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Özet: Bu araştırmada bira fermentasyonu süresince farklı konsantrasyonlardaki OA miktarında meydana gelen deği-
şiklikler Elisa metodu kullanılarak tespit edilmiştir. Buna göre yaklaşık 10 ppb OA ilave edilen örnekte (A) 
fermentasyon sonunda (10. gün) OA seviyesinde % 24,97 oranında azalma tespit edilirken, yaklaşık 20 ppb OA ilave 
edilen örneğin (B) OA seviyesinde % 18,74 oranında bir azalma olduğu belirlenmiştir. Yaklaşık 30 ppb OA ilave edi-
len örnekte (C) ise daha düşük düzeyde bir azalma (% 8,9) olduğu tespit edilmiştir. Fermentasyon boyunca OA kon-
santrasyonu arttıkça, OA'daki azalma oranı düşmüştür. Fermentasyon boyunca OA konsantrasyonu maya gelişimini 
etkilemiş, OA ihtiva eden örneklerde maya gelişimi daha yavaş olmuştur. Yüksek konsantrasyonlarda OA ihtiva eden 
mayşede tespit edilen maya sayısı, kontrol ve düşük OA konsantrasyonlu mayşedeki maya sayısına göre daha düşük 
bulunmuştur.Fermentasyon boyunca pH değerinde OA yüksek olan örneklerde, düşük olanlara göre daha yavaş düşüş 
gözlenmiştir. Örneklerde OA konsantrasyonu arttıkça oluşan alkol oranı düşmüştür. Fermentasyon başlangıcında tüm 
örneklerde toplam şeker oranı % 6,62 iken OA konsantrasyonu arttıkça % şeker miktarı daha yüksek tespit edilmiştir. 
 
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. 
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Giriş 
Bira yapımında hammadde olarak kullanılan arpa 

ve bundan elde edilen malt küflenmeye çok müsait o-
lan üründür. Arpa, gerek depolama sırasında, gerekse 
malt üretimi esnasında küf kontaminasyonuna maruz 
kalmaktadır (Krogh ve ark., 1974; Chu ve ark., 1975). 
Malt üretim aşamalarında küflerin gelişmesi için çok 
uygun bir ortam bulunmaktadır. Gelişen küfler ürettik-
leri sekonder metabolitleri ile toksik etkiler yapmakta-
dır. Bu toksik maddelere "mikotoksinler" denilmekte-

dir. Mikotoksinler, insanlar ve diğer organizmalar üze-
rinde birçok olumsuz etkilerinin bulunmasının yanı sı-
ra, özellikle karaciğer ve böbreklerde kansere sebep 
olmaktadır (Topal, 1993; Özkaya ve ark., 1995) 

Biralarda en sık görülen mikotoksin okratoksin o-
lup, işlem aşamalarında bir kısmının parçalanmasına 
rağmen, bir kısmı da parçalanmadan kalmaktadır. Nip 
ve ark. (1975) yaptıkları bir araştırmada arpada bulu-
nan okratoksinin % 14-18'inin biraya geçtiğini bildir-
mişlerdir. Gjerten ve ark. (1963) arpa ve diğer hububat 
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ürünlerinin malt ve bira yapımı amacıyla kabul edil-
meden önce dikkatli kontrol edilmesi gerektiğini, küf-
lü arpanın bira aromasına ve diğer duyusal kalitelerine 
olumsuz etki ettiğini bildirmişlerdir. Kostecki ve ark. 
(1991) mikotoksinlerin detoksifikasyonu için birkaç 
işlemin yapıldığını, bunların alkol fermentasyonu, bira 
üretimi gibi yöntemler olduğunu ifade etmişlerdir. 
Gjerten ve ark. (1973) bira yapımında kullanılan malt-
taki OA miktarının fermentasyondan sonra biraya % 
10 oranında azalarak geçtiğini tespit ederlerken, Chu 
ve ark. (1975) arpadan biraya % 14-28 oranında OA 
geçtiğini, işlem aşamalarında OA'nın % 70'inin parça-
landığını ifade etmişlerdir. Krogh ve ark. (1974) 
sitrinin ve OA ile kontamine edilmiş arpa örneklerinde 
toksinlerin parçalanma durumunu incelediklerini, yük-
sek seviyede OA içeren arpalardan biralara % 2-7 ora-
nında bir geçişin olduğunu, bu sebepten dolayı yüksek 
seviyede OA içeren (1000-5000 µg/kg) arpaların bira 
yapımı için kullanılmaması gerektiğini bildirmişlerdir.  

Scott ve ark. (1995) biraya fermentasyondan önce 
0,19 µg/ml OA ilave ederek Saccharomyces cerevisiae 
ile 8 gün süreyle fermentasyona tabi tutmuşlardır. So-
nuç olarak birada % 2-13 oranında OA'da azalma ol-
duğunu tespit etmişlerdir. Yine Scott (1996) biralara 
fermentasyon öncesi işlem aşamaları içinde, OA'yı da 
kapsayan mikotoksinler ilave etmiş, fermentasyondan 
sonra bu toksinlerin biraya geçebileceğini bildirmiştir.  

Baxter ve ark. (2001) malta Penicillium 
verrucosum inokule etmişler ve sonuçta maltta 52 
µg/kg seviyesinde OA tespit etmişlerdir. OA ihtiva 
eden maltı bira yapımında kullanmışlar ve proteolitik 
parçalanma sonucu OA'nın % 40'nın parçalandığını, 
fermentasyon sonucunda ise OA seviyesindeki düşü-
şün % 13-32 arasında olduğunu tespit etmişlerdir. 
Wolf-Hall ve Schwarz (2002) bira üretiminde 
fermentasyonun mikotoksinlerin detoksifikasyonuna 
etki ettiğini, güvenli bir gıda tüketimi için 
fermentasyon tekniklerinin geliştirilmesi gerektiğini 
ifade etmişlerdir. 

Okratoksinin biraya geçme riski ihtimalinin olması 
nedeniyle arpa, malt ve bira örneklerinde okratoksin 
analizlerinin yapılması çok önemlidir. Bu araştırmada 
farklı konsantrasyonlardaki OA'nın, bira 
fermentasyonu sonrasında ne kadar oranda biraya geç-
tiğinin tespit edilmesi ve OA'nın bira fermentasyonuna 
etki edip etmediğinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

 
 
Materyal ve Metod 
Materyal 

Mayşe Türkiye'de üretim yapan özel bir firmadan 
temin edilerek laboratuvara getirilerek pastörize edil-
miştir. Fermentasyonda kullanılan maya, 
Saccharomyces carlsbergensis türü olup bira üretimi 
yapan iki farklı firmadan temin edilmiştir. Maya kül-
türü ağzı kapaklı özel şişelerde alınmış, kullanılıncaya 
kadar buzdolabında muhafaza edilmiştir. Okratoksin 
A standardı (ACROS); ağzı kapaklı küçük cam vialde 
alınmış ve derin dondurucuda saklanmıştır. 

Metod 
Birada Okratoksin A (OA) Analizi 
Bira içindeki CO2'i uzaklaştırmak için filtre kağı-

dından 5 ml örnek bir erlen içine alınarak, 12,5 ml 
%70'lik Methanol (methanol:su) ile 3 dakika çalkalan-
dıktan sonra Whatman No:1 filtre kağıdından süzül-
müştür. Filtrasyondan 1 ml alınıp 1 ml distile su ile 
sulandırılmış ve 50 ml alınarak test işlemlerine geçil-
miştir.   

Standartlar önce 0 µg/kg, 5 µg/kg, 10 µg/kg, 20 
µg/kg, 40 µg/kg olarak içerisine OA antibody bulunan 
mikrotiter platedeki çukurcuklara aktarılmış ve daha 
sonra ekstraktlardan 50 µl sonraki viallere konulmuş-
tur. Üzerine 50 µl enzim konjuge ve 50 µl okratoksin 
A antibody konularak 10 dakika oda sıcaklığında bek-
letilmiş daha sonra 3 defa saf su ile yıkanmıştır. Üze-
rine 100 µl substrat/kromogen ilave edilmiş, 5 dakika 
oda sıcaklığında bekletildikten sonra 100 µl durdurma 
solusyonu ilave edilmiş ve 10 dakika içinde "ELx800 
Serisi Microplate Reader" da 450 nm'de absorbans de-
ğerleri okunmuştur. Sonuçlar bilgisayar ortamında ö-
zel programla (Ridawin) hesaplanmıştır (Anonymous, 
1999a). 

Okratoksin A'nın Bira Fermentasyonundaki Du-
rumunun Belirlenmesi 

Arpa maltından hazırlanan şerbetçi otuyla kayna-
tılmış ve pastörize edilmiş 5 litre mayşeye % 2 ora-
nında bira mayası (Saccharomyces carlsbergensis) ila-
ve edilmiş iyice karıştırılmıştır. Steril edilmiş 100 
ml'lik kavanozlara dağıtılmıştır. Bu kavanozlardan 6 
tanesine içinde yaklaşık 10 µg/kg (A), 6 tanesine yak-
laşık 20 µg/kg (B) ve 6 tanesine de yaklaşık 30 mg/kg 
(C) olacak şekilde OA ilave edilmiş, 6 tanesine de 
kontrol amacıyla OA ilavesi yapılmamıştır (K). Daha 
sonra kavanozların ağzı iyice kapatılarak soğutmalı 
inkübatörde 10°C'de 10 gün süreyle inkübe edilmiştir. 
Denemeler 2 paralel olarak yürütülmüştür. 
Fermentasyonun başlangıç, 1., 3., 5., 8. ve 10. günle-
rindeki OA miktarları ELISA metoduyla tespit edilip, 
mayaların OA'ya etki edip etmediği belirlenmeye çalı-
şılmıştır (Chu ve ark., 1975; Anonymous, 1999b). 
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Maya sayısının Belirlenmesi 
Maya sayımı için % 10'luk tartarik asit ile pH'sı 

3,5'e düşürülmüş "Potato Dextrose Agar (PDA)" kul-
lanılmıştır. Ekim yapılan örnekler 25°C'de 5 gün sü-
reyle inkübe edilerek toplam maya sayısı tespit edil-
miştir (Baumgart, 1993). 

Alkol Miktarının Belirlenmesi 
Alkol analizleri Salleron Dujadin marka 

Ebulyometre ile yapılmıştır (Anonymous, 1988). 
pH Değerlerinin Belirlenmesi 
Örneklerin pH'sı 20 °C'de WTW marka 330 model 

pH metre ile ölçülmüştür (Anonymous, 1986). 
Toplam Şeker (%) Oranının Belirlenmesi 
Örneklerde toplam şeker miktarı titrimetik 

metodla yapılmıştır (Anonymous, 1990). Örnekler 
Carrez I ve Carrez II çözeltileri ilave edilerek çöktü-
rülmüş ve süzülmüştür. Bu süzüntüye % 37'lik HCl 
eklenmiştir. Balonun kapağı kapatılarak su banyosun-
da 65-67 °C'de 5 dakika tutulmuş (inversiyon) ve hız-
lıca soğutulduktan sonra 5N NaOH ile nötürlenmiştir. 
Bu örnek bürete doldurularak Fehling A ve Fehling B 
çözeltileri ile metilen mavisi indikatörlüğünde titre e-
dilmiştir. Toplam şeker formülle hesaplanmıştır. 

İstatiksel Analizler 
İstatistik analizlerde SPSS paket programı kulla-

nılmıştır. Fermentasyon aşamasında 2 faktörlü 
(Fermentasyon süresi x OA konsantrasyonu) deneme 
deseni planında varyans analizleri yapılmıştır. Araş-
tırma iki paralelli ve iki tekerrürlü yapılmıştır. 

 
Araştırma Sonuçları ve Tartışma 
Bira Fermentasyonunun OA'ya Etkisi 
Farklı oranlarda OA ilave edilen mayşe örnekleri 

bira mayası ile fermentasyona tabi tutulmuş, 
fermentasyon süresince önemli bazı parametreler ince-
lenmiştir. Fermentasyon süresince örneklerin OA kon-
santrasyonlarında farklı oranlarda azalma meydana 
geldiği tespit edilmiştir. Fermentasyonun sonunda (10. 
gün), yaklaşık 10 µg/L OA ile kontamine edilen 
mayşede (A) OA miktarında ortalama % 24,97 ora-
nında bir azalma olurken, yaklaşık 20 µg/L OA ile 
kontamine örneklerde (B) ortalama % 18,74 ve yakla-
şık 30 µg/L OA ile kontamine örnekte (C) ortalama % 
8,9 oranında bir azalma meydana gelmiştir. Azalma 
oranlarının 8. ve 10. günlerde arttığı belirlenmiş-
tir(Şekil 1). Mayşe örneklerine ilave edilen OA mikta-
rı arttıkça fermentas-yon sonunda kalan OA miktarı 
daha yüksek bulunmuştur. Bu sonuçları Gjertsen ve 
ark. (1973), Nip ve ark. (1975), Scott ve ark. (1995) ve 
Baxter ve ark. (2001)'nın bulguları teyit ederlerken, 

Krogh ve ark. (1974) ve Chu ve ark. (1975)'nın bildir-
dikleri değerlerden farklı bulunmuştur. 

Fermentasyon süresince örneklerin OA seviye-
lerindeki azalma Şekil 1'de görülmektedir 

Şekil 1'den de anlaşıldığı gibi OA miktarlarındaki 
azalma A ve B örneklerinde 8. fermentasyon günün-
den sonra daha da artmıştır. Yapılan varyans analizi 
sonucuna göre tekerrürler arasındaki farklılıklar ö-
nemsiz bulunurken, fermentasyon süresince örneklerin 
ihtiva ettiği OA seviyelerindeki değişiklikler ve örnek-
ler (K, A, B, C) arasındaki farklılıklar p<0,01 düze-
yinde önemli bulunmuştur.  

Fermentasyon Süresince Maya Sayısında Meydana 
Gelen Değişiklikler 

Kontrol ve OA ihtiva eden mayşelerde fermentas-
yon süresince maya sayılarında 5. güne kadar artış ol-
muş, alkol oranının artışı ve fermente olabilir şeker 
miktarındaki azalmaya paralel olarak 8. günden itiba-
ren düşüş meydana gelmiştir. Kontrol örneğinde maya 
gelişimi 5. günde ortalama 1,05x106 kob/ml'ye kadar 
yükselirken örneklerde OA seviyesi en fazla olan C 
örneğinde 5. günde ortalama 6,20x105 kob/ml' ye ka-
dar yükselmiştir. Maya sayısı 10. günde kontrol örne-
ğinde ortalama 2,02x105 kob/ml'ye gerilerken, örnek-
lerde OA seviyesi arttıkça maya gelişimi de yavaşla-
mıştır. En çok OA ihtiva eden (30 µg/L) C örneğinde 
2,08x105 kob/ml'ye gerilemiştir. Kontrol örneğinde 8. 
günden itibaren maya sayısında daha fazla azalma 
meydana gelmiştir. Bu, kontrol örneğinde meydana 
gelen alkol oranının yüksekliği dolayısıyla maya üze-
rine inhibitif etki ile açıklanabilir. Fermentasyon süre-
since örneklerin maya sayılarında meydana gelen de-
ğişiklikler Şekil 2'de verilmiştir. 
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Şekil 1. Fermentasyon süresince OA miktarında meydana 
gelen değişiklikler. 
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Fermentasyon süresince C örneği haricinde örnek-
ler arasındaki maya sayıları arasında bir paralellik 
bulunurken, içerisinde OA konsantrasyonu fazla olan 
C örneğindeki maya gelişimi diğer örneklere nazaran 
daha düşük olarak tespit edilmiştir. Üçüncü günde 
kont-rol örneklerindeki maya sayıları diğerlerine naza-
ran daha fazla artmış, örneklerin OA konsantrasyonla-
rı arttıkça maya sayılarında azalma meydana gelmiştir. 
Fermentasyon süresince maya sayılarındaki değişik-
likler ve OA konsantrasyonuna göre gruplar (K, A, B, 
C) arasındaki farklılıklar p<0,01 düzeyinde önemli bu-
lunmuş ve OA konsantrasyonu maya gelişimine etki 
ettiği tespit edilmiştir.  

pH'da Meydana Gelen Değişiklikler 
Fermentasyon süresince pH değerinde 5. güne ka-

dar düzenli bir düşme meydana gelmiştir. 
Fermentasyon başlangıcında (0. gün) tüm örneklerde 
pH değeri 4,80 olarak tespit edilmiştir. 
Fermentasyonun 5. gününde K örneği ortalama olarak 
3,80, A örneği 3,83, B örneği 3,86 ve C örneği 3,88 
pH değerine düşmüş, 8. ve 10. günlerde bu değerlerde 
fazla bir değişiklik olmamıştır. Örneklerde OA sevi-
yesi arttıkça, kontrol örneğine göre pH'da düşüş daha 
az tespit edilmiştir. Fermentasyon süresince örneklerin 
pH değerlerindeki meydana gelen değişiklikler Şekil 
3'de verilmiştir. 

Tespit edilen pH değerleri TS 2259 "şişelenmiş ve 
kutulanmış biralar" standardına uygunluk göstermek-
tedir. Fermentasyon süresince pH değerinde değişik-
likler ve OA konsantrasyonuna göre gruplar (K, A, B, 
C) arasındaki farklılıklar p<0,01 düzeyinde önemli bu-
lunmuştur. 

Şekil 2. Fermentasyon süresince maya sayılarındaki meydana gelen değişiklikler. 
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Şekil 3. Fermentasyon süresince örneklerin pH değerler-
indeki meydana gelen değişiklikler. 
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Toplam Şeker (%) Miktarında Meydana Gelen De-

ğişiklikler 
Başlangıçta % 6,62 olan şeker miktarı fermentas-

yon süresince tüm örneklerde azalmıştır. Fermentas-
yonun 1. gününde şeker oranındaki düşüş çok yavaş 
iken, 3., 5. ve 8. günlerde şeker oranındaki düşüş hızlı 
olmuştur. 10. günde ise tekrar yavaşlamıştır. K örne-
ğinde şeker oranı % 6,62'den % 0,52'e, A örneğinde % 
6,62'den % 0,77'ye, B örneğinde % 6,62'den %0,88'e 
ve C örneğinde % 6,62'den %1,01'e düşmüştür. Ör-
neklerin OA miktarı arttıkça fermentas-yon sonunda 
fermente edilemeyen şeker miktarı yüksek olarak bu-
lunmuştur. Fermentasyon sonunda en az miktarda şe-
ker, OA bulunmayan kontrol örneklerinde tespit edil-
miştir. Fermentasyon süresince şeker oranlarında de-
ğişiklik Şekil 4'de verilmiştir. 

Fermentasyon süresince Toplam şeker (%) mikta-
rında meydana gelen değişiklikler ve OA konsantras-
yonuna göre gruplar (K, A, B, C) arasındaki farklılık-
lar p<0,01 düzeyinde önemli bulunmuştur. 

Alkol Oranında (%) Meydana Gelen Değişiklikler 
Fermentasyon süresince örneklerin alkol miktarla-

rında meydana gelen değişiklikler Şekil 5'de veril-
miştir. K örneğinde 10. günün sonunda % 7,50 ora-
nında alkol oluşurken, diğer örneklerde bu oranda dü-
şük bulunmuştur. A örneğinde % 6,60, B örneğinde % 
6,20 ve C örneğinde  % 6,00 oranında alkol oluşmuş-
tur. Fermentasyon sonunda en fazla alkol kontrol ör-
neğinde oluşmuştur. Örneklerin OA seviyesi arttıkça 
alkol oluşumunda azalma tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak; hammaddenin OA miktarı arttıkça 
fermentasyon sonunda son üründe daha fazla OA kal-
maktadır. Ham maddede ne kadar fazla OA olursa son 
üründeki risk o kadar artmaktadır. Ham maddenin uy-
gun şartlarda muhafaza edilmesi, OA içeriğinin tespiti 

ve OA içermeyen ürünlerle paçal yapılması son ürün-
lerde OA riskini düşürmektedir. Fermentasyon süre-
since OA konsantrasyonu maya gelişimini etkilemiş, 
OA ihtiva eden örneklerde maya gelişimi daha yavaş 
olmuştur. Bunun tabi sonucu olarak fermentasyon sey-
ri etkilenebilmektedir. Örneklerde OA seviyesinin 
artması ile maya sayısında gelişme azalmış, pH'da dü-
şüş yavaşlamış, % şeker miktarında düşüş azalmış ve 
daha az oranda alkol oluşmuştur. 
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