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ZEYTINDE MiKRODALGA iLE PENICILLIUM CITRINUM
INHIBiSYONUNA ETKI EDEN FAKTORLER

OZET

Zeytin tiikketiminde diinyada birinci sirada olan Tiirkiye, diinyada zeytin tiretimindeki
pay1 %4’diir. Uzun siireli fermantasyon islemi ile iiretilen sofralik siyah zeytinlerde,
tiretim agsamasinda yiizeyde kiif gelisimi gozlenmektedir. Zeytinlerin kiif florasin
agirlikl olarak, Penicillium ve Aspergillus cinsine ait kiifler olusturmaktadir.

Kiifler mikotoksin olusturma risklerinin yani sira, i¢erdikleri enzimler nedeniyle
zeytinlerin dokularmin yumusayip parcalanmasina ve ekonomik kayiplara neden
olmaktadirlar. Zeytinler tiikketime sunulmadan dnce mikrobiyal gelismeyi engellemek
amaciyla, paketlenip pastorizasyon islemine tabi tutulur veya kimyasal koruyucu
ilave edilerek paketlenir.

Zeytinde kiif gelismesinin dnlenmesi amaciyla yapilan az sayida ¢aligma vardir. Kiif
inhibisyonu i¢in uygulanan yontemlerin karsilastirilmasinda kiif sayisindaki azalma
belirlenerek yontemin etkinligi degerlendirilmektedir. Uygulanan islem sirasinda
tamamen inhibe olmayan fakat mevcut yontemlerle o anda sayis1 belirlenemeyen,
hasar gérmiis mikroorganizmalar bulunmaktadir. Uygulanan inhibisyon iglemi ticari
olarak gerceklestirildiginde mikroorganizma sayisindaki azalma standart degerleri
saglasa bile tiiketime sunuldugunda hasarli mikroorganizmalar geliserek, insan
sagligini ve iirilin kalitesini bozabilir. Yapilan tez calismasinda mikrodalga isleminin
kiif inhibisyonunu saglayabilecegi diislincesiyle, zeytinlere farkli proses kosullarinda
ve farkli parametreler kullanilarak mikrodalga islemi uygulanmis, kiif sayisinda
meydana gelen azalma ve islem sonrasinda meydana gelen kiif sayisinin degisimi
incelenmistir. Calismada ayrica Penicillium citrinum tarafindan iiretilen sekonder bir
metabolit olan ve zeytinde mevcudiyeti belirlenen sitrinin toksini miktarinin,
mikrodalga isleminden ne 6lgiide etkilendigi arastirilmistir.

Caligmada materyal olarak kullanilan Memecik tipi ¢ekirdeksiz zeytin, 2002 yilinda
piyasadan temin edilmistir. 45 g zeytine P. citrinum asilanarak asagida verilen
parametrelerin kiif inhibisyonuna etkisi belirlenmistir: iglem siiresi (180, 240 ve
300s), su miktar1 (20, 75 ve 150 ml), pH degeri (4.6, 5.5 ve 6.0), pH ayarlamada
kullanilan organik asit tlirii (asetik, laktik ve sitrik asit), Orneklerin mikrodalga
icindeki konumu, yag ve su karisimi ilavesi, kiif konsantrasyonu, 6rnek olarak
cekirdekli zeytin kullanima.



Kullanilacak optimum siire ve su miktarini belirlemek amaciyla, ti¢ farkli su miktar
(20, 75 ve 150 ml) ve siirede (180, 240 ve 300s) zeytinler mikrodalga ile muamele
edilerek oOrneklerin duyusal oOzellikleri degerlendirilmistir. Duyusal degerlendirme
sonucunda 300 saniyelik islemin lezzet ve goriiniis acisindan diger islemlere gore
farkli ve duyusal 6zelliklerin kabul edilebilirliginin daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Bu sonuclara dayanarak, 180 ve 240 saniyelik mikrodalga uygulamasinin
kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Duyusal ozellikleri goz ardi ettigimizde, 300 saniyelik mikrodalga isleminin
meydana getirdigi toplam inhibisyon, tiim su miktarlarinda 180 ve 240 s’lik islemden
daha fazladir. 180, 240 ve 300 saniyelik mikrodalga isleminde elde edilen azalma ve
toplam azalma degerleri Tablo 1.’de verilmistir.

Tablo 1. Siire ve su miktarinin zeytinde mikrodalga ile kiif inhibisyonuna etkisi

Siire (s) | Su miktar1 (ml) | Logaritmik azalma | Toplam Logaritmik azalma
180 75 5.74 0.52
180 150 5.26 0.84
240 75 5.77 1.08
240 150 5.74 1.92
300 75 6.20 1.79
300 150 5.78 2.49

Tablo 1.’de goriildiigli gibi tiim siireler i¢in, logaritmik azalma 75 ml su ilavesinde,
toplam logaritmik azalma ise 150 ml su ilave edildigi kosullarda en fazladir.

Farkli ortam kosullarinin mikrodalganin inhibisyon miktar1 iizerindeki etkisi goz
oniinde bulundurularak, farkli pH’lardaki inhibisyon oranlari arastirilmistir. pH
ayarlamada kullanilacak asit ¢ozeltisini belirlemek amaciyla %5’lik laktik, sitrik ve
asetik asit ¢ozeltileri kullanilarak zeytin o6rneklerinin pH’lar1 4.6 ya ayarlanmis ve
240 saniye mikrodalga ile muamele edilmistir. Asetik asit ¢ozeltisi ilave edilen
orneklere mikrodalga islemi uygulandiginda, 2.62 log’luk toplam azalma, diger asit
cozeltilerinde ise ortalama 1.87 log’luk toplam azalma ger¢eklesmistir. Bu sebeple
asetik asit ¢cozeltisi ile pH’larin ayarlanmasina karar verilmistir.

20 ml su ilavesinde farkli pH degerleri i¢in logaritmik azalma 5.77 ile 5.74 arasinda,
toplam logaritmik azalma ise 1.08 ile 1.70 arasinda degismektedir. 75 ml su ilavesi
ile yapilan mikrodalga isleminde ise logaritmik azalma ve toplam logaritmik azalma
6.66 ile 5.77 ve 1.08 ile 2.62 arasinda degismektedir. 150 ml su ilavesinde ise
logaritmik azalma ve toplam logaritmik azalma 6.57 ile 5.74 ve 1.06 ve 2.13 arasinda
degismektedir.

Logaritmik azalma 20 ml su ilave edildiginde 5.22, 75 ml’de 5.77 ve 150 ml’de 5.74
ile en az pH 6°da gerceklesmistir. 20 ve 75 ml su ilave edilen 6rnekte en diisiik
toplam inhibisyon pH 6’da, 150 ml su ilave edilen 6rnekte ise pH 5.5’de meydana



gelmistir. 20 ml su ilave edilip 240 saniye siire ile mikrodalga islemine tabi tutulan
orneklerden pH’s1 4.6 ve 5.5 olanlar arasinda toplam inhibisyon acisindan fark
olmamustir. 75 ve 150 ml su ilaveli 6rneklerde ise pH degeri diistiikge inhibisyon
artmistir.

Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen azalma ve toplam azalma sonuglara
varyans analizi (Analysis of Variance, ANOVA) uygulandiginda, a=0.05 6nem
diizeyinde, farkli su miktarlarinin ve farkli pH degerlerinin P. citrinum’un
inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Iki farkli su-yag karisiminin ve yanlizca suyun ilave edilmesinin, mikrodalga ile
inhibisyon tizerindeki etkisi incelendiginde, en fazla toplam inhibisyonun zeytinyagi-
su karisimi ile saglandig tespit edilmistir.

Orneklerin mikrodalga i¢indeki konumunun etkisi incelendiginde tiim su miktarlar:
icin, toplam logaritmik azalmanin mikrodalga icerisinde yiikseltilen Orneklerde
ortalama olarak 0.5 log daha fazla gerceklestigi belirlenmistir.

Daha diisiik miktarlarda mikroorganizma bulunan zeytin drneklerinde mikrodalganin
sagladigi inhibisyonu belirlemek amaciyla zeytin 6rnekleri farkli konsantrasyonda P.
citrinum spor siispansiyonu ile agilanarak 75 ml su ilavesi ile 240 saniye mikrodalga
ile muamele edilmis, 10° ve 108 cfu/g asilama igin logaritmik azalma degerleri
arasindaki fark 3 log, toplam logaritmik azalma degerleri arasindaki fark 1.5 log
olarak belirlenmistir. Kiiflerin onariminin yiiksek konsantrasyonlarda daha az
gerceklestigi goriilmiistiir.

Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of
Variance, ANOVA) uygulandiginda o=0.05 onem diizeyinde, P. citrinum’un
mikrodalga ile inhibisyonunda zeytin c¢esidinin etkisi istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamastir.

Mikrodalga isleminin, zeytinde P. citrinum tarafindan olusturulan sitrinin miktarina

etkisini belirlenmek amaciyla farkli kosullarda mikrodalga islemi uygulanmis ve
sitrinin miktarina etki etmedigi belirlenmistir.
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FACTORS AFFECTING THE INHIBITION OF PENICILLIUM CITRINUM
WITH MICROWAVE IN OLIVES

SUMMARY

Turkey is number first in total olive consumption and its production rate is 4% in the
whole world. Black olives are produced with long fermentation periods, mould
development is obserevd during production. Penicillium and Aspergillus are two
commonly occuring genera of moulds on black olives.

Besides their risk of mycotoxin production, moulds cause softening and deformation
of the texture of the olives and economic losses by the way. Olives are packed and
pateurized or chemical preservatives are added and packed before offering to the
market.

There are few number of studies on the prevention of mould growth on olives in the
literature. Decrease in the number of moulds is determined for the comparison of the
effectiveness of the methods used for mould inhibition. There might be injured
microorganisms that are not inhibited completely and can not be detected with the
present methods. When inhibition is performed commercially, even though the
reduction in the number of microorganisms can be repaired and affect human health
and product quality.

In this study, since it can be used for mould inhibition, microwave treatment was
applied to olives under different process conditions and parameters, and reduction in
the number of moulds was observed.

Moreover, the effect of microwave treatment on citrinin, which is a secondary
metabolite that is produced by Penicillium citrinum, was investigated in the study.

Memecik type olive without seed, which was chosen as a raw material in our study,
was obtained from market in 2002. 45 gr olives were inoculated with Penicillium
citrinum and the effect of following parameters on mould inhibition was observed:
treatment time (180, 240 and 300 s); water content (20, 75 and 150 ml); pH value
(4.6, 5.5 and 6.0); organic acid type used to adjust the pH (acetic, lactic and citric
acid); position of the samples in the microwave; olive and water mixtures; spore
concentration and usage of olive with seed as material.

To determine the optimum treatment time and water content, olives were treated with
microwave for three different water contents (20, 75 and 150 ml) and treatment times
(180, 240 and 300s), and sensory properties ofthe samples were investigated.
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Results obtained from sensory evaluation of the samples that were treated for 300 s
were found to have lower acceptability when compared with other treatments.
Regarding these results, it was supposed that microwave treatment for 180 and 240 s
can be used.

Ommiting the results of sensory evaluation, total inhibition with 300 s was higher
than other time applications for all water content ratios. Reduction and total
reduciton values are given in Table 1.

Table 1. Effect of time and water content on the inhibition of mould wtih microwave

Time (s) | Water content (ml) | Logarithmic reduction | Total Logarithmic reduction
180 75 5.74 0.52
180 150 5.26 0.84
240 75 5.77 1.08
240 150 5.74 1.92
300 75 6.20 1.79
300 150 5.78 2.49

As seen in Table 1, for all treatment times, highest values of logarithmic reduction
were obtained with the samples in which 75 ml water was added and it was found to
be 150 ml for the total logarithmic reduction.

Mould inhibiton with microwave is thougt to be effected with many different
processing conditions. That is why, effect of different pH values on inhibition rates
was investigated in this study. 5% lactic acid, citric acid and acetic acid solutions
were used to adjust the pH of the samples to 4.6 and those samples were treated for
240 seconds. When microwave treatment was applied to samples in which acetic acid
was added, total reduction was found to be 2.62 log, while addition of other acid
solutions provided an average total reduction of 1.87 log. That is why, pH adjustment
was decided to be performed with acetic acid solution.

For water addition of 20 ml, logarithmic reduction and total logarithmic reduction
was in between 5.77-5.74 and 1.08-1.70 respectively for different pH values. For
water addition of 75 ml logarithmic reduction and total logarithmic reduction was in
between 6.66-5.77 and 1.08-2.62 respectively for different pH values. For water
addition of 150 ml logarithmic reduction and total logarithmic reduction was in
between 6.57-5.74 and 1.06-2.13 respectively for different pH values.

Logarithmic reduction, which was found to be minimum at pH 6.0, was determined
as 5.22, 5.77, 5.74 for addition of 20 ml, 75 ml, 150 ml water respectively. For 20
and 75 ml water added samples, minimum total reduction values were observed at
pH 6.0 but for 150 ml water added samples it was found to be at pH 5.5. There was
no difference found in the total inhibition values between the samples with pH 4.6
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and 5.5 that were treated for 240 seconds with an added water content of 20 ml.
However, as the pH value decreased, inhibition was increased in 75 and 150 ml
water added samples.

When statistical analysis (ANOVA) was applied on the results of reduction and total
reduction values, it was found that different water contents and pH values effect the
inhibition of P. citrinum significantly (a=0.05).

When the effect of addition of two different water-oil mixtures and only water was
compared, it was proved that maximum total inhibition was obtained with olive oil-
water mixture. When the effect of the position of the samples in the microwave was
investigated, the results showed that total logarithmic reduction was 0.5 log more in
average with compared to the samples with higher position in the microwave.

To observe the effect of microwave for olive samples with lower rates of
microorganisms, samples were inoculated with P. citrinum spores, 75 ml water was
added and treated for 240 seconds with the microwave. It was observed that, the
difference between the logarithmic reduction values with an inoculation of 10° and
108 cfu/lg was 3 log and the difference was found to be 1.5 log for the total
logarithmic reduction. It was determined that repair of moulds was lower at high
concentrations.

When statistical analysis (ANOVA) (a=0.05) was applied on the microbiological
data, effect of the type of the olive on the inhibition of P. citrinum with microwave,
was found to have no significance statistically.

Effect of microwave treatments on citrinin was investigated for different conditions
and it was found that microwave treatment has no effect on citrinin.
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1. GIRIS

Diinyadaki zeytin iiretiminde Ispanya’nin zeytin {iretimi icin ayrrdig: alansal pay
%30, Tiirkiye’nin ise %7’dir. 2001 yilinda Ispanya’nin islenmis zeytin ihracatinin
mali degeri 367.700.000 $ iken Tiirkiye’nin yaptigi ihracatin degeri 32.100.000 $’dur.
Ispanya Tiirkiye’den yaklasik olarak 4 kat daha fazla alan1 zeytin iiretimine
ayirmistir. Fakat sofralik zeytin ihracatinda Tiirkiye’den 10 kat daha fazla gelire
sahiptir (Anon, 2003a; Gokge, 2003).

Ulke ekonomisinde énemli bir yer tutan ve tiiketim oran1 yiiksek bir iiriin olan zeytin,
hasattan sofraya ulasincaya kadar gegen siire icinde kaliteyi olumsuz etkileyen
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik degisikliklere ugrayabilmektedir (Korukuglu ve
dig., 2000).

Isleme, depolama ve satistan tiiketime kadar en fazla kiif gelisimi olan besinlerden
biri salamura siyah zeytindir (Sahin ve dig., 1999). Ulkemizde geleneksel siyah
salamura zeytin tretiminde kiif gelismesiyle olusan ‘“kefeke” adi verilen bir zara
rastlanmaktadir. Kiifler mikotoksin olusturma risklerinin yani sira, igerdikleri
enzimler nedeniyle zeytinlerin dokularinin yumusayip parcalanmasina ve tiiketilemez

duruma gelmesine sebep olmaktadirlar (Korukoglu ve dig., 2000).

Yapilan aragtirmalar sonucunda zeytinlerin kiif florasin1 agirlikli olarak, Penicillium
ve Aspergillus cinsine ait kiiflerin olusturdugu belirlenmistir (Kivang ve Akgiil,
1990; Eltem ve Oner, 1995; Sahin ve dig., 1996; Fernandez ve dig., 1997; Sahin ve
dig., 1999; Gé¢men ve dig., 2000; Arici, 2001, Merig, 2001).

Istanbul’daki cesitli marketlerden temin edilen 50 adet zeytin numunesinde sitrinin
taramasinin yapildig ¢aligmada orneklerin 41 adetinde sitrinin toksininin bulundugu
tespit edilmigtir. Sitrinin miktar1 ortalama olarak 139 ppb bulunmustur (Meri¢ ve
Heperkan, 2003). Hayvanlarda bobrek tiibiillerine zarar veren bir bilesen olarak
bilinen sitrininin 10 ppm konsantrasyonunda kopeklerde bobrek tiibiillerinde yaralara

neden oldugu belirlenmistir (Leszkowicz ve dig., 2002). Bulgaristan, Romanya ve
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eski Yugoslavya halkinda goriilen Balkan Endemik Nefropati (BEN) hastaligina, bu
bolgede yetisen hububat {iriinlerinde olusan okratoksin A ve sitrininin neden oldugu
tespit edilmistir. Yilda yaklasik 200 000 kisi bu hastaliga maruz kalmaktadir. Akut
etkisi goriilmeyen hastaligin, belirli bir periyot sonrasinda ilk semptomlar1 bas agrisi,
kilo kaybi, yorgunluk olarak belirlenmis ve 6liim vakalar1 gozlenmistir (Vrabcheva
ve dig., 2000).

Gidalarda bulunan tiim mikotoksinlerin kontrolii imkansiz ve gereksizdir. Bu nedenle
yiiksek konsantrasyon ve diisiik toksisite ile diisiik konsantrasyon ve yiiksek
toksisiteye sahip mikotoksinlerin gidalardan uzaklastirilmasi gereklidir (Trivedi ve
ark., 1993). Mikotoksinlerin detoksifikasyonunda uygulanan islem tiim aktif toksini
yok edebilmeli ve kalan kimyasal kalintilar saglik a¢isindan zararli olmamalidir

(Sinha, 1998).

Zeytinde kif gelismesinin Onlenmesi ile ilgili caligma sayist ¢ok azdir. Kiif
inhibisyonu i¢in uygulanan yontemlerin karsilastirilmasinda kiif sayisindaki azalma
belirlenerek yontemin etkinligi degerlendirilmektedir. Uygulanan islem sirasinda
tamamen inhibe olmayan fakat mevcut yontemlerle o anda sayisi1 belirlenemeyen,
hasar gérmiis mikroorganizmalar bulunmaktadir. Uygulanan inhibisyon iglemi ticari
olarak gercgeklestirildiginde mikroorganizma sayisindaki azalma standart degerleri
saglasa bile tiiketime sunuldugunda hasarli mikroorganizmalar geliserek, insan
sagligini ve triin kalitesini bozabilir. Yapilan tez ¢alismasinda mikrodalga isleminin
kiif inhibisyonunu saglayabilecegi diislincesiyle, zeytinlere farkli proses kosullarinda
ve farkli parametreler kullanilarak mikrodalga islemi uygulanmis, kiif sayisinda
meydana gelen azalma hasarli kiif sayilarida dikkate alinarak incelenmistir.
Literatiirde sitrininin 1s1l islem ile parcalanmasinin incelendigi ¢caligmalar saf toksinle
yapilmis olup, toksinin gida matriksinde bulundugunda parcalanma o6zellikleri ile
ilgili az sayida ¢alismaya ratlanmistir. Zeytinde kiif inhibisyonu i¢in uygun bulunan

islem kosullarinin sitrinin miktarina etkisi de incelenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Zeytinin Genel Ozellikleri

Oleacea ailesinden, Olea cinsi ve Olea europaea tiirii olan zeytin, eski ¢aglardan
giintimiize ticari degerini koruyan bir triindiir. Olea europaea sativa (kiiltiir zeytini)
ve Olea europaea oleaster (yabani zeytin-delice) olmak tizere iki alt tiirii mevcuttur
(Aktan ve Kalkan, 2000). Zeytin, 30 - 45 paralelleri arasinda, deniz seviyesinden 300
ile 1200 metre yiikseklikte 1lik ve subtropikal bolgelerde ticari olarak yetistirilir
(Macrae ve dig., 1993).

Zeytinler hasattan sonra igerdikleri fenolik maddeler nedeni ile ac1 bir lezzete sahip
olduklarindan hemen tiiketilememektedirler. Aciligin giderilmesi amaciyla gesitli
islemler uygulanmaktadir. Zeytini islemenin esas amaci kismi olarak meyvenin dogal
aciligini uzaklastirmaktir, bundan sonra iiriin gida olarak tiiketilebilir ve lezzet

acisindan uygun tada gelir (Borcakli ve dig., 1994; Fernandez ve dig., 1997).

Sofralik zeytin TS 774 nolu Sofralik Zeytin Standartinda; “Kiiltiire alinmis zeytin
agaci (Olea europaea sativa, Hoffg, Link) meyvelerinin teknigine uygun olarak
aciligr giderilip, laktik asit fermantasyonuna tabi tutularak veya tutulmayarak
gerektiginde laktik asit ve / veya diger katki maddeleri ilave edilen, pastdrizasyon
veya sterilizasyon islemine tabi tutularak veya tutulmadan elde edilen mamiildiir.”

seklinde tanimlanmistir (TS 774, 1997).

Uluslararas1 Zeytinyagr Konseyi (International Olive Oil Council, 100C),
Uluslararast Ticarette Sofralik Zeytin i¢in Kullanilan Birlesmis Kalitatif
Standart’inda (Unified Qualitative Standard Applying to Table Olives in
International Trade) sofralik zeytinler “Yetistirilen zeytin agacinin (Olea europaea
sativa, Hoffg, Link) uygun olgunluk asamasinda hasat edilen, spesifik varyetelerinin

saglam meyveleri bu standartta belirtildigi gibi islenerek iiretilirler. Bu gibi prosesler



Iyi sofralik kalitesi i¢in degisik baharatlarin ve katkilarin ilavesini igerebilir” seklinde

tanimlanmistir (Fernandez ve dig., 1997).

2.1.1. Zeytin Cesitleri

Tirkiye’de 88 c¢esit zeytin vardir ve bunlardan sadece 17’sinin ticari degere sahip
oldugu bildirilmektedir. Memecik, Ayvalik (Edremit), Gemlik, Domat, Uslu,
Memeli, Manzanilla, Yamalak, Edincik su, Izmir sofralik, Celebi, Halhali, Tavsan
yiiregi, Karamiirsel su, Cilli, Kaba ve Erkence Tiirkiye’de ticari degere sahip zeytin

cesitleri olarak bilinmektedir (Fernandez ve dig., 1997; Aktan ve Kalkan, 2000).

1998 yilinda meyve veren zeytin agact sayist 85 850 000 adet iken Memecik zeytin
sayisinin - %45’ini, Ayvalik %39’unu, Gemlik %11’ini ve geri kalan %5’lik
boliimiinii ise diger zeytin cesitleri olusturmaktadir (Aktan ve Kalkan, 2000; Anon,

2003b). Ham zeytinin bilesimi Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Ham Zeytinin Bilesimi (Fernandez ve dig., 1997)

Bilesim %
Nem 60-65
Yag 10-25
Indirgen seker 3-6
Indirgen olmayan seker | <0.3
Mannitol 0.5-1.0
Lif 1-4
Ham protein 1-2
Kiil <1.0
Organik asit ve tuzlari 1-2
Fenolik maddeler 2-3
Pektik maddeler <0.6
Diger bilesenler 3-7

2.1.2. Zeytinin Stmflandirilmasi

Zeytinin siiflandirilmasi geleneksel ve modern yontemlerle elde edilen son iiriiniin
rengine ve ham zeytinin olgunluk derecesine bagldir. Yesil, renk degisimine

ugrayan, dogal siyah ve siyah zeytin olmak iizere dort temel smiflandirma
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yapilmustir. Kaliforniya’da olgunlagmis (ripe) veya siyah-olgunlasmis zeytin olarak
bilinen siyah zeytin ¢esidi, renk degistirme asamasinda hasat edilen iiriinlerin alkali

igerisinde oksidasyonla siyahlastirilmasi ile liretilmektedir (Fernandez ve dig., 1997).

Ispanyol Standartlari’na gore sofralik zeytin gesitlerinin tanimlanmasi su sekildedir

(Fernandez ve dig., 1997):

1. Yesil zeytinler: Olgunlasma evresinde normal boyutuna erismis renklenme islemi
ger¢eklesmemis zeytin meyveleri kullanilarak iiretilir. Meyve rengi yesil ile saman

saris1 arasinda cesitlilik gosterir.

2. Renk degisimine ugrayan zeytinler: Kirmizi, sarap kirmizist veya kahve renkli
meyvelerin tam olgunlasmadan Once toplanarak alkali ile islem uygulanarak veya
uygulanmadan tiiketime hazir hale getirilmesiyle elde edilirler. Kaliforniya tipi yesil

olgunlagmis zeytinler de bu sinifa girebilir.

3. Dogal siyah zeytinler: Zeytin meyvesi olgunlastiginda veya olgunlasmadan hemen
once hasat edilen zeytinlerden elde edilirler. Uretim bélgesi veya hasat zamanina
gbre koyu mor, kirmizimsi siyah, morumsu siyah, yesilimsi siyah veya koyu kestane

renginde olurlar.

4. Siyah zeytinler: Tam olarak olgunlasmamis zeytinler, hasattan sonra oksidasyonla
siyahlastirilir ve acikliklarinin giderilmesi igin alkali ile muamele edilirler. Salamura

icerisinde saklanan bu zeytinlere 1s1l sterilizasyon uygulanir (Fernandez ve dig.,

1997).

I0OC sadece ii¢ ¢esidi goz oniinde bulundurur: yesil, renk degisimine ugrayan ve
siyah zeytinler. Bu ii¢ ¢esit arasinda, kullanilan hammadde, hasat zamani ve
uygulanan islemler agisindan farklilik bulunmaktadir. Aciligin alkali muamelesi ile
giderildigi yontemlerde “islem gérmiis (pickled)” (Ispanyol standartlarinda “treated”
kelimesi ile ayni anlamdadir) ifadesi yontemin adinda yer almaktadir.
Fermantasyondan 6nce higbir alkali muamelesi yapilmayan ve dogrudan salamura
icine konan veya kuru tuzlanan zeytinlerde aciligin asit fermantasyonu boyunca
yavas ve kismi olarak uzaklastirildig: iiriinlere “salamura zeytinler” veya “kuru
tuzlanmis zeytinler” adi verilir ve tanimlarda “iglem gormemis” ibaresi yer alir

(Fernandez ve dig., 1997).



2.2. Zeytinin Ekonomik Onemi

Tiirkiye dogal siyah zeytin tiikketiminde diinyada ilk siradadir (Fernandez ve dig.,
1997). Sofralik zeytin ihracati yapan iilke %55 gibi yiiksek bir payla Ispanya, en
fazla ithalat yapan ilke %44’lik pay ile Amerika Birlesik Devletleri (ABD) dir.
Tiirkiye %4’liik ihracat oramiyla Ispanya, Fas (%16), Yunanistan (%11) ve Arjantin
(%9)’den sonra gelmektedir (Hui, 1992). Diinyada ve Tirkiye’deki zeytin
istatistikleri Tablo 2.2’de verilmistir (Gokge, 2003).

Tablo 2.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Zeytin Istatistikleri (Gokge, 2003)

Ulkeler Alan Alansal Uretim Uretimdeki Verim
(Ha) Pay (Ton) Pay (%) (kg/ha)
(%)
Diinya 7 664 602 100 13551 830 100 1704
Cezayir 165 000 2 300 000 2 1818
Yunanistan 765 000 10 2 000 000 15 2614
italya 1120470 16 2 775000 21 2477
Tunus 1 200 000 16 600 000 4 500
Portekiz 358 470 5 280 000 2 781
ispanya 2 300 000 30 4943 800 37 2149
Fas 458 000 6 400 000 3 873
Tiirkiye 600 000 7 600 000 4 1035
Digerleri 717 462 9 1653 030 12 2304

Tablo 2.2’den goriilecegi gibi Tiirkiye alansal olarak zeytin liretiminde diinyada
%711k bir payla besinci sirada yer almaktadir. Buna karsilik iiretim olarak diinyada
%4’ 1k bir paya sahiptir. Diinyada ortalama verim 1704 kg/ha iken Tirkiye’de 1035
kg/ha’dir. Yani diinya ortalamasindan %40 daha diistiktiir. Bu rakam diinyada 6nemli
zeytin ithalatgist olan iilkelerden Yunanistan’da 2614, italya’da 2477 ve Ispanya’da
2149 kg/ha’dir (Gokee, 2003). Tiirkiye’de yillara gore zeytin agaci sayist ve zeytin

tiretimi Tablo 2.3’de verilmistir.



Tablo 2.3. Zeytin Agaci Sayis1 ve Zeytin Uretimi (Anon, 2001)

Yillar

1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000

Meyve

Verin 81703 | 82192 | 81437 | 83200 | 85780 | 85850 | 87 130 | 89 200
yasta

(‘000)

Meyve

Vermiyen 5460 | 5955 | 6144 | 6540 | 9950 | 7600 | 8370 | 8570
yasta

(‘000)

Zeytin
tiretimi 500 | 1400 | 515 | 1800 | 510 | 1650 | 600 | 1800
(‘000ton)

Yemeklik
(‘000ton) | 200 350 206 435 200 430 250 490

Yaghk

zeytin | 350 | 1050 | 309 | 1365 | 310 | 1220 | 350 | 1310
(“000ton)

Tablo 2.3’de goriilecegi gibi her yil meyve veren agac¢ sayisinda degisiklik

olmamasina ragmen, zeytin iiretim miktarlar1 bir yil artarken diger yil azalmaktadir.

Birlesmis Milletlerin Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan diinyadaki ham ve
islenmis zeytin ihracati ve ithalati {ilkelere gore belirlenmistir. Tiirkiye ham zeytin
ithalatin1 1998 yilindan itibaren yapmamaktadir. 1996 yilinda 345, 1997°de 111 ve
en son 1998 yilinda 2 ton ham zeytin ithalati yapilmustir. Islenmis zeytin ithalati ise
2001 yilinda 93 ton olmustur. Tiirkiye’nin ham ve islenmis zeytin ihracat miktarlar

ve ekonomik degeri Tablo 2.4’de verilmistir (Anon, 2003a).

Diinyadaki zeytin iiretiminde Ispanya’nin zeytin {iretimi i¢in ayirdig1 alansal pay
%30, iiretimdeki pay %37 iken Tiirkiye’nin ise alansal pay1 %7 ve tiretimdeki pay1 %
4diir. 2001 yilinda Ispanya’nin islenmis zeytin ihracatinin mali degeri 367.700.000 $
iken Tiirkiye’nin yaptig1 ihracatin degeri 32.100.000 $’dir. Ispanya Tiirkiye’den
yaklasik olarak 4 kat daha fazla alani zeytin iiretimine ayirmustir. Fakat sofralik
zeytin ihracatinda Tiirkiye’den 10 kat daha fazla gelire sahiptir (Anon, 2003a;
Gokge, 2003).




Tablo 2.4. Tiirkiye’nin ham ve islenmis zeytin ihracat miktarlar1 ve ekonomik degeri (Anon,
2003a)

Tiirkiye’nin Yillar
fhracat | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001
Hamzeytin | oo, 45 | 584 | 288 81 0 12 91
(ton)
Ham zeytin | o, 94 | 598 | 201 | 100 0 21 63
(1000$)
Islenmis | 1) 919 | 21008 | 121177 | 20177 | 18853 | 20172 | 21179 | 43233
zeytin (ton)
Islenmis
zeytin 12144 | 28455 | 24327 | 25541 | 19703 | 22082 | 20870 | 32 100
(1000$)

2.3. Sofralik Siyah Zeytin Uretim Teknolojileri

Sofralik zeytin {iretiminde piyasanin talepleri, zeytinin olgunluk durumu ve hasat
sekli dikkate alinir. Piyasaya arz edilen iirlinlin rengi dikkate alinarak siyah ve yesil

zeytin iiretim yontemleri olarak iki ana grupta toplanir (Aktan ve Kalkan, 2000).
2.3.1. Salamural Fermantasyon Yontemi

Ulkemizde 1980°li yillara kadar tek basina uygulanmistir. Yéntemin esasi; agacta
kararmis ve olgunlagsmis zeytinlerin ¢esitli yontemlerle toplanarak uzun siire laktik
asit fermantasyonuna tabi tutulmasmma dayanir. Yontem zeytinlerin hasati ile
baslamaktadir. Zeytinler kizildan siyaha donme asamasinda ve yapisinda kirisikliklar
olusmaya baslamadan once hasat edilmelidir. Hasat edilen zeytinlerin isletmeye nakli
gerceklestirilir ve 6n eleme, ayiklama ve yikama yapilarak fermantasyon tanklarina
veya beton havuzlara alinir (Aktan ve Kalkan, 2000). Salamura yontemi ile siyah

zeytin liretim akis semas1 Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Salamura yontemi ile siyah zeytin iiretim akis semasi (Aktan ve Kalkan, 2000)
Hasat

Tabii siyah zeytin salamuracilifinda kaliteye etki eden en onemli faktorler hasat
zamani ve toplama seklidir. Olgun meyvede renk kabukta ve ette ¢esitlere gore mor,
siyah, kahverengi tonlarinda degisebilir. Ancak dikkat edilmesi gereken kriter sadece
kabuk renginin koyulasmasi degil, rengin ete de c¢ekirdege 2mm kalincaya kadar
islemesidir. Hasat zamani tarih olarak bolgelere, ceside ve iklim sartlarina gore
degismekle birlikte Kasim-Subat aylarinda olur. Hasat elle yapilmali, sirik asla

vurulmamalidir (Anon., 2003c¢).



Tasima

Toplanan zeytinler 15-20 kg’lik plastik kasalarla taginir, kasalarin alt koseleri 3-5cm
kadar yiikseltilerek zeytin kasalar1 arasinda hava sirkiilasyonu yaratilir, bdylece

zeytinlerin bozulmalar1 6nlenir (Anon., 2003c¢).
Se¢cme ve Siiflandirma

Salamurhaneye gelen zeytinler dal ve yapraklarindan ayrilarak hasarli, kusurlu,
hastalikli ve farkli olgunluktaki daneler ayiklanir. Saglam daneler boyutlarina gore

smiflandirilir (Anon., 2003c).
Yikama

Yikama,zeytinin lizerindeki toz ve topragin atilmasiyla ileride olusabilecek herhangi
bir bozulma tehlikesinin dnlenmesi gibi temizlik agisindan oldugu kadar, zeytinde
bulunan acilik maddesinin (oleuropein) atilmasi nedeniyle de dnemlidir. Yikama ya
zeytin dolu havuzlara iistten su verilerek alttan belirli zamanlarda bu suyun
uzaklagtirilmasi veya zeytine su piiskiirtiilmesi ile yapilabilir. Yikama siiresinin fazla
uzun olmasi, sekerin fazla harcanmasi, daha sonra gaz cebi olusmasi gibi sakincalar

nedeniyle 1-2 saatlik yikamalar yeterlidir (Anon., 2003c).
Tuzlu Suya Koyma, Fermantasyon

Kullanilan fermantasyon kaplarina ayr1 bir yerde hazirlanan % 10’luk tuzlu su kabin
hacminin 1/3 oraninda konur, {izerine zeytin bosaltilir. Kabin agzi zeytinlerin
yiizmesi icin kafes seklinde delikli kapla kapatilir. Sonra en {iste zeytinin hava ile
temasin1 kesen tipte uygun kapaklar kapatilir. Baslangigta gaz cikist dolayisiyla
kapaklar hafif, sonra sikica kapatilir. Zeytin ve salamura arasinda bir osmoz olur.
Zeytin bilinyesindeki suda eriyen maddeler salamuraya gecerken biinyesine tuz alir.
Salamuranin tuz orami diiser,salamura ile tuz orani arasindaki denge salamura
konulduktan 1-1.5 ay iginde kurulur. Bu nedenle baglangicta haftalik sonra aylik tuz
kontrolleri ile tuz Olglilmelidir. Tuz agirligr nedeniyle dibe ¢oker. Sirkiilasyon ile

salamurada tuz konsantrasyonu homojen hale getirilmelidir (Anon., 2003c).

Fermantasyon i¢in en uygun sicaklik 20°C’dir. pH’ninda 4.5 civarinda olmasi istenir.

pH degeri diistiik¢ce zeytinin rengi acilir, yiiksek pH’da bozulma ihtimalleri olabilir.
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Fermantasyon esnasinda kaplarin iist yiizeyleri agik birakilmaz, ¢iinki iistte gelisen
maya ve kiifler asitligi tiiketir ve zeytinde bozulma ve yumusamalara yol agarlar

(Anon., 2003c).
Havalandirma

Fermantasyonu sona eren zeytinler sudan ¢ikarilir. Havalandirmaya tabi tutularak
karartilir. Havalandirma islemi kompresorlerle veya kerevetlere serilen zeytinlerin

dogrudan hava ile temas ettirilmesiyle gerceklestirilir (Anon., 2003c).
Secme ve Siniflandirma

Kararan zeytinler siniflandirma seridine girer, yarali, ezik, 6ziirli ve agik renkliler
ayrilarak, zeytin elevatorlerle siniflandirma kemerine gelerek burada siniflara ayrilir

(Anon., 2003c).
Ambalajlama

Secilip boylanan zeytinler kuru ve sulu olarak iki sekilde ambalajlanir. Sulu
ambalajlamada zeytinler %8-9 tuzlu su iginde lakli tenckelere konur. Eger
zeytinlerde kiiflenme sorunu varsa muhafaza amaciyla potasyum veya sodyum sorbat

ya da benzoatlardan faydalanilir. Ayrica istenirse pastorizasyon yapilir (Anon.,

2003c).

Kuru ambalajlamada zeytinlerin suyu hava verilerek veya 1s1 uygulanarak nem
miktart %20’nin altina diisiiliir. Nemi azalan zeytinler varakli polyester polietilen

torbalarda havasi alinarak veya azot gazi verilerek ambalajlanabilir (Anon., 2003c¢).
2.3.2. Konserve Yontemi (Oksidasyonla Karartma veya Kostikleme)
Ripe Olive Yontemi

Literatiirde Kaliforniya Yontemi olarak da belirtilmektedir. Bu yontemde zeytinler
yesil olgunlukta iken hasat edilir, alkali uygulanarak acilik maddesi hidrolize edilir

ve oksidasyon islemi ile zeytinlerin rengi karartilir (Aktan ve Kalkan, 2000).
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Ripe olive tipinde zeytin iiretimine biitiin ¢esitler uygun degildir. Tiirkiye’de bu
yontem ile zeytin iiretilmesine en uygun cesit Memecik’tir. Diger iilkelerde ise

Manzanilla kullanilmaktadir (Fernandez ve dig., 1997).

Ripe olive yontemi ile siyah zeytin tiretim akis semas1 Sekil 2.2°de verilmistir.

Hasat

|

Kalibrasyon, Se¢me ve Yikama

'

Salamuraya yerlestirme (%2,5 NaCl)

|

Aerobik veya anaerobik saklama

'

NaOH uygulamasi ve oksidasyon

|

Yikama

|

Salamuraya yerlestirme

|

Kalibrasyon, Se¢cme
Teneke kutulara ambalajlama

Sterilizasyon
Sekil 2.2. Kaliforniya yontemi ile siyah zeytin iiretim akis semas1 (Borcakli ve dig., 1994;
Aktan ve Kalkan, 2000)

Hasat

Zeytinler yesil olgunlukta iken hasat edilmelidir. Kizila donerken hasat edilmesi
durumunda zeytinler proses sonunda yeterli sertlikte olmaz, yumusak goriiniir. Daha
once hasat edilirse zeytinde dokular sert olur ve seliilozlu bir yap1 goriiliir ve bu

durumdaki islenmis zeytinler asir1 sert ve odunsu olur (Aktan ve Kalkan, 2000).
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Kalibrasyon, Secme ve Yikama

Zeytinler ¢esitli boyutlara ayrilarak sap, ¢Op, tas, toprak ve diger yabanci
maddelerden arindirilir. Zeytinler istenilen boyutlarda siniflandirildiktan sonra

yikama islemi gergeklestirilir (Aktan ve Kalkan, 2000).
Salamuraya Yerlestirme

Kalibrasyon isleminden sonra zeytinler hemen islenmeyecek ise bozulmalarini
onlemek amaciyla diisik tuz (% 2.5) iceren salamuraya konulmaktadir. Sicak

havalarda bu oran % 8-10 oranina ¢ikarilmaktadir (Borcakli ve dig., 1994).
NaOH Uygulamasi ve Oksidasyon

Kostikle muamele ii¢ defa yapilir. Her islemde alkali orani farklidir. Kostik orani
birinci kostiklemede %2, ikinci kostiklemede %1-1.5 ve tigiincii kostiklemede ise
%0.5-1 oraninda olmalidir. Bu oranlar kullanilan zeytin c¢esidine gore farklilik
gosterebilmektedir. Birinci islemde zeytinin kabugunda deliklerin agilmasi saglanir
24-36 saat siiren bu islem sonunda yikama islemi yapilir. ikinci kostikleme isleminde
ise kostik zeytin danesinin etli kisminda %50 oraninda isletilir ve yikama islemi
gerceklestirilir. Bu islem yaklasik 36 saat siirer ve birinci islemde oldugu gibi
kostikleme ve yikama asamalarinda ortamin havalandirilmas: saglanir (Aktan ve

Kalkan, 2000).

Ugiincii kostikleme isleminde ise %0.5 veya %Il oranindaki sodyum hidroksit
cozeltisinin ¢ekirdege kadar islemesi saglanir (Aktan ve Kalkan, 2000). Sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ve havalandirma islemi zeytindeki ortodifenol, hidroksitirosol ve
kafeik asidin oksitleyerek zeytinin renginin kararmasini saglamaktadir. Bu renk
iriiniin raf omrii boyunca sabit kalmamaktadir. Yikama sirasinda zeytinde olusan
siyah rengin korunmasi amaciyla demir tuzlari ilave edilerek stabil bir renk eldesi
saglanir. Bu amagcla, demir glukonat, demir siilfat ve demir laktat kullanilmaktadir
(Garcia ve dig., 2001a). Demir tuzlar1 ilave edildikten sonra havalandirma islemi
durdurulmalidir. Ugiincii kostikleme islemi yaklasik 36 saat, toplam kostikleme

islemi ise 5 ile 9 giin arasinda siirer (Aktan ve Kalkan, 2000).
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Yikama ve Salamuraya Yerlestirme

Demir tuzlarinin fazlasinin giderilmesi i¢in zeytinler yikanir ve zeytinler teneke
kutulara konularak % 3-5 oraninda tuz iceren 80-90 °C’deki salamura ilave edilir.
Genel olarak ripe olive tipinde tuz oraninin % 2.5 dolayinda olmasi istenir (Aktan ve

Kalkan, 2000).
Sterilizasyon

Zeytinlere uygulanan alkali isleminden otiirii zeytinlerin pH’s1 ylikselmistir ve
salamuranin diigiik tuz icermesi ile ortam mikrobiyal gelismeye uygun olur.
Mikrobiyal gelismenin engellenmesi amaciyla zeytinler teneke kutulara alinarak 1s1l
islem uygulanir (Aktan ve Kalkan, 2000). Isil islem sicaklik ve siliresi ambalaj
biiyiikliigiine gore degismektedir. 1 kg ve daha kiigiik kutular i¢in sterilizasyon
sicaklik ve siiresi 115.6 °C’de 1 saattir (Macrae ve dig., 1993).

2.4. Zeytinlerde Goriilen Bozulmalar

Zeytinler hasattan sofraya ulasincaya kadar gegen siire icinde kaliteyi olumsuz
etkileyen fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik degisikliklere ugrayabilmektedir
(Korukuglu ve dig., 2000). Dogal siyah zeytinler meyvenin fazla olgunlagsmis olmasi,
yagmur gibi kotii kosullar altinda hasat edilmesi, iiretim islemlerinin tecriibeye
dayanarak hatali yapilmasi gibi ii¢ temel nedenle bozulurlar. Istenmeyen koku, gaz
cebi olusumu, biitirik ve propiyonik asit fermantasyonlari, renk bozukluklari,
yumusama ve kiif gelisimi zeytin kalitesine etki eden problemlerdir (Fernandez ve

dig., 1997).

2.4.1. Gaz Cebi Olusumu

Zeytinler salamuraya konuldugu andan, fermantasyon tamamlanincaya kadar veya
alkaliyle islem sirasinda ve sonrasindaki asamalarda gazli bozulma ile kars1 karsiya
kalabilirler. Karakteristik 6zelligi zeytinin etinde, i¢inde gaz birikmesi sonucu et ile
kabugun arasinda kabarcik olusmasidir. Gaz cebine, balik gozii ve Ispanyolca
“alambrado” adlar1 da verilmistir. Ispanyol tipi yesil zeytinde gram negatif basillerin

baz1 tiirleri ve siyah zeytinlerde bazi maya cinsleri bu tip bozulmaya neden

14



olmaktadir. Gaz cebi olusumunun 6nlenmenin yolu 6zellikle fermantasyonun birinci
asamasindan itibaren laktik asit bakterilerin gelismesini tesvik edecek Onlemlerin
alinmasini saglamaktir. pH’nin 4.5’in altina diisiiriilmesi i¢in digsaridan asit ilavesi
veya pH’nin kontrol altinda tutulmasi ile toplam asit miktar1 arttirilarak bozulma

etkeni mikroorganizmalarin gelismesi engellenebilir (Korukuglu ve dig., 2000).

2.4.2. Kotii Koku Olusumu

Biitirik asit bozulmasi ve zapateria adi verilen bu tip bozulmalarda kotii koku
olusumu ortaktir. Biitirik asit bakterilerinin  sorumlu tutuldugu biitirik asit
bozulmasinda fermantasyonun ilk asamalarinda koku acilagsmis tereyagi kokusunu
andirirken, daha sonraki asamalarda koku daha da kotilesir.  Etken
mikroorganizmalar Clostridium cinslerine ait tiirlerden Clostridium butyricum ve C.
tertium’dur. Zapetaria’li zeytinden ¢ikan koku biitirik asit fermantasyonundaki gibi
eksimis ve koti bir koku degildir. Bu bozulma salamura pH’s1t 4.5’in altina
diismediginde goriilmektedir. Sorumlu bakterilerin Propionibacterium zeae ile P.
pentosaceum oldugu bildirilmektedir. Fermantasyonun son asamasinda saptanan bu
bozulma Clostridium ve Propionibacterium cinsi bakterilerin iirettikleri kaprik asit,
biitirik asitle beraber oldugunda tipik kokunun ortaya ¢iktig1 belirlenmistir (Aktan ve
Kalkan, 2000; Korukuglu ve dig., 2000).

Diistik tuz konsantrasyonu ve yiiksek pH seviyelerinde de bu bozulma olusabilir.
Genel olarak kotii kokuya neden olan bozulmalar engellemenin en etkili yolu pH ve
tuz konsantrasyonunun kontroliidiir. Tuz konsantrasyonunun diisiik oldugu
durumlarda laktik asit fermantasyonunu tesvik etmek amaciyla pH’y1 asetik asit ile
4’e distirmek uygundur. Kademeli tuz artis1 ile beraber yapilan bu islem {iriin
muhafazasini saglar. Dogal siyah zeytinlerin son iirlindeki % 8 veya daha yiiksek tuz
icerigi tiiketici tarafindan kabul edilebilir limitler arasindadir (Fernandez ve dig.,

1997).

2.4.3. Yumusama

Zeytinin fazla 1sinmasi gibi ¢evre kosullari, enzim ve mikrobiyal etkiler nedeniyle
zeytinlerde yumusama goriiliir (Aktan ve Kalkan, 2000). Zeytine sertlik veren pektik

maddelerin pargalanmasi, yumusamaya neden olmaktadir. Maya, bakteri ve kiiflerin
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salgiladig1 kuvvetli pektolitik enzimler yumusamaya neden olur (Korukuglu ve dig.,
2000). Yumusamaya neden olan pektolitik enzimleri Fusarium, Penicillium,
Aspergillus cinsi kiifler, Bacillus mesentericus, B. polymyxa, B. megatherium, B.
macerans veya Saccharomyces oleaginosus, S. kluyveri, Hansenula anomala tiretir
(Fernandez ve dig., 1997).

2.4.4. Maya Benekleri

Daha ¢ok yesil zeytinlerde goriilmektedir. Zeytinlerde kabuk ile et arasinda beyaz
beneklerin olusumuyla kendini gostermektedir. Bu kiigiik beyaz benekler,
fermantasyon sirasinda gelisen bakteri ve maya kolonileridir. Yapilan calismalar
sonucu bu bozulmaya Lactobacillus plantarum’un neden oldugu bildirilmistir.
Ayrica zeytinlerde acilagsmayi gidermek amaciyla uygulanan NaOH ¢6zeltisinin

sicakligi nedeniyle maya benekleri olusumu artmaktadir (Korukoglu ve dig., 2000).

2.4.5. Mavilesme

Siyah zeytinlerde goriilen tipik bir mavimsi siyah renk olup zeytinlerin tuzlu suya
basildiginda olgunluk derecesine gore kotii bir koku yayar. Onlenmesi, kiigiik
zeytinlerde tuz konsantrasyonunun %8’in lizerine ¢ikarilmasi, pH’nin 4.5’in altina

indirilmesi ve zeytinlerin yikanmasi ile saglanir (Aktan ve Kalkan, 2000).

2.4.6. Ambalaj Hatalar1 Sonucunda Olusan Bozulmalar

Uygun olmayan 1sil islemlerin meydana getirdigi problemler ile ambalajlama
kusurlar1 da, sik¢a goriilen bozulma sekilleridir. Isitma isleminin yetersiz kalmasi
veya sterilize edilmis Uriinlerin ambalajlarinin kusurlu ve bozuk kapatilmasi sonucu
siyah zeytinlerde gaz olusumu goriiliir. Isil islemden gecirilmemis zeytinlerin
ambalajlarinda tamamlanmamig fermantasyondan kalan, fermente olabilir maddeleri
kullanabilen mikroorganizmalarin gelismesi ile gazli sismeler goriilmektedir. Bunun
disinda laktik asidi kullanabilen asetik asit, propiyonik asit ve karbondioksit iireten
bakterilerin fermantasyonu da ambalaj kusurlarina neden olmaktadir. Ambalaj
kusurlarin1 engellemek i¢in, zeytinlerde fermente olabilir sekerlerin kalmasina izin
verilmemeli ve fermantasyon kontrollii kosullarda gerceklestirilmelidir. Bunun

disinda 1s1l islem uygulamasindan sonra kullanilan sogutma suyunun bakteriyolojik
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yiikiine dikkat etmek gerekmektedir (Aktan ve Kalkan, 2000; Korukoglu ve dig.,
2000).

2.4.7. Biyojenik Aminler

Biyojenik aminler igeren gidalarin tiiketilmesi halinde tiiketicilerde kisa siirede
toksik  etkileri  goriilebilmektedir.  Gidalardaki {ireticileri  genel olarak
Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri Enterococcus’dur. Cogu laktik asit bakterisi de
fermente gidalarda biyojenik amin iiretebilir. Gidalarda 1000 ppm oraninda toplam
biyojenik amin varlig, toksik etkilerinin goriilmesine neden olur. lIyi iiretim kurallari
geregi toplam olarak 100 ila 200 ppm arasindaki degerleri agmamasi gerekmektedir.
Islem gdrmemis zeytinlerde putreskin (50ppm) ve histamin (38 ppm) varligi
belirlenmigtir. Alkali ile islem goéren zeytinlerde biyojenik amine rastlanmamigtir

(Garcia ve dig., 2001Db).

2.4.8. Kiif Florasi ve Mikotoksin Varhg

Besinlerde kiif bulasmasi ve gelismesi tarlada iken baslamakta, isleme ve depolama
sirasinda ileri diizeylere ulasabilmektedir. Isleme, depolama ve satistan tiiketime
kadar en fazla kif etkisi altinda kalan besinlerden biri de salamura siyah zeytindir
(Sahin ve dig., 1999). Kiifler mikotoksin olusturma risklerinin yani sira, igerdikleri
enzimler zeytinlerin dokularinin yumusayip parcalanmasina ve tiikketilemez duruma
gelmesine sebep olmaktadirlar. Ulkemizde geleneksel siyah salamura zeytin
tiretiminde kiif gelismesiyle olusan “kefeke” adi verilen bir zara rastlanmaktadir

(Korukoglu ve dig., 2000).

Yapilan aragtirmalar sonucunda zeytinlerin kiif florasin1 agirlikli olarak, Penicillium
ve Aspergillus cinsine ait kiiflerin olusturdugu belirlenmistir (Kivang ve Akgiil,
1990; Eltem ve Oner, 1995; Sahin ve dig., 1996; Fernandez ve dig., 1997; Sahin ve
dig., 1999; Gé¢men ve dig., 2000; Arici, 2001; Meri¢ ve Heperkan, 2003)

Zeytinden yag iretimi i¢in isletmede bekletilen zeytinlerin mikrobiyal florasi
belirlenmis ve Penicillium, Aspergillus, Spicaria, Fusarium, Cladosporium ve

Rhizopus cinsleri izole edilmistir (Akbulut, 1980).
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Bursa yoresindeki zeytin isletmelerini (17 adet isletme) kapsayacak sekilde zeytinin
kiif florast belirlenmeye c¢alisilmis ve 163 kiif izole edilmistir. 7 cins ve 37 tiirii
oldugu belirlenen bu kiiflerin %84.86’sin1 Penicillium, %6.67’sini Aspergillus ve
diger yiizdeyide Cladosporium, Alternaria, Rhizopus ve Ulocladium cinsi kiifler

olusturmustur. %3 oraninda P. citrinum’a rastlanmistir (Sahin ve dig., 1996).

Piyasada satilan salamura siyah zeytinlerin kiif florasin1 ve mikotoksin varligimi
belirlemek amaciyla Sahin ve dig. (1999) yaptiklar1 caligmada 32 salamura
orneginden 63, 20 zeytin 6rneginden 33 olmak tizere toplam 96 kiif susu izole
edilerek identifikasyonu yapilmistir. Salamuradan izole edilen kiiflerin %68.25’1
Penicillium cinsine, %15.87°si Aspergillus cinsine, %15,88’lik kismin ise
Ulocladium, Cladosporium, Phoma, Eurotium, Rhizopus ve Thamnidium cinslerine
ait oldugu belirlenmigtir. P. citrinum’a rastlanma sikligi salamurada %6.35 iken,
zeytinlerde %9.09°dur. Satisa hazir zeytinlerin kiif florasin1 sadece Penicillium
cinsine ait tlirler olusturmus ve 11 farkli tiir izole edilmistir. Satisa sunulan

zeytinlerde Penicillium tiirlerinin gore rastlanma sikligi Tablo 2.5.”de verilmistir.

Tablo 2.5. Satisa sunulan zeytinlerde Penicillium tiirlerine rastlanma sikligi (Sahin ve dig.,
1999)

Penicillium tiiri Rastlanma siklig1 (%)
P. aurantiogriseum 3.03
P. chrysogenum 3.03
P. citrinum 9.09
P. corylophillum 3.03
P. decumbens 3.03
P. duclaxii 3.03
P. echinulatum 21.21
P. expansum 3.03
P. griseofulvum 3.03
P. ropuefortii 39.40
P. verrucosum 9.09

Meri¢ ve Heperkan (2003) Istanbul piyasasindan temin ettigi siyah zeytinlerde kiif

florasini belirlemistir. Bu amagla 42 adet siyah zeytin 6rneginden kiif izolasyonu ve
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identifikasyonu yapilmistir. Incelenen &rneklerin %23.8 ‘inde P. crustosum,
%9.5’inde P. viridicatum, %2.4 tinde P. roquefortii tespit edilmistir.

Tiirk tipi dogal siyah zeytinlerde A. niger, P. clavigerum ve P. expansum kiiflerinin

de izole edildigi bildirilmistir (Fernandez ve dig.,1997).

Ege ve Marmara Bolgeleri’'nden temin edilen 1987 ve 1988 yillarina ait 55 farkl
salamura siyah zeytin Orneginin kiif florasinin incelendigi bir ¢aligmada farkli
morfolojilere sahip 30 kiif susu izole edilmistir. Bunlarmn 15’1 Penicillium, 12’si
Aspergillus, 2’si Alternaria, 1’ide Cladosporium’dur. Orneklerdeki ortalama kiif
sayis1 5.80x10* cfu/gr ve enfekte olmus zeytinlerin oran1 %41 olarak bulunmustur.
Zeytin orneklerindeki kiif sayis1 1.06x10° cfu/gr ile 1.00x10 cfu/gr arasinda
degismistir. Caligmanin sonucunda zeytinlerin kiif kontaminasyonu ve gelismesine
duyarli oldugu ve zeytinlerde dominant tiir olarak Penicillium saptanmistir (Eltem ve
Oner, 1995).

Tiirk tipi sofralik zeytinlerin kiif florasinin incelendigi bir ¢aligmada 32 kiif tiirii izole
edilmistir. Bunlardan 4’ A. ochraceus, 2’si A. niger, 16’s1 P. clavigerum ve 10’u P.

expansum olarak identifiye edilmistir (Kivang ve Akgiil, 1990).

Sahin ve dig. (1999) zeytinlerde yaptiklari mikotoksin taramasinda 20 oOrnegin
tamaminin  mikotoksinlerle kirli oldugunu belirlemislerdir. Tespit edilen
mikotoksinler; aflatoksin (B1, B2, G1, Gg,), sitrinin, okratoksin A , sterigmatosistin,
patulin, penisilik asit, luteoskrin ve siklopiasonik asittir. Zeytin drneklerinin 13’iinde

sitrinine rastlanmistir.

Gourama ve Bullerman (1988) zeytinden A. flavus, A. petrakii ve A. ochraceous
identifiye ederek A. flavus’un zeytin ezmesinde aflatoksin itiretmedigini, 5 A.
ochraceous susundan 2’sinin penisilik asit (11.4-30.2 mg/g) tirettigi fakat okratoksin,

patulin veya sitrinin iretmedigi belirlenmistir (Fernandez ve dig., 1997).

Zeyin ve salamurada artan tuz konsantrasyonunun ve starter kiiltiir olarak kullanilan
Lactobacillus plantarum’un, P.crustosum ve P.citrinum cinsi kiiflerin gelisimine ve
mikotoksin olusumuna etkisinin incelendigi bir ¢alismada P. crustosum’un zeytin ve

salamurada penisilik asit, P. citrinum’un sitrinin tirettigi belirlenmistir. %0, 3, 6 ve
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12’lik tuz konsantrasyonunun ve L. plantarum’un kiif gelismesine ve mikotoksin

iretimine etkisinin olmadig: tespit edilmistir (Oral ve Heperkan, 1999; Oral, 1999).

Korukoglu ve dig.’nin (2000) yaptigi bir ¢alismada Bursa ili gevresinden temin
edilen 20 salamura zeytin 6rnekleri mikotoksin varligi incelenmis 1 drnekte sitrinine,
3 Ornekte patuline, 4 Ornekte sterigmatosistine ve 7 Ornekte penisilik asite
rastlanmistir. 1’er Ornekte aflatoksin B, Gi, 3 oOrnekte Bi ve 4 oOrnekte Go

bulunmustur.

Istanbul’daki cesitli marketlerden temin edilen 50 adet zeytin numunesinde sitrinin
taramasinin yapildig1 ¢alismada orneklerin 41 adetinde sitrinin toksininin bulundugu
tespit edilmistir. Sitrinin miktar1 ortalama olarak 139 ppb bulunmustur (Meri¢ ve

Heperkan, 2003).

6 zeytin Orneginin kiif florasinin ve mikotoksin varliginin incelendigi bir ¢alismada
sadece Penicillium ve Aspergillus cinsi kiiflere rastlanmis ve mikotoksin varligi

belirlenememistir (Arici, 2001).

2.5. Zeytinin Kimyasal Koruyucularla Muhafazasi

Ulkemizde sofralik zeytin ile ilgili gida kodeksi heniiz yaymlanmamistir. Ancak
Tiirk Gida Mevzuati (1999) “Koruyucular Boliimii”nde zeytin ve zeytin bazli tiriinler
i¢in sorbik asit ve sorbatlarin (potasyum sorbat ve kalsiyum sorbat) en ¢ok 1000 ppm
olarak katilabilecegi bildirilmistir. Benzoik asite izin verilmemis, laktik asit, asetik

asit ve askorbik asite GMP sinirlarinda izin verilmistir (Anon, 1999).

2.6. Mikotoksin Olusumu ve Gidalarda Bulunusu

Mikotoksinler kiifler tarafindan {iretilen sekonder metabolitlerdir. Birincil
metabolitler kiiflerin gelismeleri i¢in gerekli olan bilesenleri igerir. Sekonder
metabolitler ise sentezleyen organizmanin metabolizmasi ya da gelisimi iizerine
belirgin bir oneme sahip degillerdir ve eksponansiyel biiyiime fazi sonunda
olusmaktadir. Kiiflerde ikincil metabolitlerin sentezlenme yollar1 poliketit, terpenoid
ve temel amino asitlerin kullanimi seklindedir. Mikotoksinler, poliketit yoluyla

sentezlenmektedirler (Jay, 1992).
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1977 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Birlesmis Milletlerin Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO) ve Birlesmis Milletler Cevre Programi’nmin beraber diizenledigi
konferansta yedi mikotoksinin gida ve yemlerde onemli diizeylerde bulundugu
belirtilmistir. Bu mikotoksinler: aflatoksinler, okratoksin A, patulin, zeralenon,
tichothecenler, sitrinin ve penisilik asittir  (Jelinek ve dig., 1989). Bu
mikotoksinlerden bazilar1 mutajenik, bazilar1 kanserojenik iken bazilar1 belirli
organlar iizerine toksik etkiye sahiptir. Yaklasik 14 mikotoksinin kanserojenik

oldugu bildirilmektedir ve mikotoksinler arasinda kanserojen etkisi en fazla olan

aflatoksindir (Jay, 1992).

Mikotoksinlerin sagliga olan etkileri mikotoksiz olarak adlandirilir. ilk olarak
Claviceps purpurea tarafindan iretilen ergot toksini 9. ve 14. yiizyillar arasinda Orta
Avrupa’da, cavdar ekmeginin tliketilmesiyle kollarda siskinlik, kizariklik ve sicaklik
degisimlerine hassasiyetle kendini gosteren, kangren ve kolun kaybi ile sonuglanan
hastaliga sebep olmustur. Claviceps purpurea ile kontamine olan tahillardan iiretilen
ekmegin tiiketilmesi sonucu bu hastalik meydana gelmistir. Japonyada 17. Yiizyilda
Penicillium cinsi kiiflerinin neden oldugu “sar1 piring” toksininin akut kardiyak beri
beri hastaligina neden oldugu ve karaciger kanseri ile iligkili oldugu belirlenmistir.
1960 yilinda Ingiltere’de, Giiney Amerika ve Afrika’dan ithal edilen Aflatoksin B1
igeren yerfistig1 kiispesi ile beslenen 100 000 hindi Slmiistiir ve bu hastaliga “Turkey
X ad1 verilmistir (Moorman, 1990; Jones, 1993; Sweeney ve Dobson, 1998; Atkins
ve Norman, 1998).

Gida ve yemlerin mikotoksinlerle kontamine olmasi diinya ¢apinda ekonomik ve
saglik sorunlarina yol agmaktadir. Birlesmis Milletlerin Gida ve Tarim Orgiitii
diinyadaki gidalarin  %25’inin mikotoksinlerle kontamine oldugunu tahmin
etmektedir. Avrupa Birligindeki {ilkeler, gida tedarikgilerine yiiksek standartlar
uygulamasi nedeniyle gelismekte olan iilkelere gore daha az risk altindadirlar (Atkins

ve Norman, 1998).

2.6.1. Gidalarda Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Kiifler optimum gelisme sicakliklari 25-30°C arasinda degisen mezofilik

mikroorganizmalardir. Genel olarak nem igerigi % 13.5-14.5’den diisiik oldugunda
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mikotoksin olusumu gézlenmemektedir. %18-25 nem igeriginde mikotoksin olusumu

maksimumdur (Moorman, 1990).

Mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler 3 grup altinda toplanmaktadir (Erzurum,
2001):

1. Fiziksel Faktorler: Nem, sicaklik, mekanik zararlanma, siire

2. Kimyasal Faktorler: Ortamdaki CO2 ve Oz konsantrasyonu, substratin

kimyasal yapisi, substrata yapilan kimyasal uygulamalar, giibreleme

3. Biyolojik Faktorler: Kiif konsantrasyonu, bitki dayanikliligi, kiif suslarindaki

genetik farklilik, mikroorganizmalarin degisim iliskileri

2.6.2. Penicillium Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Penicillium tiirlerinin ¢ogu saprofittir. Tirlerin ¢ogu optimum gelismeyi orta ve
diisiik sicakliklarda ve su aktivitesi (aw) 0.9’un altinda gosterirler. Bir ¢ogu toprak
orijinlidir, bitki Ortiilerinin parcalanmasia ve gidalarin bozulmasina sebep olurlar
(Pitt, 2000). Penicillium tanimlanmig 150 tiiriiyle en genis cinstir. Siniflandirmasi
oncelikle mikroskobik 6zelliklerine dayanir. Penicillium tiirii Pitt tarafindan yapilan
siniflandirmaya gore Aspergilloides, Furcatum, Biverticillium ve Penicillium olarak
dort alt tiire ayrilmistir. Onemli toksijenik ve gida bozulmalarma neden olanlar
Penicillium alt tiirtinde bulunmaktadir. Penicillium cinsinin genel biyolojisi ve
ekolojisi Tablo 2.6.’da verilmistir. (Doyle ve dig., 1997b; Pitt, 2002).
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Tablo 2.6. Penicillium cinslerinin genel biyoloji ve ekolojisi (Pitt, 2002)

Tiir veya alt Gelistikleri Gelismeleri icin Gelismeleri icin Mikotoksin
tiir substratlar gerekli minimum su |  gerekli sicaklik olusumu
aktivitesi (aw) arahgi
Eupenicillium Toprak ve ¢ok az Yapilan ¢aligmalar az Degisken, cogu Seyrek
sayidaki gidalarda | sayidadir: cogu >0.85, 37°C’de
bir kismu kserofildir
Talaromyces Toprak Bilinmiyor, <0.85’in Min. >5°C Cok seyrek
altinda gelisemez Maks. Cogu> 37°C
Aspergilloides Toprak, gidalar Baz tiirler kserofilik Belli tiirler Beklenmez

Alt tirt psikrotrofik, nadiren
>37°C°de gelisme
gbzlenir
Furcatum Alt Toprak, bitki ve Cogu tiir kserofilik Genellikle Bazi tiirleri
tird gidalarin giirtimesi psikrotrofik, nadiren toksijenik
>37°C’de gelisme
Furtcatum . .
b limi gozlenir
Furcatum Alt Toprak Bazi tiirler kserofilik Genellikle Tiirlerin yarist
tiirt psikrotrofik, nadiren toksijenik
- >37°C li
Divaricatum 3 gégfeﬁierl$me
bolimii
Penicillium Alt Gidalar Cogu tiir kserofilik Psikrotrofik, 37°C’de Cogu tiir bir veya
tird geligme istisnai olarak daha fazla
gozlenir mikotoksin olusturur
Biverticillium Toprak, bitki <0.85’in altinda Min. >5°C Beklenmez
Alt tiirii ¢lirlimesi ve ¢ok az gelisemez . 0
sayidaki gidalarda Maksaﬁlzg;lﬁ fselci veya
sicakliklarda

2.6.3. Penicillium citrinum’un ézellikleri

P. citrinum, Furcatum alt tiirii ve Divaricatum boliimii iginde yer alir (Pitt, 2002).

Penicillium citrinum 5 ile 40°C arasinda gelisme gosterebilen bir mezofildir.

Optimum gelisme araligi 26-30°C arasindadir. pH 2 ile 10 arasindaki ortamlarda

gelisebilir. Geligsmesi i¢in optimum pH araligi 5-7’dir (Sweeney ve Dobson, 1998).
P. citrinum kserofilik bir kiif olup 25°C’de minimum 0.80-0.84 su aktivitesi

degerinde gelisebilir (Pitt ve Hocking, 1985). P. citrinum toksijenik kiifler arasinda

en kserofilik olanlardan birisidir. Yapilan bir ¢alismada aw= 0.775 degerine kadar

bugdayda varligint siirdiirebilmistir (Camerio ve dig, 1998).

Bugiine kadar yapilmis olan ¢aligmalarda P. citrinum’a hemen hemen her tiirli gida

maddesinde rastlanmistir. Zeytin, fermente ve islenmis etler, kakao ¢ekirdegi, peynir,

kurutulmus baklagil, sekerlemeler, baharatlar, pastacilik iirtinleri, ekmek, soya sosu,

yer fistig1, findik, misir, hububatlar, soya fasulyesi gibi bir ¢ok iirtinde P. citrinum
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gelisme gosterebilmektedir (Pitt ve Hocking, 1985; Samson ve dig., 1996; Doyle ve
dig., 1997b; Comerio ve dig., 1998; Merig, 2001, Meri¢ ve Heperkan, 2003).

P. citrinum’un Czapek Yeast Exract Agar (CYA)’da olusturdugu koloniler 25-30
mm, Malt Exract Agar (MEA)’da olusturdugu koloniler 14-18 mm, %25 Gliserol
Nitrat Agar (G25N)’da olusturdugu koloniler 13-18 mm ¢apindadir. 37°C’de gelisme
olur fakat koloniler nadiren 7 glinden sonra 10 mm’yi asar. CYA’da 25°C’de
olusturdugu koloniler, merkezde sar1 veya kahverengidir. MEA ise gelismesi
CYA’ya gore daha yavastir (Doyle ve dig., 1997b; Pitt, 1988). Sekil 2.3.°de P.
citrinum’un MEA ve CY A besiyerindeki goriintiileri verilmistir (Anon., 2003d).

MEA 25°C

CEA 25°C

Sekil 2.3. P. citrinum’un MEA ve CYA’da gelisen kolonilerin goriintiileri (Anon., 2003d)

P .citrinum, hiflerinden kolaylikla taninabilir. Hifler 3-5 adet birbirinden uzak ve
konidalar1 tasiyan metuladan olusur (Pitt, 1988). Sekil 2.4.°de P. citrinum’un
mikroskop altindaki goriintisii, Sekil 2.5’°de yapis1 gosterilmistir (Samson ve dig,

1996).
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Sekil 2.4..P. citrinum’un mikroskop altindaki goriiniisii (Samson ve dig, 1996)

J

Sekil 2.5. P. citrinum’un yapist (Samson ve dig, 1996)

P. citrinum toksijenik bir kiiftiir ve literatiirde sitrinin toksini olusturdugu
belirtilmektedir (Frisvad, 1981; Frisvad, 1988; Trivedi ve dig., 1993; Moss, 1996;
Comerio ve dig., 1998; Sweeney ve Dobson, 1998).
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2.6.4. Sitrinin

Sitrinin ilk olarak 1931 yilinda P. citrinum’dan izole edilmistir. Antibakteriyal etkisi
nedeniyle antibiyotik olarak kullanimi arastirilmis fakat toksikolojik ¢alismalar
sonucunda bu sekonder metabolitin, bobrek tiibiillerine verdigi hasar nedeniyle

nefrotoksin oldugu belirlenmistir (Montani ve dig., 1988; Comerio ve dig., 1998).

2.6.4.1 Sitrinin Ureten Kiifler

Literatiirde sitrinin tireten kiifler olarak P. citrinum, P. lividium, P. implicatum, P.
velutinum, P. fellutanum, P. citreovidine, P. jenseni, P. canescens, P. steckii,
P.notatum, P. expansum, P. claviforme, P. citreonigrum P. viridicatum, P. palitans,
Aspergillus terreus, A. candidus, A. niveus, A. carneus, Clavariopsis aquatica,
Blennoria sp. olarak belirtilmistir. Ayrica Avusturalya’da bulunan tropikal bir bitki
olan Crotalaria crispata tarafindan da tretilmektedir (Scott, 1978; Frank ,1992;
Samson ve dig., 1996). Sitrininin en az 22 kif tiiri tarafindan retildigi rapor
edilmistir fakat gergek sayinin 5’den az oldugu bu sayilardaki farkliligin ise
identifikasyonda yapilan hatalardan kaynaklandigi belirtilmistir (Pitt, 2002). P.
citrinum’dan farkli olarak sadece P. expansum ve P. verrucosum kesin sitrinin
tireticisidir (Doyle ve dig., 1997b; Pitt, 2002).

2.6.4.2 Sitrinin Olusumu Icin Gerekli Optimum Kosullar

P. citrinum 15°C’den 37°C’ye kadar degisen sicaklik sinirlarinda sitrinin iretir.
Sitrinin olusumu i¢in optimum sicaklik 30°C’dir. Bugdayda sitrinin olusumunun
incelendigi bir ¢alismada su aktivitesi (aw) 0.80’dan disiik oldugunda sitrinin
olusmamaktadir. aw degeri arttik¢a olusan sitrinin miktarinin arttig1 ve miktar olarak
maksimuma ulastiktan sonra aniden azaldig1 belirlenmistir (Montani ve dig., 1988;
Comerio ve dig., 1998). Yapilan literatiir taramasi sonucunda bugday disinda diger
gidalarda sitrinin olusumu i¢in gerekli minimum aw degerinin belirlenmedigi tespit

edilmistir.

2.6.4.3 Sitrininin Kimyasal Ozellikleri

Molekiiler formiilii C13H140s’dir. Alkolden kristalize edildiginde sar1 renkli igne
seklini alan bir bilesiktir. Erime noktas1 170-179 °C’dir. Seyreltik NaOH, Na,COz ve
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sodyum asetat ¢ozeltilerinde, etanol, dioksan, seyreltik alkali ¢ozeltilerde, aseton,
benzen ve kloroformda ¢6ziinebilir 6zelliktedir. Kaynayan suda ¢oziintirliigi azdir
fakat soguk suda ¢ozlinmez. Ayn sekilde sicak alkolde ¢oziiniir 6zellikte iken soguk
alkolde ¢oziinmez. Cozelti ve kati formunda floresan 15181 altinda bozunur. Isil
islemlere diger mikotoksinlere gore daha hassastir. Poliketid yapidadir. Kimyasal
yapist Sekil 2.6.’da verilmistir (Yang, 1991; Frank, 1992; Trivedi ve dig., 1993;
Scoo, 1994).

OH

HOOC 0

. "‘CHB
CH, CH,

Sekil 2.6. Sitrininin kimyasal yapist (Frank, 1992)

Sitrininin Penicillium citrinum tarafindan biyosentezinin incelendigi bir ¢alismada 5
asetat/malonat ve 3 karbon 1 {initesinden, enzim reaksiyonuna bagli poli-B-keton
zinciri boyunca olusturuldugu belirlenmistir. Tioester enziminden ayrilan ve enzim
icermeyen aromatik ketoaldehitin sitrinin olusumunu baslatmaktadir (Barber ve dig.,
1981). Sitrininin yapisinin incelendigi bir ¢alismada sulu kloroform ¢6zeltilerinde pH
7.4’te sitrinin, hidrat formunda bulundugu ve hiicre membranindan gegen sitrininin
bu hidratlarina doniistiigli ve sitrininin antibakteriyal 6zelligi olarak bilinen DNA’ya

etkisinin ikinci derece oldugu belirlenmistir (Barber, ve dig., 1987).

Chalam ve Stahr (1979) sitrininin oda sicakliginda tutulmast sonucunda
parcalandigini bildirmislerdir. Misira asilanan P. citrinum’dan elde edilen sitrininin
buhar ile islem gormesi sonucunda parcalanmasi nedeniyle sitrininin 1s1l isleme karsi
hassas oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat toksisitesinde bir degisiklik gozlenmemistir
(Jackson ve Ciegler, 1978). Bu sonuglar Chu’nun (1946) sitrininin
otoklavlanmasindan sonra antibiyotik 6zelligini korudugunu bulmasi ile paralellik
gostermektedir. Jackson ve Ciegler (1978) sitrininin 1s1l islemle dekarboksile
oldugunu ve dekarboksisitrinin veya dekarboksidihidrositrinine doniistiigiini bu
sebepten antibiyotik etkisini korudugunu belirtmiglerdir. Sitrinin brot igerisinde oda
sicakliginda, buzdolabinda ve asidik pH’larda stabil iken yiliksek pH’larda daha az

stabildir. Jordan ve dig. (1977) Dimetilsiilfoksit ve %50 oraninda etanol igeren
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cozeltide esit oranda ¢oziildiigl ve biyolojik aktivitesinin buzdolabinda bir ay siire ile
korundugunu fakat aktivitesinin 90°C’de 10 dakika 1sitildiginda kayboldugunu tespit
etmislerdir (Yang, 1991).

Sitrinin analizi ince tabaka kromatografisi (TLC) ve yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ile yapilabilmektedir. TLC yonteminde tespit limiti 1-20 pg/
kg, HPLC ile 0.1-0.001 ng/ kg’dir. Hububat ve yemlerde sitrinin varhiginin tespiti
amaciyla floresans sivi kromatografisi ve ELISA yontemi kullanilabilmektedir. Bu
yontemle 30-60 dk arasinda 15ng/g hassasiyetinde analiz yapilabilmektedir. R-
Biopharm (Almanya) firmasi tarafindan RidaScreen© Hizli Sitrinin Kiti adiyla
piyasaya siiriilmiistiir. Toksisitesinin belirlenmesinde Bacillus thuringensis’in
gelismesinin  inhibisyonu, Serratia marcescens’in pigment sentezlemesinin
inhibisyonu ve Azospirilium brasilense ve Proteus mirabilis’in hareketliliginin
engellenmesi prensipleri kullanilmaktadir. HeLa hiicrelerinin inhibisyonu da toksisite
calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. (Wilson ve dig., 1976; Frisvad, 1988;
Frank, 1992; Trivedi ve dig., 1992; Abramson, 1999; Trucksess, 2000).

2.6.4.4 Sitrininin Toksisitesi

P.citrinum Thom tarafindan iiretilen sitrininin farelerdeki toksisitesi (LDso:%50
oldiirtici doz) injeksiyon ile 35 mg/kg, oral yolla 110 mg/kg’dir (Doyle ve dig.,
1997b, Robinson ve dig., 2000).

Sitrininin toksikolojik ¢aligsmalarda yaygin olarak kullanilan HeLa hiicreleri i¢in
oldiiriicti toksisite degeri 25 ppm iken 1-10 ppm konsantrasyonundaki sitrinin

hiicrelerin ¢ogalmasim diisiik oranda engellemektedir (Trivedi ve dig., 1992).

Sitrinin ortamda kanserojen ajanlar bulundugunda laboratuar hayvanlarinda timor
olusumunu arttirmaktadir. Sitrinin tek basma karsinojenik 6zellikte olmamasina
ragmen, 25 ppm konsantrasyonunda okratoksin A ve 200 ppm sitrininin bobreklerde
timor olusumunu arttirdig1 belirlenmistir. Yapilan deneylerde sitrinin verilen denek
hayvanlarinda digkinin kontrole gore 2.5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir
(Leszkowicz ve dig., 2002).

Mikotoksinlerin kiimes hayvanlarinin viicudunda birikimi ve yumurtalarinin

mikotoksin igerigini incelemek amaciyla 100 ppb konsantrasyonunda aflatoksin,
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sitrinin, patulin 6 hafta siireyle hayvanlara, yemlerine karistirilarak verilmistir.
Hayvanlarin viicudunun ve yumurtanin sarisinin 10 ppb, beyazinin 6 ppb
konsantrasyonda sitrinin igerdigi tespit edilmistir (Abdelhamid ve Dorra, 1990).
Yemlerin sitrinin igermesi durumunda onu tiiketen hayvanlarinda sitrinin

icerebilecegi belirlenmistir. Bu nedenle yemlerde de sitrinin olusumu 6nlenmelidir.

10 ppm sitrininin kdpeklerde bdobrek tiibiillerinde yaralara neden oldugu
belirlenmistir (Leszkowicz ve dig., 2002).Yapilan ¢alismalarda sitrininin okratoksin
A ile sinerjistik etkiye sahip oldugu saptanmistir. Bulgaristan, Romanya ve eski
Yugoslavya halkinda goriilen Balkan Endemik Nefropati (BEN) hastaligina, bu
bolgede yetisen hububat iiriinlerinde olusan okratoksin A ve sitrininin neden oldugu
tespit edilmistir. Yilda yaklagik 200 000 kisinin bu hastaliga maruz kalmaktadir.
Akut etkisi goriilmeyen bu hastaligin, belirli bir periyot sonrasinda ilk semptomlari
bas agrisi, kilo kaybi, yorgunluk olarak belirlenmis ve 6liim vakalar gozlenmistir

(Vrabcheva ve dig., 2000).

1965 ve 1974 yillar1 arasinda Bulgaristan’da 10° kisiden 506 erkek ve 315 kadinda
BEN hastalig1 gézlenmistir. Daha sonralart BEN ve iiriiner sistemde tiimor olusumu
arasinda baglanti tespit edilmistir. Dolayisiyla BEN hastalig1 sadece nefrolojik degil
ayni zamanda onkolojik bir problemdir. BEN hastalig1 ile birlikte timdr olusumu,
genellikle 50-60 yaglar arasinda ve nadiren daha erken yaslarda goriilmektedir
(Leszkowicz ve dig., 2002).

2.6.4.5 Sitrininin Gidalarda Bulunusu

Sitrinine; bugday, cavdar, yulaf, findik, baharat, et, yumurta, zeytin, piring, arpa,
misir, hububat ve siit Uriinleri gibi genis bir gida yelpazesinde rastlanmistir
(Chelkowski ve Golinski, 1982; Jay, 1992; Sweeney ve Dobson, 1998; Oral ve
Heperkan, 1999; Pugazhenti ve dig, 2000; Bailly ve dig., 2002).

1975-1980 yillar1 arasinda hububat ve yemlerde yapilan mikotoksin taramasinda 735
ornekten 3’ilinde sitrinine 6 mg/kg konsantrasyonunda rastlanmigstir. 1981 yilinda
yapilan bir ¢alismada ise 100 6rnekten hicbirinde bu toksine rastlanmamistir. %30

nem igeriginde 15°C’de 4 hafta siire ile depolanan tahillarda 145 6rnekten 12’sinde
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en fazla 24 mg/kg konsantrasyonunda sitrinine rastlanmistir (Chelkowski ve

Golinski, 1982).

Kpodo ve dig.(1996) tarafindan fermente musir iriinlerinde 584 pg/ kg oraninda
sitrinin tespit edilmistir. Bulgaristan’daki bugday ve yulaf 6rneklerinde yapilan
arastirmada en yiliksek sitrinin konsantrasyonu 420 ng/g olarak belirlenmis ve

okratoksin A’nin 2-200 kati1 miktarlarda tespit edilmistir (Vrabcheva ve dig., 2000)

32 adet peynir drneginden izole edilen 87 kiifiin 36’s1 P. citrinum’dur. izole edilen
suslarin 12’si besiyerinde, 5’i peynirde sitrinin olusturmustur (Pugazhenti ve dig,
2000). Peynirde 20°C’de 10 giin inkiibasyon sonucunda 600 mg/kg
konsantrasyonunda sitrinin olusumu belirlenmis, peynir dilimlendikten sonra ig
tabakalarinda %33 oraninda, 8 giinliik inkiibasyon sonucunda peynirlerde sitrininin
baslangi¢ konsantrasyonunun %50’sinden fazlasinin bozunmadan kaldigi ve

stabilitesinde sicakligin bir etkisinin bulunmadig: tespit edilmistir (Bailly ve dig.,

2002).

Abrunhosa ve dig. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada sarap liretiminde kullanilan
izim sularinda sitrinin olusumu arastirilmis ve P. expansum’un 51 susundan sadece
bir tanesinin iiziim suyunda sitrinin olusturdugu belirlenmistir. Sitrinin olusturan
kiiflere kakao ve kahve tanelerinde gelismelerine ragmen bu mikotoksini ve diger
mikotoksinleri sentezleyememektedirler. Bunun nedeni ise, kafeinin P. citrinum’un

sitrinin sentezini inhibe etmesidir (Jay, 1992).

Oral ve Heperkan (1999) yaptiklar1 galigmada P. citrinum ile asilanan zeytin
orneklerinde sitrinin olusumunu tespit etmislerdir. Meri¢ ve Heperkan (2003)
Istanbul’da piyasadan temin ettikleri 42 zeytin drneginin %80 ininde sitrinin (73-375

ppb) varligini belirlemistir.

Italya’da dogal yolla iiretilen fermente et iiriiniinde olgunlasma asamasinda iiriin
yiizeyinin mikoflorasi incelenmis ve 2 hafta sonra yiizeyde gelisen P. verrucosum’un

sitrinin ve okratoksin olusturdugu tespit edilmistir (Andersen, 1995).

Portekiz’de yapilan bir arastirmada ¢iiriik iceren elmalarda %68.6 oraninda patulin,

%3,9 oraninda sitrinin tespit edilmistir. Patulin ve sitrininin ayn1 anda bulunma orani
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%19,6°dir. Elmalardaki sitrinin konsantrasyonu 0.32 ile 0.92 mg/kg arasinda
degismektedir (Martins ve dig., 2002)

Orta Asya’da pirincin Monascus ruber ile fermantasyonu sonucu angkak adi verilen
kirmizi, sar1 ve turuncu gida boyast elde edilmektedir. Bu gida boyasmin
Almanya’da kullanimi yasaklanmistir. Angkak boyasinin 50 mg/kg sitrinin i¢erdigi
belirlenmistir. Bu boyanin Almanya’da vejeterjanlar icin iiretilen sosis tipi lirlinlerde

kullanildig1 saptanmistir (Wild, 2000).

2.6.5. Mikotoksinler ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

Ulkemizde sitrinin i¢in heniiz kabul edilmis bir yoktur. Ancak gida maddelerinde
aflatoksin icin kabul edilebilir en yiiksek deger 0,01 ppm iken bebek gidalar1 ve hazir
karisimlarda 0,00001 ppm’dir (Anon., 1999).

Genelde sitrinin ile beraber bulunan okratoksin A i¢in Brezilya’da musir, piring, arpa
ve baklagiller i¢in 50 ppb, Cekoslovakya’da gidalarin tiimii i¢in 20 ppb ve ¢ocuk
mamas1 i¢in 1ppb, Romanya’da tiim gidalar ve yemler i¢in Sppb olarak limit

konulmustur (Karadeniz ve Eksi, 2002).

2.6.6. Mikotoksinlerin Parcalanmasi icin Kullanilan Yéntemler

Mikotoksinlerin detoksifikasyonu; fiziksel, kimyasal veya biyolojik olarak toksinin
inaktivasyonu veya gida maddesinden kontamine olan bdoliimiin ayrilmasi ile

gerceklestirilir (Doyle ve dig., 1982; Sinha, 1998; Smith, 2001).
Basarili bir detoksifikasyon yontemi (Sinha, 1998);

e Ekonomik olmali: toksini uzaklastirilmis trtinler diger tiriinlerden fiyat1 fazla

olmamal
e Uygulamasi kolay, zaman almayan ve yetigmis eleman ihtiyaci olmamali

e Tiim aktif toksini yok edebilmeli ve kalan kimyasal kalintilar saglik ag¢isindan

zararli olmamali

e (Gidanin besin degerini azaltmamalidir.
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2.6.6.1 Sitrininin Detoksifikasyonu
Gidalardan sitrininin uzaklastirilmast:
1. Uriinden ayirma

2. Kimyasal yapmnin parcalanmasi (1s1l islem ve kimyasal maddeler) ile

gerceklestirilebilmektedir (Trivedi ve dig.,1992).

Sitrininin aflatoksinler kadar giiclii floresan yayma o6zelligi olmadig1 ve gidalarda
yayili bir sekilde bulundugundan, direkt olarak tespit edilmesi ve gidalardan
uzaklastirilmasi1 zordur. Alternatif bir yontem olarak gidalarin islem gormesi veya
pisirilmesi ile sitrininin detoksifikasyonuna calisilmistir. Sitrinin 1s1l iglemle
parcalanabilme  ozelligine sahipse  detoksifikasyon islemi igin  sicaklik

uygulamalarinin kullanilabilecegi bildirilmistir (Trivedi ve dig, 1992).

Okratoksin ve aflatoksin ile yapilan ¢alismalarda kaynatma, kizartma veya firinda
pisirme gibi 1s1l islemlerin toksinin tamamini detoksifiye edilmesi icin yeterli
olmadigr bulunmustur. Sprey kurutma ve otoklavlama gibi diger islemlerin bu
toksinlerin %80’inden fazlasini parcalayabilir. Detoksifikasyon igin gerekli olan
sicaklik iirlinlin nem igerigine gore degisiklik gostermektedir. Tahil {irtinleri ile
yapilan bir calismada baslangictaki okratoksin A’nin 3 saatlik otoklavlama iglemi
sonucunda %12.5-17’1lik kismi, %50 oaraninda su ilave edildiginde %35-50’lik kismi1
gidada kalmistir (Scott, 1984; Trivedi ve dig., 1992).

Kpodo ve dig.(1996) tarafindan musir {iriinlerinin fermantasyonu ve pisirilmesi
sirasinda sitrininin  degisimi incelenmis ve fermantasyonun sitrinin miktarini
etkilemedigi fakat pisirme islemi sonrasinda sitrininin tamaminin yok oldugu
belirlenmistir. Fakat toksisitesindeki degisiklikler ve parcalandigi bilesiklerin

aragtirilmasi gerektigi bildirilmistir.

Sitrinin ile yapilan detoksifikasyon calismalart sinirlidir. %2 oraninda amonyak
iceren sulu ¢ozelti sitrinini 30°C’de 6 giinde detoksifiye etmistir. % 0.5 NaOH ile
100-110°C’lik 1s1l islem ile arpadaki, % 2-14 propiyonik asit ile depolama sirasinda
misirdaki  sitrinin  giderilmigtir.  Sitrininin  depolanan iiriinlerdeki stabilitesi
incelendiginde misirda 12 aylik bir siirede bozulmadan bulundugu, iirliniin su

aktivitesi degerinin yarilanma Omriine etki ettigi belirlenmistir. Su aktivitesi degeri
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(aw) 0.9 olan arpada 25°C ‘de yarilanma 6mrii 1.8 giin iken, aw = 0.7 olan misirda
15.5 giindiir. Penicillium citrinum ile kontamine olmus esmer piringte Ogilitme
isleminin etkisi incelenmis ve kepek kisminda diger kisimlara gore sitrinin
miktarinda artis goriilmiistiir. Tayland’daki misir unlarinda 10-98 ppb oraninda

sitrinin varlig1 tespit edilmistir (Scott, 1991).

Penicillium citrinum asilanarak sitrinin olusumu saglanan musirlarda, 121°C’de 20
dakika siire ile otoklavlama isleminden sonra sitrinin % 90 oraninda azaldig
bildirilmistir. Fakat farelere olan toksisitesinde bir azalma goriillmemistir. 132°C’de

otoklavlanan arpada sitrinin tamamen parg¢alanmistir (Scott, 1991).

Bira tiretimi sirasinda okratoksin A %2-7 ile %14-28 arasinda degisen oranlarda son
iriinde kalmaktadir fakat sitrinin bira {iretimi sirasinda pargalanmaktadir (Scott,
1984). Sitrinin bira iiretiminde ezme islemi sirasinda parcalandigi bildirilmistir
(Odhav ve Naicker, 2002). Elma suyunda ise stabil olmadig1 belirlenmistir (Scott,
1984).

Meyvelerdeki mikotoksin olusumunun 6nlenmesinde gama radyasyonunun etkisinin
incelendigi bir ¢aligmada iiziim, incir ve elmada sirasiyla 70, 60 ve 50 ug/kg
oraninda sitrinin tespit edilmistir. 1.5 kGy ve 3.5 kGY dozlarinda gama radyasyonu
ile islem goren meyvelerde 14 ve 28 giin inkiibasyon sonunda sitrinin olusumu
gozlenmemistir (Aziz ve Moussa, 2002). Peynirlerde Penicillium citrinum
inhibisyonu ve sitrinin olusumunun engellenmesi amaciyla karanfil yaginin temel
bileseni olan eugenol ve kekik yagindan elde edilen thymol kullanilmis fakat
ikisininde sitrinin olusumunda inhibitor etkisi belirlenmemistir (Vazquez ve dig.,

2001).

Alkali ve asidik kosullarda piringteki sitrininin 1s1l islem gormesi sonucunda floresan
ozelligi azalmistir. Fakat bu bozunmanin sitrininin tamamini detoksifiye edip
etmedigi ile ilgili bir calisma yapilmamistir. Asit ¢ozeltilerde kararsiz bir bilesik olan

sitrinin; asidik ve alkali kosullarda 1s1l isleme kars1 hassastir (Trivedi ve dig., 1992).

Saf sitrinin toksininin 1s1l islem ile degisiminin incelendigi bir ¢calismada saf sitrinin
ortamda farkli su miktarlar1 bulundugunda degisen toksisitesi incelenmistir.
Detoksifikasyon i¢in gerekli olan sicaklik {iriiniin nem igerigine gore degisiklik

gostermektedir. Sitrinini detoksifiye etmek i¢in gerekli sicaklik kuru ortamda; 160°C,
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cok az su ilavesi ile; 130°C; su iceren ortamda; 100°C’dir. Az miktarda su ilavesi ile
detoksifikasyon sicakliginda 30 °C’lik diigiis goriilmiistiir. Sitrinin su igeren ortamda
140°C’ye 1sitildiginda daha toksik yeni bir bilesen ortaya ¢ikmustir. Bu bilesik
150°C’nin iizerinde ayrismistir. Nem orani azaldike¢a sitrininin detoksifiye edilmesi

icin gerekli sicaklik artmaktadir (Trivedi ve dig., 1992).

Trivedi ve dig. (1993a) sulu kosullarda sitrininin par¢alanmasini ve sitrininden
olusan diger bilesiklerin toksisitesini incelemislerdir. Ince tabaka kromatografisinde
(TLC) sitrinin standartinin Rf degeri 0.35-0.45 arasinda degismektedir. Isitma siiresi
arttikga; 80, 100 ve 120°C’lerde sitrinin spotu azaldigi ve 100-120°C’de siire
uzadiginda tamamen yok oldugu belirlenmistir. Isitma sicakligi 80 °C’den 130°C’ye
cikarildiginda spotun kaybolma hizt artmistir. 100°C’de 60 dakika’da, 120°C’de 20
dakika’da, 130°C’de 10 dakika’da spot tamamen kaybolmustur. 90°C’nin iizerinde
Rf’leri 0.85’ten biiyilk olan 4 farkli grup bulunmustur ve Grup [ olarak
tanimlanmustir. 110, 120 ve 130 °C’lerdeki sicakliklarda Rf degeri 0.5-0.8 olan
spotlar ortaya c¢ikmistir ve Grup II olarak tanimlanmistir. Grup I sitrininden
olugmustur sicaklik veya siire arttikca Grup II’ye donilismiistiir. Yiiksek basincli sivi
kromatografisi (HPLC) ile yapilan analizler sonucunda sitrininin; 80°C 30 dk’da;
%45 oraninda; 60 dk’da; %50 oraninda azaldig1 belirlenmistir. 90°C 10 dk’da sitrinin
miktar1 %55’e diismistiir. 100°C ve 110°C’de sifirinci dakikada sitrinin miktarinda
%50-55 oraninda azalma goriilmiistiir. Daha sonraki 20 dakika’da sitrinin miktarinda
bir degisme goérilmemistir. 110°C igin ise sadece %10 oraninda degisim
gorilmistiir, 20 dk sonrasinda sitrinin azalmasi hizlanmis ve 60 dk sonunda
100°C’lik i¢in %25, 110°C igin %18 oraninda sitrinin kalmistir. 120°C sifirinct
dakikada %58 oraninda azalma, 120°C 20 dakikada %80 azalma goriilmistiir.
llerleyen siirelerde miktarlarda bir degisiklik goriilmemistir. 130°C’de %90 oraninda

azalma goriilmiis ve zamanla bu miktarda degisme goriillmemistir.

Sitrinin standart konsantrasyonunun (2,7 ug/ well) %49 sitotoksisitesi vardir.
80°C’de 20-60 dakika islem goren sitrininin, standart soliisyon ile benzer toksisitesi
mevcuttur. 90, 100 ve 110 °C’lerde 10 dakika islem goren 6rneklerin toksisitesinde
%35’ten %75’ bir artig goriilmistiir. Bu miktarin 2,7 pg/ well konsantrasyonundaki
sitrinin standartindan %25 daha fazla toksisitesi var demektir. 90-110°C arasindaki

bu artan toksisite Grup I’in sitrininden daha toksik oldugu sonucuna varilmaktadir.
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120°C’lik islemde ilk 30 dk’da sitrinin standartindan daha fazla sitotoksisiteye sahip
olmustur. 30 dakika sonra yaklasik olarak baslangi¢c degerine yakin bir degere kadar
azalmistir. 130°C’lik islemde ilk 10 dk’da %]11’e 40 dk sonra ise sitotoksisitesi
belirlenememistir. 90-110°C sicakligi arasindaki sitrinin pargalanmasi sirasinda,
sitrininden daha toksik bir bilesen olan baska bir bilesen ortaya g¢ikmaktadir.
120°C’de de bu toksik bilesen olusmustur fakat 60dk sonunda toksisite bastaki
degere donmiistiir. Bu degerlerin TLC sonuglar ilede iligkili oldugu belirlenmistir.
TLC sonuglarinda Grup I’in bir¢ok spotu oldugu belirlenmistir. Diisiik Rf degerli
spot 90, 100 ve 110°C’lik islemlerde 10 ila 60 dakika 1sitma islemi sonucunda
olusmustur. Bu spot 120°C’de 0, 10 ve 20 dakikada da olusmus ve 30 dakika
sonrasinda azalmaya baslayip kaybolmustur. 130°C’de ise 0. dakikada goriilmiis 10
dakikadan sonra azalmustir. 0. dk; 130°C’lik islemde sitrinin daha yiiksek toksisiteye
sahip Grup I bilesenlerine ¢evrilmistir. 130°C 1. Grup’u detoksifiye edip Grup 2’ye
gevirmistir, bu bilesen ise 130°C 10 dk’dan sonra hi¢ toksisite gostermemistir

(Trivedi ve dig., 1993a).

Sitrininin farkli su miktarlarinda sicaklik ile pargalanmasinin incelendigi bir baska
caligmada, 1 ml (200 pg) sitrinin kuru, 8 ul distile su ve 150 pl distile su i¢eren
ortamlarda 1sil isleme tabi tutulmustur. Kuru kosullarda sitrininin 160°C’de
parcalanmaya baslamis ve 175°C’de sitrinin tamamen kaybolmustur. Yar1 nemli
ortamda ise 140°C’de sitirinin tamamen pargalanmistir. Nemli ortamda 160°C’de
pargalanmistir. Isitma isleminin sitirininin toksisitesine olan etkisi incelendiginde
nemli ortamda 140°C’de sitrininden daha toksik bilesenler ortaya ¢ikmistir (Kitabake
ve dig.,1991).

Trivedi ve dig. (1993 b) daha Once sitrininin detoksifikasyonunu inceledikleri
caligmalarda 140°C’de sitrininden daha toksik bilesenler ortaya ¢iktigini belirterek bu
bilesenleri aragtirmiglardir. Agirlik bazinda sitrininden 10 kat daha toksik bir bilesen
olan sitrinin H1, sitrininin 100°C’de 30 dakika 1sitilmas1 sonucunda da olusmaktadir.
4 mg sitrinin H1, 500 mg sitrininden olusmaktadir. Sitrinin HI1, sitrinin
molekiiliinden tiiretilen iki konjuge halka sistemi ile olusmustur. Sitrinin HI olusumu
iki farkli yolla gerceklesir ve diisiik sicakliklardaki islemlerde sitrinin H2 ad1 verilen

daha az toksik bir bilesen olusumu s6z konusudur.
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Hirota ve dig. (2002) sitrinin H2’nin olusumu ve toksisitesini incelemislerdir.
Sitrinin molekiiliinlin birinci karbonuna su eklenmesi, dekarboksilasyon ve halka
yapisnin agilimi ile olugsmaktadir. 140-160°C’de 200 ug sitrinin 30-45 ug sitrinin
H2’ye doniligmektedir. Sitrininin  yaklasik olarak  9%20’si  sitrinin  H2’ye
dontismektedir. Isitma siirelerinin 60 dakikaya kadar uzamasi bu oram
degistirmemektedir. 120-130°C’de 20 dakikada, 100°C’de 40-60 dakikada ayni
doniistim yiizdesi elde edilmektedir. 80°C’de 60 dakika islem sonucunda 200 ug
sitrininden, 12 pg sitrinin H2 olusmustur. Toksikolojik ¢alismalarda kullanilan HeLa
hiicrelerinin inhibisyonuna dayanan sitotoksisiste testleri sonucunda sitrinin ile
sitrinin H2’nin toksisiteleri karsilastirildiginda sitrininin sitotoksisitesi %73 iken,

sitrinin H2 nin sitotoksisitesi %39°dur.

Sitrinin % 0.05 konsantrasyonunda hidrojen peroksit ilavesi ile 60dk’da oda
sicakliginda detoksifiye edilmistir. Sitrinin 100°C 30 dk tutulmus ve sitrinin H1
olusumu saglanmis, sonra H>O; ile oda sicakliginda bekletilmistir. Olusan sitrinin H1
nedeniyle islem goren toksinin toksisitesi azalmamustir. Cozelti ikinci kez 100°C 30
dk %0.05 H20> ile 1sitilmig ve sitrinin yok olmustur. Diger kimyasallarin sitrinin
lizerine etkisi arastirilmis glukoz, fruktoz, D-glukoronik asit, d-galaktronik asit, L-
glutamik asitin monosodyum tuzu, pektin, alginik asit’in sitrininin toksisitesinde bir
degisiklige yolagmadigi, 2-merkaptoetanol ve ditihioetiol’un sitrinin toksisitesini
azalttigi fakat hidrojen peroksit kadar etkili olmadigi belirlenmistir. Calisma
sonucunda hidrojen peroksitin sitrinini detoksifiye ettigi ve daha toksik diger
bilesiklere doniistiirmediginden, sulu ortamlarda 1sitmak yerine hidrojen peroksit ile
detoksifikasyon isleminin gerceklestirilebilecegi belirlenmistir (Fouler ve dig.,

1994).

Trivedi ve ark.(1993) ifade ettigi gibi gidalarda bulunan tiim mikotoksinlerin
kontrolii imkansiz ve gereksizdir. Bu nedenle yiiksek konsantrasyon ve diisiik
toksisite ile diisiik konsantrasyon ve yiiksek toksisiteye sahip mikotoksinlerin
gidalardan uzaklastirilmast gereklidir. Gergeklestirilen detoksifikasyon islemi

stirasinda yeni toksik bilesiklerin olusumundan kaginilmasi gerekmektedir.

36



2.7. Gidalarda mikrodalga uygulamalari

2.7.1. Mikrodalga isitmanin temel ilkeleri

Mikrodalgalar elektromanyetik enerjidir. Mikrodalga enerjisi iyonlarin yer
degistirmesi ve dipollerin doniisiiyle molekiiler harekete neden olan iyonize olmayan
radyasyondur. Mikrodalga enerjisi molekiiler yapida herhangi bir degisiklige sebep
olmamaktadir. Mikrodalgalarin dalgaboylar1 0.5-50 cm arasinda olup frekanslari
300-300.000 MHz arasindadir. Federal Haberlesme Komisyonu (FCC) tarafindan
endiistriyel, tibbi ve bilimsel olarak kullanilmasina izin verilen mikrodalga frekans
ve dalgaboylar1 Tablo 2.7.’de verilmistir. Gida endiistrisinde genellikle 2450 ve 915
MHz frekans bandi kullanilmaktadir (Datta ve Davidson, 2001; Rosenthal, 1992;
Curnutte, 1980).

Tablo 2.7. Endiistriyel, tibbi ve bilimsel kullanim i¢in izin verilen mikrodalga frekans ve
dalgaboylar1 (Datta ve Davidson, 2001)

Frekans (MHz) | Merkezi dalgaboyu (cm)
915+25 32,8
2450+50 12,2
5800+75 5,2
24125+125 1,4

Is1 molekiil hareketi sonucu kinetik enerjinin 1s1 enerjisine doniismesi ile olusur. Is1
iletim, tasmim ve 1simim ile iletilmektedir. Mikrodalga firinlar enerjiyi 1simnimla
yaymaktadirlar. Konvansiyonel 1sitmada gidanin dis yiizii firin icerisindeki sicak
hava ile tasinim yolu ile 1siir. Farkli 1s1 kaynaklari tarafindan yayilan kizilotesi
dalgalar gida maddesi tarafindan absorplanir ve bdylece gidanin yiizeyi ince bir
tabaka halinde 1sinir. Isitnmamis geri kalan boliimler ise ylizey iletimi ile 1sinir. Fakat
gida icinde 1s1 iletimi ¢ok yiiksek olmadigindan gidanin tamaminin isinmast igin
gerekli olan siire uzundur. Gidalarin mikrodalga firmlar kullanilarak 1sitilmasinda
dalgalar gidaya penetre olur ve belli bir sicakliga ulasmak i¢in gerekli olan siire

konvansiyonel yontemlere gére daha kisadir (Curnutte, 1980).

Mikrodalgalar ile 1s1 olusumun agiklayan iki nemli mekanizma iyonik polarizasyon

ve dipol rotasyondur. Iyonik polarizasyon mekanizmasina gore; iyon iceren gida
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soliisyonlarina bir elektrik alan uygulandiginda iyonlar hizla hareket etmeye baslarlar
ve kinetik enerjinin 1s1 enerjisine doniismesi ile 1s1 agiga ¢ikar. Dipol rotasyon
mekanizmasi polar molekiiller ile agiklanmaktadir. Gidalar yonleri rasgele olan polar
molekiiller icermektedirler. Elektrik alan uygulandiginda bu molekiiller kendilerini
elektrik alanin kutupsalligina uygun olarak yonlendirmektedir. Mikrodalgalarda
kutupsallik 2450 MHz’de 2.45 milyar kez degismektedir. Kutupsal molekiiller,
diizenlerini korumak i¢in hizla degisen kutupsallikla birlikte donmektedirler.
Molekiillerin doniisleri etraflarin1 ¢evreleyen ortam ile aralarinda siirtiinmeye sebep

olmakta ve 1s1 olusmaktadir (Rosenthal, 1992; Annis, 1980).

Yag gibi polar olmayan maddelerde mikrodalganin tutulmasi ise su sekilde
olmaktadir. Bu maddelerde elektrik yiikleri simetrik olarak dagitilmistir. Boyle bir
maddeye elektrik alan1 uygulandiginda, pozitif yiikler alan yoniinde bir kuvvetin,
negatif yiikler de alana ters yonde bir kuvvetin etkisinde kalirlar. Bu durum yiiklerin
orijinal simetrik konumlarindan yer degistirmelerine yol acar ve molekiil polarize
olur. Bu dolayl polarizasyon, elektromanyetik dalga elektrik alaninin molekiiller

etkilesmesini saglar (Curnutte, 1980).

Mikrodalgalar temas ettikleri madde tarafindan absorbe edilmekte, yansitilmakta
veya hicbir degisiklige ugramadan maddenin ig¢inden gegerek hareketine devam
etmektedir. Cam, seramik ve bir¢ok termoplastik maddeden yapilmis ambalaj
malzemeleri mikrodalgalar1 absorplamaz veya ¢ok az absorplayarak iclerinden

gecmesine izin verirler (Annis, 1980; Rosenthal, 1992).

Ev tipt mikrodalgalar ile endiistriyel kullanim i¢in dizayn edilen mikrodalgalarda
genel olarak ayni ekipmanlar bulunmaktadir. Mikrodalgalar katod ve anoddan olusan
bir jenaratdr tarafindan olusturulmaktadir. Magnetron tarafindan olusturulan bu
elektromanyetik alan dalga yayict ile gidanin pisirilecegi bolgeye yonlendirilir
(Stolle ve Schalch, 2000). Magnetronda enerji tiretildiginde, katottaki elektron yayict
faaliyete gecer ve elektronlar1 katot ve anot arasindaki vakum bosluga gonderir.
Anot, titresmeyi saglayarak elektrik alan tireten bosluklardan olugmaktadir. Manyetik
alan magnetronu ¢evreleyen miknatis tarafindan iretilir. Elektronun enerjisi alanlar
tarafindan tutularak magnetrondan antene dogru dalgalar seklinde gitmektedir. Anten
titresen dalgalarnt  firn  bosluguna iletmeleri i¢in dalga ydnlendiricisine

gondermektedir. Dalgalar firin bosluguna girdiklerinde karistirict tarafindan
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dagitilmaktadir. Mikrodalganin igerisinde farkli yogunlukta enerji alanlart olusur.
Ideal halde bu alanlar arasindaki uzaklik yaklasik 7cm’dir. Yiiksek yogunluklu enerji
alanlarina “sicak noktalar”, diisiik enerjili alanlara ise “soguk noktalar” denir.
Karistiricinin hareketi ile firin boslugunda olusabilecek sicak ve soguk noktalar en
aza indirilir. Ayrica 1sman besinin yaydigi sicaklik sonucu i1sinan havanin firin
icerisinde birikmesini Onlemek amaciyla bir havalandirma sistemi bulunur

(Rosenthal, 1992; Stolle ve Schalch, 2000).

2.7.2. Mikrodalga Isitmanin Avantaj ve Dezavantajlari

Mikrodalga kullaniminin avantaj ve dezavantajlari Rosenthal (1992) tarafindan

Ozetlenmistir.
Avantajlart:

1. Bir¢ok mikrodalga ile 1sitma islemi konvansiyonel i1sitma islemine gbre daha

hizli, ekonomik ve kontrolii kolay bir 1s1 kaynagidir.
2. Paketlenmis iirlinlerinde 1sitilmasina olanak saglar.
3. Temiz bir prosestir.
4. Konvansiyonel 1sitma ekipmanlarindan daha az yer kaplar.

5. Gidalarin istenilen sekilde pisirilebilmesi i¢in diger 1s1 kaynaklari ile beraber
kullanilabilir. Ornegin mikrodalga kullanilarak pisirilen ekmeklerde istenilen

rengin ve kabugun olusumu i¢in konvansiyonel yontemlerde beraber kullanilir.
6. Proses kayiplarinda azalma saglar.

7. Mikrodalgalarda pigsme siiresince firin ve ortamin isinmasi i¢in enerji ve zaman
harcanmaz. Mikrodalga firinlar kullandiklar1 elektrik enerjisinin %40-50sini

besinlerin 1sitilmast i¢in kullanirken bu oran konvansiyonel firinlarda %10’lara

kadar diismektedir (Okmen, 2003).
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Dezavantajlart:

1. Mikrodalgalar gidanin igerisinden bir 1sitma sagladigindan sicaklik dagilimi daha
homojen olur ve ylizeyin fazla i1sinmasi engellenebilir. Fakat mikrodalgalarin
emilimi gidalarin elektromanyetik 6zelliklerine baghdir ve baz1 gida bilesenleri
1sty1 diger bilesenlerinden daha hizli iletebilirler (Rosenthal, 1992). Termal
etkilerin ayn1 olmamasi mikrodalgalarin mikrobiyal inaktivasyonda kullanimini

sinirlamaktadir (Doyle ve dig., 1997a)

2. Keskin koseli sekle sahip gida maddelerinde koselerde 1sinma fazla olur ve

biiyiik gidalarda beklenenden diisiik 1sitma meydana gelebilir.
3. llk yatirrm maliyeti konvansiyonel yontemlere gore yiiksektir.
4. Givenlik kurallar1 konvansiyonel yontemlerden farklidir.

5. Gelismis bir teknoloji oldugundan endiistriyel uygulamalarinda kalifiye personel

ihtiyaci dogurur.

6. Konvansiyonel yontemlerde 1sinmalar1 uzun siire alan kat1 ve yar1 kati gidalarin
mikrodalga ile pastdrizasyon ve sterilizasyonunda istenilen proses sicakliklarina
kisa siirede ulagilir. Bakteriyal inhibisyonun hedeflendigi yiiksek sicaklik kisa
siire uygulamalarinda mikrodalga kullaniminin avantajlar1 vardir. Fakat istenen
bilesenlerin termal parcalanmasi i¢in bu siireler yeterli olamamaktadir (Datta ve

Davidson, 2001).

2.7.3. Mikrodalga ile Isitmay: Etkileyen Faktorler

Gida maddelerinin mikrodalgada 1sitilmasini etkileyen faktorler; gidanin 6zellikleri,
paketleme materyalinin Ozellikleri, proses kosullart ve kullanilan ekipmanin
ozellikleri olarak dort ana grupta toplanabilir. Gidanin boyutu, sekli, fiziksel hali,
bilesenleri, paketleme materyalinin 6zellikleri, proses ortaminda gidanin etrafinda su,
yag veya hava bulunmasi, kullanilan ekipmanin boyutlari, sekli, elekromanyetik
ozellikler, frekansi, karistiricinin 6zellikleri mikrodalgada 1sitma islemini etkileyen

temel faktorlerdir (Rosenthal, 1992; Datta ve Davidson, 2001).
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Gidanin su igerigi mikrodalganin gidayr 1sitabilmesi i¢in ¢ok Onemli bir
parametredir. Bir¢ok gidanin su icerigi %50-90 arasinda degismektedir. Yiiksek su
icerikleri daha fazla mikrodalganin absorpsiyonuna ve etki kalinliginin azalmasina
sebep olur. Genellikle su miktar1 yiliksek oldugunda biiyiik dielektrik kayip faktori
nedeniyle daha fazla isinir. Fakat nem igerigi diisiik olan gidalar da, diisiik 1s1
kapasitesi nedeniyle fazla isinabilirler. Bunun nedeni nem igerigi azaldik¢a dalga etki

kalinliginin artmasidir. (Heddleson ve Doores, 1994).

Isitmada etkili diger bir faktor kullanilan mikrodalganin frekansidir. Kullanilmasina
izin verilen frekanslarda 2450 MHz’in dalgaboyu 0.12 iken 915 MHz’de 0.33’diir.
Etki kalinligi mikrodalga enerjinin materyal tarafindan absorplanip baslangigtaki
degerinin %37’sine diigmesi i¢in gerekli materyal kalinligidir. Dalga boyu ve etki

kalinlig1 arasindaki baglanti 2.1 esitliginde verilmistir (Heddleson ve Doores, 1994).
D=)ox (¢)¥2/ (2m x &) (2.1)

D=Etki kalinlig

Ao=Boslukta dalga uzunlugu (cm)
= 3,1415

¢' =relatif dielektrik sabiti

¢ =relatif dielektrik kayb1

Dalgaboyu arttiginda veya frekans azaldiginda etki kalinlig1 artmaktadir. Dielektrik
kayip faktorii de frekanstan etkilenmektedir. Sulu ¢ozeltiler i¢in diisiik frekans kiigiik
dielektrik kayiplarina sebep olmaktadir. Cozeltide serbest iyonlar bulunmasi
durumunda ise diisiik frekanslarda kayip faktorii artmaktadir. Yapilan bir ¢alismada
yiizey veya merkezi 1sinma modellerinin kullanilan mikrodalga frekansindan direkt
olarak etkilendigi belirlenmistir. Genel olarak yiizeyin {rliniin geometrik
merkezinden daha sicak olmasini saglayan yiizey 1sinma etkileri 2450 MHz’de
gecerlidir. Bu {iriinlin sekline, boyutuna ve tuz igerigine bagli olan merkezi 1sitma

etkileri ile zitlik yaratmaktadir (Heddleson ve Doores, 1994).

Isitma i¢in kullanilan enerji miktar1 ile materyalin toplam kiitlesi veya gida

parcalarinin boyutlar1 arasinda direkt bir iligki vardir. Mikrodalga 1sitmada en 6nemli
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faktor etki kalinligi ve 1s1 iletkenligi oldugundan 1sitilacak materyalin boyutlar1 da
onem kazanmaktadir. Eger gida parcalarinin boyutlar1 dalga uzunluguna gore ¢ok
bliyiik ise yiizeysel 1sinma goriilmekte, dalga uzunluguna yakin boyutlarda ise
sicaklik merkezde daha yiikksek olmaktadir. Gidanin gsekli burada Onem
kazanmaktadir. Uygun sekilli gidalar homojen 1sitilabilirken, gidalarin ince
bolgelerinde kalin bolgelere gore asir1 1sinma goriilebilmektedir. Mikrodalga enerjisi
azaltilarak ve 1sitma siiresi arttirilarak bu asir1 1sinma kontrol edilebilir. Mikrodalga
1sitmada kiire, enerji merkeze odaklanip homojen bir 1sitma gergeklestiginden en
uygun sekil olarak belirtilmistir. Dikdortgen sekilli gidalarda koselerde asirt 1sinma
goriiliir bu bolgelerin aliiminyum folyo ile kaplanmasiyla bu etki 6nlenebilir. Sadece
mikrodalgalara 6zgii bir kavram olan merkezi 1sinma etkilerine goére, yuvarlak hath
gidalarda kdselerin 1sinmasi azalir ve merkezi 1sinmay1 etkileyen faktoérler iiriiniin
cap1, iletkenligi ve mikrodalganin frekansidir. Uriiniin yogunlugunun da 1sinma
tizerine etkisi biliyliktiir. Diisiik yogunluklu gidalar, ayni bilesime sahip daha yogun
gidalara gore esit enerji absorbsiyon seviyesinde daha hizli 1sinmaktadirlar. Hava
diisiik dielektrik sabiti nedeniyle mikrodalgalara gecirgendir. Bu sebeple ortamda
hava varliginda absorplanan mikrodalga enerji miktar1 azalmakta ve etki kalinlig
artmaktadir. Ekmek hamuru gibi hava iceren gidalarin iletim ile geleneksel
isitilmalart havanin 1s1 izolasyonu yapmasi nedeniyle yavastir. Bu tiir gidalarin
mikrodalga ile 1sitilmas1 yliksek etki kalinhigi sayesinde daha hizli olmaktadir
(Rosenthal, 1992; Heddleson ve Doores, 1994).

Diistik 6zgiil 1s1l1 bilesikler mikrodalgalar ile kolaylikla 1sitilabilirler. Buna verilen en
iyi ornek yagmn relatif dielektrik sabiti (¢'<3,1) ve kayip faktorii (£"<0,1) suya
(20°C’de &'=81) gore kiiciik olmasina ragmen, 1s1 kapasitesi (2kJ/kgOC), suyun 1s1

kapasitesinin (4,2 kJ/kgOC) hemen hemen yaris1 olmasi nedeniyle suya gore daha
hizli 1sinmasidir (Rosenthal, 1992; Heddleson ve Doores, 1994; Datta ve Davidson,
2001).

Bir gida maddesinin sicaklifini arttirmak i¢in gerekli olan gii¢ (P) 2.2. formiiliinde

verilmistir (Stolle ve Schalch, 2000):

P=2xnxfxE2xe xe®x tan & (2.2)

P= Absorbe edilen gii¢
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n=3.1415
¢' =relatif dielektrik sabiti
€° =elektrik alan sabiti

f= mikrodalganin frekansi
E= dielektrik alan siddeti

tan o= kayip faktorii

Bu formiilden goriilebilecegi gibi dielektrik katsayisi diisiik oldugunda absorbe
edilen glic ve mikrodalga islemi uygulanan gida maddesindeki sicaklik artist
azalmaktadir. Bunun yaninda mikrodalganin frekansi, su miktari, baslangi¢ sicakligi
ve gidanin veya ortamin dielektrik sabiti sicaklik degisimlerinde dikkate alinmalidir

(Stolle ve Schalch, 2000).

2.7.4. Mikrodalga Firmlarin Saghk Uzerine Etkileri

Biitlin elektromanyetik 1ginlar foton ad1 verilen pargaciklar halinde yayilir. Fotonlarin
sahip oldugu enerji dalga boylari ile ters orantilidir. Mor 6tesi 1sinlar, X-ray 1sinlar
ve Gamma-ray 1sinlari sahip olduklari kisa dalga boylarina bagl olarak yiiksek enerji
diizeylerine sahiptir. Bu yiiksek enerji diizeylerine maruz kalan organik molekiillerin
yapisinda olusan kimyasal degisiklikler organizmalarda mutasyonlar ve kanserli
hiicre olugumlari ile sonuglanabilir. Ancak mikrodalga fotonlarinin enerji diizeyleri 0
denli disiiktiir ki ancak bir su molekiiliiniin art1 eksi kutuplar1 arasinda titregsmesine
neden olabilir. Bu nedenle mikrodalga ile pisirilen gidalarda sagliga zararli kimyasal
degisimler olusmasi beklenmemektedir. Mikrodalgalar 1s1k 1sinlart gibi ¢ok hizh
hareket ettiklerinden besin tarafindan kisa bir siire i¢in sogurulduktan sonra geri
yayilir. Besinin i¢indeki su tarafindan sogurularak isiya donlismeyen kisim gida
maddesi i¢inde birikime neden olmadan besin maddesini terk eder. Mikrodalga
firnda pismis bir gidada mikrodalga radyasyonu birikmis olma ihtimali yoktur.
Mikrodalga ile pisirilen gidalarda serbest radikal bulunma ihtimali diger yontemlerle
pisirilen gidalardaki ile aymidir. Cilinkii olusabilecek serbest radikaller mikrodalga
radyasyonu sonucu degil, mikrodalga enerjisinin 1s1 enerjisine doniismesi ile pisirme

i¢cin kullanilan yiiksek sicaklik sonucu olugsmustur. Mikrodalga enerji kullanildiginda
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pisirme siiresi konvansiyonel yontemlerden daha kisa oldugundan bazi

uygulamalarda besin degerindeki kayiplarin azaldig: gézlenmistir (Okmen, 2003).

Yapilan arastirmalarda direkt olarak mikrodalgalara asir1 maruz kalan kisilerde
yaniklar olustugu, sperm hiicrelerinin 6ldiigii, hatta i¢ organlarda haslanma pisme
gibi sonuglar goriilebilecegi saptanmistir. Ancak kan dolagiminin hizli oldugu kash
bolgelerde olusan 1s1 kan akisi ile hizla viicuda yayilacagindan ciddi hasarlar
gorilmeden kaslarda olusan 1sinin uyarici olabilecedi kaydedilmistir. Gozlerin
mikrodalgalara maruz kalmasi sonucunda katarakta ve ciddi g6z hasarlarina neden
olabilmektedir. Ancak mikrodalga firmlarda sizintiya karsi alinan tedbirler sonucu
firin kullanimina bagl kazalar veya olumsuz saglik sonuglari kayda ge¢memistir.
1971 yilinda ABD’de Gida ve Ilag Yoénetimi (FDA) mikrodalga firinlarin sizinti
radyasyonlari i¢in limit bir deger agiklamigtir. FDA’ya gére bu limit mikrodalga
firnin yiizeyinden 5 cm mesafede 5 miliwatt/cm?dir. Bu limit mikrodalgalarin insan
icin zararli olan limitin altindadir. Gliniimiizde mikrodalga firin kapaklarina
yerlestirilen ve iizerinde mikrodalga dalgaboyundan daha kiigiik ¢apta acikliklar
bulunan plakalar bu sizintinin da 6nlenmesini saglamaktadir. Ayrica FDA, firinlarda,
mikrodalga firinin kapag agildiginda mikrodalga iiretimin otomatik olarak kesen
birbirinden bagimsiz iki kilit sisteminin bulunmasin1 sart kosmustur (Lambert, 1980;

Okmen, 2003).

2.7.5. Mikrodalgalarin Mikrobiyal Inaktivasyon Mekanizmasi

Mikrodalgalar ile mikroorganizmalarin inaktivasyonunda etkili olan mekanizma
heniiz kesin bir agiklik kazanmamistir (Fung ve Cunningham, 1980; Heddleson ve
Doores, 1994; Kuchma, 1998; Stolle ve Schalch, 2000; Datta ve Davidson, 2001).
Mikrodalgalarin mikroorganizmalar1 inaktivasyonunda 1sil etkiler ve 1s1l olmayan
etkiler olmak tizere iki mekanizma tanimlanmistir. Birinci mekanizmaya gore
mikrodalgalar mikroorganizmalar1 tiimiiyle 1s1 etkisi ile inaktive ederler. Bu 1sil
etkiler hiicre icin hayati bilesen olan enzim, protein, niikleik asit ve membranlarin
parcalanmasint  kapsar. Dig8er mekanizmaya gore mikroorganizmalarin
inhibisyonunda 1s1l olmayan etkiler rol oynar (Heddleson ve Doores, 1994;

Kozempel ve dig., 1998).
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Dort 6nemli teori mikrodalgalar ile 1s1l olmayan inaktivasyonu (soguk pastdrizasyon)
aciklamak ic¢in One siiriilir. Bunlar, secici 1sitma, elektroporasyon, hiicre
membraninin yirtilmasi ve elektromanyetik alanla molekiil arasindaki enerji transferi
olarak bilinen manyetik alan eslemesidir. Secgici 1sitma teorisine gore
mikroorganizmalar elektromanyetik enerjisi secici olarak absorbe ederler. Kati
mikroorganizma etrafini ¢eviren sivi ortamdan daha etkili 1sitilir ve mikroorganizma
pastorizasyon icin gerekli sicakliga ulasir ve Oliirken ortam sicakligi pastorizasyon
sicakligindan daha diisiik kalmaktadir. Elektroporasyon, membrandan gecen
elektriksel potansiyel nedeniyle mikroorganizmalarin membranlarinda olusan
porlarin sizinttya neden olmasiyla meydana gelir. Hiicre membraninin yirtilmasi
membrandan gegen voltaj nedeniyledir. Doérdiincii teori, hiicre i¢cindeki DNA ve
protein gibi kritik molekiillerle elektromanyetik alan arasindaki enerji transferi ile

olusur ve hiicrenin i¢ bilesenlerini bozar (Kozempel ve dig., 1998).

Yapilan 5 ¢alismada mikrodalganin 1s1l olmayan etkileri belirlenmeye ¢aligiimistir.
Culkin ve Fung (1975) 2450 MHZ’de mikrodalga 1sitmanin, gidalardaki Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Salmonella, Proteus ve aerobik mikroorganizmalarda
yalnizca 1sitmadan daha fazla inhibisyon meydana getirdigini rapor etmislerdir.
Corba igerisine asilanan Salmonella thyphimurium ve E. coli ’yi 915 MHz’de
mikrodalga islemine tabi tutmuslar ve iirliniin tepe, orta ve taban bdlmelerinde canli
kalan mikroorganizmalar1 belirlemislerdir. Islem sirasindaki sicaklik degisimleri
hassas bantlarla belirlenmistir. Corbadaki en biiylik inhibisyon yiizey kisminda
goriilmustiir. Sicaklik Ol¢limlerine bakildiginda ise yiizey sicakliginin en disiik,
merkez sicakliginin en yiiksek, taban sicakliginin ise orta oldugu belirlenmistir.
Yiizeyde diisiik sicaklia ragmen inhibisyonun fazla olmasi mikrodalgalarin 1sil
olmayan etkilerine bir Ornektir. Arastiricilar mikrodalganin sagladigi 1sinin
mikroorganizma inhibisyonu i¢in yeterli olmayacagini diger etkininde goz oniinde
bulundurulmas1 gerektigini belirtmislerdir. Heddleson ve Doores (1994) ise
kullanilan hassas bantlarin sicaklik degisimlerini belirlemede yeterli olmayabilecegi
tizerinde durarak, mikrodalga igerisindeki sicaklik degisimlerinin 1 cm’den daha kisa
mesafelerde bile gergeklesebilecegini belirtmislerdir. Khalil ve Villota (1998 ve
1989) yaptiklar1 ¢alismalarda mikrodalganin 1s1l olmayan etkilerinden soz
etmislerdir. Degisik ortamlar igerisindeki (su, sukroz, NaCl ve fosfat tamponu)

Bacillus stearothermophilus sporlarinin 2450 MHz frekansli dalga kullanildiginda
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su banyosu uygulamasmna gore daha diisik Digo degerine sahip oldugunu
belirlemiglerdir. Heddleson ve Doores (1994) sicaklik dl¢timlerindeki yetersizlikler
nedeniyle bu sonucu kabul etmemislerdir. Khalil ve Villota (1988) 2450 MHz
frekansli dalgalarin Staphylococcus aureus tizerindeki etkisini incelemisler dir.
Hiicreler oldiirticti sicakligin altinda olan 50°C’ye 1sitilmis ve mikrodalga sicakligi
sabit tutulmustur. Mikrodalga isleminin daha fazla hiicresel zarara neden oldugu
belirlenmistir. Mikrodalga islemi anaerobik kosullarda yapildiginda hiicreler
kendilerini daha c¢abuk bir siirede onarabilmislerdir. Mikrodalganin membran
lipidlerindeki oksidatif reaksiyonlar1 katalizledigi, boylece mikrodalga ile islem
gormiis hiicrelerin onarilmasinin geciktigi tahmin edilmistir. Khalil ve Villota 1989
yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada geleneksel 1sitma ve mikrodalga islemi ile 1sitmay1
kiyaslamiglardir. Oldiiriicii olmayan sicakliklarda S. aureus’un RNA’sinin bozulan
kisminin sadece mikrodalga islemi uygulanan kismindan farkli oldugunu
belirlemiglerdir. Buna gore mikrodalga islemi ile RNA’ya daha fazla hasar
verilmistir. Heddleson ve Doores (1994) yapilan bu calismada diger calismalarda
oldugu gibi bu calismada da sicaklik 6l¢iimleri ile ilgili veri eksikligi s6z konusu
oldugunu belirtmislerdir. Mikrodalga islemi uygulanan gidalarin sicaklik profilinde 1
cm uzaklikta 20°C’lik farkliliklar olabilmektedir ve sicaklik 6lgiimlei i¢in termokapil
veya fluoroptik termometre kullanimi tavsiye edilmektedir. Civali termometreler
iriiniin son sicakligini belirlemede kullanilabilir (Fung ve Cunningham, 1980;

Heddleson ve Doores, 1994; Datta ve Davidson, 2001).

Olsen (1965) 2450 MHz frekansinda mikrodalga isleminin ekmek dilimlerindeki
Aspergillus niger, Rhizopus ve Penicillium spp. iizerine etkisini arastirmis, biiyiik
oranda saglanan inhibisyonun 2 dakikalik islem sonunda gergeklestigini belirterek,
kaydedilen en yiksek sicakhigmn  65,6°C oldugunu belirlemistir. Bu
mikroorganizmalarin inhibisyonu i¢in gerekli siire ve sicakligin 68-71°C’de 20
dakika oldugunu belirterek, saglanan inhibisyonun mikrodalganin 1sil olmayan

etkilerinden kaynaklandigi sonucuna varmistir (Fung ve Cunningham, 1980).

Mikrodalgalarin mikroorganizmalar tizerine 1s1l olmayan etkileri ile ilgili caligmalar
yetersiz oldugundan sadece termal etkiler kabul edilmektedir. Bu nedenle mikrobiyal
inaktivasyon kinetiginin konvansiyonel 1s1l islemlerde ve mikrodalga islemlerinde

aynidir. Isil olmayan etkiler inhibisyona ek olarak belirtilir. Bu sebepten 1s1l olmayan
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muhtemel etkiler sadece ek bir giivenlik faktorii saglamaktadir (Datta ve Davidson,

2001).

Su andaki bilgilere dayanarak mikrodalgaya direngli higbir gida kaynakli patojen
mikroorganizma bulunmamaktadir. Mikrodalgalarin diger yontemlerle beraber
kullanildiginda olusabilecek sinerjistik etkilerle ilgili bir veri bulunmamaktadir

(Datta ve Davidson, 2001).

2.7.6. Gidalarda Mikrodalga Uygulamalari ve Mikroorganizmalar Uzerine
Etkileri

Mikrodalgalar gida endiistrisinde haslama, kurutma, paztorizasyon, sterilizasyon,
¢ozme, buz eritme ve temperleme gibi islemlerde kullanilmaktadir (Rosenthal,
1992).Gidalar1 mikrodalga ile pastdrize veya sterilize ederek ticari iiretim yapan iki
firma Otsuka Kimya Sanayii (Japonya) ve Top Foods (Belgika) bulunmaktadir. Top
Foods 1998 yilinda 13 milyon porsiyondan fazla hazir yemek tiretmistir (Datta ve

Davidson, 2001).

Mikrodalga 1sitmanin gida hijyeni i¢in Oneme sahip olan gram-negatif
mikroorganizmalari inhibe ettigi bilinmektedir. Fakat yetersiz mikrodalga 1sitma
yiiziinden ortaya ¢ikan salmonellosiz vakalari mikrodalgalarin mikroorganizmalari
oldiirmeye yetecek siirede kullanilmasi gerektigine dikkat ¢gekmektedir. Gram pozitif
bakterilerden enterokoklar, laktobasiller ve Listeria’nin alt tiirleri ve sporlar
mikrodalga 1sitmaya karsi hassas degildir. Tablo 2.8.’de mikrodalga 1sitmanin
mikroorganizma ve toksinleri lizerine rapor edilen potansiyel etkileri verilmistir

(Stolle ve Schalch, 2000).

Cunningham (1980), mikrodalganin psikrotrofik bakteriler iizerine etkisini incelemek
amaciyla, tavuk etine 0,15,20 ve 30 sn 2450 MHz’lik mikrodalga islemi uygulamis
ve daha sonra 1 hafta siire ile buzdolabinda bakteri sayisinin degisimini incelemistir.
7 giinliik inkiibasyon sonunda islem gormemis Ornek ile arasinda mikroorganizma
yiikii agisindan 2 log’luk bir fark oldugu belirlenmistir. Baslangic mikroorganizma
sayist 104 iken 30 sn’lik islem sonunda 6.102°ye diismiis ve 7 giin buzdolabinda

inkiibasyon sonunda mikroorganizma sayisi 4.103 e yiikselmistir.
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Delany ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alisgmada 915 ve 2450 MHz’lik
mikrodalga isleminin kurutulmus A. niger ve B. stearothermophilus‘un sporlarinin
canliligini etkilemedigi belirlenmistir. E. coli, S. aureus ve B. subtilis hiicreleri bir
film tabakasi halinde kurutulmus ve 10 dakika siire ile 2450 MHz’lik mikrodalga
islemine tabi tutulmustur. Sirasiyla 5, 2 ve 0 log’luk azalma saglanmistir. Page ve
Martin bu azalmay1 mikrodalga calisirken magnetronun korunmasi amaciyla ortamin
nemlendirilmesi sirasinda ortaya ¢ikan 1siya baglamislardir. Yeniden nemlendirilen
orneklerden S. aureus 30 saniyede, E. coli 45 saniyede ve B. subtilis sporlar1 10

dakikada 10 log azalmistir (Fung ve Cunningham, 1980).

Shekarforoush ve arkadaglar1 (2002) L. monocytogenes’in  mikrodalga ile
inhibisyonunda pH ve tuz konsantrasyonunun etkisi ayri ayri ve birlikte
incelemislerdir. Bu amagla 50 ml niitriyent brotda 1.5%10% cfu/ ml
konsantrasyonundaki bakteri siispansiyonu % 0.5, 1.5 ve 3 oranlarindaki tuz
konsantrasyonlarinda ve farkli pH (4.5, 5.5 ve 6.5) degerlerinde 5 saniye araliklarla
mikrodalga islemine (2450 MHz) tabi tutularak her islem sonunda inhibisyon
belirlenmigtir. 20 ila 30 saniye sonunda etkili bir bakterisidal etki belirlemistir. En
fazla inhibisyon % 0.5 ve 1.5 tuz konsantrasyonunda ve pH 5.5’da elde edilmistir.
pH 4.5’¢ diisiiriildiigiinde ise tim tuz konsantrasyonlari i¢in inhibisyon orani
artmistir. L. monocytogenes ile yapilan baska bir ¢aligmada ise ortamdaki seker ve
gelisme fazinin mikrodalga ile uygulanan 1s1l islemdeki inhibisyona etkisi incelenmis
ve ortamdaki sekerin inhibisyonu arttirdigi belirlenmistir. Ortamda %50 oraninda
disakkarit (sukroz ve laktoz) bulundugunda monosakkarit (glukoz ve fruktoza) gore
daha fazla inhibisyon gdzlenmistir. Inhibisyondaki bu artisin ortamdaki sekerlerin
fermantasyonu sonucu diisen pH nedeniyle oldugunu ifade etmislerdir. Duragan
fazdaki mikroorganizmanin logaritmik fazdakilere gore mikrodalga islemine daha

direncli oldugu belirlenmistir.
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Tablo 2.8. Mikrodalga 1sitmanin mikroorganizma ve toksinlere etkisi (Stolle ve Schalch,

2000)

Mikroorganizma veya
toksin

Rapor edilen etkiler

Staphylococcus aureus

Enzim ve RNA’da hasar; 30 dk 50°C’de
bakteriyostatik etki, NaCl’e bagli olarak hassasiyet
artisi, toksin olusumunda azalma, asilanan koftelerde
70.6 °C’de inhibisiyon, Dss degerinde 17.8 dk’dan
(KI) 11.6 dk’ya (MI) diistiis, Deo degerinde 3 dk’dan
(KI) 4.3 dk’ya (M) artzs.

Listeria monocytogenes

Mikrodalga ile 70°C’ye 1sitma ile 10° oraninda
inhibisyon

Salmonella

Dss degerinde 2,4 dk’dan (KI) 2.3 dk’ya (MI) diisiis,
Deo degeri her iki 1sitma yontemi icinde 0.2 dk,
2450MHz frekanshi islemde 76.6°C hindi etinde
canlilifinin korunmast

Escherichia coli

Dss degerinde 3 dk’dan (KI) 2.9dk’ya (MI) diisiis,
Deso degerinde 1.3 dk’dan (KI) 1.9 dk’ya (MI) artis.
Fosfat tamponu igerisindeki azalma kinetigi her iki
1sitma yontemi i¢in benzer

Enterococci

Ayn1 son sicakligin elde edildigi mikrodalga islemi
konvansiyonel yontem kadar etkili degil

Psikrotrofik
mikroorganizmalar

60°C’de mikrodalga ile Achromobacter, Aeromonas,
Alcaligenes sayisinda azalma

Mikrodalga
aeruginosa

isitmaya  direngli: ~ Pseudomonas

Lactobacillus plantarum

Mikrodalga 1sitmaya direngli

Clostridium perfringens

70°C’nin tizerinde spor sayisinda azalma; 190.5°C’de
kizartma isleminde sporlarin inaktivasyonu

Bacillus subtilis

Fosfat tampon ¢ozeltisinde 103°C’de, kuru 1sitmada
137°C’de spor sayisinda azalma

Sporlar

100°C’nin tiizerinde konvansiyonel yontem ile ayni
oranda inaktivasyon

Aflatoksin

Ev tipi mikrodalgalar ile miimkiin olmayan yliksek
gii¢ ve uzun siirelerde muhtemel bir par¢alanma

KI: konvansiyonel 1sitma
MI: Mikrodalga ile 1sitma
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada materyal olarak 2002 yil1 mahsiilii memecik tipi ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz

oksidasyonla karartilmis konserve siyah zeytin kullanilmistir.

Zeytinlerin  asilanmasinda  kullanilan  Penicillium citrinum  susu (92.1205)
Hollanda’daki Kiiltiir Koleksiyonu Merkezinden temin edilmistir. Kaf kiltiirti
analizlerde kullanilincaya kadar saf kiiltiir halinde yatik agarda +4°C’de muhafaza
edilmistir. Mikotoksin analizinde kullanilan sitrinin standart1 bir ithalat¢i firmadan

(Interlab) temin edilmistir.

3.2. Metot

Konserve zeytinler agildiktan sonra steril saf su ile yikanmig ve P.citrinum ile
asilanarak 7 giin 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
zeytin Ornekleri lizerine farkli miktarlarda su ilave edilmis, farkli pH degerlerinde ve
farkli siirelerde mikrodalga ile muamele edilmistir. Analize alinan &rneklerde
mikrodalga uygulamasindan 6nce ve sonra kiif sayimlar1 yapilarak inhibisyon miktari
belirlenmistir. Mikrodalga ile muamele edilen 6rnekler bir hafta siire ile 25°C’de
inkiibe edilmis ve daha sonra kiif sayisi tekrar belirlenmistir. Bu islemle toplam
inhibisyon belirlenmistir. Farkli konsantrasyondaki kiifler tizerine mikrodalganin
etkisini belirlemek amaciyla zeytinlere farkli konsantrasyonlarda P. citrinum
asilanmis ve mikrodalga islemine tabi tutulmustur. P. citrinum’un {rettigi sitrinin
mikotoksininin mikrodalga islemi ile degisimi incelenmistir. Uygulanacak
mikrodalga islem siiresinin belirlenmesi amaciyla, farkli siirelerde (180, 240, 300 s)
mikrodalga ile muamele edilen zeytinin duyusal 6zelliklerindeki degisiklik duyusal

panel ile belirlenmistir. Kullanilan yontemler asagida ayrintili sekilde verilmistir.
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3.2.1. Zeytin Orneklerinde Duyusal Analizler

Zeytinlere uygulanan farkli su miktarlar1 ve degisik siirelerdeki mikrodalga isleminin
orneklerin duyusal o6zelliklerinde meydana getirdigi farklilig1 belirlemek amaciyla
coklu kiyaslama testlerinden siralama testi kullanilmistir (Altug, 1993). Kullanilan
form Sekil 3.1°de verilmistir. Elde edilen sonuglar Altug (1993)’a gore

degerlendirilerek mikrodalga isleminde kullanilacak su miktar1 ve siire belirlenmistir.

Sekil 3.1. Duyusal panelde kullanilan degerlendirme formu

Uriin: Cekirdeksiz Zeytin Set No:
Isim: Tarih:

Size verilen ornekleri litfen asagidaki tablolarda lezzet ve goriinis
kalitesine gore siralayiniz.

LEZZET GORUNUS
Sira Ornek kodu Sira Ornek kodu
En fazla 1. En fazla begenilen 1.
2. 2.
Enaz 3. En az begenilen 3.

Yorumlar:

3.2.2. Zeytinde Yapilan Kimyasal Analizler

Zeytinin  kimyasal 0Ozelliklerinin  belirlenmesi amaciyla asagidaki analizler

yapilmistir.

Nem miktar1 AOAC (1990)’nin 925.40 no.lu metoduna goére, Memmert UM400

model etiiv kullanilarak tayin edilmistir.

Kiil miktar1 tayin igin, Sistek-ST 20000 marka kiil firin1 kullanilmistir. Ornekler
550°C’deki firinda karbon kalintilart goriilmeyinceye ve sabit tartima ulasincaya

kadar yakilmis ve elde edilen kiil tartilarak miktar tayini yapilmistir (TSE, 1987).
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pH 6l¢iimii Jenway marka pH metre kullanilarak yapilmistir. Olgiimlerden dnce pH
metre kalibrasyonu yapilmistir. Ornekler 1:1 oraninda sulandirilarak pH’lari

Olgiilmiistiir.

Tuz tayini icin zeytinler ise 5 gr tartilip lizerine 100 ml saf su ilave edilmis ve agzi
kapatilarak su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Soguduktan sonra kaba filtre
kagidindan siiziilerek, siiziintiiden 10 ml alinmis, %10’luk K2CrO4 indikatorliigiinde
0.1 N AgNO:s ile titre edilmistir. Sonu¢ NaCl cinsinden % tuz miktar1 olarak

asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Fernandez ve dig., 1997).

% Tuz=V XxEx100/M (3.1)

V: Harcanan 0.1 N AgNO3s miktar1, ml
E: 0.00585 (1 ml 0.1 mI N AgNOs, 0.005844 g NaCl’ye esdegerdir.)
M: Titre edilen 6rnegin gercek miktari, g.

Yag miktari, AOAC (1990)’nin 948.22 no.lu metoduna gore Soxhelet yontemiyle
tayin edilmistir. Zeytin Ornekleri, 16 saat siireyle hekzanla ekstrakte edilmistir.
Hekzan doner buharlastiriciyla ugurulduktan sonra tartim yapilmig ve tiriindeki yag

miktar1 hesaplanmustir.

Protein tayini, AOAC (1990)’nin 950.48 no.lu metoduna gore Kjeldahl yontemiyle
VELP SCIENTIFICIA-UDK 126 A marka protein tayin cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ancak, yontemde kullanilan katalizorler, bakir siilfat ve
potasyum siilfat olarak modifiye edilmistir. 420°C’de 30 dakika siire ile yakilan
ornekler destile edilmis ve daha sonra da hidroklorik asit ile titre edilerek sarfiyat
bulunmustur. Sarfiyattan yola ¢ikilarak azot miktari, bulunan degerin, cevirme

faktorti ile carpilmasiyla da protein miktar1 hesaplanmistir.
3.2.3. Cam Malzemelerin Hazirlanmasi

Cam malzemeler kullanilmadan once saf su ile durulanmis ve kurutulduktan sonra,
160°C’de iki saat Heraeus Ins. (D-6450 Hanav) marka sterilizator kullanilarak

sterilize edilmistir.
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3.2.4. Zeytin Orneklerinin Hazirlanmasi

Zeytinler konserve kutusundan aseptik sartlarda cikarilarak steril saf su ile iki defa
yikanmistir. Kavanoz tabanina aseptik sartlarda 45 g olacak sekilde bir sira zeytin

tartilmistir. Bu asamadan sonra 3.2.5’de belirtildigi gibi P. citrinum ile agilanmuistir.

3.2.5. P.citrinum Spor Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Kiifler stok kiiltiirden yatik Malt Ekstrakt Agar (MEA)’a asilanarak, 7 giin 25°C’de
gelistirildikten sonra, aseptik sartlarda her bir tiipe 5 ml peptonlu su ilave edilerek
steril bir 6ze yardimiyla agar yiizeyi kazinmis ve kiif sporlarinin siviya geg¢mesi
saglanmistir. Tiipler tiip karistiricida karigtirildiktan sonra, tiip igerigi baska bir bos
steril tlipe aseptik kosullarda aktarilmistir. Bu sekilde toplanan kiif siispansiyonu
karistiricida  karistirildiktan sonra, ¢oOzeltiden 0.1 ml alinarak Thoma lamina
aktarilmis ve mikroskop altinda x 40 objektif ile kiif sporlar1 sayilmistir (Glirgiin ve
Halkman, 1988). Bu sekilde hazirlanan kiif siispansiyonu ile 10° spor/gr olacak
sekilde zeytinlere inokiile edilmistir. Diliisyon ¢ozeltisinin bilesimi; 8.5 g NaCl

(Merck), 1 g pepton (Oxoid), 1000ml distile su.

3.2.6. Zeytinlerin Asillanmasi

Hazirlanan kiif siispansiyonundan 1 ml alinarak 45 g zeytine asilama yapilmistir.
Otoklavda (Hirayama HA-300M) 121°C’de 15 dakika steril edilen saf su pH’si
%10’luk laktik asit ile ayarlanmis ve asilanmis zeytin iizerine 10 ml ilave edilmistir.
edilmistir. Zeytinler hafif¢e ¢alkalanarak kiiflin zeytin iizerine homojen dagilimi

saglanmistir. Kavanozlar 25°C’deki 7 giin inkiibasyona birakilmstir.

3.2.7. Zeytinlerin Mikrodalga le Muamelesi

Calismada Argelik ARMD 560 ev tipi mikrodalga firin kullanilmistir. Tablo 3.1°de

kullanilan mikrodalga firinin teknik 6zellikleri verilmistir.
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Tablo 3.1.Argelik ARMD 560 ev tipi mikrodalga firinin teknik 6zellikleri

Gii¢c Kaynagi 220~50 Hz

Giig Sarfiyati 1400 W(7A)

Cikis Giici 5 Giig sarfiyat1 85~850 W
Calisma Frekansi 2.450 MHz

Firinin Dis Boyutlari 520*308*365 (mm) (G*Y*D)
Firinin i¢ Boyutlari 330%227*335 (mm) (G*Y*D)
Net Agirlig Yaklasik 18 kg

7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda zeytin 6rneklerinin iizerine farkli miktarlarda
pH’s1 6.5 olan steril saf su ilave edilerek ve Tablo 3.2.’de belirtilen kosullarda zeytin
ornekleri mikrodalga ile muame edilmistir. Calismada 180, 240 ve 300 saniye siire,
4.6, 5.5, 6.0 pH degerleri, 20, 75 ve 150 ml su ilavesi, pH ayarlamada asetik, sitrik ve
laktik gibi farkli asitlerin kullanimi, mikrodalga i¢indeki 6rnegin konumu, farkli yag
ve su karigimlari, farkli konsantrasyonlardaki kiiflere etkisi incelenmistir. Cekirdekli
ve cekirdeksiz zeytin Ornekleri kullanilarak Ornek tipinin etkisi belirlenmistir.
Mikrodalga igerisinde kavanozlar yiikseltilerek, farkli asitler kullanarak pH
degistirilmis ve 1:1 oraninda su ve 1:1 oraninda aygicek ve zeytin yagi ilave edilerek

mikrodalga islemi uygulanmistir.

Mikrodalga islemi sonunda ornekler 5 dk buzdolabinda tutulmus daha sonra buzlu
suda 15 dk siire ile sogutulmustur. Daha sonra stomacher blenderda (Seward
Stomacher,400) 2 dk yiiksek devirde homojenize edildikten sonra kiif sayimlari
yapilmustir. Mikrodalga uygulamalar ti¢ tekrarli olarak yapilmistir.
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Tablo 3.2. Zeytinlere uygulanan mikrodalga islemleri

Degiskenler Su Miktarlar:
20 mi 75 ml 150 ml
180 [ ) [ )
Siire (saniye) 240 [ [ )
300 [ [ )
% 5’lik Laktik
asit
Asit (pH: 4.6, 240 s) % 5°lik Asetik ()
asit
% 5’lik Sitrik asit
4.6 o o o
pH (240 5s) 55 ) ) [ )
6.0 o o o
75 ml aygicek °
Yag- Su Karisim (240 s) yagi
75 ml zeytin yag1 o
Mikrodalga icindeki konum
Orta [ [ [
(2403)
Farkl kiif konsantrasyonu 10°, 109, °
(cfulg) 107,108
Zeytin Tiirii Cekirdekli o
(180, 240, 300 s) Cekirdeksiz

3.2.8. P.citrinum Sporlarinin Mikrodalga ile Muamelesi

75 ve 150 ml suya ilave edilen 107 cfu/ml spor siispansiyonu 180, 240 ve 300

saniyelik mikrodalga islemine tabi tutulmus ve mikrodalga islemi Oncesi ve

sonrasinda kiif sayim1 gerceklestirilmistir.

3.2.9. Sicaklik Olciimleri

Sicaklik 6l¢iimleri mikrodalga islemi sirasinda datalogger (Campbell Scientific

PC200W) kullanilarak + 0.05°C hassasiyetle ve Testo marka termokapil kullanilarak

+ (0.5°C hasasiyetle yapilmistir. Datalogger ile sicaklik 6l¢lim diizenegi Sekil 3.2.’de

verilmistir.
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Sekil 3.2. Sicaklik 6l¢iim diizenegi

3.2.10. pH ve Tletkenlik Olciimleri

pH ol¢iimleri Jenway 3010 marka pHmetre kullanilarak yapilmistir. Sularin pH’lar
6.5 0+ 0.2 olacak sekilde %10’luk laktik asit ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Zeytinlere
farkli oranlarda su ilave edildikten sonra ¢ozeltilerin pH’lar1 0.1 N NaOH ve %5’lik
asetik asit kullanilarak ayarlanmistir. Farkli asitlerin etkisi belirlenirken, %5°1ik sitrik
ve laktik asit kullanilmistir. iletkenlik olgiimleri WTW marka LF 95 model

kondaktometre kullanilarak yapilmistir.

3.2.11. Zeytinde Orneklerinde Kiif Sayimlar

P. citrinum ile agilanmis zeytin 6rneklerinde mikrodalga ile muameleden once ve
sonra kiif sayimlar1 yapilmistir. Diliisyonlarin hazirlanmasinda fizyolojik tuz
¢ozeltisi (8.5 g NaCl (Merck), 1 g pepton (Oxoid), % 0.5 Tween 80, 1000ml distile
su kullanilmistir. Ekimler Malt Ekstrakt Agar (MEA, Merck) besiyerine yayma plak
yontemi ile yapilmistir. Hasarli mikroorganizma sayisini belirlemek amaciyla
mikrodalga islemi uygulanan zeytin 6rnekleri 1 hafta 25°C’de inkiibe edilip tekrar
ekim yapilmistir. Kiif sayimlart MEA’da 5. glinde yapilmistir. Ekim islemleri paralel

olarak gerceklestirilmistir.

3.2.12. istatistiksel Analizler

Yapilan ¢alismada zeytindeki P. citrinum’un mikrodalga ile inhibisyonuna siire,
miktari, pH degeri, mikrodalga i¢indeki konum, kullanilan asit tipi gibi farkl
parametrelerin etkileri incelenmistir. Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen
sonuglara varyans analizi (Analysis of Variance, ANOVA) uygulanarak farkli islem

kosullarinin  P. citrinum’un inhibisyonuna etkisi a = 0.05 6nem diizeyinde
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istatistiksel acidan incelenmistir. Cok faktorlii blok deseni kullanilmustir. islemler
aras1 farki belirlemek i¢in Duncan’in Coklu Aralik Testi uygulanmistir. Analizlerde

SPSS programi kullanilmustir.

3.2.13. Zeytinde Mikotoksin Analizleri

Mikrodalga isleminin zeytinde P. citrinum tarafindan iretilen sitrinine etkisini
incelemek amaciyla zeytinlere P. citrinum asilanmisg 30°C’de 15 giin inkiibe edilen
orneklere farkli siire ve degisik su miktarlarinda mikrodalga uygulamasi yapilmis,
kontrol 6rnegi ve islem uygulanan Orneklerdeki sitrinin miktart Comerio ve dig.
(1998)’e gore belirlenip karsilastirimistir. Orneklere uygulanan mikrodalga islemleri

Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. Zeytinde sitrininin pargalanmasi i¢in uygulanan mikrodalga islemleri

Degiskenler Su Miktarlan
20ml | 75 ml 150 ml

180 [ [

Siire (saniye) | 240 [ [
300 [ [
4.6 [

pH (240 s) 5.5 [
6.0 [

25 g zeytin 6rnegine 180 ml asetonitril, 20 ml %4’likk KCl, 2ml %20’lik H2SO4 ilave
edilerek blenderda (Waring) 2 dakika yiiksek devirde ekstakte edilmistir. Karisim
Whatman No:4 filtre kagidindan siiziiliip, yagin1 uzaklastirmak igin siiziintiiye 50 ml
heksan ilave edilmis ve mekanik karistiricida 3 dakika stire ile karistirilmistir. Daha
sonra ayirma hunisine aktarilan ¢ozeltinin alttaki fazindan 100 ml alinarak iizerine 50
ml kloroform, 25 ml distile su ilave edilerek tekrar ayirma hunisine alinmustir.
Ayirma hunisinde berrak olan kisim behere alinmis ve su banyosunda 2 ml kalincaya
kadar ugurulmustur. Daha sonra ekstrakt azot gazi altinda kuruluga kadar

ucurulmustur.

Elde edilen toksine 200 pl kloroform ilave edilerek ¢oziindiiriildiikten sonra iginden

1 pl alinarak ince tabaka kromatografisi i¢in plaka iizerine uygulanmis ve plaka
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(Merck, 5721) tank igerisine yerlestirilmistir. Plakalarin iizerine alt kisimdan 2 cm
yukariya ve 1.5 cm araliklarla farkli miktarlarda standart uygulanmistir. Bu islemde
yiiriitiicli olarak toluen: etilasetat: %90’lik formik asit (6:3:1) (TEF) kullanilmastir.
Yiirlitme igslemi tamamlandiktan sonra plaka kurutulmustur. Sitrinin dogrudan 366
nm’de UV 15181 altinda incelenerek verdigi sari-yesil floresanin siddetine gore

icerisindeki toksin miktari tespit edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Zeytin Numunesinin Bilesimi

Calismada kullanilan memecik tipi ¢ekirdeksiz zeytin 6rneginin kimyasal bilesimi
Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1.Zeytin numunesinin bilegimi

Kimyasal Bilesim Miktar
Protein % 1.3
Yag % 16.8
Nem % 79.1
Kiil % 1.3
Karbonhidrat % 1.5
Tuz % 1.04
pH 6+0.2

4.2. Mikrodalga islemi Gormiis Zeytin Orneklerinde Duyusal Analizler

Mikrodalga isleminde kullanilacak optimum silire ve su miktarint belirlemek
amactyla, cekirdeksiz zeytinlere (45 gr), 3 farkli su miktar: (20, 75 ve 150 ml) ve ii¢
farklr siirede (180, 240 ve 300 saniye) mikrodalga islemi uygulanmis ve duyusal
panel yapilmistir. Siralama testi kullanilarak yapilan duyusal panel sonuglar1 Ek A ve

Tablo 4.2.”de verilmistir.
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Tablo 4.2. Farkli siire ve su miktarlart kullanilarak mikrodalga islemi uygulanan zeytin
orneklerinin duyusal panel sonuglari

Duyusal Lezzet Goriiniis
Ozellikler Siire (s)
Su Miktari 180 240 300 180 240 300
20 ml 31 36 54 28 39.5 53
75 ml 27 45 48 36 34 50
150 ml 37 40 43 32 38 50

20 panelist ile yapilan siralama testinin sonuglari, % 5 giiven esiginde 3 islem ve 20
tekrara karsi gelecek sekilde hesaplanmis ve kabul edilebilecek iist degerler 32-48,
alt degerler ise 34-46 olarak siralama testi degerlendirme tablosundan belirlenmistir
(Altug, 1993). Buna gore, 20, 75 ve 150 ml su ilave edilerek 180, 240, 300 saniye
mikrodalga uygulamalarinda, zeytinin duyusal &zellikleri acisindan, 300 saniyelik
islemin lezzet ve goriiniis agisindan diger islemlerden farkli ve duyusal 6zelliklerin
kabul edilemez oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak 150, 75 ve 20 ml su
ilave edilerek uygulanacak olan mikrodalga isleminde 180 ve 240 saniyelik

islemlerin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

300 saniyelik mikrodalga isleminin zeytinin duyusal 6zelliklerinde meydana getirdigi
degisiklik nedeniyle, P. citrinum’un mikrodalga kullanilarak inhibisyonundaki
optimum islem kosullarinin belirlenmesi i¢in 240 saniyelik siire se¢ilerek calismaya

devam edilmistir.

4.3. Mikrodalga ile Muamele Siiresi ve Su Miktarinin Zeytinde P. citrinum

Inhibisyonuna Etkisi

180, 240 ve 300 saniyelik mikrodalga isleminin 75 ve 150 ml su ilave edildigi
kosullarda, zeytinlerdeki P. citrinum sayisindaki azalmaya olan etkisi incelenmistir.
Bu amagla mikrodalga islemi uygulanan zeytin 6rneklerinde mikrobiyolojik ekim
yapilarak, inhibisyon miktarlar1 Tablo 4.3.’de verilmistir. Sekil 4.1. ve 4.2.°de
sirasiyla 75 ve 150 ml su ilavesinde farkli siirelerdeki mikrodalga islemi ile meydana

gelen logaritmik azalma ve toplam logaritmik toplam azalma degerleri gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Siire ve su miktarinin zeytinde mikrodalga ile kiif inhibisyonuna etkisi

Mikrodalga ile Muamele )
1 Hafta Inkiibasyon
.. Su . . . Sonrast
Siire | \roary | 15lemden Once Islemden Sonra | | ggaritmik LTOP!am_k
(s) Azalma (Earlltml
(ml) Kifsayis1 | Kif | Kiifsayist | Kiaf Kiif sayis1 | Kif zaima
(cfulg) sayi1s1 (cfulg) sayis1 (cfulg) sayi1s1
(10g10) (l0g10) (log10)
180 | 75 |3.32x10"| 7.52 |6.03x10' | 1.78 | 5.74 |1.01x10"| 7.00 | 0.52
180 | 150 | 3.32x107 | 7.52 | 1.84x10%? | 2.26 5.26 | 4.76x10° | 6.67 0.84
240 75 8.92x107 | 7.77 | 1.40x10% | 2.01 5.77 7.4x10° | 6.70 1.08
240 | 150 |8.92x107| 7.77 | 1.57x10%| 2.03 | 5.74 |2.55x10°| 5.85 | 1.92
300 75 3.40x107 | 7.53 | 2.13x10'! | 1.33 6.20 5.5x10° | 5.74 1.79
300 | 150 |3.40x10| 7.53 | 5.67x10% | 1.75 5.78 1.10x10° | 5.04 2.49

Sekil 4.1., 4.2. ve Tablo 4.3.’ilin incelenmesi ile anlasildig1 gibi en fazla inhibisyon
75 ml ve 150 ml su ilave edildigi her iki kosulda 300 saniyelik mikrodalga isleminde

elde edilmistir. Su miktar1 arttik¢a ve siire uzadikga inhibisyon orani artmaktadir.

Heperkan ve dig. (2002a) yaptiklar1 calismada zeytinde mikrodalga ile kiif
inhibisyonunda 240 saniyelik islemin 180 saniyeden daha etkili oldugu sonucuna
varmiglardir. Yapilan tez ¢alismasinda elde edilen bulgular bu sonugla paralellik

gostermektedir.

Mikroorganizma inhibisyonu saglamak amaciyla uygulanan islemler sirasinda
mikroorganizmalar hasar goriir ve kullanilan klasik besiyerlerinde gelisemezler.
Besiyerinde gelismemelerine ragmen canlilifini siirdiiren bu mikroorganizmalar
belirli siirede kendilerini onarip ¢ogalmaya devam edebilirler (Tarte ve dig., 1996).
Hasarli mikroorganizmalar ic¢in kullanilacak besiyerleri her mikroorganizma ig¢in
farklilik gosterir. En uygun besiyeri deneme ve yanilma yolu ile bulunmaktadir
(Mackey, 2000). Literatiirde hasarli kiiflerin sayim1 i¢in belirlenmis kesin bir besiyeri
bulunmamaktadir (Deak ve dig., 1984). Heperkan ve dig. (2002b)’nin yaptiklari
calismada mikrodalga islemi uygulanan zeytinlerdeki kiif sayimi i¢in kullanilacak
besiyerleri arastirilmis ve Dichloran %18 Gliserol Agar (DG18), Malt extract agar
(MEA) ve 3M Petrifilm karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglara gére mikrodalga
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islemi uygulanan zeytinlerde MEA kullanimi Onerilmektedir. Yapilan tez

calismasinda bu sebeple, MEA kullanilmistir.

t(s)
180 240 300

1,08

1,79

Log. Azalma

5,74 5,77

6.20

N o o~ WON B O

‘l:l Logaritmik azalma B Toplam logaritmik azalma ‘

Sekil 4.1. 180, 240 ve 300 saniye siireli, 75 ml su ilavesi ile yapilan mikrodalga isleminde
meydana gelen logaritmik ve toplam logaritmik azalma

Koftede Salmonella enteridis PT4’{in mikrodalga ile inhibisyonunun arastirildigi bir
calismada 90 W, 360W ve maksimum giicte 1s1l islem uygulamasinda merkez
sicakligi 70°C’e ulasan koftelerde 8-9 log oraninda inhibisyon saglanirken, 24 saat
sonra yapilan ekimlerde inhibe olmus goziiken bakterinin kendini onardigini ve
canliligint siirdiirdiigiinii belirlemislerdir (Var ve Aksan, 2002). Kiiflerin gelismeleri
icin gerekli olan siire bakterilere gore daha uzun oldugundan yapilan tez
caligmasinda hasarli kiiflerin belirlenmesi amaciyla yapilan 7 giin sonra ekim
yapilarak toplam azalma degerleri belirlenmistir. Mikrodalga isleminden hemen
sonra yapilan islemlerden 240 saniyede 75 ml su ilave edildigi kosullarda 5.77
log’luk azalma, 150 ml i¢in 5.74 log’luk azalma saglanirken, 1 hafta sonra yapilan

ekimlerde toplam azalma degeri 1.08 ve 1.92 log olarak belirlenmistir.
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‘I:I Logaritmik azalma B Toplam logaritmik azalma ‘

Sekil 4.2. 180, 240 ve 300 saniye siireli, 150 ml su ilavesi ile yapilan mikrodalga isleminde
meydana gelen logaritmik ve toplam logaritmik azalma

4.4. Farkh pH Degerlerinin Mikrodalga isleminde P. citrinum Inhibisyonuna
Etkisi

Yapilan 6n c¢alismalarda zeytinlere uygulanacak mikrodalga islemi i¢in optimum
stirenin 240 saniye oldugu belirlenmis ve bu siire i¢in islem kosullar1 degistirilerek
mikrodalganm P. citrinum inhibisyonuna olan etkisi incelenmeye devam edilmistir.
Escherichia coli ve Pesudomonas aeruginosa’nin mikrodalga ile inhibisyonunda
hidrojen peroksitin mikrodalga ile sinerjistik etkisi arastirnldigi literatiir
calisamasinda, diisiik konsantrasyondaki H2O2’nin mikrodalganin bakterisidal
etkisinin arttirdigin1 belirlemislerdir (Kuchma, 1998). Farkli ortam kosullarinin
mikrodalganin inhibisyon miktarin1 etkileyecegi disiiniilerek, degisik pH’lardaki

inhibisyon oranlar1 arastirilmistir.

4.4.1. Farkh Organik Asitlerin Mikrodalga inhibisyonuna Etkisi

Calismada kullanilacak asit tiiriinii belirlemek amaciyla farkli organik asitler
kullanilarak pH degeri 4.6’ya ayarlanmis ve mikrodalganin etkisi incelenmistir.
%35°1ik laktik, asetik ve sitrik asit ¢ozeltileri kullanilarak 75 ml su ilave edilen zeytin

orneklerinin pH degeri ayarlanmis ve 240 saniye siire ile mikrodalga islemine tabi
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tutularak inhibisyon miktarlar1 belirlenmistir. Asitlerin inhibisyona etkisi sirasiyla

Tablo 4.4. ve Sekil 4.3.”de gosterilmistir.

Tablo 4.4. pH ayarlamada kullanilan farkli organik asitlerin 75 ml su ilave edilerek 240
saniye siireli mikrodalga isleminde P. citrinum inhibisyonuna etkisi

Mikrodalga ile Muamele | Hafta inkiibasyon
I Toplam
Kullanilan | jslemden Once islemden Sonra | Logaritmik Sonrasi Logapritmik
asit tiiri Azalma Azalma
Kifsayis1 | Kif | Kiifsayis1 | Kiif Kiifsayis1 | Kiif
(cfulg) sayisi (cfulg) sayisi (cfulg) sayisi
(logao) (log10) (logao)
%5 1.01x108 | 7.92 | 8.05x10' | 1.27 6.66 1.28x10° | 8.31 2.62
Asetik
asit
%5 2.14x108 | 8.33 | 1.63x10° | 3.21 5.12 2.93x10° | 6.47 1.86
Laktik
asit
%5 Sitrik | 2.14x10° | 8.33 | 1.03x10° | 3.01 5.32 2.8x10° | 6.45 1.88
asit
pH (4,6)
%5 Asetik asit %5 Laktik asit %5 Sitrik asit
O 1 1
1
© 2
8 1,86 1,88
g 3 262
<
o 4
o
—
5
5,12
6 532
7 6,66
O Logaritmik azalma B Toplam logaritmik azalma

Sekil 4.3. pH ayarlamada kullanilan farkli organik asitlerin 240 saniye siireli mikrodalga
isleminin P. citrinum inhibisyonuna etkisi

Tablo 4.4.in incelenmesi ile goriildigi gibi % 5’lik asetik asit ¢ozeltisi ile 240

saniyelik mikrodalga islemi uygulandiginda 2.62 log’luk toplam azalma, diger asit

cozeltilerinde ise ortalama 1.87 log’luk toplam azalma ger¢eklesmistir.
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25 °C’de farkh asitlerin iyonizasyon sabiti (Pka); asetik asit i¢in 4.79, laktik asit i¢in
3.86, sitrik asit i¢in 3.13’dir. Asetik asitin gidalarda kullanilan diger organik asitlere
gore yiiksek iyonizasyon sabiti (Ka)’dan anlasilacagi gibi, toplam konsantrasyon
dikkate alindiginda daha fazla antimikrobiyal etkisi bulunmaktadir. (Lund ve Eklund,
2000).

Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of
Variance, ANOVA) uygulanarak o =0.05 Onem diizeyinde, farkli asitlerin
kullanilmasi ile pH’s1 4.6’ya ayarlanan zeytin 6rneklerine uygulanan mikrodalga
islemi ile meydana gelen P. citrinum’un inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Asit ¢esitlerini karsilagtirmak amaciyla Duncan Coklu Aralik
Testi uygulanmis ve test sonucunda asetik asitin etkisinin laktik asit ve sitrik asitten
farkli oldugu belirlenmistir. Yapilacak olan arastirmada, farkli pH degerleri
ayarlamak i¢in asetik asitin kullanilmasima karar verilerek c¢alismaya devam

edilmistir.

4.4.2. Sicakhik Degerleri

Farkli pH degerlerine ve farkli kat1 s1iv1 oranina sahip zeytin su karisimina uygulanan
mikrodalga islemi sirasinda degisen sicaklik degerleri dataloger yardimiyla Slgiilerek
Tablo 4.5.’de ve 20, 75 ve 150 ml su ilave edildigi kosullardaki islem sicakliklari
strastyla Sekil 4.4, Sekil 4.5. ve Sekil 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.5. Farkli pH degeri ve su miktarina sahip 6rneklerin mikrodalga islemi sirasinda
6l¢iilen sicaklik degerleri

Su miktar Siire (s)
PH (ml) 0 60 | 120 | 180 | 240
4.6 20 38.0 | 915 | 976 | 98.7 | 97.8
4.6 75 32.7 | 81.1 | 99.3 | 99.7 | 97.6
4.6 150 32.6 | 80.5 | 95.0 | 100.5 | 100.3
55 20 2843 (58.31| 909 | 96.1 | 97.1
55 75 30.63 | 41.4 | 80.3 | 100.0 | 100.5
55 150 29.3 | 42.8 | 82.3 | 100.3 | 100.5
6.0 20 38.7 | 58.24 | 100.6 | 100.2 | 100.1
6.0 75 35.6 | 53.68 | 99.7 | 101.5 | 100.6
6.0 150 3355 | 589 | 934 | 101.3 | 101.4
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Sekil 4.4. 20 ml su ilavesi ile 240 saniyelik mikrodalga islemi sirasindaki sicaklik degisimi
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Sekil 4.5. 75 ml su ilavesi ile 240 saniyelik mikrodalga islemi sirasindaki sicaklik degisimi

Yapilan sicaklik Ol¢limlerinde zeytin Orneklerine ilave edilen her su miktar1 i¢in
pH’s1 4.6 olan oOrneklerin sicaklik egrileri birbirine benzemektedir. 75 ml su
ilavesinde pH’s1 4.6 olan 6rneklerde 60 saniye sonunda sicaklik yaklagik olarak 84°C
iken pH’st 5.5 olan orneklerde 41.4 °C ve pH’st 6 olan 6rneklerde 53.68 °C’dir.
Diistik pH’larda iletkenligin daha fazla olmasi dolayisiyla, sicaklik artisinin diger
pH’lara gore daha fazla olmasi beklenmekteydi. Fakat yapilan sicaklik oOl¢iim
sonuglarina gore pH’s1 6 olan 6rneklerin sicaklikligi, pH’s1 5.5 olan 6rneklerden daha

fazladir. Orneklerin iletkenligini belirlemek amaciyla zeytine 75 ml su ilave edilip
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pH’s1 4.6, 5.5 ve 6.0.’ya ayarlanmig ve iletkenlik Ol¢timleri yapilarak Tablo 4.6.’da
verilmigstir. Yapilan 6l¢iim sonuglarinda diisiik pH’li 6rneklerde iletkenligin daha

fazla oldugu ve pH degeri arttik¢a iletkenligin azaldig belirlenmistir.

110
100 - ”41
90 s il
80
—sa—pHB6
70
pH 5,5

60
o 7 pH 4.6

40
30 -
20

T(°C)

60 120 180 240
t(s)

o 44—

Sekil 4.6. 150 ml su ilavesi ile 240 saniyelik mikrodalga islemi sirasindaki sicaklik degisimi

Tablo 4.6. 75 ml su ilave edilen zeytin 6rneklerinin 3 farkli pH degerindeki iletkenligi

pH | iletkenlik ( pS/cm)
4.6 16.84
55 6.18
6.0 2.06

Literatiirde mikrodalga islemi uygulanan gidalarin sicaklik profilinde 1 cm uzaklikta
20°C’lik farkliliklar olabildigi ve sicaklik dl¢iimleri igin termokapil veya fluoroptik
termometre kullanimi tavsiye edilmektedir. Civali termometrelerin iiriiniin son
sicakligini belirlemede kullanilabilecegi belirtilmistir (Fung ve Cunningham, 1980).
Sicaklik Olctimlerindeki bu farkliligin mikrodalga iglemi sirasinda olusan soguk
noktalardan kaynaklanabilecegi diistiniilerek, sicaklik ol¢iimleri 75 ml su ilave
edildigi t¢ farkli pH islemi i¢in termokapil kullanilarak her dakika sonunda
mikrodalga durdurularak tekrarlanmistir. Yapilan sicaklik 6l¢iimlerinin sonuglar

Tablo 4.7. ve Sekil 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.7. 240 saniyelik mikrodalga isleminde termokapil ile belirlenen sicaklik degisimi

Su miktan Siire (saniye)

(ml) 0 60 | 120 | 180 | 240
4.6 75 16.4 | 85.0 | 98.1 | 96.2 | 98.5
5.5 75 16.5|84.4|98.2|96.7 | 98.4
6.0 75 16.4 1 80.2 | 97.398.2|974

pH

100 - . __l

80 -

—e—pH 4,6

O 60 - —=_pH5,5

= pH 6,0
40
20 7

0 T T T
0 60 120 180 240
t(s)

Sekil 4.7. 240 saniyelik mikrodalga isleminde termokapil ile belirlenen sicaklik degisimi
4.4.3. Kiif Sayimlari

Mikrodalga isleminden 6nce ve sonra Orneklerdeki P. citrinum sayisini bulmak
amaciyla MEA besiyeri kullanilarak mikroorganizma sayisindaki azalma
saptanmustir. Ug farkli miktarda su igeren zeytin drneklerinin pH’lar1 4.6, 5.5, 6.0’ya
ayarlanmis ve 240 saniyelik mikrodalga islemine tabi tutularak 20, 75 ve 150 ml su
iceren zeytin orneklerinde P. citrinum sayisindaki azalma belirlenmistir. Islem
sonuglar1 20 mI’lik islem i¢in Tablo 4.8. ve Sekil 4.8.’de, 75 ml’lik islem i¢in Tablo
4.9.ve Sekil 4.9.’da ve 150ml’lik islem i¢in Tablo 4.10. ve Sekil 4.10.’da verilmistir.

68



Tablo 4.8. 20 ml su ilavesi ve farkli pH kosullarinda yapilan 240 saniyelik mikrodalga
isleminin P. citrinum sayisinda meydana getirdigi azalma

Mikrodalga Mikrodalga 1 Hafta inkiibasyon
Su Isleminden Once Isleminden Sonra Logaritmik sonrast Toplam
PR | Miktan Kiif say1s1 Kiif | Kiifsayist Kiif Azalma Kiif say1s Kiif L%]a”tmlk
zalma
(ml) (cfulg) say1s (cfulg) say1sl (cfulg) sayisi
(loguo) (loguo) (logio)
4.6 20 1.42x108 | 8.15 | 1.39x10% | 2.14 5.74 2.80x10° | 6.45 1.70
5.5 20 1.42x108 | 8.15 | 1.18x10% | 2.07 5.77 3.06x10° | 6.49 1.67
6.0 20 3.40x107 | 7.56 | 2.28x10° | 2.34 5.22 5.65x10° | 6.47 1.08

Tablo 4.9. 75 ml su ilavesi ve farkli pH kosullarinda yapilan 240 saniyelik mikrodalga
isleminin P. citrinum sayisinda meydana getirdigi azalma

Mikrodalga Mikrodalga 1 Hafta Inkiibasyon
Su Isleminden Once Isleminden Sonra Logaritmik sonrast Toplam
PR | Miktar Kiifsayist | Kif | Kifsayist | Kif | Azalma | Kifsayist | Kif L%]amm'k
zalma
(ml) (cfulg) sayisl (cfulg) sayisi (cfulg) sayisi
(log1o) (loguo) (log1o)
46| 75 1.01x10% | 7.92 | 8.05x10' | 1.27 6.66 1.28x10° | 6.31 2.62
55| 75 1.34x10% | 8.13 | 1.47x10% | 1.79 6.34 5.45x10° | 6.62 1.50
6.0 75 |8.92x107 | 7.77 | 1.40x10% | 2.01 5.77 7.42x10° | 6.70 1.08

Tablo 4.10. 150 ml su ilavesi ve farkli pH kosullarinda yapilan 240 saniyelik mikrodalga
isleminin P. citrinum sayisinda meydana getirdigi azalma

Mikrodalga Mikrodalga 1 Hafta Inkiibasyon
Su Isleminden Once Isleminden Sonra Logaritmik sonrast Toplam
PH Miktart | gif sayist Kaf Kiif sayisi Kuaf Azalma Kiif sayis1 Kuf L?A?ammlk
zalma

(ml) (cfulg) sayisl (cfulg) say1sl (cfulg) sayisi

(logzo) (log1o) (log1o)
46| 150 |1.01x108| 7.92 | 3.29x10! | 1.35 6.57 2.14x10° | 5.80 2.13
55| 150 |1.34x10° | 8.13 | 8.08x10" | 1.86 | 6.26 | 9.09x10°| 7.06 | 1.06
6.0 | 150 |8.92x107 | 7.77 | 1.57x10% | 2.03 5.74 2.55x10° | 5.85 1.92
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O Logaritmik azalma B Toplam logaritmik azalma

Sekil 4.8. 240 saniyelik 20 ml su ilavesi ve farkli pH degerlerinde yapilan mikrodalga
isleminde meydana gelen logaritmik ve toplam logaritmik azalma

pH
4,6 55 6
0 -
1 -
g 2
£
g 3-
<
o 47
o
-
5 -
6 -
6,34 5,77
! 6,66
|l Logaritmik azalma B Toplam logaritmik azalma

Sekil 4.9. 240 saniyelik 75 ml su ilavesi ve farkli pH degerlerinde yapilan mikrodalga
isleminde neydana gelen logaritmik ve toplam logaritmik azalma
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Sekil 4.10. 240 saniyelik 150 ml su ilavesi ve farkli pH degerlerinde yapilan mikrodalga
isleminde neydana gelen logaritmik ve toplam logaritmik azalma

Tablo 4.8., 4.9. ve 4.10. ve Sekil 4.8., 4.9 ve 4.10 ‘da goriildiigi gibi 20 ml su
ilavesinde farkli pH degerleri i¢in logaritmik azalma 5.77 ile 5.74 arasinda
degismekte toplam logaritmik azalma ise 1.08 ile 1.70 arasinda degismektedir. 75 ml
su ilavesi ile yapilan mikrodalga isleminde ise logaritmik azalma ve toplam
logaritmik azalma 6.66 ile 5.77 ve 1.08 ile 1.70 arasinda degigmektedir. 150 ml su
ilavesinde ise logaritmik azalma ve toplam logaritmik azalma 6.57 ile 5.74 ve 1.06

ve 2.13 arasinda degismektedir.

Keklerde kiif gelismesinin Onlenmesi i¢in mikrodalga isleminin etkinliginin
incelendigi ¢alismada 30 ila 120 saniyelik islemlerde Aspergillus flavus i¢in %78.88-
100, Penicillium cyclopium i¢in % 64.7-100 arasinda degisen oranlarda inhibisyon

saglanmistir (Hong ve Jianshao, 2001).

Logaritmik azalma 20 ml su ilave edildiginde 5.22, 75 ml’de 5.77 ve 150 ml’de 5.74
ile en az pH 6’da gergeklesmistir. Islem uygulanmadan énce su ilave edilen kiiflii
zeytinlerin pH’st 6’olarak belirlenmistir. Genel olarak mikroorganizmalarin 1sisal
direngleri optimum gelisme pH’lar1 civarinda en yiiksek diizeydedir (Unliitiitk ve

Turantag, 1999).

71



20 ve 75 ml su ilave edilen 6rnekte en diisiik toplam inhibisyon pH 6°da, 150 ml su
ilave edilen ornekte ise pH 5.5°de meydana gelmistir. 20 ml su ilave edilip 240
saniye siire ile mikrodalga islemine tabi tutulan 6rneklerden pH’s1 4.6 ve 5.5 olanlar
arasinda toplam inhibisyon ac¢isindan fark olmamustir. 75 ve 150 ml su ilaveli

orneklerde ise pH degeri diistiik¢e inhibisyon artmuistir.

Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of
Variance, ANOVA) uygulanarak a =0.05 6nem diizeyinde, farkli su miktarlarinin P.
citrinum’un inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur. Inhibisyon
lizerine su miktariin etkileri arasindaki farki belirlemek i¢in Duncan’in Coklu
Aralik Testi uygulanmistir. Buna gore 75 ve 150 ml su ilavesi ile uygulanan
mikrodalga isleminden elde edilen logaritmik azalma degerleri arasinda istatistiksel
olarak fark yoktur. 20 ml su ilave edilen islem logaritmik azalma icin 75 ve

150mlI’lik islemden istatistiksel agidan farklidir.

Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of
Variance, ANOVA) uygulanarak a = 0.05 6nem diizeyinde, farkli pH degerlerinin P.
citrinum’un inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmustur. Inhibisyon
tizerine farklt pH’l1 islemlerin etkileri arasindaki farki belirlemek i¢in Duncan’in
Coklu Aralik Testi uygulanmistir. Buna gore pH’st 4.6 ve 5.5’e¢ ayarlanan
islemlerden elde edilen logaritmik azalma miktar istatistiksel olarak birbirinden

farkli degildir.

Toplam logaritmik azalma i¢in yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen
sonuglara varyans analizi (Analysis of Variance, ANOVA) uygulanarak a = 0.05
onem diizeyinde, farkli pH degerlerinin P. citrinum’un inhibisyonuna etkisi
istatistiksel olarak énemli bulunmustur. Inhibisyon iizerine farkli pH’l1 islemlerin
etkilerini  birbirleriyle karsilastirmak icin Duncan’in Coklu Aralik Testi
uygulanmistir. Buna gore pH’st 6.0 ile 5.5 olan islemlerin etkisi arasindaki fark

istatistiksel olarak dnemli degildir.

Toplam logaritmik azalma sonuglarina varyans analizi (Analysis of Variance,
ANOVA) uygulanarak o = 0.05 o6nem diizeyinde, farkli su miktarlarinin P.

citrinum’un inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.
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Cunningham (1980), mikrodalganin psikrotrofik bakteriler {izerine etkisini incelemek
amactyla, tavuk etine 0, 15, 20 ve 30 s siire ile 2450 MHz’lik mikrodalga islemi
uygulamis ve daha sonra 1 hafta siire ile buzdolabinda bakteri sayisinin degisimini
incelemistir. 7 giinliilk inkiibasyon sonunda islem goérmemis 6rnek ile arasinda
mikroorganizma yiikii agisindan 2 log’luk bir fark oldugu belirlenmistir. Baslangic
mikroorganizma sayis1 10% iken 30 sn’lik islem sonunda 6x10?’ye diismiis ve 7 giin
buzdolabinda inkiibasyon sonunda mikroorganizma sayis1 4x10%e yiikselmistir.
Yapilan tez c¢alismasinda farkli pH degerlerindeki mikrodalga islemi sonucunda

ortalama 2 log’luk azalma saglanmistir.

4.5. Mikrodalga isleminde Yag - Su Karisimn Kullaniminin Inhibisyona Etkisi

Calismada su, 1:1 oraninda ay¢icek yagi su karisimi ve zeytin yagi su karigimi ilave
edilen zeytin 6rnekleri 240 saniye mikrodalga ile muamele edilmis, bulgular Tablo

4.11. ve Sekil 4.11.”de verilmistir.

Tablo 4.11. Yag ve su karigimi ilavesinin mikrodalga ile inhibisyona etkisi

Mikrodalga Mikrodalga 1 Hafta inkiibasyon
islem Isleminden Once Isleminden Sonra | Logaritmik sonrasi Toplam
kosullart - - - - - —— Logaritmik
osulla Kiif sayisi Kif Kiif sayisi Kif Azalma Kiif sayisi Kiif Azalma
(cfu/g) Say1s1 (cfu/g) sayisi (cfu/g) sayis1
(logio) (logio) (logao)
150mlsu | 8.92x107 | 7.77 | 1.57x10? | 2.03 574 2.55x108 | 5.85 1.92
75 _mI
jour Sl | 2.14x10° | 8.33 | 7.30x107 | 2.87 | 546 | 213x10°| 433 | 4.10
ml su
75 ml
Zeytinyag | 2.14x108 | 8.33 | 4.25x10% | 2.63 | 5.70 |9.09x10%| 3.96 | 4.37
+ 75 ml su

Tablo 4.11 ve Sekil 4.11°de goriildiigii gibi en yiiksek inhibisyon orani zeytin yagi ve
su karisimi ilave edildigi durumda gerceklesmistir. Yag su karisimi ve sadece su
ilave edildigi durumlar karsilastirilldiginda aralarinda ortalama 2.3 log’luk fark
vardir. Bu oranlardaki farklilik Penicillium cinsi kiiflerin biiyikk ¢ogunlugunun
ortamda oksijen bulunmadiginda gelismedigi, dolayistyla hasarli
mikroorganizmalarin onarim i¢in gerekli kosullar1 bulamadigindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir. Hasarli kiiflerin kendilerini onarmalar1 sirasinda gerekli optimum
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kosullarda oksijen konsantrasyonunun etkisinin biiyiik oldugu belirtilmektedir (Deak

ve dig.,1984).

75 ml zeytin yagi + 75 ml aygicek yagi +
140 ml su 75 ml su 75 ml su
O 1 1
1
2
£ 1,92
g 3
<
g, 4
6 5,74 5,46 5,70
7
O Logaritmik azalma B Toplam logaritmik azalma

Sekil 4.11. Yag ve su karisim ilavesinin mikrodalga ile inhibisyona etkisi

Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of
Variance, ANOVA) uygulanarak o =0.05 6nem diizeyinde, zeytin 6rneklerine ilave
edilen farkli yaglarin uygulanan mikrodalga islemi ile meydana gelen P. citrinum’un
toplam logaritmik ve logaritmik azalmaya etkisi istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Islemler arasi farkliliklar1 belirlemek amaciyla Duncan Coklu Aralik
Testi uygulanmig ve test sonucunda sadece su ilave edilerek islem uygulamasi
toplam logaritmik azalma digerlerinden istatistiksel olarak farklidir. Logaritmik
azalma icin sadece su ilavesi ile zeytin yagi ilavesi, zeytin yagi ilavesi ile aycicek
yag1 ilavesi benzerdir. Sadece su ilavesi ile uygulanan mikrodalga isleminin
logaritmik azalmaya etkisi “a” ile aycicek yagi ilavesi ile uygulanan iglemin etkisi
“b” ile gosterilirse zeytin yagi ilavesi ile uygulanan islemin etkisi “ab” sembolii ile

gosterilebilir.
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4.6. Orneklerin Mikrodalga I¢indeki Konumunun Inhibisyona Etkisi

Kiif inhibisyonuna farkli proses kosullarinin etkisinin incelenmesi amaciyla drnegin
mikrodalga igerisindeki konumu yiikseltilerek, 20, 75 ve 150 ml su ilave edildigi

kosullarda 240 saniyelik mikrodalga islemi uygulanmistir.

Zeytin kavanozlar1 mikrodalganin tam ortasina gelecek sekilde yiikseltilerek
mikrodalga ile muamele edilmis ve P. citrinum sayisinda meydana gelen azalmanin
zeytin kavanozlar yiikseltilmeden uygulanan islem ile karsilastirilmasi Tablo 4.12.

ve Sekil 4.12.”de, sicaklik degisimi ise Tablo 4.13. ve Sekil 4.13.’de verilmistir.

Tablo 4.12. Mikrodalga icginde farkli konumda uygulanan 240 saniyelik mikrodalga
isleminin inhibisyona etkisi

) Mikrodalga Mikrodalga mﬂi&aon
Mikrodalga Su Isleminden Once | Isleminden Sonra | Logaritmik uoasy Toplam
Igindeki ; sonrasl Logaritmik
Miktari Azalma |
Konum Kiif Kiif Kiif Kiif Kiif Kif | Azalma
(ml) sayis1 sayis1 sayisi sayisi sayisi sayisi
(cfu/g) | (logw) | (cfu/g) | (logio) (cfu/g) | (loguo)
Orta 20 7.18x107 | 7.86 1.07x102 | 2.03 5.83 1.28x108 | 6.11 1.75
Orta 75 7.18x107 | 7.86 3.53x10! | 1.55 6.31 1.35x108 | 6.13 1.73
Orta 150 7.18x107 | 7.86 3.60x10! | 1.55 6.31 6.45x10° | 5.81 2.05
Taban 20 3.40x107 | 7.56 2.28x10% | 2.34 5.22 5.65x10° | 6.47 1.08
Taban 75 8.92x107 | 7.77 1.40x102 | 2.01 5.77 7.42x10% | 6.70 1.08
Taban 150 8.92x107 | 7.77 1.57x10%? | 2.03 5.74 2.55x10°% | 5.85 1.92

Kap yiikseltilip mikrodalganin tam ortasina gelmesi saglanarak mikrodalga islemi
uygulanan 6rneklerde inhibisyon orani daha fazladir. Bu 6rneklerden 20 ve 75 ml su
ilaveli orneklerde, su miktarinin inhibisyona etkisi goriilmezken, 150 ml su ilaveli

orneklerde su miktarindaki artigin inhibisyona etkisi daha fazla olmustur.

Logaritmik ve toplam logaritmik azalma i¢in yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde
edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of Variance, ANOVA) uygulanarak o
=0.05 onem diizeyinde, Orneklerin mikrodalga icinde farkli yerlere konularak
mikrodalga islemi uygulanmasinin meydana gelen P. citrinum’un inhibisyonuna

etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
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Su miktar
20 ml 75 ml 150 ml
Tl H
1 4 ||
o | | 308 ,0¢
g .75 [,73 92 b 05
I 3 1+
<
5 41
o
- 5 1 ]
6 | 5.22
5,83 5,77 5,74
7 6,31 631
O Logaritmik azalma mw taban B Toplam logaritmik azalma mw taban
O Logaritmik azalma mw orta O Toplam logaritmik azalma mw orta

Sekil 4.12. Mikrodalga i¢inde farkli konumda uygulanan 240 saniyelik mikrodalga isleminin
20, 75 ve 150 ml su ilavelerinde inhibisyona etkisi

——20ml
| taban
100 ——————=;, = 75ml
taban
//%/j 150 ml
80 taban
/ 20 ml
G 60 = orta
[ / —x— 75 ml
|_
orta
40 —+— 150 ml
T orta
20
O T T T

0 60 120 180 240
t(s)

Sekil 4.13. 240 saniyelik 75 ml su ilavesi ve drneklerin mikrodalga igerisinde farkli yerlerde
tutulmasi ile uygulanan mikrodalga islemi sirasindaki sicaklik degisimi
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Tablo 4.13. 240 saniyelik 75 ml su ilavesi ve 6rneklerin mikrodalga igerisinde farkli yerlerde

tutulmasi ile uygulanan mikrodalga islemi sirasinda dlciilen sicaklik degerleri

Su Siire (s)
Yer | miktan 0 60 120 180 240
(ml)
Taban 20 38.7 5824 | 1006 | 1002 | 100.1
Taban 75 35.6 53.68 99.7 1015 | 1006
Taban 150 33.55 58.9 93.4 1013 | 101.4
Orta 20 36.03 90.3 1009 | 1010 | 1019
Orta 75 35.06 84.3 1011 | 100.0 99.7
Orta 150 32.16 91.9 1008 | 1015 | 10L7

Tiim su miktarlar1 i¢in toplam logaritmik azalma mikrodalga igerisinde yiikseltilen
orneklerde ortalama 0.5 log daha fazla gerceklesmistir. Zeytin Orneklerini igeren
kavanozlar mikrodalganin i¢inde yiikseltilerek islem uygulandiginda meydana gelen
logaritmik toplam azalma orani 20 ml su igin 1.75, 75 ml i¢in 1.73, 150ml i¢in
2.05°dir. Yiikseltme islemi yapilmadiginda ise 20, 75 ve 150ml i¢in toplam
logaritmik azalma miktar: sirastyla 1.08, 1.08 ve 1.92 olarak degismektedir. Sicaklik
Ol¢iimlerine bakildiginda o6rnekler yiikseltilerek islem uygulandiginda 60 s sonunda
farkli su miktarlar i¢in sicaklik yaklasik 88°C iken, yiikseltme islemi uygulanmayan
orneklerdeki sicaklik degeri 56°C’dir. Mikroorganizma inhibisyonunda meydana
gelen bu farkliigin  sicaklik  degerlerindeki

degisiklikten kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

4.7. Kiif Konsantrasyonundaki Farklihgin Mikrodalga ile Inhibisyona Etkisi

Yapilan tez c¢alismasinda kiif konsantrasyonu 108 cfu/g zeytin olacak sekilde
asilanmis ve mikrodalganin kiif inhibisyonuna etkisi incelenmistir. Gidalarda daha
diisiik miktarlarda mikroorganizma bulundugunda mikrodalganin sagladig
inhibisyonu belirlemek amaciyla zeytin 6rnekleri farkli konsantrasyonda P. citrinum
spor siispansiyonu ile asilanarak 75 ml su ilavesi ile 240 saniye mikrodalga ile

muamele edilmis, bulgular Tablo 4.14. ve Sekil 4.14.’de verilmistir.
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Sekil 4.14. ve Tablo 4.14.’de zeytin 6rneklerine asilanan kiif konsantrasyonu arttik¢a

mikrodalga uygulamasi ile meydana gelen logaritmik azalma ve toplam logaritmik

azalma degerlerinin arttign goriilmektedir. 10° ve 108 cfu/g asilama igin logaritmik

azalma degerleri arasindaki fark 3 log iken, toplam logaritmik azalma degerleri

arasindaki fark 1.5 log’dur. Yiiksek konsantrasyonda kiiflerin onarimi daha az

gerceklesmistir.

Tablo 4.14. Farkli konsantrasyonlarda asilanan zeytin orneklerine uygulanan 240 saniyelik
mikrodalga isleminin sonuglari

Mikrodalga Mikrodalga 1 Hafta Inkiibasyon
Kiif Isleminden Once Isleminden Sonra | Logaritmik sonrast LTOD!?m_k
Konsantrasyonu Kiif sayist Kiif Kiif say1st Kiif Azalma Kiif sayis1 Kiif %Za;;mn;l
(cfulg) sayis1 (cfulg) sayl1s1 (cfulg) sayl1s1
(logio) (logzo) (log1o)
10° 3.38x10° | 5.53 | 4.80x10' | 1.68 | 3.85 |2.61x10° | 5.41 | 0.12
108 5.10x10° | 6.71 | 6.55x10* | 1.82 4.89 1.94x10° | 6.28 0.43
107 4.16x107 | 7.62 | 1.61x10% | 2.21 5.41 1.33x107 | 7.11 0.51
108 5.89x108 | 8.77 | 2.10x10% | 2.32 6.45 1.47x107 | 7.16 1.61
Kuf Konsantrasyonu (cfu/gr zeytin)
1075 1076 1077 1078
1 0.12 0,43 0,51
s 21 1,61 |
£
S 3
< 4
& 3,85
5
4,89
6
541
! 6,45
‘I:I Logaritmik azalma B Toplam logaritmik azalma ‘

Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda asilanan zeytin 6rneklerine uygulanan 240 saniyelik
mikrodalga isleminin sonuglari
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4.8. Cekirdekli Zeytin Orneklerinde Mikrodalga ile P. citrinum inhibisyonu

Tez c¢aligmasinda kullanilan ¢ekirdeksiz zeytin iireten firmaya ait ¢ekirdekli zeytin
ornekleri kullanilarak, mikrodalganin P.citrinum inhibisyonuna etkisi incelenmistir.
Bu amagla 75 ml su ilave edilen ¢ekirdekli zeytin 6rneklerine 180, 240 ve 300 s’lik
mikrodalga islemi uygulanmis ve bulgular Tablo 4.15. ve Sekil 4.15.’de verilmistir.

Tablo 4.15. Cekirdekli zeytin orneklerine farkli siirelerde uygulanan mikrodalga islemi
sonuglari

Mikrodalga Mikrodalga 1 Hafta inkiibasyon
Su Isleminden Once Isleminden Sonra Logaritmik sonrast Toplam
Siire . Logaritmik
Miktart | gif say1st Kaf Kiif sayis1 Kiif Azalma Kiif say1s1 Kaf Azalma
® (ml) (cfulg) sayist (cfulg) sayist (cfulg) sayisi
(log1o) (log1o) (log1o)
180 | 75 |2.18x108| 8.34 | 1.76x10? | 2.25 6.09 7.65x10° | 6.88 1.45
240 | 75 |2.18x10%| 8.34 | 1.17x10% | 2.07 6.27 4.76x10° | 5.68 2.66
300 | 75 |2.18x10%| 8.34 | 1.96x10' | 1.29 7.05 1.68x10° | 5.23 3.11

Mikrodalga ile muamele siiresi arttikca inhibisyon miktart artmaktadir. Bulgular
cekirdeksiz zeytin ile karsilastirildiginda inhibisyonun ¢ekirdekli zeytinde ¢ok daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Cekirdeksiz zeytinlerde yapilan ¢alismalarda logaritmik
azalma 75 ml i¢in 180, 240 ve 300 saniyelik islem sonucunda sirasiyla 5.74, 5.77 ve
6.20 log olarak bulunmustur (Tablo 4.3.). Cekirdekli zeytin 6rneklerine uygulanan
ayn1 mikrodalga islemleri i¢in elde edilen logaritmik azalma degerleri 6.09, 6.27 ve
7.05 log’dur. Toplam logaritmik azalma ¢ekirdekli zeytine 75 ml i¢in 180, 240 ve
300 saniyelik islem sonucunda sirasiyla 0.52, 1.08 ve 1.79 log olarak bulunmustur.
Cekirdekli zeytin 6rneklerine uygulanan ayni mikrodalga islemleri i¢in elde edilen

toplam azalma degerleri 1.45, 2.66 ve 3.11 log’dur.

Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of
Variance, ANOVA) uygulanarak o =0.05 o6nem diizeyinde, zeytin c¢esidinin
mikrodalga iglemi ile meydana gelen P. citrinum’un logaritmik azalma ve toplam

logaritmik azalma miktarina etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmamuistir.
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t(s)
180 240 300

0 1 1
Il
2 1,45
e 3
:_('3 4 2,66 3.11
g 5
6
. 6.09 6,27
8 7,05

|D Logaritmik azalma B Toplam logaritmik azalma

Sekil 4.15. Cekirdekli zeytin Orneklerine farkli siirelerde uygulanan mikrodalga islemi
sonuglari

4.9. Kiif Sporlarimin Zeytinsiz Ortamda Mikrodalga ile Inhibisyonu

P. citrinum sporlar1 75 ve 150 ml suya 10 "/ml olacak sekilde ve 180, 240 ve 300
saniye siirede mikrodalga ile muamele edilmistir. Islem sonrasinda canl kiif sporuna

rastlanmamuistir.

Delany ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligmada 915 ve 2450 MHz’lik
mikrodalga isleminin kurutulmus A. niger ve B. stearothermophilus‘un sporlarinin
canliligini etkilemedigi belirlenmistir. E. coli, S. aureus ve B. subtilis hiicreleri bir
film tabakasi halinde kurutulmus ve 10 dakika siire ile 2450 MHz’lik mikrodalga
islemine tabi tutulmustur. Sirasiyla 5, 2 ve 0 log’luk azalma saglanmistir. Page ve
Martin bu azalmay1 mikrodalga calisirken magnetronun korunmasi amaciyla ortamin
nemlendirilmesi sirasinda ortaya ¢ikan isiya baglamislardir. Yeniden nemlendirilen
orneklerden S. aureus 30 saniyede, E. coli 45 saniyede ve B. subtilis sporlar1 10
dakikada 10 log azalmislardir (Fung ve Cunningham, 1980). Yapilan tez

calismasinda daha 180 saniyede 7 log’luk inhibisyon saglanmistir.
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4.10. Mikrodalga isleminin Sitrinine Etkisi

Mikrodalga isleminin zeytinde P. citrinum tarafindan olusturulan sitrinin miktarina
etkisini belirlenmek amaciyla 6rneklere 65 ve 140 ml su ilavesi ile 180, 240 ve
300s’lik mikrodalga islemi ve 4 farkli pH’da (4.6, 5.5, 6.0, 6.5) 65 ml su ilavesi ile
240s’lik  iglemler uygulanmistir. Uygulanan islemlerin kontrol ornekleriyle
karsilastirarak toksin miktarinda meydana gelen degisiklik belirlenmistir. Kontrol
ornegindeki sitrinin miktar1 TLC yontemi ile 32 ppm olarak bulunmustur. Islem
uygulanan tiim 6rneklerde sitrinin miktar1 32 ppm olarak bulunmustur. Elde edilen
bulgulara gore zeytine uygulanan mikrodalga isleminin sitrinin miktarinda bir

degisiklik meydana getirmedigi belirlenmistir.

Saf sitrininin 1s1l iglemle par¢alanmasinin incelendigi ¢alismalarda, 100 °C’de 60
dakika’da, 120 °C’de 20 dakika’da, 130 °C’de 10 dakika islem uygulandiginda TLC
plakalarinda sitrinin spotu tamamen kaybolmustur. Yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ile yapilan analizler sonucunda sitrininin; 80 °C 30 dk’da;
%45 oraninda; 60 dk’da; %50 oraninda azaldigi belirlenmistir. 90 °C 10 dk’da
sitrinin miktar1 %55’e diismiistiir. 100 °C ve 110 °C’de sifirinc1 dakikada sitrinin
miktarinda %50-55 oraninda azalma goriilmistiir. Daha sonraki 20 dakika’da sitrinin
miktarinda bir degisme goértilmemistir. 110 °C i¢in ise sadece %10 oraninda degisim
goriilmistiir, 20 dk sonrasinda sitrinin azalmast hizlanmis ve 60 dk sonunda
100°C’lik i¢in %25, 110 °C igin %18 oraninda sitrinin kalmustir. (Trivedi ve
dig.,1993a).

Literatiirde aflatoksinin mikrodalga ile detoksifiye edilebilecegi fakat ev tipi
mikrodalgalarin bu islem icin yeterli gii¢ ve sicakliga ulagamiyacagi belirtilmistir

(Stolle ve Schalch, 2000).

Yapilan tez ¢alismasinda uygulanan mikrodalga isleminin en fazla 5 dakika olmasi
ve toksinin gida bileseninde olmasi nedeniyle toksin miktarinda bir degisiklik
meydana gelmemistir. Literatlirde sitrininin sicaklik ile detoksifikasyonu saf toksinle
yapilmistir ve gida bileseninde bulunan sitrininin sicaklik ile detoksifikasyonunu

inceleyen ¢aligma bulunmamaktadir.

81



5. SONUC

Tez caligmasinda zeytinlere 75 ml ve 150 ml su ilave edilip mikrodalga islemi
uygulanip, islem siiresi arttirildiginda P. citrinum inhibisyonunda artig goriilmiistiir.
Yapilan duyusal panel ile 300 saniyelik mikrodalga isleminin duyusal 6zelliklerde
farklilik meydana getirdigi belirlendiginden, kiif inhibisyonu i¢in optimum kosullarin
arastirilmasinda islem siiresi 240 saniye olarak secilmis ve caligmalara devam
edilmigtir. 240 saniyelik 75 ml su ilave edilerek gerceklestirilen mikrodalga
isleminde 5.77 log’luk, 150 ml icin 5.74 log’luk azalma meydana gelmistir. 1 hafta
sonra yapilan ekimlerde toplam azalma 75 ml i¢in 1.08 log ve 150 ml i¢in 1.92 log

olarak belirlenmistir.

Farkli ortam kosullarinin mikrodalganin inhibisyon miktarmi etkileyecegi
diisiiniilerek, degisik pH’lardaki inhibisyon oranlar1 arastirilmistir. Calismada
kullanilacak asit tiiriinii belirlemek amaciyla %5°lik laktik, asetik ve sitrik asit
cozeltileri kullanilarak 75 ml su ilave edilen zeytin oOrneklerinin pH degeri
ayarlanmis ve 240 saniye siire ile mikrodalga islemine tabi tutularak inhibisyon
miktarlart belirlenmigstir. % 5°1ik asetik asit ¢ozeltisi ile 240 saniyelik mikrodalga
islemi uygulandiginda 2.62 log’luk toplam azalma, diger asit c¢ozeltilerinde ise
ortalama 1.87 log’luk toplam azalma gergeklesmistir. Yapilan mikrobiyolojik
analizlerle elde edilen sonuclara varyans analizi (Analysis of Variance, ANOVA)
uygulanarak o = 0.05 6nem diizeyinde, farkli asitler kullanilarak pH’s1 4.6’ya
ayarlanan zeytin Orneklerine uygulanan mikrodalga islemi ile meydana gelen P.
citrinum’un inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Asit
cesitlerini karsilastirmak amaciyla Duncan Coklu Aralik Testi uygulanmis ve test
sonucunda asetik asitin etkisinin laktik asit ve sitrik asitten farkli oldugu
belirlenmistir. Yapilacak olan arastirmada, farkli pH degerleri ayarlamak i¢in asetik

asit ¢ozeltisinin kullanilmasina karar verilerek ¢calismaya devam edilmistir.

Ug farkli pH degerinin (4.6, 5.5, 6.0) mikrodalga islemine etkisi incelenmistir. 20 ml

su ilavesinde farkli pH degerleri i¢in azalma miktar1 5.22 ile 5.77 log arasinda,

82



toplam azalma ise 1.08 ile 1.7 log arasinda degismektedir. 75 ml su ilavesi ile yapilan
mikrodalga igleminde azalma ve toplam azalma sirasiyla 6.66 ile 5.77 ve 1.08 ile
1.70 arasinda, 150 ml su ilavesinde ise azalma ve toplam azalma sirasiyla 6.57 ile

5.74 ve 1.06 ile 2.13 arasinda degismektedir.

P. citrinum sayisindaki azalma 20 ml su ilave edilip mikrodalga ile muamele
edildiginde 5.22 log, 75 ml’de 5.77 ve 150 ml’de 5.74 log ile en az pH 6’da
gerceklesmistir. Islem uygulanmadan &nce su ilave edilen kiiflii zeytinlerin pH’s1 6
olarak belirlenmistir. Genel olarak mikroorganizmalarin 1sisal direngleri optimum
gelisme pH’lar civarinda en yiiksek diizeydedir. Yapilan mikrobiyolojik analizlerle
elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of Variance, ANOVA) uygulanarak o
= 0.05 6nem diizeyinde, farkli su miktarlarinin P. citrinum’un inhibisyonuna etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Inhibisyon iizerine su miktarmn etkileri
arasindaki farki belirlemek i¢in Duncan’in Coklu Aralik Testi uygulanmistir. Buna
gore 75 ve 150 ml su ilavesi ile uygulanan mikrodalga isleminden elde edilen azalma
miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak fark yoktur. P. citrinum sayisindaki azalma
icin, 20 ml su ilave edilen islem 75 ve 150 ml’lik islemden istatistiksel agidan
farklidir. Toplam azalma miktarlarina varyans analizi (Analysis of Variance,
ANOVA) uygulanarak o =0.05 o6nem diizeyinde, farkli su miktarlarinin P.

citrinum’un inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.

Yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis of
Variance, ANOVA) uygulanarak a = 0.05 6nem diizeyinde, farkli pH degerlerinin P.
citrinum’un azalma ve toplam azalma miktarlarina etkisi istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur. Azalma miktar: iizerine farkli pH’l1 islemlerin etkileri arasindaki farki
belirlemek i¢in Duncan’in Coklu Aralik Testi uygulanmistir. Buna gore pH’s1 4.6 ve
5.5’e ayarlanan islemlerden elde edilen azalma miktari istatistiksel olarak birbirinden
farkli degildir ve pH’s1 6.0 ile 5.5’e ayarlanan islemlerden elde edilen toplam azalma

miktarlar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir.

Zeytin Orneklerine yag ve su karigimlart ilave edilip mikrodalga ile muamele
edildiginde toplam azalma en yiliksek zeytin yagi ve su karisimi ilave edildigi
durumda gerceklesmistir. Yag-su karisimi ve sadece su ilave edildigi durumlardaki
toplam azalma karsilagtirildiginda aralarinda ortalama 2.3 log’luk fark vardir. Bu

oranlardaki farklilik Penicillium cinsi kiiflerin bilyiik ¢cogunlugunun ortamda oksijen
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bulunmadiginda gelismedigi, dolayisiyla hasarli mikroorganizmalarin onarim igin

gerekli kosullart bulamadigindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Orneklerin mikrodalga igerisindeki konumunun inhibisyona olan etkisini incelendigi
calismada, mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuglara varyans analizi (Analysis
of Variance, ANOVA) uygulanarak o = 0.05 6nem diizeyinde, 6rneklerin mikrodalga
icinde farkli yerlere konularak mikrodalga islemi uygulamasinin meydana gelen P.
citrinum’un inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Tiim su
miktarlar1 i¢in toplam logaritmik azalma mikrodalga igerisinde yiikseltilen
orneklerde ortalama 0.5 log daha fazla ger¢eklesmistir. Zeytin Orneklerini igeren
kavanozlar mikrodalganin i¢inde yiikseltilerek islem uygulandiginda meydana gelen
toplam logaritmik azalma miktar1 20 ml su i¢in 1.75, 75 ml i¢in 1.73, 150 ml i¢in
2.05°dir. Yiikseltme islemi yapilmadiginda ise 20, 75 ve 150ml i¢in toplam
logaritmik azalma miktar1 sirasiyla 1.08, 1.08 ve 1.92 olarak degismektedir. Sicaklik
Ol¢iimlerine bakildiginda oOrnekler yiikseltilerek islem uygulandiginda 60 saniye
sonunda farkli su miktarlar1 i¢in sicaklik yaklasik 88°C iken, ylikseltme islemi
uygulanmayan  Orneklerdeki  sicaklik  degeri  56°C’dir.  Mikroorganizma
inhibisyonunda meydana gelen bu farkliligin sicaklik degerlerindeki degisiklikten
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Yapilan tez caligmasinda kiif konsantrasyonu 10® cfu/gr zeytin olacak sekilde
asilanmis ve mikrodalganin kiif inhibisyonuna etkisi incelenmistir. Gidalarda daha
diisik miktarlarda mikroorganizma bulundugunda mikrodalganin sagladig
inhibisyonu belirlemek amaciyla zeytin 6rnekleri farkli konsantrasyonda P. citrinum
spor siispansiyonu ile asilanarak 75 ml su ilavesi ile 240 saniye mikrodalga ile
muamele edilerek zeytin Orneklerine asilanan kiif konsantrasyonu arttikca
mikrodalga uygulamasi ile meydana gelen logaritmik azalma ve toplam logaritmik
azalma degerlerinin arttig1 belirlenmistir. 10° ve 108 cfu/gr asilama igin logaritmik
azalma degerleri arasindaki fark 3 log iken, toplam logaritmik azalma degerleri
arasindaki fark 1.5 log’dur. Yiiksek konsantrasyonda kiiflerin onarimi daha az

gerceklesmistir.

Cekirdekli zeytin ornekleri kullanilarak, mikrodalganin P. citrinum inhibisyonuna
etkisi incelenmis ve yapilan mikrobiyolojik analizlerle elde edilen sonuclara varyans

analizi (Analysis of Variance, ANOVA) uygulanarak o =0.05 6nem diizeyinde,
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zeytin ¢esidinin mikrodalga islemi ile meydana gelen P. citrinum’un logaritmik
azalma ve toplam logaritmik azalma miktarina etkisi istatistiksel olarak Onemli

bulunmamustir.

P. citrinum sporlarmin zeytinsiz ortamda mikrodalga ile inhibisyonunu belirlemek
amactyla P. citrinum sporlar1 75 ve 150 ml suya 10 ’/ml olacak sekilde ve 180, 240
ve 300 saniye siirede mikrodalga ile muamele edilmistir. islem sonrasinda canli kiif

sporuna rastlanmamustir.

Zeytine 75 ve 150 ml su ilavesi ile gergeklestirilen 180, 240 ve 300 saniyelik
mikrodalga islemleri ve 240 saniye uygulanan farkli pH degerlerindeki islemler
sitrinin miktarinda bir degisiklik meydana getirmemektedir. Bu sebeple zeytindeki

kiif gelisiminin 6nlenmesi ve mikotoksin olusumu durdurulmalidir.

Kiif inhibisyonu icin uygulanan yontemlerin karsilastirilmasinda kiif sayisindaki
azalma belirlenerek yoOntemin etkinligi degerlendirilmektedir. Uygulanan islem
sirasinda tamamen inhibe olmayan fakat mevcut yoOntemlerle o anda sayisi
belirlenemeyen, hasar gormils mikroorganizmalar bulunmaktadir. Uygulanan
inhibisyon islemi ticari olarak gerceklestirildiginde mikroorganizma sayisindaki
azalma standart degerleri saglasa bile tiketime sunuldugunda hasarl
mikroorganizmalar geliserek, insan sagligini ve {iriin kalitesini bozabilir. Yapilan tez
caligmasinda mikrodalga isleminin uygun proses kosullarinda, kiif inhibisyonunu
arttiracagl diisiincesiyle zeytinlere farkli proses kosullarinda mikrodalga islemi
uygulanmig, kiif sayisinda meydana gelen azalma hasarli kiif sayilar1 da dikkate
aliarak, zeytinlerde kiif inhibisyonu i¢in 240 saniye siire ile mikrodalga islemi
uygulanabilecegi, zeytin ornekleri 1:1 oraninda sulandirilip ¢ok az miktarda sirke
ilavesi ve iglem sonrasinda zeytin yaginda saklanmasi ile kiif gelismesinin

Onlenecegi, hasarli organizmalarin onariminin azalacagi belirlenmistir.
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EKLER

EKA

Cekirdeksiz zeytinlere (45 gr), 3 farkli su miktar1 (20, 75 ve 150 ml) ve ii¢ farkli

siirede (180, 240 ve 300 saniye) mikrodalga islemi uygulanmis ve siralama testi

kullanilarak yapilan duyusal panel sonuglar1 20 ml i¢in Tablo A.1., 75 ml i¢in Tablo

A.2.ve 150 ml i¢gin Tablo A.3.’de verilmistir.

Tablo A. 1. 20 ml su ilave edilerek mikrodalga islemi uygulanan zeytin drneklerinin duyusal

panel sonuglart

Panelist Lezzet Goriiniis
No 180 s 240 s 300s 180s 240 s 300s
1 1 2 3 1 3 2
2 3 2 2 2
3 1 2 3 1 2 3
4 1 3 2 25 25 1
5 2 1 3 1 2 3
6 2 1 3 1 2 3
7 1,5 1,5 3 2 1 3
8 2 1 3 1 3 2
9 1 2 3 1 2 3
10 1 2 3 1 2 3
1 1 2 3 1 2 3
12 2 1 3 1 2 3
13 1 2 3 1 2 3
14 3 2 1 2 1 3
15 2 1 3 1 2 3
16 2 1 3 2 3 1
17 1 3 2 1 2 3
18 1 3 2 1 2 3
19 2 1 3 2 1 3
20 2 1 3 2 1 3
TOPLAM 31 36 54 28 395 53
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Tablo A. 2. 75 ml su ilave edilerek mikrodalga islemi uygulanan zeytin drneklerinin duyusal

panel sonuglari

Panelist

Lezzet

Goriiniis

No
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Tablo A. 3. 150 ml su ilave edilerek mikrodalga islemi uygulanan zeytin 6rneklerinin
duyusal panel sonuglari

Panelist
No

Lezzet

Gortiniis

180 s

240 s
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240 s
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