izole edildiği 

belirtilmiştir (Heperkan ve ark., 2006; Heperkan ve ark., 2013). Çalışmamızda ise CIT ve 

OTA üretim potansiyeline sahip olduğu bilinen P. expansum ve A. niger türleri de 

tanımlanmıştır. Adlouni ve ark. (2006) tarafından, aflatoksin, OTA ve CIT toksinlerinin 

perakende satıştan toplanan siyah zeytin örneklerinin bir kısmında bulunduğunu 

bildirilmiştir. Ghitakou ve ark. (2006) tarafından siyah ve yeşil zeytinlerde, doğal 

mikroflora ve Aspergillus parasiticus tarafından aflatoksin B1 ve OTA üretimi üzerine 

benzer sonuçlar rapor edilmiştir.  

Laboratuvar ölçekli doğal fermente sofralık siyah zeytin üretiminden elde edilen 

fungal floranın yanında, Çanakkale il sınırları içerisinde faaliyet gösteren sofralık zeytin 

üreticisi 5 farklı işletmeden fermentasyon sürecindeki zeytin meyvesi ve kefeke 

örneklemelerinden elde edilen fungal florada Penicillium, Aspergillus ve Monascus'a ait 

türlerin baskın olduğu belirlenmiştir. En yaygın türlerin ise P. crustosum, A. tubingensis ve 

M. pilosus olduğu tespit edilmiştir. M. Pilosus, tüm izolatların %10'unu oluşturmaktadır. 

Ayrıca, izole edilen M. pilosus' un çoğunluğunun zeytin danesi ve kefekeden gelmesine 

rağmen, salamuradan hiç izole edilmemesi dikkat çekici bulunmuştur. Laboratuvar-ölçekli 

sofralık zeytin üretiminden elde edilen fungal flora ile ticari-ölçekli üretimden elde edilen 

fungal flora benzer olmakla birlikte izolat sayısı bakımından farklılık göstermektedir. 

Laboratuvar ölçekli üretimden Monascus izolatların sayısının (6 izolat), ticari üretime (2 

izolat) kıyasla daha yüksek olduğu gözlenmiştir (Çizelge 4.2). Monascus fungal cinsi 

içerisinde yer alan M. purpureus ve bazı M. pilosus  türleri Mon K toksin üreticisi olarak 

bilinmektedir (Su ve ark., 2003; Hong ve ark., 2011).  

Literatürde sofralık zeytinin mikrobiyal florasının belirlenmesine yönelik ticari 

işletme örneklemesi ve marketlerden yapılan örneklemeler ile ilgili çalışmalar daha çok 

bakteri ve maya florasının tanımlanmasına yöneliktir (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) tarafından yapılan çalışmada, geleneksel fermantasyon yöntemi ile 

üretilmiş siyah zeytinin mikroflorasından izole edilen 17 laktik asit bakterisi, Lactobacillus 

ve Leuconostoc cinsleri olarak tanımlanırken Lac. plantarum baskın tür olarak 

belirtilmiştir. Diğer yandan, sofralık siyah zeytinlerde başlıca maya florasını Candida 

boidinii, Debaryomyces hansenii, Pichia anomala, Pichia membranifaciens, Rhodotorula 

glutinis ve Saccharomyces cerevisiae türlerinin oluşturduğu bildirilmiştir (Alloya-Lopez ve 
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ark. 2008).  

Sofralık zeytinin fungal florasının tanımlanmasına yönelik benzer çalışmalar da 

literatürde rapor edilmiştir (Burçak, 2001; Roussos ve ark. 2006; Bavaro ve ark., 2017; 

Medina ve ark., 2018). Örneğin, Roussos ve ark. (2006) tarafından, zeytinyağı 

işletmelerinden alınan zeytin prinası ve yabani zeytin örneklerinden 285 fungus 

tanımlanmıştır. Bunların 167'sinin Penisillium, Aspergillus, Mucor, Alternaria, Geotricum, 

Rhizopus, Trichoderma, Acremonium, Humicol ve Ulocladium olduğu belirtilmiştir. 

Ayrıca, bu tez çalışmasındaki bulgulara benzer şekilde Penicillium ve Aspergillus toplam 

izolatların %32,3 ve %26,9 ile en çok rastlanılan mezofilik fungal izolat olduğu tespit 

edilmiştir. Burçak, (2001) tarafından yapılan bir tez çalışmada İstanbul'da ki çeşitli 

marketlerden temin edilen sofralık siyah zeytin örneğinde Penicillium cinsi fungus 

izolasyonu ve tür tanımlaması gerçekleştirilmiştir. Sonuçta, alınan örneklerde; Penicillium 

crustosum, Penicillium citrinum, Penicillium viridicatum, Penicillium roquefortii ve 

Penicillium digitatum olduğu belirtilmiştir. Bavaro ve ark., (2017) tarafından yapılan diğer 

bir çalışmada ise fermente siyah zeytinlerden hem laboratuvar-ölçekli hemde işletme-

ölçekli örnekler ile çalışılmış ve bu tez ile benzer (β-tub ve ITS) primerler kullanılarak 

tanımlama yapılmıştır. Yapılan tanımlamada elde edilen türlerin 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) olduğu bildirilmiştir.  

 

4.2. Fungal İzolatların Toksin Üretme Potansiyelleri  

4.2.1. Primer Tasarımı ve Fungal İzolatların Toksin Üretimi ile İlgili DNA 

Bölgelerinin Çoğaltılması  

Toksin üretimi ile ilgili DNA bölgelerinin belirlenmesinde öncelikli olarak, OTA ve 

CIT üretiminden sorumlu olduğu bilinen ve bu çalışma kapsamında da tanımlanan P. 

expansum, A. niger ve M. pilosus izolatlarından elde ettiğimiz sekans bilgileri temel 

alınmıştır. İzolasyon çalışmasında elde edilen türlerden OTA üretiminden sorumlu olduğu 

bilinen A. niger'dir (Dao ve ark., 2005). Aynı şekilde CIT üretim potansiyeline sahip 

Penicillium türü olan P. expansum izolatlar arasında yer almaktadır (Ballaster ve ark., 

2015). Fakat, diğer izole edilen 4 tür (P. glabrum, P. crustosum, P. brevicompactum ve P. 

roquefortii) önceki çalışmalar incelendiğinde OTA ve CIT üretim potansiyelleri 

çoğunlukla negatif olarak belirtilmiştir (Ballaster ve ark., 2015; Runtberget ve ark., 2004; 

Kokkonen ve ark., 2004). Monascus fungal türü, Mon-K ve CIT üretiminden sorumlu 

olduğu önceki çalışmada belirtilmiştir (Hong ve ark., 2011). Bununla birlikte, CIT üretim 
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potansiyeli ise daha çok M. purpureus türü için rapor edilmiştir. Bu çalışmada elde edilen 

M. pilosus türü için ise bazı çalışmalarda negatif sonuç belirtilirken bazı çalışmalarda az 

miktarda CIT ürettiği belirtilmiştir (Blanc ve ark., 1995; Pisareva ve ark., 2005). Elde 

ettiğimiz izolatlarda bu bölgedeki toksin genlerini kısmen çoğaltabilmek için materyal ve 

yöntem kısmında ayrıntılı bir şekilde verildiği gibi NCBI gen bankasında var olan önceki 

bilgilerden ve çalışma kapsamında elde edilen izolatların sekans verilerinden yaralanarak 

primerler sentezlenmiştir. 

Toksin üreten genlerin tespiti için primer sentezlenmesi toksinin hızlı tespiti için 

kullanılabilen bir yöntemdir. Bu nedenle son yıllarda konu ile ilgili çalışmalar 

yapılmaktadır. Örneğin, aflatoksin B1 geninin tespiti için yapılan bir çalışmada seçilmiş 

gıda mamullerinde aflatoksigenik fungusların PZR ile tespiti için aflR1 primerleri dizayn 

edilmiştir (Manonmani ve ark., 2005). Benzer şekilde, Spadaro ve ark. (2011) tarafından 

üzüm salkımlarında Aspergillus carbonarius'un oktratoksin A üreten izolatlarının 

saptanması için spesifik AcPKS-F1/AcPKS-R1 primerleri sentezlenmiştir. CIT gen 

bölgesinin tespiti için ise Shimitzu ve ark. (2005)’nın yaptığı bir çalışmada, bir fungal 

primerin domain ketosentazının korunmuş bölgesinin amplifikasyonundan sentezlenmiş 

primerler ile M. purpureus'dan PKS geni klonlamıştır. Sonuç olarak pksCT transkripsiyonu 

CIT üretimi ile korelasyon göstermiş ve bu da pksCT gen ürününün CIT biyosentezinde 

yer aldığı şeklinde yorumlanmıştır. Literatürdeki benzer çalışmalar incelendiğinde, PZR 

temelli izlenilen yöntemin bu çalışmada olduğu gibi poliketitsentaz gen bölgesi üzerinden 

yola çıkılarak NCBI gen bankasındaki verilerin kullanılmasıyla primerin sentezlenmesi 

olduğu görülmektedir (Hayat ve ark., 2012). Bu çalışmada dizayn edilen primerler (Çizelge 

4.3) kullanılarak tüm fungal izolatlar için PZR gerçekleştirilmiştir. Penicillium  türleri için 

elde edilen PZR ürünlerinin agaroz jeldeki elektroforez görüntüleri Şekil 4.2'de 

gösterilmektedir. 
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Şekil 4.2. Penicillium izolatları için PE_cit primeri ile çalıştırılan PZR reaksiyonunun  

%2,5 agaroz jelde elektroforez görüntüsü (1-2-6: P.crustosum, 3: P.roquefortii, 5-7: 

P.expansum, 8: P.glabrum) 

 

Şekil 4.2'de görüldüğü gibi primerler ile bazı izolatlar pozitif reaksiyon verirken 

bazıları ise negatif reaksiyon ile sonuçlanmıştır. İzole edilen her bir tür için sentezlenen 

primerlerin verdiği reaksiyon sonuçları ise Çizelge 4.3’de verilmiştir. Buradan, sentezlenen 

primerlerin, sadece sentezlenen fungal türde PZR pozitif sonuç verdiği anlaşılmaktadır. PE 

cit F/ PE cit R primerinin tek bir A.niger izolatında pozitif sonuç vermesi istisna tutulursa, 

tüm primerler Penicillium, Aspergillus ve Monascus türlerinin yalnızca birinde pozitif 

sonuç vermiştir. 

Dao ve ark., (2005) tarafından, Aspergillus ochraceus NRRL 3174 için PKS geninin 

bir DNA dizisinden iki PZR spesifik primer çifti (AoLC35-12L / AoLC35-12R ve AOOTAL 

/ AoOTAR) tasarlanmıştır. Tasarlanan bu primerler, 14 farklı fungal tür üzerinde test 

edilmiştir. AoLC35-12L/AoLC35-12R primer çiftinde OTA ve CIT üreten funguslarda bant 

elde edilebiliyorken, AOOTAL / AoOTAR primer çiftinde sadece A. ochraceus için olumlu 

sonuç alınmıştır. Bu çalışmadan yola çıkarak AoLC35-12L/AoLC35 primer çifti temin 

edilmiş ve tüm türler için denenmiştir. Fakat, Penicillium ve Monascus türlerinin 

tamamında negatif sonuç verdiği görülmüştür. İzolasyonda elde edilen 19 adet Aspergillus 

türü bulunmaktadır. Bunlardan 8 adet A. niger, 5 adet A. tubingensis, diğerleri tür bazında 

tespit edilemeyenlerdir. A. niger'lerin sadece 5 tanesi ile mevcut primer çifti kullanılarak 

pozitif PZR ürünü veren bant elde edilebilmiştir. A. tubingensis'ten bu primer ile PZR 

ürünü elde edilememiştir. OTA üretimi için dizayn edilen primer (An_OTA) olup, A. 

niger'e ait sekans verileri kullanılarak hazırlanmıştır. Dizayn edilen bu primer ile 8 adet A. 

    1          2          3           4          5           6           7          8 

 

2000 bp 

1500 bp 
 

1000 bp 

 
 

 

500 bp 
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niger izolatından 6'sı pozitif sonuç verirken, A. tubingensis'in izolatlarının 8 adedinden 

3'ünde pozitif sonuç verdiği görülmüştür.  

 

Çizelge 4.3.  Sentezlenen primerlerin PZR reaksiyonlarının sonuçları  

Fungal İzolatlar 

PZR Reaksiyonu (Primer çifti)
*
 

AoLC35-12L/ 

AoLC35-12R 

AN_OTA-F/ 

AN_OTA-R 

PE_cit-F/ 

PE_cit-R 

M_cit-F/ 

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 

*Çizelge 3.3'de baz dizimi verilmiş primerler ile çalıştırılmış PZR reaksiyonu sonucu bant elde edilen izolatların sayısı  

("-" : Tüm izolatların negatif reaksiyon verdiği durumu ifade etmektedir.)  

 

Poliketitsentaz geninin fonksiyonel karakterizasyonu ile ilgili yapılmış iki 

çalışmadan birinde Aspergillus ochraceus'da OTA biyosentezi için gerekli olan PKS geni 

(O'Callaghan ve ark., 2003), diğerinde ise Penicillium verrucosum fungusunda OTA 

biyosentezinden sorumlu olan PKS geni (O'Callaghan ve ark., 2013) araştırılmıştır. A. 

ochraceus fungal türünde, OTA sentezi amacıyla gerçekleşen pks gen ekspresyonu PDA 

veya ME (Malt Extract) sıvı besiyeri gibi OTA üretimini baskılayıcı bir ortamda 

gerçekleşmezken, YES agar veya maya ektsratı veya MC (Casamino asit) içeren Czapek-

Dox  sıvı besiyeri gibi OTA üretimine izin veren ortamda ise ekspresyonun gerçekleştiği 

bildirilmiştir. Bununla birlikte, OTA sentezine izin veren besiyeri ortamında gerçekleşen 

pks gen eskpresyonu sadece mikotoksin üretiminin erken aşamalarında olmuştur 

(O'Callaghan ve ark., 2003). Diğer yandan, O'Callaghan ve ark. (2013) tarafından, pks gen 

transkripsiyonunun, fungal kültürlerin gelişim ortamında farklı karbon kaynakları 

kullanılarak düzenlenebildiği bildirilmiştir. Gliserol ve galaktoz eklenen MCB (MC içeren 

Czapek-Dox sıvı besiyeri) ortamında geliştirilen Penicillium verrucosum tarafından OTA 

üretiminde sırasıyla 19 ve 32 kat artış gözlenmiştir (O'Callaghan ve ark., 2013). Ayrıca, 
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OTA pks gen ekspresyonu, çeşitli besin kaynaklarının dışında pH, sıcaklık, su aktivitesi ve 

koruyucu madde varlığı, ışık ve inkübasyon süresi gibi çeşitli çevresel stres faktörlerinden 

de etkilenmektedir (Geisen ve ark., 2004; Schmidt-Heydt ve ark., 2007; Abbas ve ark., 

2009; Munoz ve ark., 2011). Castella ve Cabanes (2011) tarafından yapılan başka bir 

çalışmada ise gerçek zamanlı-PZR ile A. niger fungusunda OTA üretimi tespit edilmeye 

çalışılmıştır. Bu amaçla elde edilen primer başka fungal türler ile de denenmiş ve A. 

tubingensis'de negatif sonuç verdiği rapor edilmiştir. An-OTA primeri Aspergillus hariç 

hiçbir izolatta pozitif sonuç vermemiştir. Farklı okratoksigenik Aspergillus ve Penicillium 

türleri tarafından kahve ve buğday bazlı medikasyonlarda mikotoksin üretimi üzerine 

yapılmış bir çalışmada ise dört farklı oktratoksijenik fungusun (iki adet Aspergillus ve iki 

adet Penicillium) OTA üretimi, dört farklı ortamda (buğday ve kahve modeli ortamında ve 

iki standart laboratuar ortamında) incelenmiştir. MEA (Malt Ekstrak Agar) ve YES agarın 

kullanılarak 2, 4 ve 8'er gün 25 °C' de inkübasyona bırakılan petrilerde toksin üretimleri 

ince tabaka kromotografisi (TLC) ve yüksek basınçlı sıvı kromotografisi (HPLC) 

yöntemleri ile incelenmiştir. İncelenen tüm fungus kolonilerinin iyi gelişimine rağmen 

MEA ortamında OTA üreten tek suşun A. niger (BFE632) olduğu belirtilmiştir. Aynı 

zamanda OTA üretiminin zamanla arttığı ve koloni yüzeyinde eksudasyon damlacıkları 

olan fungal kültürlerde OTA üretiminin daha yüksek olduğu belirtilmiştir (Munoz ve ark., 

2011). 

CIT üretim potansiyelini belirlemek amacı ile sentezlenen primer (PE_cit) 

Penicillium türlerinin 7'inde pozitif sonuç vermiştir (Çizelge 4.3). Penicillium türleri, 

ılıman ve soğuk iklimli bölgelerde OTA üreticisi olarak bilinirler (Krogh 1992; Munoz ve 

ark., 2011). Tuz içeriği bakımından zengin proteinli gıda ürünlerinde ise P. nordicum en 

baskın okratoksijenik türdür (Larsen ve ark., 2001; Munoz ve ark., 2011). Belirlenen türler 

arasında literatürde CIT sorumlusu olarak en çok konu edilen P.expansum'un iki izolatı da 

pozitif reaksiyon vermiştir. Ballester ve ark. (2015), bir poliketit sentazı kodlayan pksCT 

geninin ekspresyonu CIT kümesinde (cluster) analiz edilmiştir. ΔpksCT mutantlarının 

patojenitesi kontrollü koşullar altında, aşılanmış elma meyveleri üzerinde 

değerlendirilmiştir. 

Bu tez çalışmasında elde edilen 8 Monascus izolatının 5'i, CIT üretim potansiyeline 

sahip gen bölgesinin kısmi amplifikasyonu yapılmıştır. Monascus fungusları Mon K 

üretimi açısından daha fazla literatür bilgisine sahiptir (Lee ve ark., 2006; Hong ve ark., 

2011). Bununla birlikte bazı kaynaklarda CIT üretimi pozitif olarak belirtilmiştir (Pisareva 

ve ark., 2005; Lee ve ark., 2006). Bunun tersine, Hong ve ark. (2011) tarafından yapılan M. 
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pilosus ile fermente edilen kırmızı ginsengde, deglikolize edilmiş ginsenoidlerin ve Mon 

K'nın zenginleştirilmesi ile ilgili bir çalışmada, kullanılan M. pilosus izolatlarının CIT 

üretmediği bildirilmiştir. 

Çalışmanın devamında Penicillium izolatlarının birçok türünde, PE_cit primerinin 

pozitif sonuç vermesi, sekans analizine gerek kalmadan mevcut primer ile tür bazında 

tanımlanabilmesini akla getirmiştir. Bu amaçla, tüm Penicillium izolatları PE-Cit primeri 

ile PZR reaksiyonuna tabi tutulmuş ve elde edilen PZR ürünü %2,5 agaroz jelde bantlara 

ayrılmıştır. Bant ayrımında, tür bazında ayrı büyüklükte bant elde edildiği gözlemlenmiştir. 

Fakat, denemenin yapılmasındaki amaç, bu çalışmada sentezlemiş olduğumuz primeri 

kullanarak Penicillium türlerinin tek primer ile sekans analizine gerek kalmadan 

tanımlanabilmesi iken, elektroforez görüntüsünde bazı türlerin aynı baz büyüklüğünde 

ürün verdiği tespit edilmiştir. Örneğin, P. expansum ve P. glabrum türlerinin baz 

büyüklüğü, elektroforez görüntüsünde ayırt edilemeyecek kadar benzerdir. Dolayısı ile bu 

denemenin amacı başarılı olamamıştır. Fakat sentezlenen bu primerlerin, başka 

çalışmalarda tanımlanmış türlerin varlığı ile ilgili bilgi vermesi amacıyla kullanıma uygun 

olduğu belirlenmiştir. 
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4.2.1.1. Multipleks PZR Reaksiyonu 

Primerler ile çalıştırılan PZR reaksiyonlarından farklı baz büyüklüğünde PZR ürünü 

elde edilmesinden yararlanılarak multiplex PZR reaksiyonu denemesi yapılmıştır. 

Multiplex PZR reaksiyonu ile bir protokolde birden fazla toksin üretme potansiyeline sahip 

türün tanımlanması amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda, primerlerin 2'li ve 3'lü 

karışımları ile gerçekleştirilen PZR reaksiyonundan elde edilen bantlar Şekil 4.4'de 

gösterilmektedir. Şekil 4.4(a) incelendiğinde AN_OTA ve PE_cit primer çiftleri ile 

yürütülen multiplex PZR reaksiyonunda yalnızca Aspergillus türleri pozitif sonuç 

vermiştir. Aynı şekilde Şekil 4.4(b) incelendiğinde üç primer kombini (AN_OTA; PE_cit; 

M_cit) ile yürütülen PZR reaksiyonunda türlerden yalnızca Penicillium türlerinin pozitif 

sonuç verdiği diğer türlerde başarılı olamadığı göslenmiştir. Multiplex PZR 

reaksiyonlarınında sonuçlarından, primerlerin farklı PZR protokollerine ihtiyaç duyması 

sebebi ile ortak protokol geliştirilememiştir. 

 

 

(a) 

 

(b) 

Şekil 4.4. Multipleks PZR reaksiyonunun elektroforez görüntüsü (a) AN_OTA ve PE_cit 

primer çiftleri ile yürütülen multiplex PZR reaksiyonu (b) üç primer kombini (AN_OTA; 

PE_cit; M_cit) 

 

Monascus spp. Aspergillus spp. Penicillium spp. 

Penicillium spp. Aspergillus spp. 
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Multiplex PZR çalışmaları ve sentezlenen primerlerin tanımlama amacı ile 

kullanılması moleküler biyolojinin önemli konularından biridir. Multiplex PZR, 

fungusların toksin üretme potansiyellerini belirleme konusunda kullanılması ile ilgili 

litaratürde çalışmalara rastlanmaktadır (Kim ve ark., 2011; Ramana ve ark., 2011).  

Aflatoksin, dünya genelinde daha çok bilinen ve çalışılan toksin türü olduğundan bu 

konu ile ilgili literatür bilgileri de genellikle aflatoksin tanımlanması üzerinedir. Örneğin, 

Kim ve ark. (2011) tarafından yapılan bir çalışmada soya fasulyesinin fermentasyon 

başlatıcısı olarak kullanılan bir üründeki (meju) aflatoksijenik ve non-aflatoksijenik 

fungusların tespiti için Multiplex-PZR analizleri yapılmıştır. Çalışmada, aflatoksin 

biyosentez kümesinde bulunan omtB, ver-1, aflR ve omtA genleri için özel olarak iki farklı 

"üçlü primer seti" tasarlanmıştır. Multipleks-PZR koşulları optimize edildiğinde, sadece 

aflatoksigenik Aspergillus türlerinin her iki primer setinde de üç bant verdiği görülmüştür 

(Kim ve ark., 2011). Yine, Ramana ve ark. (2011) tarafından Güney Hindistan'dan 

toplanan pirinç ve darının mikotoksigenik Fusarium türleri ile kontaminasyonu tespit 

etmek için, çok boyutlu PZR tabanlı strateji üzerine bir araştırma yapılmıştır. Bu amaçla, 

Fusarium türlerinin fumonisin ve trikotesen üreten suşlarının tespiti için bir multipleks-

PZR çalışması tasarlanmıştır. Gruba özgü tespit yapabilmek için primerler, trikotesen 

biyosentezi ile ilgili tri5 ve tri6 genlerinden ve fumonisin biyosentezinde rol oynayan fum1 

and fum13 genlerinden dizayn edilmiştir. Test edilen Fusarium türlerinin, trikotesen analizi 

için pozitif, fumonisinlerde ise 20 PZR pozitif kültürden HPLC analizinde sadece 13'ü 

pozitif çıktığı bildirilmiştir. 

 

4.3. İzolatların Toksin Üretimi ve Zeytin Fermentasyon Sürecinde Toksin 

Varlığı 

4.3.1. Kültür Ortamından (in vitro) Toksin Analizi 

Çalışmada, elde edilen izolatların toksin üretme potansiyeli moleküler yöntemlerle 

belirlenmiştir. Fakat, önceki çalışmalardan mevcut fungusların toksini üretip 

üretmemesinde sıcaklık ve nem gibi çevre şartları, gıdanın içeriği, bekleme süresi, pH ve 

ışık gibi faktörlerin etkili olduğu bilinmektedir (Munoz ve ark., 2011). Bu nedenle 

çalışmanın devamında mevcut izolatlar besiyeri ortamında inkübe edilerek toksin üretip 

üretmedikleri kromatografik bir yöntem (HPLC metodu) ile kontrol edilmiştir. Koşullar 

sabit tutulmuş olup izolatlar herhangi bir stres ortamına bırakılmamıştır. Elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.4'da gösterilmektedir. Elde edilen kromotagram görüntüsünün örneği 

ise Ek:1 ve Ek 2'de gösterilmektedir. Validasyonu gerçekleştirmek ve analizin çalışmasını 
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kontrol etmek amacıyla petrilerden bazılarına standart olarak kullanılan toksinlerle 

kontamine edilerek HPLC ile analiz yapılmıştır. Kromotogram görüntüleri ise Ek.3 ve 

Ek.4'de verilmiştir. 

Sonuçlar incelendiğinde toksin üretme potansiyeline sahip bazı izolatların toksin 

üretmediği görülmektedir. Örneğin A. niger'in OTA üretiminden sorumlu olduğu önceki 

çalışmalardan bilinmektedir. Bu çalışmada da elde edilen izolatların 6 tanesi üretim 

potansiyeli ile ilgili analizlerde pozitif sonuç vermiştir. Fakat, YES agar ortamında 25°C'de 

7 gün inkübe edildiğinde, sadece bir tanesinin OTA ürettiği gözlenmiştir. Bunun 

bulunduğu ortam koşulları ile ilgisi olduğu düşünülmektedir. Başka bir çalışma 

kapsamında mevcut izolatların farklı koşullarda verdiği sonuçların incelenmesi tavsiye 

edilmektedir. Çalışmada analiz metotunu referans aldığımız Bragulat ve ark. (2001), saf 

kültürden OTA üretimini gözlemlemek amacıyla yaptığı çalışmada farklı besiyerleri 

kullanılarak Aspergillus'un birçok türüne (A. niger, A. ochraceus, A. alliaceus, A. 

sclerotiorum, A. awamori, A. foetidus, A. carbonarius) OTA analizi uygulamıştır. Bragulat 

ve ark. (2001) tarafından yapılan çalışmada kullanılan YES agar'ın özellikle A. niger 

türlerinin okratoksin üretimine oldukça elverişli olduğu sonuçlardan görülmektedir.  

Okratoksin üretiminde sorumlu olduğu tespit edilemeyen P. roquefortii'nin 3 izolatı, 

P. crustosum'un 3 izolatı, P. expansum'un 1 izolatının besiyerinde OTA tespit edilmiştir. 

Toksin üretim mekanizmasının birçok faktörden etkilendiğini daha önce de belirtilmiştir. 

P. crustosum, genel olarak literatürde OTA ve CIT üretiminden sorumlu olan Penicillium 

türleri arasında belirtilmemektedir (Bogs ve ark., 2006). Fakat, P. crustosum'un da OTA 

üretebildiğini gösteren bazı çalışmalar mevcuttur (Geisen ve ark., 2006; Vega ve ark., 

2006). Örneğin, Vega ve ark., 2006 tarafından kahveden izole edilen P.crustosum, P. 

brevicompactum, P. olsonii and P. oxalicum'un OTA ürettiği bildirilmiştir.  

Sofralık siyah zeytinlerde raslanılan en yaygın fungal türler; P.crustosum, P. 

roquefortii, P. viridicatum ve P. verrucosum olarak bilinmektedir. Bununla birlikte P. 

expansum ve P. citrinum da bulunmuştur. P. expansum'un CIT üreticisi olduğu 

bilinmektedir  (Oral ve Heperkan, 1999; Şahin ve ark., 1999; Karaca, 2008). CIT 

üretiminden sorumlu P. expansum ve M. pilosus beklendiği şekilde YES agar besiyeri 

ortamında CIT üretmiştir. P. expansum CIT üretiminden sorumlu olmasıyla ilgili P. 

citrinum ile birlikte literatürde en fazla bilgi olan türlerden biridir. Fakat, tüm 

mikotoksinlerde olduğu gibi üretimi ortam koşullarına bağlıdır. Bu çalışmada izole edilen 

iki P. expansum'dan biri hem PZR, hem de HPLC toksin çalışmasında pozitif sonuç 

verirken diğeri toksin üretim potansiyeli olmasına rağmen HPLC analizi için hazırlanan 
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ortam koşullarında (YES agar/25°C/7gün) negatif sonuç vermiştir. Konu ile ilgili 

peynirlerde yapılan bir çalışmada P. expansum'un bazı örneklerde toksin üretirken 

bazılarında üretmediği belirtilmiştir (Bailly ve ark., 2002). OTA ile benzer şekilde P. 

crustosum' un 2 izolatı ve P. roquefortii'nin 3 izolatı besiyeri ortamında CIT üretmiştir. Bu 

türler literatürdeki birçok kaynakta OTA ve CIT üretiminden sorumlu gösterilmemiştir. 

Fakat sınırlı birkaç kaynakda OTA ve CIT üreten türler arasında ismi geçmektedir (Oruç, 

2006; Nizamlıoğlu ve Çon, 2010; Tokuşoğlu ve ark., 2010). 

 

Çizelge 4.4. In vitro ortamda toksin analizi sonuçları 

Fungal İzolatlar 
             Mikotoksinler (A/B)

* 

OTA
 

CIT
 

P. crustosum  3/11  2/11  

P. glabrum 0/1 0/1  

P. roquefortii 3/4  3/4  

P. expansum 1/2  1/2  

P. brevicompactum 0/1  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 koşullarda yapılan toksin analizinde toksin (+) sonuç elde edilen izolat sayısını ifade 

etmektedir; B- Çalışmada söz konusu türe ait elde edilen izolatların toplam sayısını göstermektedir. 

 

M. pilosus'un CIT üretme potansiyeline sahip olduğu fakat bazı çalışmalarda negatif 

bazı çalışmalarda ise pozitif sonuçların bildirildiği bölüm 4.2.1’de açıklanmıştır. Benzer 

sebeplerden dolayı HPLC ile toksin analizindede Monascus izolatlarından bazıları CIT 

ürettiği gözlemlenirken bazıları üretmemiştir. 8 Mon. pilosus izolatından CIT üreten 5 

izolat toksin geni belirleme çalışmasında gen varlığının pozitif çıktığı izolatlardır. OTA 

varlığı ise beklendiği gibi hiçbir Monascus izolatında görülmemiştir. Monascus 

izolatlarının CIT üretme potansiyeli ile ilgili yapılmış önceki çalışmalarda da CIT 

varlığının olduğunu belirten çalışmalar mevcuttur (Pisareva ve ark., 2005; Tsukahara ve 

ark., 2009; Wang ve ark., 2005). Örneğin, Pisareva ve ark., 2005 tarafından yapılan bir 

çalışmada M.pilosus funguslarından bir tanesinde CIT üretimi 63 μg/ml olarak tespit 

edilirken diğerinde CIT varlığına rastlanmadığı bildirilmiştir. 

Toksin üretme potansiyeli pozitif olan izolatların izole edildiği noktalardan kefeke 

dikkat çekicidir. OTA üretim sorumlusu olan A. niger ve CIT üretim sorumlusu 
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Penicillium türlerinin, en fazla kefeke oluşum dönemindeki izolatlardan geldiği 

belirlenmiştir. Önceki çalışmalarda market çalışmalarından (Heperkan ve ark., 2009; 

Tokuşoğlu ve ark., 2010), toksin pozitif örnek sayısının daha fazla olduğu göz önünde 

bulundurulursa, bu durumun işletmelerin genel hijyen uygulamalarındaki eksikliklerin ve 

kantaminasyon olasılığının yüksek olduğunu düşündürmektedir. 

İzole edilen funguslardan yapılan HPLC ile toksin analizinde elde edilen verilerden 

OTA üreten izolatların toksin üretimi 0,12-89,12 ppb aralığında bulunmuştur. CIT üreten 

fungal türlerin ise 3,06-784,31 ppb aralığında toksin üretimi olduğu belirlenmiştir. Bu 

toksin değerleri üzerine ortam sıcaklık koşullarının ve inkübasyon süresinin yanında 

özellikle kullanılan besiyerinin büyük önemi olduğu bilinmektedir. Örneğin, 

Penicillium'un CIT üretimi ile yapılmış bir kantitatif çalışmada, YES agar ve CYA agarda 

geliştirilip analiz edilen izolatların birbirinden neredeyse 1/10 oranında farklı sonuçlar elde 

edildiği rapor edilmiştir (Castella ve ark., 2002). İzolatlar arasında miktar bakımından en 

fazla OTA üreten tür A. niger iken, en fazla CIT üreten türün ise P.expansum olduğu 

belirlenmiştir. 

 

4.3.2. Fermantasyon Ortamından (in vivo) Toksin Analizi 

Üretilen sofralık siyah zeytinin 1. gün, 120. gün, 240. gün ve 18. aylarında 

örnekleme yapılarak HPLC yöntemi ile toksin analizi gerçekleştirilmiştir. İlgili 

kromatogramlardan analiz verileri değerlendirildiğinde, örneklerin hepsinde OTA ve CIT 

toksinlerine ait pikler gözlenmemiş olup, kantitatif olarak OTA ve CIT toksin varlığı tespit 

edilememiştir. Ülkemizde tüketimi oldukça yaygın olan bir gıda maddesinde toksin 

bulunmaması sonucu sevindirici olması ile birlikte doğrulanması açısından gerekli tüm 

kontamine örnekle doğrulama, yöntemin verimini hesaplama gibi yöntemlerle sonucun 

sağlaması yapılmıştır. Elde edilen kromotagram görüntüsü Ek 5'de gösterilmektedir. 

Kontamine örneklerin ve standartların kromotogram görüntüleri ise Ek 6, Ek 7 ve Ek 8'de 

verilmiştir.  

Sofralık zeytinde toksin varlığı ile ilgili çalışmalardan bazılarında pozitif sonuçlar 

rapor edilmektedir (Heperkan ve ark., 2006; Tokuşoğlu ve ark., 2010). Bu tez çalışmasında 

elde edilen negatif sonuç ise literatürdeki bu çalışmalarla farklılık göstermektedir. Örneğin, 

ülkemizde yapılan iki araştırmanın birinde (Heperkan ve ark., 2006), Marmara ve Ege 

bölgelerindeki siyah sofralık zeytinlerden örnekleme yapılmış ve elde edilen küfler 

tanımlanmıştır. Marmara bölgesinden en çok P. crustosum, Ege bölgesinden ise en çok P. 

roquefortii tanımlandığı belirtilmiştir. Tanımlanan fungal flora bu çalışma ile benzerlik 
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gösterse de, bu çalışmada alınan örneklerin Marmara bölgesinde %81'inde ve Ege 

bölgesinde ise örneklerin %74'ünde CIT'e rastlanmadığı belirtilmiştir. 

Tokuşoğlu ve ark. (2010) yılında yapılan bir çalışmada, siyah ve yeşil sofralık 

zeytinlerde CIT riskinin belirleyebilmek amacıyla 63 siyah zeytin ve 25 yeşil zeytin örneği 

alınmıştır. Örnekleme lokasyonları ise Balıkesir'in Edremit ilçesinden başlayarak Marmara 

ve Ege bölgesindeki zeytin ağaçlarıdır. Elde edilen sonuçlarda siyah sofralık zeytinlerin 

sırası ile %63'ünde ve %47'sinde CIT olduğu belirtilmiştir. OTA ise daha yüksek oranda 

bulunmuştur. Marmara bölgesinden elde edilen örneklerin %94'ünde Ege bölgesinden elde 

edilen örneklerin ve %92'sinde okratoksin kontaminasyonu belirtilmiştir. Yapılmış iki 

çalışmanın da market çalışması olması dolayısı ile üretim koşullarının birbirinden farklı ve 

daha fazla miktarlarda üretim ile elde edilmesi, söz konusu tez çalışmasında ise laboratuvar 

koşullarında üretilen ve salamurası değiştirilmeyen sofralık zeytinde fungal floranın 

zenginliğinin ve yükünün daha az olduğu çıkan sonuçlar arasındaki farklılıkların bu 

sebeplerden kaynaklandığı tahmin edilmektedir. 

Dünya'da yapılan çalışmalarda da benzer şekilde toksin varlığına azda olsa 

rastlandığı belirtilmektedir. Toksin üretiminin ortam koşullarından çok fazla 

etkilenmesinin en güzel örneklerinden biri Yunanistan da yapılmış iki araştırmadır. Aynı 

ülkede 2 yıl ara ile zeytin ve zeytinyağında okratoksin varlığı ile ilgili yapılmış 

araştırmalardan birinde kontaminasyon %6,7 çıkarken, diğerinde ise %88 olduğu 

bildirilmiştir (Papachristou ve ark., 2004; Ghitakou ve ark., 2006; Karaca, 2008). Yine 

Yıldırım (2009) tarafından yapılan başka bir çalışmada, sofralık siyah zeytinde 

aflatoksijenik küf gelişimi ve aflatoksin oluşumuna Lactobacillus plantarum ve bazı bitki 

ekstraktlarının etkileri araştırılmış, aflatoksin miktarları belirlenebilirlik limitlerinin altında 

kaldığından hesaplanamadığı bildirilmiştir. Söz konusu tez çalışmasının ve literatürdeki 

diğer toksin çalışmalarının sonuçları değerlendirildiğinde toksin üreten fungal türlerin 

toksin üretme potansiyeline sahip olsalar dahi ortam koşullardan etkilenmeleri sebebi ile 

farklı sonuçlar verdiği görülmektedir. 

 

4.4. Toksin Oluşturan İzolatların Genetik Benzerlikleri  

DNA bazlı filogenetik ağaç çalışmalarında, nükleotit sekans verileri karşılaştırılarak 

benzerlik ve farklılıklar gösterilir. Sekans verileri arasındaki uyum filogenetik ağaç 

dallarının uzunluğu ile ters orantılı olacak şekilde hazırlanır. Evrimsel yakınlık 

sekanslardaki uyumu, uzaklık ise sekanslardaki farklılığı göstermektedir (Haliki, 2016). 

Toksin üretme potansiyeline sahip izolatların genetik yakınlık-uzaklık özellikleri, β-tubilin 
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geninin kısmı baz dizilim verileri kullanılarak Nj (Neighboor joinning) ağacı üzerinde 

gösterilmiştir (Şekil 4.5). Her bir türe ait izolatlar kendi içinde monomorfik olduğundan, 

her türe ait bir örnek kullanılmıştır. 

 

 
Şekil 4.5. Toksin üreten izolatların genetik benzerlik dendogramı ve Bootstrap değerleri 

 

Şekil 4.5'de verilen dendogram incelendiğinde iki ana grubun oluştuğu 

görülmektedir. Bunlardan Penicillium türleri (P. crustosum hariç) bir grubu, Aspergillus 

türleri ise diğer bir grubu oluşturmaktadır. Buna ilaveten, M. pilosus ve P. crustosum 

türlerinin de Aspergillus grubuna yakın olduğu görülmektedir. 

Önceki çalışmalar incelendiğinde filogenetik ağaç çalışmalarının zeytinden izole 

edilen funguslar dahil birçok canlı türünde yapıldığı görülmektedir (Cheeseman ve ark., 

2014; Bavaro ve ark.,2017). Bavaro ve ark. (2017) tarafından zeytinden moleküler 

yöntemlerle tanımlanan fungal izolatların benzerlikleri filogenetik ağaç oluşturularak 

belirlenmiştir. β-tub ve ITS primeri ile yapılan tanımlama çalışmasından elde edilen veriler 

UPGMA methodu kullanılarak analiz edilmiş ve izolatların > %99 benzerlik gösterdiği 

bildirilmiştir. Diğer yandan, peynir üretiminde starter kültür olarak kullanılan Penicillium 

(P. roquefortii ve P. camemberti) türlerinin, penisilin üreticisi ve gıda bozulmalarına sebep 
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olan diğer Penicillium genomları (P. chrysogenum; P. digitatum) ile benzerliklerine 

yönelik filogentik analizlerden yararlanılmıştır (Cheeseman ve ark., 2014). 

 

4.5. Sofralık Siyah Zeytin Üretim Sürecinde Mikrobiyal Yük ve Kimyasal 

Parametrelerdeki Değişimler 

4.5.1. Mikrobiyal Yük 

Doğal fermente sofralık siyah zeytin üretiminde, fermentasyon sürecinden 3 farklı 

aşamada alınan örneklerde toplam aerobik mezofilik bakteri, toplam laktik asit bakteri ve 

toplam maya-küf yükleri belirlenmiştir (Şekil 4.6). Şekil 4.6'de görüldüğü üzere, örneklerin 

mikrobiyal yükleri zamana bağlı olarak 2,5 ile 7,0 log kob/g veya ml arasında değişmiştir. 

Örneklerin toplam mezofilik bakteri, laktik asit bakteri ve maya-küf sayıları 

fermentasyonun ilk 4 aylık sürecinde istatistiksel olarak önemli bir artış göstermiştir 

(P<0,05). Bunu takiben, sonraki 4 ayda gerçekleşen değişim ise istatistiksel olarak önemli 

değildir (P>0,05). Diğer yandan, fermentasyonun 1. gününde zeytin meyvesindeki 

mikroorganizmaların bir kısmının salamuraya geçtiği görülmektedir. Çünkü zeytin 

meyvesinin ilk gün sayımları en yüksek sayımlardır. Fermentasyonun 120. gününde kefeke 

oluşumu gözlenmeye başlanmıştır. Şekil 4.6'da da görüldüğü gibi, Laktik asit bakteri sayısı 

hem danede hem de salamurada önemli bir artış göstermiştir. Fakat, kefekedeki laktik asit 

bakteri sayısı sadece 2,64 log kob/g'dır. Kefeke oluşumu başladığında toplam küf-maya 

sayımı çok daha yüksektir (5,43 log kob/g). Sonraki 4 ayda, diğer değerlerde önemli bir 

değişim olmazken, kefekenin laktik asit bakteri yükü 5 log artmıştır. 

Bakteri florası, zeytin fermantasyonunun nihai kalitesini belirlemede önemli bir role 

sahiptir (Mourad ve Nour-Eddine, 2006). Elde edilen sonuçlar literatürdeki birçok çalışma 

ile uyum göstermektedir (Poiana ve ark., 2006; Aponte ve ark., 2010; Alves ve ark., 2012). 

Örneğin, Aponte ve ark. (2010), toplam canlı sayısının ve toplam maya-küf sayısının 2 log 

kob/g'dan 6 log kob/g'a kadar arttığını belirtmektedir. Benzer şekilde bu artış, 

fermentasyonun ortalama 60-70. günlerine kadar devam edip 75. günden sonra çok fazla 

değişiklik göstermemiştir. Laktik asit bakterileri zeytin florası açısından önemlidir.  

Sofralık zeytinde laktik asit bakteri izolasyonu ve tanımlanması ile ilgili çalışmalar 

bulunmaktadır. Bu çalışmalar temel mikrofloranın L. plantarum, L. pentosus, L. casei, L. 

brevis ve L. lactis'dan oluştuğunu rapor etmektedir (Mourad ve Nour-Eddine, 2006). 

Ayrıca Turantaş ve ark. (1999),  fermentasyon sürecinde zeytin salamurasındaki laktik asit 

bakteri sayısının 2 log kob/ml 'den 7 log kob/ml'ye yükseldiğini bildirmiştir. Bu çalışmada 

elde edilen laktik asit bakteri yüküne benzer sonuçları rapor eden birçok çalışma 
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bulunmaktadır (Özay ve Bucaklı, 1995; Mourad ve Nour-Eddine, 2006; Hurtado ve ark., 

2008; Kumral ve ark., 2009). Laktik asit bakterisi ve mayaların fermentasyon sonunda 

daha aktif hale geldiği bilinmektedir (Mourad ve Nour-Eddine, 2006). Mourad ve Nour-

Eddine (2006) sofralık yeşil zeytinin mikrobiyal florası üzerine yazptığı çalışmada 

fermentasyonun 60. gününe kadar söz konusu sayımların değişimini gözlemlemiş ve 

fermentasyon sonunda laktik asit bakterisi miktarının 3 log kob/g, maya miktarının ise 4 

log kob/g artış gösterdiğini rapor etmiştir. 

Mayalar, sofralık zeytin fermentasyonunda önemli rol oynamaktadır. Yapılan 

çalışmalar ile sofralık zeytindeki maya florası hem çeşitliliği hem de miktarı bakımından 

tanımlanmıştır. Florada bulunan temel maya türleri Candida, Pichia, Kluvyertomyces, 

Saccharomyces ve Rhodotorula olarak belirtilmektedir (Hurtado ve ark., 2008). Küf-maya 

sayımlarının ise 2-6 log kob/ml arasında olduğu bildirilmiştir (Poiana ve ark., 2006; 

Aponte ve ark., 2010). Söz konusu tez çalışmasında, küf-maya sayımı ilk 4 ayda 2 log artış 

göstermektedir. Fakat 4. aydan sonra hem salamurada hem de zeytin danesinde 0,2 log  

azalma tespit edilmiştir. Bu azalma, istatistiksel olarak önemli değildir (P>0,05). Elde 

edilen veriler literatür ile uyum göstermektedir (Aponto ve ark., 2010; Gounta ve ark., 

2016). Örneğin, Gounta ve ark. (2016) tarafından sofralık zeytin fermentasyonu ile ilgili 

yapılan bir çalışmada, L. pentotus starter kültürü kullanılarak gerçekleştirilen 

fermentasyonun mikrobiyal kalitesi ve diğer bazı özellikleri belirlenmiştir. Çalışmada 

kontrol grubu olarak kullanılan doğal fermentasyonun maya sayımının 3-5 log kob/g 

aralığında değiştiği rapor edilmiştir. Önceki bir çalışmada da, fermentasyon sürecinde 

mayalar azalırken küflerde artış olduğunu belirtilmektedir (Alves ve ark., 2012).  
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Şekil 4.6. Zeytinin fermentasyonu sürecinde mikrobiyal değişimi  

 
(a) 1. gün (Fermentasyonun başlangıcı) 

 
 

(b) 120. gün (Kefeke oluşumu) 

 

 

 
 

 (c) 240. gün (Paketleme öncesi) 

5,28 

4,16 

3,52 

4,66 

2,85 3,22 

5,25 

3,06 

4,37 

TMC LAB Küf ve Maya

İşlenmemiş zeytin Zeytin danesi Salamura

6,1 6,18 
5,35 

5,85 

7,26 

5,93 

6,88 

2,64 

5,43 

TMC LAB Küf ve Maya

Zeytin danesi Salamura Kefeke

6,22 5,92 
5,26 

5,87 

6,84 

5,73 
6,34 

7,45 

5,65 

TMC LAB Küf ve Maya

Zeytin danesi Salamura Kefeke
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4.5.2. Kimyasal Özellikler 

Doğal fermente siyah zeytin üretiminin fermentasyon süresi boyunca pH, titrasyon 

asitliği (TA) ve tuz miktarı gibi fiziko-kimyasal özelliklerindeki değişimler, hem zeytin 

danesinde hem de salamurada olmak üzere fermentasyonun 1., 120. ve 240. günlerinde 

analiz edilmiştir. Bulgular, Çizelge 4.5'de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.5. Doğal fermente siyah zeytinin fermentasyon süresinde zeytin danesinde ve 

salamuradaki kimyasal değişimleri 

                Özellikler  1. gün  120. gün  240. gün  

Zeytin 

Danesi 

pH  

 

TA  (% laktik asit)  

Tuz  (%)  

5,33±0,05 A 

0,20±0,01 A 

1,64±0,11 A 

4,72±0,03 B 

0,39±0,05 B 

5,41±0,13 B 

4,50±0,04 C 

0,39±0,02 B 

5,11±0,07 B 

Salamura
** 

pH  

 
TA  (% laktik asit)   

Tuz  (%)  

5,17±0,01 A 

0,24±0,02 A 

8,57±0,14 A 

4,70±0,04 B 

0,50±0,02 B 

4,94±0,14 B 

4,29±0,02 C 

0,50±0,04 B 

4,68±0,19 B 

*Sonuçlar “Ortalama ±Standart hata” olarak verilmiştir (n=4). 

Farklı harflerle (A,B) gösterilen sıra değerleri birbirinden farklıdır (P<0,05). 

**  % 10 tuz konsantrasyonu ile hazırlanmıştır 

 

Çizelge 4.5 incelendiğinde pH değerindeki azalmanın tüm fermentasyon sürecinde 

istatistiksel olarak önemli bulunduğu görülmektedir (P<0,05). Bleve ve ark. (2014) yaptığı 

bir çalışmada, kulladığı fermente zeytinlerin pH değerinin ilk 5-10 günde hızlı bir şekilde 

4,4-4,7'ye kadar düştüğü sonraki dönemlerde ise değişmediğini bildirmiştir. Bu tez 

çalışmada, analiz dönemleri aralığı daha uzun olduğundan azalmanın ilk dönemleri 

gözlenememiştir. Panagou ve ark. (2008) ise doğal ve starter kültür kullanılarak yapılan 

sofralık siyah zeytinlerde fermentasyon sonu pH değerlerinin 3,9-4,0 arasında olduğunu 

bildirmektedir. Bu değerlerin, bu tez çalışmasında elde edilen değerlere göre biraz daha 

düşük pH değerlerine sahip oldukları görülmektedir. Benzer şekilde, doğal fermentasyon 

ve starter kültür kullanılarak yapılan diğer bir çalışmada (Papadelli ve ark., 2015), starter 

kültür kullanılan zeytinlerin pH değeri daha düşük olarak belirtilirken, doğal fermente 

edilen zeytinin pH değeri bu tez çalışmasından elde edilen sonuçlar ile uyum 
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göstermektedir. Doğal fermantasyon ile üretilen sofralık siyah zeytinlerin starter kültür ile 

üretilenlere kıyasla daha yüksek pH değerine sahip olmasının bir diğer örneği de Grounta 

ve ark. (2016)' nın yaptığı çalışma olarak gösterilebilir. Çalışmada starter kültürlü 

üretimlerde pH değeri 3,8’e kadar azalırken, doğal fermentasyon sürecinde ise pH 4,7-4,9 

arasında değişmektedir (Grounta ve ark., 2016).  

Sofralık siyah zeytin fermantasyonunda pH'nın genel değişimi ve azalmanın temel 

sebebinin mikrofloradaki bakterilerin gerçekleştirmiş olduğu fermantasyon sonucunda 

oluşan organik asitler olduğu düşünülmektedir (Panagou ve ark., 2008). Bu sebeple, 

mikrofloranın çeşitliliğine göre pH'da değişim gösterebilir. Fakat, genel olarak literatürdeki 

çalışmalar ve bu çalışamada pH'nın 4,7 ile 4,0 arasında sonlandığı görülmektedir.  

Doğal fermente siyah zeytin üretim sürecinde hem daneye hem de salamuraya 

potansiyometrik titrasyon asitliği analizi yapılmış ve sonuçlar % laktik asit cinsinden 

hesaplanmıştır. Bulgular (Çizelge 4.5) incelendiğinde pH değerinin sürekli azalmasına 

rağmen titrasyon asitliği özellikle ilk 4 ay artış göstermekte sonraki 4 ayda ise önemli bir 

değişim gözlenmemiştir. Geleneksel olarak ölçülen pH değeri bir gıdanın yalnızca hidrojen 

iyonu konsantrasyonunun ölçüsüdür. Bu nedenle çözünmeyen asit varlığına ilişkin bir veri 

elde edilemez. Fakat titrasyon asitliği, aşındırıcı potansiyeline ilişkin daha doğru bilgi 

verdiği için daha gerçekçi bir ölçüm metodu olarak kullanılabilir (Cairns ve ark., 2002; 

Grobler ve ark., 1985). Bunla birlikte, gıdaların lezzetine etki eden asitlik kavramını daha 

iyi tanımlamaktadır (Sadler ve Murphy, 2010). Titrasyon asitliği ile pH arasındaki bu fark 

sebebi ile fermentasyonun 120 ile 240. günleri arasında pH artmasına rağmen titrasyon 

asitliğinin değişmeden kaldığı düşünülmektedir.  

IOC (Uluslararası Zeytin Konseyi) (IOC, 2004) standartlarına göre; doğal fermente 

sofralık siyah zeytinde pH en fazla 4,3; titrasyon asitliğide en az %0,30 (0,3 g laktik 

asit/100 mL salamura) olması gerekmektedir (IOC, 2004; Grounta ve ark.,2016). Elde 

edilen sonuçlar IOC standartlarına uygun olmamakla birlikte önceki çalışmalar ile 

karşılaştırıldığında uyumlu olduğu görülmektedir. Fakat, doğal fermentasyon 

gerçekleştirildiğinden ve mikrofloranın asitlik üzerine etkisinin fazla olmasından dolayı 

farklı çalışmaların titrasyon asitliği miktarlarında bazı değişiklikler olması doğaldır. 

Örneğin Bonatsou ve ark. (2017), kalamata çeşidi doğal siyah zeytinlerinin 

fermantasyonunda, fermantasyon öncesi iyileştirici olarak zeytinlerin ozmotik 

dehidrasyonu ile birlikte monosodyum glutamat ve sodyum klorür uygulamasının etkisi 

üzerine yaptığı bir çalışmada, kontrol grubu olarak %7'lik NaCl salamura ile ürettiği 

sofralık siyah zeytinde fermantasyon bitişinde titrasyon asitliğini %0,60 olarak 
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belirtilmiştir. Panagou ve ark. 2008, salamurada final titrasyon asitliği oranının % laktik 

asit cinsinden 0,60 iken, Grounta ve ark. 2008, doğal fermentasyonda final titrasyon 

asitliğinin % 0,20'nin altında kaldığını belirtmiştir. Bu çalışmada ise titrasyon asitliği 

%0,50 laktik asit miktarında stabil kalmıştır. Ayrıca, fermentasyon sırasında asitliği, ortam 

sıcaklığı ve tuz konsantrasyonu gibi faktörler de etkilemektedir (Panagou ve ark., 2008; 

Saude ve ark., 2017).  

Sofralık zeytin üretiminde ham zeytinin içeriğindeki acılık maddelerinin 

giderilebilmesinde tuzun önemli bir yeri vardır. Tuz miktarı zeytinin tipine, üretim 

metoduna ve üreticiye göre farklılık göstermektedir. Bu çalışmada, doğal fermente siyah 

zeytin üretiminde salamura % 10 NaCl şeklinde hazırlanmıştır. Fermentasyon süresinde 

tuz değişimi incelendiğinde (Çizelge 4.5), tuz geçişinin beklendiği gibi salamuradan 

daneye doğru yönelimli olduğu görülmektedir. Bu geçiş, fermentasyonun ilk 120 gününde 

tamamlanmış olup, sonraki 120 günde az miktarda değişim görülsede bu değişimin 

istatistiksel olarak önemli olmadığı tespit eilmiştir (P<0,05). Tüketim öncesi danede tuz 

konsantrasyonu ise % 5,11 olarak belirlenmiştir. Söz konusu bulgular, diğer çalışmalar ile 

uyumlu olmakla birlikte bu çalışmada tüketim öncesi zeytin tuz oranının diğer çalışmalara 

kıyasla biraz daha düşük olduğu belirlenmiştir (Özay ve Borcaklı, 1995; Saude ve ark., 

2017). Maçanilha Algarvia çeşidi kırma zeytinlerin klorür tuzlarının duyusal ve besleyici 

özellikleri üzerine etkisi ile ilgili yapılan bir araştırmada  kontrol grubu olarak kullanılan 

ve % 8 NaCl ile hazırlanan salamura ile fermente edilen zeytinlerin tuz oranı % 6,94 olarak 

belirtilmiştir (Saude ve ark., 2017). Benzer şekilde sofralık zeytin üretiminde tuz 

konsantrasyonlarının ölçüldüğü başka çalışmalar da yapılmıştır (Ünal ve Nergiz, 2003). 

Salamura başlangıç konsantrasyonuna ve fermantasyon süresine göre değişim göstermekle 

birlikte çalışmaların söz konusu tez çalışması ve birbirleri ile uyum gösterdikleri 

görülmektedir. Sofralık zeytinlerde tuz konsantrasyonu, fermantasyonu gerçekleştiren 

mikroorganizmaları etkilemektedir. Bu nedenle sofralık zeytinlerin fermantasyon süresinde 

tuzun konsantrasyonu, salamurasının değiştirilip değiştirilmediği gibi faktörler önemlidir. 

Örneğin, Romero-Gill ve ark. (2013), sıcaklığın ve tuzun sofralık zeytindeki 

mikroorganizmalar üzerine etkilerini değerlendirme amacıyla yaptığı çalışmada yüksek tuz 

konsantrasyonda mayaların gelişimini, yüksek sıcaklığın ise laktik asit bakterilerinin 

gelişimini teşvik ettiğini belirtmiştir. Yapılan çalışmalar fermantasyon süresinde salamura 

değişiminin son tuz konsantrasyonunu etkilediğini göstermiştir. Salamuranın değiştirildiği 

ve değiştirilmediği fermantasyon süreçlerinin izlendiği bir çalışmada salamurası 

değiştirilen sofralık siyah zeytinin tuz konsantrasyonunun kısmen daha yüksek olduğu 
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bildirilmiştir (Özay ve Borcaklı, 1995). Söz konusu tez çalışmasının salamura suyunda 

değişim yapılmamıştır. Diğer çalışmalara kıyasla biraz az tuz konsantrasyonuna sahip 

olmasının bir nedeninin bu olduğu düşünülmektedir.  

 

4.6. Sofralık Siyah Zeytin Üretim Sürecinde Biyoaktif Bileşenlerdeki Değişimler 

Zeytin, fenolik bileşenler bakımından zengin ve beslenmemizde fenolik bileşen 

kaynağı olarak önemli bir gıdadır. Diğer yandan, zeytin fenolikleri antimikrobiyal etki 

yanında antioksidan özellik de göstermektedir. Fungusların in vitro ortamda gelişme ve 

toksin üretme potansiyellerinin belirlenmesi amacıyla model ortamların dizayn 

edilmesinde zeytin fermantasyonu sürecinde biyoaktif bileşenlerdeki değişimlerin 

izlenmesi önemlidir. Bu nedenle çalışma kapsamında sofralık zeytin üretiminin 

fermentasyon sürecinde salamura ve zeytin olmak üzere toplam fenol düzeyleri ile birlikte 

fenolik bileşen profili ve antioksidan kapasitede gerçekleşen değişimler izlenmiştir. 

 

Çizelge 4.6. Toplam fenol ve antioksidan aktivite değerleri 

                Özellikler  1. gün  120. gün  240. gün  

Zeytin 

Danesi 

Toplam fenol (mg 

GA/g) 

Antioksidan aktivite 

(CUPRAC, mg TR/kg) 

866,3±53,9  A 

10,84±2,4 A 

697,5±84,5 A 

8,97± 1,25 AB 

404,9±76,2 B 

6,89± 0,4 B 

Salamura
** Toplam fenol (mg 

GA/ml) 
56,1±10,2 A 1739,0±84,6 B 2136,0±40,4 C 

*Sonuçlar “Ortalama ±Standart hata” olarak verilmiştir (n=4). 

Farklı harflerle (A,B) gösterilen sıra değerleri birbirinden farklıdır (P<0,05). 

**  % 10 tuz konsantrasyonu ile hazırlanmıştır 

 

Doğal fermente siyah zeytinin fermentasyon süresinde hem zeytin danesi hem de 

salamura olmak üzere toplam fenolik madde miktarlarına ilişkin bulgular Çizelge 4.6'de 

gösterilmiştir. Toplam fenol miktarı beklendiği üzere zeytin danesinde yüksek olup, 

fenolik bileşenlerin fermentasyon sırasında daneden salamuraya difüzyonu gerçekleşmiştir. 

Danede, 240 günlük fermentasyon sonunda %54'lük bir toplam fenol kaybı söz konusudur. 

Bunun bir kısmı salamuraya geçerken bir kısmı parçalanarak kaybolmaktadır. Salamurada 

ise toplam fenol miktarı ilk gün önemli miktarda bulunmazken fermentasyonun ilerleyen 

dönemlerinde artmaktadır. Zeytin danesinde ilk günden itibaren bir azalma söz konusu olsa 

da özellikle 120. gün ile 240. gün arasında istatistiksel olarak önemli bulunmuştur 

(P<0,001). Fakat, salamuradaki toplam fenolik madde artışı, fermentasyonun 240. gününe 
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kadar önemli düzeyde devam etmiştir (P<0,001). 

Fenolik madde miktarı ve fenolik bileşenlerin kompozisyonu zeytinin tipi, yetiştiği 

coğrafi koşullar gibi etkenlerle değişiklik göstermektedir. Bu nedenle konu ile ilgili 

yapılmış çalışmalarda belirtilen miktarlar ve kompozisyonlar farklılık göstermektedir. 

Fakat genel olarak, fermentasyon sürecindeki değişim grafiği olarak benzerlik bulunduğu 

görülmektedir (Kiai ve Hafidi, 2014). Doğal fermentasyon sırasında dört yeşil zeytin 

çeşidinde kimyasal bileşim değişikliklerinin belirlendiği çalışmada toplam fenol miktarının 

zeytin danesinde fermentasyon süresinde azaldığı belirtilmiştir. Salamuradaki toplam 

fenolik madde miktarı ise dört farklı türde (fermentasyonun 71. gününde) 992-2687 mg/L 

olarak değişiklik göstermektedir (Kiai ve Hafidi, 2014). Benzer bir çalışmayı Tunus 

sofralık zeytinlerinin farklı çeşitleri ile yapan bir araştırma grubu ise toplam fenolik madde 

miktarını "48-466 mg/ 100 g kuru zeytin" olarak belirtmiştir (Othman ve ark., 2007). 

Fenolik bileşen kompozisyonunun fermentasyon sürecindeki değişimi kromatografik 

olarak belirlenmiştir. Örneklerin fenolik bileşen profilinde hidroksitirozol, tirozol, rutin, 

apigenin-7-glikozit, vanilin ve oleuropein tanımlanmış olup fermentasyon sürecinde 

miktarsal değişimleri incelenmiştir. Bulgular, Çizelge 4.7'de gösterilmektedir. Çizelge 4.7 

incelendiğinde değişimin hidroksitirozol, tirozol ve oleuropein fenolikleri açısından önemli 

olduğu görülmektedir. Bu üç fenolik bileşen, zeytinin temel fenolik kompozisyonunu 

oluşturmakta ve önemli rol oynamaktadır. Görüldüğü üzere hidroksitirozol fermentasyon 

sırasında danede azalma göstermiştir. Azalmanın sebebi hidroksitirozolün asit hidroliz 

reaksiyonu sonucunda parçalanmasıdır (Kiai ve Hafidi, 2014). Zeytin danesi ve salamurada 

fenolik bileşen profili birbiri ile paralel değişim göstermektedir. Salamuradaki 

hidroksitirozol artışının sebebi oleuropein ve hidroksitirozol-4-β -glikozit bileşiklerinin asit 

hidrolizi ile hidroksitirozole dönüşmesidir.  

Zeytin danesindeki oleuropein zeytine acı tadı veren temel fenolik bileşendir ve 

duyusal olarak bu acı tadı nedeniyle istenmemektedir. Fermentasyon sürecinde farklı 

fenolik maddelere hidroliz olur. Çalışma bulgularında da görüldüğü gibi oleuropein 

yaklaşık %50 azalmıştır (Çizelge 4.7). Oleuropeinin temel hidroliz ürünleri ise oleoside ve 

11-metilester’e dönüşmektedir (Bianchi, 2003). Oleuropein, salamurada fermentasyonun 

ilk 120 gününde önce artış göstermiş daha sonra (120-240. günler arasında) azalmıştır. 

Diğer çalışmalarla uyum gösteren bu değişimin başlıca sebebinin daneden salamuraya 

geçiş ve daha sonra salamurada da parçalanmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Vanilin, rutin gibi fenoliklerde ise değişimler olsa da istatistiksel olarak önemli olmadığı 

görülmektedir (P>0,05). 
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Sofralık zeytinler ve zeytinyağı, sağlığa yararlı olduğu düşünülen birçok fenolik 

bileşen için iyi bir kaynaktır. Bu sebeple dünya genelinde ve ülkemizde zeytin ve 

zeytinyağının fenolik bileşen profilinin belirlenmesi ile ilgili yapılmış birçok çalışma 

mevcuttur. Bunlardan sonuçları ve değişimleri bu çalışma ile benzerlik gösteren bazıları; 

Cabrera-Benagil ve ark. (2017), Jerman ve ark. (2010), Kiai ve Hafidi (2014) ve Romero 

ve ark. (2004) tarafından yapılmış çalışmalardır. Örneğin, Romero ve ark. (2004) 

tarafından sofralık zeytinin fermentasyon sürecindeki fenolik kompozisyonun değişimi 

belirlenmiştir. Bu çalışmada olduğu gibi zeytin danesi ve salamura ayrı ayrı analiz 

edilmiştir. Bu çalışma ile benzer şekilde zeytin danesinde hidroksitirozol artarken 

oleuropein azalmış, tirozol ise önce azalmış daha sonra artmıştır. Salamurada ise hem 

oleuropein hem hidroksitirozol önce artmış sonra azalmıştır. Farklı olarak söz konusu tez 

çalışmasında ise salamurada hidroksitirozolde azalma gözlenmemiştir. Portekiz'e ait  

sofralık zeytinlerde fenolik bileşikler, antioksidan potansiyeli ve antimikrobiyal aktivite 

özelliklerinin belirlenmesine yönelik  yapılmış bir çalışmada tespit edilen fenolik 

kompozisyonlar bu tez çalışmasına benzer şekilde yüksek bulunmuştur (Pereira ve ark., 

2006). Dünya genelinde yapılan çalışmalara örnek bir araştırma da Cabrera-Benagil ve ark. 

(2017) tarafından yapılmıştır. Cabrera-Benagil ve ark. (2017) tarafından yapılan çalışmada, 

sofralık zeytin ve zeytin ezmelerindeki temel polifenolik bileşikler hızlı sıvı kromatografisi 

tekniği ile belirlenmiştir. Bu amaç doğrultusunda toplamda 26 polifenolik bileşik tespit 

edilmiştir. Belirlenen polifenoller incelendiğinde söz konusu tez çalışmasında belirlenen 6 

fenoliğin (hidroksitirozol (3,4-HDPEA), oleuropein, vanilin ve apigenin-7-glukoziti) 

tamamını içerdiği görülmektedir. %10'luk salamurada 4 ay fermente edilen sofralık 

zeytinlerde belirlenen polifenol miktarları: hidroksitirozol; 190-300 mg/L, oleuropein; 2-8 

mg/L, Apigenin-7-glukozit; 0-5 mg/L olarak belirtilmiştir (Cabrera-Benagil ve ark., 2017). 

Söz konusu tez çalışmasındaki fermentasyonun 4. aya ait fenolik kompozisyon miktarları 

(Çizelge 4.7) ile karşılaştırıldığında tez çalışmasına ait zeytin örneklerinin daha yüksek 

oranda fenolik içerdiği görülmektedir. 

Ülkemizde ise Dağdelen ve ark. (2013) tarafından zeytinlerin fenolik kompozisyonu 

ile ilgili çalışmalar yapılmıştır. Zeytin meyvesinin (Olea europaea L.) Ayvalık, Domat ve 

Gemlik çeşitlerinin farklı olgunlaşma evrelerindeki fenolik profillerinin incelendiği 

çalışmada, Ağustos-Aralık ayları aralığında mevcut zeytin çeşitlerinin fenolik içeriği 

belirlenmiştir. Bu çalışmada incelenen 6 fenolik kompozisyonun tamamını içeren mevcut 

çalışmanın sonuçlarına bakıldığında ham zeytinde fenolik kompozisyonlarının benzerlik 

gösterdiği görülmektedir. Bu çalışmada zeytin hasadı Kasım-Aralık aylarında yapılmıştır. 
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Dağdelen ve ark. (2013)'larının çalışmasında ise Kasım-Aralık aylarında zeytinlerin 

hidroksitirozol ve oleuropein miktarlarının çeşitlere göre değişim göstermekle birlikte 

artmış olduğu görülmektedir. Fakat bu tez çalışmasında daha fazla olduğu görülmektedir. 

Tüm önceki çalışmalardan anlaşılacağı üzere sofralık zeytinde fenolik bileşenler miktar ve 

içerik olarak çok fazla değişkenlik göstermektedir. Bu değişkenlik zeytinin çeşidi, yetiştiği 

coğrafya, hasat edildiği ay ve sahip olduğu mikro floraya bağlıdır (Periari ve ark., 2006; 

Dağdelen ve ark. 2013).  

 

Çizelge 4.7. Zeytin danesi ve salamuranın fermentasyon sürecinde fenolik profilindeki 

değişim  

Fenolik Bileşen 1. gün  120. gün 240. gün 

Zeytin Danesi 

(mg/kg) 

Hidroksitirozol 1862±278 
A 2263±304 

AB 3021±265 
B 

Tirozol  375.2±41.6 
A 215.2±35.4 

A 361.9±26.2 
B 

Vanilin  47.17±6.68  57.9±16.5  50.1±4.36  

Rutin  45.94±4.72  31.16±7.35  26.38±3.86  

Apigenin 7-glu  194.1±21.4  149.5±42.1  175.0±52.0  

Oleuropein  428.6±65.8 
A 304.4±50.5

AB 127.3±11.6 
B 

Salamura
**

 

(mg/L) 

Hidroksitirozol 106,24±4,89  210,80±15,2  313,0±147,0  

Tirozol  21,46±1,24 
B 89,00±24,20 

A 29,34±2,35 
B 

Vanilin  <5  <5  6,95±2,53  

Rutin  2,03±0,91 14,52±9,50 22,60±14,50 

Apigenin 7-glu  <1
B 15,11±1,79 

A 4,45±2,28 
B 

Oleuropein  <25
B 261,00±80,20 

A 56,76±6,77 
B 

*Sonuçlar “Ortalama ±Standart hata” olarak verilmiştir (n=4). 

Farklı harflerle (A,B) gösterilen sıra değerleri birbirinden farklıdır (P<0,05). 

**  % 10 tuz konsantrasyonu ile hazırlanmıştır 

 

Yaşlanma süreci sırasında oluşan serbest radikalleri etkisiz hale getirebilen 

antioksidanlar, kardiyovasküler hastalıklar, bazı nörolojik bozukluklar veya belirli 

inflamatuar süreçler gibi bazı kronik hastalıkların başlamasında önleyici rol oynarlar. 

(Arranz ve ark., 2008). Doğal fermente sofralık zeytin üretim sürecinde, fermentasyonun 

farklı aşamalarından alınan zeytin örneklerinin antioksidan aktivitesi Apak ve ark. (2004) 

tarafından geliştirilen CUPRAC metodu ile analiz edilmiştir. Çizelge 4.6'de görüldüğü gibi 

antioksidan aktivitesinin fermantasyon sürecinde değişimi istatisitiksel olarak önemlidir. 

Antioksidan aktivite fermentasyonla azalma göstermiştir. Bu azalışın, fermantasyon 

boyunca fenolik bileşenlerin salamuraya geçişi olduğu düşünülmektedir (Owen ve ark., 

2003). Sofralık zeytinlerin antioksidan kapasitesi ile ilgili yapılmış önceki çalışmaların 
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bazılarında antioksidan kapasite değeri, söz konusu çalışmada tespit edilen değerlerden 

daha az olduğu rapor edilmiştir. Fakat, fenolik analizlerinin sonuçları göz önünde 

bulundurulduğunda çalışmada kullanılan Edremit çeşidi zeytinlerin fenolik madde 

içeriğinin yüksek olması ve bu sebeple antioksidan kapasitesinin diğer çalışmalardan 

yüksek bulunmasına neden olduğu düşünülmektedir. Örneğin, ülkemizde yapılmış bir 

çalışmada (Sahan ve ark., 2013) farklı zeytinlerin DPPH yöntemi ile trolox cinsinden 

antioksidan kapasiteleri hesaplanmış ve en yüksek değer 189,58 mg Trolox/ g taze zeytin 

olarak belirtilmiştir (Sahan ve ark., 2013).  

Literatürdeki çalışmalar ve bu çalışmadan elde edilen antioksidan kapasite verileri 

zeytinin antioksidan alımı için iyi bir gıda olduğunu göstermektedir (Othman ve ark., 

2008). Ayrıca  yapılmış son çalışmalar (Kountouri ve ark., 2007) zeytin fenolik 

bileşiklerinin biyoyararlanımı üzerine odaklanarak, zeytin tüketiminden sonra fenolik 

içeriğin plazmada arttığını göstermiştir. Bu sonuç, zeytin fenolik bileşiklerinin, antioksidan 

etkinliğine uygun, iyi biyoyararlılığa sahip olduklarını göstermektedir (Kountouri ve ark., 

2007; Othman ve ark., 2008). 
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BÖLÜM 5 

SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Zeytin, hem zeytinyağı hem de sofralık zeytin olarak geçmişten günümüze 

sofralarımızda önemli bir yere sahiptir. Bu çalışmada, Çanakkale ili merkez ve 

çevresindeki zeytinlerden elde edilen, doğal yollarla fermente edilen sofralık siyah zeytinin 

tarladan tüketime kadar fungal florası ve bu floranın toksin üretme potansiyeli 

belirlenmiştir. Bu amaçla, 2014 yılı hasat dönemi olan Kasım ve Aralık aylarında tarla 

örneklemesi yapılmış, alınan örneklerden doğal fermente siyah zeytin üretimi 

gerçekleştirilmiştir. Fermentasyonun başlangıç (1.gün), kefeke oluşumu (120. gün) ve 

tüketim öncesi (240. gün) dönemlerinden örnek alınarak gerekli analizler 

gerçekleştirilmiştir. Fungal flora ve toksin potansiyellerinin belirlenmesinin yanısıra, 

laboratuvar-ölçekli üretim yapılan sofralık zeytinin genel mikrobiyolojik kriterlerinin 

ortaya konulması (Toplam mezofilik canlı sayısı, Laktik asit bakteri sayısı, Toplam küf-

maya sayısı), kimyasal özelliklerinin (pH, titrasyon asitliği ve tuz oranı) ve fenolik 

içeriğinin (toplam fenolik madde miktarı ve fenolik bileşen kompozisyonu) tespit edilmesi 

için gerekli analizler uygulanmıştır. Ayrıca, fermentasyonun sonlandırıldığı tüketim öncesi 

dönemde Çanakkale ilinden rastgele seçilen  5 zeytin işletmesinden örnek alınarak fungal 

izolasyon, tanımlama ve tanımlanan fungal izolatların toksin üretim potansiyelleri 

açısından inceleme yapılmıştır. 

Mikrobiyolojik özelliklerinden toplam mezofilik bakteri, laktik asit bakterisi ve küf- 

maya sayısı ilk 4 ay istatistiksel olarak önemli bir artış göstermiştir (P<0,05). Fakat, 

sonraki 4 ayda değişimi istatistiksel olarak önemli değildir (P>0,05). Tüm değerler 2,5 ile 

7,0 log arasında bulunmuştur. Sonuçlar incelendiğinde fermentasyonun 1. gününde zeytin 

meyvesinde ki mikroorganizmaların bir kısmının salamuraya geçtiği görülmektedir. Laktik 

asit bakteri sayısı hem danede hem de salamurada önemli bir artış göstermiştir. Fakat, 

kefekede ki laktik asit bakteri sayısı sadece 2,64 log kob/g'dür. Kefeke oluşumu 

başladığında toplam küf-maya sayısı çok daha yüksektir (5,43 log kob/g). Sonraki  4 ayda, 

diğer değerlerde önemli bir değişim olmazken, kefekenin laktik asit bakteri miktarı 5 log 

artmıştır. Küf ve maya sayısında fermentasyon süresinde değişimler olsa da önemli bir fark 

yoktur. Fakat toplam sayıda değişim olmasada içeriğin fermentasyon süresinde değiştiği 

tahmin edilmektedir. Fermentasyonun ilk dönemlerinde mayalar daha aktif iken ilerleyen 

dönemlerinde küflerin daha aktif olduğu bilinmektedir. 

Çalışmada, üretimi yapılan sofralık zeytinin kimyasal özellikleride belirlenmiştir. pH 
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fermentasyon süresinde sürekli olarak azalırken titrasyon asitliği özellikle ilk 4 ay artış 

göstermekte sonraki 4 ayda ise stabil kalmaktadır. Tuz oranıda aynı şekilde 

fermentasyonun ilk 4 ayında dengeye gelerek zeytin danesindeki oranı %8 olacak şekilde 

sonlanmıştır. Toplam fenolik madde miktarı zeytin danesinde fermentasyon süresinde 

azalırken salamurada artmaktadır. Danede ki toplam fenol miktarı fermentasyon süresinde 

toplam %54'lük bir azalma göstermiştir. Salamurada ise fermentasyonun ilk 4 ayında 

artarken sonraki 4 ayında bir miktar azaldığı görülmektedir. Bu artışın sebebi daneden 

salamuraya geçen fenolikler iken sonraki 4 ayda bir miktar azalma göstermesinin suda 

çeşitli reaksiyonlar sebebi ile parçalanması olduğu düşünülmektedir.  

Toplam fenolik madde miktarının yanı sıra fenolik bileşen profilini de belirlemek 

amacı ile HPLC ile fenolik bileşen profil analizi yapılmıştır. Gerekli standartlar 

kullanılarak hem danede hemde salamurada oleuropein, hidroksitirozol, tirozol, vanilin, 

rutin ve apigenin 7 glukozit kompozisyonu belirlenmiştir. Vanilin, rutin ve apigenin 7 

glikozit fermentasyon süresinde istatisiksel olarak önemli değişim göstermemektedir 

(P>0,05). Fakat, hidroksitirozol, tirozol ve oleuropein hem salamurada hemde zeytin 

danesinde fermentasyon süresinde değişime uğramıştır. Hidroksitirozol tüm fermentasyon 

süresinde en yüksek konsantrasyona sahip fenolik bileşen olarak tespit edilmiştir. 

Hidroksitirozol artmaktadır, sebebi oleuropein ve hidroksitirozol-4-b-gilikozit 

bileşiklerinin asit hidrolizi ile hidroksitirozole dönüşmesidir. Zeytin için temel fenolik 

maddelerden olan oleuropein zeytin danesinde fermentasyon süresinde yaklaşık %50 

azalmıştır. Salamurada ise önce artış göstermiş daha sonra bir miktar azalmıştır. Salamura 

da tüm fenoliklerin başlangıçta artmasının sebebi zeytin danesinden suya geçmesidir.  

Tarla örneklemesinden tüketime kadar izole edilen funguslar β-tub primeri ile 

amplifiye edilmiş ve sekans edilerek tanımlanmıştır. Çalışmada, toplam 130 izolat elde 

edilmiş ve tanımlanmıştır. Mevcut gen bölgesinin zeytinlerinde bulunan fungal türler için 

β-tub'in uygun bir tanımlayıcı olduğunu göstermiştir. Yalnızca Alternaria'yı tür bazında 

tanımlamaya yeterli olmamıştır. Alternaria tarla örneklemesinde hem yaprak hemde zeytin 

danesinde baskın fungal flora olarak tanımlanırken sofralık zeytin fermentasyonunda 

canlılığını sürdüremediği tespit edilmiştir. Sofralık fermente siyah zeytin üretimden 

yalnızca ilk gününde iki Alternaria izolatı elde edilmiş daha sonraki dönemlerinde hiç 

rastlanmamıştır. Fermentasyonun kefeke oluşumda ve sonraki dönemlerinde baskın fungal 

flora ise Penicillium ve Aspergillus olarak belirlenmiştir.  

Aynı şekilde işletmelerde yapılan örneklemede de benzer sonuçlar elde edilmiş 

Penicillium ve Aspergillus baskın fungal flora olarak bulunmuştur. Penicillium fungal 
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türünde en yaygın P. crustosum, Aspergillus fungal türünde A. niger ve Monascus fungal 

türünde M. pilosus tanımlanmıştır. Bunlardan, A. niger OTA, M. pilosus ise CIT sorumlusu 

olduğu önceki çalışmalardan bilinmektedir. Yine izole edilen 2 adet P. expansum'un CIT 

üretimden sorumlu olabildiği bilinmektedir.  

Çalışmanın devamında elde edilen tanımlama bilgileri doğrultusunda uygun 

primerler sentezlenerek izolatlarda OTA ve CIT üretiminden sorumlu gen bölgelerinin 

amplifikasyonu üzerinden de tanımlamaya gidilmiştir. PZR reaksiyonları, agaroz jelde 

görüntüleme ve elde edilen PZR ürünlerinin sekanslanması sonucunda M. pilosus'dan 5 

tanesinde, A. niger'den 6 tanesinde P. expansum'dan 1 tanesinde sorumlu genin mevcut 

olduğu tespit edilmiştir. Bununla birlikte, önceki çalışmalarda OTA ve CIT üretiminden 

birinci derece sorumlu olarak gösterilmeyen P.crustosum ve P.roquefortii fungal türlerinde 

birkaç izolatında toksin üretimi belirlenmiştir. Hem toksin üretme potansiyeli olan 

izolatların hemde kontrol amaçlı diğer izolatların in vitro ortamda toksin üretip 

üretmedikleri belirlenmesi amacıyla YES agar ortamında inkübe edilen izolatlardan 

ekstraksiyon yapılarak HPLC analizi ile toksin varlığı belirlenmiştir. Tüm izolatların 

21'inde toksin üretiminden sorumlu gen bölgesinin varlığı tespit edilmiştir. HPLC 

kullanılarak yapılan analizlerde ise izolatların 13'ünün toksin ürettiği bulunmuştur. Zeytin 

fermentasyonundan izole edilen ve toksin üretim potansiyeline sahip olan türlerin var 

olduğu tespit edildikten sonra zeytinden toksin izolasyonu yapılmış ve HPLC ile toksin 

analizi uygulanmıştır. Yapılan toksin analizi sonucunda fermentasyonun hiç bir 

aşamasında toksin varlığına rastlanmamıştır. Bu durumun, zeytinin yapısı özelliklede 

içerdiği yoğun fenolik bileşen profilinden olduğu düşünülmektedir.  

Çalışmanın sonucunda, Çanakkale ili ve çevresinde yetiştirilen ve sofralık zeytin 

olarak üretilen siyah zeytinin tarladan tüketime kadar Alternaria, Penicillium, Aspergillus 

ve Monascus başta olmak üzere farklı fungal türlerin var olduğu tespit edilmiştir. Bu 

fungusların bazı türlerinin toksin üretim potansiyeli olsa da zeytin fermentasyonunda 

toksin üretme imkanına sahip olamadıkları anlaşılmaktadır. Halk sağlığı açısından olumlu 

olan bu durumun sebebinin zeytinin biyoaktif bileşim öğelerinden ileri geldiği 

düşünülmektedir. Bu tez çalışması ile ortaya konan veriler dikkate alınarak dizayn edilecek 

in vitro koşullarda ve/veya yine bu çalışma ile oluşturulan fungus koleksiyonunda yer alan 

toksin oluşturduğu tespit edilen türlerin in vivo (zeytin fermentasyonu) aşılandığı kontrollü 

koşullarda toksin üretme potansiyeli üzerine ileri araştırmalar gerçekleştirilebilir. Böylece, 

izole edilen ve tanımlanan türlerin baskılanması veya olası zararlı etkilerinin önlenebilmesi 

açısından mevcut izolatların toksin üretim koşullarının ayrıntılı incelenmesi ve 
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belirlemesinin bölge ticareti ve insan sağlığı bakımından önemli olan bu ürünün üretim 

teknolojisinin gelişmesinde faydalı olacağı düşünülmektedir. 
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EK 9: Sekans Analizi İle Tanımlanan Türlerin 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 

 

 

 

 



 

XI 

 

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 

 

 

 

 

 

 

 



 

XII 

 

Aspergillus niger: 

GTGCTGCTTTCTGGTACGTATACAACTGCCATTGGATTGGGGGATGGAAC

ATCGTCTCTTAGGCTATCTCAGCTTGAGTTCAGATGTTGTCCATTAGGTAC

ATGCTATCGGTCTAAGAACACGTCTAACAATTCAACAGGCAGACCATCTC

TGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTGCAACTTTTTCACA

CCTCTCAATTGGTCAACAATGGGCAAAGGGTTGGGTCTTCTGACACGCAG

GATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTA

CTTCAACGAGGTGAGATCCATCGGACCTTGGCTTTTTCACGACAATATCA

TCAATGTCCTAATCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTTCCTCG

TGCCGTCCTCGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCG

GTCCTTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCG

GTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACA 

 

Aspergillus tubingensis: 

AGCTATCGGGTTAAGAACACGTCTAACAACTCAACAGGCAGACCATCTCT

GGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAACTTTTTCACAC

CTCTCAATTGGTCAACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGG

ATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTAC

TTCAACGAGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCA

TCAATGTCCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCG

TGCCGTCCTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCG

GTCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCG

GTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTAACCTGGGAGGGGTAA 

 

Monascus pilosus: 

AGGAGTACATTCCTGGTGGATGAGGTTCCAGCTGTTCTTTCGTGTTTTCTG

GGGTCGAGTTTTTGCTGACTTGTTCTTTTATAGGCAGAACATCTCTGGTGA

GCACGGCCTTGATGGCTCCGGTGTGTAAGTAGAACCCTTTTCCATCTATC

TCAAGGCATTGTGCAGGGTGTGAGGGGGAAAGGGGCATCAATGTCTAAT

GTGATAACAGCTACCATGGTACTTCCGACCTTCAGTTGGAGCGTATCAAC

GTTTACTTCAACGAGGTTCGTCCTGTGATGGATTCCTATTCCATGTAGAGC

GCCTTTCTGATAATTTCGATTAGGCCAGTGGTCAGAAGTACGTTCCTCGT

GCCGTCCTGGTCGACCTCGAGCCCGGTACCATGGATGCCGTCCGTGCTGG

TCCCTTCGGTGAACTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGG



 

XIII 

 

TGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTAA 
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