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ONAY FORMU
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SIRKEDE PENICILLIUM EXPANSUM KUFUNUN
INAKTiVASYONU VE PATULIN DEGRADASYONUNDA
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES ETKINLiGiNiN
INCELENMESI

OZET

Sirke, gida sektoriinde oldukga yaygin bir kullanim alanina sahip igerigi zengin
fermente bir iiriindiir. Son yillarda ev yapimui sirkeye talep artmig, yanlis uygulamalar
sonucu bazi mikotoksinlerin varhigina rastlanmistir. Bu mikotoksinler giday1 toksik
hale getirdiginden bu toksik maddeleri pargalamak ve bunlari {ireten mantarlari
kontrol etmek i¢in kullanilan umut verici yontemler gelistirilmektedir. Biyolojik
enzimler, kimyasal fungusitler veya laktik asit bakterisi (LAB) ile asilama

uygulamalari ya da fiziksel uygulamalar (UV 1s1nlama, ozon) kullanilmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, daha c¢ok ciiriik, bozulmus elmalarda bulunan ve ev
yapimu sirkelerde de gelisim gosteren Penicillium expansum isimli kiife ve bu kiflin
tirettigi mikotoksin patuline (PAT) odaklanilmistir. Sirkedeki mantarin ve
mikotoksin PAT’in engellenmesi icgin biyolojik detoksifikasyon uygulanarak (LAB)
asilama uygulamasi kullanilmistir. P. expansum isimli kiften PAT gelisimi izlenmis

ve bakteri destegi ile bu kiiflin engellenmesi amaglanmuistir.

Toplam 17 kavanoz elma sirkesi iiretilmis ve laktik asit bakterisinin bulundugu
sirkelerde P. expansum mantarinin ve buna bagli olarak baskilanmasi 6ngoriilmiistiir.
Patulin analize tabi tutulan aerobik ortamdaki kuf enjekte edilen sirkelerde ham
degerler siras1 ile 7.gln ve 15.gln icin 2567,55 pg/L ve 4493,13 pg/L olarak
bulunmustur. LAB takviyesi yapilan aerobik sirkelerde ise PAT tespit edilememistir.
Anaerobik ortamda muhafaza edilen sirkelerde PAT gelismesine rastlanmamistir.
Laktik asit bakterisi Leuconostoc mesenteroides bakterisinin antifungal etkisi
kanmitlanmis olup mikotoksinlerin detoksifikasyonun biyolojik detoksifikasyon

yontemlerinin kullanilabilecegi kanitlanmistir.

Ayn1 zamanda bu sirkelerin 0. giinden itibaren 7,15 ve 30. giinlerinden

numuneler alinarak mikrobiyolojik, fiziksel, kimyasal 6zellikleri incelenmis,



mikrobiyolojik analiz olarak sirkeler numune alinan giinlerde MRS/PDA/YGC
besiyerlerine ekilmis ve kiif ve bakteri gelisimi izlenmistir. Brix, toplam asitlik, pH,
toplam fenolik madde, antioksidan analizleri yapilip, farkliliklar karsilagtirilip

degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sirke, Patulin, Penicillium expansum, Leuconostoc

mesenteroides



INACTIVATION OF PENICILLIUM EXPANSUM MOLD IN
VINEGAR AND INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS
OF LEUCONOSTOC MESENTEROIDES IN PATULIN
DEGRADATION

ABSTRACT

Vinegar is a fermented product rich in content that is frequently used in the
food industry. Demand for homemade vinegar has increased in recent years, the
presence of some mycotoxins has been found as a result of incorrect applications.
Because these carcinogenic substances make food toxic, promising methods are
being developed to break down these toxic substances and control the fungi that
produce these mycotoxins. Inoculation applications with biological enzymes,
chemical fungicides or lactic acid bacteria (LAB), or physical applications (UV

irradiation, ozone) are used.

In this thesis, we focus on the mold called Penicillium expansum, which is
mostly found on rotten and spoiled apples and also grows in homemade vinegars,
and the mycotoxin (PAT) produced by this mold. LAB inoculation application with
biological detoxification method was used to prevent the fungus and mycotoxin
patulin in vinegar. PAT development from the mold Penicillium expansum was

monitored and it was aimed to prevent this mold with bacterial support.

A total of 17 jars of apple cider vinegar were produced and it was envisaged to
suppress the P. expansum fungus and the resulting fungus in the vinegars containing
lactic acid bacteria. Raw values in 9 apple cider vinegars subjected to PAT analysis
were 2567.55 pg/L and 4493.13 pg/L for 7th day SK(AE) and 15th day SK(AE),
respectively, the recovery results were found to be 3473.89 pg/L and 6079.29 ug/L.
Patulin was not found in vinegar samples to which lactic acid bacteria was added.
The antifungal effect of the lactic acid bacterium Leuconostoc mesenteroides has
been proven and it has been proven that biological detoxification methods can be
used to detoxify mycotoxins.



At the same time, microbiological, physical and chemical properties of these
vinegars were examined by taking samples from ZZday 0 to days 7, 15 and 30. As a
microbiological analysis, the vinegars were planted in MRS/PDA/YGC media on the
days the samples were taken and the growth of mold and bacteria was monitored.
Additionally, vinegars were subjected to acetic acid bacteria analysis. Brix, total
acidity, pH, total phenolic substance and antioxidant analyzes were performed and

the differences were compared and evaluated.

Keywords: Vinegar, Patulin, Penicillium expansum, Leuconostoc mesenteroides
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I. GIRIS

A. Sirke

Sirke Tirk mutfaginda zengin besin igerigi ve aromasindan dolay1
genellikle salatalarda tatlandirici olarak veya salamura seklinde koruyucu olarak
kullanilan oldukg¢a fazla kullanim alanina sahip degisik hammaddelerden elde
edilebilen fermente bir Grindir. Sirke igeriginin %80’lik kismini su, diger
%20’lik kismini ise, organik asitler, alkol, amino asitler ve polifenoller olusturur
(Casale ve ark., 2006). Meyvelerdeki sekerlerin, etanol fermantasyonu sonrasi
aerobik sartlarda mayalar (Saccharomyces cerevisiae) tarafindan olusturulan
etanoliin, asetik  asit  bakterileri ~ (Acetobacter,  Gluconobacter ve
Gluconacetobacter) tarafindan fermantasyonu sonucu olusan bir berrak bir
tirtintidiir. Sirke cogunlukla iiretildigi hammaddenin rengini almaktadir (Aybek,

2019). Saraplarin asetik asit fermantasyonu sonucunda da sirke olugmaktadir.

Sirkenin tanimi iilkelere ve o {lkenin mevzuatina gore degisiklik
gostermektedir. TSE 1880 EN 13188 sirke standardina gore ise sirke; "Tarim
kokenli sivilar veya diger maddelerden, iki asamali alkol ve asetik asit
fermantasyonuyla, biyolojik vyolla Uretilen kendine 6zgl Grin" olarak
tanimlanmaktadir (Anon., 1952; Anon., 2003b).

Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and Agricultural Organization, FAO)/Diinya
Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) sirkeyi “nisasta ve/veya seker
iceren uygun hammaddeden 6nce alkol, daha sonra asit fermantasyonu olmak
tizere iki asamali fermantasyon islemiyle iiretilen insan tiiketimine uygun sivi”

olarak tanimlamaktadir.

Sirkenin ilk nasil, kim veya kimler tarafindan kesfedildigi ve aktif olarak
kullanildig1 kesin olarak bilinmemektedir. Sirke iiretiminin tarihi, M.O. 3000
yillarina dayanmaktadir. Zamaninda alkollii ickilerin sirkelesmeleri yani kendi
kendilerine asetik asit fermantasyonuna ugramalar1 gida kalitesi agisindan

istenmeyen bir durumdu. Ciinkii sarap ve bira gibi fermente ickiler agikta kendi



hallerine birakildiginda sivinin ylizeyinde asetik asit bakterileri olusur. Ayni
zamanda sirke mikroflorasindaki diger mikroorganizmalarin (mayalar)
olusturdugu bir zarin (biyofilm, sirke anasi) meydana gelmesiyle sarap veya
biranin bozuldugu, tadinin ve gorintiisiiniin degistigi yani sirkelestigi,
gorilmugtiir. Fakat insanlar, ilerleyen zamanlarda bu olaydan yararlanarak
kullanmaya baslayinca bu islemi inceleyerek dgrenmislerdir. Sirkeden ilk izole
edilen bakteri cinsi Acetobacter ayni zamanda ‘sirke bakterisi’ olarak da
bilinmektedir. Ayn1 zamanda bilinen ilk sirke tiretimi Saccharomyces cerevisiae
mayas1 tarafindan fermente edilerek ortaya ¢ikmistir. Bulunan eski eserlerden
Stimerlerin, Asurlularin, Etililerin, iranlilarin, eski Misirlilarin ve nihayet eski

Yunanlilarin da sirke yaptiklar1 anlagilmaktadir (Aktan ve Kalkan, 1998).

B. Sirke Fermentasyonu

Asetik asit bakterileri tarafindan etil alkolden asetik asit iiretimi, aerobik
(oksidatif) bir olaydir. Bu durumdan dolay1 sirke tiretimi mikrobiyolojik agidan
bir fermantasyon olmamasina ragmen, gida endiistrisinde sirke fermantasyonu
olarak adlandirilmaktadir. Saf asetik asitten iiretilen sirkelerde ise fermentasyon
s0z konusu degildir. Acetobacter sirke iiretiminde endiistride ¢ok daha yaygin

olan ve énem tasiyan bir mikroorganizmadir (Unliitiirk ve Turantas, 2003).

Sirke bakterileri oksijen yardimiyla alkolii okside eder ve asetik aside
cevirir. Sirke Ttretimi sirasinda gergeklesen baglica reaksiyonlar asagida

verilmistir:
CsH1205 (G'UkOZ) — 2C,Hs0OH (Etll AlkO') + 2C0O,
C,HsOH (Etil Alkol) + O, — CH;COOH (Asetik asit) + H,0

Ticari olarak sirke iiretiminde genellikle asetik asit bakterileri baslangic
kiiltiirleri olarak kullanilir. Ciinkii sirke iiretiminde gerceklesmesi gereken iki
tane fermantasyon islemi vardir. ilki alkol fermantasyonudur. Mayalar anaerobik
(oksijensiz) yolla sekerleri etil alkole pargalarlar. Genellikle ilk fermentasyon
hizli ilerler ve birkag¢ haftada sekerin ¢ogu pargalanir. Fermente olabilen sekerler,
bu asamadaki alkol fermantasyonuyla birlikte etanole doniistiiriiliirken, ikinci
fermentasyon asamasindaki Acetobacter cinsinin (yeleri olan asetik asit

bakterileri sekerleri, seker alkollerini ve etanolii oksitleyerek asetik asit olusturan



mezofilik zorunlu aeroblardir. Aerobik sartlarda asetik asit olusmaktadir (Raspor
and Goranovi¢ 2008, Budak et al. 2014). Asetik asit fermentasyonu alkol

fermentasyonuna baglidir.

Endistriyel sirke iiretiminde asetik asit bakterilerinin kullanimi oldukca
yaygindir. Sirke Uretimi sirasinda genellikle kullanilan mikroorganizma
Acetobacter spp. dir. Sirke Gretimi igin Acetobacter aceti ve Acetobacter hansenii
yaygin olarak bilinen ve kullanilan suslaridir. Sirke Gretimi icin gerekli olan
oksijen ihtiyaci, optimum sicaklik aralig1 ve reaksiyon siiresi degisir (Ozkaya ve

ark.,1991).

1. Sirke Uretimi

Sirkeler yavas yontem (kesikli), hizli yontem ve derin kiiltiir (submers)
yontemi olmak {iizere baslica ii¢ yontemle iiretilmektedir (Morales ve ark., 2001;

Tan, 2005).
a. Yavas yontem

Fi¢1 gibi agz1 acik hava alabilen alkollii sivi sirkelesmeye birakilir. Yavas
yontemde sirkelesme diger yontemlere gore uzun sirmektedir. Bu yontem
spontan olarak alkol fermentasyonu ile baslar. Alkol fermentasyonu sonucu
olusan etil alkol asetik asit bakterileri ile asetik aside dondstiiriiliir. Sivinin
ylizeyinde bir tabaka olusur ve sirke anasi olarak adlandirilir. Sirkelesme oldukca
yavag gerceklesir, bu durum 1.5 -2 ay surer. 1 m? zar alani glinde 0,5 litre saf
alkolt okside eder. Sirkelerin kalitesi agisindan yavas yontem iyi bir sonug
vermektedir (Unal, 2007).

b. Cabuk yontem (jenerator yontemi)

Tiirkiye’de {retimi yapilan sirkelerin bir bdlimi bu ydntem ile
iiretilmektedir. U¢ bolmeden olusan tanklar kullanilarak yontem gerceklestirilir.
Sirkelestirme amaciyla alkollii sivi mikroorganizmanin tutunabilecegi yiizeyden
damlama suretiyle akitilir. Asetik asit bakterileri dolgu materyali (zerinde
bulunmasindan dolay1 alkol ile temas edip, fermantasyon sonunda asetik aside
dontistiiriiliir. Alkollii stvinin akis hizi ayarlanir ve gerekli olan hava sirkiilasyonu

saglanir (Unal, 2007; Aktan ve Kalkan, 1998).



c. Derin kultur yontemi (submers) yontemi

Derin kdltir yonteminde asetik asit bakterileri alkollii sivilarin iginde
calisirlar. Bu yontemde Urtne sirekli ince hava kabarciklar1 verilir ve Urlnin
yani sirkenin tretildigi kaplara ‘asetator’ denir. Cabuk yonteme gore 30 kez daha
hizli gerceklesmektedir. Asetatdrlerde yapilacak {iretimlerde 0Ozel bakteri
kaltarlerinin (Acetobacter Acetigenum) kullanilmasi gerekmektedir. Ticari olarak
da en cok tercih edilen yontemdir. Clnkl ekonomik olmasinin yani sira Gretim
siiresi acisindan da yavas yonteme gore daha avantajli bir sistemdir (Unal, 2007;
Tirker, 1963). Derin kultir yontemiyle Uretilen sirkelerin bilesiminde daha
yuksek miktarda asetik asit, laktik asit, tartarik asit, malik asit, siiksinik asit ve

sitrik asit igerdigi tespit edilmistir (Kirci, 2017).

Sirke iiretim yontemleri arasinda, derin kiiltiir ve ¢abuk yontem daha hizli
ve ekonomiktir. Fakat gida kalitesi goz oniine alindiginda yavas yontem daha iyi
sonug¢ vermektedir. Uretim siirecinin uzun ve yavas olmasi uygun kosullar
saglandiginda sirke igerigini ve kalitesini olumlu yonde etkilemektedir. Cabuk
yontem ve derin kiiltiir yontemi, tiretim maliyetleri ve proses hizi gibi faktorler
g6z oniinde bulunduruldugunda daha avantajli olmalarindan dolay: ticari olarak
sirke Gretiminde en ¢ok bu yontemlerin kullanildigi, kii¢iik ¢apli iiretimlerde de
yavag yontemin kullanildigi kabul edilebilir. Ciinkii hizli yontemle sirke iiretimi

yaklasik 3-7 gun sirer (Morales ve ark., 2001; Tan, 2005).

Geleneksel sirke uzun sureli bir fermantasyonla iiretilir ve baglangig¢ kiiltiirii
olarak dogal sirke kullanir. Bu siire yaklasik 1 ay kadar siirmektedir. Endistriyel
sirke bir gun gibi bir strede Uretilebilir. Geleneksel sirke Gretiminde hammadde
olarak, tiziim, elma, erik, domates, piring ve patates gibi meyve sulari
kullanilabilmektedir. Asetik asit bakterileri ortamin her yerinde bulunur. Seker

veya alkol iceren gida maddelerinde veya fermente iirlinlerde yayilabilirler

(Budak et al. 2014).

2. Sirke Bilesenleri, Kalitesi ve Saghga Etkileri

Sirkelerin kalitesini kimyasal bilesimleri belirler. Sirkenin kimyasal
bilesiminde asetik asit basta olmak iizere organik asitler, alkoller, fenolik
bilesenler ve aminoasitler bulunmaktadir (Casale et al., 2006). Sirkede en bol

bulunan mineraller Na, K, Ca ve P olarak kanitlanmistir. Ev yapimi sirkeler



antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip olmalarindan kaynakli da tercih
edilmektedir. Ev yapimi sirkelerin endustriyel sirkelere gore laktik asit bakterisi,
asetik asit bakterisi, maya ve kif yukinin fazla oldugu rapor edilmistir. Ev
ortaminda iretilen sirkelerde yanlis uygulamalar sonucu yasanabilecek
kontaminasyonlar sonucu mikrobiyal yogunluk yasanabilmektedir (Oztlrk vd.,
2015). Temizlik veya tarimsal faaliyetler i¢in kullanilan beyaz sirke %20’ye

kadar asetik asit icermektedir ve bu sirke insan tiiketimi i¢in uygun degildir.

Hammaddenin bilesimi belirli kosullarda degisiklik gosterebilir. Kaliteli
hammaddelerden uygu iretilmis olan sirkelerin kalitesi de iyidir. Bahsedilen
farkliliklar hammadde gesidi, iklim, toprak kosullari gibi faktOrlere bagl olarak
olusur (Prescott ve Dunn, 1959; Gerbi ve ark., 1998; Achaerandio ve ark., 2002;
Morales ve ark., 2004).

Sirke hammaddelerinin islevleri sadece lezzetine ve kalitesine katkida
bulunmakla kalmaz, antibakteriyel ve antioksidan aktivite, kan basincini
disiirme, diyabetin etkilerini azaltma ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi
gibi durumlarda énemli rol oynar. Sirkenin fonksiyonel 6zellikleri yaninda hiicre
metabolizmas1 regulasyonunun diizenlenmesi, gelisiminin iyilestirilmesinde ve
lipit metabolizmasinin diizenlenmesi, karaciger korumasi ve kan basinci ve glikoz
kontroliinde etkili olmas1 gibi faydalar1 oldugu kanitlanmistir (Xia vd., 2020:
Gomes vd., 2018).

TS 1880 Sirke Standardina gore sirke liretiminde kullanilan hammaddelere
gore sirke gesitleri; sarap sirkesi, meyve sirkesi, meyve sarabi sirkesi, elma sarabi
sirkesi, alkol sirkesi, baharath sirke (aromal: sirke), tahil sirkesi, malt sirkesi, bal

sirkesi, peynir alt1 suyu sirkesi ve bira sirkesi olarak verilmistir (Anonim 2003).

Sirkenin kalitesini belirleyen bir diger faktor ise tGretim yontemidir (Prescott
ve ark., 1959; Morales ve ark., 2004). Sirkelesmeye etki eden parametreler;
sicaklik, alkol, hava (aerobik-anacrobik ortam farkliligi) ve kullanilan

mikroorganizma ¢esidi olarak 4 ana baslik altinda verilebilir (Tirker, 1963).

Sirkenin bir baska kalite kriteri aroma maddeleridir. Aroma maddeleri
uretim yontemi, hammadde ve depolama kosullarina gore degisiklik gosterdigi

i¢in kalite ve kusurlar1 arasindaki ayirimda kullanilmistir (Kadas, 2011).



Gidalarda yasanan bulagmalar sonucunda olusan kiifler ve bu kiiflere bagh
olarak ortama salinan mikotoksinler insan sagliginda oldukc¢a risk yaratmaktadir.
Sirkeler de bulagsma ve kontaminasyona karsi duyarli gida {rlinlerinden bir
tanesidir. Bulagmalar genellikle {irlinii muhafaza sirasinda kontamine eder. Bu

ylizden muhafaza kosullari, ortam sicaklig1 gibi sartlar saglanmalidir.

C. Kifler ve Mikotoksinler

Giintimilizde gelisen teknoloji ile beraber gida sektoriinde kullanim alani
artan kimyasallar nedeni ile insan saghigi endise konusu olmaktadir. Kiifler,
tabiatta ¢ok yaygin olarak bulunan mikroskobik mantarlardir. Glukan ve Kitin
igeren hiicre duvarina sahip, 6karyotik, sporla iireme 6zelligine sahip, miselyum
olusturan pamuksu yapida 6nemli bir mikroorganizma grubu olarak bilinirler.
Birden fazla kiif hiicresinin yan yana gelmesiyle olusturduklar1 yap1 “hif” olarak
adlandirilir. Bu hif olarak adlandirilan yapilarin birbirleri ile dallanarak
olusturduklar1 hif topluluklarina da “miselyum” denilmektedir. Kifler ve kuflere
bagli olarak gelisen miktoksinler tarim, tip, gida, ilag ve kozmetik endiistrileri
gibi bir¢ok alanda kullanimi insan sagliginda risk olusturmaktadir (Lecellier vd.,

2014; Lima ve Santos, 2017)

Ozellikle gida sektoriinde kiifler gidanin bozulmasina ve toksin olusmasina
sebep oldugundan dolay1 tiiketiciler lizerinde 6nemli bir saglik sorunudur. Su
aktivitesi, sicaklik, pHi oksijen ve 151k gibi faktorlere bagl olarak gelismelerini
hizlandirabilirler. Kiifler en diisiik 0,80 su aktivitesine kadar gelisebilirler ve
ortamin nem oraninin %10’un altina diistiigii durumlarda ve ortamlarda yasamsal
faaliyet gosteremezler. Genis sicakliklarda (optimum 25-30) canliliklarim
strdurebilirler. Ozellikle diisiik sicakliklarda gelismeye yatkin Kifler 6zellikle
buzdolabinda saklanan gidalarda faaliyet gostererek gida bozulmalarina ve
zehirlenmelerine sebep olabilirler. Hafif asitli ortamlarda daha aktif gelisme
gostermelerinin yan1 sira 1,3-9,6 pH araliklarinda da yagsamlarini siirdiirebilirler.
Kiifler aerob mikroorganizma olduklarindan dolay1 daha ¢ok yiizeyde gelisme
gosterirler. Oksijen ile temaslarinin kesilmesi (vakumla ambalaj) iiremelerini ve

gelismelerini engellemektedir.

Gida maddeleri, hammadde iiretiminden gidanin tuketilmesi asamasina

kadar olan hemen hemen her basamakta kiifler tarafindan kontamine
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edilebilmektedir. Gida giivenligi acisindan en Onemli kiifler Aspergillus,
Penicillium, Fusarium ve Alternaria spp.’dir (Bhunia, 2018). Kiifler bazi
gidalarda renk ve aroma artirilmasi amaciyla kullanilirken gidada istenmeyen
renk, tat ve koku bozulmalarina sebep olabilir. Genellikle bozulmus veya
clirimiis elma, ekmek, limon, peynir vb. gibi gidalarin iizerinde kiifler siklikla
gozlenebilir. Bu kiifler, iriinlerin bozulmasina sebep olabildigi gibi yiiksek
sicaklik gibi belirli ¢evresel kosullar altinda mikotoksin adi verilen toksik
Ozellikte ¢esitli sekonder metabolitlerin ortama salinmasina da neden olarak
urinin kalitesini bozabilirler ve zehirlenmelere yol acabilirler (Karaca 2005).
Diinya genelinde iiretilen gida, tarimsal {iriin ve yemlerin %10°’u kiifler tarafindan
canlilarin tiiketemeyecegi derecede bozulmaya ugratilarak kullanilamayacak hale

gelerek ziyan olmaktadir (Pitt ve Hocking, 1985; Denizel, 1976).

Mikotoksinler kiifler tarafindan iretilen genellikle {iiriinlerde ¢iirlime ve
bozulmaya insanlarda zehirlenmeye sebep olan toksik maddelerdir. Bu maddeler
insan ve hayvan saglig1 lizerinde gii¢lii ve ¢esitli toksik etkiler olusturdugundan

dolayi kiifli gidalar tiiketmek oldukga risklidir (Steyn ve ark., 1999)

Birka¢ gilinden fazla saklanan her gida kiif biliylimesi, gelisimi ve
mikotoksin olusumu i¢in bir hedef olusturmaktadir. Mikotoksin olusumunda
riskli drtnler tahillar, gerezler, kuru meyveler, kahve, kakao, baharatlar, kuru
bakliyatlardir. Mikotoksinler kontamine arpa, tahil ve iiziim kullanilmasi

nedeniyle bira ve sarapta da bulunabilir.

Kuf tdrlerinin hepsi mikotoksin meydana getirmezler, ancak toksijenik
olarak tanimlanan kiifler mikotoksin iiretebilmektedir (Jones et al.,1993). Cevre
sartlarinin uygun olmasi durumunda mikotoksin iireten oldukg¢a fazla kif tiiri
varlig1 belirlenmistir ve bazi parametrelere gore degisiklik gostermektedirler

(Tunail, 2000).

Kiifler tarafindan {retilen yaklasitk 300-400 mikotoksin varligi
bilinmektedir. Ancak mikotoksin ¢esitlerinin %10-15'i insan saghgiyla ilgili
oldugu kabul edilmektedir (Turner et al., 2015; Alshannaq and Yu, 2017).

Mikotoksinlerin farkli kimyasal yapilari, biyolojik etkileri ve farkli tiirlerde

bircok kiif tarafindan iiretilmeleri gibi 6zelliklerinden dolay1r kesin kategoriler

altinda  siniflandirilmas:  zordur.  Aflatoksin (AF),  okratoksinler (OTA),


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/aflatoxin
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/ochratoxin

fumonisinler , trikotesen (TH), patulin (PAT), sitrinin (CIT) ve zearalenone
(ZEA), arastirmalarda tespit edilen endiistriyel olarak énemli mikotoksin ve gida

kontaminanti olarak bilinirler. (Heperkan, 2003).

Yiizlerce ¢esit sekonder metabolit bilinmektedir. Fakat bunlardan sadece

birkac¢1 gida kontaminanti olarak rol oynamaktadir (Horvath ve ark. 2010).

Cizelge 1. Bazi mikotoksinler ve fizyolojik etkileri (Roseanu ve ark. 2010)

Mikotoksinler Uretici Kimyasal Yapisi Memeli Huicreleri
Organizma Uzerindeki Etkisi

Aflatoksin (B1,
B2, G1, G2, M1, Aspergillus Difuranokumarin  Karsinojenik

M2) tirevleri
Sitrinin Penicillium Benzopiran tirevi  Nefrotoksik
Fumonisin Fusarium Iziflavonoid Karsinojenik Hepatotoksik
Alternaria bilesikleri
Trikotesen Fusarium Seskiterpanoid Sitotoksik Immiin
Thricoderma  bilesikleri baskilayici Karsinojenik
Okratoksin Aspergillus Fenilalanine bagli  Nefrotoksik Hepatotoksik
Penicillium dihidroizokumarin  Teratojenik
tirevleri
Patulin Penicillium Doymamis Karsinojenik Immiin
Aspergillus heterosiklik baskilayict Genotoksik
laktonlar
Zearalenon Fusarium Fenol resorsiklik Ostojenik aktivite
asit lakton Potansiyel Karsinojenik ve

Teratojenik

Insanlar mikotoksinlere dogrudan tahillar veya dolayli olarak hayvan
urdnleri (6r. et, st ve yumurta) yoluyla da maruz kalabilir ( Kepinska-Pacelik &
Biel, 2021).

Diinya niifusunun hizla ¢ogalmasi ve hayvansal iiriinlere talebin artmasi ile
yem dretimi olarak artmaktadir. Patojenik mantarlar ekinlerde, ¢iftlik
hayvanlarinda hastaliklardan ve gida iirlinlerinin bozulmasindan sorumludur ve
gida giivenligini etkiler. Tahillar, baklagiller, yagli tohumlar yani sira hayvan
diyetlerine yonlendirilen endustriyel yan Grinlerin timd mikotoksinler icerebilir
(Coppock et.all., 2018).

Bazi Fusarium tirleri, Aspergillus turleri, Penicillium tirleri ve Alternaria
turleri trikotesen (TC'ler) ve zearalenon (ZEN), fumonisinler (FB'ler),
aflatoksinler AF'ler), okratoksinler (OTA), patulin (PAT), dahil olmak Uzere
hepsi mikotoksinleri olusturur (Haque et.all., 2020).
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Mikotoksinlerin toksisite dereceleri, maruz kalma derecesine, tiketilen
miktara ve konagin duyarliligina gore degisir. Kendilerini mutajenite gibi farkl
klinik son noktalarda teratojenisite, karsinojenisite, nefrotoksisite, sitotoksisite,
norotoksisite, 6strojenik ve immuinosupresif etkiler gosterirler. ( Gavahian &
Cullen, 2020 ).

Bu kiif ve mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi iizerindeki toksik etkileri
mikotoksikozis hastalig1 olarak adlandirilir (Peraica et al., 1999). Yizeyde
goriinmeyen ama miselleriyle gidanin igerisine islemis kiifleri duyusal analiz ile
fark edebilmek Onemlidir. Kiif gelismesi yasanmis iiriiniin lezzeti, rengi ve
kokusu degisiklik gostermektedir. Gidanin ylizeyinde gelisen kiifii siyirip veya
kesip lrlniin devamimi kullanmak her {rlin i¢cin uygun olmamaktadir. Bu
durumlar fark etmeden kiifiin tiiketilmesi durumunda ortaya ¢ikabilecek sonuglar
mikotoksinin oranina ve tiiketen bireyin hassasiyetine goére farkli sonuglar
gostermektedir. Fazla oranda tuketilmesi durumunda akut toksisiteye veya 0lime
sebebiyet verebilir. Bu kuf ve mikotoksinlerin az oranda tiiketilmesi de bagisiklik
sisteminde bozukluklara sebebiyet vermektedir. Kiflere az oranda fakat uzun
zamanli maruz kalindiginda ise alerjik reaksiyonlar, timoér olusumu, kronik
hastaliklar ve kansere sebep olduklar1 goriilmektedir (Meerdink, 2002; Siegel ve
Babuscio, 2011).

Mikotoksinler, ticari gida ve yem pazarlarinin genislemesinin oninde de
buyuk bir engeldir, bu yizden ( Ayob ve digerleri, 2021 ) Avrupa Birligi (AB) ve
ABD'de, gida veya hayvan yemi olarak kullanilan triinlerdeki mikotoksinleri
azaltmak icin yasal diizenlemeler getirmis ve kullanim sinirlar1 belirlenmistir

(Mannani, Tabarani, EI Adlouni, Abdennebi ve Zinedine, 2021).

Dunya genelinde mikotoksinlerin genellikle saglik ve ekonomik yonden
ortaya ¢ikardigi problemlerden dolayi gidalarda mikotoksinlerin engellenmesi,
kismen azaltilmasi veya tamamen yok edilmesine yonelik ¢alismalar artmistir.
Detoksifikasyon  olarak tanimlanan uygulamalar, alternatif yOntemler

gelistirilmistir (Y1lmaz ve Ozay, 2001).

1. Penicillium expansum

Penicillium gida ve ilag sektoriinde biiyiik 6neme sahip olan ascomycetous

mantarlarin bir cinsidir. Fakat ayn1 zamanda gida kontaminasyonuna en sik neden
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olan kiif mantaridir. Toksin olusturan yaklasik 100 adet Penicillium tiirii oldugu
bilinmektedir. Akut toksik veya bazen teratojenik etki gdOstermektedirler.
Penicillium tiirlerinin ¢ogu tek bir toksin olusturmalarina ragmen bazi tiirler
birden fazla toksin olusturabilirler (Giiley ve ark., 2004, Abdel-Wahhab ve ark.,
2005).

Penicillium tirleri icinden en 6nemlilerinden biri olan P. expansum mantari,
parmak gibi uzantilar1 ve bu uzantilarin u¢ kisminda sonsuz sayida spor zincirleri
bulunmasi ile taninir. Yiyecek maddelerinin yiizeyinde gelismesi, kendini mavi-
yesil bazen de beyaz lekeler halinde gosterir. P. expansum mantari, 6n isleme
kosullarinda 0zellikle meyvelerde en sik goriilen bozulmaya neden olan
mikroorganizmadir. P.expansum, sonunda sporlarin mavi pistiillerinin
karakteristik halkalarin1 {iretebilen meyve yumusak c¢iiriikligliniin hizla
yayilmasiyla iliskilidir ve bu hastaliga 'mavi ¢iiriik' adim verilir. Iyi bir
adaptasyon kabiliyetine sahip olan P. expansum, toprakta ve havada her yerde
bulunur ve genellikle meyve bahcesi zeminleri veya toprakta clruyen bitkisel
maddeler iizerinde  bulundugundan  meyve-sebzeler riskli  gidalardir
(Errampalli, 2014 ). P. expansum, patulinin ana ireticisi olarak farkl
meyve/sebzeleri enfekte edebilmektedir. Ozellikle de yumusak ve sert ¢ekirdekli

meyvelerde ve tiirevlerinde bulunmaktadir (Prieta ve ark., 1993)

P. expansum, yiizeyleri hasar gérmiis meyvelerle alakali bir kiif olarak
tanimlanmaktadir. Ayn1 zamanda elmalarda mavi kif ¢lrimelerinden sorumiu,
patulin iiretme yeteneginde olan kiifler arasinda en c¢ok karsilagilan tiirdiir

(Tangni ve ark. 2003, Welke ve ark. 2010, Lawley ve ark. 2008).

Acik kahverengi lezyon yumusak ve sulu olup, ¢iiriimiis ve saglikli dokular
arasinda keskin bir sinir vardir (Errampalli, 2014).). Lezyon meyve dokusunun
ylizeyine ve ic¢ine hizla yayilir ve ge¢ asamada meyve mavi-yesil sporlarla

kaplanabilir.

Bu tiir, psikrofil 6zellik gostermekte olup 0 C’de oldukca iyi gelismekte;
fakat ayn1 zamanda -2 ila -3 C’de de gelisme gostermektedir. Bu tiir igin optimum
gelisme sicakligi 25 C, maksimum gelisme sicakligi ise 35 C’dir (Morales ve ark.
2010). P. expansum'un 15-27 santigrat derece sicaklik araliginda en verimli

sekilde biiyiidiigii, daha diisiik ve daha yiiksek sicakliklarda daha yavas biiyiime
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gosterdigi ve 1slak kosullarda en iyi sekilde biiylidiigti kanitlanmistir (Larous ve
ark. 2007). P. expansum, yiizeyleri hasar gérmiis meyvelerle alakali bir kiif olarak
tanimlanmakla birlikte elmalarda mavi kiif ¢ilirimelerinden sorumlu, patulin
iiretme yeteneginde olan kiifler arasinda en 6nemli ve en ¢ok karsilasilan tiirdiir

(Tangni ve ark. 2003, Welke ve ark. 2010, Lawley ve ark. 2008).

Bu bitki patojeni elma hastaligi olarak bilinmektedir. Ancak armut, cilek,
domates, misir ve piring dahil olmak tizere bir¢ok ¢esitli konakgilar1 kontamine
edebilir. P. expansum, tiiketildiginde zararli olan bir ndérotoksin olan kanserojen

metabolit patulin tretir (Morales et.all., 2017)

P. expansum'un biiyiime hiz1 ve patulin tiretimi, blyik 6lctide substrat igin
tipik olan cevresel ve endojen faktorlerden etkilenir ( Drush ve Ragab, 2003 ). En
onemlileri su aktivitesi ve sicakliktir, ancak atmosfer ve pH'in da buyuk etkisi

vardir ( Northolt ve digerleri, 1978 , McCallum ve digerleri, 2002 ).

2. Patulin
a. Patulin Yapis1 ve Ozellikleri

Patulin,, Penicillium spp., Aspergillus spp. ve Byssochlamys spp.'ye ait
genis bir mantar tiirii grubu tarafindan tretilen bir mikotoksindir. (Kurtzman ve
Blackburn 2005 ). Patulin halkali yapiya sahip doymamis beta lakton yapidadir.
Kimyasal yapisina bakildiginda kapali formiili C;HgO4 ve toplam molekdl
agirhigr 154,12 g/mol olan molekiil yapidir (Artik, 2007).

0
_f
8]
= F R=0H : patulin
R =H : desoksipatulin
0 R

Sekil 1. Patulinin kimyasal yapis1 (Kadakal ve Nas, 2000).

Patulin, 276 nm’de UV absorbans 6zelligi gostermektedir (Baert ve ark.
2007). Su, etanol, aseton, etil asetat ve kloroformda ¢ok iyi ¢ozlnebilirken etil
eter ve benzende ¢ok az ¢Ozunir, petrol eterinde ise hi¢ ¢oziinmez (Karaca 2005).

Proteinlerin siilfidril ve amino gruplarina kars1 genellikle reaktiftir (Horvath ve
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ark. 2010). Yiksek proteinli gidalarda patulinin diisiik seviyelerde bulunmasi
veya hi¢ bulunmamasi, toksinin bu gidalarda bulunan siilfidril gruplariyla

reaksiyona girmesine atfedilmektedir (Karaca 2005).

1942 yilinda, P. patulum ve P. expansum kultlrlerinden elde edilen patulin,
genig spektrumlu bir antibiyotik bilesigi olarak kesfedilmistir (Bonerba ve ark.
2010). Patulin dreten kufler; B. Nivea, Byssochlamys fulva ve Penicillium
expansum’dur (Delage et al., 2003). Bunlardan en ¢ok kiif iiretimine sebep olan
P. expansum’dur (Jackson and Al-Taher, 2008). Izolatlarmm tiimii %100 patulin
tireticisidir (Morales ve ark. 2010). Penicillium spp., meyve ve meyve Uriinlerinde
yaygin bir kirleticidir; drnegin, mikotoksin patulin {iretimiyle sonuglanan mavi

kif curdkligiine neden olur (Moss 2008 ).

Patulin (C7H604), 6nemli bir mikotoksin ve gida Kirleticisi olarak kabul
edilmektedir (Jimenez et.all., 1988). Isiya dayanikli bir mikotoksindir. Fiziksel
yapist genellikle beyaz toz haldedir ve suda kolay ¢dziinmektedir. Ik olarak
1940'larda Penicillium griseofulvum'dan izole edilmistir. ilk kesfedildiginde
Gram pozitif ve negatif bakteriler Uzerine antibakteriyel etkiye sahip oldugu
tespit edildikten sonra bu durum patulinin bir stre antibiyotik olarak kabul
edilmesine sebep olmustur. Ancak daha sonra memelilerde toksik etkisinin
kanitlanmasinin ardindan antibiyotikler grubundan ¢ikarilarak mikotoksinlere
dahil edilmistir. Patulinin kimyasal ad1 anhidro-3-hidroksimetilen-tetrahidro-1,4-
piron-2-karboksilik-asittir (Moake ve ark., 2005)

Gidalarda patulinin gelismesi i¢in optimum sicaklik degerleri 0-25 °C“de,
en disik su aktivitesi ise 0,95 elma sularinda ise pH 3.2-3.8 araliginda

olmaktadir (Lawley ve ark. 2008, Morales ve ark. 2010).
b. Patulinin Saghk Uzerinde Etkileri

Patulin, genotoksik ve mutajenik etki gosteren bir mikotoksindir
(Errampalli, 2014 ). Kanserojen ve mutajenik etkiler de dahil olmak Uzere ciddi
akut ve kronik toksisiteye neden olabileceginden, insan sagli1 acisindan biiyiik
bir endise kaynagidir. Patulin, grup-3 kanserojen olarak siniflandirilmistir; bu,
insanlarda kanserojen olduguna dair hi¢bir kanit olmadig1 ve deney hayvanlarinda
karsinojenez ~ hakkindaki  verilerin  seyrek  oldugu anlamina  gelir

(IARC 1987 ). Ancak birkag c¢alisma patulin'in teratojenik ve genotoksik
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oldugunu bildirmistir (Liu ve ark. 2003 ). Patulin, insanlarda 6dem, bag doku
iltihaplanmasi, kan sekerinin yiikselmesi ve hipertansiyona sebep olmaktadir.
Agiz yoluyla alindig1 zaman bulanti, kusma ve mide rahatsizliklar1 goriilebildigi

gibi bobreklerde tikaniklik, idrar yollarinda hasara yol acabilir (Tunail, 2000).

Literatiideki ¢alismalarin  sonucunda patulin  olusumunda ¢evresel
faktorleriin etkisinin oldukga fazla oldugu sonucunda varilmistir. Bu faktorler
meyve ¢esidi, pH ve sicaklik gibi parametrelerdir. Patulin, insanlarda, iilserasyon
ve kanamaya ve bagirsak bozukluklarina neden oldugu bildirilen toksindir.
Patulin, sitotoksisitesi, genotoksisitesi ve immiinosupresif 6zellikleri nedeniyle
memeli modellerinde mide ve ince bagirsakta kanamaya neden olmaktadir
(Wright ve ark., 2014; Barad ve ark., 2016). Ancak kii¢iik cocuklar i¢in orta
derecede toksik bir mikotoksin olarak kabul edilir. Kontamine elma suyu ve diger
elma bazli {iriinlerin ana tiiketicileri i¢in onemli toksisite sergiler. (Sanzani ve

ark., 2010)

Toksisite ¢aligmalari, P. expansum mantar1 tarafindan iretilen patulinin
kronik olarak mutajenik, immunotoksik, genotoksik ve norotoksik etkilere sahip
oldugunu ve karaciger, bobrekler ve bagisiklik sistemi dahil olmak {izere hayati
organlara ve sistemlere zarar verdigini gostermistir (Bozzo ve ark., 2011; Garcia-

Cela ve ark.2012).
c. Patulinin Bulundugu Gidalar

Insanlarin patuline maruz kalmasindaki en énemli 6rnek enfekte, bulasmis,
ciiriimiis gidalardir. Ozellikle ortam kosullar1 (sicaklik, nem vs.) iiriiniin kalitesini
ve muhafazasini etkiler. Insanlar icin patulinin ana kaynagi enfekte olmus
meyvelerdir. Meyvelerin patulin ile kontaminasyonu hasat ve hasat sonrasi
meyvelerin depolanmasi, paketlenmesi, tasinmasi ve islenmesi gibi asamalarda

meydana gelebilir (Tournas, 2005).

Farkli bozulma mikroorganizmalar1 farkli besin gereksinimlerine sahip
oldugundan, belirli mantar tiirleri belirli gida triinlerini ve hatta meyveleri
kontamine eder. P. expansum seftali, kiraz gibi ¢ekirdekli ve ¢ekirdekli meyveleri
ve "mavi g¢iriklige" neden olduklari meyveleri tercih eder ( Moss,

2008 ; Tannous ve ark., 2018 ).
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Fakat elmalarda mavi ¢iirimeye sebep olduklari i¢in genellikle elma, elma
suyu, elma sarab1 ve elma sirkesinde gelisim gosterir (Ren ve ark., 2011; Wei ve
ark., 2020). Degisik ve cesitli elmalarda bulunan asidiklik ve pH, patulin

olusumuna etki etmektedir (Morales ve ark., 2006).

P. expansum en ¢ok elmada mavi kif ¢lrimesine de sebep olan bir mantar
turaddr. Elma urdnlerine ek olarak, armut, ¢ilek, mango, kayisi , tzim, muz veya
domates gibi diger meyve, sebze ve bunlarin iriinlerinde de patulin tespit

edilmistir ( Moake ve ark., 2005, Moss, 2008 ).
d. Patulin ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

Tuketilmesi durumunda insanlarda yarattigi ciddi saglik tehlikeleri
nedeniyle, Avrupa Birligi ve Amerika Birlesik Devletleri'nin yani sira diger
uluslararas1 ve ulusal kuruluglar tarafindan izin verilen maksimum patulin
seviyesine sinirlar getirilmistir. Elma suyu ve elma sarabinda patulin igin

maksimum sinir 50 pg 1"2dir (FDA, 2005).

Avrupa Birligi ise bu seviyeleri tiketen Kkitlelerin yas gruplarina gore
belirlemistir. Maksimum tolere edilebilir patulin seviyesi normal saglikli
yetiskinlerde sivi gida iiriinleri i¢in 50 pug/kg ve kati gidalar i¢in 25 pg/kg ile
sinirhidir. Bebekler ve ¢ocuklarin patulin toksisitesinden korunmasi igin ise
meyve bulunduran gidalarda sinir 10 pg/L ‘dir (Sanzani vd., 2010; Barad vd.,
2016; Coton vd., 2019 ;).

Patulin molekiiliniin kararliligindan dolayi, Gretimden sonra elma
urdinlerinde hala yiksek seviyelerde patulin kalmaktadir (Silva ve ark. 2007). Bu
nedenle Avrupa Birligi, tiikketiciye sunulan ve elma igeren iiriinlerde, izin verilen
en yiiksek patulin miktarlarinin belirlenmesi i¢in uluslararasi yasal diizenlemeler
ortaya koymustur (Barreira ve ark. 2010, Topgu ve ark. 2010). Elma sularinda
bulunan patulin miktarina simirlandirma getirilmesinin sebebi, elma suyunu

genellikle bebek ve ¢ocuklarin tiikketmesidir (Dombrink-Kurtzman 2006).

Toksik etkileri sebebiyle patulinin ortadan kaldirilmasi iizerine umut verici
yontemler gelistirilmistir. Istya dayanikli bir lakton oldugundan pastérizasyon
veya termal denatiirasyonla yok edilmez. Mikotoksin detoksifikasyon yontemleri,
bilesiklerin karbon dioksit ve suya kadar tamamen par¢alanmasini saglamalidir.

Bu parcalanma, her zaman mimkin olmayabilir ve bu pargcalanma esnasinda yan
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triinlerin olusumu izlenebilir. Bu yeni olusan iiriinler, ondan daha yiiksek
toksikolojik Ozelliklere sahip olabilmektedir. Patulin gibi basit bir kimyasal
yapiya sahip mikotoksinler, aflatoksin gibi karmasik yapiya sahip olan
mikotoksinlere gore tamamen par¢alanmaya daha ¢ok egilim gostermektedir
(Karaca ve ark. 2010). Patulin iireten mantarlari kontrol etmek igin bir¢ok
yaklasim uygulanmistir. Benzer sekilde, kontamine meyve sularinda patulini
parcalamak icin bazi fiziksel (UV 1sinlama), kimyasal (ozon) islemler veya
biyolojik enzimler, kimyasal fungusitler veya LAB (laktik asit bakterileri) ile

asilama uygulamalar1 kullanilmistir (loi ve ark., 2017 ).

Ozellikle, LAB P. expansum kiifii ve patulin mikotoksini tizerinde etkili bir
inhibitér oldugu, kiif sporlarinin ¢imlenmesini Onledigi, misel biiyiimesini
geciktirdigi ve c¢ok sayida gida iriinlinde mikotoksin {iretimini azalttigi
bulunmustur kanitlanmistir (Gerez ve digerleri, 2009 ; Ghanbari ve digerleri,
2013 ; Leyva Salas ve ark., 2017 ; Pawlowska ve ark., 2012 ; Sadiq ve ark.,
2019 ; Yepez ve ark., 2017). LAB'ler genellikle givenli olarak kabul edilir
(GRAS) ve tiiketici sagligin1 gelistirmek i¢in gidalara daha sik eklenir (Mokoena
ve ark., 2016; Nuraida, 2015)

D. Mikotoksin Engellenmesinde Kullanilan Yoéntemler

Mikotoksinler insan sagligini etkiledigi gibi tohum, Griin ve yem Kalitesinin
diismesine, gida giivenliginin riske girmesine sebep olmaktadir (Evren ve ark.,
2012). Bu sebeplerden dolayr mikotoksin detoksifikasyonu ydntemleri dnem
kazanmaktadir. Detoksifikasyon; gidalardan kanserojen gibi zararli, toksik
bilesenlerin  uzaklastirilmas1  islemidir. Mikotoksinler yapilarina, ortam
kosullarina gore farkliliklar gosterebilirler. Bazi mikotoksinler 1siya ve aside
dayaniklilik gosterirken bazi mikotoksinler psikrofil yapida olup ayni zamanda
alkali ortamlarda bulunabilirler. Gunimuzde birgok sektorde kuf ve mikotoksin
varlig1 gida giivenligi ve insan saglig1 acisindan risk olusturdugundan dolay:
mikotoksin olusumunu tamamen engellemek miimkiin olmasa da kismen
azaltmaya yonelik yontemler gelistirilmistir. Mikotoksinlerin degradasyonu
amaciyla yapilan ¢alismalarda fiziksel, kimyasal ve biyolojik yOntemler
kullanilmaktadir. Detoksifikasyon yontemleri esnasinda; hem gidanin igerisindeki

toksin inaktif hale getirilmeli, parcalanmali veya uzaklastirilmali hem de bu
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asamalar gergeklesirken gida giivenligi saglanarak ortamda yan uUrinler, toksik
maddeler olusmamali ve Urlintin besin kalitesi korunmalidir. Gida tiiketiciler igin
tiikketilebilir durumda olmalidir (Omak ve ark., 2016).

1. Fiziksel Yontemler

Fiziksel yontemlerle besin maddelerinden mikotoksinlerin
uzaklastirilmasinda temel prensip hasarli ve kiif iiremesi goriilen tanelerin
uzaklastirilmasidir (Y1lmaz ve Ozay, 2001). Fiziksel yontemler genellikle daha
disiik maliyetli ve kolay uygulanan siizme, ekstraksiyon, 1s1, 1sin gibi
uygulamalart  igerir.  Fiziksel detoksifikasyon  yoOntemleri  mikotoksin
degradasyonu amaciyla literatiirde fazla ¢alisilan yontemlerdir. Uygulanmasinin

kolay olmas1 ve daha az zaman almas1 gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Ozdemir

ve Ozilgen; 1995).

Tamiwaki et al. (1992), elmalara Penicillium expansum susunu asilama
isleminden sonra, elmalar zararli dokularin ¢ap1 belli bir miktar azalana kadar
25°C’de depolanmistir. Depolama sonunda elmalar patulin analizine tabi
tutulmuslardir ve patulinin biyik bir bolimd hicrenin zararli kisminin ilk
lem’inde  bulundugu goriilmistir. Bunun sonucunda zararli dokunun
temizlenmesinin elmayr patulin agisindan temizlenmis duruma getirmek igin
yeterli olmadig belirtilmistir. Pastorizasyon gibi 1s1 uygulamalar1 destegi

mikotoksin uzaklagtirma isleminde kullanilan etkili yontemlerdir.

Welke, Hoeltz ve Dottori (2009), elma ve elma suyu ile yaptiklari ¢alismada
elmadan elma suyuna islenme yoluyla gecen patulin kaybinin %75.2 oldugunu
bildirmistir. Bu ¢alismada pastdrizasyon, 0giitme, buharlastirma, enzimatik islem
gibi birden fazla yontem uygulanmistir. Elmadaki patulin igerigi &giitme
isleminde 255 ile 653 ug/kg, pastérizasyondan sonra 131-406 ug/L araliginda
seyretmistir. Enzimatik islemden sonra ise 91-244 pg/L, ve buharlastirmadan
sonra 56'dan 231 pg/L'ye distiigli izlenmistir. Bu sonuclara dayanarak, elma
suyunda pastdrizasyon, enzimatik islem ve buharlastirma ile sonug¢lanan ortalama
patulin kayiplarimin sirasiyla %39.6, %28.3, 9%?20.1 ve %?28.4 oldugunu
hesaplamislardir. Bu yontemlerin hepsinde elma puresindeki patulin igeriginin
azaldig1 ve patulin seviyelerinin orijinal igerigin %29'undan %380'ine diistiriildigi

kanitlanmistir.
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Artik ve ark. (2001) elma suyuna aktif komiir kullanim1 uygulamislardir.
Bu uygulama sonucunda patulin seviyesinin en yuksek %40.9 oraninda azaltildig:
sonucuna varmiglardir. Ancak renk ve fenolik igeriginin ise Onemli derecede

azaldig1 bildirilmistir (Moake ve ark. 2005).

Ancak bazi giivenlik kriterlerinin bu yontemlerde garanti edilememesi de
s6z konusudur. Ornegin mikotoksin degradasyonunda kullanilan UV 1sin
uygulamasi1 gidada ve buna bagli olarak insan saglifinda risk olusturma
ihtimaline sahip bir yaklasimdir. Baska bir arastirmada patulin mikotoksininin
bozunmast UV 1511 uygulamasiyla fiziksel olarak gerceklestirilmistir. Bu fiziksel
uygulamanin patulin {lizerinde %94,8 oraninda etkili oldugu kanitlanirken ayni
zamanda besin kayb1 sonuglarina ve buna bagh olarak gida giivenligi sorunlarina

sebep oldugu bildirilmistir (Diao et.all., 2019)

Fiziksel uygulamalardan 1s1 ile inaktivasyon olduk¢a yaygindir.
PastOrizasyon, besin maddelerinde bulunan hastalik yapici ve patojen
mikroorganizmalar1 inaktif hale getirmek igin 60 °C’den 100 °C’ye kadar
uygulanan 1sil islem yontemidir. (Anonim, 2012a). Ancak bazi mikotoksinler
1s1ya kars1 direng gosterdiklerinden gidaya uygulanan sicakligin 300 °C ve Ustlne
kadar ¢ikartilmasi gerekebilir. Bu kadar yiiksek 1s1 besinlerin kimyasal yapisinda
ve buna bagli olarak gida giivenliginde bozulmalara neden olup saglik riski
yaratabilmektedir. Daha diisiik sicakliklar mikotoksinde kismi pargalanmalar

yaratmaktadir.

Ornegin patulin, 1s1ya direncli ve kararli yapisindan kaynakli elma sular1 ve
elma suyu konsantrelerinde pastdrizasyon gibi proseslerle etkisiz hale
getirilememektedir. Clnkl patulin, asidik ortamda ve yiiksek sicakliklarda da
kararli kalan bir yapiya sahiptir (Bonerba ve ark. 2010, Kadakal ve Nas, 2003b).
Pastorizasyon yolu ile detoksifikasyon iizerine ¢alisan Lovett ve Peeler (1973),
Penicillium expansum ile curuttukleri elmalardan drettikleri elma suyunda
uyguladiklar1 pastorizasyon sonrasi patulin miktarinin %33 oraninda azaldigim
tespit etmislerdir. Pastorizasyon islemi patulin mikotoksinini kismen engelleyerek

azaltmis fakat yok edememistir.

Ozcelik (1979), elma iizerinde yaptiklar1 ¢alismada Erzincan elmalarini P.

expansum ile asilamistir. Elma sularini ayirarak; ilk gruptaki elma sularina 1sil
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islem uygulanmadan, ikinci gruptaki elma suyu Orneklerine ise 70, 80, 90,
100°C’de 20 dakika 1s1l islem uygulanarak patulin miktarlar1 karsilagtirilmistir.
Uygulanan 1s1l islemin patulin miktar1 iizerinde énemli etkiye sahip olmadigi 1s1l

islemlerin patulini kismen engelleyebildigi tespit edilmistir.

Moake ve ark. (2005) yaptiklart ¢alismada 60-90 °C’de 10 saniyelik

pastdrizasyon islemleri, patulin oranin1 %18.8 azaltabildigi rapor edilmistir.

Kadakal ve Nas (2003b) ¢alismalarinda, farkli 1s1 uygulamalarinin patulin
seviyesi tizerindeki etkisini arastirmislardir. Bu ¢alismada 5, 10, 15 ve 20 dakika
araliklarla 90 ve 100 °C’lik 1s1 uygulamasi ve 70 ve 80 °C’lik evaporasyon
islemleri uygulanmistir. Bu sicakliklarin patulin ve elma suyunun diger 6zellikleri
uzerindeki etkisini incelenmistir. Isitma ve evaporasyon siiresi arttikga, elma
sularinda patulin oraninin azaldigi g6zlenmistir. 20 dakika, 90 ve 100 °C’lik 1s1
uygulamast sonunda patulinin sirasiyla %18.81 ve %25.99 oraninda azaldig:
rapor edilmis. 70 ve 80 °C’lik evaporasyon sonucunda ise sirasiyla %9.40 ve %

14.06 oraninda azaltilabildigi gosterilmistir.

Fiziksel uygulamalarin mikotoksin degradasyonunda yetersiz kaldigi bu gibi
durumlarda baska alternatif yoOntemlere basvurulmaktadir. Bazi {riinlerde
mikotoksin miktarin1 kismen azalttig1 tespit edildiginden kimyasal ve biyolojik
yontemlere basvuruldugu dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle bakteri ve enzimlerin

kullanim1 olduk¢a yayginlagsmaya baglamistir.

2. Kimyasal Yontemler

Kimyasal detoksifikasyon gidalarda mikotoksin varligini engellemek veya
azaltmak amaciyla kimyasal maddelerin iirline eklenmesini kapsar (Yilmaz ve
Ozay, 2001). Hayvan yemlerinde amonyak ile detoksifikasyon uygulamasinin
yanisira hidrojen peroksit, sodyum hidroksit/hipoklorit, metilamin, kalsiyum
hidroksit ve diger alkalilerin, bir insektisit olan dichlorvos’un tar¢in gibi bazi
bitki ekstraktlarinin aflatoksini parcalayict ve azaltict etkileri saptanmistir
(Tosun, 1996). Kimyasalin, gida maddesinde toksik bir kalint1 birakmamasi, gida
maddesine zarar vermemesi buna bagl olarak gida ve tiiketici giivenliginde risk

olusturmamasi gerekmektedir (Y1lmaz ve Ozay, 2001; Sinha;1998).

Ornegin  ozon ve hidrojen peroksit uygulamalari  mikotoksin

degradasyonunda yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Ozon, atik sularin
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dezenfeksiyonunda ve gida endiistrisinde mikroorganizmalarin inaktivasyonunda
kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira mantar gelisimini kontrol altina almada ve
mikotoksin konsantrasyonunu kismen de olsa azaltmada kullanilabilmektedir.
Dwarakanath ve ark. ozon ile detoksifiksyon yontemini kullanarak, pamuk
tohumu ve yerfistig1 kiispesinde aflatoksinleri azalttigini rapor etmislerdir. Pamuk
tohumu kispesinde total aflatoksin oraninin 214 ppb'den 20 ppb'ye indigini ve
yer fistig1 kiispesinde patulin  oraninda %78 yikimlama oldugunu
gozlemlemislerdir. Bununla beraber, ozon uygulamasi, iiriinlerin protein etkinlik

oranini da azaltmistir (Keser ve Kutay, 2008).

Karaca ve Velioglu (2009) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile patulinin ozona
kars1 hassasiyet gosterdigi bulunmustur. Baslangigtaki patulin derigiminin, 1
dakikalik ozon muamelesi sonucunda 9%98’e¢ kadar pargalanmis oldugu
gozlemlenmistir. Spektrometrisi yontemleri ile yeni herhangi bir yan Griniin veya

toksik bir Urtnin olusumu gézlenmemistir.

Amonyak ile muamelede, patulin seviyelerinin laboratuvar artiginda %99.9,
meyve suyunda ise %99.8’e kadar indirgendigi; fakat meydana gelen {iriiniin

kullanima uygun olmadig: bildirilmistir (Fremy ve ark. 1995).

H,0, ekonomik olmasi, hazirlanma kolaylig1 ve aflatoksin par¢alanmasinda
etkin ve 6nemli bir kimyasal olmasindan dolay:r bircok arastirmaci tarafindan
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada aflatoksin pargalanmasinin %385,5
olabilmesi ig¢in gerekli optimum kosullarin %0,08 H,O,nin 0,7 dakika
uygulanmasi sonucu elde edildigi bildirilmistir (Yilmaz ve Ozay, 2001).

Ayn1 sekilde baska bir arastirmada Diaz ve ark. diisiik diizeydeki (hayvan
basina 45 g/giin) aktif komiriin siitteki aflatoksin kalintisini 6nemli derecede

azaltmadigini bildirmislerdir. (Avantaggiato, 2004).

Her ne kadar fiziksel ve kimyasal yontemler degisen derecelerde basari ile
karsilansa da, sinirli etkinlik ve 6nemli besin maddelerinin kayiplar1 hala bunlarin
gida endiistrisindeki uygulamalarin1 engellemektedir. Kimyasal yontemler
kullanilarak yapilan uygulamalarda iiriine eklenen bu tiir kimyasallar mikotoksin
acisindan {riinii giivenilir kilmasinin yani sira iiriinde toksik yan driinler
olusmasina ve besin degerinde azalmalara sebep olabilir. Gida giivenligi ve buna

bagli olarak insan saglig1 agisindan risk olusturabilecek durumlar ortaya ¢ikabilir.
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3. Biyolojik Yontemler

Gunimuzde  mikotoksinlerin ~ kimyasal ve  fiziksel  ybdntemlerle
detoksifikasyonunun disinda, biyolojik detoksifikasyon da agirlik kazanmistir
(vVarga ve ark., 2000). Mikotoksin ile bulasmis tarimsal hammaddelerin
engellenmesi Uzerine bircok strateji arastirilmasina ragmen ¢ogu uygun
bulunmamis insan sagligi acgisindan elverissiz olarak degerlendirilmistir (Karaca
ve ark., 2010). Farkli yontemler mikotoksin engellenmesinde olumlu sonuglar
vermelerine karsin yiiksek maliyet ve gidada besin kayiplar1 veya toksik madde
olusumu gibi olumsuz durumlara sebep olabilirler. FAO, fiziksel ve kimyasal
adsorbanlar kullanilarak mikotoksinlerin detoksifikasyonu iizerine yapilan
calismalar sonucu elde edilen basarilarin sinirli kaldigin1 belirtmistir (Fuchs ve
ark., 2008). Biyolojik detoksifikasyon ¢alismalarinda, mikotoksinleri par¢alama
veya engelleme yeteneklerinden dolayr mikroorganizmalar arasinda ozellikle
maya ve laktik asit bakterileri arastirma konusu olmustur (Reddy ve ark., 2011,

Topegu ve ark., 2010).

Mikotoksinleri kontamine olmus substratlardan fiziksel ve kimyasal
yontemlerle ortadan kaldirma girisimlerinin yani sira, mikroplarin mikotoksinleri
parcalama yetenegi artik genis capta incelenmektedir. Dekontaminasyon igin en
iyi ¢cozumidin, biyolojik detoksifikasyon olacagi ¢esitli ¢alismalarla kanitlanmistir,
Ayn1 zamanda bu yontemin zararli toksik madde yaratabilen kimyasallarin
kullanilmasin1 azaltabilecegi ve gida/yemlerde besin degerleri ve yenilebilme
Ozelliklerinde Onemli kayiplara neden olmayacagi ve gida giivenliginin
korunacagi fikrinde birlesmektedir. Isiya, alkali veya asidik ortamlara dayanikli
mikotoksinlerin degradasyonunda Urtine biyolojik enzimlerin, antagonistik
mayalarin, toksijenik olmayan kiiflerin veya gida koruyucusu olarak bilinen
laktik asit bakterilerinin agilanmasi gibi yaklagimlarin uygulanmasi gerekebilir.
Yiiksek sicakliklara dayanikli aflatoksin 270 °C sicakliga kadar gelisimini
siirdiirebilmektedir. Gidaya uygulanan bu yiiksek 1s1 besinlerin yapisinda

bozulmalara sebep olabileceginden biyolojik yontemler alternatif yaklagimlardir.

Biyolojik yontemler arasinda mikrobiyel inaktivasyon yontemi oldukca
yaygin bir uygulamadir ve arastirmacilar tarafindan tercih edilmektedir (Keser ve
Kutay, 2008). Biyolojik detoksifikasyon yontemlerinde cesitli bakteri, maya, kif

ve enzim tirlerinin gida igerisine inokiile edilmesi uygulamasi kullanilmaktadir.
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LAB kullanim1 antifungal 6zelliklerinden dolayr dnem arz etmektedir. (Kabak ve
Var, 2006; Kabak ve Var, 2004; Karlovsky, 1999).

Flavobacterium auranticum B-184 susunun bazi gidalarda aflatoksin B;’i
azalttig1 veya tamamen ortadan kaldirdigr cesitli calismalarla ortaya konmus ve
bu calismalarda aflatoksin B;’in azalmasinda bakterinin enzim veya enzim
sisteminin rol oynadigi ve toksinin canli F. auranticum hticreleri tarafindan aktif

olarak metabolize edildigi gdriilmiistiir (Y1lmaz ve Ozay, 2001).

Yapilan bagka bir calismada Yue ve ark. (2011), inaktif hale getirilmis 10
tane maya susunu biyolojik detoksifikasyon yonteminde kullanmiglardir. Bu
maya suslarindan 8 tanesinin elma suyunin patulin oranini %50 oranina kadar,

diger 2 susun ise patulini %72 oraninda azalttigini bildirmislerdir.

Li ve ark (2019) yaptiklar1 ¢alismada patulin bozunmasinda Rhodotorula
mucilaginosa, enzimi kullanmistir. R.mucilaginosa patulin'in 35 °C'de 21 saat
siireyle detoksifikasyonunda etkili olmustur. 21 saat sonra patulin'in %90'a kadar1
onemli Ol¢iide azalttigni kanmitlanmistir. R. mucilaginosa giderim kapasitesinin
sicakligin 20 °C'den 35 °C'ye cikarilmasiyla 6nemli bir artis gosterdigi, daha
sonra 40°C'de azaldigi bildirilmistir. 35 °C'de R. mucilaginosa patulin'in %90'in1

cikarma kapasitesine ulastig1 kanitlanmigtir.

Ozellikle LAB'1n kiif sporlarinin ve misel gelismesini 6nledigi, yavaslatip
geciktirdigi ve bir¢ok gidada mikotoksin Uretimini azalttigi bulunmustur (Gerez,
Torino, Rollan ve Font de Valdez, 2009). LAB’in aflatoksin Uretimini inhibe
edebildiklerini kesfeden Maing ve arkadaslar1 olmustur. Arastirmacilar,
Lactobacillus delbrueckii ile fermente edilen soya sosu 6rneklerinde
fermentasyon sirasinda aflatoksin oranimin  Lactobacillus delbrueckii’yi

icermeyen Orneklerdekine gore daha az oldugu sonucuna ulagmislardir.

Guillaume ve ark (2021) elma suyunda yaptiklar1 ¢alismada laktik asit
bakterisi olan Leuconostoc mesenteroides susunu kullanarak Penicillium
expansum kiifiiniin {irettigi patulin mikotoksinini azaltarak laktik asit bakterisinin
antifungal aktivite gosterdigini kanmitlamislardir. P. expansum kolonilerinin
¢aplari, 1 x 108, 1 x 10 ° ve 1'de laktik asit bakterisi eklenmesiyle sirasiyla 26,15
+ 0,60, 15,15 + 0,58 ve 00 = 0,00 mm'ye 6nemli Sl¢iide azalmistir. Buna bagl

olarak L. mesenteroides ile inkibe edilen elma suyundaki patulin ig¢eriginin 5,8
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ng/mL oldugu tahmin edilmistir. Onemli olarak, baslangigtaki patulin iceriginin
%19,4'0, HM elma suyunun 25 °C'de LB7 ile 24 saatlik inkiibasyonundan sonra

onemli 6lciide (P < 0,05) elimine edildigi kanitlanmistir.

Benzer sekilde Hawar ve ark (2013) yaptiklar1 ¢alismada Lactobacillus
plantarum bakterisi Penicillium expansum ¢imlenmesinde ve misel gelismesinde
inhibitor olarak kullanilmistir. LAB'nin probiyotik suslari, P.
expansum'un buyumesini geciktirme ve patulin Gretimini etkileme yetenekleri
agisindan taranmistir. Patulin engellenmesinde Lactobacillus plantarum etkili
olmustur. Penicillium expansum'un buyumesi, Lactobacillus plantarum'un iki
susunun 48 saatlik hiicresiz slipernatanina maruz kalma nedeniyle 6nemli 6l¢iide
kisitlandi. P. expansum tarafindan olusturulan toksik bir ikincil metabolit
olan patulin'in, L. plantarum hiicrelerine ve hiicre icermeyen stipernatana maruz
kalmasi iizerine biyotransformasyonu, vurgulamaktadir. 10 *° hiicre ml ™ (37
°C) ile 4 saatlik inkiibasyonun ardindan patulin'in %80'e kadar1 biyolojik olarak

dontistirilmiistiir.

Uc giinlik Lactobacillus lactis kiiltiirleriyle kiif sporlarmin es zamanl
eklenmesi sonucu kuf Gremesi inhibe oldugu halde; Lactobacillus lactis susu ii¢
giinliik kiif kiiltiiriine eklendiginde kiif iiremesi uyarilmistir. Calismada 13 giinliik
Streptococcus lactis kiiltiiriiniin aflatoksin diizeyini tamamen diisiirdiigii halde iki
kiiltiirin aym1 anda eklenmesi durumunda ise inkiibasyon periyodu boyunca
aflatoksin miktarinin arttig1 bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada 19 tiir laktik asit
bakterisinin Aspergillus fumigatus, Rhizophus stalonifer ve Rhizophus ssp.’ye
kars1 etkisi incelenmistir. Sonuglara gore L.lactis subs.diacetylactis DRC1 ve
Streptococcus thermophilus 483 en etkili suslar ve A.fumigatus’un da en duyarli
kiif oldugu bulunmustur. Ayrica ticari silaj i¢in kullanilan laktobasil tiirlerinin
A.flavus subs. parasiticus liremesini ve toksin iiretimini azalttigini belirtmislerdir
(Yilmaz ve Ozay, 2001).

Yapilan ¢alismalara bakildigi zaman uygulanan fiziksel ve kimyasal
detoksifikasyon stratejilerinin, gidanin duyusal O6zelliklerini degistirmeleri ve
gidanin besinsel degerinde yasanan kayiplar, toksik madde tretebilme ihtimalleri,
gida giivenliginde risk olusturmalari, ekonomik olmamalar1 gibi dezavantajlarinin
bulunmasi insan saglig1 agisindan biyolojik yontemleri daha avantajli kilmaktadir

(Omak ve ark., 2016).
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E. Laktik Asit Bakterileri ve Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri (LAB), Gram pozitif, prokaryotik hiicre yapisina
sahip spor olusturmayan mikroorganizmalardir. Karbonhidrat fermantasyonu
sonucunda baglica son iriin olarak laktik asit olusturan yetenegine sahiptir.
Fiziksel o6zellikleri bakimindan hareketsiz ¢ubuk ya da kok seklinde olabilirler.
Gidalarda dogal olarak da bulunabilirler. Bu drunlere 6rnek olarak et, sit ve
sebzeler verilebilir. LAB’larin en 6nemlileri; Bifidobacterium, Brevibacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, ve Weissella’dir. Bu grup
bakteriler zararsiz olarak kabul edilmektedirler ve GRAS statiisiinde yer
almaktadirlar. Glikozu laktik asite cevirmeleri ile bilinirler ve bitin LAB
anaerobik (oksijensiz ortam) ortamlarda altinda gelisim gosterebilmektedir. Fakat
oksijene karst duyarli degildirler, oksijen varliginda da varliklarini
surdirebilirler. Hem aerobik hem de anaerobik ortamlarda gelisebilen
organizmalar ‘aerotolerant anaerob’ organizmalar olarak adlandirilmaktadirlar.
LAB, ayrica endistriyel 6neme sahip mikroorganizmalardir. Cilinkii saglik ve
beslenmedeki faydalar1 ve fermentatif kabiliyetlerinden dolay1r oldukca fazla
tercih edilirler (Simsek and Bilgin, 1996, Pfeiler ve Klaenhammer, 2007).

LAB organik asit, diasetil, asetoin, hidrojen peroksit, antifungal peptitler ve
bakteriyosinler gibi ¢ok ¢esitli antimikrobiyal bilesikleri liretebilme kapasitesine
sahip oldugu icin gida koruyucusu olarak kullanim agisindan ilgi odagi olmustur
(Holpzapfel et.all. 1995; Magnusson and Schnirer, 2001). Laktik asit
bakterilerinin antagonistik aktivite mekanizmalar1 igerisinde bazi laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen "bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri" bilesiklerdir

(Askar vb.,1999).

Bakteriyosinler, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, bakterisidal
aktivite sergileyen aktif proteinlerdir. LAB’larin pek c¢ok cinsinin bakteriyosin
trettigi bilinmektedir. Ge¢mis yillarda yapilan ¢alismalar bakteriyosinlerin gida
koruyucusu olarak kullanildigr ve oldukga faydali o6zellikler sergileyebildigini
acikga gozler oniline sermistir. Gidalara koyucu olarak bakteriyosin ilavesi ile;
gidalarin raf Omrii uzatilabilmekte, belirli sicakliklarda maksimum koruma

saglanmakta, gidalarda bozulmalara yol acan mikroorganizmalar nedeni ile
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yasanan ekonomik kayiplar en aza indirgenmekte, kimyasal koruyucularin
kullanimlar1 azaltilabilmekte, koruma i¢in daha az prosesin uygulanmasi sebebi
ile tirlintin besinsel degeri ve kalitesi de daha iyi korunabilmektedir (Thomas ve
Wimpenny, 1996).

LAB, et ve balik iriinleri, siit triinleri, tahil riinleri ve sebzeler gibi
gidalarda starter kualtlr olarak ilave edilebilmektedir. Bu sekilde gidalarin
olgunlastirilmasi, dayanikliliginin arttirilmasinda 6nemli rol oynarlar (Tangiiler
ve Erten, 2006). Antifungal 6zellik gosteren LAB gesitli gidalarda ve hayvan
yemlerinde kullanilmaktadir. Dogal igeriklere sahip maksimum kalitedeki
gidalarin tiretimi konusundaki ihtiyag ile birlikte gida bozulmalarini engellemede

LAB’1n biyokoruyucu olarak kullanilmasina odaklanilmistir.

1. Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides fakiltatif, Gram pozitif, hareketsiz, ve
kireseldir. Genellikle ciftler ve zincirler halinde merceksi kokoid hicreler
olusturur, ancak bazen uzun zincirlerde yuvarlak uclu kisa ¢ubuklar olusturabilir.
L. mesenteroides en iyi 30°C'de biyiir, ancak 10°C ila 30°C arasindaki
sicakliklarda hayatta kalabilir. Optimum pH'1 5,5-6,5'tir, ancak yine de pH 4,5-
7,0'da buyime gosterebilir. L. mesenteroides tipik olarak ¢ok ¢esitli etli meyve

ve sebzelerin derisinde bulunur.

Genellikle endiistriyel siit iiretiminde baslangic¢ (starter) kiiltiirleri olarak
kullanilirlar. Cevredeki ortamin pH'ini disiiren laktik asit iiretme yetenegine
sahiptir ve asidik ortami tolere edemedikleri i¢in diger rakip gida bozucu
organizmalarin biliylimesini engeller. Bu yizden antifungal, antimikrobiyal
ozellikleri gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ozcan ve ark.,
2019; Dols ve ark., 1997) .

Bu tez ¢alismasinin amaci LAB olan L. mesenteroides’in elma ylizeyinden
izole edilen Penicillium tirlerinden Penicillium expansum ve buna bagh
aktivasyon gosteren patuline etkisini degerlendirmektir. Farkli ortamlarda (aerob-
anaerob) muhafaza edilip kif ve laktik asit bakterisi ile muamele edilen elma
sirkeleri baz alinarak yapilan bu calismada LAB’mn kife ve mikotoksine etkisi
incelenmistir. Calisma ile paralel sekilde sirke lizerinde mikrobiyolojik ve

kimyasal analizler yapilmistir.

24


https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-positive_bacteria
https://en.wikipedia.org/wiki/Non-motile_bacteria
https://en.wikipedia.org/wiki/Coccoid_bacteria
https://en.wikipedia.org/wiki/Coccoid_bacteria
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_(shape)
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_(shape)
https://en.wikipedia.org/wiki/Lactic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Lactic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Lactic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Leuconostoc_mesenteroides%23cite_note-:02-2
https://en.wikipedia.org/wiki/Leuconostoc_mesenteroides%23cite_note-:02-2

25



Il. MATERYAL VE METOT

A. Materyal

1. Kullanilan Malzemeler
Hassas terazi (AND GR200, Japonya)
Otomatik Pipetler
Beher
Mezur
Balon joje
Erlen
Baret
Huni
Plastik Petri Kutulari
Cam Petri
Spatil
Filtre Kagidi
Etiv (Binder ED240, Almanya)
Otoklav (Hiclave Hirayama HV-110L)
Manyetik Karistirici (DLab, Cin)
Vorteks (Handy-LAB/NB-105V, Tayvan)
Refraktometre (Reichert Leica Abbe Markll, USA)
Spektrofotometre (PG Instruments T60UV-Visible, Ingiltere)

Spektrofotometre Kivetleri



2. Kullamlan Kimyasallar
MRS, PDA, YGC Agar (Merck)
DPPH (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) Merck
Metanol (Merck)
Fenolftalein (Merck)
Sodyum Hidroksit (NaOH)
Gallik asit
Sodyum Karbonat (Na,CO3)
Aliminyum Klortr (AICl3)
Folin Ciocalteu Fenol Reaktifi
%0,1’lik Asetik Asit
%2’lik Asetik Asit
%100’lik Asetik Asit
Asetonitril
%1’lik NaHCO3
Dietil Eter

Etil Asetat

B. Yontem

Elma sirkeleri laboratuvar ortaminda iiretildikten sonra daha once izole
edilen kiif ve bakteri asilamasi yapilmistir. Sirkelerin 0, 7, 15 ve 30. giinlerinde
pH, toplam asitlik, suda toplam kuru madde (briks), toplam fenolik madde,
toplam kuru madde, antioksidan aktivite tayini, toplam flavonoid, toplam alkol ve

patulin analizleri ve mikrobiyolojik analizler yapilmistir.
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C. Metot

1. Patulin Detoksifikasyonunda Kullamlacak Laktik Asit Bakterisinin

izolasyonu

LAB eldesi icin MRS yatik agar hazirlanip otoklava atilmistir. Deney
tiipleriyle otoklava atilan MRS agar yatik halde donmaya birakilarak yatik agar
elde edilmistir. Yatik agarlar donduktan sonra L. mesenteroides bakterisi alev
yaninda steril bir 6ze yardimiyla ekimi yapilmistir. Ardindan yatik agarlar 2 giin
37 °C bir etiivde bekletilmis ve L. mesenteroides eldesi saglanmistir. Ardindan
steril 0ze yardimiyla lam {iizerine alinan bakteri mikroskobik incelemeye tabi
tutulmustur (Sekil 2a-b). Seyreltme diliisyonlarinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle
iireme olan yatik agarlardan birine 2 mL peptonlu su eklenerek vortekslenmistir.

Sirke iiretilecegi giin igerisine agilanmak i¢in hazir hale getirilmistir.

Sekil 2. (a-b): Leuconostoc mesenteroides mikroskop goruntist (x100’de
bliylitiilmiis)

2. Elma Orneklerinden Kiif Izolasyonu

Kiif ve maya sayiminda kullanilan PDA (Potato Dextrose Agar) hazirlanip
otoklava konduktan sonra kiif izolasyonu amaciyla sirke iiretiminde kullanilacak
olan elmalardan kabuklar1 kesilmeden parcalar alinarak iki tanesi PDA {izerine
cizilmis, iki tanesi PDA iizerine parga parca olacak sekilde birakilmistir (Sekil 3).
Ardindan 25°C etlvde 5-7 gun bekletilerek P. expansum kufl izolasyonu

saglanmis ve bu elde edilen kiifler ¢ogaltilmak amaciyla PDA Uzerine tekrardan
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cizilmistir (Sekil 4). Steril kosullarda PDA yatik agara ekim yapilmis ve sirke
iiretiminde sirkeye asilanmak iizere 2 mL peptonlu su karistirilarak 107’e
seyreltilmis ve saflastirma islemi gergeklestirilmistir. Ardindan steril bir 6ze
yardimiyla lam tiizerine alinan Penicillium expansum mikroskobik incelemeye

tabi tutulmustur (Sekil 6).

Sekil 5. Penicillium expansum saflastirma islemi
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Sekil 6. Penicillium expansum mikroskop goruntusu

3. Leuconostoc mesenteroides’in Penicillium expansum Uzerinde Antifungal

Etkisinin Belirlenmesi

P. expansum biiyiimesine karst L. mesenteroides bakterisi ile
kullanilabilecek stratejiler denenmistir. izole edilen lastik asit bakterisi ve kufiin
gelisimini ayn1 ortamda izleyip laktik asit bakterisinin antifungal aktivite gosterip
gostermedigini incelemek i¢in kullanilan ilk yontemde 4 adet erlenin igerisine

100 mL’lik peptonlu su konmustur.

Ardindan ilk erlene 1 mL Penicillium expansum asilanmis 25 °C etlvde 4
gun bekletildikten sonra tzerine 1 mL laktik asit bakterisi L. mesenteroides
eklenmistir. 6 giin boyunca 37 derecelik etiivde bekletilmistir. Tkinci erlene 1 mL
Penicillium expansum ve 1 mL L. mesenteroides ayni anda asilanmistir ve 10 giin
boyunca 25 derecelik etiivde bekletilmistir. Uciincii erlene sadece kiif sporu 1 mL
Penicillium expansum eklenmistir ve 10 giin 25 derecede saklanmistir. Dordiincii
erlene ilk olarak 1 mL L. mesenteroides eklenmis 37 derecede 2 giin beklendikten
sonra 1 mL Penicillium expansum eklenmistir ve 25 derecede 8 giin daha
bekletilmistir. Dort erlen de toplam 10 giin farkli derecelerdeki etiivlerde
bekletilmistir. 10. giinlin sonunda toplam 4 erlen de etiivlerinden ¢ikarilip laktik

asit bakterisinin antifungal etki g0sterip gostermedigi incelenmistir.

Laktik asit bakterisinin P. expansum kuft 0zerindeki antifungal etkisini
gormek i¢in agar kuyu diflizyon yontemi de uygulanmistir. Steril bir ortamda
MRS agar iizerine 6 mm c¢apinda delikler agilmistir. Bu agilan delikler igerisine
0,1 mL 10"’e seyreltilmis L. mesenteroides aktarilmistir. Bu petriler 37 derecede

5-6 saat inkiibasyona birakilarak L. mesenteroides bakterisinin aktivasyonunun
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artmas1 amaclanmistir. inkibasyon sicakligi sonunda deliklerin kenarlarina 0,1
mL olacak sekilde 10, 102, 10°, 10, 10 ve 10®ya kadar seyreltilmis P.
expansum kiifii drigalski yardimiyla yayilmis ve bu petriler 25 derecelik etiivlerde
inbiibasyona birakilmistir. 5-7 gun sonra delikler icerisindeki L. mesenteroides
bakterisinin olusturdugu bakteriyosinler tarafindan agarin ¢evresine yayilan P.
expansum kiifii etrafinda bir zon olusturarak antifungal etki gosterip gostermedigi
incelenmistir. Yapilan bir ¢alismada P. expansum'un MRS'de biylime yetenegi
kanitlanmistir ( Schillinger ve Villarreal, 2010). In vitro antifungal aktiviteye
sahip bircok LAB, bitki hastaliklarinin yonetiminde etkili biyokontrol ajanlari
olarak onerilmistir ( Gajbhiye ve Kapadnis, 2016 ).

4. Sirke Uretimi

Sirkeler laboratuvar ortaminda yavas yontem ile yesil elma (Granny Smith,
Temmuz 2023, istanbul) ve su kullanilarak olarak iiretilmistir (Aktan ve Yildirim,
2011). Caligmanin basinda sirkeyi iiretmek iizere temin edilen elmalarin yiizeyleri
Potato Dextroz Agar (PDA) Uzerine surllerek P. expansum izole edilmistir. Yesil
elmalar Istanbul Migros marketten temin edilmistir ve suyla yikandiktan sonra
kabuklar1 soyulmadan kii¢iik parcalar halinde kesilmistir. Daha sonra 17 adet 500
mL’lik kavanozlar 2/3’si elma olacak sekilde doldurulmus geri kalani su ile
tamamlanarak kapatilmistir (Sekil 7). Sirke olusumu sirasinda ortaya cikacak

gazdan dolay1 kavanozlar su ile doldurulurken bir miktar bosluk birakilmistir.

Elma sirkeleri aerobik ve anaerobik ortamlarda olacak sekilde 2 grup
halinde dogal yontemlerle sadece elma ve su ile katkisiz olarak iiretilmistir. 17
adet kavanozun 4 tanesi aerobik ortamda muhafaza edilmek tizere, kalan 12 tanesi
ise anaerobik ortamda tutulmak {izere iiretilmistir. Kalan 1 adet sirke 0. giin
sirkesi olarak iiretilmistir. Bunun sebebi depolama olmadigindan dolay1 biitiin
sirkelerin 0. giinleri ayn1 baz alinarak analizler gergeklestirilmistir. Aerob-
anaerob farki yasanmayacagi diisiintilerek 0. giin bir adet tiretilmistir. 0, 7, 15 ve
30. giinlerde numune alinip mikrobiyolojik ve kimyasal analizlerin yapilmasi
amaclanmistir. Anaerobik ortamda tutulan sirkelere 0, 7, 15 ve 30. gunlerde
yapilacak analizler esnasinda hava ile temasi sirkelerin mevcut ortamini bozacagi

icin anaerobik ortamda saklanacak her bir sirkeden 3’er adet (7.glnler, 15.gunler
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ve 30.glnler) tretilmistir. Bu sirkeler Uretildikten sonra 22 C’lik etuvlerde

muhafaza edilmistir.

Sekil 8. 17 adet elma sirkesi

Aerobik ortamda bulunan sirkeler her giin kapaklar1 agilarak cam bagetlerle
karigtirilmig ortamla temasi saglanmistir, anaerobik sirkeler kapaklari agilmadan
disardan calkalanmistir. Anaerobik sirkeler numune alinacak giinler haricinde
ortamla asla temas etmemis, analizler i¢cin numune alindiktan sonra o kavanozlar
bir daha kullanilmamistir. 7. giin analizleri i¢in 7. giin sirkelerinin kavanozlari
kullanilirken 15. giin ve 30. giin sirke kavanozlart depolanmalarina devam

etmektedir.

Sirke Uretiminden hemen ardindan laktik asit bakterisi ve kiif asilama
asamasi gerceklestirilmistir. L. mesenteroides peptonlu su kullanilarak vorteks
yardimiyla 10"e seyreltilmistir. Ayn1 sekilde P. expansum kiifii de peptonlu su

kullamlarak 10’ seyreltilmistir. Ardindan sirastyla A Grubu sirkelerine sadece
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10 seyreltilmis L. mesenteroides bakterisinden 1 mL asilanmistir. B Grubu
sirkelerine laboratuvar ortamimda elmadan izole edilen 10"’e seyreltilmis P.
expansum kiifiinden 1 mL asilanmigtir. C Grubu sirkelerine hem P. expansum
hem L. mesenteroides bakterisinden 1’er mL eklenirken, D Grubu sirkeleri
kontrol sirkeleri olup igerisine bir takviye yapilmamistir. D Grubu normal elma

sirkesidir.

Bu tez ¢alismasi sirasinda sirke fermentasyonu 30 giin siirmiistiir. 30. gline
kadar sirkeler belirli giinlerde analizlere tabi tutulmuslardir. Gerekli kimyasal
analizler yapilmis ve kalite parametreleri incelenmistir. Burada amag¢ L.
mesenteroides bakterisinin asilandigi sirkelerde P. expansum kufini inhibe
ederek mikotoksin PAT iiremesi ve gelismesini engellemek veya sirke igerisinde
en az oranda bulunmasini saglamaktir. Ayni1 zamanda yapilan kimyasal analizler
ile LAB takviyesi ile birlikte sirkenin kimyasal yapisinin bozulup degisime

ugrayip ugramadigi izlenecektir.

5. Mikrobiyolojik Analizler

Sirke oOrneklerinde kiif ve maya gelisimini izlemek amaciyla Potato
Dextrose Agar (PDA) ve Yeast Extract Glucose Chloramphenical Agar (YGC)
besiyeri kullanilmigtir. Sirke 6rneklerinden 1’er mL alinip, 9 mL’lik peptonlu su
ile dolu deney tiiplerine aktarilarak IO'G’ya kadar seyreltilmig, ardindan yayma
plak yontemi ile ekim yapilmistir. Aseptik kosullarda drigalski spatiilii yardimi
ile yayma gergeklestirilmistir. Petriler 25 °C etlivlerde 5-7 giin inkiibe edilmistir.

Sirke icerisinde LAB sayimi i¢in MRS besiyeri kullanilmistir. Sirke
orneklerinden 1’er mL alinip, 9 mL’lik peptonlu su dolu deney tiiplerine
aktarilmis ve bu sekilde 10°®’ya kadar seyreltilip yayma plak yéntemi ile drigalski
spatiillii kullanilarak ekim yapilmistir. Petriler 37°C 2-5 gun inkibasyona

birakilmistir. Ardindan mikrobiyal yiik hesaplanmigtir.

6. Kimyasal Analizler

Elma sirkesi 6rneklerinin hepsine 0, 15 ve 30. glnlerde pH, suda kuru
madde miktar1 (Brix), toplam asitlik, toplam kuru madde, toplam fenolik madde
miktar1 (TFM), toplam flavonoid, toplam antioksidan, toplam alkol miktar1 ve

patulin miktar1 analizleri uygulanmistir.
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7. pH Analizi

Sirke numunelerinin pH degerleri oda sicakliginda bir ph 6lger (Mettler
Toledo Seven Compact) kullanilarak 6lgiilmiistiir. Oncelikle pH metrenin
kalibrasyonu yapilarak dl¢timler yapilmistir. pH 6lger elma sirkesine daldirilarak

yaklagik 1 dakika sonra okumalar yapilmistir (Kirci, 2017).

8. Suda Kuru Madde Analizi (Briks)

Analiz sirasinda suda ¢6ziinmiis kuru madde briks degeri olarak
okunmustur. Briks degerleri, sivi veya sulu bir numunedeki toplam ¢6ziiniir kati
igeriginin yilizdesini gostermektedir (Sengiin, 2020). Sirkelerin hammaddesine
gore degisiklik gosterir. Suda ¢oOziiniir kuru madde miktar1 (briks) dijital
refraktometre (Reichert Refraktometre) ile pastor pipet yardimi ile olc¢iilmiistiir.
Once distile su ile kalibre edilip ardindan elma sirkelerinin degerleri ayn1 sekilde

refraktometrede 6l¢tilmiistiir.

9. Toplam Asitlik Tayini

Sirkede asetik asit, malik asit, laktik asit, oksalik asit gibi organik asitlerin
bulundugu, fakat bunlar arasinda asetik asidin baskin oldugu ve sirkelerin tadi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Kim, 2012). Toplam asitlik
tayini 10 mL’lik sirke Orneklerine 20 mL distile su ve ardindan 2-3 damla
fenolftaleyn indikatorii damlatilarak biiret kullanilarak titrimetrik yontem ile
gergeklestirilmistir. Hazirlanan 0,1 N NaOH, biirete konuldu. Sirke ve indikator
bulunan erlen muslugun altina alinmistir. Ardindan biiretin muslugu agilip
erlendeki renk donilisimii i¢in beklenmis ve kullanillan NaOH miktar
kaydedilmistir (Sekil 5) (OIV, 2000).

Hesaplama:

VXNXEX1000

Asitlikg /L =
sitlikg/ o

V: Harcanan NaOH hacmi (mL),
N: NaOH normalitesi,
E: Asetik asidin miliesdeger ekivalenti,

M: Alinan 6rnek hacmi (mL)
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Sekil 9. Toplam asitlik titrasyon analizi

10.  Toplam Fenol icerigi

Toplam fenolik madde tayini icin standart olarak gallik asit stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Folin Ciocalteu yontemi (Rossi ve Singleton, 1965) tarafindan
tanimlanan metot ile yapilmistir. Folin ayiraci ile tepkimesi sonucunda olusmus
olan mavi renk, spektrofotometrede sahit numuneye kars1 720 nm dalga boyunda
okunmustur. Bu gallik asit ¢ozeltisinden bes farkli konsantrasyonda seyreltme
islemi gergeklestirilmistir. Buna bagl olarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
100pL sirke ornegine 0.9 mL saf su ve uzerine 4 mL 0.2 N Folin Ciocalteu
reaktifi ilave edilmistir. Ardindan 5 mL Nay,CO; c¢ozeltisi (75 g/L) eklenip
cOzeltiler aliminyum folyo ile sarilarak karanlik bir ortamda 2 saat boyunca oda
sicakliginda bekletilip spektrofotometrede 765 nm'de UV/Vis absorbanslar
olctlmiistiir. Sonuglar, gallik asit stok ¢ozeltisinden elde edilen grafikte (y=ax+b)
bulunan regresyon esitligi kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar mg gallik asit
esdegeri (GAE)/L olarak ifade edilmistir. Analizler 2 paralelli olarak
gerceklestirilmistir.
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11. Toplam Flavonoid Miktar:

Standart olarak 2,5 mg quercetin 10 mL metanol kullanilarak quercetin stok
¢Ozeltisi  hazirlanmistir. Bes farkli konsantrasyonda seyreltme islemi
gerceklestirilmistir ve buna bagli olarak kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
Toplam flavonoid igerigi Lamaison ve Carnet'e (1990) gore yapilacaktir. 2 mL
ekstrakt lizerine 2 mL aliiminyum kloriir (% 2, w/v) ilave edilip karistirilmistir ve
ortam sicakliginda 15 dakika tutulmustur. Absorbans, 415 nm'de bir UV/Vis
spektrofotometresi  kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Olgiimde okunan absorbans
degerleri quercetin stok c¢ozeltisinden elde edilen konsantrasyonlarla olusturulan
grafikteki denklem kullanilarak sonuglar elde edilmistir. Sonuglar mg quercetin
esdegeri (QE) / L kuru madde olarak ifade edilmistir. Analizler 2 paralelli sekilde
gergeklestirilmistir.

12. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Antioksidan Madde Miktar:1 Tayini

DPPH yontemi ile toplam antioksidan madde miktari tayini Brand-Williams
vd. (1995)’e gore yapilmistir. Mor renkte olan DPPH radikalinin antioksidan
madde etkisiyle DPPH-H formuna indirgenmesiyle meydana gelen renk
degisiminin spektrofotometrede 515 nm’de olcilmesi ve bdylece supurilen

radikal miktarinin hesaplanmasi ilkesine dayanmaktadir.

DPPH ¢o6zeltisi 6 mg DPPH’1in 250 mL metanol igerisinde ¢ozdiiriilmesiyle
elde edilmistir. DPPH c¢ozeltisi 1s1iya ve 1s1ga karst hassas oldugundan {izeri
aliminyum folyo ile sarilip 15181 gecirmediginden emin olduktan sonra 1s1
olmadan manyetik karistiricida karigtirilmistir. Cozelti hazir oldugunda 100 pL
sirke rnegi ekstraktina 3,9 mL 6 x 10° M (MeOH ile) DPPH cozeltisi ilave
edilmis ve vortekslenmistir. 515 nm'de okunan absorbanstaki degisim,
numuneleri 30 dk karanlhikta beklettikten sonra spektrofotometrede
kaydedilmistir. Kontrol olarak sirke Ornekleri veya distile su yerine MeOH, kor
olarak sadece MeOH kullanilmistir. Sonuglar, % inhibisyon seklinde

hesaplanmistir. Analizler 2 paralelli sekilde gerceklestirilmistir.

%inhibisyon = ((Absksr — AbSsmek)! AbSksr)*100
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13.  Toplam Kuru Madde Analizi

Elma sirkesi Orneklerinden 2’ser paralel olmak iizere cam petri kaplar
hazirlanmistir. Kurutmanin yapilacagi petri kaplari etiivde 130°C’de sabit tartima
getirilmistir. Ardindan hassas terazi yardimiyla cam petri kaplarinin darasi alinip
5 gr sirke Ornekleri tartilmigtir. Daha sonra petri kaplari etiive yerlestirilip 105
°C’de 3-4 saat kurumaya birakilmistir. Ardindan desikatore alinarak soguduktan
sonra cam petriler tekrar tartilmistir. ik ve son agirlik arasindaki fark almarak

sonuclar % olarak hesaplanmistir (Kirci, 2017).

[(Son kuruma tartimi — dara]
[(ilk briit tartumi — dara |

%Kuru Madde =

14. Patulin Miktar

Patulin analizi R-Biopharm App. Notes P250 metoduna gore yapilmistir.
2,5 mL siiziilmiis berrak olan sirke numunesi santrifuj tiipiine alinir. Uzerine 2,5
mL %2“lik asetik asit ¢Ozeltisi eklenir. 2 ml Asetonitril 1damla/saniye hizda
gecirilir. Bu sekilde kolon sartlanir. Bu siire igerisinde kolonun kurumamasi
gerekmektedir. Kolonun tabakasi iizerinde ince bir asetonitril kalinca hemen 1
mL su eklenir kolondan gegcirilir. 4 mL seyreltilmis 6rnek 0,5 ml/dakika akis
hizinda kolondan gegirilir. Akis hiz1 geri kazanim agisindan ¢ok onemlidir. 1ml
%1“lik sodyum bikarbonat solusyonu ile tuzlar1 ve polar matriks bilesenlerini
uzaklastirmak i¢in yikanir. 2 mL su gegirilerek yikama devam edilir. Ceker ocak
altinda 0,5 mL dietil eter 1damla/saniye akis hizinda gegirilir. Ardindan 2 mL 100
Etil asetat kolondan gecirilerek tutulan toksin 1,5 mL’lik cam viale alinir. 10ul
%100 Asetik asit eklenir ve 35-45 C’de azot altinda kuruluga kadar ugurulduktan
sonra hemen 1 mL %0,1’lik asetik asit c¢oOzeltisi eklenir ve 20 saniye
vortekslenerek ¢oziiliir. HPLC cihazinda enjeksiyona verilir. Patulin analizi i¢in
kolonda alikonma siiresi yaklasik olarak 24 dakikadir. Seyreltme Faktori =

0,5tir (R-Biopharm App. Notes P250).
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Sekil 10.Patulin Kalibrasyon Grafigi
15. Toplam Alkol Miktari

Etil alkol analizi icin AOAC metotuna gore yapilmistir. Sirke 6rneklerinin
her birinden 5 mL 6rnek alinmistir. Ornegin {izerine %5’lik n-Propanol ¢ézeltisi
ilave edilmis ve iyice karnstirilmistir. GC-FID sistemine enjekte edilmistir.
Hesaplamalar asagidaki formiil ile yapilmistir.

Etil Alkol Pik Yiiksekligi/ n — Propanol Pik Yiksekligi
F

Etil Alkol,%(v/v) =

F = Konsantrasyona karst artis miktart ve bu artisin hesaplanan egimi

D. istatistiksel Analiz

Yapilan analizlerden kuru madde, antioksidan, toplam fenolik madde ve
flavonoid miktar1 analizleri iki paralelli sekilde yapilmistir. Sonuglar paralellerin
ortalama ve standart sapmalar1 halinde verilmistir ve istatistiksel analiz ANOVA,
Minitab Ver.17 kullanilarak yapilmistir. Grup i¢i degerlendirmeler ayni
programla TUKEY Testi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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1. BULGULAR VE TARTISMA

Mikrobiyal ve kimyasal analizler, sirkelerin 30 gunlik fermentasyon
suresince ve fermentasyon sonunda elde edilen Ornekler (zerinde
gergeklestirilmistir. Tangiiler ve ark. yaptiklari ¢alismada elma atiklarindan elma
sirkesinin 35 giinliik fermentasyon siiresine, piring sirkesi ile ¢alisan Bayram ve
ark. asetik asit fermentasyonunun 28 giinde tamamlandigini belirtmislerdir.
Literatiirdeki ¢alismalarla kiyaslandiginda sirkenin fermentasyon siiresi dnceki

calismalar ile uygundur.

A. Sirke orneklerinin kisaltma ac¢iklamalari

Calismada kullanilan sirke oOrneklerinin gesitleri ve icerisindekilere ait

kisaltmalar Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. Sirke 6rneklerinin kisaltmalari

K(AE) Kontrol Sirkesi (Aerobik)

SB(AE) Kontrol Sirkesi + Bakteri (Aerobik)
SK(AE) Kontrol Sirkesi + Kif (Aerobik)

SKB(AE) Kontrol Sirkesi + Kuf + Bakteri (Aerobik)
K(ANA) Kontrol Sirkesi (Anaerobik)

SB(ANA) Kontrol Sirkesi + Bakteri (Anaerobik)
SK(ANA) Kontrol Sirkesi + Kuf (Anaerobik)
SKB(ANA) Kontrol Sirkesi + Kiif + Bakteri (Anaerobik)

B. Sirke Orneklerinin Giinlere Gore pH Degerleri

Elma sirkeleri ilk giinden itibaren 7, 15 ve 30. giinlerde pH degerleri rutin
olarak oOlclilmiistiir. Aerobik ortamda {iretilen sirke Orneklerinin fermantasyon

siiresi boyunca pH degerleri asagida Cizelge 3’te verilmistir.
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Cizelge 3. Sirke 6rneklerinin giinlere goére pH degerleri.

Ginler K  SB  SK  SKB K SB SK SKB
(AE) (AE) (AE) (AE) (ANA) (ANA) (ANA) (ANA)

0 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
7 366 385 3,72 3,90 3,72 3,89 4,52 3,81
15 399 381 347 3,38 3,52 3,52 4,17 3,35
30 3,28 358 3,22 3,17 3,26 3,26 3,13 3,30

Tiim sirke ¢esitlerinin 0. giinli ayn1 oldugundan 0. giin sirkesi kontrol sirkesi
olarak baz alinmistir. Kontrol 0.giin sirkesinin pH degeri 3,9 Ol¢ililmiistiir.
Aerobik ortamda muhafaza edilen sirke drneklerinin 7, 15 ve 30. ginlere ait pH
Olciimleri sirasiyla Cizelge 3’te gosterilmistir. Aerob ve anaerob olmak iizere iki
yontemle de iiretilen sirkeler arasinda 30 giinliik fermentasyon sonunda pH degeri
en diisiik sirke 3,13 degeriyle SK(ANA), en yiiksek pH degerli sirke ise 3,58
degeri SB(AE) olmustur. Giin ilerledikge sirke Ornekleri gruplarina gore
degerlendirildiginde pH degerlerinde diisiis gozlenmistir. Bu durum sirke
tiretiminde gerc¢eklesen fermantasyonu dogrulamaktadir. Asetik asidin ortamdaki

asitlik miktarini artirdigr kanitlanmaistir.

Akbas ve Cabaroglu (2010), 12 farkli marka iiziim sirkesi Ornegi ile
yaptiklar1 ¢alismada pH degerleri 2,63 ile 3,27 arasinda degisiklik gosterdigi
gorilmistir. Elma sirkesi tretiminde pH 2.87-3.21 olarak tespit edilmistir ve
elmadaki asitlik oraninin artirdigi rapor etmistir (Budak, 2010; Budak vd., 2011;
Budak, 2015). Unal ve digerleri (2007) Dimrit iiziimleri ile yaptiklar1 calismadaki
sirkelerin pH degerleri 2,68-2,85 tespit edilmistir. Gerbi ve digerleri, yaptiklar
calismada 65 ¢esit sirke ornegiyle sarap ve elma sirkeleri i¢in pH sonuglar1 2.63

ve 3.27 olarak bildirmislerdir.

Tangiiler vd. (2021) yaptiklar1 ¢calismada 5 farkli elma ve atigindan iiretilen
sirkeler igin pH degerleri 3,25-3,41 aralifinda belirtilmistir. Ozen (2021),
geleneksel yontemle Uretilen sirkelerde 40 glnluk fermentasyon sirecinde pH
degerleri 4,44’ten 3,73’e kadar azaldigin1 bildirmistir. Fermentasyon slresinin

artmasinin pH degerine etki ettigi bildirilmistir.
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Elma sirkesi lizerine yapilan baska bir ¢alismada Aykin (2013), elma sirkesi
ve elma sirke anasinda ortalama pH sonuglar1 sirasiyla 4,40 ve 3,23 olarak tespit

edilmistir.

Dut sirkesi lizerine yapilan bir ¢alismada meyve sirkelerinde pH &l¢iim
sonuglarinin 2.36-3.73 arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir. Diisiik pH
degerlerinin, LAB ve buna bagli olarak istenmeyen aroma maddelerinin
tiremesine engel oldugundan dolayr 6nem tasidigi bildirilmektedir (Sengiin ve
Kilig, 2018). Bu degerlere gore 30 giinlik fermentasyon sonucunda elma
sirkelerinin pH degerleri literatiir ile uyumluluk gdstermistir. Sadece bakteri

ilavesi olan SB(AE) ve SB(ANA) sirkeleri normal sinirlarin disinda kalmistir.

Buna bagli olarak SB(AE), SB(ANA) orneklerinden pH degerinin 3,50
tizerinde seyretmesi sirkenin igerisine asiladigimiz laktik asit bakterisinin
aktivitesi sonucu olarak yorumlanabilir. SK(ANA) o6rneginde 7.giin pH degeri
4,58 olcilmiis 0.glin sirkesine gore daha fazla oldugu ve tiim giinlerde alinan
diger sirke orneklerinin pH degerlerine gore daha yiiksek seyrettigi goriilmiistiir.
Sirkenin igerisine eklenen kiifiin oksijen ile temasinin kesilmesi fermantasyonu

yavaglatmis olabilecegine isaret etmistir.

C. Sirke Orneklerinin Toplam Asitlik Degerleri

Toplam asitlik degeri fermantasyon siiresi boyunca 7, 15 ve 30. giinlerde
Ol¢iilmiistiir. Tiim sirke ¢esitlerinin toplam asitlik degerleri % seklinde asagidaki

Cizelge 4’te verilmistir.

Cizelge 4. Sirke 6rneklerinin giinlere gore toplam % asitlik degerleri.

Ginler K  SB SK  SK K SB SK SKB
(AE) (AE) (AE) (AE) (ANA) (ANA) (ANA) (ANA)

0 011 011 011 011 011 0,11 0,11 0,11

7 12 102 09 172 144 011 0,11 0,14

15 192 246 156 3,42 1,74 1,08 1,08 1,38
30 398 318 21 4,26 3,92 5,88 5,28 4,14

0. giin toplam asitlik degeri %0,11 6l¢iilmiistiir. 30 giinliik fermentasyon
sirasinda sirkelerin % asitlik degerlerinde depolama giinli arttik¢a diizenli bir

sekilde artis izlenmistir. Depolama sonunda en yiiksek asit icerigi bulunduran
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sirkeler 5,88 ve 5,28 degerleriyle SB(ANA) ve SK(ANA) numuneleri olmustur.
Fermentasyon sonlandiginda en diigiik asit igerigi gosteren sirkenin 2,1 degeriyle
SK(AE) sirkesi oldugu gozlenmistir. Sirkelerin pH degerleri azaldik¢a toplam

asitligin arttig1 kanitlanmistir.

Unal (2007), dimrit Gzumlerinden uretilen sirkelerin toplam asitlik
miktarlar1 4,14-6,59 g/100 mL bulunmustur. Gerbi vd. (1998), calistiklar
arastirmada, sirkedeki toplam asitlik miktarin1 6,6 g/L olarak rapor etmislerdir.
Calismamizdaki sirkelerin % asitlik degerleri Gerbi vd. tarafindan yapilan
calismanin sonuglar1 ile uygun oldugu goriilmiistiir. Ote yandan Unal (2007)
tarafindan yapilan ¢alismadaki degerler birim bakimindan g/L’ye c¢evrildiginde
calismamizdaki degerler verilen sinirlarin altinda kaldig1 gézlenmistir. Bayram ve
ark. calistiklar1 piring sirkesi Uretiminde fermantasyonun 27. ginunde toplam

asitlik oranini 59.8 g/L belirtilmistir.

9TS 1880 EN 13188 sirke standardina ek olarak ¢ikan, Nisan 2004 tarihli
tadilin Tiirkiye baslikli sapmasinda iilkemizde iiretilen sirkelerin toplam asit
igeriginin (suda serbest asetik asit cinsinden) 40 g/L’den (4 g/100 mL) az

olmamalidir” denilmektedir

Calismamizda iiretilen sirkelerin asitlik degerleri belirlenen standardin
altinda kalmistir. Bu calismada iretilen elma sirkeleri kendi ig¢lerinde
kiyaslanacak olursa igeriklerinden dolayr farkli pH ve toplam asitlik degerleri
gostermislerdir. 30. giiniin sonunda SK(AE) sirkesi diger sirkelerin degerlerine
kiyasla oldukga diisiik kalmistir. Anaerobik ortamda muhafaza edilen sirkeler
aerobik ortamda bulunan sirkelere gére daha yiiksek toplam asitlik degerleri
gostermistir. Ayni1 zamanda elma sirkelerinin 30 giinliik pH degerleri azalirken %
asitlik degerleri benzer oranlarda artis géstermistir. Aerobik ve anaerobik elma
sirkelerinin 0, 7, 15 ve 30.glnlerine ait pH ve toplam asitlik degerlerinin
baglantist Sekil 11 ve Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12. Anaerob sirke drneklerinin pH-Toplam Asitlik Grafigi

Gilin bazinda bakildiginda sirke tiirlerinin hepsinde fermentasyon siiresi
arttikca pH degerinin azaldig1 buna bagli olarak toplam asitlik degerlerinin arttig1
kanitlanmistir. Orneklerin 1.giin toplam asitlik degerleri 0,11 g/L iken 30.giiniin
sonuna 4,26 g/LL degerine kadar artmistir. Fermentasyon sirasinda olusan laktik
asitten dolayr pH degerleri diisiis yasadigi sdylenebilir. SB(AE) sirkesinde
digerlerinden farkli olarak laktik asit bakterisinin aktivitesi sonucu pH degeri ¢ok
azalmamustir. L. mesenteroides bakterisinin optimum pH'1 5,5-6,5'tir. Bu aralikta
hayatta kalma, iireme ve gelisme yetenekleri oldukca fazladir. SB(AE) sirkesinin
pH degerinin yavasg bir sekilde azalmasinin sebebi olarak igerisine asilanan L.

mesenteroides bakterisinin optimum pH degeri olarak agiklanabilir.
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Sirkelerin fermentasyon siiresi arttikca pH degerinin azalmasiyla toplam
asitligin artmasi beklenen bir durumdur. Ancak SK(ANA) sirkesinde 0.giinden
7.gline kadar olan pH degerinde artis izlenmistir. Bu durum sirkenin igerisine
asilanan Penicillium expansum kiifiinlin oksijensiz ortamda gosterdigi davranis

olabilecegi diistiniilmiistiir.

D. Sirke Orneklerinin Suda Kuru Madde (Briks) Degerleri

Tiim sirke ¢esitlerinin suda kuru madde degerleri briks cinsinden asagidaki

Cizelge 5’°te verilmistir.

Cizelge 5. Sirke 6rneklerinin giinlere gore briks degerleri

Ginler K SB  SK  SK K SB SK SKB
(AE) (AE) (AE) (AE) (ANA) (ANA) (ANA) (ANA)

13 13 13 1,3 1,3 13 13 13
7 23 21 2,3 1,7 3,1 1,6 2,9 3,0
15 1,7 20 2,7 1,8 3,2 3,2 3,9 3,1
30 18 19 2,9 1,9 3,1 3,6 3,9 3,8

(d)

Sekil 13. (a): 30 glinluk fermentasyon sonunda K(ANA), (b): SB(ANA), (c):
SK(ANA), (d): SKB(ANA).
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Sirkelerin briks degerleri 0.glinden 30.gline kadar belirli giinlerde
Olclilmiistiir. 30 giinlik fermentasyon sonunda en yiiksek briks degerine sahip
sirkeler anaerobik ortamda muhafaza edilen sirkeler olmustur. SK(ANA) ve
SKB(ANA) sirkeleri 3,9 ve 3,8 degerleriyle en yiiksek briks degerini
gostermiglerdir. 30 giinlilk fermentasyon siireci sonlanirken 30. giin anaerobik
sirkelerin goriintiileri Sekil 13’te verilmistir. Anaerobik sirkelerin suda kuru
madde degerlerinin yiiksek ¢iktig1 tabloyu destekleyen bi sekilde K(ANA),
SB(ANA), SK(ANA) ve SKB(ANA) sirkeleri sirasiyla verilmistir. SK(ANA) ve
SKB(ANA) sirkelerinde son durumda suda ¢6ziinmeyen kuru madde orani
oldukca yuksektir. P.expansum kiifii elmay1 ¢iiriitmiis ve suda ¢éziinemedigi i¢in

suyu bulanik hale getirmistir.

Literatiire bakildiginda yapilan bir ¢alismada dut sirkesinin ev sirkesi ve
ticari sirke bakimindan briks degerleri sirasiyla 5,60 ve 3,50 olarak bildirilmistir

(Sengiin ve Kilig, 2018).

Sirkenin suda ¢oOzlinen kuru maddesi {izerine bildirilen degerlerde;
refraktometrede 5,33 briks olarak bildirmistir (Kadas, 2011), beyaz dut sirkesi ile
yaptiklar1 ¢aligmada suda ¢oziinen kuru maddesi 3,10 briks olarak bildirilmistir
(Budak, 2015). Tangiiler vd. yaptiklar1 ¢alismada elma sirkesinde Sl¢iilen briks
degerleri 4,8-5,4 arasinda belirtilmistir (Tangtiler ve ark., 2021).

Calismamizda yapilan analizler sonucunda elde ettigimiz degerlerin
literatlirdeki diger verilerden igerik farkliligi bakimindan daha diisiik seyrettigi

gorilmustir.

E. Sirke Orneklerinin Antioksidan Analiz Degerleri

Tim sirke ¢esitlerinin antioksidan analizi degerleri % inhibisyon cinsinden
asagida verilen cizelgelerde belirtilmistir. Aerobik ortamdaki sirkelerin sonuglari

Cizelge 6, anaerobik ortamdaki sirkelerin sonuglar1 Cizelge 7°de verilmistir.
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Cizelge 6. Aerobik ortamdaki sirke drneklerinin 30 gunlik antioksidan
degerleri.

Ornek K (AE) SB (AE) SK (AE) SKB (AE)

Zaman (gun)

0 2,16+2,59™"  2,16+2,59™ 2,16+2,59"¢ 2,16+2,59™¢
7 23,92+2,64°% 84,76+0,66™*  87,75+0,92°%  73,26+4,75°°
15 22,7842 55% 62,0245,37"°  49,63+0,64"%°  46,20+1,15%°
30 15,43+0,82°% 45,32+1,76"°  48,91+3,06"°  27,96+2,47°¢

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-d: Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

Cizelge 7. Anaerobik ortamdaki sirke drneklerinin 30 gunlik antioksidan
degerleri.

Ornek K (ANA) SB (ANA) SK (ANA) SKB (ANA)
Zaman (gun)

0 2,16+2,59°°  2,16+2,59"° 2,16+2,59"¢ 2,16+2,59"°
7 47,19+0,92°®  76,44+4,22"*  58,03+0,65%°  76,72+1,59™
15 57,95+0,97°*  8,40+0,85* 79,47+1,14% 52,3444, 73"
30 21,86+1,64"" 28 54+54"° 17,7745,01°°  36,55+5,66™"

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-d: Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

Calismamizdaki sirke orneklerinde antioksidan degerlerinin fermentasyon
siiresi arttikga 30. gline dogru azaldig: tespit edilmistir. Calismamizdaki sirkeler
kendi aralarinda karsilastirildiginda tim sirkelerin 7.giinlinde biiyiik bir artis
izlenmistir. Yalnizca SB(ANA) sirkesinin 15.giinlinde anlamsiz bir diislis tespit
edilmistir. Fermentasyon sonunda elma sirkeleri igerisinde en yiiksek antioksidan
degerine sahip ornek 48,91 sonucu ile SK(AE) olmustur. SB(AE) ve SK(AE)
orneklerinin diger sirkelere gore yliksek antioksidan degerine sahip oldugu
goriilmistiir. Kontrol sirkesi ile kiyaslandiginda 30.giin antioksidan degeri 15,43
iken SB(AE) 45,32, SK(AE) 48,91 degeriyle normal elma sirkesinin 3 kat1 kadar
fazla ¢ikmislardir. Bu durum aerobik ortamda sirke igerisinde kiif ve laktik asit

bakterisinin davranisi ile agiklanabilir. Anaerobik ortamdaki sirkeler normal elma
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sirkesinden ¢ok farkli ¢ikmamislardir. Oksijenli ve oksijensiz ortamda bakteri ve

kiifiin aktivitesi farkli olmustur.

Yapilan bir ¢calismada DPPH yonteminde en yiiksek antioksidan kapasitenin
nar sirkesinde oldugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada en diisiik antioksidan
kapasitenin elma sirkesinde oldugu rapor edilmistir. Antioksidan kapasitenin nar
sirkesi i¢in 79,5-1272, elma sirkesi i¢in 2,5-47,5 degerleri bildirilmistir (Konus
vd. 2020).

Bagka bir c¢alismada sirkenin antiradikal aktivitesi incelendiginde
fermentasyon sonunda %41,01 olarak bulunmustur (Hallag vd. 2009). Literatdr
caligmalarinin sonuglarindan, antioksidan degerlerinin de toplam fenolik madde
miktarinda oldugu gibi ¢esit, tiretim teknigi ve depolama stresine gore degisiklik
gosterdigi anlasilmaktadir. Calismamizda fermentasyon sonucu elde edilen DPPH
antioksidan degerleri Konus vd. tarafindan bildirilen sinirlara uygun ¢ikmuis,

Hallag vd. yapilan ¢alismada bildirilen sinirlardan diisiik bulunmustur.

F. Sirke Orneklerinin Toplam Fenolik Madde Degerleri

Sirke numunelerinin absorbans degerleri gallik asit kalibrasyon egrisine
gore mg gallik asit esdeger/L seklinde ifade edilmistir (mg GAE/L). Kalibrasyon
grafigi Sekil 14’te verilmistir. Regresyon degeri (R?) 0,9985 olarak bulunmustur.
Gallik asit kalibrasyon egrisinden elde edilen y= 0,0717x + 0,0289 denkleminde
okunan absorbans degerleri denklemdeki ‘y’ yerine yazilarak konsantrasyon
sonuglart hesaplanmistir. Sirke 6rneklerinin 0.giinden 30.giine kadar olan toplam

fenolik madde degerleri Cizelge 8 ve Cizelge 9’da verilmistir.
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Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi

y = 0,0717x + 0,0289

0,6
R?=0,9985
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Sekil 14. Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi ve Denklemi

Cizelge 8. Aerobik ortamdaki sirke érneklerinin 30 gunliik fermentasyon
sirasinda fenolik madde degerleri

Ornek K (AE) SB (AE) SK (AE) SKB (AE)
Zaman (gun)

0 36,4+0"° 36,4+0™° 36,4+0™° 36,4+0"°

7 48,95+0%°  230,26425,63™* 194,69+22,67"% 184,93+12,82"°
15 164,71+0°*  225,38+4,93%%  190,51+2,95°*  272,1+9,85"
30 214,08+0°"  38,48+8,87%®  59,15+3,06°°  45,46+10,84"°

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-d: Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

Cizelge 9. Anaerobik ortamdaki sirke 6rneklerinin 30 giinliik fermentasyon
sirasinda fenolik madde degerleri

Ornek K (ANA) SB (ANA) SK (ANA) SKB (ANA)
Zaman (gun)

0 36,4+0™" 36,4+0™"° 36,4+0"" 36,4+0™"°

7 36,4+0™° 39,88+2,7°  16,29+4,76™° 11,53+0"°

15 202,36+13,8°“*  164,71+0“*  360,66+34,51"° 267,22+4,93%
30 215,50+2,96™"  48,94+0,05%° 14,32+0°° 37,09+2,965°

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)
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a-b: Aym siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak
birbirlerinden farklidir (p<0,05)

0.glin sirkeleri her sirkede ayni oldugundan istatistiksel bir fark
bulunmamistir. Sirkenin icerdigi diger bilesiklerde oldugu gibi fenolik
bilesenlerde hammadde ¢esidine, isleme tipi ve isleme asamasina gore biiylik
farkliliklar gostermektedir. K(AE) sirkesi hari¢ diger sirkelerde bulunan toplam
fenolik madde miktarinin fermentasyonun 30. giiniinde oldukg¢a azaldig1 tespit
edilmistir. SB(AE), SK(AE) ve SKB(AE) sirkelerinin 7.giinlerinde fazla artis
meydana gelmistir. 15.giinde K(AE) sirkesi de diger aerob sirkeler gibi fazla artig
gostermigtir. Aerobik ve anaerobik sirkelerde 30. giin fenolik madde degerleri
normal elma sirkesine gore diisiis gostermis, bu durum da disaridan igerisine ilave

edilen canli mikroorganizmalarin fenolik maddeye etkisi olarak agiklanabilir.

Morales vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada fenolik madde degerleri
399-414 mg/L arasinda degerler elde edilmistir. Depolama sartlarina bagli olarak
sirkede fenolik madde miktar1 degiskenlik gosterebilmekltedir (Samanidou vd.,
2001).

Bayram ve ark. elma sirkelerinde toplam fenolik madde miktarinin 236-693
mg GAE/L ve iiziim sirkelerinin arasinda oldugunu bulmuslardir. Benzer sekilde
Alonso ve ark. tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise toplam fenolik madde
Sherry sirkesinde 200-1000 mg GAE/L araliginda belirlenmistir.

Tangiiler vd. (2021) tarafindan elma atiklarindan iiretilen sirkeler ile yapilan
calismada fenolik madde miktar1 259.8-387.1 mg GAE/L arasinda belirlenmistir.
Calismamizdaki kontrol sirkeleri Tangiiler (2021) c¢alismasindaki degerlere

uygunluk gdstermistir.

Budak (2012) ¢alismasinda dut suyu, dut sirkesi ve dut sarabinin fenolik
madde degerleri sirasiyla 477.83 mg GAE/L, 972.71 mg GAE/L ve 609.17 mg
GAE/L bildirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz elma sirkesi fenolik madde
degerleri duttan olusan {iriinlere kiyasla diisiik kalmistir. Bundan dolay1 sirkelerin

fenolik bilesik igerigi hammadde ve yontemden etkilenmektedir.

Calismada iiretilen sirkelerin fenolik madde degerleri, igerik ve depolama
farkliliklarindan kaynakli olarak 11,53 mg/L-360,66 mg/L degerleri arasindadir.

Gergeklestirdigimiz calismada elde ettigimiz fenolik madde degerleri yapilan
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cesitli caligmalarla kiyaslandiginda bildirilen degerlerden diisiik oldugu
gbzlenmistir. Bayram ve ark. ve Alonso ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda
bildirilen degerler ile kismen uygundur. Depolama giinliniin artmasiyla fenolik
madde igeriginde diisiis gozlenmistir. Bunun sebebinin farkli c¢esit elmalar,
fermentasyon cesidi ve siiresi, ayrica sirkenin igerisine asilanan kiif ve bakterinin
anaerobik ortamda gosterdigi aktivite oldugu diisiiniilebilir. Ozellikle kiif ve
bakteri asilanan sirkelerin 15. giinlerinde artis, 30.giinlere dogru diisiis

gozlenmistir.

Ek olarak antioksidan kapasitenin, flavonoid miktar1 (Turgut and Seydim,
2013) ve fenolik madde (Bakir, 2014) miktari ile paralel olarak artiglar gosterdigi

tespit edilmistir.

Calismamizda antioksidan aktivite ve fenolik madde degerleri sirkenin
fermentasyonu sonunda benzer giinlerde artis benzer giinlerde diisiis gosterdigi

kanitlanmistir. Fermentasyon siiresi arttik¢a degerlerin azaldigi goriilmiistiir.

G. Sirke Orneklerinin Flavonoid Analizi Sonuclar:

Dogal elma sirke numunelerinin absorbanslari quercetin kalibrasyon
egrisine gore mg/L seklinde ifade edilmistir (mg QE/L). Quercetin kalibrasyon
grafigi Sekil 15’te verilmistir. Olusturulan kalibrasyon grafiginin Regresyon
degeri (RZ) 0,9943 bulunmustur. Quercetin asit kalibrasyon egrisinden elde edilen
y= 1,3236x - 0,4848 denkleminde okunan absorbans degerleri denklemdeki ‘y’
yerine yazilarak konsantrasyon sonuglari hesaplanmistir. Tiim sirke cesitlerinin
toplam fenolik madde degerleri cinsinden asagidaki Cizelge 10 ve Cizelge 11°de

verilmistir.
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Quercetin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 15. Quercetin Kalibrasyon Grafigi

Cizelge 10. Aerobik ortamdaki sirke drneklerinin 30 gunlik flavonoid analiz
degerleri.

Ornek K (AE) SB (AE) SK (AE) SKB (AE)
Zaman (gun)

0 57,17+0,21°° 57,1740,21"%  57,17+0,21"°  57,17+0,21"°
7 67,6+1,38%°  0226+1,33"°  56,5+0,91 88,34+1,98"°
15 105,19+2,07° 132,69+0,69°" 84,82+1,82°*  159,8+0,37"
30 125,62+4,59%% 172,69+4,48"*  7526+0,16™°  149,8+0,96°"

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-b: Aym siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

Cizelge 11. Anaerobik ortamdaki sirke drneklerinin 30 gunlik flavonoid madde
degerleri

Ornek K (ANA) SB (ANA) SK (ANA) SKB (ANA)
Zaman (gun)

0 57,1740,21"° 57,17+0,21"°  57,17+0,21"°  57,17+0,21"°
7 76,13+1,27% 67,09+1,35%°  132,01+5,28%*  83,35+7,42""
15 73,9+0,04°*  80,78+0,16“*  146,09+4,91"*  116,02+3,415°
30 62,08+3,31%" 72,43+3,31%°  144,96+9,72"*  80,93+0,26""

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-b: Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)
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0.glin sirkeleri her sirkede ayni oldugundan aralarinda anlamli bir fark
bulunmamigtir. Giinlere gore aerob sirkelerin flavonoid degerlerinin kiyasinda
SK(AE) sirkesinin flavonoid degerleri diger sirkelere gore diisiik bulunmustur.
K(AE), SB(AE) ve SKB(AE) sirkelerinin 30 giinliik fermentasyon sirasinda
diizenli bir flavonoid artisina sahip oldugu goriilmiistiir. Igerisine kiif enjekte
edilen SK(AE) sirkesi duzensiz bir grafige sahiptir. Anaerob ortamda muhafaza
edilen sirkelerin 30.giinde flavonoid degerleri diismiistiir. Aerob sirkelerden farkli
olarak ortamda oksijen yetersizliginde sirkelerde bakteri ve kiifiin davraniglari bu
duruma sebebiyet vermis olabilir. Calismada liretilen elma sirkelerinin flavanoid

degerleri 57,17 mg/L-159,8 mg/L araliginda seyretmistir.

Ozen, 2021 sirke ile yaptig1 calismada flavonoid degerleri 0.giin 299,65
mg/L, 30.giin 201,76 mg/L degerine diismiistiir. Ozen, sirkelerin flavonoid
degerinin ilk bir hafta diizenli sekilde arttigini bildirmis. 7.giin 305,65 mg/L
degerine kadar yiikselmis 40 giinlik fermentasyonun sonunda 201,76 mg/L
degerine kadar oransal sekilde disiisler gézlenmis. Flavonoid degerlerinden
gilinlere gore dalgalanmalar oldugunu bildirmistir. 30 gilinliikk elma sirkeleri ile
kiyaslandiginda giinlere gore dalgalanmalar yasanmasi ve ve fermentasyon
sonunda flavonoid degerlerindeki diisiis bakimindan Ozen (2021) benzerlik
gostermektedir. Calismamizda elde ettigimiz degerler belirtilen sinirlarin altinda

kalmistir.

H. Leuconostoc mesenteroides’in Penicillium expansum Uzerinde Antifungal

Etkisinin Belirlenmesi

100 mL peptonlu su doldurulan erlenlerin igerisinde farkli giinlerde 1 mL
Penicillium expansum ve 1 mL L. mesenteroides asilanmasi ile Penicillium
expansum kiifiintin farkli ortamlarda gosterdigi reaksiyon incelendi. Laktik asit
bakterisinin ortama daha Onceden eklenip ortamda baskin hale gelmesinin
ardindan P. expansum kiifiinlin ortama ilave edilmesi kiif yogunlugunu olduk¢a

azaltmastir.

Diger erlenlerde gézlemlenen kiif yogunlugu, laktik asit bakterisinin ortama
sonradan dahil olmasi1 ve kiife gore glicsiiz kalmasi sonucunda oldukca fazla
cikmistir. Kiif ve bakteriyi ayn1 anda asiladigimiz peptonlu su Sekil’deki soldan

ikinci erlendir. Laktik asit bakterisi olan L. mesenteroides kiifii tamamen inhibe
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edemese de kismen azaltmigtir. Fakat maksimum etki bakterinin once asilanip

gelistigi erlenden alinmustir.

Sekil 16.Peptonlu su ortaminda Leuconostoc mesenteroides bakterisi varliginda
Penicillium expansum kiifiiniin gelisimi

I. Sirke Orneklerinin Mikrobiyolojik Analizleri

Sirke ornekleri fermentasyon sonuna kadar belirli ginlerde mikrobiyolojik
analizlere tabi tutulmustur. Seyreltme islemleri, 9 mL’lik peptonlu su dolu deney
tuplerine 1mL Penicillium expansum ve L. mesenteroides eklenmesi ve
vortekslenerek diger tiiplere de ayni islemin uygulanmasiyla gergeklestirilmistir.
Bu islem 10° seyreltmeye kadar devam etmistir. PDA, YGC ve MRS agar
kullanilarak ekimler gerceklestirilmistir. Igerisine laktik asit bakterisi asilanan
sirkeler MRS agara ekilmistir. Aerobik sirkelerin MRS agar iizerinde
mikrobiyolojik sayimi Cizelge 12°de, anaerobik sirkelerin MRS agar iizerinde
bakteri saymmi Cizelge 13’te verilmistir. Icerisine Penicillium expansum Kiifil
agilanan sirkeler PDA ve YGC agara ekilmistir. Hem laktik asit bakterisi hem
Penicillium expansum kiifii ile asilanan sirkeler PDA, YGC ve MRS agara
ekilmis ve kiif yogunlugu giinlere gore izlenmistir. Aerobik ortamda muhafaza
edilen sirkelerin gtinlere gore maya-kiif sayimi1 Cizelge 14°te, anaerobik sirkelerin

maya-kiif sayim1 Cizelge 15°te verilmistir.
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Cizelge 12. Aecrobik sirkelerin depolama sirasindaki MRS toplam bakteri
sayilar1 (log KOB/mL)

Ornek/ K(AE) SB(AE) SKB(AE)
Zaman (gun)

0 0,00+0,00“* 8,52+0,04"" 5,04+0,11°¢
7 7,77+0,03°° 7,82+0,04%¢ 8,43+0,07*°
15 7,18+0,03%° 7,25+0,095¢ 7,92+0,017¢
30 8,45+0,1% 10,37+0,23" 10,78+0,1"

Cizelge 13. Anaerobik sirkelerin depolama sirasindaki MRS toplam bakteri

sayilar1 (log KOB/mL)

Ornek/ Zaman K(ANA) SB(ANA) SKB(ANA)
(guin)

0 0,00+0,00°° 8,52+0,04™° 5,04+0,11%°
7 7,78+0,09% 7,92+0,024° 7.48+0,0352
15 6,1+0,217° 6,32+1,28"° 6,8+0,09""
30 8,36+0,19" 6,38+0,2282 6,3+0,115¢

Cizelge 14. Aerobik sirkelerin depolama sirasindaki PDA toplam maya-kif

sayilar1 (log KOB/mL)

Ornek / K(AE) SK(AE) SKB(AE)
Zaman (gun)

0 2,72+0,23°° 3,56+0,00""2 3,75+0,277°
7 7,58+0,11° 3,32+4,7" 0,00+0,00%°
15 7,630,015 6,34+0,12% 8,31+0,03"
30 7,38+0,07" 5,95+0,00° 0,00+0,00%°

*SKB(AE) sirkesinin 0.giinlinden itibaren sayimlarindaki artis toplam

mayay1 ifade etmektedir. 0.giinden itibaren SKB(AE) sirkesinde kiif gelisimine

rastlanmamuistir.

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-d: Aym siitunda farkli harfle isarctlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

Cizelge 15. Anaerobik sirkelerin depolama sirasindaki PDA toplam maya-kuf
sayilar1 (log KOB/mL)

Ornek/ K(ANA) SK(ANA) SKB(ANA)
Zaman (gun)

0 3,49+0,09°°  3,56+0,00A°"  3,75+0,27°¢
7 5,18+0,09”°¢  6,78+0,75"® 6,34+0,12°"
15 6,3+0,49""  4,03+5,7%° 7,65+0,03"
30 9,97+0,74"*  7,46+0,03% 0,00+0,00%*
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*SKB(ANA) sirkesinin 0.gilinlinden itibaren sayimlarindaki artis toplam
mayay1 ifade etmektedir. 0.giinden itibaren SKB(ANA) sirkesinde kiif gelisimine

rastlanmamuistir.

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak
birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-d: Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

30 giinlik depolama siirecinde MRS agar kullanilarak K(AE), SB(AE),
SKB(AE), K(ANA), SB(ANA) ve SKB(ANA) elma sirkeleri 0, 7, 15 ve 30.
giinlerinde mikrobiyolojik analize tabi tutulmustur. MRS agar petrileri 37
derecelik etiivde 2 giin boyunca tutulmustur. K(AE), SB(AE), K(ANA) ve
SB(ANA) orneklerinde 0 giinden 30. giine kadar MRS agarda sayimi yapilan
bakteri sayis1 artmistir. Bu 6rneklerde, sirkenin giin sayis1 arttikca mikrobiyal yiik
artmistir. Sirkelerin bazi gilinlerde az da olsa mikrobiyal yiikiinlin azalmasi giin
sayis1 arttikga L. mesenteroides bakterisi ile ayn1 zamanda Penicillium expansum
kiifliniin de gelismesi ve bu durumun bakterinin gelismesini ve iiremesini
yavaslatmasi olarak agiklanabilir. PDA agar kullanilarak K(AE), SK(AE),
SKB(AE), K(ANA), SK(ANA) ve SKB(ANA) sirkeleri toplam maya-kiif sayimi
i¢in analize tabi tutulmuslardir. K(AE) sirkesinde kiif gelismesinden daha yogun
maya iiremesi izlenmistir. SK(AE) sirkesinin igerisine elmadan izole edilen
P.expansum kiifii asilandigindan dolay1 olduk¢a fazla kiif yogunlugu izlenmis,
SK(ANA) sirkelerinde ise kiif gelisimi oksijensiz ortamda yavaslamis ve oksijen
yetersizliginden durmustur. Depolama giinii arttikca SKB(AE) sirkesinde laktik
asit bakterisi kiif gelisimini yavaglatmis ve durdurmustur. SKB(ANA) 6rneginde
hem oksijensiz ortamdan hem de laktik asit bakterisi ilavesinden dolay1 kiifiin
gelisme imkan1 daha da zayiflamis ve sifira inmis, maya liremesi devam etmistir.
Mikrobiyolojik analiz sonucunda mikrobiyal yiik hesaplandiginda L.

mesenteroides baktersinin antifungal etkisi goriilmustiir.
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Sekil 17. (a): SK(AE) sirkesinin 0.gun PDA ekim sonucu, (b): SKB(AE) sirkesinin
0.gtin PDA ekim sonucu.

0.glin kontrol sirkeleri hi¢ beklemeden sirke iiretildigi giin analize tabi
tutulduklarindan dolay1 aerob — anaerob farki bulunmamaktadir. Bu sebeple 0.giin
analizleri AE-ANA seklinde yapilmamistir. 0.giin sirkelerinin PDA ekiminden 3-
5 glin sonra etliiven ¢ikan besiyerlerine bakildiginda Sekil 17(a)’da SK
sirkesindeki kiif yogunlugu ile Sekil 17(b)’de SKB sirkesinin kiif yogunlugu
aynidir. Bu sonuglara dayanarak kiif yogunlugunun azalmasi i¢in depolama
giinliniin artmasina bagli olarak L. mesenteroides bakterisinin aktivasyonunun
artmast gerekmekte oldugu gorilmistiir. L. mesenteroides bakterisi etkisini

gosteremediginden P. expansum kiifiine etki edememistir.
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Sekil 18. (a): SK(AE) sirkesinin 7.gun PDA ekim sonucu, (b): SKB(AE) sirkesinin
7.9un PDA ekim sonucu, (c): SK(ANA) sirkesinin 7.giin PDA ekim sonucu, (d):
SKB(ANA) sirkesinin 7.gun PDA ekim sonucu.

Sirke 6rneklerinden 30 gunlik fermentasyon suresi boyunca hava ile temas
eden gruplarda P. expansum gelismesinin daha yogun olmasi bekleniyordu. 0.glin
PDA ekim sonucuyla 7.glin PDA ekim sonuglar1 karsilastirildiginda SK(AE)
sirkesinde kiif tiremesi devam ederken (Sekil 18a), 7.glin SKB(AE) sirkesinin
PDA ekiminde kiif yogunlugunun ciddi derecede azaldig1 fakat tamamen inhibe
olmadig1 gorilmistir (Sekil 18b). Depolama giin sayisi arttik¢a laktik asit
bakterisinin aktivitesi artarken kuf aktivitesinin buna bagli olarak azaldigi
izlenmistir. SK(ANA) sirkesinin PDA sonuglarinda igerisinde L. mesenteroides
ilavesi olmamasina ragmen KUf Oremesinin yerini maya gelismesinin aldig
goriilmistiir (Sekil 18c). Bunun sebebi anaerobik ortamda muhafaza sonucu P.
expansum kiflnin oksijenle temasiin kesilmesi ve liremesinin, gelismesinin

durmasi olarak agiklanabilir. Kiif gelismesi esnasinda ortam sartlarinin {iremeye
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etkisi oldugu goriilmiistiir. Oksijenin olmadigi ortamda kiif gelisememistir.
SKB(ANA) numunesinin 7.giin PDA sonuc¢larinda az miktarda maya geligsmesi
izlenmistir (Sekil 18d). Bu durum hem oksijensiz ortam hem de laktik asit

bakterisinin ilavesiyle maya-kiif gelismesinin engellenebilir oldugu goriilmiistiir.

Sekil 19. (a): SK(AE) sirkesinin 15.glin PDA ekim sonucu, (b): SKB(AE) sirkesinin
15.giin PDA ekim sonucu, (c): SK(ANA) sirkesinin 15.giin PDA ekim sonucu, (d)
SKB(ANA) sirkesinin 15.gin PDA ekim sonucu.

15.giin PDA ekim sonuglarina bakildiginda hava ile temas eden SK(AE)
sirkesinde (Sekil 19a) kif yogunlugu O, varliginda devam etmistir ancak
SK(ANA) sirkesinde O; temasi yasanmadigindan kif yogunlugu oldukca az
gozlenmis fakat gelismesi durmamistir (Sekil 19¢). SKB(AE) 6rneginde oksijen
varhiginda laktik asit bakterisinin etkisiyle kiif gelismesi engellenmistir.
SKB(ANA) orneginde oksijen yoklugu ve laktik asit bakterisi etkisiyle az
miktarda maya gelismesi yasanmistir. SKB(AE) numunesinde maya gelismesi

SKB(ANA) sirkesine goére oldukga fazla olmustur. Bu durum SKB(ANA)
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orneginde oksijen yoklugu ve laktik asit bakterisinin varlig1 maya gelismesini de
etkiledigini kanitlamigtir. 15.glin  sirkelerinin laktik asit bakterisi ilaveli
sirkelerinde kiif gelismesi izlenmemistir. Fermentasyon siiresi arttik¢a ilk

baslarda kiif yogunlugunun azalmasi, giin ilerledik¢e kiiftin inaktive olmasi

beklenen bir gelismedir.

Sekil 20. (a): SK(AE) 30.giin PDA ekim sonucu, (b): SKB(AE) 30.giin PDA ekim
sonucu, (c): SK(ANA) 30.gun PDA ekim sonucu, (d): SKB(ANA) 30.gun PDA ekim
sonucu.

Fermentasyon sonlanirken 30. giin sirkelerinde de durum diger giinlerle
benzer c¢ikmistir. SK(AE) ve SK(ANA) sirkelerinde P. expansum gelismesi
devam etmistir (Sekil 20a-20c). L. mesenteroides bakterisi, 30. gtnlerin
SKB(AE) ve SKB(ANA) orneklerinde de etkisini gostermistir. Laktik asit
bakterisinin fermentasyonun son giiniine kadar kiifiin lizerinde etkili oldugu

goriilmistiir. Giin sayis1 arttikca kiif gelismesinin azalmasi ve fermentasyon
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sonunda Kkufin inaktive olmast beklenen bir gelismedir. Bu durumda L.

mesenteroides bakterisinin antifungal aktivitesi kanitlanmistir.

J. Sirke Orneklerinin Toplam Kuru Madde Miktar

Kurumadde, su basta olmak iizere ve diger wucucu maddelerin
ucurulmasindan sonra kalan maddelerin toplami olarak ifade edilmektedir.
Organik asitler, tuz, protein ve mineral maddeleri icermektedir (Yener, 1997).
Sirke orneklerinin 30 gunlik fermentasyon boyunca O6lgilen kuru madde

miktarlar asagidaki Cizelge 16 ve Cizelge 17°de verilmistir.

Cizelge 16. Aerobik ortamdaki sirke 6rneklerinin kuru madde degerleri

Ornek K (AE) SB (AE) SK (AE) SKB (AE)
Zaman (gun)

0 1,60+0,45"® 1,60+0,45™° 1,60+0,45"" 1,60+0,45"%
7 1,45+0,66"* 1,42+0,01"" 1,37+0,20"" 0,92+0,01°
15 0,53+0,06“°  0,93+0,12°° 2,91+0,02" 1,13+0,12°°
30 2,55+0,04%*  2,89+0,05" 3,03+0,08" 2,43+0,06°

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-b: Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

Cizelge 17. Anaerobik ortamdaki sirke 6rneklerinin kuru madde degerleri

Ornek K (ANA) SB (ANA) SK (ANA) SKB (ANA)

Zaman (gun)

0 1,60+0,45""  1,60+0,45""° 1,60+0,45"" 1,60+0,45"

7 2,59+0,06"%* 1,00+0,02°° 2,32+0,125° 2,77+0,117°

15 2,86+0,04%*  3,08+0,01° 3,67+0,13" 2,17+0,06%

30 1,27+0,08%°  2,92+0,15" 1,97+0,13%8" 2 53+0,64""2

A-C: Aym satirda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

a-b: Ayni siitunda farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak

birbirlerinden farklidir (p<0,05)

Calismamizda kullanilan elma sirkelerinin toplam kuru madde degerleri
0,53-3,66 arasinda seyretmistir. igerik farkliliklar1 toplam kuru madde miktarini

etkilemektedir. Elma sirkesi {izerine yapilan c¢esitli ¢alismalarda (Bayram vd.
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(2018), Budak (2010), Tekin (2014)) kurumadde 9%1.03-7.82 arasinda
belirlemistir. Gergeklestirdigimiz ¢alismada Tangiiler ve ark., Budak, Tekin ve
Bayram ve ark. sonuglariyla uyumludur. Ancak TS 1880’de Giziim sirkesinde kuru

madde miktarinin seker hari¢ minimum 8 g/L olmasi1 gerektigi belirtilmistir.

Akbas ve ark. (2010) sirkeler (zerine yaptiklar1 ¢alismada kuru madde
miktar1 1.95 g/L ile 17.25 g/L arasinda belirlenmistir. Calistiklart sirkeler
arasinda sadece bir sirke 1,95 g/L degerinde ¢ikmis diger sirkeler 8,75-17,25 g/L
arasinda oldugu bildirilmistir. Unal ve digerleri (2007), hizl1 ydntem kullanilarak
10.85-11.79 g/L ve yavas yontem kullanilarak 12.17-12.60 g/L araliginda tespit
etmiglerdir. Caligmamizda kullandigimiz elma sirkelerinin kuru madde degerleri
Akbas ve ark., Unal ve ark. bildirdigi deger sinirlarinin ve standardin disinda

oldugu goriilmiistiir.

K. Sirke Orneklerinin Alkol Analizi

Alkol analizine tabi tutulan 9 adet sirkenin tamaminda etil alkol miktar1
hacim olarak %0.5’in altinda tespit edilmistir. Aerobik sirkelerin, (7.Giin
SK(AE), 7.Gin SKB(AE), 15.Giin SK(AE), 15.Gin SKB(AE)) kapaklari
fermentasyon siiresi boyunca her giin agilip cam bagetle karistirildig: icin alkol
olusumu beklenmiyordu. Anaerobik sirkeler numune giinline kadar kapaklari
kapali durdugundan alkol ¢ok diisiik olsa da tespit edilmesi Ongorilmiistiir.

Asagidaki Cizelge 18’de sirke drneklerinin alkol miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 18. Sirke 6rneklerinin alkol miktarlari

Sirke Kodu Sonug % O0.B -+ LOQ%0,028
0.Gun Kontrol Tespit Edilemedi

7.Giin SK(AE) Tespit Edilemedi

7.Giin SKB(AE) Tespit Edilemedi

15.Gln SK(AE) Tespit Edilemedi

15.Glin SKB(AE) Tespit Edilemedi

7.GUn SK(ANA) 0,036 0,0016

7.Gin SKB(ANA) 0,052 0,0022

15.Gun SK(ANA) 0,050 0,0022

15.Gun SKB(ANA) 0,036 0,0016

Calismamizda alkol analizine tabi tutulan 9 sirke numunesinin etil alkol

miktarinin %0,5’ten diisiik oldugu tespit edilmistir. Alkol miktar1 sirkenin kalite
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ve verimliligini ifade eden 6nemli parametrelerden biridir (Aktan ve Kalkan,
1998). TS 1880 EN 13188 Sirke Standardi’na gore kalinti alkol orani sarap

sirkeleri digindaki sirkelerde hacimce 9%0.5’den fazla olmamalidir (Anon, 2003).

Elijah ve Etukudo muz kabuklar1 kullanarak yaptiklar1 ¢calismada, asetik asit
fermantasyonu sonunda %0.0’a alkol miktarinin diistiiglinii ve sarap sirkesi
disindaki sirkelerde etil alkol miktarinin %0.5’ten az olmas1 gerektigini
bildirmislerdir. Budak, elma sirkesinde alkol belirlenemedigini ifade etmistir.
Benzer sekilde Tangiiler (2021) elma atiklar1 kullanarak iirettikleri sirkelerde
alkol miktarint %0,5’ten az oldugunu bildirmislerdir. Bayram ve ark. piring,
tizim ve elma sirkelerinde, Sengiin ise yaptig1 ¢alismada, incir sirkesinde etil
alkol miktarinin %0,5’ten diisiik oldugunu bildirmislerdir. Bu degerlere gore
calismamizda elde ettigimiz sirkelerde alkol degerleri, alkol miktar1 bakimindan
sirke standardina (TS 1880 EN 13188) ve literatlire uygun bulunmustur (Anon,
2003).

L. Sirke Orneklerinin Patulin Analiz Sonuclar

Elma sirkesi  Orneklerinde patulin analizi HPLC  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Patulin analizine tabi tutulan sirkelerin LOQ (tayin limiti)
degerleri, ham sonuglari, geri kazanim sonuglar1 ve OB (dl¢iim belirsizligi)
degerleri Cizelge 19’da verilmistir. Patulin analizinde Limit of Quantification
(LOQ) degeri 6,01 pg/L olarak belirlenmistir. Enjeksiyon hacmi 100 pg/L’dir.
Calismamizda disaridan P.expansum kuft ilave edilen sirkelerde patuline
rastlanmasi bekleniyordu. Incelenen 9 adet elma sirkesi 6rneginin 2 tanesinde
patulin tespit edilmistir. Bu numuneler SK(AE) 7.giin ve SK(AE) 15.giin

sirkeleridir. Depolama giinii arttik¢a patulin seviyesinde artis beklenmektedir.
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Cizelge 19. Sirke 6rneklerinin patulin ham sonuglar1 (ug/L)

Sirke Kodu LOQ Ham Sonug Geri Kazanim OB
Sonucu

0. Gun Kontrol 6,01 Tespit Edilemedi

7. Giin SK(AE) 6,01 2567,55 3473,89 764,26

7. Gun SKB(AE) 6,01 Tespit Edilemedi

15. Giin SK(AE) 6,01 4493,13 6079,29 1337,46

15. Gin SKB(AE) 6,01 Tespit Edilemedi
7. Gun SK(ANA) 6,01 Tespit Edilemedi
7. Gun SKB(ANA) 6,01 Tespit Edilemedi
15. Giin SK(ANA) 6,01 Tespit Edilemedi

15. Gin 6,01 Tespit Edilemedi
SKB(ANA)
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Sekil 21. Patulin tespit edilmemis 0.giin Kontrol sirkesine ait kromatogram
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Sekil 22. Patulin tespit edilmis olan SK(AE) 7.giin sirke 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 26.Patulin tespit edilememis SK(ANA) 7.giin sirkesine ait kromatogram

CihLabSolutions\Data\ 202341 2 ARALIKIPATULINWE0Z31 2268W8-NOLU-SIRKE_006.Icd

FDA Multi 1

T T T T T T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5
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Sekil 29. Patulin tespit edilememis SKB(ANA) 15.glin sirkesine ait kromatogram

Yapilan analiz sonucunda 0.giin sirkesinde patuline rastlanmamistir. Analiz
sonuclarinda patulin tespit edilen sirkelerde ¢ikan ham degerler sirasi ile 7.giin
SK(AE) ve 15.glin SK(AE) icin 2567,55 pg/L ve 4493,13 pg/L, geri kazanim
sonuglar1 ise 3473,89 pg/L ve 6079,29 pg/L olarak bulunmustur. igerisine
P.expansum kiifii asilanan sirkelerin patulin seviyesi gilin sayist artik¢a
yiikselmistir. Kromatogram sonuglarinda disaridan L. mesenteroides asilanan
SKB(AE) ve SKB(ANA) oOrneklerinde patulin piki tespit edilmemistir. Bu L.
mesenteroides bakterisinin antifungal etkisini dogrulamaktadir. Ayrica aerobik
ortamda muhafaza edilen sirkelerin SK(AE) numunelerinde patulin bulunurken
anaerobik sirke numunelerinin higbirinde patuline rastlanmamistir. SK(ANA)
sirkesinin 7. ve 15. giin sonuglarinda patulin tespit edilememesi oksijensiz
ortamda P. expansum kafunin  patulin - mikotoksinini  tretememesini

dogrulamaktadir.

SKB(ANA) sirkelerinde L. mesenteroides etkinliginin agiklamasi bu
durumdan dolayr saglanamamustir. P. expansum kuflinin oksijensiz ortamda
sporlar1 ¢ogalamamis ve mikotoksin tiretimi saglanamamistir. Guillaume vd.
(2021), yaptiklar1 ¢alismada elma yiizeyinden L. mesenteroides bakterisini izole
edip Penicillium expansum kiifii tizerindeki antifungal etkisini kanitlamiglardir.
Ticari meyve suyunun patulin miktar1 7,2 pg/mL bildirilmis. L. mesenteroides
bakterisi eklenen elma ve {iziim suyunda sirasiyla %42 ve %90 patulin
degredasyonunun saglandigi ve 6nemli Olgiide (P < 0.05) ortadan kaldirildig:
kaydedilmis. Yaptigimiz calismadaki degerler ve sonuglar Guillaume vd.

yaptiklari ¢caligma ile uygunluk gostermistir.
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IV.SONUC

Calismamizda, Penicillium expansum kiifiiniin ve bu kiifiin drettigi
mikotoksin olan patulinin detoksifikasyonunda laktik asit bakterisinin antifungal
etkisini kullanip, ayn1 zamanda bu ilave ile sirkenin normal bir elma sirkesinden
farkin1 gérmek {izere gerekli analizler yapilmistir. Bu analiz sonuglar
mikrobiyolojik, kimyasal ve en son istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Calismamizin sonuglar1 L. mesenteroides bakterisinin potansiyelini ve antifungal

etkisini gostermistir.

Bu calismada 17 kavanoz elma sirkesi ile ¢alisilmistir. Yapilan analizlerden
yola ¢ikarak L. mesenteroides bakterisinin P. expansum kifl Gzerinde antifungal
etkiye sahip oldugu ve patulin detoksifikasyonunda biyolojik detoksifikasyon
yontemiyle inhibe edilebilecegi goriilmiistiir. Calismada elma sirkelerinin patulin
analizi HPLC metoduyla analiz edilerek yapilmistir. Patulin tespiti igin
incelemeye tabi tutulan 9 elma sirkesinde SK (AE) 6rneginde bekledigimiz gibi
PAT tespit edilmistir. PAT tespitinde ham degerler sirasi ile 7.giin SK(AE) ve
15.giin SK(AE) i¢in 2567,55 pg/L ve 4493,13 png/L, geri kazanim sonuglari ise
3473,89 pg/L ve 6079,29 ug/L olarak bulunmustur. Fermentason siiresi arttik¢a
P.expansum kiifii gelismesiyle PAT yogunlugu artmistir. SKB(AE) sirkesinde
laktik asit bakterisinin antifungal etkisinden dolayr PAT tespit edilmemistir.
Oksijensiz ortamda bulunan anaerobik sirkelerde PAT varligina rastlanmamasi,
kifun oksijen ile temasinda gelisip mikotoksin iiretme yetenegini kazandig,
oksijensiz ortamda ise yeterince gelisemeyip mikotoksin iiretememesi durumuyla
acgiklanabilir. P. expansum kiifiinlin PAT {iretebilmesi i¢in ortamin aerobik bir

ortam olmas1 gerekmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar iizerine, oksijensiz ortamda muhafaza
edilen sirkelerde PAT kontaminasyonuna rastlanmamasi kiifiin mikotoksin
liretme yeteneginin oksijene bagli oldugu ve bundan dolay1 agz1 kapali muhafaza
edilen sirkelerin daha giivenilir oldugu sOylenebilir. L.mesenteroides bakterisinin

P.expansum ve PAT iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir ve buna bagli olarak
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PAT kontaminasyonunun azaltilmasinda laktik asit bakterilerinin antifungal
etkilerinin gelistirilmesi gibi stratejilerin  gelistirilmesi gida gilivenliginin

saglanmasinda 6nemli bir asama olacaktir.
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