http://www.trakya.edu.tr/Enstituler/FenBilimleri/Dergi/net/index.htm

Trakya Univ J Sci, 4(2): 181-186, 2003
ISSN 1302 647X
DIC: 94TGTT420312030104

Orijinal Makale / Original Article

OKRATOKSIN A (OA)'NIN BIRA FERMENTASYONUNDAKI
DURUMU ve FERMENTASYONA ETKIiSi !

Tuncay GUMUS, Muhammet ARICI, Mehmet DEMIRCI
Trakya Universitesi Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii, TEKIRDAG, Tel: 0.282.2931442,

e-mail:tuncaygumus@tu.tzf.edu.tr

Alinig
Kabul Edilis

: 14.05.2003
:28.07.2003

Ozet: Bu arastirmada bira fermentasyonu siiresince farkli konsantrasyonlardaki OA miktarinda meydana gelen degi-
siklikler Elisa metodu kullanilarak tespit edilmistir. Buna gore yaklasik 10 ppb OA ilave edilen &rnekte (A)
fermentasyon sonunda (10. giin) OA seviyesinde % 24,97 oraninda azalma tespit edilirken, yaklasik 20 ppb OA ilave
edilen 6rnegin (B) OA seviyesinde % 18,74 oraninda bir azalma oldugu belirlenmistir. Yaklasik 30 ppb OA ilave edi-
len &rnekte (C) ise daha diisiik diizeyde bir azalma (% 8,9) oldugu tespit edilmistir. Fermentasyon boyunca OA kon-
santrasyonu arttik¢a, OA'daki azalma oranmi diismiistiir. Fermentasyon boyunca OA konsantrasyonu maya geligimini
etkilemis, OA ihtiva eden 6rneklerde maya gelisimi daha yavas olmustur. Yiiksek konsantrasyonlarda OA ihtiva eden
maysede tespit edilen maya sayisi, kontrol ve diisiik OA konsantrasyonlu maysedeki maya sayisina gore daha diisiik
bulunmustur.Fermentasyon boyunca pH degerinde OA yiiksek olan &rneklerde, diisiik olanlara gore daha yavas diisiis
gozlenmistir. Orneklerde OA konsantrasyonu arttikca olusan alkol orani diismiistiir. Fermentasyon baslangicinda tiim
orneklerde toplam seker oran1 % 6,62 iken OA konsantrasyonu arttik¢a % seker miktar1 daha yiiksek tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler : Bira, Fermentasyon, Okratoksin A

Fate Of Ochratoxin A (OA) During Beer Fermentation and Effect of OA On Fermentation

Abstract: Depending on ochratoxin A (OA) concentration, changes in OA content of wort and beer were determined
during beer fermentation using Elisa method. After 10 days of fermentation, OA content of sample A, which includes
approximately 10 ppb added OA, decreased 24.97 % while this figure was 18.74 % in sample B which was contami-
nated with 20 ppb OA. In sample C, which includes 30 ppb added OA, the level of OA decreased (8.9 %) less than
the other two samples. Degradation ratio of OA decreased as the OA concentration increased during fermentation.
OA concentration negatively affected yeast growth during fermentation and therefore yeast growth was lower in OA
containing samples than the others. The wort samples which contain high concentration of OA had lower yeast count
compared with control group and wort samples containing low concentration of OA. A gradual decrease has been ob-
served in pH value of the samples including high level of OA compared to these samples contaminated with low level
of OA. Alcohol concentration of the samples decreased as OA concentration increased. At the beginning of fermenta-
tion, total sugar ratio of all samples was 6.62 %. However, total sugar values were found higher in the samples which
contained at high levels of OA.

Key words : Beer, Fermentation, Ochratoxin A.

Giris

Bira yapiminda hammadde olarak kullanilan arpa
ve bundan elde edilen malt kiiflenmeye ¢ok miisait o-
lan trlindiir. Arpa, gerek depolama sirasinda, gerekse
malt iiretimi esnasinda kiif kontaminasyonuna maruz
kalmaktadir (Krogh ve ark., 1974; Chu ve ark., 1975).
Malt {iretim agamalarinda kiiflerin gelismesi i¢in gok
uygun bir ortam bulunmaktadir. Geligen kiifler iirettik-
leri sekonder metabolitleri ile toksik etkiler yapmakta-
dir. Bu toksik maddelere "mikotoksinler" denilmekte-

dir. Mikotoksinler, insanlar ve diger organizmalar iize-
rinde bircok olumsuz etkilerinin bulunmasinin yani si-
ra, Ozellikle karaciger ve bobreklerde kansere sebep
olmaktadir (Topal, 1993; Ozkaya ve ark., 1995)
Biralarda en sik goriilen mikotoksin okratoksin o-
lup, islem asamalarinda bir kisminin pargalanmasina
ragmen, bir kismu da pargalanmadan kalmaktadir. Nip
ve ark. (1975) yaptiklar1 bir arastirmada arpada bulu-
nan okratoksinin % 14-18'inin biraya ge¢tigini bildir-
mislerdir. Gjerten ve ark. (1963) arpa ve diger hububat

! Bu aragtirma TUBAP tarafindan desteklenmistir (TUBAP-458). Arastirma T. Giimiis’iin Doktora tezinden hazirlanmustir.
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iiriinlerinin malt ve bira yapimi amaciyla kabul edil-
meden Once dikkatli kontrol edilmesi gerektigini, kiif-
1t arpanin bira aromasina ve diger duyusal kalitelerine
olumsuz etki ettigini bildirmislerdir. Kostecki ve ark.
(1991) mikotoksinlerin detoksifikasyonu igin birkag
islemin yapildigini, bunlarin alkol fermentasyonu, bira
tretimi gibi yontemler oldugunu ifade etmiglerdir.
Gjerten ve ark. (1973) bira yapiminda kullanilan malt-
taki OA miktarmin fermentasyondan sonra biraya %
10 oraninda azalarak gectigini tespit ederlerken, Chu
ve ark. (1975) arpadan biraya % 14-28 oraninda OA
gectigini, islem asamalarinda OA'nin % 70'inin parca-
landigin1 ifade etmislerdir. Krogh ve ark. (1974)
sitrinin ve OA ile kontamine edilmis arpa 6rneklerinde
toksinlerin par¢alanma durumunu incelediklerini, yiik-
sek seviyede OA igeren arpalardan biralara % 2-7 ora-
ninda bir gegisin oldugunu, bu sebepten dolay1 yiiksek
seviyede OA igeren (1000-5000 pg/kg) arpalarmn bira
yapimi i¢in kullanilmamasi gerektigini bildirmiglerdir.

Scott ve ark. (1995) biraya fermentasyondan once
0,19 pg/ml OA ilave ederek Saccharomyces cerevisiae
ile 8 giin siireyle fermentasyona tabi tutmuslardir. So-
nug olarak birada % 2-13 oraninda OA'da azalma ol-
dugunu tespit etmislerdir. Yine Scott (1996) biralara
fermentasyon oncesi iglem agsamalar1 iginde, OA'y1 da
kapsayan mikotoksinler ilave etmis, fermentasyondan
sonra bu toksinlerin biraya gecebilecegini bildirmistir.

Baxter ve ark. (2001) malta Penicillium
verrucosum inokule etmigler ve sonugta maltta 52
ng/kg seviyesinde OA tespit etmislerdir. OA ihtiva
eden malt1 bira yapiminda kullanmiglar ve proteolitik
parcalanma sonucu OA'nin % 40 pargalandigini,
fermentasyon sonucunda ise OA seviyesindeki diisii-
stin % 13-32 arasinda oldugunu tespit etmislerdir.
Wolf-Hall ve Schwarz (2002) bira iiretiminde
fermentasyonun mikotoksinlerin detoksifikasyonuna
etki ettigini, glvenli bir gida tiketimi i¢in
fermentasyon tekniklerinin gelistirilmesi gerektigini
ifade etmislerdir.

Okratoksinin biraya gegme riski ihtimalinin olmas1
nedeniyle arpa, malt ve bira 6rneklerinde okratoksin
analizlerinin yapilmasi ¢ok dnemlidir. Bu aragtirmada
farkli konsantrasyonlardaki OA'n, bira
fermentasyonu sonrasinda ne kadar oranda biraya gec-
tiginin tespit edilmesi ve OA'nin bira fermentasyonuna
etki edip etmediginin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metod
Materyal
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Mayse Tiirkiye'de tiretim yapan 6zel bir firmadan
temin edilerek laboratuvara getirilerek pastorize edil-
mistir. Fermentasyonda kullanilan maya,
Saccharomyces carlsbergensis tiirii olup bira {iretimi
yapan iki farkli firmadan temin edilmistir. Maya kiil-
tirii agz1 kapakli 6zel siselerde alinmis, kullanilincaya
kadar buzdolabinda muhafaza edilmistir. Okratoksin
A standardi (ACROS); agz1 kapakli kiigiik cam vialde
almmis ve derin dondurucuda saklanmustir.

Metod

Birada Okratoksin A (OA) Analizi

Bira icindeki CO2'i uzaklastirmak icin filtre kagi-
dindan 5 ml 6rnek bir erlen igine alinarak, 12,5 ml
%70'lik Methanol (methanol:su) ile 3 dakika ¢alkalan-
diktan sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziil-
miistiir. Filtrasyondan 1 ml alinip 1 ml distile su ile
sulandirilmig ve 50 ml alinarak test islemlerine gegil-
mistir.

Standartlar 6nce 0 png/kg, 5 ng/kg, 10 pg/kg, 20
png/kg, 40 pg/kg olarak igerisine OA antibody bulunan
mikrotiter platedeki ¢ukurcuklara aktarilmig ve daha
sonra ekstraktlardan 50 pl sonraki viallere konulmus-
tur. Uzerine 50 pl enzim konjuge ve 50 pl okratoksin
A antibody konularak 10 dakika oda sicakliginda bek-
letilmis daha sonra 3 defa saf su ile yikanmstir. Uze-
rine 100 pl substrat’/kromogen ilave edilmis, 5 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra 100 pl durdurma
solusyonu ilave edilmis ve 10 dakika iginde "ELx800
Serisi Microplate Reader" da 450 nm'de absorbans de-
gerleri okunmustur. Sonuglar bilgisayar ortaminda &-
zel programla (Ridawin) hesaplanmistir (Anonymous,
1999a).

Okratoksin A'nin Bira Fermentasyonundaki Du-
rumunun Belirlenmesi

Arpa maltindan hazirlanan serbet¢i otuyla kayna-
tilmig ve pastorize edilmis 5 litre mayseye % 2 ora-
ninda bira mayasi (Saccharomyces carlsbergensis) ila-
ve edilmis iyice karistirlmistir. Steril edilmis 100
ml'lik kavanozlara dagitilmistir. Bu kavanozlardan 6
tanesine iginde yaklasik 10 pg/kg (A), 6 tanesine yak-
lasik 20 pg/kg (B) ve 6 tanesine de yaklasik 30 mg/kg
(C) olacak sekilde OA ilave edilmis, 6 tanesine de
kontrol amaciyla OA ilavesi yapilmamstir (K). Daha
sonra kavanozlarin agzi iyice kapatilarak sogutmali
inkiibatérde 10°C'de 10 giin siireyle inkiibe edilmistir.
Denemeler 2  paralel olarak  yiiritilmistiir.
Fermentasyonun baslangig, 1., 3., 5., 8. ve 10. giinle-
rindeki OA miktarlart ELISA metoduyla tespit edilip,
mayalarin OA'ya etki edip etmedigi belirlenmeye cali-
stlmistir (Chu ve ark., 1975; Anonymous, 1999b).
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Maya sayisinin Belirlenmesi

Maya saymu ic¢in % 10'luk tartarik asit ile pH's1
3,5'e disiiriilmiis "Potato Dextrose Agar (PDA)" kul-
lanilmigtir. Ekim yapilan 6rnekler 25°C'de 5 giin sii-
reyle inkiibe edilerek toplam maya sayisi tespit edil-
mistir (Baumgart, 1993).

Alkol Miktarinin Belirlenmesi

Alkol analizleri Salleron Dujadin  marka
Ebulyometre ile yapilmistir (Anonymous, 1988).

pH Degerlerinin Belirlenmesi

Orneklerin pH's1 20 °C'de WTW marka 330 model
pH metre ile dl¢lilmiistiir (Anonymous, 1986).

Toplam Seker (%) Oraninin Belirlenmesi

Orneklerde toplam seker miktar1 titrimetik
metodla yapilmistir (Anonymous, 1990). Ornekler
Carrez I ve Carrez II ¢ozeltileri ilave edilerek ¢oktii-
rilmiis ve siliziilmiigtiir. Bu siiziintiye % 37'lik HCI
eklenmistir. Balonun kapagi kapatilarak su banyosun-
da 65-67 °C'de 5 dakika tutulmus (inversiyon) ve hiz-
lica sogutulduktan sonra SN NaOH ile nétiirlenmistir.
Bu ornek biirete doldurularak Fehling A ve Fehling B
cozeltileri ile metilen mavisi indikatorligiinde titre e-
dilmistir. Toplam seker formiille hesaplanmustir.

Istatiksel Analizler

Istatistik analizlerde SPSS paket programi kulla-
nilmistir.  Fermentasyon asamasinda 2 faktorli
(Fermentasyon siiresi x OA konsantrasyonu) deneme
deseni planinda varyans analizleri yapilmistir. Aras-
tirma iki paralelli ve iki tekerriirlii yapilmustir.

Arastirma Sonuclari ve Tartisma

Bira Fermentasyonunun OA'ya Etkisi

Farkli oranlarda OA ilave edilen mayse ornekleri
bira mayast ile fermentasyona tabi tutulmus,
fermentasyon siiresince dnemli bazi1 parametreler ince-
lenmistir. Fermentasyon siiresince drneklerin OA kon-
santrasyonlarinda farkli oranlarda azalma meydana
geldigi tespit edilmistir. Fermentasyonun sonunda (10.
giin), yaklagik 10 pg/LL OA ile kontamine edilen
maysede (A) OA miktarinda ortalama % 24,97 ora-
ninda bir azalma olurken, yaklasik 20 pg/L OA ile
kontamine 6rneklerde (B) ortalama % 18,74 ve yakla-
stk 30 ug/L OA ile kontamine drnekte (C) ortalama %
8,9 oraninda bir azalma meydana gelmistir. Azalma
oranlarinin 8. ve 10. giinlerde arttig1 belirlenmis-
tir(Sekil 1). Mayse orneklerine ilave edilen OA mikta-
1 arttikca fermentas-yon sonunda kalan OA miktari
daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar1 Gjertsen ve
ark. (1973), Nip ve ark. (1975), Scott ve ark. (1995) ve
Baxter ve ark. (2001)'nin bulgulan teyit ederlerken,

Trakya Univ J Sci 4(2), 181-186, 2003

183

35
. 30%
)
[-3
£ 2
3
5 —e—K
g2 —A
£ —a—B
g 15 A
g —&—C
¥ 10
<
(o]

5

0

0 1 3 5 8 10

Fermentasyon siiresi (Giin)

Sekil 1. Fermentasyon siiresince OA miktarinda meydana
gelen degisiklikler.

Krogh ve ark. (1974) ve Chu ve ark. (1975)'nin bildir-
dikleri degerlerden farkli bulunmustur.

Fermentasyon siiresince orneklerin OA seviye-
lerindeki azalma Sekil 1'de goriilmektedir

Sekil 1'den de anlasildig1 gibi OA miktarlarindaki
azalma A ve B orneklerinde 8. fermentasyon giiniin-
den sonra daha da artmistir. Yapilan varyans analizi
sonucuna gore tekerriirler arasindaki farkliliklar 6-
nemsiz bulunurken, fermentasyon siiresince 6rneklerin
ihtiva ettigi OA seviyelerindeki degisiklikler ve drnek-
ler (K, A, B, C) arasindaki farkliliklar p<0,01 diize-
yinde 6nemli bulunmustur.

Fermentasyon Siiresince Maya Sayisinda Meydana
Gelen Degisiklikler

Kontrol ve OA ihtiva eden mayselerde fermentas-
yon siiresince maya sayilarinda 5. giine kadar artis ol-
mus, alkol oraninin artist ve fermente olabilir seker
miktarindaki azalmaya paralel olarak 8. gilinden itiba-
ren diigiis meydana gelmistir. Kontrol 6rneginde maya
geligimi 5. giinde ortalama 1,05x106 kob/ml'ye kadar
yiikselirken orneklerde OA seviyesi en fazla olan C
orneginde 5. giinde ortalama 6,20x105 kob/ml' ye ka-
dar yilikselmistir. Maya sayis1 10. giinde kontrol 6rne-
ginde ortalama 2,02x105 kob/ml'ye gerilerken, 6rnek-
lerde OA seviyesi arttikca maya gelisimi de yavagla-
mustir. En ¢ok OA ihtiva eden (30 pg/L) C 6rneginde
2,08x105 kob/ml'ye gerilemistir. Kontrol érneginde 8.
giinden itibaren maya sayisinda daha fazla azalma
meydana gelmistir. Bu, kontrol 6rneginde meydana
gelen alkol oraninin yiiksekligi dolayisiyla maya iize-
rine inhibitif etki ile agiklanabilir. Fermentasyon siire-
since Orneklerin maya sayilarinda meydana gelen de-
gisiklikler Sekil 2'de verilmistir.
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Sekil 2. Fermentasyon siiresince maya sayilarindaki meydana gelen degisiklikler.
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Sekil 3. Fermentasyon siiresince drneklerin pH degerler-
indeki meydana gelen degisiklikler.
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Sekil 4. Fermentasyon
degisiklikler.

siiresince seker oranlarinda

Fermentasyon siiresince C 6rnegi haricinde drnek-
ler arasindaki maya sayilari arasinda bir paralellik
bulunurken, igerisinde OA konsantrasyonu fazla olan
C ornegindeki maya gelisimi diger 6rneklere nazaran
daha diisiik olarak tespit edilmistir. Uciincii giinde
kont-rol 6rneklerindeki maya sayilar1 digerlerine naza-
ran daha fazla artmis, 6rneklerin OA konsantrasyonla-
r1 arttikca maya sayilarinda azalma meydana gelmistir.
Fermentasyon siiresince maya sayilarindaki degisik-
likler ve OA konsantrasyonuna gore gruplar (K, A, B,
C) arasindaki farkliliklar p<0,01 diizeyinde dnemli bu-
lunmus ve OA konsantrasyonu maya gelisimine etki
ettigi tespit edilmistir.

pH'da Meydana Gelen Degisiklikler

Fermentasyon siiresince pH degerinde 5. giine ka-
dar diizenli bir disme meydana gelmistir.
Fermentasyon baslangicinda (0. giin) tiim drneklerde
pH degeri 4,80 olarak tespit edilmistir.
Fermentasyonun 5. giiniinde K 6rnegi ortalama olarak
3,80, A ornegi 3,83, B 6rnegi 3,86 ve C ornegi 3,88
pH degerine diismiis, 8. ve 10. giinlerde bu degerlerde
fazla bir degisiklik olmamustir. Orneklerde OA sevi-
yesi arttik¢a, kontrol drnegine gére pH'da diisiis daha
az tespit edilmistir. Fermentasyon siiresince drneklerin
pH degerlerindeki meydana gelen degisiklikler Sekil
3'de verilmistir.

Tespit edilen pH degerleri TS 2259 "siselenmis ve
kutulanmis biralar" standardina uygunluk gostermek-
tedir. Fermentasyon siiresince pH degerinde degisik-
likler ve OA konsantrasyonuna gore gruplar (K, A, B,
C) arasindaki farkliliklar p<0,01 diizeyinde 6nemli bu-
lunmustur.
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Alkol Miktan (%)

Fermentasyon siiresi (Giin)

Sekil 5. Fermentasyon boyunca alkol miktarindaki
degisikler.

Toplam Seker (%) Miktarinda Meydana Gelen De-
gisiklikler

Baslangigta % 6,62 olan seker miktar1 fermentas-
yon siiresince tiim Orneklerde azalmigtir. Fermentas-
yonun 1. giiniinde seker oranindaki diisiis ¢ok yavas
iken, 3., 5. ve 8. giinlerde seker oranindaki diisiis hizlt
olmustur. 10. giinde ise tekrar yavaslamigtir. K 6rne-
ginde seker oran1 % 6,62'den % 0,52'e, A 6rneginde %
6,62'den % 0,77'ye, B drneginde % 6,62'den %0,88'e
ve C orneginde % 6,62'den %1,01'e diismiistiir. Or-
neklerin OA miktar arttikga fermentas-yon sonunda
fermente edilemeyen seker miktar1 yiiksek olarak bu-
lunmustur. Fermentasyon sonunda en az miktarda se-
ker, OA bulunmayan kontrol érneklerinde tespit edil-
mistir. Fermentasyon siiresince seker oranlarinda de-
gisiklik Sekil 4'de verilmistir.

Fermentasyon siiresince Toplam seker (%) mikta-
rinda meydana gelen degisiklikler ve OA konsantras-
yonuna gore gruplar (K, A, B, C) arasindaki farklilik-
lar p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Alkol Oraminda (%) Meydana Gelen Degisiklikler

Fermentasyon siiresince orneklerin alkol miktarla-
rinda meydana gelen degisiklikler Sekil 5'de veril-
mistir. K 6rneginde 10. giiniin sonunda % 7,50 ora-
ninda alkol olusurken, diger drneklerde bu oranda dii-
siik bulunmugtur. A &rneginde % 6,60, B 6rneginde %
6,20 ve C orneginde % 6,00 oraninda alkol olusmus-
tur. Fermentasyon sonunda en fazla alkol kontrol &r-
neginde olusmustur. Orneklerin OA seviyesi arttikca
alkol olusumunda azalma tespit edilmistir.

Sonug olarak; hammaddenin OA miktar1 arttik¢a
fermentasyon sonunda son liriinde daha fazla OA kal-
maktadir. Ham maddede ne kadar fazla OA olursa son
iiriindeki risk o kadar artmaktadir. Ham maddenin uy-
gun sartlarda muhafaza edilmesi, OA igeriginin tespiti
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ve OA igermeyen liriinlerle pagal yapilmasi son iiriin-
lerde OA riskini diisiirmektedir. Fermentasyon siire-
since OA konsantrasyonu maya gelisimini etkilemis,
OA ihtiva eden d6rneklerde maya gelisimi daha yavas
olmustur. Bunun tabi sonucu olarak fermentasyon sey-
ri etkilenebilmektedir. Orneklerde OA seviyesinin
artmasi ile maya sayisinda gelisme azalmig, pH'da dii-
siis yavaglamis, % seker miktarinda disiis azalmis ve
daha az oranda alkol olusmustur.
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