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OZET

ARPA, MALT VE BIRADA OKRATOKSIN A (OTA) VARLIGI ve BIRA
URETIMI SIRASINDA OTA’NIN MAYA TARAFINDAN PARCALANMASI

Arpa, malt ve birada Okratoksin A (OTA) varligi Elisa metodu kullamlarak
aragtirlnmg, konsantrasyona bagh olarak bira fermentasyonu siiresince OTA miktarinda,
" maya sayisinda, pH, % asitlik ve Brix degerlerinde, % toplam seker miktarinda ve %
alkol oraninda meydana gelen degisiklikler tespit edilmistir.

15°i ithal olmak izere toplam 150 adet bira &rnegi Tekirdag i1 merkezinde
tesadilf Ornekleme ydntemine gbre ahnmmstr. 30 farkli arpa Srnefi Bahri Dagdag
Milletleraras: Kishk Hububat Aragtirma merkezinden ve 25 farkh malt dmegi 3 farkh
firmadan temin edilmigtir.

Toplam 30 adet arpa 8rnefinin 27°sinde OTA miktan 0,22 ile 12,0 ppb arasinda
olup ortalama, 4,78 ppb olarak tespit edilmigtir. OTA, arpa 6meklerinin % 16,7’sinde 3
ppb’nin altinda, % 23,3’tinde 3-5 ppb arasinda ve % 50’sinde ise 5 ppb’nin {izerinde
tespit edilmigtir.

25 adet malt Ornegfinin sadece 1’inde OTA tespit edilemezken, 24 adet drnekte
(% 96) 0,2 ile 6,6 ppb arasinda OTA tespit edilmistir. OTA tespit edilen rneklerin %
40°’mda 3 ppb’nin altmda OTA bulunurken, % 44’tinde 3-5 ppb arasinda ve % 16°sinda
ise 5 ppb’nin iizerinde OTA tespit edilmistir.

135 adet yerli ve 15 adet ithal olmak tizere toplam 150 bira 8rneBinin 53’{inde
(% 35,34) 0,01 ile 8,10 ppb arasinda OTA tespit edilirken, 97 (% 64,66) adet bira
Orneginde ise OTA bulunamanugtir. Bira 6rneklerinin 1 tanesinde S ppb’nin @izerinde
OTA belirlenirken 7 adet yerli ve 2 adet ithal bira olmak tizere toplam 9 bira rneginde
3-5 ppb arasinda OTA bulunmugtur.



OTA’nin bira mayas1 {izerine etkisini tespit etmek i¢in agar diflizyon ySntemi
kullaniimng, OTA konsantrasyonu arttikga mayanmn gelisiminin yavasladifi tespit
edilmigtir.

Farkh oranlarda OTA ile kontamine edilen maysede fermentasyon siiresince
OTA seviyelerindeki degisiklikler kaydedilmigtir. Buna gdre yaklagik 10 ppb OTA ilave
edilen 6rnekte (A) fermentasyon sonunda (10. glin) OTA seviyesinde % 24,97 oraninda
azalma tespit edilirken, yaklagik 20 ppb OTA ilave edilen 8regin (B) OTA seviyesinde
% 18,74 oraninda bir azalma oldugu belirlenmigtir. Yaklasik 30 ppb OTA ilave edilen
omekte (C) ise daha dislik dilzeyde bir azalma (% 8,9) oldugu tespit edilmistir.
Fermentasyon boyunca OTA konsantrasyonu arttikga, OTA’daki pargalanma oram da
azalmgtir.

Fermentasyon boyunca OTA konsantrasyonu maya gelisimini etkilemis, OTA
ihtiva eden Orneklerde maya geligsimi daha yavas olmustur. Yilksek konsantrasyonlarda
OTA ihtiva eden maysede tespit edilen maya sayisy; kontrol ve disiik konsantrasyonda
OTA ihtiva eden maysedeki maya sayisina gére diiglk bulunmustur. Fermentasyon
boyunca 5. gline kadar maya sayisinda bir artig, 8. ve 10. giinlerde az oranda bir dilsiis
meydana gelmistir. Kontrol ve disik konsantrasyonlu A 6r1iegi11de 0. giinde maya
sayist ortalama 2,94x10° kob/g iken 5. glinde ortalama 1,25x10° kob/g’a ¢ikmig ve 10.
glinde 2,55x10° kob/g’a digmbstiir. Yilksek konsantrasyonlu B ve C drneklerinde 0.
glinde ortalama 3x10° kob/g iken, 5. glinde ortalama 5,73x10° kob/g’a gikmus ve 10.
giinde 2,38x10° kob/g’a dilgmilgtdr.

Fermentasyon boyunca pH degerinde OTA konsantrasyonu yilkksek olan
&rneklerde, diisiik olanlara gdre daha yavag dilsliy g6zlenmistir. 0. giinde tiim 6rneklerde
pH degeri 4,80 iken 5. glinde ortalama olarak kontrol 8rneginde 3,81, A 6rneginde 3,83,
B Omeginde 3,86 ve C Omeginde 3,88’¢ dilgmiistdr. 10. giinde ise K, A, B ve C
Srneklerinin ortalama pH degerleri sirasyla 3.89, 3.93, 3.90 ve 3.91 olarak tespit
edilmigtir.



Fermentasyon baglangicinda asitlik tiim 8rneklerde % 0,27 olup 5. gline kadar
biittin drneklerde asitlik artmigtir. 5. glinde asitlik ortalama olarak K &rneginde % 0,75,
A Omeginde % 0,76, B Omeginde % 0,72 ve C Oreginde % 0,67 olarak tespit
edilmigtir. Asitlik degerleri 8. ve 10. giinlerde sabit yada ¢ok az seviyede deBismistir.
10. glinde asitlik degerleri ortalama olarak K drneginde % 0,64, A 6rneginde % 0,77, B
Smeginde % 0,70 ve C drneginde % 0,66 olmustur.

Fermentasyon sliresince Orneklerde alkol olugumu farklilk gd&stermistir.
Orneklerde OTA konsantrasyonu arttik¢a olusan alkol oram dilsmtstir. K Srneginde 10.
glinlin sonunda % 7,5 oraminda alkol olugurken, A Oreginde ortalama % 6,60, B
Orneginde ortalama % 6,20 ve C drneginde % 6,00 oramnda alkol olugmustur.

\ Maysenin Brix degeri fermentasyon baslangicinda 12,00 iken 10. glin sonunda

5,0-5,8’e kadar digmiigtiir. Fermentasyon sonunda (10. giin) K émeginin Brix degerinin
ortalama 5,00, A drneginin Brix degerinin ortalama 5,50, B Srnegiinin Brix degerinin
ortalama 5,25 ve C Ornedinin Brix degerinin ortalama 5,80’¢ kadar distligli tespit
edilmigtir. Orneklerde OTA konsantrasyonu arttikga Brix degeri de yiiksek
bulunmugtur.

Fermentasyon baglangicinda tiim 8rneklerde toplam seker orami % 6,62 iken,
fermentasyon sonunda (10. giin) K drnegi ortalama % 0,53, A 8rnegi ortalama % 0,77,
B Ornegi ortalama % 0,89 ve C drnegi de ortalama % 1,02 oraninda tespit edilmistir.
Omneklerde OTA konsantrasyonu arttikga % geker miktarn da daha yitksek tespit
edilmigtir.

Anahtar Kelimeler:
Arpa, Malt, Bira, Okratoksin A (OTA), Fermentasyon, OTA’nin pargalanmas:



SUMMARY

THE PRESENCE OF OCHRATOXIN A (OTA) IN BARLEY, MALT, BEER and
DEGRADATION OF OCHRATOXIN A by YEAST DURING THE BREWING

The presence of Ochrotoxin A (OTA) were investigated in barley, malt and beer
samples by using Elisa method. Depending on OTA concentration, changes in OTA
content, yeast count, pH, acidity (%) and Brix values, total sugar (%) and alcohol
amount (%) were determined during beer fermentation.

Totally 150 beer samples were purchased from Tekirdag province by random
sampling. 15 out of 150 samples were collected from imported beers. 30 different barley
samples were provided from Bahri Dagdas Internetional Winter Grain Research Center
and 25 different malt samples were taken from 3 different company.

In 27 barley samples out of 30, OTA contents were established between 0,22-12
ppb, and mean value was 4.78 ppb. OTA content was determined below 3 ppb in 16.7
% of the barley samples, 3 to 5 ppb in 23.3 % and above 5 ppb in 50 % of the barley

samples.

While OTA was not found in only, 1 out of 25 malt samples, it was established
between 0.2-6.6 ppb in 24 sample (96 %). In 40 % of OTA detected samples, While the
OTA level was determined below 3 ppb, and this figure was ranged between 3 to 5 ppb
in 44 % of the samples and above 5 ppb in 16 % of the OTA detected malt samples.

OTA contents have changed between 0,01 to 8.10 ppb in 53 (35.34 %) out of
150 beer samples (135 domestic + 15 imported samples). 97 (64.66 %) beer samples did
not contain OTA at detectable level. Only one beer sample contained more than 5 ppb
OTA while OTA amount of 9 beer samples including 7 domestic and 2 imported
samples ranged between 3 to 5 ppb.

Diffussion method were used in order to determine the affect of OTA on beer
yeast. It was concluded that, beer yeast development decreased as the OTA
concentration increase.



Changes in OTA levels of wort, which was contaminated with different levels of
OTA were determined during fermentation. After from 10 days of fermentation, OTA
content of sample A, which includes approximately 10 ppb added OTA, decreased
24.97 % while this figure was 18.74 % in samples B which includes 20 ppb added OTA.
In sample C, which includes 30 ppb added OTA, decreasing level (8.9 %) of OTA was
less than the other two samples. Degradation of OTA decreased as the OTA
concentration increasing during fermentation.

OTA concentration effected yeast growth during fermentation and yeast growth
were found low in OTA containing samples according to the others. Yeast count
established in wort added OTA at high concentration were found low compared with
control group and yeast count in wort contaired OTA at low concentration. Yeast count
increased until the 5th day during fermentation, and then gradually decreased on 8 th
and 10 th days. In control sample and sample A, average yeast count were determined
as 2.94x10° cfu/g at the beginning of fermentation, and this figure increased to 1.25x10°
cfu/g on the S th day, and decreased to 2.55x10° cfiv/g on the 10 th day of fermentation.

A slow decreased has been observed in pH value of the samples including high
level of OTA compared to low level OTA including samples. pH value of all samples
was measured as 4.8 at the onset of fermentation, and this figure dropped to 4.80, 3.81,
3.86 and 3.88 on the 5th day of fermentation in control, A, B, and C samples,
respectively. At the 10 th day of fermentation, pH values respectively were measured as
3.89, 3.93, 3.90 and 3.91 in control, A, B, and C samples.

Acidity value of all samples was 0.27 % at the beginning of fermentation. This
value increased gradually until the 5th day determined as 0.75 %, 0.76 %, 0.72 %, and
0.67 % on the 5 th day in sample (K (Control), A, B, and C, respectively. On the 8th and
10 th days of fermentation, acidity value of the samples changed slightly. On the 10th
day, acidity value of the samples was found as 0.64 %, 0.77 %, 0.70 %, and 0.66 % in
sample K, A, B, and C, respectively.



Alcohol formation showed difference among the samples during fermentation.
Alcohol concentration of the samples decreased together with OTA concentration
increase. On the 10 th day day, alcohol concentration was measured as 7.50 %, 6.60 %,
6.20 %, and 6.00 % in sample K, A, B, and C, respectively.

Brix value of the wort decreased to 5.0-5.8 at the 10 th day while it was 12.00 at
the onset of fermentation. At the end of fermentation (10 th day), average Brix values
dropped to 5.00, 5.50, 5.25, and 5.80 in sample K, A, B, and C, respectively. Brix value
of the samples increased as OTA concentration increase.

At the beginning of fermentation, total sugar ratio of all samples was 6.62 %. At
the end of fermentation (10th day) average Brix values were decreased to 5.00, 5.50,
5.25, and 5.80 in sample K, A, B, and C, respectively. Total sugar value of the samples
increased as OTA concentration increase.

Key Words:
Barley, Malt, Beer, Ochratoxin A(OTA), Fermentation, OTA degradation.



GiRiS

Dfinyadaki tiretilen tarimsal Uriinlerin her yil yaklagik % 18’1 fungal enfeksiyon
nedeniyle bozulmakta ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Coker ve ark., 1984).
Mikroorganizmalar iginde yer alan kifler driinlerde geliserek, bir yandan {iriiniin
kalitesini degistirip bozulmasma neden olurken, difer yandan insan saghg igin zararh
toksik bilegikleri meydana getirirler. Kitflerin zararh etkileri sonucu her yil iirtinlerde
dikkate deger kayiplar olmaktadir (Topal, 1985; Akkurt, 1991). Yapilan tahminlere gére
dtinya genelinde fretilen gida ve diger tarimsal Griinlerin kilfler tarafindan, insan ve
hayvanlarin tiiketemeyecekleri dilzeyde bozulmaya ugramasi sonucu ekonomik kayiplar
olmakta ve bu kayiplar diinya genelinde 16 milyar Amerikan Dolarim gegmektedir (Pitt
ve Hotcking, 1985; Topal, 1993). Ayrica ilriinlerde sicaklik, rutubet miktari, su miktar1
vb. nedenlerle uygun depolama sartlarmin saglanmamasi durumunda kif mantarlan
geliserek tirlinin biyolojik dzelliklerini, beslenme degerini ve teknolojik kalitesinde
Onemli zararlara neden olmaktadirlar (Ozkaya ve Kahveci, 1989).

Tarmsal Urlinlerin tiretiminden tliketimine kadar gegen islem asamalarinda
mikroorganizmalarla kontamine olma riski olduk¢a fazladir. Bu mikroorganizmalardan
Ozellikle kitfler, her ortamda bulunurlar ve tarimsal (riinlere hasattan dnce, harman ve
depolama srasmda da bulasmanm oldugu belirlenmigtir (Coksdyler ve Ozkaya, 1987;
Roth ve ark., 1990).

Koflerin tanm  {riinlerinde meydana getirdigi bozulmalarm  yamsira
olugturduklan sekonder metabolitlere “mikotoksin™ denir. Mikotoksinler ile kontamine
olmus gidalari ve yemleri tilketen insan ve hayvanlarda meydana gelen hastaliklara
“mikotoksikozis” ad: verilmektedir (Davis ve Diener, 1978; Charles ve Hurburgh, 1995;
Glrgln ve ark., 1995). Mikotoksinlerin neden olduklar: hastaliklarin eski zamanlardan
beri insan ve hayvan sahgm etkiledigi bilinmektedir. 1k mikotoksikozis vakasi
1850'lerde tespit edilmis olup, Claviceps purpurea adindaki kiifiin olusturdugu ergot adi



verilen toksinin yol agtih ergotizm zehirlenmesidir. 1900 yiinda Ingiltere'de meydana
gelen bir olayda da, Fusarium moniliforme ile kontamine olmug musirla beslenen sigr,
at ve kiimes hayvanlarmda Olimler meydana gelmis ve buna da “kiifli musi
toksikozisi” denilmigtir. Diinyadaki Onemli bazi mikotoksikozis vakalan arasinda,
1942-1947 yillarinda Sovyetler Birligi'nde binlerce insamin Oliimiine neden olan
Fusarium sporotrichioides toksinlerinin yol agtifn Alimentary Toxic Aleukia (ATA),
Balkanlar'da gorillen okratoksinlerin neden oldugu Balkan Endemik Nefropatisi ve 1960
yilinda Ingiltere'de bazi Aspergillus tird kilflerle kontamine olmus yer fistifn ile
beslenen yaklagtk 100.000 hindi ve Ordek yavrusunun &lim olaylar1 sayilabilir
(Anonymous, 1977; Bottalico,1987).

Arpa ve malt kilflenmesi en kolay iirlinlerdendir. Bira yapiminda hammadde
olarak kullanilan arpa gerek depolama sirasinda, gerekse liretim esnasinda (maltta) kiif
kontaminasyonu ile karsi kargiya kalmaktadirlar. Malt {iretim agamalarmda kiflerin
gelismesi igin uygun rutubet, nem ve zaman bulunmaktadir (Krimer, 1992; Olsen ve
ark., 1993).

Bira, alkoliin meydana getirdigi tahribat hesaba katilmazsa, besleyici degeri olan
bir icecektir. Akdeniz iilkeleri ve Almanya’da olduk¢a yaygin olarak titketilmektedir
(Kriimer, 1992). Bira ve maltn igerigi ve {iretim gekli Tiirk Standartlarnda; (TS 4369,
Aralik 1984) malt, “biralk malt, arpanin (TS 4078/1, Aralik 1983) teknigine uygun
olarak ¢imlendirilmesi ve sonra kurutulup kavrulmasi suretiyle elde olunan ve bira
yapimnda kullamlan hammaddedir” seklinde tammlanmisgtir (Anonymous, 1986).

Siselenmis ve kutulanmg biralar standardinda (TS 2259, Kasim 1986) “Bira,
malt ve dier ekstrakt verici maddelerin Sgutililp, sicak su ile belirli metotlara gbre
iglenmesiyle elde olunan gramn, serbetgi otu (Humulus lupulus) veya preparatlan ile
kaynatiimasi ve sogutulduktan sonra bira mayas ile fermente edilmis, dinlendirilmis ve
pastOrize edilmig, iginde ¢8zlinmily halde karbondioksit bulunan alkolsiiz veya alkollii
icecektir” geklinde tammlanmmgtrr. Ekstrakt verici maddelerde “piring, musir, dari,
buBday, yulaf, sorgum ile bunlardan yapilmus firnler ve gesitli sekerlerdir® seklinde
tammlanmaktadir (Anonymous, 1986).



Biranin hammaddesi olan arpa ve maltta gelisen kiiflerin (Aspergillus ve
Penicillium) sekonder metabolitleri olan toksinlerin en dnemlilerinden biri okratoksin
(OT) olup; insan, hayvan ve bitkiler i¢in toksik olan bir maddedir (Atkins ve Norman,
1998).

Okratoksin ik olarak, Giney Afiika’hh kimyacilar tarafindan laboratuvar
caliymalan swrasinda, Aspergillus ochraceus’tan izole edilmis ve bu kiiften ismini
almigtir, Fakat kegfedildii yillarda insan ve hayvan hastaliklar1 ile bir baglanti
kurulamarmgtir. Daha sonraki yillarda bobrek hastahiklarma sebep oldugu anlagimustir
(Krogh, 1987).Insanlarda Balkan Endemik Nefropatisi (BEN), domuzlarda Danimarka
Babrek Nefropatisi ve aynica kiimes hayvanlarmdaki 6nemli bir problemin muhtemel
kaynafii olarak okratoksin A gosterilmektedir (Steyn, 1984). Ayrica, okratoksin A’nin,
Bulgaristan, Romanya, Yugoslavya ve Tuna nehri kiyisi kirsal kesimlerinde goriilen
nefropatisi - (kronik b&brek hastah@i) ile iliskisi konusunda kuvvetli bulgular
bulunmaktadir (Krogh, 1974; Krogh ve ark., 1977; Betina, 1989). Okratoksinler ilk
olarak Balkan tilkelerinde kendini g8stermigtir (Hult ve ark., 1982; Petkova-Bacharova
ve ark., 1988). Sonra Almanya (Bauer ve Gareis, 1987) ve Iskandinav iilkelerinde
(Breitholtz ve ark., 1991), Fransa, Yunanistan, talya, Portekiz ve Ispanya gibi Avrupa
{ilkkelerinde problemlere sebep olmugtur. Bu bolgelerde insanlarm kanlarinda
okratoksine rastlanildify bildirilirken (Krogh, 1987), ¢esitli hububatlar, domuz ve kiimes
hayvanlan icin kullamdabilir yemler ve bira Gretiminde kullanilan malt hububatlarmm
analiz edilmesi gerektifi vurgulanmugtr (Creppy ve ark., 1991). Cesitli {ilkelerde
hububatlarin  okratoksin ile kontaminasyonu olasthgmin g¢ok yliiksek oldugu
belirtilmigtir (Steyn, 1984).

Biranm hammaddesi olan malt bircok talildan elde edilmekle beraber genellikle
arpadan yapilmaktadir. Malt, bira ve viskinin hammaddesi olmas1 yamnda igerigindeki
vitamin ve besin maddeleri nedeniyle ekmek, un, bebek mamalarinda katki maddesi
olarak, sporcularin beslenme tablolarindan eksik olmayan ve bu sebeplerden dolay
diinyada ¢ok kullamlan Snemli bir gida maddesidir. Ayrica NATO dahil birgok kurulug
ve (ke askeri amach tablet besin maddesi olarak maitin kullamlabilirligi konusunda
¢ahsmalara devam etmektedir (Anonymous, 2000b).



Biralarda en sik gorillen mikotoksin olan okratoksinin islem agamalarmda bir
kismmmm parcalandify, bir kismmn da pargalanmadan kaldigi yapilan ¢ahgmalarda ifade
edilmigtir. Okratoksinin biraya gegme riski g8z 6niinde bulundurularak bu triinlerde
okratoksin analizlerinin yapilmasi ¢ok Onemlidir, Bira titketiminin arttipn Turkiye’de,
GrGinlerde bu toksinin bulunmas: tiiketicilerin saghi agisindan bir risk tagimakla
birlikte, ihrag edilen firlinlerin pazar paym: da ciddi bir gekilde -etkilemektedir.
Ttrkiye’de yilik arpa ilretimi 7 milyon tonlarda olmasina ragmen malt sektdr(iniin
ihtiyact olan 179.000 ton, kalite sorunu nedeniyle karsilanamamaktadir. Yapilan ithalat
zorunlulufu nedeniyle Tarkiye’den yurt digina doviz kayb1 sdz konusu olmaktadir.
Tlirkiye’ye 1998 yilmda 1880 hL bira ithalati olmustur. Bira sektSriiniin yilbik tretim
miktart 1998 yilinda 6.600.000 hL ve bu firetilen miktarm % 90’mdan fazlas1 ig
piyasada tilketilmektedir (Anonymous, 2000b). Bu sebepten dolayr i¢ piyasadaki
biralarin okratoksin A (OTA) iceriginin tespiti yaminda ithal edilen biralarm da OTA
icerifinin tespiti bilyllk nem tagimaktadir.

Aflatoksinler ve okratoksinlerin insan ve hayvan sagh: tizerindeki etkileri tespit
edildikten sonra, bircok {ilkeler bu mikotoksinler igin gida ve yemlerde maksimum
bulunabilecek miktarlan belirlemiglerdir. Ancak, belitlenen smirlann altindaki degerler
gvenilir anlamina gelmedifi icin, GOlkeler stirekli olarak bulunabilecek miktarlan
azaltma egilimindedir (Taydag, 1993). Birgok Avrupa ilkesinde tarimsal i{irlinlerde
bulunmas: gercken smr degerler belirlenirken Tirkiye’de bSyle bir degerin
bulunmamas: bu konuda yeni aragtirmalar yapimas: gerekliligini gdstermektedir. Ulke
insanmnin saglikll {irlin tiketmesi ve ihrag edilen firlnler sayesinde diinya pazarindan
Onemli bir pay alabilmesi igin Urlinlerin genel okratoksin igerifiinin bilinmesi
gerekmektedir. Tlrkiye’de okratoksin A (OTA) ile ilgili yapilan tarama ¢ahgmalarnin
sayis1 az olmakla birlikte, yapilan arastirmalarda gida ve yemlerde g6z ardi edilmeyecek
kadar yiiksek diizeyde okratoksin A (OTA) oldugu bildirilmektedir (Kaya ve ark.,
1990).



Giniimiizde 300 civarinda mikotoksin bilinmektedir. Bu konuda yapilan
aragtrmalarin gogunlugu aflatoksin ve trikotesenler iizerinde yoZunlagmug; okratoksin
(OT), patulin, sitrinin, sterigmatosistin, zearalenon gibi mikotoksinlerle galigmalar son
zamanlarda artmaya baglammstir (Goto, 1990). Biralarda okratoksin konusunda diinyada
yapilan benzer ¢alismalar olmasmna rafmen Tiirkiye’de yapilan benzeri ¢aligmalar yok
denecek kadar azdur.

Bu aragtirmada okratoksin olusumuna uygun arpa, malt ve bundan yapilan
birada okratoksin A (OTA) varhfmn belirlenmesi, Giriinlerin genel durumunun ortaya
konmas: amaglanmgtir. Tilrkiye’deki bira tliketiminin her gecen yil daha da artmast
nedeniyle yapilan bu gahgmalar 8nem kazanmaktadir. Ayrica ¢aliymada okratoksinin
hammaddeden (arpa, malt) son {riln olan biraya gecis dilzeyi ve liretim agamalarindaki
okratoksin A (OTA)’nin tespitinin yapilmasi, mayalarm okratoksin lizerine etkisinin
tespit edilmesi ve okratoksinin mayalarm gelisimine etkisinin belirlenmesi
amaglanmmgtrr.



2. LITERATUR BILGISI
2.1. Okratoksinin Yapisi ve Ozellikleri

Okratoksinler Aspergillus ve Penicillium kifleri tarafindan {retilen sekonder
metabolitlerdir. Okratoksinlerin 10’u askin tiirevi vardir. Teknolojik olarak en &nemlileri
Okratoksin A (OTA), Okratoksin B (OTB) ve Okratoksin C (OTC)’dir. Bunlardan en toksik
olani ise OTA’dir (Scott ve ark., 1972; Jay, 1992).

Okratoksin suda ¢dziinen renksiz bir bilegiktir. UV ismlan altinda okratoksin A (OTA)
yesilimsi, Okratoksin B ve Okratoksin C mavimsi renkte floresan 15k verir. Ayrica OTA, UV
ismlarmda asit solusyonda yesil iken, alkalide mavi renge donebilir (Jay, 1992). Normal
olarak kristal toz haldedir. Kristallerin erime noktasi 169 “C’dir. OTA’nin serbest asitleri
polar organik solventlerde ¢6ziinfir. OTA havada ve isikta stabil degildir. Isikta ve nemde
pargalanir, OTA’nin 1s1tya karg: stabil oldugu, yemeklerin normal pigirme sicaklifinda tahrip
olmadigi bildirilmistir. Hububat {riinlerinin 3 saat boyunca otaklavlanmas: halinde bile
OTA’nin % 35°i pargalanmadan kalmaktadir (IARC, 1983). Tamova (1977), Bulgaristan’da
Hollanda birasy, musluk suyu ve unda okratoksin analizleri yapmis ve haricen irlinlere % 22
oraninda OTA ilave etmiy, pastOrizasyon ve sigeleme esnasmda OTA dizeyinde bir
azalmanin olmadifim, unlarda ise 250-300°C’de 40 dakikada okratoksin oranmnda sadece %
32 oraninda bir azalma oldugunu bildirmistir. Insanlarda OTA’nn biyolojik olarak yarnlanma
zamam bilinmemekle birlikte, maymunlarda 510, insanlarda da 840 saatten fazla oldugu
varsayllmaktadir. OTA’nin ticari olarak bir kullamm alam yoktur, ancak bazi laboratuvar
deneylerinde kullanimaktadir (Hagelberg ve ark., 1989; Anonymous, 2001b).

Okratoksin A; L-B-fenilalanine karboksil grubuyla baglanmms, 7-karboksi-5-kloro-8-
hidroksi-3,4-dihidro-3R-metilizokumarin icermektedir. Sogukta ve karanlkta muhafaza
etmek kogulu ile etanol iginde 1 yildan daha fazla stabil olan bu bilesik; hububat, gida, hayvan
yemleri ve gesitli hayvan dokularinda sikga rastlanmaktadir (Mirocha ve ark., 1980; IARC,
1983; Fukal, 1990; Xiao ve ark., 1996).

Okratoksinin kimyasal yapisi ve ilgili metabolitleri Sekil 2.1°de verilmistir
(Anonymous, 1991).
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R,
R 2
R, R, Ry Ry Rs
Fenilalanil Cl H H H Okratoksin A
Fenilalanil H H H H Okratoksin B
Fenilalanil etil ester Cl H H H Okratoksin C
Fenilalanil metil ester Cl H H H Okratoksin A metil ester
Fenilalanil metil ester H H H H Okratoksin B metil ester
Fenilalanil etil ester H H H H Okratoksin B etil ester
OH Cl H H H Okratoksin o
OH ' H H H H Okratoksin B
Fenilalanil Cl H OH H 4R-Hidroksiokratoksin A
Fenilalanil Cl OH H H 4S-Hidroksiokratoksin A
Fenilalanil cl__H H OH 10- Hidroksiokratoksin A

Sekil 2.1. Okratoksin A’nm kimyasal yapis1 ve ilgili metabolitleri.

Kimyasal yaplsﬁlda fenilalanin, Cl ve OH iceren dihidroizokumarin bulunur (Betina,
1989). Okratoksin A’nin Cl igcermeyen tlirevi okratoksin B, etilester tlirevi ise okratoksin
C'dir. Bu iki tlirev gidalarda goriilseler de disiik konsantrasyonlarda bulunduklarindan
fazlaca dnem tagmmazlar (Tunail, 2000). Okratoksin A ¢ok sayida kiif tarafindan iiretilirken
okratoksin B (OTB), OTA’dan klor grubunun uzaklagmasi ile olugmaktadir ve OTB ve OTC
dogal olarak bulunmamaktadir (Jay, 1992).



2.2. Okratoksin Ureten Kiifler ve Gelisme Sartlan

Okratoksin olusturan kifler (4Aspergillus ve Penicillium) liman ve sofuk iklim
kugaginda arpa, bugday, yulaf, msir gibi firlinlerde uygun kosullar (rutubet) bulundugunda
anilan tiriinlerin depolanmalan stiresince kolaylikla geligirler (Hald ve Krogh, 1975; Lacey,
1989; Olsen ve ark., 1993; Sener ve Yildirim, 2000).

Varga ve ark. (1996)'mn bildirdiklerine gtire, Okratoksin A’nin, Aspergillus
ochraceus tiirlerinin sekonder metaboliti olan bir mikotoksin oldugunu ilk olarak Scott (1965)
belirtmigtir. Sonraki yillarda bagka Aspergillus ve Penicillium tlitlerinin de bu toksini {irettigi
ortaya ¢ikmustir. Bu tilrler igine 4. ochraceus, A. alliaceus, A. ostianus, A. sclerotiorum, A.
sulphureus, A. melleus, A. petrakii, A. glaucus, A. niger, A. awamori, A. foetidus, A.
carbonarius, Penicillium viridicatum, P.cyclopium, P.variable, P.verrucosum, P.palitans gibi
ttirler girmektedir (Ciegler, 1972; Chelkowski ve ark., 1987; Abarca ve ark., 1994; Bridge ve
ark., 1989; Pitt, 1987; Topal, 1993).

Eger depolama gartlan fungal aktiviteyi desteklerse, Aspergillus ve Penicillium
gelisimine sik sik rastlanir. Sicakhk 20-35 °C oldufu zaman Aspergillus’un gelisme sartlari
icin nem igerigi % 14-15 iken (bugday, yulaf, cavdar, arpa), Penicillium’lar ise daha yliksek
neme jhtiyag duymaktadw. P. verrucosum igin nem oram % 16-17°dir. Bu verilere gore
arpanin depolanmasmda nem ierii % 16,3'0n Gizeri, bugdaym % 17,3°tn dzeri OTA
olugmasmna potansiyel bir risk tegkil etmektedir (Anonymous, 2000a). Yapilan ¢aligmalarda
OTA, A.ochraceus ve P.viridicatum arpada, 20 °C’de fermentasyonun 21. giiniinde en ¢ok
gelismektedir (Damaglou ve ark., 1984). Soguk ortamlarda okratoksin olusumu igin en bitylik
etken Penicillium viridicatum gdsterilitken, Aspergillus ochraceus sicak iklime sahip
bdlgelerde en biiyllk etken olarak gdsterilmektedir (Taydas, 1993). 4. ochraceus‘un
okratoksin dretebilmesi i¢in minumum su aktivitesi 0,83-0,87, P. cyclopium igin 0,87-0,90 ve
P.viridicatum igin 0,83-0,86°dir. Optimum sicakhkta (24 °C) ise gerekli olan su aktivitesi
sirastyla 0,99-0,95 ve 0,99°dur. Kiflerin okratoksin firetmesi i¢in gerekli olan optimum
sicakhk ise 4. ochraceus igin 12-37 °C iken digetleri igin de 4-31 *C’dir (Krogh, 1987). Chu
(1974) okratoksinin ortalama 30 °C’de ve 0,85-0,95 su aktivitesinde (ay) ilgili kifler
tarafindan ¢ok iyi QOretildifini bildirmistir. Sicakhk azaldik¢a yiiksek bagil neme ihtiyac
duyulmaktadw. Penicillium tirt kiifler diferlerine nazaran diigik sicakbkta toksin
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olusturabilmelerine ragmen (Tunail, 2000),.genelde kiiflerin 10 "C’nin altinda ve 0,65 su
aktivitesinin altmda OTA {iretemedikleri bildirilmistir (Frank, 1991b).

Yapilan caligmalar okratoksin olugumuna depolama sartlarin da etkili oldugunu
ortaya ¢ikarmustir. Vesela ve ark. (1978), Cekoslovakya’da okratoksin A’yr Penicillium
verrucosum var. verrucosum ile kontamine olmus yemlik arpadan izole etmisler ve
tanimlamuglardir. Abramson ve ark. (1980), Kanada’da bir giftlikte % 21 rutubette yigin
olarak bulunan arpa, bugday ve yulaf tanclerinde 20 hafta boyunca olusan toksin miktarlarim
incelemigler, 4 hafta sonra arpa ve bugdayda OTA tespit ettiklerini, yulafta ise OTA’ya
rastlamadiklarimi  bildirmiglerdir. Yine Abramson ve ark. (1999), yaptiklann bir bagka
caliymada arpalan bir ¢iftlikte % 15 ve % 19 nem igeriginde 20 hafta boyunca depolamuslar,
% 19 nem ihtiva eden arpalarda 24 pg/kg OTA, 38 ug/kg citrinin ve 411 pg/kg
sterigmatocystin olustuunu tespit etmiglerdir. Nemi % 15 olan arpalarda ise herhangi bir
toksine rastlamadiklanm bildirmiglerdir. Scudamore ve ark. (1999) Ingiltere’de giftlikte
depolanan bugday, arpa ve yulaf Smeklerinde 148 bugday Ornefinin 22’sinde (%14,9)
ortalama 1,94 pg/kg, 13‘1 arpa Orneginin 35’inde (%26,7) ortalama 2,60 ug/kg, ve 21 yulaf
Orneginin 6’sinda (%28,6) ortalama 0,53 pg/kg OTA tespit etmiglerdir. Arastirmacilar en
yiksek OTA konsantrasyonunun arpalarda oldugunu (17,8 pg/kg) bildirmiglerdir. Bugday
Orneklerinin 2°sinin 30 ve 81 pg/kg OTA icerdiinden red edildigini, 7 6megin (%2,7)
Spg/kg agtim, 1 drnegin (%0,3) 10 pg/kg oldugunu, 10 drnegin ise (%3,3) 2 ile 5 ug/kg
arasinda OTA igerdifini tespit etmiglerdir. Sonugta OTA konsantrasyonunun; nem, depolama
zaman, cografi bolgeler arasmda iliski oldugunu, Ingiltere’de depolanan tahillarn % 2’sinin
5 pg/kg’t astifim ve bu miktarmda 500000 tona tekabiil ettigini bildirmektedirler.

Haggblom (1982), rutubetlendirilmiy arpaya OTA {reten Aspergillus ochraceus
(1,4x10° adet/g) ve Penicillium viridicatum (1,4x10° adet/g) inokule etmis ve 10 ve 25 °C’da
28 glin boyunca OTA iretimlerini izlemistir. 25 °C’da inokulasyondan 4-6 giin sonra OTA
Oretimi tespit etmis, 28 glin sonra maximum seviyede oldufunu ortaya koymustur. 25 giin
sonra 25 °C’da OTA miktarinm 7-46 pg/g arasmda depistigini ve 10 °C’da ise sadece
Penicillium viridicatum’un toksin tiretebildigini bildirmigtir.



Krogh ve ark. (1984), 1978-1979 Danimarka’nin Bornholm bdlgesinde domuzlarda
bobrek hastabklarmin ortaya ¢ikmasmmdan sonra arpa Omeklerini mikrobiyolojik olarak
incelemiglerdir. 25 °C’da 4 Aspergillus, 2 Penicillium ve 2 Mucorales tiri tespit ettiklerini
belirtirken, 10 °C’da ise 21 Penicillium tiirQ izole ettiklerini bildirmiglerdir.

Frisvad ve Viuf (1986), depolanmug arpalarda mikotoksin analizleri yapmuslar,
arpalarda OTA ile Penicillium viridicatum arasinda bir iligki kuramamiglar, 16 Ornekten
sadece bir tanesinde Penicillium viridicatum ve OTA tespit etmiglerdir.

Okratoksin A fireten iki mikroorganizmanin pH 4,5’te hem gelismesini hem de OTA
firetimini inhibe etmek amaciyla 4 farkh kimyasal denenmistir. Azalan srayla etkili olanlar;
potasyum sorbat>sodyum propionat>metil paraben>sodyum bistilfittir. pH 5,5’te en etkili
olanlar ise metil paraben ve potasyum sorbat oldugu bildirilmistir (Jay, 1992).

Ingiltere’de’ 1998-1999 yillarinda depolannug tahillarda yapilan tarama galismalarmda
Orneklerin % 21°inde ortalama olarak 17,8 pg/kg seviyesinde OTA tespit edilmis, % 98’inde
ise 5 pg/kg’m altinda OTA bulunmugtur (Anonymous, 1999b).

Brewing International Research (BRI) depolanan malthk arpalarda OTA seviyesinin
0,5 pug/kg gegmemesi gerektigini, nem oranmin % 16’dan digik olmasmm ve iyi kalitede
olmast gerektigini tavsiye etmigtir. Buna ragmen rutubetli tahllar kisa bir zaman igin
depolanacaksa, depolamadan Once kiiflerin gelismemesi igin kurutulmas: gerektigi ve 20
°C'nin altinda depolanmasi gerektigi bildirilmistir. Eger {iriinlerde P.verrucosum canh ise
arpalarda OTA olugumu beklenebilir (Schwarz ve ark., 1995).

Axberg ve ark.(1997), 6 arpa, 2 ekmeklik bugday ve 1 durum bugday &rneginde 0,1-
0,4 ng/g OTA tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ornekleri kontrollil oda sartmda (0,75-0,85 su
aktivitesinde ve 20 °C’de) 8 giin beklettiklerini, Penicillium verrucosum inokile ederek 20
bafta boyunca ayni oda sartlarinda inkiibasyona biraktiklarim bildirmiglerdir. Bu zaman iginde
OTA igeriinin arttifim, arpada 0,75 aw’de 34-630 ng/g, 0,85 aw’de 39-26,000 ng/g;
bugdayda ise 25 ile 2,300 ng/g ve 650 —5,200 ng/g OTA konsantrasyonu arasmnda degistigini

bildirmiglerdir.
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Hububatlarda Ogitme Oncesi temizleme gibi fiziksel uygulamalar sonucunda
hububatlarm OTA konsantrasyonu buggday ununda % 50 diigmektedir. Ogiitmenin OTA igin
bir etkisi olmadifn gibi, bu unlardan da ekmek yapim swasmda sadece birazi
pargalanabilmektedir (Anonymous, 1998).

2.3. Okratoksinin Saghk Uzerine Etkisi

Okratoksin A; nefrotoksik (lirogenital sistem tizerine toksik), immunosupresif
(immuno sisteme baski uygulayici), teratojenik (anormal olusum sebebi), genotoksik (genom
lizerine etkili) ve karsinojenik (kanserojen) ozelliktedir (Lea ve ark., 1989; Anonymous,
1990a; Henning ve ark., 1991; Xiao ve ark., 1996; Hohler, 1998; Kerkadi ve ark., 1998;
Creppy, 1999; Degelmann ve ark., 1999; Anonymous, 2001a). Oral yolla alindiginda LDs
degeri farelerde 20-22 mg/kg’dir ve hem karaciger hem de bébreklere toksik etki yapar (Jay,
1992). Okratoksinlerin hedef orgam bdbreklerdir ve daha sonra karacigerde kansere sebep
olmaktadir. Etki mekanizmasi ¢ok karmagiktir. Organizmanin protein sentezini, mitokondriyal
transport sistemini ve glukoneojenazi inhibe ederek kamn pihtilagma mekanizmasim
bozmaktadir. Ayrica teratojenik etkinlikte olan OTA, bagisikhk sistemini de baskilayarak
sekonder enfeksiyon (E.coli) olasiifinm artisina neden olabilir. Ayrica vilcutta yag
peroksidasyonunu artirir (Dirheimer ve Creppy, 1991; Marquardt ve Frohlich, 1992; Hohler,
1998). Yapilan ¢aligmalarda okratoksin A’min hizh ve segici bir protein inhibitérli oldugu,
protein ve RNA sentezi {izerinde etkili olmadifi ortaya konmustur (Taydas, 1993).

Okratoksinin canllar {izerine etkisi Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir (Ozkaya ve ark.,
1995).

Cizelge 2.1. Okratoksinin canhlar tizerine etkisi
ETKI CESITLERI BELIRTILER
Biyokimyasal etkiler Hepatik glukojen diizeyinde azalmaya neden olur

Biyolojik etkiler Deney hayvanlarmda tiimér olugumunu arttirir

Teratojenite Protein sentezini inhibe ederler, canlilarda 8li ve
sakat dogumlara neden olurlar

Nefrotoksisite Akut olarak bobreklerde hasar, tiimdr olusumu,

nefropati ve bobreklerde ani kanama yapar.
Bobreklerin  proksimal tiiplerini etkiler. Sisme,
| genigleme ve membran kalinlagsmasina neden olur.
Hepatotoksisite Karaciger hasarim artirir
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OTA’ya maruz kalma sonucunda hastaliin akut bir belirtisi yoktur. Ilk belirtileri agin
yorgunluk, bag agrisy, kilo kayb1 ve solgunluk meydana gelmektedir (Peraica ve ark., 1999).
Daha sonralann bdbreklerde yaralar ve hastahfin ileri donemlerinde ise dikkate deger bir
sekilde bobreklerde kiiclilme—agwrhfmda azalma ve bSbreklerde iltihapsiz hiicre aralarndaki
lifli bag dokunun artmasi gibi vakalar meydana gelmektedir (Peraica ve ark., 1999). Birgok
lilkede insan kanlarnda OTA'ya rastlanmas1 sebebiyle OTA, 1ARC tarafindan kanserojen
sinifina ahnmugtir (IARC,1987).

Kuiper-Goodman ve Scott (1989), deneysel hayvanlardan yola gikarak insanlarm
ginlik tolere edebilir OTA miktarim 0,2-4,2 ng/kg vilcut agirhgi olarak belirlemiglerdir.
Daha sonra Scott (1993), vliicudun, glinliik olarak alinan 5-16 ng/kg viicut afirlig: kadar OTA
miktarm tolere edebildifini bildirmigtir. Avrupa ilkelerinde ise bu oran 1-2 ng/kg wviicut
afirh/gln olarak belirtilitken WHO’ya gére 16 ng/kg viicut agirh@vgiin olarak
belirlenmistir (Hohler, 1998). Zimmerli ve Dick (1996)’e gore, 0,7 ng OTA/kg viicut agirhii
(erkekler) olarak belirtilitken gocuklarda ise 100 pg OTA/ml den az olmasi gerektigini
bildirmiglerdir. FAO ve WHO’nun kodeks alimentarius komisyonuna gore ise, 1,2-14 ng
OTA/kg vilcut agirhin olarak belirlenmistir (Anonymous, 2001a). Kanada’da OTA i¢in 10%te
bir risk igin glinlikk tolere edilebilir miktarm 1,2-5,7 ng/kg viicut agirhif tavsiye edilmektedir.
iskandinav filkelerinde ise bu oran ginliik 5 ng/kg vilcut agirhip: tavsiye edilirken, Norveg’te
cocuklar i¢in ginlik 5 ng/kg vilcut agirhi olarak tavsiye edilmistir (Anonymous, 1998;
Skaug, 1999).

OTA’nin, Bulgaristan, Romanya, Yugoslavya ve Tuna nehri kiyist kirsal kesimlerinde
gorillen nefropati (kronik bobrek hastalis) ile iligkisi konusunda kuvvetli bulgular
bulunmaktadn (Betina, 1989; Bach, 1991; Krogh ve ark., 1977; Hohler, 1998). Bu béigelerde
hasta olan insanlarm gidalarmda ve kanlarmda yiksek oranlarda OTA’ya rastiamlmstir
(Pavlovic ve ark., 1979; Petkova-Bacharova ve Castegnaro, 1991b). Yapilan ¢ahsmalarda;
Yugoslavya’da 639 insan kam plazmas: drneginin 42’sinde 1-57 ng/ml (Hult ve ark., 1982),
Polonya’da 1065 insan kam plazma Smeginin 77’sinde ortalama 0,27 ve en yiiksek 40 ng/ml
(Golinski, 1987), Almanya’da 306 kan plazmas1 Orneginin 173 adedinde 0,1-14,4 ng/ml
(Bauer ve Gareis, 1987), Danimarka’da 96 6rnegin 46 adedinde 0,1-9,2 ng/ml (Hald, 1989),
Bulgaristan’da 312 kan plazmas: Orneginin 45 adedinde ortalama 14 ng/ml OTA tespit
edilmigtir (Petkova-Bocharova ve ark., 1988). Emanuelsson ve Hult (1991), Isvigre ve
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Yugoslavya’da 294 insan kam plazmasinda OTA analizi yapmuglar, % 46’sinda 0,5 ng/ml’den
az, % 30’unda 0,5-1 ng/ml, % 24’iinde 1 ng/ml'den fazla OTA konsantrasyonu tespit
etmiglerdir. Hald (1991b), Avrupa tilkelerinde insan kam serum &rneklerinin 0,1-14,4 pg/l
arasmda OTA ile kontamine oldugunu ve yaygin olarak bulundugunu bildirmigtir.
Danimarka’da 3 yil boyunca kan bankasindan tesadiifi kan drnekleri alinmug ve Srneklerin %
54,2’si OTA ile kontamine oldugu bildirilmistir. Yugoslavya’da 1957-1975 willan arasinda
yapilan 14 kdyll kapsayan tarama ¢aligmalarinda %0,4-8,3 arasinda yildan yila artan nefropati
tespit edilmig, bu hastahfn kadinlarda erkeklerden daha gok olduBu belirtilmistir (Ceovic ve
ark., 1991). Bu aragtrmanin tersine Kane ve ark. (1991), bildirdigine gére 1984-1988
yillarinda Senegal’de Sliimciil hastalarm % 11,47’sinin {rogenital hastalikli oldugunu, bu
hastalija yakalanan erkeklerin kadinlara oranla 1,9 kat daha fazla oldugunu, &lenlerin
cofunun nefrotitisle ilgili oldufunu belirtmistir. Senegal’deki nefrotitisin sebebinin dogal
olarak gida ve yemlerdeki OTA oldugunu bildirmistir. Bulgaristan’da 1950-1954 yillar:
arasmda bastanelerde yatan 664 hastanin 296’simn nefrotitis oldufu bunlarin 17’sinin
hastanede, 103’{infin de evlerinde 81dtign bildirilmistir (Tanchev ve Dorossiev, 1991).

Fuchs ve ark. (1991), 9 yil boyunca Balkan nefropatisinin goriildiigl Balkan
koylerinde insan kanlarmmn % 0,5-2,5’inin OTA bakimmdan pozitif bulundugunu bildirirken,
Creppy ve ark. (1991), Fransa’da kirsal bolgelerde okratoksin pozitif olan hastalarm
kanlarinda ortalama 0,1-6 ng/ml, kentsel bolgelerde ise bu oran 0,1-1,3 ng/ml’ olarak
bulmuglardir. Petkova-Bocharova ve Castegnaro (1991a), 1990°da yaptiklan bir aragtirmada
Bulgaristan’da bosaltim organlan tiimorld 20 hastadan 3’tniin kaminda (%15) 1-2 ng/g
arasmda OTA, 2’sinin kaninda (%10) 2 ng/g dan ¢ok olmak ilzere toplam 5 tanesinde (%25)
OTA tespit ettiklerini bildirmiglerdir. Balkan nefropatisinden etkilenmeyen bolgelerde ise, 30
Ornekten 1’inde (%3,3) 1-2 ng/g arasy, 1’inde de (%3,3) 2 ng/g’dan gok olmak {izere toplam
2’sinde OTA’ya rastladiklarm bildirmiglerdir. Thuvander ve ark. (2001) Iskandinav
{ilkelerinde kan baZisi yapanlarin 406 kan plazmasmi OTA seviyesi bakimindan kontrol
ettiklerini Oslo’da OTA seviyesinin 0,18 ng/ml ve Visby’de 0,21 ng/ml oldugunu
bildirmiglerdir. Creppy (1999) ise insanlarm kanlarindaki OTA seviyesindeki degisikligin,
onlarm sajhk durumu ve ekonomik gelismesiyle baglantih oldugunu bildirmistir. Az gelismis
tilkelerin insanlarmin kanlarinda OTA daha fazla oldugu aragtirmacilar tarafindan tespit
edilmigtir.
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Gida ve yemlerde OTA olusumu, Kanada, Danimarka, Almanya, isveg, Ingiltere gibi
{ilkelerde ¢ok yaygndrr. Almanya, Isve¢ ve ltalya’da OTA’ya insan sitlerinde bile
rastlanimaktadir (Hohler, 1998; Hald, 1991a). Micco ve ark. (1991) yaptiklart galismada 50
insan siitl Orneginin 9’unda 1,7-6,6 ng/ml OTA tespit etmiglerdir. Gareis ve ark. (1988),
Almanya’da bagka bir calismada 36 insan siitdl Smeginin 4’dnde 0,017-0,03 ng/ml OTA
oldugunu bildirmiglerdir. Skaug (1999) 40 inek siitdl 8rneginin 6’sinda 11-58 ng/l, 47 organik
inek stttinlin 5’inde 15-28 ng/l OTA tespit etmigtir.

Krogh (1987)’un bildirdiine gore domuzlarda yapilan bir tarama caligmasinda
Danimarka’da 60 bdbrekten % 35’inde 2-68 pg/kg, Isvigre’de 129 bdbrekten % 25°inde 2-104
pg/kg, yine Isvigre’de 90 bSbrekten % 27°sinde 2-88 pg/kg, Macaristan’tan 122 bdbrekten %
39’unda 2-100 pg/kg arasmda OTA tespit edilmistir, Tunus bdbrek hastaliklarinin sebebleri
aragtinlmig, hastalarin gidalan ve kanlarinda yliksek oranda OTA’ya rastlannmgtr (Maaroufi
ve ark., 1995a; Maaroufi ve ark., 1995b). Tunus’ta nefropati hastalarimin saghk kontrollerinde
gidalarmda 0,3-46830 ug/kg ve kanlarinda ise 0,7-1136 ng/ml arasmda OTA bulunmus,
kontrollerde nefropati ile gida ve kanlar arasindaki iligkinin Snemli oldugu bulunmugtur
(Anonymous, 1998).

Krogh (1977), Danimarka’da domuzlarda nefropati yaygin olan bir ¢iftlikten rastgele
olarak arpa-yulaf kangmm ve arpalardan Ornekler almig ve bunlarm % 6-8 oraninda OTA
varhgm tespit etmistir. Pozitif &rneklerin % 47’sinde 200 ppb seviyesinde OTA oldugunu
bildirmistir, Elling (1983), OTA’'mn 6 hafta i¢inde domuzlarin bobreklerinde lezyon
meydana getirdiini, geng domuzlarin yaghlara nazaran OTA’ya daha hassas oldugunu
belirtmistir. Yine Elling’in bildirdiine gére 1978°de Danimarka’h bilim adamlari arpadan
gegcen domuz karkaslarnda, bobreklerinde OTA'min kalan kismumin 10 pg/kg’t agmasi
durumunda kullanilmamas: gerektifini bildirmislerdir. Bu oran 1980°de 25 pg/kg olarak

depistirilmistir.
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2.4.0kratoksinlerin Arpa, Malt ve Birada Bulunusu

Shotwell ve ark. (1970), ABD’nin farkh bolgelerinde yetigtirilen musir Srneklerinde
83-166 ug/kg diizeyinde OTA tespit ettiklerini, 1971 yilinda ise arpa &rneklerinde 12-38
pg/kg seviyesinde OTA bulduklarim bildirmislerdir, Krogh ve ark (1974b), Isvigre’de arpa ve
yulaf rneklerinde OTA miktarmin 16 ile 410 pg/kg arasmda degistigini bildirmiglerdir.

Josefsson (1976), Isvigre’de 110 arpa 8rneginin 3’tinde 5 pg/kg’m fzerinde OTA
oldugunu bildirirken, Patterson ve ark. (1977), 1973-1975 yillar1 arasinda yaptiklan toksin
analizlerinde, depolanmis arpalarin OTA igerdiklerini tespit ettiklerini bildirirken, Hokby ve
ark. (1979), 269 arpa Srnedinin 14 tanesi iz miktarda olmak lizere 17 (%6,3) tanesinde OTA
belirlemigler, 3 tanesinde ise 17,20 ve 20 pg/kg seviyesinde OTA oldugunu bildirmiglerdir.

Syrett (1979), ¢ofunlugunu bugday, arpa, saman, silaj ve karigik yemlerden olusan
800 Ornekte toksin analizi yapmug, 223 tanesinde (% 29) kiif tehlikesi oldufundan
siphelenmis bunlarn da 43 tanesinde (% 9,6) mikotoksin bulmugtur. 11 adet ithal yem ve 6
adet kangik yem aflatoksin ve arpalarin bilylik ¢ogunlugunda okratoksin tespit etmis, 1977 ve
1978’lerde hayvan hastaliklarmin bu yemlerden kaynaklandif: kanisina varmugtir,

Abramson ve ark. (1980), Kanada’da bir giftlikte % 21 rutubette yi3m olarak bulunan
arpa, bugday ve yulaf danesinde 20 hafta boyunca toksin miktarlarim incelemisler, 4 hafta
sonra arpa ve bufdayda okratoksin tespit ettiklerini, yulafta ise okratoksine rastlamadiklarm
bildirmislerdir. Arpada tespit edilen miktarm bugdayda ancak 20 hafta sonra ortaya ¢iktigim
belirtmislerdir. Penicillium verrusocum var. cyclopium tiirlerini OTA Urettigini belirtirken
diger iiriinlerde ise mikotoksin tespit edememiglerdir.

Chelkowski ve ark. (1981), Polonya’da bugday ve arpaya okratoksin kontamine
etmisler, kuru ve 1slak olarak oktratoksini ayirmadan degirmenden gecirdikten sonra, kepekte
ve i¢ kisimda okratoksin analizi yapmuglardr. Sonu¢ olarak i¢ kissmda sadece % 10-30
arasinda okratoksine rastlarken, kepege yiiksek oranda okratoksinin gegtigini belirlemiglerdir.

Sokolowski (1983), toplam 811 ezilmis arpa ve 10 arpa Orneginin OTA varhi
bakimindan analiz etmis, ezilmi§ arpada 320 pg/kg, arpada ise 83 pgkg OTA oldugunu
bildirmigtir.
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Krogh (1987) bildirdigine gére yapilan tarama galiymalarmda Danimarka’da 50 mait
drneginin % 6’sinda 9-189 pg/kg arasinda, Amerika’da 127 arpa Srneginin % 14,2’sinde 10-
40 pg/kg arasmda, endemik nefropati gorillen lilkelerden Yugoslavya’da 64 arpa 6rneginin %
12,5’inde 14-27 pg/kg arasinda, Rusya’da 48 arpa drneginin % 2,1’inde ortalama 3800 pg/kg,
Polonya’da iginde arpa bulunan 150 adet yemin % 5,3’iinde 50-200 pg/kg arasinda, Isvigre’de
84 adet yemlik arpada % 8,3’tinde 16-409 pg/kg arasinda, Kanada’da 32 adet yemde %
56,3’tinde 30-27000 pg/kg arasinda, Rusya’da 1 adet yemlik arpada (%100) 3800 pg/kg OTA
bulunmugtur.

Dietrich (1989), Elisa uygulamas: ile gidalarda mikotoksin taramas: yapmis, 1987 ve
1988de toplam 731 rnekte gesitli mikotoksinlerin varligmi tespit etmistir. Bunlardan 177
omegi depolanan hububatlar olusturmus, 57’sinde maksimum 2388,7 pg/kg seviyesinde OTA
oldugunu tespit etmistir,

Frank (1991a) Almanya’da 1100 adet tahil ve tahil Griiniiniin 113°tinde (%10,3)
ortalama 3,8 pg/kg OTA tespit etmistir. Golinski ve ark. (1991), yaptiklar1 aragtwrmalarda
1353 tahul iirlintinlin % 11,7’si, 1372 yem drneginin % 1,5’i, 368 ekmegin % 17,2’si, 215 un
Orneginin % 22,3’ ve 1065 insan kan serumu Ornefinin % 72’sinin okratoksinlerle
kontamine oldugunu belirtmiglerdir. 1353 tahil {irlinlintin 616 adedini arpalar olusturmus ve
bunlarin 54°inde 5-1200 pg/kg arasinda OTA tespit ettiklerini ifade etmiglerdir.

Jiao ve ark., (1994) yaptiklan aragtirmada 811 adet sebze kaynakh gida maddelerinin
% 8,3’linde ortalama 0,5 pg/kg, 456 adet tall ve tahil {iriinlerinin % 37,5’inde ortalama 0,77
ug’kg ve 194 bira dmeginin % 41’inde ortalama 0,10 pg/kg OTA konsantrasyonu tespit
etmislerdir. Aragtirmacilara gére bu sonuglar ile tiiketicilerin OTA’y1r tahil ve tahil
iiriinlerinden % 10 ve biralardan 112 ng OTA/kg vilcut aguhfvhafta (PTWI) aldigim
belirtmiglerdir.

Scott ve Kanhere (1995) yaptiklar1 bir aragtirma sonucunda Kanada’da yerli ve ithal
biralardan olusan toplam 41 bira Srnefini OTA bakimindan incelemigler ve sonugta bu
Orneklerin 26 tanesinde 0,2 pg/ml ve daha az oranda OTA tespit etmiglerdir.
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Idler ve ark. (1996), yemlik arpalari, kiiflenmeye kars: korumak igin karanfil, targin ve
caraway’dan olugan bir kangm ilave etmigler, bu karigimm % 18 rutubetli arpada kiif geligimi
ve OTA olugumunu engelledigini belirlemiglerdir.

~ Thellman ve Weber (1997), inceledikleri arpalarm % 31’inde 0,1 pg/kg ile 2,7 ug/kg
arasinda, maltlarin % 27°sinde 0,1 pg/kg ile 0,92 pg/kg arasinda, biralarda ise 0,03 ile 0,08
pg/l arasinda OTA tespit etmiglerdir.

Yapilan aragtirmalarda, cesitli hububat drfinleri ve bunlardan yapilan gida maddeleri,

kurutulmus meyveler, fasillye, kakao, kahve, sarap, yumurta, domuz eti, arpa, malt ve
biralarda OTA’mun varlig: ortaya konulmugtur (Creppy, 1999).

Arpa ve diger tahil Qrfinlerinin tarladan baslayarak depolanmasi ve ¢imlendirilmesinde
mikroorganizmalarm etkisinde kaldiffi, mikroorganizmalarin malt igleme sirasinda metabolik
aktiviteyi etkiledii, bunun sonucu olarak da malt kalitesi ve bira Kkalitesinin dilgtiigtl
bildirilmistir. Malt kalitesinin dilsmemesi i¢in fiziksel ve kimyasal uygulamalarla, mikrobiyal
popiilasyonun inaktif hale getirilmesi gerektigi tavsiye edilmektedir (Noots ve ark., 1999).

Gareis (1999), Almanya’da yaptii bir ¢aliymada 1996 yiinda nemli olarak hasat
edilen 89 arpa Orneginde ve 99 adet 5 ay siireyle depolanmis arpa 6meginde OTA ve OTB
analizi yapmugtir. Okratoksin bulunan tirlinlerde yeni hasat edilenlerde ortalama 0,035 pg/kg
OTA ve 0,036 pg/kg OTB, depolanmug arpalarda ortalama 0,1 pg/kg OTA ve 0,04 ug/kg
OTB tespit etmistir. Maltlarda ise 0,26 ng/kg OTA ve 0,04 pg/kg OTB oldugunu bildirmistir.
Sonug olarak yeni hasat edilen firlinlerle depolananlar arasinda toksin igerigi bakimindan bir
farkhihk olmadiim beyan etmistir. Almanya’da yapilan bagka bir ¢alismada Degelmann ve
ark. (1999), 35 adet Alman birasinm OTA konsantrasyonunu incelemigler, 9 bira 6meginde
0,1-0,2 pg/L, 21 bira 8rneginde iz miktarda (<0,1 pg/L) bulurken ve 5 bira Srneginde ise OTA
tespit edememiglerdir.
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FAO ve WHO’nun organize ettigi Codex Alimentarius Commission’un verilerine gore
Kanada’da yapilan 4 yillik arastirmalarda 58 adet kangik tahil {irtinlerinden 56’sinda 0,5-2,0
pg/kg arasmda, i¢inde arpa bulunan 20 adet bebek mamasindan 18’inde 0,5-0,57 ng/g
arasinda, yine 20 adet arpa icerikli tatul {irQinlerinden 14 tanesinde 0,2-6,92 ng/g arasinda
OTA tespit edilmigtit. Aym komisyonun verilerine gbre Norveg’te farkh yil, mevsim ve
yorelerden toplanan toplam 547 tahil 8rneklerinden sadece % 0,9°u 5§ pug/kg OTA seviyesini
agmugtir. Orneklerin % 2,2°si 3 pg/kg seviyesinde bulunmustur. Avrupa filkelerinde 1995-
1999 yillarinda yapilan tarama caliymalarinda 142 arpa drneginin % 24°tnde 0,239 pg/kg
oraninda OTA tespiti yapilmistr. Komisyon diisitk nemli yerlerde depolanan tiriinlerin OTA
iceriklerinin de az oldugunu bildirmigtir (Anonymous, 2001a). Ingiltere’de yapilan bir tarama
galismasinda, iginde bira ve sarabm bulundufu gida ve talul driinlerinde, 313 Smedin %
75'inde OTA tespit edilememis, 53 dmekte 4 pg/kg’dan az, arpalardan bir tanesinde 6,4
pg/kg OTA tespit edilmisti. OTA bakimindan en problemli drnekler ise iziimler olmugtur
(Anonymous, 1997b).

Nakajima ve ark. (1999), yaptiklar1 bir aragtrmada 22 adet Japon birasi, 31 bira
{iretimi yapan {iikkeden toplam 94 adet ithal biralarda OTA analizi yapmglar ve 94 adet bira
Orneginin 86 tanesinde (% 91,5) ortalama 10,1 pg/ml (ppt) ve 22 adet Japon birasmn 21
tanesinde (%95,5) ortalama 12,5 pg/ml (ppt) olarak tespit etmiglerdir. Bu biralardan Peru’dan
gelen bir bira haricinde hepsinde OTA oldugunu, bu biralarin gogunda OTA‘ya rastlanmasina,
sicak iklimde dretilmesinin neden olabilecegini belirtmiglerdir.

Bresch ve ark. (2000), Almanya’da farkh fireticilere ait toplam 318 adet bira 6rneginde
OTA analizi sonucunda % 70-80 oraminda 0,01 ile 0,29 pg/l diizeyinde OTA tespit
etmiglerdir. Biralarda bu oranm igenler i¢in bliylk risk teskil ettigini, bira yapiminda
kullamilan arpalarm OTA igerigi bakimindan incelenmelerinin iyi yapilmasi gerektigini
bildirmiglerdir, Yine Almanya’da tall ve tahil {irlinlerinde yapilan analizler sonucunda 22
adet arpa Orneginin 19 tanesinde tespit edilebilir limitin Gzerinde (0,010 ile 0,495 pg/kg
arasmda) OTA belirlenmigtir (Wolf, 2000).
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Visconti ve ark, (2000), italya’da 10 adet yerli ve 51adet ithal bira olmak tizere toplam
61 adet bira 6rnefinde OTA analizi yapmuglar ve sonugta biralardaki OTA miktarim >0,01 ile
0,135 ng/ml arasinda tespit etmigler, biralar arasindaki farklibklarin Snemsiz ¢iktifim
bildirmislerdir.

Filali ve ark. (2001) yaptiklan bir aragtirmada 30 adet garap, 14 adet meyve suyu ve §
. adet bira Omeginde OTA konsantrasyonlarim aragtirmuslar ve sonug¢ olarak saraplarda
ortalama 0,65 pg/l (0,028-3,24 ug/l), 14 adet meyve suyunun 1 adedinde 1,16 pg/l. tespit
ettiklerini bildirirken, biralarda OTA’ya rastlamadiklarm beyan etmiglerdir. Basgka bir
calismada ise Soleas ve ark. (2001), toplam 107 adet bira &rnegi incelemigler analiz
sonuglarnda 0,05 pg/L ile 0,1 pg/L arasnda OTA varh: tespit etmiglerdir.

Glney Afrika’da firetilen hububat driinlerinin ve biralarm Apergillus flavus, A.
alliaceus, A.clavatus, Penicillium spp., Rhizopus spp., Mucor spp. ile enfekte oldugu rapor
edilmigtir. Geleneksel olarak yapilan 29 adet bira 8rnefinin 13 tanesinde (%45) 3-2340 ug/l
diizeyinde OTA tespit edilmigtir (Odhaw ve Naicker, 2002).

Onceki yapilan aragtirmalardan anlagildifi gibi yapilan tarama caligmalarinda
HPLC’nin yamsira Elisa yontemi de tercih edilmigtir. Thirumala-Devi ve ark. (2002), Elisa
yontemi ile okratoksin A’yi 0,1 ng/ml dilzeyinde tespit edebildiklerini ve geri alm
miktarlarmin da % 90 oldufunu bildirmiglerdir. Ayrica analiz edilen 6rnek miktarlanmin az
oldugunu, digitk maliyetli ve uygulamanm basit oldugunu bildirmislerdir. Elisa yontemi ile
ilgili olarak Pestka (1988) ve Lacey ve ark., (1991), yontemin antigen-antibody reaksiyonuna
dayanan hizh, spesifik, duyarlh ve ucuz bir analiz metodu oldugunu, sadece tahullardaki
mikotoksinlerin belirlenmesinde degil biitiin gida maddelerindeki mikotoksin igeriklerinin
belirlenmesinde  kullamilabilecegini bildirmislerdir. Emanuelsson ve Hult (1991), Elisa
yontemi ile bagarih bir sekilde OTA analizlerinin yapildigim, geri ahm miktarimin en az % 65
oldufunu, tespit edilebilir miktarm da 0,1 ng/ml (ppb) kadar diistik oldugunu
bildirmektedirler. Breitholtz ve ark. (1991), 129 8rnekte OTA analizini HPLC ve Elisa
yontemi ile yaparak kargilagtirmuslar, Elisa tekniginin daha hizh oldugunu, ginlik olarak
yapilacak mikotoksin analizlerinde pratik olmasi agisindan tavsiye etmiglerdir. Bu ¢ahsmalara
ilaveten Weddeling ve ark. (1994) Elisa testi ile (Ridascreen) malt ve biralarm OTA ve
Zearelenon varhfm incelemigler, analiz sonuglarmmn ¢ok duyarh ve net oldugunu
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belirtmiglerdir. Bu ¢alismada biralarda OTA konsantrasyonun ¢ok diisilk oldugunu tespit
etmiglerdir. Sibanda ve ark. (2001), yaptiklari bir caligmada farkh {ilkkelerden topladiklan
kahvelerdeki OTA konsantrasyonunu Elisa yontemi ve HPLC ile ayr1 ayri analiz etmisler ve
sonugta pozitif ¢ikan Omeklerde her iki yontemde de sonuglarin aym oldugunu bir 6rnek
haricinde Onemli bir farkhhfin olmadidim tespit etmislerdir. Krogh (1987), son zamanlarda
arpalarda mikotoksin analizi igcin Elisa yonteminin kullamldigim, bu yontemle tespit edilebilir
limitin 10 pg/g’a kadar diigebildifini ve bu metotla ¢ok az numune miktar: ile analiz
yapildigzim bildirmigtir.

2.5, Okratoksin A’nin Alkol Fermentasyonundaki Durumu

Gjerten ve ark. (1963), arpa ve diger hububat tiriinlerinin malt ve bira yapimi amaciyla
kabul edilmeden dnce dikkatli kontrol edilmesi gerektigini, kiiflii arpanin bira aromasma ve
diger duyusal kalitelerine olumsuz etki ettiZini bildirmiglerdir.

Gjerten ve ark. (1973), Bira yapiminda kullanilan hammadde ki (arpa, malt) OTA
miktan son {irin olan biraya % 10 oraninda azalarak gectifini tespit ederlerken, Chu ve ark
(1975) arpadan biraya % 14-28 oraninda OTA gegtigini, islem agamalarmda OTA’nin %
70’inin parcalandiini ifade etmiglerdir.

Krogh ve ark. (1974a) Citrinin ve OTA ile kontamine edilmis arpa Orneklerinde
toksinlerin pargalanma durumunu incelediklerini, yiiksek seviyede OTA igeren arpalardan
biralara % 2-7 oramnda bir gegisin oldugunu, bu sebepten dolay yilkksek seviyede OTA
iceren  (1000-5000 pg/kg) arpalarm bira yapmm i¢in  kullamlmamas: gerektigini
bildirmiglerdir.

Nip ve ark. (1975) biralardaki islem agamalarnda OTA’nin durumunu belirlemek igin
arpalara ezme asamasinda 1-10 pg/g seviyesinde OTA ilave ettiklerini, islem asamalarinda
OTA durumunu incelediklerini ifade etmiglerdir. Islenmis arpada % 28-39, mayada % 8-20 ve
birada ise %14-18 arasmnda OTA tespit ettiklerini belirtirlerken, 1 ug/g diizeyinde ilave edilen
toksinin %38’inin ve 10 pg/g dizeyinde ilave edilen toksinin ise % 12’sinin bira
fermentasyonu srasinda pargalandigim bildirmiglerdir. Bu sonug, iiriin icinde OTA dfizeyi

yikseldikge parcalanma seviyesinin azaldifim gostermektedir.
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Kostecki ve ark. (1991) mikotoksinlerin detoksifikasyonu igin birkag iglemin
yapildigim, bunlardan birinin alkol fermentasyonu, bira iiretimi gibi ySntemler oldufunu
bildirmiglerdir.

Scott ve ark. (1995) biraya fermentasyondan once 0,19 pg/ml OTA, 0,95 pg/ml
Fumonisin B; (FB;) ve 0,95 pg/ml Fumonisin B, (FB,) ilave edilerek Saccharomyces
cerevisiae ile 8 giin siireyle fermantasyona tabi tutmuglardir. Sonug olarak birada % 2-13
oraninda OTA’da azalma oldugunu FB;’de % 2-28 ve FB;’de de % 9-17 oraninda azalma
meydana geldigini tespit etmistir. Yine Scott (1996), biralara fermentasyon oncesi iglem
asamalan i¢inde, OTA’y1 da kapsayan mikotoksinler ilave etmis, fermentasyondan sonra bu
toksinlerin biraya gegebilecegini bildirmistir. Ayrica Afrika biralarinda aflatoksin ve
zearalenon tespit ederken Avrupa biralarinda bulamamugtir. Avrupa biralarimin sadece 1
tanesinde >1 ng/ml diizeyinde OTA tespit etmistir. Buna ramen Kanada ve Avrupa
biralarinda yflksek oranda Deoxynivalenol buldugunu, Alman biralarinda bu oramn >200
ng/ml oldugunu, Fumonisinlerin ise limitlerin Gizerinde oldugunu bildirmistir. Scott (1998)
bagka bir caligmasinda gida ve yemlerde {firlin isleme swasmdaki 1s1 uygulamasmin belirli
mikotoksinlere belirli oranlarda etki ettigini, fermentasyonda kullamlan maltlarda da bu ydnde
bir azalma olabilecegini belirtmigtir.

Baxter ve ark. (2001), yaptiklari bir arastirmada, malta Penicillium verrucosum
inokule etmisler ve sonugta maltta 52 pg/kg seviyesinde OTA tespit etmiglerdir. OTA ihtiva
eden malt bira yapiminda kullanmiglar ve proteolitik pargalanma sonucu OTA’nin % 40’nin
parcalandifim, fermentasyon sonucunda ise OTA seviyesindeki diislisiin % 13-32 arasinda
oldufunu tespit etmislerdir. Wolf-Hall ve Schwarz (2002), Bira {iretiminde fermentasyonun
mikotoksinlerin detoksifikasyonuna etki ettigini, giivenli bir gida tiiketimi i¢in fermentasyon
tekniklerinin geligtirilmesi gerektiZini ifade etmiglerdir.

Fermentasyonda OTA’min yam sira seker orani, kuru madde, alkol orani, pH, asitlik
(% laktik asit cinsinden), gibi bilegenlerde de belirli degisiklikler meydana gelmektedir. TS
2259’da “Sigelenmis ve kutulanmug biralar” Tirk standartlarinda pH 3,8 ile 4,6 arasinda
olmas: gerektiZi bildirilmigtir. Alkol oranina gdre ise % 0,4-2 arasinda diisiik alkollii, % 2,01-
5 arasinda normal alkollt ve % 5,01 ile 8,0 arasinda ise yiiksek alkolll biralar olarak
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gruplandminugtir. Bira icerisindeki kuru madde oramm da en az 2 g/100g olarak belirtilmigtir
(Anonymous, 1986).

Yamauchi ve ark. (1995) yaptiklan bir aragtrmada bira fermentasyonunda fazla
bulunan her bir derecelik ekstraktm alkol miktarmu 1 derece artirdigms tespit etmislerdir.
Krause (1997) Almanya’da yapilan ev tipi biralarda maysede bulunan % 11°lik ekstraktn %
3'lere kadar indigini, buna kargilik alkol oranimn % 5’lere kadar ¢iktigim belirtmigtir.

Almeida ve ark. (2001), bira fermentasyonunu etkileyen faktdrlerin pH, ik malt
konsantrasyonu ve sicakhk olduBunu, sicaklk arttik¢a verimliligidde arttifini, maya sayisiun
scker-etanol defisimine etki etmediBini belirtmiglerdir. Trelea ve ark. (2001) ise,
fermentasyon sicaklip1, serbet¢i otu miktar, ilk maya sayisi, serbest seker konsantrasyonu,
etanol ve CO, miktarmnm bira fermentasyonuna etki ettigini bildirmiglerdir. King ve Dickinson
(2002) maysedeki seker miktarim, mayse konsantratmin % 10’undan daha fazlasmmin
olusturdugunu belirtirken, Olesen ve ark. (2002), bira fermentasyonu siiresince maysede
bulunan karbonhidratlarn biradaki alkol miktarma etki ettifini ve maysedeki karbonhidrat
miktarmm yaklagik % 10 oldugunu bildirmilerdir. Yaptiklari arastrmada ise mayseyi
Saccharomyces carlsbergensis ile fermentasyona tabi tuttuklarm ve 12 farkh giinde
gelismeleri incelediklerini bildirmiglerdir. Aragtrmacilar ik 2 glin maya sayisindaki bilylik
artisa dikkat gekerken, sonra seker miktarinda da bir dilsiigiin gdzlendigini beyan etmiglerdir.

Connor ve ark. (2002) maysenin bilesimi, mayamn yapisi, fermentasyon sicakhigs,
basmng, bava ile irtibat durumu ve sirkillasyon derecesinin bira fermentasyonunu etkiledigini,
fermentasyon siiresi boyunca 4,8’den baslayan pH derecesinin belirli bir slire diigtiiglini, buna
paralel olarak da kuru madde oraninda da belirli oranlarda bir dilsiis oldugunu belirtmiglerdir.
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2.6. Bira Tiiketimine Bagh intoksikasyonlar

Bira Diinya’da tilketimi oldukga fazla olan fermente alkollil bir igecektir. Ulkelere
gore kisi bagina bira tlketimi 1998 yih itibariyle Cizelge 2.2°de verilmistir. Tirkiye’de ise
kisi bagina bira tiiketimi her gegen yil artmaktadir (Anonymous, 2000b).

Cizelge 2.2. Ulkelere gdre kisi bagmna bira titketimi (1998 yih)

- | Kisi Bagina Bira Kigi Bagina Bira

ULKE | Tiketimi itre) ULKE Tiiketimi litre)
Almanya 129,0 Slovenya 91,0
Danimarka 113,0 Yeni Zelanda 89,0
Avusturya 113,0 Romanya 40,0
Ingiltere 105,0 Rusya 20,0
Avustralya 92,0 Tiirkiye 10,5

Okratoksinin insanlar iizerine etkisi bilim adamlarmca hala tartigiimakla birlikte
Balkan nefropatisi (kronik bdbrek hastahif) ile iligkisi konusunda kuvvetli bulgularin
bulunmas: konu ile ilgili arastirmalar da yogunlagtirmustir (Betina, 1989; Krogh ve ark.,
1977).

Avrupa’da tespit edilen insan kan serum Orneklerinde % 7-76 arasinda degisen
oranlarda OTA tespit edilmistir (Tunail, 2000). Endemik nefropati goriilen bolgelerde kanda
OTA'’ya rastlanma sikhi oldukga yiiksektir. Hayvan ve insan OTA pozitif kan &rneklerinde
toksinin biyolojik yar1 degerine inme stiresinin olduk¢a uzun olmasina neden olarak toksinin
serum alblimini ile bag olugturmas: gdsterilmektedir. Thuvander ve ark. (2001) gida tiiketimi
ile insanlarm kan plazmas: arasinda bir iligkinin literatiitlerde yer almadizim ancak hububat
iiriinleri, garap, bira, domuz eti gibi birkag gida maddesinin titketimi ile kandaki OTA
seviyesi arasinda bir iligki oldugunu bildirmektedirler. Kandaki OTA seviyesi ile en bilylik
iligki ise bayanlarm bira tiketimi ve kepekli ekmek tiiketimi sonucu ortaya ¢iktifim
belirtmiglerdir. Bresch ve ark. (2000) Alman biralarimin %70-80’inin okratoksin igerdigini
bildirmektedirler.
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2.7. OTA ile ilgili yasal dilzenlemeler

Biranin Oretimi ile ilgili yasal dilzenlemeler 21 Mart 1956 tarihli Gida Maddeleri
Tiztigtinde yer almaktadir. Bira fabrikalarmm kontroldi ve iiretilen biralarin analizi Tatim ve
K3y lIsleri Bakanhfi Koruma Kontrol Genel Mildlirligiine verilmigtir. Saghk Bakanhg da
yine nizamnameye uygunluk ySniinden biranin kontroliinli yapmaktadir. Ayrica Belediyeler
hem fabrikadan, hem de piyasadan aldiklan Ornekleri nizamnameye uygunluk ySniinden
biranin kontrolinll yapmaktadw. Tirkiye’de bira igin Gida Kodeksi yonetmelifi henilz
hazirlanmanug, fakat cabgmalan sirmektedir., Uygulamalar dig llkelerde farkhiliklar
gostermektedir. ABD’de biraya katlan tim maddelerin FDA tarafindan kabulii
gerekmektedir. Almanya’da Sajhk Kanunu gegerli olup birada, su, malt, serbet¢i otu ve bira
mayasimndan bagka bir katki maddesine izin verilmemektedir (Anonymous, 2000b).

Yapilan tarama ¢aligmalarda biralarda okratoksin varh@i birgok arastirici tarafindan
belirtilmistir. Cesitli bitkisel ve hayvansal gidalarda oldukga yaygin olan okratoksinlerin gida
ve yemlerde izin verilen maksimum miktarlarim iceren limitler son yillarda bir ¢ok ilkenin
gida mevzuatinda yer almaya baglammstir, Dilnyada 77 iilkede mikotoksinlerle ilgili cesitli
ydnetmelikler meveut olup, 8’inde bir veya birden fazla tiriinde OTA ile ilgili standart, 3’inde
ise tavsiye niteliinde kararlar vardir (Karagdzli ve Karag6z1t, 2000). Son zamanlarda ise bu
say1 artarak 16°y1 bulmustur. Ulkelerin tavsiye ettigi limit degerler gidalar igin 1-50 pg/kg
arasmda degisirken, yemlerde bu oran 100-1000 pg/kg arasmdadir (Van Egmond, 1991).

FAO ve WHO’nun , Kodeks ve Gida katki ve kontaminantlar1 32. toplantisinda tahil
ve tahil {iriinlerinde bulunabilecek en yilkksek OTA miktart 5 pg/kg olarak belirlenmigtir.
Komitenin 56, toplantismda riskli smrm $ ile 20 pg/kg arasinda oldugu, Avrupa tikelerinde 5
pg/kg gegmemesi gerektigi, ancak toplum saghgm korumak iginde tahul ve talul firtinlerinde
bu sminn 3 pg/kg’a indirilmesi gerektifi tavsiye edilmistir (Anonymous, 2001a). Diinyada
1998 yih itibar: ile 9 tilkede 5 ile 50 pg/kg arasinda limit konulurken bugiin itiban ile bu sayr
15i bulmugtur (Anonymous, 1998).

Bazi {iilkelerdeki arpa ve diger hububatlarda, OTA igin verilen maksimum tolere
edilebilir degerler Cizelge 2.3’de verilmigtir (Van Egmond, 1991; Anonymous, 1997a;
Visconti, 2000).
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Cizelge 2.3. Bazi {ilkelerdeki gida ve yemlerdeki OTA i¢in verilen maksimum tolere edilebilir

deperler.
ULKELER LIMIT DEGERLER Urlinler
(ng/kg)
Avrupa Birligi 5 Biitiin gidalar
Avusturya 5 Bugday ve ¢avdar
Brezilya 50 Tahil ve tahil diriinleri
Bosna 50 Tahil ve tahil driinleri
Cek Cumhuriyeti 20 Biitiin gidalar
5 Cocuk mamalan
1 Bebek mamalart
Danimarka 5 Tahul ve tahil tiriinleri
Fransa 5 Tahul ve tahil iirtinleri
Hollanda 3 Tahil ve tahul {irtinleri
Ingiltere 10 Tahil ve tahl tiriinleri
Israil 50 Tahil ve tahil diriinleri
300 Yemlik tahullar
Isveg 200 Kiimes hayvanlar yemleri
100 Domuz yemleri
Isvigre 2 Tahil ve tahil tiriinleri
Italya 0,5 Bebek mamalar ve kakao
8 Yesil kahve
1 Domuz eti ve tirlinleri
3 Talul ve {irtinleri
0,2 Bira
Macaristan 20 Tatul ve tahil driinleri
Romanya S Tahil ve tahil {irlinleri
Tirkiye Yok Yok
Uruguay 50 Tahil ve tahil {irlinleri
Yunanistan 20 kahve
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Gareis (1999) gidalarda OTA igin maksimum tolere edilebilir miktarm 3-5 pg/kg
olmasi gerektifini” tavsiye etmigtir. Bunun sebebini de OTA’nmm biray1 da kapsayan ve
neredeyse biitlin gidalarda ¢ok yaygm olan mikotoksin oldugu seklinde belirtmigtir. Avrupa
Birligi bu toksin (OTA) icin gidalarda 5 pg/kg’dan diisiik olmasi, (IARC) 4 pg/kg olmast
gerektigini, giinlitkk kabul edilebilir oramin 1,5 ng OTA/kg viicut agirh$ ile siurlandirimasim
belirtmigtir (Petzinger ve Ziegler, 2000). Diinyada bdyle smur degerlerin belirtimesine
ramen Tirkiye’de herhangi bir siir deger yoktur.

Tirkiye’de 1997 yiinda yiirlirlie giren Tiirk Gida Kodeks ydnetmeliginde gidalarda
mikotoksinlerden sadece aflatoksin, patulin ve ergotlarin miktarma iligkin degerlere yer

verilmistir (Anonymous, 1997c¢).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

a. Biramn hammaddesi olan arpa, Bahri Dajdag Milletleraras1 Kighk Hububat
Aragtirma Merkezi Mildiirliiflinden toplam 30 ¢esit olmak dzere tesadiif drnekleme
yOntemine gbre almmug, Ornekler analiz edilinceye kadar serin ve igiksiz ortamda
muhafaza edilmigtir.

b. Malt Tirkiye’de {iretim yapan iki farkh 6zel malt fabrikasindan ve Tekel Yozgat
Bira ve Malt Fabrikasindan toplam 25 adet drnek tesadiif 6rnekleme yontemine gdre
temin edilmigtir. Omnekler analizi yapilincaya kadar serin ve igiksiz bir ortamda
muhafaza edilmigtir,

¢. Bira Omneklerini piyasada satilan Ornekler olugturmugstur. Degisik firmalara ait
toplam 150 ;det bira O8megi marketlerden, tesadiif 6rnekleme ydntemine gore
toplanmstir.  Orneklerin 15 adedi ithal biralardan olugmustur. Ornekler laboratuvara
getirilerck hemen analizleri yapilmustur.

d. Mayse Tiirkiye’de ilretim yapan 8zel bir firmadan temin edilerek, plastik bidona
konulmus ve hemen laboratuvara getirilerek pastorize edilmistir.

e. Fermentasyonda kullamlan maya, Saccharomyces carlsbergensis tiirii olup bira
QOretimi yapan iki farkh firmadan temin edilmistir. Agz1 kapakh Ozel siselerde alinmus,
sofuk zinciri bozulmadan hemen Ilaboratuvara getirilerek kdhnﬂncaw kadar
buzdolabinda muhafaza edilmigtir.

f. Okratoksin A standardi: Agzi kapakli kligitk cam vialde, etrafi pamukla sarih ve en

dis kisimda ise alimunyum folya ile sanimg olarak alinmis ve derin dondurucuda
saklanmugtir.
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3.2. Metod
3.2.1. Okratoksin A Analizi (Elisa Metodu)

3.2.1.1. Arpa ve Malt Orneklerinin Analize Hazarlanmas

Toplanan Srnekler el tipi 63litiiclide parcalandiktan sonra iyice kanstirilmg ve Sekil
3.1°deki gibi d6rde ayrrma yOntemine gdre toksin analizi igin gerekli miktarda 6rnek
alinmugtir (Bullerman, 1978).

— 5

Homojen Ornek 1/4 Ornek 1/16 Ornek

Sekil 3.1, Okratoksin A Analizi igin Ornek Hazirlama Metodu

3.2.1.2. Arpa ve Maltlarda Okratoksin A (OTA) Analizi

Arpa ve malt Srnekleri laboratuvarda el tipi degirmende pargalandiktan sonra 5 g
Ornek bir erlen icine almmugtir. 12,5 ml %70°’lik Methanol (methanol:su) ile 3 dakika
¢alkalandiktan sonra Whatman 1 filtre kafidindan siiziilmiitiir. Filtrasyondan 1 ml
almp 1 ml distile su ile sulandmlmg ve 50 pl alnarak test iglemlerine gegilmistir
(Anonymous,1999a).

Standartlar 6nce 0 pg/kg (ppb), 5 ng/ke, 10 pg/kg, 20 pg/ke, 40 pg/kg olarak
icerisine OTA antibody bulunan mikrotiter platedeki gukurluklara aktarilmis ve daha
sonra ekstraktlardan 50 pl sonraki viallere konulmugtur, Uzerine 50 pl enzim konjuge
ve 50 pl okratoksin A antibody konularak 10 dakika oda sicakhginda bekletilmistir.
Daha sonra 3 defa saf su ile yikanmgtir. Uzerine 100 pl substrat/kromogen ilave
edilmis, 5 dakika oda sicakhfmda bekletilmigtir. 100 pl durdurma solusyonu ilave
edildikten sonra 10 dakika iginde “ELx800 Serisi Microplate Reader” da 450 nm’de
absorbans degerleri okunmugtur. Sonuglar bilgisayar ortaminda &zel program ile
otomatik olarak hesaplanmigtir (Anonymous, 1999a).

28



3.2.1.3. Biralarda Okratoksin A (OTA) Analizi

Bira Orneklerinde i¢indeki CO,’i uzaklastirmak igin filtre kagidindan 5 ml 6rnek
bir erlen igine- alinarak, 12,5 ml %?70’lik Methanol (methanol:su) ile 3 dakika
calkalandiktan sonra Whatman 1 filtre kafidindan siiztilmistiir. Filtrasyondan 1 ml
almp 1 ml distile su ile sulandinlomg ve 50 pl alinarak test islemlerine gegilmigtir.
3.2.1.2°deki arpa ve maltlarda okratoksin A (OTA) analizinde uygulanan test iglemleri
yapiimstir (Anonymous,1999a).

3.2.2. Okratoksin A’nin Maya Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Agar difuzyon metodu ile bira fermentasyonunda kullamlan mayalarm
(Saccharomyces carlsbergensis) gesiti OTA konsantrasyonlarma hassasiyeti
incelenmistir. Potato Dekstrose Agara maya kiiltiirlinden siirme usulti ekim yapildiktan
sonra agar Uzerine belirli araliklarla OTA’nin sudaki ¢ozeltilerinden farkhi
konsantrasyonlarinda 20 pl damlatilip, ¢Ozeltinin agara difiize olmas: beklenmigtir.
Daha sonra bu petri kutulani 25 °C’de 5 giin siireyle inkiibe edilerek, inkiibasyon
sonucunda OTA damlatilan bdlgelerin etrafinda seffaf zon olusup olusmadifs (maya
gelisip gelismedigi) kontrol edilmigtir. Seffaf zonlar kumpasla Slgtilerek kaydedilmigtir.
Seffaf zonun biiyilikligiine gre mayamn OTA’ya kars: hassas veya direngli olduklarina
karar verilmistir (Drews, 1974).

3.2.3 Okratoksin A’min Bira Fermentasyonundaki Durumunun Belirlenmesi

Arpa maltindan hazirlanan gerbetci otuyla kaynatilmig ve pastorize edilmis 5
litre mayseye % 2 oraninda (100 g) bira mayast (Saccharomyces carlsbergensis) ilave
edilmis iyice kanstrlmgtir. Daha sonra steril edilmis 100 ml’lik kavanozlara
dagitilmstir. Bu kavanozlardan 6 tanesine iginde yaklagik 10 pg/kg (A), 6 tanesine
yaklagik 20 pg/kg (B) ve 6 tanesine de yaklagik 30 pg/kg (C) olacak sekilde OTA ilave
edilmigtir. 6 tanesine de kontrol amaciyla OTA ilavesi yapilmanmustir (K). Daha sonra
kavanozlarm agzn iyice kapatilarak sogutmali inkiibatrde 10 °C’de 10 glin siireyle
inkiibe edilmigtir. Denemeler 2 paralel olarak yiiriitlilmistiir. Fermentasyonun 0., 1., 3.,
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S., 8. ve 10, glinlerindeki OTA miktarlar1 ELISA metoduyla tespit edilip, OTA’mn

mayalar tarafindan pargalanma durumu ortaya konmaya ¢ahgilmgtir (Chu ve ark., 1975;
Anonymous, 1999a).

3.2.4. Alkol Miktarmin Belirlenmesi

Alkol analizleri Salleron Dujadin marka Ebulyometre ile Tekirdag Tekel ve
Sarap Fabrikasinda yapilmugtir. Ornekler once filire kagidindan gegirilerek gaz
uzaklagtmlmustir. Metoda gore aletin kazan kismma 15 ml su konmug ve termometresi
takilarak ocafii yakilmugtrr. Su kaynaymnca termometre okunmustur. Sonra aletteki su
bogaltilmug, kazan birkag defa alkol tayini yapilacak 6rnekle calkalandiktan sonra, igine
50 ml drmek konulmustur. Daha sonra aletin sogutucusuna su konulmugtur. Termometre
takilarak kaynama sicaklifi okunmugtur. Suyun kaynama derecesi sifira ayarlandiktan
sonra Ornefin kaynama sicaklifina kargihk gelen derece direkt olarak % etil alkol
miktarim vermistir (Anonymous, 1988).

3.2.5. Titrasyon Asitlifinin Belirlenmesi

Ferment;syon ‘srasindaki titrasyon asitlifi TS 2259°a gére % laktik asit
cinsinden hesaplanmustir. Bir erlene 10 ml 8mnek konulmustur. Uzerine hentiz kaynams
ve sogutulmus destile sudan rengi agilincaya kadar konulmugtur. Belirteg olarak birkag
damla % 1'lik fenolftalein ¢dzeltisi damlatilmustir. 0,1 N NaOH ile titre edilmigtir.
Sonug 1 ml 0,1 NaOH 0,009 g laktik asidi kargiladifindan sonug 100 ml’de g olarak
laktik asit cinsinden belirlenmigtir (Anonymous, 1986)

3.2.6. pH Degerlerinin Belirlenmesi

Fermentasyon srasinda pH degerleri TS 2259’a gore yapilmustir. Ornekler 20
*C’de WTW marka 330 model pH metre ile dlgiilmiistiir (Anonymous, 1986).
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3.2.7. Toplam Secker (%) Oranimin Belirlenmesi

Ornekten 10 ml almarak 200 mP’lik 6l¢l balonuna konulmug, bunun dzerine 10
ml Carez I (21,9 g ¢inko asetat destile suda ¢6ziindiiriimiis {izerine 3 ml asetik asit
eklendikten sonra 100 ml’ye tamamlanmstir) ve 10 ml Carez II (10,6 g potasyum ferro
siyanid destile suda ¢bzilndiirlllp 100 ml'ye tamamlanmugtir) g¢Szeltileri ilave
edilmigtir. Balon ¢izgisine kadar doldurulup ¢alkalanms ve slizillmigtir. Bu
sOztintiiden 50 ml almarak 100 mP’lik 8l¢ti balonuna konulmustur. Uzerine 5 ml HCI
(yogun) balon dondiiriilerek yavagca eklenmistir. Balonun kapafi kapatilarak su
banyosunda 65-67 °C’de 5 dakika tutulmug (inversiyon) ve hizlica sogutulduktan sonra
5N NaOH ile notlrlenmistir. Isnmamast igin su altinda tutulan balon g¢izgisine
tamamianmus ve bllrete doldurulmugtur.

250 mP'lik bir erlene 5 ml Fehling A (34,64g CuSO,5H,O destile suda
¢ozindirilip ve 500 ml'ye tamamlanmustr. Sizlldiikten sonra renkli sigede
saklanmstir) ve 5 ml Fehling B [173 g Sodyum —Potasyum Tartarat (Senyet tuzu) ve 50
g NaOH birlikte destile suda ¢Oziindirilip 500 mi'ye tamamlannustr. Iki giin
bekletildikten sonra sOziilmfistiir] konularak erlen asbest {izerine konularak kaynamanm
baslamas: beklenmigtir. Uzerine metilen mavisi indikatdrll damlatilarak renk kiremit
kirmizisina ddniinceye kadar bliretteki ¢bzelti ile titre edilmigtir.

Sonugta harcanan miktardan toplam gseker miktar1 hesaplanmugtir. Hesaplama
agagdaki gibi yapilmistir (Anonymous, 1990b).

200x100xK K
Toplam Seker (% g)= - = x 4000
Vx50x10 \Y

V= Titrasyonda harcanan miktar (ml)
K= Fakt6r (5 ml Fehling A ve 5 ml Fehling B ¢&zeltilerini indirgeyen mg invert seker
miktandir).
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3.2.8. Suda Coziiniir Kuru Madde Iceriginin (Briks) Belirlenmesi

Atago Hand Refraktometre (El tipi refraktometre) kullanilmugtir. Ornek homojen
halde cam yiizeyi kaplaymcaya kadar konulmus ve kapaf: kapatilmustrr. Etrafi
kurulandiktan sonra skaladan 20 °C’da deger okunmugstur (Cemeroglu, 1992).

3.2.9. Maya Sayisinin Belirlenmesi

Maya saymu icin % 10 luk tartarik asit ile pH’s1 3,5’e diigtiriilmQly “Potato
Dextrose Agar (PDA)” kullamimustir, Hazirlanan besin ortam petri kaplarmna 10-15 ml
kadar dokillmilg ve katilagmast beklenmistir. Ornekler 10%ya seyreltilmis ve bu
dilisyonlardan paralel olarak petri kutularindaki PDA tizerine 0,1’er ml ilave edilerek
steril drigalski ile ylizeye iyice yayilmstir. Besin ortamlarinn igine iyice niifuz etmesi
icin oda sicakhifinda biraz beklenmis ve ters gevrilerek 25 °C’da 5 giin siireyle inkiibe
edilerek toplam maya sayis1 tespit edilmistir ( Baumgart, 1993).

3.2.10, istatiksel Analizler

Istatistik analizlerde SPSS paket programu kullamlmugtir. Analiz sonuglari arpa
ve maltta istatistiki olarak degerlendirilmiy Ornekler arasindaki farki belirlemek
amaciyla tesaddf bloklari deneme planinda varyans analizi yapilmstir. Onemli bulunan
varyasyon kaynaklari, goklu kargilagtirma testi olan Duncan testine tabi tutulmugtur.

Fermentasyon agamasinda ise 2 faktSrli (Fermentasyon slresi x OTA
konsantrasyonu) deneme deseni planinda varyans analizleri yapilmistir. Onemli bulunan
varyasyon kaynaklan coklu kargilastirma testi olan Duncan testine tabi tutulmustur.
Faktorler arasindaki etkilesimi belirlemek igin ayrica korelasyon analizleri de
yapilmgtir, 1lgili tablolarda farkh harfi tagtyan ortalamalarin birbirinden istatistik olarak
farkh oldufu ifade edilmigtir. Aragtrma iki paralelli ve iki tekerrlirll yapilmstir
(Soysal,1992).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA
4.1. Arpa Orneklerinde Okratoksin A (OTA) Miktan

Bu aragtirma cgergevesinde 30 adet arpa Omegi okratoksin A (OTA) igerigi
bakimindan incelenmistir. Buna gére arpa Grneklerinin % 10’unda OTA bulunmazken
% 90’inda 0,53 ile 12 ppb arasinda OTA tespit edilmistir. Tespit edilen drnekler ve
miktarlan Cizelge 4.1’de verilmigtir.

Cizelge 4.1. Arpa 6rneklerinde bulunan OTA miktarlar (ug/kg, ppb).

Omek No - OTA miktan Ornek No OTA miktan
(ppb) (ppb)
1 - 16 6,1
2 - 17 5.1
3 - 18 0,22
4 1,9 19 7,2
5 6,1 20 44
6 0,53 21 7,1
7 5,7 22 3,8
8 1,1 23 4,2
9 2,6 24 7,2
10 4,2 25 7,3
11 4,2 26 10,5
12 3,8 27 5,4
13 4,6 28 8,1
14 6,9 29 12,0
15 6,8 30 6,2
Minumum -
Maksimum 12,0
Ortalama 4,78
*:Tespit edilemedi

Arpa Srneklerinin % 10°unda OTA tespit edilmezken, % 16,7’sinde tavsiye
edilen deger olan 3 ppb’nin altmda OTA bulunmugtur. Buna kargihk % 23,3’{inde 3-5
ppb arasinda ve % 50’sinde ise 5 ppb’nin idzerinde OTA tespit edilmisti. OTA
konsantrasyonlarmna gore arpa drneklerinin dagilum Sekil 4.1°de gdriilmektedir.
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50%

10 ppb
#0-3 ppb
03-5 ppb
15 ppb Uzeri

Sekil 4.1. OTA konsantrasyonlanna gore arpa drneklerinin dagilim

Sekil 4.1°den de goérildugi gibi arpalann yansinda 5 ppb’nin Gzerinde OTA
tespit edilmigtir. Tespit edilen degerler Josefsson (1976), Frank (1991a), Jiao ve ark.
(1994), Thelman ve Weber (1997)’in bulduklan sonuglar ile benzerlik go6sterirken,
Sokolowski (1983), Dietrich (1989)’in sonuglarindan disiik, Gareis (1999) ve Wolf

(2000)’un bildirdikleri degerlerden yiiksek bulunmugtur.

Arpa Omeklerinin farklilklanm belirlemek i¢in varyans analizi yapilmig ve

sonuglar Cizelge 4.2°de verilmigtir.

Cizelge 4.2. Arpa drneklerine ait varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

kaynaklan Derecesi Toplami Ortalamasi F Degeri
Ornekler 29 809,733 27,922 14213,6*
Hata 60 0,118 0,0002 -
Toplam 89 809,851

* p<0,01 diizeyinde 6nemli

Varyans analiz sonuglarna gore oOmekler arasindaki farkhhiklar p<0,01

diizeyinde onemli bulunmugstur. Onemli bulunan 6rneklere Duncan testi uygulanmis ve

sonuglar Cizelge 4.3° de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Arpa 6meklerine ait Duncan testi sonuglar.

Ornekler Ortalama Degerler Sonuglar*
29 12,0 A
26 10,5 B
28 8.1 C
25 73 D
24 7.2 E
19 7.2 E
21 7.1 F
14 6,9 G
15 6,8 H
30 6,2 I
5 6,1 J
16 6,1 ]
7 5,7 K
27 5,4 L
17 5.1 M
13 4.6 N
20 4.4 0
23 42 P
11 42 P
10 4.2 P
22 3,8 R
12 3.8 R
9 2.6 S
4 1.9 s -
8 1,1 T
6 0,53 v
18 0,22 Y
3 0,0 Z
2 0,0 Z
1 0,0 Z

* Aym harflerle gosterilmis 6rnekler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.

Arpa 6rmeklerinden 3’0 hari¢ tim Srneklerde OTA tespit edilmigtir. Orneklerin
22 adedinde tespit edilen OTA miktari 3 ppb’nin iizerinde ¢tkmug ve A’dan R’ye kadar
olan harfler ile gruplandinlmigtir. Arpa 6rneklerinden 15 adedi 5 ppb’nin iizerinde yer
alirken A ile M grubu arasinda yer almigtir. 7 adedi 3 ppb ile 5 ppb arasinda OTA
seviyesi igerirken N ile R grubu arasinda simflandinilmistir. 5 adedinde 3 ppb’den diisik
OTA seviyesi nedeniyle § ile Y arasinda yer alirken, 3., 2. ve 1. 6rneklerde OTA tespit
edilmedigi igin son gruba girmistir.
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4.2, Malt Orneklerinin Okratoksin A Miktar

Farkli ureticilere ait 25 adet malt okratoksin A igerigi bakimindan incelenmistir.
Buna gore malt 6rneklerinin % 4’inde OTA bulunmazken % 96’sinda 0,2 ile 6,6 ug/kg
arasinda OTA tespit edilmigtir. Malt 6rneklerinde tespit edilen OTA miktarlan Cizelge

4.4’de verilmigtir.

Cizelge 4.4. Malt drneklerinin OTA miktarlan (ug/kg, ppb)

Ornek No OTA miktar OrnekNo | OTA miktan
(ppb) (ppb)

1 5,9 14 45
2 1,6 15 48
3 0,9 16 4.4
4 4,3 17 5,1

5 2,5 18 3.1
6 6,6 19 2,0
7 5,2 20 23
8 43 21 2,4
9 4,2 22 3,3

10 2,1 23 -
11 44 24 4,0
12 4,0 25 0,2

13 0,5

Minimum -
Maksimum 6,6
Ortalama 33

", Tespit edilemedi

OTA tespit edilen 6reklerin % 40°inda Avrupa Birliginin tavsiye ettigi deger
olan 3 ppb’nin altinda bulunurken, % 44iinde 3-5 ppb arasinda ve % 16’sinda ise 5 ppb
‘nin zerinde OTA belirlenmistir. OTA konsantrasyonlarnina gore malt orneklerinin
dagihim Sekil 4.2°de verilmigtir.
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16%

30 ppb
E0-3 ppb
d3-5 ppb
05 ppb iizeri

Sekil 4.2. OTA konsantrasyonlanna gore malt 6rneklerinin dagilim.

Tespit edilen degerler Krogh (1987)’un buldugu degerlerden diisiik olarak
belirlenmigtir. Malt ormeklerindeki OTA miktant iretim sartlanna ve depolama

durumuna gore degiskenlik gostermektedir.

Ornekler arasindaki farkhiiklan belirlemek igin varyans analizi yapilms ve

sonuglar Cizelge 4.5° de verilmigtir.

Cizelge 4.5. Malt drneklerine ait varyans analiz sonuglan.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

kaynaklan Derecesi Toplami Ortalamasi F Degeri
 Ornekler 24 232,1 9,671 3858,636*
Hata 50 0,125 0,00250 -
Toplam 74 232,225 -

* p<0,01 diizeyinde 6nemli

Varyans analiz sonuglan omekler arasindaki farkhliklar

onemli bulunmustur. Ornekler arasindaki farkhliklan belirlemek igin Duncan testi

yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.6 da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Malt drneklerine ait Duncan testi sonuglar.

Ornekler Ortalama Degerler Sonuglar*
6 6.6 A
1 5,9 B
7 5,2 C
17 5,1 D
15 4.8 E
14 4.5 F
16 4.4 G
11 4.4 G
3 43 H
4 43 H
9 4.2 I
24 4.0 J
12 4.0 J
22 3,3 K
18 3,1 L
5 2,5 M
2 2.4 N
20 23 )
10 2,1 p
19 2.0 R
2 1,6 S
3 0.9 S
13 0.5 T
25 0,14 \
23 0,00 Y

* Aym harflerle gosterilmis 6rnekler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.

Malt 6rnekleri OTA konsantrasyonlanina goére birbirinden farkhihk gostermistir.
Toplam 25 adet 6rnegin 15 adedi 3 ppb’nin iizerinde yer almug ve A ile L harfleri
arasinda gruplandinlmigtir. Orneklerden 6 nolu drnek ortalama 6,6 ppb OTA seviyesi
ile A grubunda yer alirken, 1 nolu 6rnek B grubunda, 7 nolu 6rnek C grubunda ve 17
nolu 6mek te D grubunda yer almigtir. Orneklerden ilk 4 adedi 5 ppb seviyesini
gecmistir. Duncan testinde farkh gruplar farkh harflerle gosterilmistir.



4.1. Bira Orneklerinde Okratoksin A Miktari

Tekirdag il merkezinde tiiketime sunulan 150 adet bira omefi tesadifu
ornekleme yontemi ile alinmug, Okratoksin A (OTA) analizleri yapilmis ve sonuglar
Cizelge 4.7a, 4.7b ve 4.7c’de verilmigtir. Bira 6rneklerinin % 64,66’sinda OTA tespit
edilemezken, % 35,34’iinde OTA bulunmustur. OTA pozitif ¢ikan 6rneklerde en disik
0,01 pg/l, en yitksek 8,10 pg/l, ortalama 0,449 ug/l seviyesinde OTA tespit edilmistir.

Cizslge 4.7a. Bira orneklerinin OTA mikﬁarlan (ng/l, ppb)

Ornek No OTA miktan Ornek No OTA miktan
(ppb) (ppb)

1 - 23 0,05

2 - 24 -

3 - 25 2,90

4 - 26 0,02

5 - 27 1,50

6 - 28 0,03

7 1,00 29 1,20

8 o 30 -

9 1,40 31 -
10* 0,02 32 -
11* - 33 -
12* 0,01 34 2,90

13 - 35 -

14 0,13 36* -

15 0,18 37 0,26

16 0,43 38 0,03

17 - 39 0,06

18 - 40 0,04

19 0,51 41 3,70

20 - 42 0,14

21 1,10 43 -

22 0,06 44 1,70
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Cizelge 4.7b. Bira drneklerinde bulunan OTA miktarlan (pg/l, ppb)

Ornek No OTA miktar1 | Ornek No OTA miktan
(ppb) (ppb)
45+ 0,31 73 0
46* 0,02 74 1,30
47* 0,18 75 -
48* 0,02 76 -
49+ 0,40 77 -
50* 0,14 78 -
51 - 79 .
52 - 80 R
53 - 81 -
54 - 82 0,20
55 - 83 0,10
56 4,40 84 4,40
57 S 85 2,50
58 - 86 -
59 c 87 Y
60 4 88 4,80
61 - 89 0,40
62 0,41 90 -
63 2,42 91 0,10
64 - 92 -
65 R 93 -
66 - 9% -
67* - 95 0,10
68* 4,00 9% -
69* 4,20 97 N
70% - 98 -
71 - 99 -
72 - 100 -
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Cizelge 4.7c. Bira 6reklerinde bulunan OTA miktarlan (ug/kg, ppb)

Ornek No OTA miktan Ornek No OTA miktar:
(ppb) (ppb)
101 - 126 -
102 3,60 127 -
103 - 128 -
104 - 129 B
105 - 130 -
106 - 131 -
107 0,61 132 -
108 - 133 -
109 0,75 134 -
110 - 135 2,90
111 - 136 -
112 - 137 -
113 - 138 -
114 - 139 N
115 - 140 -
116 - 141 B
117 0,51 142 1,10
118 - 143 -
119 - 144 -
120 - 145 N
121 - 146 -
122 - 147 -
123 - 148 -
124 - 149 -
125 8,1 150 -
Minimum -
Maksimum 8,10
Ortalama 0,449

* Turkiye’de satis1 yapilan ithal biralar

®. Tespit edilemedi
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Toplam 135 adet yerli bira 6rneginden 92 adedinde (% 68,15) OTA tespit
edilemezken, 35 adet (% 25,92) bira 6rneginde 0-3 ppb arasinda, 7 adet bira 6rneginde
(% 5,19) 3=5 ppb arasinda ve 1 adet bira 6rneginde (%0,74) 5 ppb’nin iizerinde OTA
tespit edilmistir. OTA konsantrasyonlarina goére bira orneklerinin dagihmu Sekil 4.3°de
gorilmektedir.

10 ppb
80-3 ppb
03-5 ppb
05 ppb iizeri

Sekil 4.3. OTA konsantrasyonlarina gore yerli bira 6rneklerinin dagilimi.

Yerli biralann yaninda 15 adet ithal bira érneginde 0,01 ile 4,20 ppb arasinda ve
ortalama 0,62 ppb OTA tespit edilmistir. Aragtirma sonucunda 15 adet bira 6rneginin 5
adedinde (% 33,33) OTA tespit edilemezken, 8 adedinde (% 53,33) 0-3 ppb arasinda
belirlenmis, 2 adedinde (% 13,33) 3-5 ppb arasinda tespit edilmistir OTA
konsantrasyonlarina gore ithal biralann dagilimi Sekil 4.4°de verilmistir.
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13% 0%

@O0 ppb

0-3 ppb
03-5 ppb
05 ppb lzeri

Sekil 4.4. OTA konsantrasyonlarina gore ithal bira 6rneklerinin dagilim:.

Analizi yapilan toplam 150 adet bira 6reginden 97 adedinde (% 64,66) OTA
tespit edilemezken, 43 adedinde (% 28,66) 0-3 ppb arasinda, 9 adedinde (% 6) 3-5 ppb
ve 1 adedinde ise (% 0,66) 5 ppb nin iizerinde OTA tespit edilmistir. OTA miktarlarina
gore biitiin bira 6rneklerinin dagilim Sekil 4.5°de verilmistir.

0 ppb

0-3 ppb
03-5 ppb
5 ppb Uzeri

29%

Sekil 4.5. OTA’min konsantrasyonlarina gore bira drneklerindeki dagihim
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Beﬁrlediginﬁz degerler Scott ve Kanhere (1995), Nakajima ve ark. (1999) ve
Bresch ve ark. (2000)’mn bulgulan ile benzerlik g6sterirken, Wisconti ve ark. (2000),
Filali ve ark. (2001)’nin bulduklart degerlerden yiitksek, Odhaw ve Naicker (2002)’in
bildirdikleri degerlerden diisiik olarak tespit edilmistir.

Omnekler arasindaki farkliliklann 6nemli olup olmadiklanm belirlemek igin

yapilan varyans analizi sonuglan Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Bira orneklerine ait varyans analiz sonuglar.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

kaynaklar Derecesi Toplam Ortalamast F Degeri
 Omnekler 149 632,737 4,247 244994*
Hata 300 0,00520 0,00002 -
Toplam 449 632,742 -

* p<0,01 diizeyinde dnemli

Varyans analiz gizelgesinde omekler arasindaki farkhliklar p<0,01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Onemli bulunan éreklere Duncan testi uygulanmis ve sonuglar
Cizelge 4.9°da verilmistir. Duncan testi sonuglanna gore; 3 ppb’nin lizerinde OTA ile
kontamine bira ornekleri, OTA konsantrasyonlarina gore A’dan G’ye kadar harflerle
siniflandinlmgtir.

-125 nolu ek 8,1 ppb OTA konsantrasyonu ile A grubunda yer alirken, 88 nolu
6rnek B grubu, 56 ve 84 nolu érmekler C grubunda yer almigtir. A grubu 6rnek (sadece
125 nolu 6rnek) 5 ppb seviyeyi agarken, 7 adet bira 6rnegindeki OTA miktar1 3 ppb’nin
iizerinde tespit edilmis ve B ile G grubu arasinda siralanmustir. Orneklerden 51 adedinde
OTA belirlenmis ve bu omneklere gruplandirma yapilmistir. 99 adet drnekte ise OTA
tespit edilemediginden 6rnekler aym grupta yer almgtir.
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Cizelge 4.9. Bira orneklerine ait Duncan testi sonuglar:.

-6rnekler Ortalama | Sonuglar’ 6rnekler Ortalama | Sonuglar 5rnekler Ortalama | Sonuclar
Deferler Degerler Degerler
125 8,10 A 12 0,01 £ 93 0 -
83 480 B 1 0 - 94 0 -
56 4,40 C 2 0 - 96 0 -
84 4.40 C 3 0 - 97 0 -
69 4.20 D 4 0 - 98 0 -
68 4,00 E 5 0 - 99 0 -
41 3,70 F 6 0 - 100 0 -
102 3,60 G 8 0 - 101 0 -
25 2,90 H 11 0 - 103 0 -
34 2,90 H 13 0 - 104 0 -
135 2,90 H 17 0 - 105 0 -
85 2,50 1 18 0 - 106 0 -
63 2,42 J 20 0 - 108 0 -
44 1,70 K 24 0 - 110 0 -
27 1,50 - L 30 0 - 111 0 -
9 1,40 M 31 0 - 112 0 -
74 1,30 N 32 0 - 113 0 -
29 1,20 0 33 0 - 114 0 -
21 1,10 P 35 0 - 115 0 -
142 1,10 P 36 0 - 116 0 -
7 1,00 Q 43 0 - 118 0 -
109 0,75 R 51 0 - 119 0 -
107 0,61 S 52 0 - 120 0 -
19 0,51 T 53 0 - 121 0 -
117 0,51 T 54 0 - 122 0 -
16 0,43 U 55 0 - 123 0 -
62 0,41 A\ 57 0 - 124 0 -
49 0,40 W 58 0 - 126 0 -
89 0,40 W 59 0 - 127 0 -
45 0,31 X 60 0 - 128 0 -
37 0,26 Y 61 0 - 129 0 -
82 0,20 Z 64 0 - 130 0 -
15 0,18 I 65 0 - 131 0 -
47 0,18 I 66 0 - 132 0 -
42 0,14 / 67 0 - 133 0 -
50 0,14 / 70 0 - 134 0 -
14 0,13 ] 71 0 - 136 0 -
83 0,10 A 72 0 - 137 0 -
91 0,10 A 73 0 - 138 0 -
95 0,10 A 75 0 - 139 0 -
22 0,06 * 76 0 - 140 0 -
39 0,06 * 77 0 - 141 0 -
23 0,05 aok 78 0 - 143 0 -
40 0,04 Rk 79 0 - 144 0 -
28 0,03 g 80 0 - 145 0 -
33 0,03 ok 81 0 - 146 0 -
10 0,02 © 86 0 - 147 0 -
26 0,02 © 87 0 - 148 0 -
46 0,02 © 90 0 - 149 0 -
43 0,02 © 92 0 - 150 0 -
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4.4. Okratoksin A’nin Bira Mayasi Uzerine Etkisi

Bira fermentasyonunda kullamlan Saccharomyces carsbergensis mayasinmn
OTA konsantrasyonlarina hassasiyeti agar difuzyon metodu kullamlarak incelenmistir.
Farkl: konsantrasyonlardaki OTA, mayalarin geligimini farkli oranlarda etkilemigtir.
Patato Dekstrose Agara (PDA) siirme usulii ekilen maya iizerine OTA ihtiva etmeyen
saf sudan 20 ul (K), konsantrasyonu 0,05 pg/ml (ppm) olan OTA ¢ozeltisinden 20 ul
(Cozelti A), konsantrasyonu 6,81 pg/ml olan OTA ¢ozeltisinden 20 ul (Cozelti B) ve
konsantrasyonu 13,61 pg/ml olan OTA ¢ozeltisinden 20 pl (Cozelti C) damlatilnmg ve
25 °C’da inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda OTA ¢ozeltisi damlatilan
bolgelerin etrafinda seffaf zon olup olmadifi kontrol edilmis, gelismenin olmadig
zonlar kumpasla Olgiilerek kaydedilmigtir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Agar difuzyon yonteminde OTA konsantrasyonuna gére olusan zon

gaplan (mm).
Tekerriir/ K(Kontrol) Cozelti A Cozelti B Cozelt1 C
Standartlar (mm) (mm) (mm) (mm)
1 0 0 14,2 20,0
2 0 0 15,0 22,0
3 0 0 15,0 21,5
Minimum 0 0 14,2 20,0
Maksimum 0 0 15,0 22,0
Ortalama 0 0 14,7 . 21,2

Cizelge 4.10°da goriildiigin gibi OTA konsantrasyonu arttikga olusan zonlarin
¢ap1 da biiytimiistiir. Konsantrasyonu 0,05 ppm olan OTA ¢ozeltisinin PDA. iizerindeki
maya gelisimini inhibe etmedigi gorilmis, buna karsihk 6,51 ppm ve 13,61 ppm olan
OTA ¢ozeltileri konsantrasyonla dogru orantili olarak maya gelisimini inhibe etmigtir
(Cizelge 4.10). Yiiksek konsantrasyondaki OTA ¢ozeltilerinin maya gelisimine etkisi
Resim 4.1°de verilmistir.
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Resim 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki OT A’nin mayalar tizerine etkisi
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Resim 4.1°den de goriildiigi gibi OTA konsantrasyonu arttikga olusan zonlarin

caplarinda da biiyiime meydana gelmistir. Zon ¢aplan arasindaki farkhliklan belirlemek

i¢in varyans analizi yapilmis ve sonuglan Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Zon aplan arasindaki farkliliklara iliskin varyans analiz sonuglari.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

Kaynaklan Derecesi Toplamu Ortalamasi F Degeri
Tekerrriir 2 0,01 0,01 2,26
Zon gapt 3 10,29 3,43 1391,56*
Hata 6 0,01 0,00

Genel 11 10,31 -

* p<0,01 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucuna gore tekerrurler arasindaki farkhhklar onemsiz

bulunurken, agar difiizyon yonteminde, degisik OTA konsantrasyonlarina goére olusan

zonlar arasindaki farklihklar p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. OTA seviyelerine

gore zon caplan arasindaki farkliik diizeyinin belirlenmesi igin Duncan testi yapilmig

ve sonuglar Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. OTA miktarlanna gore standartlann zon gaplanimin Duncan testi sonuglan

(p<0,05).
 Ornekler Ortalama Degerler Sonuclar*
Cozelti C 21,2 A
Cozelti B 14,7 B
Kontrol 0,00 C
Cozelti A 0,00 C

*Aynt harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.

Cizelge 4.12°ye gore kontrol grubu ile ¢ozelti A aym grupta yer almstir (C). En
yiiksek zonu gozelti C olusturmus ve A grubunda yer almustir. Cozelti B ise daha kiigiik
zon olugturarak B grubunda yer almustir.
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Diisiik konsantrasyondaki OTA ¢ozeltisi mayamin gelisimine pek etki
etmemekte, buna karsilik, OTA konsantrasyonu arttikga maya gelisimi yavaglamaktadir.
Boliim 4.6’da da benzer bir sonug ortaya ¢ikmustir. Fermentasyon denemelerinde de
benzer sonuglar ahnmisttr (Boliim 4.6). OTA konsantrasyonu 0 ppb olan kontrol grubu
ile konsantrasyonu yaklagik 10 ppb olan A grubu 6rnek Duncan testinde aym grupta
yer alirken, konsantrasyonu yaklagtk 20 ppb ve 30 ppb olan drnekler (B ve C) farkh
gruplarda yer almigtir. Yani diisiik oranda OTA konsantrasyonu igeren drnek ile kontrol
gurubu arasinda istatistiki agtdan bir fark bulunmamustir. Agar difiizyon yonteminde ise
OTA konsantrasyonu diisiik olan Cozelti A’da hig bir zon olugmazken, OTA seviyesine
bagh olarak ¢ozelti B’de ortalama 14,7 mm ve ¢ozelti C’de ortalama 21,2 mm bir zon
olusmustur.
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4.5, Bira Fermentasyonunun OTA’ya Etkisi

Bira ureticisi firmalardan hazir olarak temin edilen mayseye % 2 oramnda (100
g) bira mayas: (Saccharomyces carlsbergensis) inokiile edilmis, 100 ml’lik kavanozlara
dagitilmigtir,. Bu kavanozlardan 6 tanesine iginde yaklajik 10 pg/kg (A), 6 tanesine
yaklasik 20 pg/kg (B) ve 6 tanesine de yaklagik 30 pg/kg (C) olacak sekilde OTA ilave
edilmig, 6 tanesine de kontrol amaciyla OTA ilavesi yapilmamustir (K). Daha sonra
kavanozlann agz iyice kapatilarak sogutmali inkiibatorde 10 °C’da 10 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Fermentasyon siiresince 6rneklerin OTA konsantrasyonlarinda belirli
oranlarda azalma meydana gelmistir. Tespit edilen OTA seviyeleri Cizelge 4.13°de
verilmigtir.

Fermentasyon siiresinin sonunda (10. giin), igerisinde yaklagik 10 ppb OTA ile
kontamine edilen maysede (A) OTA miktarinda ortalama % 24,97 oranminda bir azalma
olurken, yaklagik 20 ppb OTA ile kontamine drneklerde (B) ortalama % 18,74 ve
yaklagtk 30 ppb OTA ile kontamine 6rnekde (C) ortalama % 8,9 oraninda bir azalma
meydana gelmistir. Azalma oranlan 8. ve 10. giinlerde artmustir. Cizelge 4.14°de de
goruldugiu gibi 6rmeklerde OTA miktan arttikga fermentasyon sonunda pargalanma
oram azalmustir. Tespit edilen sonuglar daha once yapilan galigmalardan Gjertsen ve
ark. (1973), Nip ve ark. (1975), Scott ve ark. (1995) ve Baxter ve ark. (2001) ile
benzerlik gosterirken, Krogh ve ark. (1974a) ve Chu ve ark. (1975)’nmn yaptnklan
¢aliymalardan daha fazla oranda OTA’nin fermentasyon sonunda kaldidi tespit
edilmisgtir.

Cizelge 4.13. Bira fermentasyonu siiresince OTA’nin durumu (ug/kg).

Ornek | Tekerrir Fermentasyon Siiresi (giin)
0 1 3 5 8 10
K 1 0.0 0,0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0,0 0.0 0.0 0.0 0.0
A 1 10,8 10,6 10,5 10,3 9,4 8,8
2 10,5 105 102 102 o3 72
B 1 18,6 18,0 17.8 17.4 16,6 15.7
2 18,8 18,7 17,5 17,1 16,7 14,7
C 1 30,8 30,5 30,0 30,2 29,1 27,9
2 30,1 30,0 29.4 28,9 28,1 276
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Fermentasyon siiresince orneklerin OTA seviyelerindeki azalma $ekil 4.6°da

verilmigtir,
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Sekil 4.6. Fermentasyon siiresince OTA miktarinda meydana gelen degisiklikler.

Sekil 4.6’dan da anlagildifn gibi OTA miktarlarindaki azalma A ve B
omeklerinde 8. fermentasyon gininden sonra daha da artrmstir,  Farkh
konsantrasyonlardaki &rnek gruplarinda fermentasyon siiresince OTA seviyelerindeki
farkhiliklan belirlemek igin varyans analiz yapilmig ve sonuglan Cizelge 4.14°de
verilmistir.

Cizelge 4.14. Fermentasyon siiresince Okratoksin A’daki degisime iligkin varyans

analiz tablosu
Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Kaynagi Derecesi Toplami Ortalamasi
Tekerrir 2 1,18 0,589 9,02
Fermentasyon (A) 5 40,59 8,118 124,35*
OTA Konsant. (B) 3 8291,30 2763,765 42334,44*
Ferm.x OTA 15 15,084 1,006 15,40*
(AxB) |
Hata 46 3,00 0,065 -
Genel 71 -

* p<0,01 diizeyinde onemli
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Varyans analizi sonucuna gore tekerriirler arasindaki farkliiklar Onemsiz
bulunurken, fermentasyon siiresince orneklerin ihtiva ettii OTA seviyelerindeki
degisiklikler ve 6rnekler (K, A, B, C) arasindaki farkliliklar p<0,01 diizeyinde 6nemli
bulunmugtur, OTA seviyelerine gore Ornekler arasindaki farklihiklanin diizeyinin

belirlenmesi igin Duncan testi yapilmig ve sonuglar Cizelge 4.15°de verilmigtir.

Cizelge 4.15. Fermentasyon siiresince Okratoksin A miktarlanna goére ornekler
arasindaki Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Ornekler Ortalama Degerler Sonuglar
C 29,38 A
B 17,30 B
A 9,86 C
K 0,00 D

-Ornekler farkli oranda OTA igerdiklerinden farkh gruplarda yer almislardir ve
birbirinden p<0,05 dﬁzeyinde farklihk gostermektedir. Orneklerdeki bu farkhliklar
fermentasyon siiresi boyunca OTA seviyesindeki azalmalann oraninin  kontroli
bakimindan 6nem tagpimaktadir. Her bir 6rnegin fermentasyon siirelerindeki birbirinden
farkliliklan Cizelge 4.16’da Duncan testinde verilmistir.

Cizelge 4.16. Orneklerin OTA miktarlarina gore fermentasyon siirelerinin Duncan testi

sonuglan (p<0,05)

Fermentasyon siiresi Ortalama Degerler Sonuglar*
0 14,95 A
1 14,79 A
3 14,43 B
5 14,26 B
8 13,65 C
10 12,74 D

*Aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.
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Orneklerin fermentasyon siiresi boyunca OTA konsantrasyonuna gére 0 ve 1.
giinlerde OTA seviyesinde fazla bir degisiklik olmadigindan aym gruba girmistir (A). 3.
ve 5. giinlerde OTA seviyelerinde bir azalma meydana gelmis ve B grubunda yer
almigtir. 8. giin C grubunda yer alirken 10. giin ise en digik OTA konsantrasyonu
nedeniyle D grubunda yer almgtir. Bu gruplar p<0,05 dizeyinde birbirinden farkhihk
gostermigtir. 0. ve 1. giinlerde OTA seviyelerindeki azalma fazla olmazken, 3. giinde
OTA seviyesindeki azalma farkhhk gostermis ve 5. giinle aymt gruba girmigtir. OTA
seviyelerinde en fazla azalma oram 8. ve 10. giinlerde meydana gelmigtir. Bu da
fermentasyonun son giinlerinde OTA miktaninda 6nemli derecede azalma oldugunu
ortaya koymaktadir.

Fermentasyon siresi ve OTA konsantrasyonunun (6rnek) interaksiyonu da
farkllik gostermigtir. Fermentasyon siiresi x OTA konsantrasyonu interaksiyonun
(6rnekler) Duncan testi de Cizelge 4.17°de verilmistir. Cizelgeye gére fermentasyon
suresi boyunca K oOrneginde herhangi bir degisiklik olmadigindan biitiin fermentasyon
gunlerinde L grubunda yer almgtir. A 6rnegi 0., 1., 3. ve 5. giinlerde fazla bir degisiklik
olmadigindan I grubunda, 8. ve 10. giinlerde OTA konsantrasyonunda degisiklik
meydana geldiginden J ve K grubunda yer almigtir. B 6rneginde 0., 1., giinlerindeki
degisiklik Onemsiz bulunurken 3. ve 5. giinler arasindaki farkhliklar da o6nemsiz
bulunmustur. 8. ve 10. ginlerdeki farkhilik ise dnemli bulunmugtur. C drneginde 0. ve 1.
glinlerdeki farklhiliklar ile 3. ve 5. giinlerdeki farklihiklar 6nemsiz bulunurken, 8. ve 10.
giinlerde onemli bulunmustur. Dolayisiyla biitiin  drmeklerde OTA konsantrasyonu
fermentasyonun 8. ve 10. giinlerinde azalma gostermistir.

OTA konsantrasyonunun diger degiskenlerle etkilesimini belirlemek igin
korelasyon testi uygulanmugtir. Korelasyon Ek 2 ¢izelge 1°de verilmigtir. OTA
konsantrasyonu ile asitlik arasinda (CK:-162), alkol arasinda (CK:-147), maya sayisi
arasinda (CK:-150) ters yonlii bir iligki tespit edilitken, seker ile (CK:117), pH ile
(CK:106), su igerisinde ¢oziinir kurumadde ile (CK:120) dogru orantii onemsiz
dizeyde bir iligki bulunmustur. OTA seviyesi arttikga asitlik miktan, maya sayist ve
alkol oramininda azalma meydana gelirken, seker oram, pH degerinde ve Brix degerinde

Onemsiz diizeyde bir artiy meydana gelmistir.
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Cizelge 4.17. Orneklerin OTA konsantrasyonlarina gére fermentasyon siresi x drnekler

arasinda yapilan Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Ornekler Ferm.siiresi Ortalama Degerler Sonuglar*
K 0 0,00 L
1 0,00 L
3 0,00 L
5 0,00 L
8 0,00 L
10 0,00 L
A 0 10,65 I
| 10,55 I
- 3 10,35 I
5 10,25 I
8 9.35 7
10 8,00 K
B 0 18,71 E
1 18.35 E
3 17,65 F
5 17,25 F
8 16,65 G
10 15,20 H
C 0 30,45 A
1 30,25 A
3 29,70 B
5 29,55 B
8 28,60 C
10 27,75 D

* Ayn harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.
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4.6. Fermentasyon Siiresince Maya sayisinda Meydana Gelen Degisiklikler

Fermentasyon boyunca maya sayilarinda 5. giine kadar bir artig, 8. ve 10.
giinlerde az oranda da olsa bir dilsils meydana gelmistir. K 6rnegi 0. ginde ortalama
2,90x10° cfu/g iken, 5. giinde ortalama 1,05x10° cfu/g’a kadar yikselmis ve 10. giinde
ortalama 2,02x10°> cfu/g’a gerilemigtir. A omeginde fermentasyonun 0. giininde
ortalama 2,97x10° cfu/g ile baglarken 5. giinde ortalama 10° cfu/g’a ¢kmus, 10. giinde
ortalama 3,07x10° cfu/g’a gerilemistir. B 6rneginde fermeﬁtasyonun 0. giiniinde maya
sayis1 ortalama 3,05x10° cfu/g iken, 5. giinde ortalama 5,25x10° cfi/g’a ¢ikms, 10.
giinde ortalama 2,67x10° cfu/g’a kadar gerilemistir. C omeginde fermentasyonun 0.
giiniinde ortalama 2,95x10° cfi/g iken, 5. ginde ortalama 6,20x10° cfu/g’ a gikmis ve
10. giinde ortalama 2,08x10° cfu/g’a kadar diistiigi tespit edilmigtir.

Fermentasyon siiresince Orneklerin maya sayilannnda meydana gelen

degisiklikler Cizelge 4.18°de verilmistir.

Cizelge 4.18. Fermentasyon siiresince maya sayisindaki meydana gelen degisiklikler

(cfu/g).
Fermentasyon Siiresi (Giin)

Ornek [Tekerriir 0 1 3 5 8 10
K 1 3,0x10° | 3,2x10° | 8,0x10° | 9,0x10° | 4,2x10° | 1,85x10°

2 28x10° | 3,7x10° | 8,5x10° | 1,2x10° | 4,75x10° | 2,2x10°
A 1 2,95x10° | 3,25x10° | 6,42x10° | 8x10° | 3,3x10° | 3,25x10°

2 3,0x10° | 3,8x10° | 7,0x10° | 1,2x10° | 3,0x10° | 2,9x10°
B 1 3,1x10° | 3,5x10° | 43x10° | 5,0x10° | 3,4x10° | 2,5x10°
| 2 3.0x10° | 3,75x10° | 5.2x10° | 5,5x10° | 5,1x10° | 2,85x10°
C 1 3,0x10° | 3,4x10° | 5,5x10° | 7,2x10° | 4,0x10° | 1,7x10°

2 2,0x10° | 3,3x10° | 4,25x10° | 52x10° | 4,4x10° | 2,47x10

Tespit edilen maya sayisindaki geliyme King ve Dickinson (2002)’un yapmig

olduklan ¢aligma ile benzerlik gostermektedir.

Fermentasyon stiresince maya sayilarindaki degisiklikler Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Fermentasyon siiresince maya sayilarindaki meydana gelen degisiklikler.

Sekil 4.7°den de goriildigi gibi 0. ve 1. ginlerde maya sayilaninda fazla bir
degisiklik olmazken, 3. ve 5. giinlerde maya sayilarinda bir artis meydana gelmistir. 8.
ve 10. giinlerde ise ¢ok az oranda bir disiis olmustur. Fermentasyon siiresince C 6rnegi
haricinde 6rnekler arasindaki maya sayilan arasinda bir paralellik bulunurken, igerisinde
OTA konsantrasyonu fazla olan C 6rnegindeki maya gelisimi diger 6rneklere nazaran
daha az olarak tespit edilmigtir. 3. ginde kontrol Orneklerindeki maya sayilan
digerlerine nazaran daha fazla geligmis, 6rneklerin konsantrasyon sayilan arttikga maya
sayilaninda gelisme oram azalmistir. Fermentasyon siresince maya sayilarindaki

degisime iligkin varyans analiz sonuglan Cizelge 4.19°da verilmistir.

Cizelge 4.19. Fermentasyon siiresince maya sayisindaki degisime iligkin varyans analizi

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

Kayna Derecesi Toplam Ortalamasi F Degeri
Tekerrir 2 0,01 0,007 4,12
Fermentasyon (A) 5 2,08 0,416 263,83*
OTA Konsant. (B) 3 0,08 0,028 17,75*
Ferm.x OTA 15 0,35 0,023 14,72*
(AxB)

Hata 46 0,07 0,002 -
Genel 71 -

* p<0,01 diizeyinde énemli
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Yapilan varyans analizi sonucuna gore tekerriirler arasindaki farkliliklar 6nemsiz
bulunurken, fermentasyon siiresince maya sayilanindaki degisiklikler ve OTA
konsantrasyonuna gore gruplar (K, A, B, C) arasindaki farkhiliklar p<0,01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Aynca OTA gruplar aras1 ve fermentasyon siresi (Fermentasyon x
OTA konsantrasyonu) arasindaki interaksiyon da p<0,01 diizeyinde Onemli
bulunmugtur. OTA seviyesine gOre ornekler arasindaki farkliliklann diizeyinin

belirlenmest i¢in Duncan testi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20. Fermentasyon siiresince drnekler arasindaki maya sayilarina gore duncan

testi sonuglar.

Maya sayis1 (cfu/ml)
Ornekler (Ortalama Degerler) Sonuglar*
K 5,64 A
A 5,63 A
B 5,58 B
C 5,56 B

*Aynt harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.

En yiiksek maya sayis1 kontrol 6rnegi olan K’da tespit edilirken bunu sirasiyla
A, B ve C takip etmektedir. Yapilan Duncan testine gore kontrol omegi (K) ve
igerisinde yaklagik 10 ppb OTA olan A 6rnegi aym gruba girerken, igerisinde yaklagik
20 ve 30 ppb olan B ve C ornekleri de diger gruba girmektedir. Maya sayis1 bakimindan
K, A ve B, C birbirinden p<0,05 diizeyinde farklilik gostermektedir. Cizelgeden OTA
konsantrasyonunun mayanin geligimine etki ettifi sonucu ¢ikarlabilir. Yani yiiksek
konsantrasyonlarda OTA ihtiva eden maysede tespit edilen maya sayisinin kontrol ve
dusiik konsantrasyonda OTA ihtiva eden maysedeki maya sayisina gore diigiik
bulunmugtur. Yiiksek orandaki OTA miktart maya gelisimini etkilemistir. Orneklerin
maya sayllanna gore yapilan Duncan testinde (Cizelge 4.20) sonuglar kismindaki, A
grubu ornekler ile B grubu érneklerin maya sayilaninin ortalamasimin genel ortalamadan
sapma miktarlar Sekil 4.8’de verilmigtir.
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Sekil 4.8. Duncan testine gore A grubu 6rnekler ile B grubu drneklerin maya sayilarinin

ortalamasinin genel ortalamadan sapma miktarlan.

Sekil 4.8’den de anlagildify gibi fermentasyonun 3. ve 5. ginlerinde Duncan
testine gore A prubunda yer alanlarda genel ortalamamn Uzerinde maya geligimi
meydana gelmis, B grubunda yer alanlarda ise tam tersine genel ortalamanmin altinda
maya geligimi tespit edilmigtir. Fermentasyonun 8. ve 10. giinlerinde ise her iki grupta
da maya sayisi genel ortalamaya yakin seyretmistir. Her iki grup arasindaki fark ortaya
¢tkmug, B grubunda maya sayist A grubuna gore gelisemeden diisiise gegmistir. Buradan
da 20 ve 30 ppb OTA konsantrasyonu ihtiva eden 6meklerin maya sayilan genel
ortalamamn altinda bir gelisme gosterirken, 0 ve 10 ppb OTA konsantrasyonu ihtiva
eden orneklerde genel ortalamanin Gstinde maya gelisimi oldugu sonucu ¢ikanlabilir.
OTA konsantrasyonu bir drnekte yiiksek diizeyde oldugundan, maya geligsimini belirli
bir oranda etkilemekte, digiik dizeyli olanlarda fazla bir etkileme so6z konusu
olmamaktadir. Orneklerin maya sayllann fermentasyon siiresi boyunca birbirinden
farklilk gostermigtir. Her bir drmegin maya sayilarina gore fermentasyon siiresince

birbirinden farkliliklan Cizelge 4.21°de Duncan testinde verilmigtir.
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Cizelge 4.21. Omeklerin fermentasyon siiresince OTA miktarlarma gore Duncan testi

sonuglari (p<0,05).

Fermentasyon suresi Ortalama Degerler Sonuglar
5 5,87 A
3 5,77 B
8 5,59 C
1 5,54 D
0 547 E
10 538 F

Orneklerin fermentasyon siiresi boyunca maya sayilant 5. giinde en yiiksek iken,
10. gin sonunda en disik seviyede tespit edilmistir. Orneklerin maya sayilan
fermentasyon suiresinin 5. guniine kadar yikselme gosterirken, 5. gunden sonra disus
gozlenmistir. Maya sayisindaki gelisjme 0. ve 1. giinlerde az, 5. gine kadar mzh bir
gelisme gosterirken 8. giinden sonra bir dists ile birlikte 10. giin sonunda en az sayida
maya sayisi tespit edilmigtir. Fermentasyon siiresi bakimindan biitun giinler birbirinden

farkhlik gostermigtir (p<0,05). Farkli olan biitiin gruplar farkl harflerle gosterilmistir.

Fermentasyon siiresi ve OTA konsantrasyonunun (6rnek) interaksiyonu da
birbirinden farkliik géstermistir. Orneklerin maya sayilarina gore fermentasyon siiresi x

gruplar arasinda yapilan Duncan test1 sonuglan Cizelge 4.22°de verilmistir.

Fermentasyon siiresi boyunca K oOmegi 5. ginde en yiuksek maya sayisina
ulagsmts ve A grubunda yer almistir. A 6meginin 5. giini ile K 6rneginin 3. giinii aym
grupta yer alirken (AB), A 6rneginin 3. ginii ile C 6rneginin 5. giini ve B 6rneginin 5.
gini aym grupta yer almugtir (CDE). Tum Orneklerin kendi arasinda maya sayisi
bakimindan en yiksek oldugu giin 5. giin olmugstur. Ancak ornekler birbiri ile farkhhik
gosterdifinden maya sayist da birbirinden farkli bulunmustur. Orneklerdeki OTA
miktan artigi ile fermentasyondaki maya sayisinda bir azalma olmugtur. OTA miktan
fazla olan Orneklerde maya gelisimi daha yavay oldugu tespit edilmigtirr B ve C
ormneklerinin maya sayilaninda, kontrol grubu oOrneklerinin maya saylan seviyesine
gelmeden azalmalar gorilmis, dolayisiyla fermentasyon tam olarak gergekleymemistir.
(Cizelge 4.22).
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Maya sayilanmin diger degiskenlerle etkilesimi belirlemek igin korelasyon testi
uygulanmustir. (Ek 2; Cizelge 1). Maya sayisi ile pH arasinda (CK:-385) ters yonli bir
iligki tespit edilirken, asitlikle (CK:323), dogru orantili ve p<0,01 diizeyinde 6énemli bir
iligki bulunmugtur. Maya sayisinin artmasi ile, pH degeri onemli derecede diiserken,
tabii olarak asitlik dnemli diizeyde artmigtir. Ayrica maya sayisi ile geker orani arasinda
(CK:-135), su igerisinde ¢oziinir kurumadde arasinda (CK: -124), OTA konsantrasyonu
ile (CK:-150) ters orandaki iligki ve alkol ile (CK:143) dogru orantihi iliski énemsiz
bulunmustur. Maya sayisinin artmasi ile, su igerisinde ¢oziiniir kurumadde, OTA
konsantrasyonu ve seker oraninda diigiis gozlenmistir. Yine maya sayisinin artmasi ile
alkol miktarinda bir artiy gozlenmis ve bu diizeydeki degisiklikler p<0,01 diizeyinde
onemsiz bulunmustur. Bu degerlendirmeye ilaveten maya sayisiin artmast ile pH
degerinde dugiis ve asitlikte de artig g6zlenmis ve bu iliskinin p<0,01 diizeyinde 6nemli
oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.22. Orneklerin maya sayilarina gore fermentasyon siiresi x ornekler arasinda

yapilan Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Ornekler Ferm.stiresi | Ortalama Degerler Sonuglar*
K 0 5,46 JK
1 5.53 1]
3 5.01 B
5 6,01 A
8 5,65 EF
10 5.30 L
A 0 5.47 TK
1 5.5 HU
3 5,82 C
5 5.08 AB
8 5.49 DK
10 5.49 K
B 0 5,48 K
1 5,56 GHI
3 5,67 EF
5 5.72 DE
8 5,61 FGH
10 542 K
C 0 5,47 JK
1 5,52 IJ
3 5,68 EF
5 5,78 CD
8 5.62 FG
10 5,31 L

* Ayn harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.
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4.7. Fermentasyon Siiresince pH Degerinde Meydana Gelen Degisiklikler

Fermentasyon siiresince pH degerinde diiyme meydana gelmistir. Fermentasyon
baglangicinda (0. gin) tim oOrneklerde pH degeri 4,80 olarak tespit edilmistir.
Fermentasyonun 5. guniinde K 6rnedi ortalama olarak 3,80, A 6megi 3,83, B ornegi,
3,86 ve C mnegi 3,88 pH degerine dismis, 8. ve 10. gonlerde bu degerlerde fazla bir
degisiklik olmamustir.

Fermentasyon siiresince Orneklerin pH degerlerindeki meydana gelen

degisiklikler Cizelge 4.23 de verilmistir.

Cizelge 4.23. Fermentasyon siiresince pH degerinde meydana gelen degisiklikler

Fermentasyon Siiresi (Giin)
Omnek | Tekerrir| 0 1 3 5 8 10
K 1 4,80 4,62 3,96 3,80 3,80 3,89
2 4,80 4,57 4,00 3,81 3,88 3,88
A 1 4,80 4,60 4,02 3,84 3,85 3,93
2 4,80 4,62 4,07 3,81 3,94 3,92
B 1 4,80 4,65 4,00 3,84 3,89 3,90
2 — 4,80 4,62 4,08 3,87 3,89 3,90
C 1 4,80 4,70 4,17 3,85 3,86 392
2 4,80 4,65 4,12 3,90 3,90 3,90

Tespit edilen pH degerlei TS 2259 “giselenmis ve kutulanmg biralar”
standardina ve Connor ve ark. (2002)’min yapmus olduklan gahgma ile uygunluk
gostermektedir.

Fermentasyon siiresince pH degerlerindeki meydana gelen degisiklik Sekil

4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Fermentasyon siiresince pH degerinde meydana gelen degisiklikler.

Fermentasyon baginda maysenin pH’s1 4,80 iken, 1. giinde orneklerin pH’sinda
¢ok az bir degisiklik meydana gelmigtir. 3. ve 5. ginlerde gok hizli bir disis
goriilirken, C1 omeginde diger orneklere nazaran daha az ve yavas bir diigiiy meydana
gelmistir. Fermentasyon siiresince pH’daki degisime iligkin varyans analiz sonuglar

Cizelge 4.24°de verilmigtir.

Cizelge 4.24. Fermentasyon siiresince pH’daki degisime ilisgkin varyans analiz

sonuglarn.
Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler
Kaynag Derecesi Toplami Ortalamast F Degeri
Tekerriir 2 0,0000 0,001 1,47
Fermentasyon 5 10,61 2,123 92,31*
(A)
OTA Konsant. 3 0,04 0,012 29,01*
(B)
Ferm.x OTA 15 0,03 0,002 5,58%
(AxB)
Hata 46 0,02 0,000 -
Genel 71 -

* p<0,01 diizeyinde 6nemli
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Varyans analizi sonucunda tekerriirler arasindaki farklihklar 6nemsiz gikarken,
fermentasyon siireleri ve OTA konsantrasyonlarina gore olusan omekler (K, A, B, C)
arasindaki farkhliklar ve fermentasyon suresi x OTA konsantrasyonuna gore
interaksiyon p<0,01 diizeyinde onemli bulunmustur. Ornekler arasindaki farkhliklan
belirlemek igin Duncan testi uygulanmigtir. Fermentasyon siiresince 6rnekler arasindaki

pH degerlerine gére Duncan testi sonuglar Cizelge 4.25”de verilmistir.

Cizelge 4.25. Fermentasyon siiresince pH degerlerine gore dmekler arasindaki Duncan

testi sonuglan.

Ornekler Ortalama Degerler Sonuglar
C 422 A
B 419 B
A 4,18 C
K 415 D

Cizelge 4.26’dan da gorildugu gibi pH degeri en yiksek C ornegi olmugtur.
Omneklerde OTA konsantrasyonu artttkga pH degerindeki diisiis yavaslamustir. pH
degerindeki yavaglama fermentasyon siiresinin uzamasina sebep olabilme ihtimalini
artirmaktadir. Bunun en 6nemli belirtisi, icerisinde hi¢ OTA bulundurmayan kontrol
grubu K omeginde pH degerinde en fazla seviyede dusiis gozlenmistir. pH degerlerine
gore bitun gruplar p<0,05 diizeyinde farkli bulunmustur. Fermentasyon siiresi boyunca
pH degerlerinde de bir farkhihk gozlenmis ve bu farkhliklan tespit etmek icin yapilan

Duncan testi ve sonuglan Cizelge 4.26°da verilmigtir.

Cizelge 4.26. Orneklerin pH degerlerine gore fermentasyon siresince Duncan testi

sonuglan (p<0,05).

Fermentasyon siiresi Ortalama Degerler Sonuglar
0 4,80 A
1 4,63 B
3 4,05 C
10 3,91 D
8 3,88 E
5 3,84 F
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Orneklerin fermentasyon siiresi boyunca pH degerleri 0. giinde en yiiksek iken,
5.guinde en dugiik seviyede tespit edilmistir. Orneklerin pH degerinde 5. giine kadar bir
diisiis g6zlenmis daha sonraki giinlerde de 3. gunden diisiik, 5. giinden ytiksek bir
seviyede devam etmistir. Fermentasyon siiresi bakimindan butin ginler birbirinden
farkilk goOstermistir  (p<0,05). Birbirinden farkli olan gunler farklt harflerle

gosterilmagtir.

Fermentasyon siiresi OTA konsantrasyonuna bagl olarak degisiklik
gostermigtir. Fermentasyon siiresi ve oOrnekler arasindaki iliskileri (interaksiyon)

belirlemek amaciyla Duncan testi yapimis ve sonuglan Cizelge 4.27°de verilmistir.

Fermentasyon siresi ve OTA konsantrasyonuna bagli olarak pH degerlerine gore
tim 6rneklerin 0. giinlerinde pH 4,80 olmas: ve en yiiksek pH degerinin de 4,80 olmasi
sebebiyle orneklerin 0. gunleri A grubunda yer almustir. C 6rnegi 1. giinde 4,68 pH ile B
grubunda, B 6rnegi de 1. giinde C grubunda, A ornegi 1. giinde D grubunda K 6rnegi 1.
giinde E grubunda yer almistir. Orneklerde OTA konsantrasyonu arttikga pH degerinde
dusisin yavas oldugu tespit edilmigti. pH degerindeki yavag disusin de
fermentasyonun yavag seyretmesini, mayalarin faaliyetini tam olarak yapamadiklar
ihtimalini ortaya gikarabilmektedir (Cizelge 4.27).

pH degerlerinin diger degiskenlerle etkilesimini belirlemek igin korelasyon testi
uygulanmgtir. Korelasyon testi gizelgesi Ek 2 Cizelge 1°de verilmistir. pH degeri ile
asitlik arasinda (CK: =945), alkol arasinda (CK:-942) ve maya sayist ile (CK:-385) ters
orantih bir iligki bulunurken, seker oram ile (CK:946), su igerisinde ¢6ziniir kuru
madde arasinda (CK:929) dogru yonli p<0,01 diizeyinde énemli bir iligki bulunmustur.
Tespit edilen bu iligkilere ilaveten OTA konsantrasyonu ile (CK:106) dogru yonli
Onemsiz bir iligki bulunmaktadir. pH degeri azaldikga, asitlik oraninda, alkol oraninda,
maya sayisinda Onemli bir artiy gozlenirken, seker oraninda ve su igerisinde goziiniir
kuru madde oraminda onemli bir azalma tespit edilmistir. OTA konsantrasyonunda ise

Onemsiz bir azalma oldugu istatiksel olarak korelasyon testinde ortaya ¢ikmistir.
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Cizelge 4.27. Orneklerin pH degerlerine gore fermentasyon suresi x 6rnekler arasinda

yapilan Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Ornekler Ferm.siiresi | Ortalama Degerler Sonuglar*
K 0 4,80 A
1 4,60 E
3 3,98 H
5 3,81 Q
8 3,84 o
10 3,89 L
A 0 4,80 A
1 4,61 D
3 4,05 F
5 3,83 P
3 3,90 K
10 3,93 I
B 0 4,80 A
1 4,64 C
3 4,04 G
5 3,86 N
8 3,89 L
10 3,90 K
C 0 4,80 A
1 4,68 B
3 4,15 G
5 3,88 M
8 3,88 M
10 3,91 J

* Aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agtdan bir fark yoktur.
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4.8. Fermentasyon Siiresince Asitlikte (%) Meydana Gelen Degisiklikler

Fermentasyon baglangicinda asitlik, butiin drneklerde % 0,27 olup, 5. giine kadar
butiin orneklerde asitlik artmustir. 5. ginde K omeginin asitligi ortalama ‘% 0,75, A
orneginde ortalama % 0,76, B 6rneginde ortalama % 0,72 ve C 6rnegiinde ortalama %
0,67 olmugtur. Asitlik degerleri 8. ve 10. giinlerde sabit yada gok az seviyede
degismigtir. 10. giinde asitlik degerleri ortalama olarak K orneginde % 0,64, A
orneginde % 0,77, B déreginde % 0,70 ve C 6rneginde % 0,66 olmustur.

Fermentasyon siiresince asitlikte meydana gelen degisiklikler Cizelge 4.28°de

verilmigtir.

Cizelge 4.28. Fermentasyon siiresince % asitlikte meydana gelen degisiklikler.

Fermentasyon Siiresi (Giin)
Ornek |Tekerriir] 0 1 3 5 8 10
K 1 0,27 0,35 0,57 0,74 0,70 0,58
2 0,27 0,30 0,57 0,76 0,75 0,70
A 1 _| 027 0,33 0,57 0,74 0,76 0,77
2 0,27 0,35 0,55 0,77 0,75 0,76
B 1 0,27 0,32 0,42 0,70 0,69 0,69
2 0,27 0,34 0,45 0,73 0,72 0,71
C 1 0,27 0,32 0,42 0,66 0,68 0,66
2 0,27 0,32 0,40 0,68 0,68 0,66

Fermentasyon boyunca asitlikte (%) meydana gelen degisimler Sekil 4.10°da

verilmigtir.
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Sekil 4.10. Fermentasyon stiresince asitlikte (%) meydana gelen degisiklikler.

Sekil 4.10°dan da anlagilacag: gibi asitligi en yiksek olan 6rnekler K ve A

olmugstur. B ve C’de asitlik ise diger orneklere yakin, ama daba diigiik geligmistir. 5.

gune kadar asitlikteki artig fazla iken, 8. ve 10. giinlerde fazla degismemistir. K1 kontrol

omeginde 10. gunde asitlikte ¢ok az bir disiiy meydana gelmistic. Fermentasyon

siiresince % asitlikte meydana gelen degisime iliskin varyans analiz sonuglan Cizelge

4.29°da verilmigtir.

Cizelge 4.29. Fermentasyon siiresince asitlik (%) degerindeki degisime iligkin varyans

analiz sonuglan.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

Kaynagi Derecesi Toplami Ortalamasi F Degeri
Tekerrir 2 0,000 0,001 3,37
Fermentasyon 5 2,49 0,4982 0,10*
[(A)

OTA Konsant. 3 0,05 0,017 69,92*
(B)

Ferm.x OTA 15 0,06 0,004 16,46*
(AxB)

Hata 46 0,01 0,000 -
Genel 71 -

* p<0,01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.29°da verilen varyans analizinde tekerrirler arasinda farkhiliklar
onemsiz ¢ikarken, fermentasyon siiresi ve ornekler arast farkhliklar ile fermentasyon
siresi x Ornekler arasindaki interaksiyon p<0,01 diizeyinde Onemli bulunmustur.
Onemli bulunan 6érneklere Duncan testi uygulanmstir. Fermentasyon siiresince érnekler
arasindaki % asitlik degerlerine gore yapilan Duncan testi sonuglan Cizelge 4.30°da

verilmigtir.

Cizelge 4.30. Fermentasyon siresince omekler arasindaki % asitlik (laktik asit

cinsinden) degerlerine gore Duncan testi sonuglar.

OrneKler Ortalama Degerler Sonuglar
K 0,58 A
A 0,55 B
B 0,53 C
C 0,50 D

Yapilan Duncan testine gore % asitlik bakimindan bitiin 6rnekler birbirinden
farkh gruplarda yer almustir (p<0,05). % asitlik bakimindan en yiiksek K ornegi
bulunurken, ormek icerisinde OTA miktann arttikga % asitlik degeri dismiistiir.
Orneklerdeki OTA konsantrasyonun artisi asitligin yavas gelisimine sebep olmustur.
Orneklerin % asitlik degerlerine gore fermentasyon sirelerinin Duncan testi sonuglan

Cizelge 4.31°de venlmistir.

Cizelge 4.31. Orneklerin % asitlik degerlerine gore fermentasyon strelerinin Duncan

testi sonuglan (p<0,05).

Fermentasyon siiresi Ortalama Degerler Sonuglar
8 0,72 A
5 0,72 B
10 0,69 C
3 0,49 D
1 0,33 E
0 0,27 F
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% asitlik degerleri bakimindan fermentasyon sureleri birbirinden farklilhik
gostermigtir (p<0,05). Cizelge 4.31°e gore fermentasyonun her guni asitlik degerleri
degismigtir. Farkli olan ginler farkli harflerle belirtilmistir. % asitlik bakimindan en
yiiksek 8. ve 5. giinlerde meydana gelirken, 0. ginde ise en disuk asitlik tespit

edilmistir.

Fermentasyon siiresi ve OTA konsantrasyonunun (6rnek) interaksiyonu da
birbirinden farkhihk gostermektedir. Orneklerin asitlik degerlerine gére fermentasyon
siiresi x ornekler arasinda yapilan Duncan testi sonuglan Cizelge 4.32°de verilmigtir.
Buna gore Asitlik (%) seviyelerine gore tiim orneklerde fermentasyonun 0. giinleri %
0,27 olup S grubunda yer almigtir. Asitlik degerleri bakimindan en yiksek A 6rneginin
10. gini olup, A grubunda yer alirken, 5. ve 8. giinlerinde B grubunda yer almgtir.
Kontrol olan K ¢rneginde asitlik gelisimi 5. giinde % 0,75 ile C grubunda yer almustir.
C omeginde asitlik fazla gelismemis, asitlik en yiiksek % 0,68 ile H grubunda yer
almustir. Asitlik gelisimi bakimindan en yiiksek K ve A 6rnegi gozlenirken, B ve C
orneklerinde daha dugiik oranda asitlik gelisimi tespit edilmistir. Orneklerdeki OTA
konsantrasyonunun artist asitliin gelisimini etkilemis, fermentasyonun daha yavasg
ilerlemesine sebep olmustur. Asitlik gelisiminde de yiiksek OTA ihtiva eden orneklerde
yavag gelisme gozlenirken, kontrol ¢meklerinde ve igerisinde az OTA konsantrasyonu

bulunan orneklerde (A) daha yiiksek bir gelisme oldugu tespit edilmistir.

Orneklerin asitlik (%) seviyelerinin diger degiskenlerle etkilesimini belirlemek
icin korelasyon testi uygulanmistir. Korelasyon testi Cizelgesi Ek 2; Cizelgel’de
verilmigtir. Asitlik ile geker arasinda (CK:-964), pH ile (CK:-945), su igerisinde ¢oziiniir
kuru madde ile (CK:-963) ters orantih bir iligki bulunurken, alkol orant ile (CK:961) ve
maya ile (CK:323) dogru orantth p<0,01 dizeyinde onemli bir iligki bulunmustur.
Tespit edilen bu iligkilere ilaveten OTA konsantrasyonu ile asitlik arasinda (CK:-162)
ters yonli Onemsiz bir iligki oldugu tespit edilmigtir. Bu korelasyon testinden,
orneklerde asitlik seviyesi arttikga, seker oraninda, pH degerinde, su igerisinde ¢oziiniir
kurumadde miktarinda onemli bir diizeyde azalma oldugu, maya sayisinda ve alkol

oraninda da Onemli diizeyde bir artiy oldugu sonucuna variimigtir. OTA
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konsantrasyonunda ise asitlik seviyesinin tersine bir azalma oldugu, bu azalmann

istatistiki agidan 6nemsiz oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.32. Orneklerin % asitlik degerlerine gore fermentasyon siresi x ornekler

arasinda yapilan Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Ornekler Ferm.siiresi | Ortalama Degerler Sonuglar*

K 0,27 S

0,33

0,57

0,75

R W W = O

0,73

10 0,64

0,27

0,34

0,76

0
1
3 0,56
5
8

0,76

10 0,77

0,27

0,33

0,72

0
1
3 0,44
5
8

0,71

10 0,70

0,27

0,32

0,67

0
1
3 0,41
5
8

0,68

| o -~ O ® ] Q| m 2| O] w» > W W R W W RO OO

10 0,66

* Aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.

71



4.9. Fermentasyon Siiresince Alkol (%) Miktarinda Meydana Gelen Degisiklikler

Fermentasyon siiresince 6rneklerin alkol miktarlarinda meydana gelen
degisiklikler Cizelge 4.33 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

K omeginde 10. giinin sonunda %7,50 oraminda alkol olusurken, diger
orneklerde bu oran diigmiistiir. A 6rneginde ortalama % 6,60, B érneginde ortalama %
6,20 ve C drneginde % 6,00 oraninda alkol olugmugtur.

Cizelge 4.33. Fermentasyon siiresince % alkol miktannda meydana gelen degisiklikler.

Fermentasyon Siiresi (Giin)
Ormnek | Tekerrir| 0 1 3 5 8 10
K 1 0,00 0,70 3,30 5,70 7,00 7,50
2 0,00 0,50 3,00 5,50 6,80 7,50
A 1 0,00 0,50 3,30 5,70 6,40 6,70
2 0,00 0,50 3,00 5,70 6,20 6,50
B 1 0,00 0,00 2,80 5,70 6,00 6,20
2 0,00 0,20 3,00 5,70 6,20 6,20
C 1 0,00 0,00 2,30 5,40 6,00 6,00
2 0,00 0,00 2,70 5,00 6,00 6,00

Ornekler alkol miktarlan goz oniine alindiinda TS 2259 nolu “sigelenmis ve
kutulanmig biralar” standardina gore yiksek alkollii biralar siufina girmektedir
(Anonymous, 1986). Tespit edilen alkol degerleri Krause (1997)’nin belirttigi
degerlerden yiiksek gikmugtir.
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Sekil 4.11. Fermentasyon siiresince alkol oraminda meydana gelen degigiklikler.

Fermentasyonun 0. giiniinde 6rneklerde alkol tespit edilememistir. 1. giinde C2

Ornegi haricinde ¢ok az alkol olusurken 3., 5. ve 8. ginlerde alkol oram artmustir. 8.

ginden sonra da alkol oramindaki artis yavaslamigtir. En dusiik alkol C 6rneginde

olusmustur. Fermentasyon siresince alkol oranlarindaki degisime iligkin varyans analiz

sonuglan Cizelge 4.34°de verilmistir.

Cizelge 4.34. Fermentasyon siiresince alkol oranlanindaki degisime iliskin varyans

analiz sonuglan.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler

Kaynagi Derecesi Toplami Ortalamast F Degeri
Tekerrir 2 0,02 0,009 1,12
Fermentasyon 5 532,60 106,520 12530,46*
(A)

OTA Konsant. 3 4,50 1,499 176,30*
(B)

Ferm.x OTA 15 3,09 0,206 24,20*
(AxB)

Hata 46 0,39 0,009 -
Genel 71 .

* p<0,01 diizeyinde onemli
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Varyans analiz g¢izelgesine gore tekerrirler arasinda farkliliklar Gnemsiz
¢ikarken, fermentasyon siireleri arasindaki farkhliklar, 6rnekler arasindaki farkliliklar ve
bunlann interaksiyonlan p<0,01 diizeyinde onemli bulunmustur. Onemli bulunan
varyasyon kaynaklanina Duncan testi uygulanmus ve sonuglan Cizelge 4.35°de

verilmigtir.

Cizelge 4.35. Fermentasyon suresince ¢rnekler arasindaki alkol oranlanna (%) goére
g asy g

Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Ornekler Ortalama Degerler Sonuglar
K 3,96 A
A 3,711 B
B 3,50 C
C 3,28 D

Fermentasyon sonunda en yiksek alkol K omeklerinde olusurken, ornekler
icerisinde OTA seviyesi arttikga alkol olusumunda dasiis meydana gelmistir.
Ormeklerdeki OTA konsantrasyonlan, mayalanin gelismesini etkilemesinin yamnda
alkol olusumunu da etkilemistir. Ornekler alkol seviyelerine gore birbirinden p<0,05
dizeyinde farklilk gostermektedir. Farkli olan 6rnekler farkh harflerle gosterilmigtir. K
ornegi ortalama 3,96 ile A grubunda yer alirken igerisinde OTA konsantrasyonu en
yiiksek olan C orneginde ortalama 3,28 ile D grubunda yer almgtir. Orneklerin alkol
oranlarina goére fermentasyon sirelerinin Duncan testi sonuglan Cizelge 4.36’da

verilmistir,

Cizelge 4.36. Orneklerin alkol oranlarina gore fermentasyon siirelerinin Duncan testi

sonuglari (p<0,05).

Fermentasyon siiresi Ortalama Degerler Sonuglar
10 6,58 A
8 6,33 B
5 5,55 C
3 2,93 D
1 0,30 E
0 0,00 F
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Fermentasyon sireleri boyunca alkol oramindaki farkhliklardan dolay
fermentasyon streleri p<0,05 diizeyinde birbirinden farkli bulunmustur. Fermentasyon
boyunca her giin 6rneklerde alkol oram artis gostermistir. Orneklerdeki alkol oranindaki
artiy 5. ginden sonra daha da yiiksek olmustur. Bu degisiklikleri belirlemek, 6rnekler
arasi ve fermentasyon surelerinin iliskilerini tespit etmek i¢in Duncan testi uygulanmis
ve farkhiliklar tespit edilmistir. Orneklerin alkol oranlarma gore fermentasyon siiresi x

ornekler arasinda yapilan Duncan testi sonuglan Cizelge 4.37°de verilmistir.

Duncan testine goére K orneginin 10. giniinde en yiiksek alkol seviyesi tespit
edilmis ve A grubunda yer almistir. K 6rneginin 8. giiniinde ortalama 6,90 ile B grubuna
girerken, ancak A Orneginin 10. giini ortalama 6,60 ile C grubunda yer almistir.
Siralanmada daha sonra A &meginin 8. ginii gelirken (D), sirasiyla B 6rneginin 10.
ginii (DE) ve 8. gunii (EF), C 6rneginin 10. ve 8. ginu (F) gelmektedir. Fermentasyon
siresi boyunca drneklerin OTA konsantrasyonlan arttik¢a alkol olusumunda bir azalma

ve yavaslama gozlenmistir (Cizelge 4.37).

Alkol oraninin (%) diger degiskenlerle etkilesimini belirlemek igin korelasyon
testi uygulanmugtir. Korelasyon testi ¢gizelgesi Ek 2; Cizelgel’de verilmistir. Alkol oram
ile geker oram arasinda (CK:-996), alkol orant ile pH degeri arasinda (CK:=942), alkol
oram ile su icerisinde ¢oziinir kurumadde arasinda (CK:-993) ters ydnld bir iligki
bulunurken, alkol oram ile asitlik arasinda (CK:961) dogru yonli p<0,01 diizeyinde
onemli bir iliski mevcuttur. Tespit edilen bu iliskilere ilaveten OTA konsantrasyonu ile
alkol oram arasinda (CK:-147) ters yonlii, maya sayisi ile alkol oram arasinda (CK:143)
dogru yonli énemsiz bir iligki bulunmaktadir. Alkol orani arttikga, seker oranindaki, pH
degerindeki, su igerisinde ¢ozinir kurumadde oranindaki azalma istatistiki agidan
onemli bulunurken, OTA konsantrasyonundaki azalma 6énemsiz bulunmustur. Bunlara
ilaveten alkol oramindaki artiga paralel olarak, maya sayisinda da bir artis gozlenmis, bu

ikisi arasinda da istatistiki agidan onemsiz bir iligki bulunmustur.
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Cizelge 4.37. Omeklerin alkol oranlarina gore fermentasyon siiresi x 6rnekler arasinda

yapilan Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Ornekler Ferm.siiresi | Ortalama Degerler Sonuglar*

K 0 0,00 M

0,60

3,15

5,60

ol | W =

6,90

10 7,50

0,00

0,50

5,70

0
1
3 3,15
5
8

6,30

10 6,60

0,00

0,10

Q «= B2 U@ = > Q

5,70

0
1
3 2,90
5
8

6,10 EF

10 6,20 DE

0,00

0,00

3,20

6,00

0 M
1 M
3 2,50 K
5 H
8 F

F

10 6,00

* Aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.
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4.10. Fermentasyon Siiresince Su Igerisinde Coziiniir Kurumadde (Brix) Oraninda
(%) Meydana Gelen Degisiklikler

Fermentasyon siiresi boyunca Brix degerinde disiis meydana gelmistir.
Fermentasyon stiresince brix degerinde meydana gelen degisiklikler Cizelge 4.38’de ve
Sekil 4.12°de verilmistir.

Maysenin Brix degeri fermentasyonun baglangigta 12,0 iken 10. gunii sonunda
5,0-5,8’¢ kadar dﬁsmﬁstﬁr. Fermentasyon boyunca en fazla dusus 5. giine kadar
meydana gelmigtir. 5. giinde K 6megi ortalama 6,1°e, diger 6rnekler ise 6,5’e kadar
diismiigtiir. Fermentasyon sonunda ise (10. giin), K 6rneginin Brix degeri ortalama 5, A
orneginin ortalama 5,5, B omeginin ortalama 5,25 ve C 6rneginin ortalama 5,8 olarak
tespit edilmigtir.

Cizelge 4.38. Fermentasyon siiresince brix degerinde meydana gelen degisiklikler.

Fermentasyon Siiresi (Giin)
Omek | Tekerrir| 0 1 3 5 8 10
K 1 12,0 11,0 9,0 6,2 5,4 5,0
2 12,0 11,2 9,0 6,0 5,0 5,0
A 1 12,0 11,2 9,5 6,5 5,6 5,5
2 12,0 11,2 9,5 6,5 5,5 5,5
B 1 } 12,0 11,5 9,5 6,5 5,6 5,0
2 12,0 11,5 9,5 6,5 5,7 5,5
C ‘ 1 12,0 11,5 9,6 6,5 5,8 5,8
2 12,0 11,5 9,6 6,5 6,0 5,8

Tespit edilen degerler Connor ve ark. (2002)’mn bulgularina benzerken, Krause

(1997)’nin belirttigi degerlerden yiiksek bulunmustur.
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—%—B1
—a—B2
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Brix degeri

Fermentasyon suresi (gun)

Sekil 4.12. Fermentasyon siiresince brix degerinde meydana gelen degisiklikler.
Fermentasyon baslangicinda butiin orneklerin brix degeri aym iken 5. giine
kadar tim oOmeklerde birbirine yakin bulunmustur. 5. giinden sonra birbirinden
farklilagmaya baslamugtir. 8. ve 10. gin sonrasinda en az kurumadde K orneklerinde
tespit edilirken, en fazla kurumadde de C 6rneklerinde bulunmustur. Bunun sebebi de
OTA konsantrasyonuna bagh olarak, orneklerde OTA seviyesi arttikga maya faaliyeti
etkilenmekte, Brix degerindeki diigiis de yavas olmaktadir. Fermentasyon siiresince Brix

degerindeki degisime iligkin varyans analiz sonuglan Cizelge 4.39°da verilmistir.

Cizelge 4.39. Fermentasyon Brix degerlerindeki degisime iligkin varyans analiz

sonuglari.
Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler
Kaynag Derecesi Toplami Ortalamast F Degeri
Tekerrir 2 0,000 0,002 0,29
Fermentasyon 5 521,26 104,252 16552,35*
(A)
OTA Konsant, 3 2,25 0,749 118,87*
(B)
Ferm.x OTA 15 0,98 0,065 10,39*
(AxB)
Hata 46 0,29 0,006 -
Genel 71 -

* p<0,01 diizeyinde onemli
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Brix degerlerine ait varyans analizinde tekerriirfler arasindaki fark oOnemsiz
bulunurken, 6émekler arasinda ve fermentasyon sureleri arasinda farkhihiklar ile bunlarin
interaksiyonlan p<0,01 diizeyinde onemli bulunmustur. Farkh bulunan gruplara Duncan
testi uygulanmigtir. Fermentasyon stresince Brix degerlerine gore omekler arasinda

Duncan testi sonuglan Cizelge 4.40°da verilmigtir.

Cizelge 4.40. Fermentasyon siiresince brix degerlerine gore ornekler arasindaki Duncan

testi sonuglan (p<0,05).
Ornekler Ortalama Degerler Sonuglar*
C 8,55 A
B 8,41 B
A 838 B
K 8,07 C

* Aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.

Fementgsyonda Brix degeri en yiiksek C tespit edilirken, daha sonra strasiyla B,
A ve K omekleri gelmektedir. Orneklerden A ve B aym gruba girerken digerleri ise bu
gruptan farkh grupta yer almiglardir. Birbirinden farkli olan gruplar farkh harflerle
gosterilmigtir. Bu sonuglara gore 6rneklerde OTA konsantrasyonu arttikga kurumadde,

fermentasyon sonunda daha fazla kaldigy sdylenebilir.

Orneklerin Brix degerlerine gore fermentasyon siirelerinin Duncan testi

sonuglan Cizelge 4.41°de verilmigtir.

Cizelge 4.41. Orneklerin brix degerlerine gore fermentasyon siiresin Duncan testi

sonuglan (p<0,05)

Fermentasyon siiresi Ortalama Degerler Sonuglar
0 12,00 A
1 11,33 B
3 9,40 C
5 6,40 D
8 5,59 E
10 5,39 F
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Fermentasyon siiresi boyunca Brix degerlerinde diisiiy meydana gelmistir. Brix
degerleri hergin degismekle birlikte fermentasyon sireleri farklh gruplarda yer
almuglardir. 0. giinde en yiiksek Brix degerine sahip olan ornekler 10. giin sonunda en
dugiik degerlere ulagmugtir. Farklh olan fermentasyon gunleri farkhh harflerle

gosterilmistir.

Brix degerine gore fermentasyon siiresi ve OTA konsantrasyonunun (6rnek)
interaksiyonu birbirinden farkhhk goéstermigtir. Bu farkhiiklan belirlemek igin Duncan
testi yapimig ve sonuglant Cizelge 4.42°de verlmistir. Brix degerlerine gore
fermentasyon siirelerinin 0. giinlerinde 6rneklerin tiimii en yiiksek kurumaddeye sahip
olup A grubunda yer almiglardit. C 6rneginin 1. gini B grubunda, 3. gini C grubuna
girerken K orneginin 1. giinii, A 6rneginin 1. ginii de C grubunda yer almistir. En duigiik
kurumadde de K 6meginin 10. giiniinde olup, L grubunda yer almistir. Fermentasyon
siiresi boyunca OTA konsantrasyonu fazla olan orneklerde kurumadde oranindaki
azalmanin da yavag oldugu tespit edilmistir OTA seviyesi fazla olan omeklerin

fermentasyon sonunda daha fazla oranda kurumadde igerigi kalmugtir.

Omeklerin su igerisinde ¢ozinir kurumadde miktarlanmn (Brix) diger
degigkenlerle etkilesimini beliflemek icin korelasyon testi uygulanmistir. Korelasyon
testi Ek 2; Cizelge l’dé verilmigtir. Su igerisinde ¢oziniir kurumadde (Brix) ile asitlik
arasinda (CK:-963), Brix ile alkol arasinda (CK:-993) ters yonlii bir iligki bulunurken,
seker ile Brix arasinda (CK:994), pH ile Brix arasinda (CK:929) arasinda dogru yénlii
p<0,01 diizeyinde 6nemli bir iligki bulunmustur. Tespit edilen bu iliskilere ilaveten
OTA konsantrasyonu ile Brix arasinda (CK:120) dogru yonli, maya sayist ile Brix
arasinda ters yonli (CK:-124) onemsiz bir iliski bulunmaktadir. Brix degeri dustiikce,
asitlik degeri, alkol oraninda 6nemli diizeyde bir artig gozlenirken, seker oraninda ve pH
degerinde de 6nemli bir azalma tespit edilmistir. Brix degerindeki diisiige paralel olarak
OTA konsantrasyonunda diigiis ve maya sayisinda da Onemsiz olan bir artis oldugu

istatistiki olarak kanitlanmigtir.
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Cizelge 4.42. Omeklerin % su icerisinde goziinir kurumaddeye (Brix) gore

fermentasyon siiresi x drnekler arasinda yapilan Duncan testi sonuglar (p<0,05)

Ornekler Ferm.siiresi | Ortalama Degerler Sonuglar*

K 0 12,00 A
1 11,10 C

3 9,00 E

5 6,10 G

8 5,20 K

10 5.00 L

A 0 12,00 A
1 11,20 C

3 9.50 D

5 6,50 F

8 5,57 J

10 5,50 J

B 0 12,00 A
11,50 B

3 9,50 D

5 6,50 F

8 ' 5,70 1

10 527 K

C 0 12,00 A
1 11,50 B

3 9,60 C

5 6,50 F

8 5,90 H
10 5,80 HI

* Aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.
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4.11. Fermentasyon Siiresince Toplam Seker Oranmnda (%) Meydana Gelen
Degisiklikler

Fermentasyon siiresince seker oranlaninda Brix degerlerine paralel olarak bir

dugiis meydana gelmigtir. Seker oranlarindaki degisiklik Cizelge 4.43°de verilmistir.

Fermentasyon boyunca baslangicta % 6,62 olan seker miktan tim orneklerde
diisiise gegmistir. Fermentasyonun 1. giiniinde seker oranindaki diigiis gok yavas iken,
3., 5. ve 8. giinlerde seker oramindaki digiis hizh olmustur. 10. giinde ise tekrar
yavaglamigtir. K 6rneginde seker oram % 6,62°den ortalama % 0,52’e, A 6érneginde %
6,62’den ortalama % 0,77°ye, B omeginde % 6,62°den ortalama %0,88°¢ ve C
Orneginde % 6,62’den %1,01°e diismiistiir.

Cizelge 4.43. Fermentasyon siiresince % geker oraninda meydana gelen degisiklikler.

Fermentasyon Siiresi (Giin)
Ornek | Tekerrir| 0 1 3 5 8 10
K 1 6,62 6,25 3,63 1,84 0,71 0,55
2 6,62 6,12 3,89 1,80 0,75 0,50
A 1 6,62 6,28 3,63 1,72 0,81 0,74
2 6,62 6,27 3,80 1,75 0,96 0,80
B 1 6,62 6,27 4,00 1,90 0,95 0,87
2 6,62 6,27 3,82 1,92 0,96 0,90
C 1 - 6,62 6,30 4,50 2,00 1,52 0,95
2 6,62 6,30 4,15 2,12 1,55 1,08

Tespit edilen degerler King ve Dickinson (2002)’un belirttigi degerlere benzerlik
gostermektedir. Fermentasyon siiresince gekerlerin  oranlarinda meydana gelen
degisiklikler Sekil 4.13°de verilmistir.
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% Seker orani

Fermentasyon siresi (gin)

Sekil 4.13. Fermentasyon siiresince seker oranlarinda meydana gelen degisiklikler.

Seker miktarindaki azalmanin biyik bir bélimii fermentasyonun 1-8 giin
arasinda meydana gelmistir. 5. gin sonuna kadar o6rnekler arasinda paralellik
bulunurken, 5. ginden sonra C1 ve C2 ¢meklerinde daha az azalma tespit edilmistir.
Orneklerin geker miktarlarindaki azalma ile mayalanin faaliyeti sonucu alkol olusumu
arasinda bir baglanti kurulabilir. Fermentasyonun 1. giiniinde seker oraninda ¢ok az bir
dusiis olurken alkolde de buna paralel olarak gok az bir artis meydana gelmistir. 1-3.
glnler arasinda ise geker oraminda ¢ok belirgin bir digsiisle birlikte alkolde de artis
olmustur. 8-10. giinlerde seker oranindaki azalma ile alkol oramindaki artis daha az

olmustur.

Seker oran: ile alkol orami arasindaki baglant1 Sekil 4.14’de verilmistir.
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alkol-seker iliskisi

——Ks
—a—Ka
—A—As
e AQ
—X¥—Bs
—e—Ba
—+—Cs
——Ca

(a) :alkol

Fermentasyon siresi

(s): scker

Sekil 4.14. Fermentasyon siiresince geker-alkol iligkisi

Fermentasyon siresince geker oramindaki degisime iligkin varyans analiz

sonuglann Cizelge 4.44’de verilmigtir.

Cizelge 4.44. Fermentasyon siiresince % seker oranlarindaki degisime iligkin varyans

analiz sonuglar.
Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler
Kaynaf Derecesi Toplami Ortalamasi F Degeri
Tekerriir 2 0,00 0,001 0,31
Fermentasyon 5 402,01 80,403 21765,70%
(A)
OTA Konsant. 3 1,43 0,477 129,25*
(B)
Ferm.x OTA 15 1,00 0,067 18,09*
(AxB)
Hata 46 0,17 0,004 -
Genel 71 -

* p<0,01 duzeyinde 6nemli
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Varyans analizi sonucunda tekerriirler arasindaki farklihk onemsiz ¢ikarken,
fermentasyon siiresi ve ornekler arasi farkliliklar ile bunlann interaksiyonlan arasindaki
farkliliklan p<0,01 dizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkli olan drnekler Duncan testine
tabi tutulmustur. Fermentasyon siiresince $eker oranlanna gore gruplar arasindaki

Duncan testi sonuglan Cizelge 4.45°de verilmistir.

Cizelge 4.45. Fermentasyon siiresince % seker miktarlarina gére ornekler arasindaki

Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Ornekler Ortalama Degerler Sonuglar
C 3,64 A
B 3,42 B
A 3,33 C
K 327 D

Duncan testine gore C orneginde en yiiksek seker oram tespit edilirken, K
orneginde seker oram en az seviyede bulunmustur. Orneklerde OTA konsantrasyonu
arttik¢a geker oranindaki azalma yavaglamustir. Fermentasyonda OTA konsantrasyonuna
bagh olarak geker oranindaki azalma etkilenmis ve sonugta OTA konsantrasyonu fazla
olan orneklerde fermentasyon tam olarak gergeklesmemistir. Seker oranlarna gore
butiin gruplar birbirinden farkhi ¢ikmugtir. Farkli bulunan 6rnekler farkli harflerle ifade
edilmistir. Orneklerin % seker miktarlarina gore fermentasyon sirelerinin farkliliklan

Duncan testinde Cizelge 4.46’da verilmistir.

Cizelge 4.46. Omneklerin % seker miktarlanna gore fermentasyon siresindeki

farkhiliklanin Duncan testi sonuglan (p<0,05).

Fermentasyon stiresi Ortalama Degerler Sonuglar
0 6,62 A
1 6,26 B
3 3,92 C
5 1,88 D
8 1,03 E
10 0,80 F
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Seker oranlarina gore fermentasyon siireleri birbirinden farkhi ¢ikmustir. Farklt
olan giinler farkhi harflerle gosterilmistir. 0. ginde en yilksek oranda seker tespit
edilirken 10. giinde en az geker bulunmusgtur. Fermentasyon siiresince seker miktarinda
hergiin bir azalma go6zlenmigti. Omeklerdeki OTA konsantrasyonu arttikca
fermentasyon siirelerinde bir gecikme oldugu tespit edilmistir. Bu farkliiklan ortaya
koymak igin fermentasyon siresi ile OTA konsantrasyonunun (drmek) interaksiyonu

Duncan testi yapilmig ve sonuglan Cizelge 4.47°de verilmistir.

Cizelge 4.47°e gore 6rnekler seker oranlanna gore fermentasyonun 0. giiniinde
en yiksek degere sahip olup A grubunda yer almistir. C 6rneginin 1. giinii de B
grubunda yer alirken, B ve A orne@inin 1. giinleri (BC), K omeginin 1. giinii (C)
grubunda yer almugtir. Fermentasyonun 10. giiniinde ise en fazla seker bulunduran C
ornegi, K grub;nda, B o6megi L grubunda, A 6megi M grubunda ve K 6megi de N
grubunda yer almugtir. Orneklerin igindeki OTA konsantrasyonu arttikga fermentasyon

sirelerinde gecikme ve seker oranlarinda da daha az pargalanma gdzlenmistir.

Orneklerin geker oranlanmin diger degiskenlerle etkilesimini belirlemek igin
korelasyon testi uygulanmugtir. Korelasyon testi Ek 2; Cizelge 1°de verilmigtir. Seker
oranlan ile asitlik arasinda (CK: =994), seker oram ile alkol arasinda (CK:-996) ters
yonld iliski bulunurken, pH ile geker orant arasinda (CK:946), kurumadde ile seker
orant arasinda (CK:994) dogru yonli p<0,01 diizeyinde énemli bir iligki bulunmustur.
Tespit edilen bu iligkilere ilaveten OTA konsantrasyonu ile seker oram arasinda
(CK:117) dogru yonlii, Maya saysi ile seker oramt arasinda (CK:-135) ters yonlii
onemsiz bir iligki bulunmaktadir. Seker seviyesindeki dists ile, asitlik degerinde, alkol
oraninda 6nemli bir artig tespit edilirken, pH degeri, su icerisinde ¢oziiniir kurumadde
seviyesinde bir artiy oldugu istatistiki olarak kamtlanmgtir. Ayrica seker oramindaki
dists, OTA konsantrasyonundaki diisiis ve maya sayisindaki artis arasinda istatistiki

agidan 6nemsiz bir iligki bulunmugtur.

86



Cizelge 4.47. Orneklerin % seker oranlarina gore fermentasyon siresi x omekler

arasinda yapilan Duncan testi sonuglan (p<0,05)

Ornekler Ferm.siiresi | Ortalama Degerler Sonugclar*

K 0 6,62

6,19

3,74

1,82

e}l | W =

0,73

10 0,53

6,62

6,28

1,74

0
1
3 3,70
5
8

0,89

10 0,77

6,62

6,27

1,91

0
1
3 3,89
5
8

0,96

10 0,89

6,62

6,30

2,06

0
1
3 4,33
5
8

1,54

® - ol ol w > o B ol wm B > Bl |~ m| 8 > 2| | B w0 >

10 1,01

* Aym harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.
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5, SONUC ve ONERILER

Aragtirmada 135 adet yerli ve 15 adet ithal toplam 150 bira 6rneginin 53
adedinde OTA bulunmugtur. Orneklerden 1 tanesinde birgok ilke tarafindan sintr kabul
edilen 5 ug/’nin Gzerinde OTA bulunurken, 7 adet yerli ve 2 adet de ithal bira da olmak
tizere toplam 9 adet bira 6rnefinde OTA miktart baz1 lkeler tarafindan tavsiye edilen
simir deger olan 3 pg/’nin iizerinde oldugu tespit edilmistir. Incelenen bira drneklerinin
% 35,32’sinde 0,01 ile 8,10 ug/l arasinda OTA tespit edilmistir. OTA pozitif 6rneklerin
% 0,66s1 izin verilen en yiiksek OTA miktan olan 5 pug/M’yi astigs belirlenmigtir. Buna
gore Tiirkiye’de iiretilen ve tiiketilen biralann OTA konsantrasyonu bakimindan
Avrupa’daki iretilenlere gore daha giivenli olduklar soylenebilir.

OTA varligs bakimindan incelenen 25 adet malt drneinin sadece birinde OTA
bulunmazken, 24 adedinde 0,2 ile 6,6 pg/kg arasinda OTA tespit edilmistir.

30 adet arpa Orneginin 27°sinde 12 ug/kg’a varan oranlarda OTA tespit
edilmigtir. Arpa ve malt 6rneklerinde yiiksek diizeyde OTA tespit edilmesi bu triinlerin
depolama sartlant ve iiretim asamalanndaki sartlann uygun olmadigi sonucunu
gostermektedir. Arpalanin hasat sirasindaki hava durumu, bitkinin durumu, depolama
sartlan, havanin nemi, arpanin depolama esnasinda rutubet miktari, OTA olusumunu
etkileyen baghca faktorlerdir. Uriinlerin hasat edilince uygun sartlarda depolanmas,
depolarnin havalandinilmasi, arpalarin nem oraminin % 13,5-14’{in altinda olmas: kuflerin

gelisimini ve OTA olusumunu engellemektedir.

Arpa ve maltta tespit edilen OTA miktan son urin olan biradan yiksek
bulunmugstur. Dolayisiyla bira fermentasyonu sirasinda belirli bir azalmanin olabilecegi
dikkate alinarak, laboratuvar sartlannda bira fermentasyonu gerceklestirilmigtir. OTA
kontamine edilen maysede fermentasyon siiresince OTA seviyelerindeki degisiklikler
_ incelenmigtir. Buna gore yaklasik 10 ppb OTA ilave edilen 6rnekte fermentasyon
sonunda (10. giin) OTA seviyesinde % 24,97 oraninda azalma tespit edilirken, yaklagik
20 ppb OTA ilave edilen 6rnegin OTA seviyesinde %18,74 bir azalma oldugu
gorilmigtiir. Yaklagik 30 ppb OTA ilave edilen 6rnekte ise en az diizeyde bir azalma
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(%8,9) oldugu tespit edilmistir. Buradan fermentasyonda OTA miktaninin artmasi ile
OTA’daki pargalanma oramn azaldifi sonucuna vanlabilir. Bu sebepten bira iretiminde
ham madde olarak kullanilan arpa ve dolayisiyla maltlarin OTA kontaminasyonunun
tespiti 6nem tagimaktadir. Hammaddedeki OTA miktan ne kadar artarsa triine gegis o
oranda fazla olmaktadir. OTA seviyesi diisik olan hammaddede ise fermentasyon
sirasinda, OTA’nin belirli oranda pargalanmast ile tiiketici agisindan risk de azaltilmig
olacaktir.

Fermentasyon siiresi boyunca OTA konsantrasyonu maya gelisimini etkilemis,
OTA ihtiva eden oOrneklerde maya gelisimi daha yavag olmustur. Bu sonug¢ agar
difizyon yontemi ile de dogrulanmugtir. Agar difizyon yoénteminde OTA
konsantrasyonu aritik¢a olugan seffaf zon gapt da artmigtir. OTA konsantrasyonunun
artmas: ile fermentasyon sirasinda mayalarin gelisiminde bir yavaslama gozlenmistir.
Dolayisiyla yilksek OTA konsantrasyonlu o6rneklerde maya sayisinin yavag artmast
fermentasyonun hizim yavaglatmakla birlikte fermentasyon siiresinin de uzamasina
sebep olabilmektedir.

Fermentasyon boyunca pH degerinde, OTA seviyesi fazla olan orneklerde, az
olanlara gore daha yavas diigis gozlenmigtir. Fermentasyon siiresince OTA
konsantrasyonuna baglt olarak 6rneklerde OTA konsantrasyonu arttikga Brix ve seker
oranlan da fazla bulunmustur. Yani mayalarin sekerleri kullanmast azalmistir. Brix
degeri kontrol érneklerinde % 5 iken, igerisinde 30 ppb OTA bulunduran érnekte % 5,8
olarak tespit edilmistir. Bu tespit seker oram igin de gegerlidir. OTA konsantrasyonu
yiiksek olan drneklerde alkol olusumu diisiik seyrederken, OTA konsantrasyonu az olan
orneklerde alkol orami daha yiiksek tespit edilmigtir.

Sonug olarak fermentasyon esnasinda OTA seviyesinde belirli bir oranda azalma
gorulse bile, insan saghgim dogrudan etkileyen gida maddelerinin bazi asgari normlar
icinde dretilmesi, Uretimin her asamasinda standartlara uygunluk kontrollerinin
yapilmas1 gerekmektedir.. Halk saghigim direkt ilgilendiren iiriinlerin denetlenmesindeki

problemler ve mikotoksin sorununa yetkili tarafindan sahip ¢tkilmast gerekmektedir.
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Bira tretiminde kullamlan hammaddelerin Gretiminde kritik kontrol noktalarinin
belirlenmesi, kalite kontrol programlannin uygulanmasi, kaliteli iriin igin 6nem
tasimaktadir. Bu konuda yapilacak aragtirmalar desteklenmelidir. Denetimler ¢ok
saglikh bir bigimde yapilmalidir. Tiiketiciyi bu toksik maddelerden koruyabilmek igin
de Onlemler alinmalidir. Kiflerle kontamine olmus, saghga zararli ve hastalik etmeni
olabilecek urinlerin vdenetlenmesinde yasal diizenlemelerin gok belirleyici olma

zorunlulu@u vardir.
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boyunca

siiresi

Fermentasyon

Cizelge 1.
orneklerdeki degisikliklerin korelasyon iligkileri

2

Ek

Asitlik
% Seker -0,964%*
% Alkol 0,961%* -0,996**

PH -0,045%* 0,946** -0,942%**
Brix (KM) -0,963** 0,994 ** -0,993** 0,929**

Maya | 0,323%* -0,135 0,143 -0,385%* -0,124

sayisi

OTA -0,162 0,117 0,147 0,106 0,120 -0,150

Asitlik % Seker % Alkol pH Brix (KM) | Maya sayisi OTA

*%* p<0,01 diizeyinde 6nemli
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