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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ALMAN TiPI LAHANA TURSUSU FERMANTASYONU SIRASINDA BAZI
INSEKTISITLERIN DEGISIMININ INCELENMESI

BUSRA MADEN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Aysegiill KUMRAL

Bu c¢alismanin amaci, tarimsal iiretim asamasinda lahanalarda zararli giivelerin
miicadelesi i¢in kullanilan Tiirkiye’de ruhsatl ii¢ insektisitin kalintilarini lahana tursusu
orneklerinde 14 giinliik fermentasyon siiresi boyunca izlemektir. Bu ¢alismanin
hipotezi, "Lahana tursusu iiretmek i¢in uygulanan farkli fermantasyon siire¢lerinin
lahanada bulunan insektisit kalintilarinin pargalama siirecini etkileyebilecegi" yoniinde
olusturulmustur. Bu amagcla, lambda-cyhalothrin, malathion ve chlorpyrifos-methyl ile
kirletilmis taze lahana yapraklari, Alman tipi lahana tursusu olarak hazirlanarak, ortama
starter ilave (Lactobacillus plantarum’un 112 susu) ederek veya startersiz (dogal-
spontan) olarak fermantasyona tabi tutulmustur. Insektisit par¢alanma siireglerinde
fermentasyonun etkisini ortaya koymak amaciyla yine ayni insektisitlerle kirletilmis ve
islem gormeden taze bir sekilde vakumlanmis lahana yapraklar1 kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Fermentasyon siiresi boyunca lahana tursusu drneklerinde pH, asitlik ve
tuz degisimi ile mikrobiyal gelisme periyodik olarak izlenmistir. Ayn1 giinlerde kontrol
grubu ve tursu orneklerinin insektisit kalintilar1 LC-MS-MS cihazi kullanilarak tespit
edilmigtir. Chlorpyrifos-methyl ve malathion ile kirletildikten 14 giin sonra, bu
insektisitlerin pargalanma orani kontrol Orneklerinde sirasiyla %69 ve %98 iken;
starterli ve dogal fermente lahana tursusularinda bu oran sirasiyla %12 ve %59, %31 ve
%34 olarak tespit edilmistir. Lambda-cyhalothrin ile kirletilen tiim muamele ve kontrol
orneklerinde %13-19 oraninda bir azalma goriilirken, bu azalma orani istatistiki
anlamda 6nemli bulunmamistir. Ayrica, lahana tursusu fermentasyonu sirasinda laktik
asit bakterisi varliginin pH diisiislinii hizlandirdig1 (<4) ve buna bagl olarak malathion
ve chlorpyrifos-methyl par¢alanmasinin yavasladigr goriilmiistiir. Bunlara ek olarak,
ayn1 fermentasyon kosullarinda farkli insektisitlerin farkli stabilite 6zellikleri gosterdigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: fermantasyon, insektisitler, lahana, laktik asit bakterisi, mayalar,
parg¢alanma

2020, viii + 56 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

A RESEARCH ON THE CHANGES OF SOME INSECTICIDES DURING
SAUERKRAUT FERMENTATION

Biisra MADEN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Dog¢. Dr. Aysegiil KUMRAL

The aim of this study was to monitor the degradation of three insecticides licensed for
the control of cabbage moths during the 14-day fermentation period of sauerkraut
samples. The hypothesis of this study is that the different sauerkraut fermentation
processes could affect the degradation process of the insecticides. For this purpose, the
fresh cabbage leaves polluted with (lambda-cyhalothrin, malathion and chlorpyrifos-
methyl) were left for fermentation with and without (natural) starter addition
(Lactobacillus plantarum 112), and vacuum packed as control under laboratory
conditions. The pH, total acidity and salt values and microbial growth were periodically
monitored in sauerkraut samples during the fermentation period. In same days, the
insecticide residues were detected in control and treatment samples with LC-MS-MS. In
control samples, the degradation of chlorpyrifos-methyl and malathion were higher with
rates of 69 and 98%, respectively, compared with the sauerkraut samples (12 and 59%;
31 and 34%, respectively) 14 days after the insecticide pollution. At the end of
fermentation (14 d), no significant reduction in lambda-cyhalothrin was detected in both
treatments and control (13-19% reduction). The current study demonstrated that the
presence of the lactic acid bacteria in the sauerkraut fermentation accelerated pH decline
(<4.0) and these fermentation conditions decelerated the degradation of malathion and
chlorpyrifos-methyl. The results showed that, the stability of different insecticides
varied during same fermentation processes.

Keywords fermentation, insecticides, cabbage, lactic acid bacteria, yeasts, degradation

2020, viii + 56 pages.
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1. GIRIS

Beyaz lahana (Brassica oleracea L. var. capitata L. f. Alba) diinya ¢apinda yetistirilen
sebze tiirlerinden biridir. Bu bitkinin Avrupa kokenli oldugu diistiniilmektedir (Singh ve
ark. 2006). Beyaz lahana disinda farkli ¢esitler de bulunmakta olup, bunlar yaprak
boyutu, sekli ve rengi yanisira bas kisminin boyutu, sekli ve rengi ile farklilik
gosterebilmektedir. Beyaz lahana disinda kirmizi lahana (Brassica oleracea L.
var. capitata L. f. rubra) ve savoy lahana (Brassica oleracea L. var. sabauda) olmak
tizere ii¢ farkl cesidi yaygin olarak yetistirilmektedir (Nieuwhof 1969, Wold ve ark.
2006).

Lahana diyet lifi, mineral, aminoasit, vitamin, karotenoid, glukosinolat ve polifenol gibi
saglikli gida bilesenleri igermektedir. Beyaz lahananin kuru agirliginin yaklasik %90°1
karbonhidrattan olusmaktadir. Besin agisindan zengin lahananin ana bilesenlerinin,
yaklagik iigte biri diyet lifi ve ligte ikisi diisiik molekiil agirlikli karbonhidratlardir
(Wennberg ve ark. 2006). Ornek olarak, Cin lahanasinda gesit, tarimsal uygulamalar,
hasat zamani ve tespit metoduna bagl olarak degismekle birlikte, A, C vitaminleri, Ca,
Mg, K ve Na mineralleri, basta threonin, arjinin, y-aminobiitirik asit, alanin, asparajin,
serin ve glutamik asit olmak iizere 34 farkli aminoasit ile lutein ve B-karoten gibi
karotenoidlerin varlig rapor edilmistir (Wills ve Ranga 1996, Watanabe ve ark. 2011,
Kim ve ark. 2014, Raak ve ark. 2014, Bhandari ve ark. 2015, Patra 2016).

FAO 2017 verilerine gore, Cin (34 043 344 ton) basta olmak iizere Hindistan (8 807
000 ton), Rusya (3 530 487 ton), Giiney Kore (2 390 697 ton) ve Japonya (1 384 787
ton) lahana iiretiminin en ¢ok yapildig: {ilkelerdir (Anonim 2017). Diinya’ nin birgok
tilkesinde oldugu gibi Tiirkiye’ de de lahana yaygin olarak iiretilmektedir (Ayaz ve ark.
2005, Cao ve ark. 2005). Ulkemizde 2019 yil1 lahana {iretimi miktar1 819 667 tondur.
Bu miktarin 567 622 tonu beyaz lahana, 192 219 tonu kirmizi lahana, 56 726 tonu kara
lahana ve 3 100 tonu Briiksel lahanasindan olugsmaktadir. Ayrica iilkemizin en 6nemli
beyaz lahana iireticisi illeri, Nigde (118 593 ton), Samsun (91 312 ton), Bursa (37 848
ton), Mersin (28 271 ton), Mugla (24 865 ton), Sakarya (23 434 ton), Izmir (22 196
ton), Antalya (20 817 ton), Adana (19 640 ton) ve Afyonkarahisar (17 998 ton)’dir

(Anonim 2019a). Tiirkiye’de tiretimi yapilan sebzelerin %6,2’lik kismin1 lahana tiretimi



olusturmaktadir. Kislik sebzeler acgisindan degerlendirildigin de en fazla iiretilen sebze
tiirleri arasinda beyaz lahana onuncu sirada yer almaktadir (Balkaya ve ark. 2016).
Hasad1 yapilan lahananin biiyiik bir kismi i¢ piyasaya sunulmaktadir. Ulkemizde 2018-
2019 yili lahana ihracat miktar1 10 888 ton ve ithalat miktarlar1 2 323 ton olarak

raporlanmistir (Anonim 2019b).

Lahana giivesi Mamestra brassicae L. (Lepidoptera: Noctuidae) ve lahana yaprak
giivesi Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) gibi lahana yapraklari ile
beslenen bdcek tiirleri iirlinde 6nemli zararlar olusturmaktadirlar (Yildirim ve ark. 2009,
Guerena 2006, Zhou ve ark. 2017). Lahana iiretiminde ciddi verim kaybina neden olan
bu giive tiirlerinin miicadelesinde Tiirkiye’de lambda-cyhalothrin (LC), malathion (ML)
ve chlorpyrifos-methyl (CM) etken maddeli insektisitler (bocek o6ldiiriici kimyasallar)
ruhsatli olup, yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu insektisitlerin zararlilara kars1 6nerilen

en yiiksek tarla dozlar sirasiyla 12,5, 1105 ve 345 mgL!"dir (Anonim 20204a).

Lahana verimini artirmak ve olas1 zararlardan kag¢inmak i¢in insektisitlerin kullanimi
olduk¢a yaygindir. Ayrica, bu kimyasallarin ucuz, kolay uygulanabilir, hizli ve yiiksek
etkili olmalar1 iireticilerin kullanimini arttirmaktadir (Aziz 2011, Gonzalez-Rodriguez
ve ark. 2008, Machekano ve ark.2017,2019). Bununla birlikte, yiiksek
konsantrasyonlar1 insanlarda akut veya kronik zehirlenmelere neden olan bu
kimyasallarin iglenmis gidalar veya islenmemis taze iriinler iizerinde kalintilarinin
bulunmasi saglik agisindan risk olusturmaktadir (Gonzalez-Rodriguez ve ark. 2011). Bu
insektisitlerin kullanimi {iretim verimi icin gerekli oldugu i¢in, bunlarin kalintilarinin
hatta zehirli pargalanma iirlinlerinin (metabolit) izin verilen sinirlarda (Maksimum
Kalint1 Limiti: MRL) olmasi istenir (Cao ve ark. 2005, Taneja 2005, Chauhan ve ark.
2014). Iyi Tarim Uygulamalar1 (Good Agricultural Practices-GAP) ile iiretilen gidalarda
yasal olan MRL degeri Diinya Saglk Orgiiti (WHO), Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Organizasyonu (FAO), Kodeks Alimentarius Komisyonu (CAC), ABD Cevre
Koruma Ajansi (EPA) ve AB Komisyonu gibi uluslararasi kuruluslar tarafindan
belirlenip yonetmelikler olusturulmaktadir (Tiryaki 2003). Tiirkiye’de de 2016 yilinda
hazirlanan 29899 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan Tiirk Gida Kodeksi Pestisitlerin
Maksimum Kalint1 Limitleri Tebligi de bu yonetmeliklere uygun olarak hazirlanmistir

(Anonim 2016).



Lahana iizerinde pestisit kalintilarinin izin verilen MRL degerlerinde olmasi i¢in, bu
kimyasallarin 6nerilen dozlarda kullanilmasi ve uygulandiktan belli bir siire sonra (hasat
oncesi siire, Preharvest interval: PHI) sonra hasat edilmesi gerekmektedir (Cho ve ark.
2009). Avrupa Birligi tlkelerinde ve bir¢cok gelismis iilkede organik fosforlu (OP)
insektisitlerin kullanimi kisitlanmis olmasina ragmen, ML ve CM hala diinyanin biiyiik
bir boliimiinde ve iilkemizde yaygin olarak kullanilmaktadir (Anonim 2020b, Anonim
2020c, Anonim 2020d). OP maddeler, 1950'lerin basindan beri temas etkili sinir zehiri
insektisit veya akarisit olarak kullanilan kimyasallardir. Deney hayvanlar (fareler) i¢in
sirastyla 1 778 ve 5 000 mgkg' LDso akut oral toksisiteye sahip olan ML ve CM
bilesikleri memelilere orta derecede toksiktir. Ayrica, insanlarda kolinesteraz inhibitorii
olarak goreceli bir risk olusturmaktadir. ML ve CM'nin yarilanma omrii, hidroliz
aktivitelerine ve metabolizmaya bagl olarak laboratuvar kosullarinda sirasiyla 0,17-1
giin ve 12-12,5 giindiir (Anonim 2020d, Simon 2014, Roberts ve ark. 1999). Her iki
insektisitin de hasat oncesi siire araliklari lahana i¢in 7 giindiir (Anonim 2020d). MRL
degerleri 0,02 ve 0,01 mgkg'olarak belirlenmis olup, bu limitler oldukca diisiiktiir
(Anonim 2020b).

Lahanada kullanilan diger bir ilag ise Sentetik piretroitli (SP) insektisit lambda-
cyhalothrin (LC)’dir. SP intektisitler, insanlar dahil hedef olmayan organizmalara diistik
yan etkileri nedeniyle 1980'lerden beri c¢esitli tarimsal zararlilarin ve halk sagligini
tehdit eden vektorlerin miicadelesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Anonim 2020d,
Simon 2014, Roberts ve ark. 1999). SP insektisitler diisiik konsantrasyonlarda dahi
etkilidirler. Cevrede daha az kalicihga sahiptirler, fotostabildirler (giin 1s1nda
parcalanmazlar), organik klorlu ve OP insektisitlerinden daha kolay pargalanabilirler.
Tiim bu 6zelliklerinden dolay1 ¢ogu iirtinde kullanimi giderek artmistir (Pang ve ark.
1994). Lahanada ruhsath LC, fareler igin 56 mgkg' LDso degeri ile oldukga toksik bir
kimyasaldir. LC'nin yarilanma 6mrii saha kosullarinda 27 giindiir. LC'nin PHI ve MRL
degerleri, lahana igin sirasiyla 2 giin ve 0,15 mgkg!'dir (Anonim 2020b, Anonim
2020d).

Son donemde arastirmalar, pestisitlerin iglenmemis gida {iriinlerindeki kalintilart
yaninda cesitli isleme faktorlerinin (pisirme, depolama, fermente etmek vb.) bu

kimyasallarin kalintilarina etkisine odaklanmistir. Yapilan arastirmalar, bazi gida



muhafaza ve hazirlama yontemlerinin hammadde tizerinde var olan pestisit miktarlarini
artirdigini (kurutma, dehidrasyon), bazilarinin azalttigini (6giitme, pisirme, malt, sarap
yapimi) ve bazilarinin ise degisen etkiler gosterdigini (rafinasyon, fermantasyon) ortaya
koymustur (Bajwa ve Sandhu 2014). Pestisitlerin parcalanmast ve gidadan
uzaklagtirllma derecesi, pestisitin kimyasal yapisina, gida ile temas siiresine, gidanin
yapisina, gida isleme yontemleri ve ticari islem adimlarina gore degismektedir. Bununla
birlikte, pestisitler gida iriinlerine niifuz etmisse, kalintinin miktar1 pestisitin
pargalanma 6zelligine yani suda ¢oziiniirliigiine de baglidir. Pestisitlerin gidaya niifuz
etme hiz1 fizikokimyasal Ozellikleri ile yakindan iligkilidir. Termal bozulma,
¢Oziindiirme, hidroliz, oksidasyon ve indirgeme, fotoliz, uguculuk, mikrobiyal
bozulmaya bagli enzimatik transformasyon, agirlik degisimlerine bagli pestisit kalinti
seviyelerindeki degisiklikler ve pestisitlerin parcalanma 6zelliklerinden dolay1 bu isleme
mekanizmalart pestisit kalintilar1 miktarlarinda degisiklige yol agmaktadir (Farris ve

ark. 1992, Holland ve ark. 1994, Dordevic ve Durovic-Pejcev 2016).

Fermantasyonun gidalardaki pestisit seviyesini ¢esitli derecelerde etkiledigi
bildirilmistir. Uriin islenirken mikroorganizmalardan yararlanilmasi ve fermantasyon
uygulanmas1 pestisitlerin par¢alanmasina olanak saglayabilmektedir (Sharma ve ark.
2005, Bajwa ve Sandhu 2014). Geleneksel bir gida koruma teknigi olan fermantasyon,
ekmek, siit lriinleri, sarap ve biranin basta olmak iizere ¢esitli gidalarin raf omriinii
arttiran, besleyici degerlerini ve duyusal 6zelliklerini 1yilestiren en basit biyoteknolojik
islemlerden biridir (Buckenhiiskes 1997). Cogu iiriinde fermantasyon esnasinda pestisit
kalintilarinda azalma oldugu kaydedilmistir. Fermantasyon sirasinda insektisit
kalintilari, mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynaklar1t olarak
kullanilmakta ve/veya esteraz enzimleri ile metabolize edilebilmektedir (Regueiro ve
ark. 2015, Choi ve ark. 2004, Islam ve ark. 2010, Kumral ve ark. 2020, Zao ve Wang
2012, Bordevic ve ark. 2013). Bunun yani sira fermentasyonun pestisitler tizerine etkisi
hakkinda birka¢ olasi tahmin bulunmaktadir. Bazi arastirmacilar mikroorganizmalar
tarafindan pestisit kalintilarinin pargalanma olasiliginin yiiksek bir olasilik oldugunu
diisinmektedirler ki bu hiicre duvarlarindaki polisakkaritler {iizerindeki pestisit
adsorbsiyonunun bir sonucudur. Bununla birlikte, digerleri mikroorganizmalarin

pestisitlerle kontamine olmus ortama girdiklerinde, hiicre gelisimi i¢in gerekli miktarda



karbon, azot ve fosfor saglamak amaciyla bu kimyasallar1 beslenme kaynagi olarak
kullanacaklarina veya basitge biyolojik bozulmayla c¢evresel dekontaminasyonda rol
oynayan pestisit pargalayici enzimler iireteceklerine inanmaktadir (Azizi 2011,
Regueiro ve ark. 2015, Dordevic ve Durovic-Pejcev 2016). Bakterilerin hiicre disi
enzimleri pestisitleri par¢alamada oldukga etkilidir. Aislabie ve Lloyd-Jones (1995)
yaptiklar1 ¢alismada Alcaligenes, Flavobacterium, Pseudomonas ve Rhodococcus
cinslerinin liyeleri de dahil olmak {izere ¢esitli bakteri gruplarinin pestisit kalintilarini
parcalayabildigini gozlenmistir. Lactobacillus ve Leuconostoc cinsine ait bazi laktik asit
bakterileri (LAB), SP’leri, OP’lar1 ve Neonicotonoid (NEO)'leri, esteraz enzimleriyle
parcalayabildikleri gibi bu insektisitleri karbon ve enerji kaynaklar1 olarak kullanarak
metabolize de edebilmektedirler (Regueiro ve ark. 2015, Choi ve ark. 2004, Islam ve
ark. 2010, Kumral ve ark. 2020, Zao ve Wang 2012, Dordevic ve ark. 2013,Cho ve ark.
2009).

Lahana yapraklari, ¢ig tiiketilebildigi gibi pisirildikten veya fermentasyon isleminden
sonra da tiiketilmektedir. Diinya genelinde Alman tipi lahana tursusu (sauerkraut) olarak
bilinen {iiriin, protein, vitamin, essansiyal aminoasitler ve yag asitlerince zengindir ve
hos tat ve aromaya sahiptir. (Steinkraus 1994). Lahana tursusu, bol miktarda C vitamini,
organik asit, aminoasit ve diger besin maddeleri icerigi ile popiiler laktik asit
fermantasyonu {iriinlerinden biridir. Bu tursu geleneksel olarak taze lahanalarda bulunan
Lactobacillus ve Leuconostoc cinsine ait LAB tarafindan spontan fermentasyon ile
olgunlagsmaktadir (Miiller ve ark. 2018). Mikrobiyal flora fermentasyonun baslangic
asamalarinda degiskenlik gosterebilir, ancak ortamdaki bilesiklerin konsantrasyonu ve
ortam sicakligi LAB’nin baskin hale gelmesine olanak saglar (Zabat ve ark. 2018).
Fermente iirtinlerin tat, koku ve raf omrii gibi karakteristik 6zellikleri i¢in LAB’nin
varligr 6nemlidir. LAB {iriiniin duyusal 6zelliklerinden sorumlu organik asitleri, lezzet
bilesenleri ve vitaminleri iiretmekte (Pardez-Lopez ve ark. 1991, Harris ve ark. 1992,
Cheigh ve Park 1994, Holzaphel ve ark. 2008, Settanni ve Corsetti 2007, Turpin ve ark.
2011), ayrica LAB probiyotik 6zellik de gosterebilmektedir (Ljungh ve Wadstrom
2006, Maragkoudakis ve ark. 2006). Saglikl1 yasam tarzi hakkindaki popiiler makaleler,
diizenli lahana tursusu tiiketiminin saglikli bir sindirim florasina katkida

bulunabilecegini gostermektedir. Bu makalelerin yazarlari, diyete lahana tursusu veya



kimchi gibi  gidalarin  eklenmesinin,  gastrointestinal  sisteme  probiyotik

saglayabileceginden faydali oldugunu iddia etmektedirler (Chris ve ark. 2013).

Lahana tursusuna egemen olan LAB esas olarak Lactobacillus, Leuconostoc ve
Pediococcus cinsine aittir. Bu bakterilerin homofermantatif olanlar1 glikozdan %85
oraninda laktik asit iiretirken heterofermentatif olanlar1 laktik asit, karbon dioksit, etanol
ve asetik asit liretmektedir (Miki 2004). Bu nedenle lahana tursusu fermantasyonunda
pH degeri 4.0'n altina kadar diisiirebilir (Miiller ve ark. 2018). Diisiik pH degerleri baz1
insektisitlerin parcalanma siireclerini yavasglatmakta, ¢ogu zaman da stabil kalmasina
neden olabilmektedir. Tiim bu bilgiler 15181 altinda, ML, CM ve LC gibi insektisitlerle
kirletilmis lahana yapraklarinin fermantasyonu siirecinde bu insektisitlerin parcalanma
durumlarinin ne olacagi tam olarak bilinmemektedir. LAB’nin metabolik faaliyetlerine
bagl olarak bu insektisitlerin par¢alanmalar1 kuvvetli bir ihtimal iken, tursu ortaminda
pH’1n hizlica 4,0’1n altina diismesi pestisitlerin stabilitisini arttirabilmektedir. Tiim bu
nedenlerle, bu tez calismasinda, {i¢ insektisitle (ML, CM, LC) kirletilmis lahana
yapraklarindaki fermantasyon siirecindeki pargalanma siirecleri dogal ve starter ilave
edilmis (Lactobacillus plantarum 112) o6rneklerde LC-MS-MS cihaz1 kullanilarak
incelenmistir. Kontrol grubu olarak insektisitle kirletme isleminden sonra sadece
laboratuvar kosullarinda vakumlanmis taze lahana yapraklari kullamilmistir. Ayrica
fermentasyon siiresi boyunca lahana tursusu numunelerinde pH degerleri ve mikrobiyal

gelisme periyodik olarak izlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Lahana tursusu, LAB’nin fermantasyonu sonucunda elde edilen iirlindiir ve dolayisiyla
potansiyel bir probiyotik kaynaktir (Touret ve ark. 2018). I¢erdigi mikrofloradan dolayi
cogu arastirmaya konu olmustur. Onceki c¢alismalarda heterofermentatif Leuconostoc
mesenteroides; fakiiltatif homofermentatif Lactobacillus plantarum; homofermentatif
Pediococcus pentosaceus ve heterofermentatif Lactobacillus brevis’in fermentasyondan
sorumlu birincil mikroorganizmalar oldugu belirtilmistir (Orillo ve ark. 1969, Fleming
ve ark. 1988, Hui ve ark. 2012). Bununla birlikte, DNA parmak izi teknikleri ile lahana
tursusu fermentasyonunda aralarinda Leuconostoc citreum, Leuconostoc argentinum,
Leuconostoc fallax, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus coryniformis ve
Weissella sp. da dahil olmak {izere daha fazla laktik asit bakterisi tiirii bulundugu tespit
edilmistir (Plengvidhya ve ark. 2007). Ancak, kontrolsiiz olarak spontan fermentasyon
kosullarinda lahana tursusunun yapisini, kokusunu ve tadini olumsuz etkileyebilecek
istenmeyen mikroorganizmalar da ortamda bulunabilmektedir. Bundan dolay starter
kiiltiirlerin kullanimi lahana tursusu kalitesindeki degisimleri en aza indirdiginden ve
tuz miktarmi potansiyel olarak azalttigindan, son yillarda starter kullanimi iizerindeki
arastirmalara yogunlasilmistir (Breidt ve ark. 1995, Kalac ve ark. 2000, Holzaphel ve
ark. 2008, Viander ve ark. 2003, Yang ve ark. 2019).

Bu nedenle Alman tipi lahana tursusu iiretimi lizerine gergeklestirilen aragtirmalar daha
cok katilan tuz oranmin diisiiriilmesi ve starter eklenmesi yolu ile daha kontrollii bir
tiretim yapilmasi yoniindedir. Alkali eklenmis tuzlar asidi nédtralize edebildigi igin saf
sodyum kloriir kullanmaktadir. Uretimde kullanilan NaCl miktar: tiiketici taleplerine
bagli degismekle birlikte genellikle %0,6 ile %2,5 arasinda degismektedir (Holzapfel ve
ark. 2008, Hui ve ark. 2012). Fermantasyon heterofermentatif Leu. mesenteroides
onciliiglinde baslar. Toplam asitlik %0,25-0,3’¢ ulastiginda bu bakteri grubunun
aktivitesi yavaslar, ancak enzimleri ¢alismaya devam eder. Fermantasyon L. plantarum,
L. cucumeris ve L. brevis tiirleri yardimiyla asitlik %1,5-2,0 olana kadar devam eder.
Fermentasyon toplam asitlik %2,0-2,5’a ulastiginda son bulur. Asitler alkol ile birlikte
lahana  tursusunun  karakteristik  lezzetini  olusturur.  Asitlik, istenmeyen
mikroorganizmalarin gelismesini engelleyerek {iriiniin raf 6mriinii de uzatmaktadir (Hui

ve ark. 2012).



Lahana tursusu tiretiminde diger bir kritik nokta da fermentasyon sirasinda en uygun
ortam sicakliginin belirlenmesidir. Fermantasyon i¢in en uygun sicaklik yaklasik 21°C
olarak bulunmustur. Leu. mesenteroides’in gelisebilmesi igin baslangi¢ sicakliginin
18°C ile 22°C araliginda olmasi istenmektedir. Buna karsilik, 22°C'den yiiksek
sicakliklar Lactobacillus tiirlerinin gelismesini desteklemektedir (Holzapfel ve ark.
2008, Hui ve ark. 2012). Lahana tursusunun kalitesi, taze lahanadaki orijinal mikrobiyel
poplilasyona bagl olarak degisebilmektedir. Ancak iiriiniin kalitesi i¢in bu popiilasyona
giivenmek yerine starter kiiltiirlerinin kullanimi, daha giivenli ve saglikli tirlinlerin
tiretilebilmesi i¢in fermentasyon siirecini iyilestirebilmekte ve fermantasyon siirecini
hizlandirabilmektedir. Ayrica asitligin kontrolii ile iirlinde istenmeyen (gram-negatif)

mikroorganizmalarin gelismesi engellemektedir (Méki 2004).

Alman tipi lahana tursusu fermentasyonu sirasinda lireyen LAB, bagisiklik sistemi,
kardiyovaskiiler sistem ve metabolizma saglig1 iizerinde potansiyel etkileri olan
biyoaktif peptitler ve poliaminler iiretirler. Ayni zamanda fenolik bilesikleri
(flavonoidler gibi) biyolojik olarak aktif metabolitlere doniistiirebilir, toksinleri ve anti-
besinleri azaltabilirler. Fermente gidalarda bulunan prebiyotikler ve vitaminler gibi gida
bilesenleri de saglik i¢in faydalidir (Abu-Salem ve ark. 2014, Filannino ve ark. 2015,
Pessione ve Cirrincione 2016, Salazar ve ark. 2016, Dimidi ve ark. 2019). Yapilan
bilimsel c¢aligmalarda yiiksek seviyelerde glukozinolatlarin, askorbigen ve askorbik
asidin kanser hastalarinda DNA hasarim1 ve hiicre mutasyon oranini azalttigi
bulunmustur. Fermentasyonun kosullarina bagli olmamakla beraber, lahana tursusunda
bu bilesiklerin yiiksek oranda bulundugu bildirilmektedir (Spicka ve ark. 2002, Mattila
ve Hellstrom 2007, Chen ve ark. 2013, Seong ve ark. 2016). Yukarida kisaca 6zetlenen
siireclerle ilgili son yillarda yapilan calismalar kronolojik siralamaya gore asagida

verilmistir:

Giiven ve ark. (1983) beyaz lahana kullanilarak Alman tipi lahana tursusu iiretimi
tizerinde incelemeler yapmislardir. Materyal olarak beyaz ve mor lahana kullanilan
aragtirmada kiyaslama yapabilmeleri i¢in salamura tursuya da yer vermislerdir. Sonug
olarak, sauerkrautun, besin 6gelerince salamura tursudan daha zengin oldugunu ve

Tirkiye’de sauerkraut iiretimine yer verilebilecegini de belirtmislerdir.



Kalac ve ark. (2000) 3 farkli beyaz lahana ¢esidinden Alman tipi lahana tursusu tiretimi
gerceklestirmislerdir. Lahana tursularini 14 giin boyunca 22°C'de fermentasyona
birakmislar ve daha sonrasinda 5-6°C'de alt1 ay depoladiktan sonra analiz etmislerdir.
Bu c¢alismada arastirmacilar, starter olarak L. plantarum, L. casei, P. pentosaceus, E.
faecium ve karigtk Microsil ticari kiiltiirlerini 5x10° kobg ! konsantrasyonunda
denemisler, kendiliginden fermente olan lahana tursusunu kontrol grubu olarak
kullanmuslardir. Orneklerin pH, toplam asitlik, laktik asit, asetik asit, amonyak, alfa-
amino gruplar1 ve ethanol miktarina ek olarak biyojenik amin igerikleri de tespit
edilmistir. Histamin, triptamin, spermidin ve spermin konsantrasyonlariin genellikle 10
mg kg "', bazen de tespit limitlerinin altinda oldugunu bulmuslardir. Kontrol
grubunda toplam konsantrasyonlar1 450 ile 780 mgkg ' olan tiramin, putresin ve
kadaverin olusumunun, L. plantarum ve Microsil ilaveli 6rneklerde 6nemli Glglide
baskilandigini1 belirtmislerdir. Benzer sekilde, ilave edilen kiiltiirlerin asetik asit,
amonyak ve alfa-amino gruplarinin olusumunu da 6nemli Olclide azalttigi, diger

mikroorganizmalarin etkilerinin ise sinirli oldugu arastirmacilar tarafindan belirtilmistir.

Viander ve ark. (2003), diisiik NaCl (%0,5 ve %1,2 NaCl) ve mineral tuz (%0,3 NaCl’e
esdeger %0,5 mineral tuz karigimi, %28 KCI+ %57 NaCl) konsantrasyonlarinin beyaz
lahanadan elde edilen Alman tipi lahana tursular1 ve sularina etkisini incelemisglerdir. pH
en hizl1 %1,2 NaCl i¢eren drneklerde diigse de, 6. giin sonunda 6rneklerin pH degerleri
arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark goriilmemistir. Fermantasyon isleminin
baslangicinda LAB’nin gelisiminin, %1,2 NaCl'li 6rneklerde ¢ok hizli ve %0,5 mineral
tuzu ile yapilan numunelerde ise ¢ok yavas oldugunu ifade edilmistir. %1,2 NaCl’li
orneklerde fermantasyonun iigiincii giiniinde 10® kobml!' LAB sayisma ulasilmis iken,
ayni seviyeye %0,5 mineral tuzlu 6rneklerde 6., %0,5 NaCl’lii 6rneklerde ise 4. giinde
ulagilmistir. Fermantasyonun sonunda, sikilan tursu sularinin tamaminda tuz
konsantrasyonu fark etmeksizin LAB sayis1 10® kobml™! olarak tespit edilmistir. Tursu
sularinin duyusal kalite degerlendirmesinde %0,5 mineral tuz ile fermente edilen lahana
tursusu suyunun en 1iyi lezzete sahip odugu bildirilmistir. Ayrica 4°C'de saklama
sirasinda tiim tursu sularinda LAB, maya, kiif, enterobakter, mezofilik ve termofilik

spor sayisinin azaldig1 gézlemlenmistir.



Plengvidhya ve ark. (2007), 4 ticari Alman tipi lahana tursusu 6rneginden elde ettikleri
686 laktik asit bakterisi izolatinin teshisini DNA parmak izi yontemi kullanarak
yapmistir. Arastirma sonuglari, Alman tipi lahana tursularinda bulunan LAB’nin daha
onceki ¢aligmalarda fermantasyonda etkili birincil mikroorganizmalar olarak belirtilen
Leu. mesenteroides, L. plantarum, P. pentosaceus ve L. brevis'den ¢ok daha fazla
cesitlilige sahip oldugunu ve Leuconostoc citreum, Leuconostoc argentinum,
Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus coryniformis ve Weissella tiirlerinin de
varligini gostermistir. Arastirmacilar ayrica, diisiik tuzlu ve arzu edilen mikroflora ve
duyusal o6zelliklere sahip tirlin eldesi i¢in, mikrobiyotanin iyi bir sekilde analiz

edilmesinin gerekliligini vurgulamiglardir.

Penas ve ark. (2010), 1-3 ay siire ile sogukta muhafaza edilen Alman tipi beyaz lahana
tursulariin  mikrobiyal kalitesine yiliksek hidrostatik basmncin  (HHP) etkisini
arastirmislardir. Tursular 2 farkli tuz konsantrasyonunda (%0,5 ve %1,5) dogal ve L.
plantarum (CECT 748) ve L. mesenteroides (CECT 219) (1:1) igeren karisik starter
kiiltiir ilaveli olarak hazirlanup 7 giin oda sicakliginda fermantasyona birakilmistir.
Fermentasyon ile toplam koliform bakteri sayisinin azaldigi, aerobik mezofilik bakteri
ve LAB sayisinin arttig1, en fazla artisin ise starter ilaveli fermentasyonda oldugu
bildirilmistir. Calismada HHP’nin genel mikrofloray1 azalttigi (4-5 log kobg!) ve
depolama siiresinde aerobik mezofilik bakteriler ve LAB'da bir artis meydana getirdigi
belirtilmistir. Arastirmacilar tarafindan HHP uygulamasinin lahana tursusunun
mikrobiyal kalitesi ve raf Omriiniin iyilestirilmesinde olumlu etkide bulundugu

bildirilmistir.

Beganovic ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada kontrollii ve kontrolsiiz fermentasyonla
tiretilen Alman tipi lahana tursularinda meydana gelen mikrobiyel degisimleri
aragtirmiglardir. Kontrollii fermentasyon i¢in probiyotik L. plantarum L4 susu ve Leu.
mesenteroides LMG 7954 susunu kullanmislardir. Starter kiiltiirlerin etkisini kontrol
etmek amaciyla fermentasyon sonunda rastgele 10 LAB 6rnegi secip APISOCHL testi
ile tanimlamuslar ve probiyotik kiiltiiriin varligini Jel Elektroforezi ile dogrulamislardir.
NaCl konsantrasyonunun %4’ten %2,5’e indirildigi LAB ilaveli 6rneklerin 14 giinliik
fermentasyon siiresini hizlandirdig1 ve iirtin kalitesini de arttirdigi, probiyotik hiicre

sayisinin 10° kobg’dan fazla ¢ikmasmdan dolayr bu iiriiniin probiyotik iiriin olarak
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kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ayrica diisik NaCl konsantrasyonlu, probiyotik
degere sahip fermente lahanalarin iiretilmesi ve fermentasyon siiresinin kisaltilmasi

ekonomi i¢in 6nemli oldugu kadar ekoloji i¢inde dnemli oldugu belirtilmistir.

Jagannath ve ark. (2012) calismalarinda iki asamali kontrollii lahana fermentasyonda,
%0,5 tuz ve Leu. mesenteroides ve L. plantarum kiiltiirlerini kullanmiglardir. Kontrollii
fermentasyonunda pH’1in 60 saat i¢inde 4,5’in altina diistiigii, 15 giin i¢inde de glikozun
tamaminin kullanildigr gézlemlenmistir. Buna karsilik dogal fermentasyonlu kontrol
grubunda ayni siire igerisinde glikozun %15-18’1 kullanilmadan kalmistir. LAB ilaveli
orneklere kiyasla, dogal fermantasyonda 90 giinliik depolama siiresi boyunca tirozin,
histidin, treonin, alanin, valin, fenilalanin, izoldsin, 16sin, metionin gibi amino asitlerin
onemli dl¢lide azaldig da goézlemlenmistir. Kontrollii fermentasyonla iiriiniin 15 giinde

stabil hale geldigi ve 3 aya kadar duyusal kabul edilebilirligini korudugu bildirilmistir.

Xiong ve ark. (2012) halk dilinde “PaoCai” olarak da bilinen Cin tipi lahana tursusunun
spontan fermentasyonu siiresince LAB florasini incelemislerdir. G6ézlemleri sonucunda
fermentasyonda Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, L. plantarum, Lactobacillus casei ve Lactobacillus
zeae baskin tiir olarak bulundugunu bildirmislerdir. E. faecalis and Leu. mesenteroides
subsp. mesenteroides lahana tursuya islenir islenmez salamurada bulunurken diger 4 tiir
fermentasyon siiresi boyunca art arda izole edinmislerdir. E. faecalis and L. lactis subsp.
lactis fermentasyonun ilk agamalarinda rastlamalarina ragmen sonraki asamalarda yok
olmuslardir. Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides 5., L. zeae 5,5. giin sonuna kadar
canliligini stirdiirmiistiir. Fermentasyonun son asamasinda ise L. plantarum ve L.
casei'nin baskin tiir oldugu bildirilmistir. Ozetle fermentasyon isleminin Leu.
mesenteroides subsp. mesenteroides tarafindan baslatildigini, bunu E. faecalis, L. lactis,
L. zeae’un izledigi ve en sonunda da L. plantarum ve L. casei tarafindan basarili bir
sekilde sonuglandirildig belirtilmistir.

Orgeron ve ark.’a (2016) yaptiklar1 ¢alismada, dogal fermantasyonla iirettikleri Alman
tipi lahana tursusunun farkli porsiyon miktarlarinda probiyotik ozellik tasiyabilecek
miktarda mikroorganizmaya sahip olma potansiyelini ticari probiyotik gida takviyesi
(kontrol) 1ile karsilastirmali olarak arastirmiglardir. Kontrol grubunun probiyotik

mikroorganizma yiikii 4,3x10” kob olarak tespit edilirken, 2 yemek kas181 porsiyonda
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1,5x10%, ' kap porsiyonda 59x10° ve 1 kap porsiyonda ise 1,2x107 kob
mikroorganizma yiikii belirlenmistir. Sonug olarak, en kii¢iik porsiyonda bile tavsiye
edilen hiicre sayisina erisildigi, bu bulgulara dayanarak lahana tursusunun probiyotik

stiper gida olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir.

Miiller ve ark. (2018), %1,0 iyotlu tuz ve laktik starter kullanarak iyodun
fermentasyondan sorumlu LAB ile etkilesimi olup olmadigini arastirmislardir. Iyotun
etkisi, dogal fermantasyona ek olarak 1x107 kobml' oraninda L. plantarum ve Leu.
mesenteroides varliginda test edilmistir. 24 saat sonra starter ilave edilen 6rneklerde
mikroorganizma yiikiiniin 1x10° kobml"’ye ulastigi ve pH'm 4,0'n altina diistiigii
gozlemlenmistir. Buna karsilik, dogal fermente 6rneklerde LAB sayis1 1x10° kobml ™"
den 1x10° kobml!" ye daha yavas yiikselmis, 4,0'n altinda bir pH seviyesi ancak 3 giin
sonra saglanmistir. Yapilan iyot analizleri, fermantasyonun iyot miktarini
etkilemedigini gostermistir. Ayrica, iyotlu tuz kullaniminin istatistiki olarak mikrobiyel
popiilasyonlar1  etkilemedigi, yaygmn inanisin tersine, fermantasyonda etkili
mikroorganizmalarin gelismesi {izerine herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi

belirtilmistir.

Touret ve ark. (2018) 4 farkli sekilde fermente edilmis lahana tursusundan probiyotik
mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu gerceklestirmislerdir. Toplam 114
izolatin fenotipik ve genotipik karakterizasyonu gergeklestirilerek, cins diizeyinde tanisi
yapilmus, giivenlik ve probiyotik &zellik agisindan degerlendirilmistir. Izolatlardan
%S352'sinin  Lactobacillus cinsine, %33'intin ise Leuconostoc cinsine ait oldugu

belirtilmistir.

Zhou ve ark. (2018), kuzeydogu Cin lahana tursusunun mikrobiyel ¢esitliligi ve iiriinde
nitrit birikimini arastirmiglardir. Klasik kiiltiir yontemleri ile polimeraz zincir
reaksiyonu denature gradyent jel elektroforezi yontemlerini birlikte kullanarak Cin
lahana tursusunun mikrobiyal ¢esitliligini belirlemislerdir. Lactobacillus, Leuconostoc,
Enterobacter, Accumulibacter, Thermotoga, Pseudomonas, Clostridium, Rahnella ve
Citrobacter’in farkli fermentasyon donemlerinde baskin mikroorganizmalar oldugunu

tespit etmislerdir. pH degeri ve nitrit konsantrasyonunun LAB diizeyi ile iliskili oldugu
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belirtilmistir. Ayrica Lactobacillus ve Leuconostoc’larin, Enterobacter’ ler gibi nitrati
indirgeyen bakterileri engelleyerek nitriti azaltma yetenegine sahip oldugu bildirilmistir.
Yang ve ark. (2019) farkli tuz konsantrasyonlarinin (%0,5, %15, %2,5 ve 9%3,5)
kuzeydogu Cin lahana tursusu fermantasyonu iizerindeki etkilerini incelemek i¢in Leu.
mesenteroides ORC2 ve L. plantarum HBUAS 51041 Kkiiltiirlerini starter olarak
kullanmiglardir. pH degisimi, titre edilebilir asit, nitrit, aminoasit, indirgen seker,
metabolit (organik asitler, alkoller ve sekerler) analizleri ile mikrobiyal (LAB, mayalar,
toplam  koliformlar) sayimlar ve duyusal testler sonucunda, 90,5 tuz
konsantrasyonunun lahana tursusunun mikrobiyal metabolizmas1 ve duyusal kalitesi
tizerinde olumlu etki gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda diger ii¢ tuz
konsantrasyonu ile kiyaslandiginda %0,5'lik gruptaki glikoz ve friiktoz tam anlamiyla
tilkketilerek organik aside metabolize edilmistir. Sonug olarak %0,5 tuzun olgunlagmay1
onemli Olglide hizlandirdigi ve lahana tursusunun duyusal kalitesini iyilestirdigi

bildirilmistir.

Liu ve ark. (2019) calismalarinda Paocai ve baharatli Cin lahanasindaki mikrobiyal
floray1 kiyaslamiglardir. Bu fermente sebzelerde 26 sube, 480 cins ve 338 tiire ait
bakteri temsilcilerine rastlamislardir. Her iki {irinde de yaygin olarak Firmicutes ve
Proteobacteria subeleri ile Lactobacillus, Pediococcus, Serratia, Stenotrophomonas ve
Weissella cinsleri tespit edilmistir. Baharatli Cin lahanasindaki mikrobiyal floranin
toplam asitlik, laktik asit ve asetik asit icerigi ile pozitif, tuzluluk ile negatif korelasyon

gosterdigi, Paocai’de ise tam tersi bir durum gelistigi belirtilmistir.

Bu tez c¢alismasinin asil amaci lahana yapraklari iizerinde bulunan bazi insektisit
kalintilarinin Alman tipi lahana tursusu fermentasyonu sirasinda parcalanma siireglerini
belirlemektir. Pestisitlerin insan sagligina olan olumsuz etkilerinin tespit edilmesi ile
birlikte diinyada ilk pestisit kalint1 calismalar1 1950°1i yillarda baslamistir. Ulkemizde
ise 1959 yilinda Ankara Zirai Miicadele Ilag ve Aletleri Arastirma Enstitiisii’nde Kalint1
Analiz Laboratuvart’nin kurulmasi ile ilk arastirmalar yapilmistir (Durmusoglu ve Celik
2001). Giiniimiizde islenmis ve islenmemis gidalardaki pestisit kalinti diizeyleri
bakanlik laboratuarlar1 yani sira 6zel laboratuarlarda da tespit edilebilmektedir.

Kalintilarin belirlenmesinde yaygin olarak kromotagrafik metotlar kullanilmaktadir.
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Ancak bu metotlarin basaris1 kullanilan ekstraksiyon yontemine ve pestisitin ekstrakta

gecisine bagl olmaktadir (Tiryaki 2003).

[lk zamanlarda birgok pestisitin giivenli ve hizli ekstrasyonu i¢in ydntem calismalar
agirhik kazanmistir. Bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edileni Anastassiades ve
ark.’nin (2003) meyve ve sebzelerde pestisitlerin ¢ok sinifli ve ¢ok asamali analizi i¢in
gelistirdigi “hizli, kolay, ucuz, etkili, saglam ve giivenli” sozciiklerinin kisaltilmasi
olarak isimlendirilen QUEChERS yontemi olmustur. Gelistirilen daha onceki bir¢ok
geleneksel kromatografik analiz yonteminin aksine QUEChERS yaklagimi, tespit igin
kiitle spektrometresine (MS) bagh gaz (GC) ve sivi kromatografisi (LC) sistemleri
sayesinde yiiksek derecede secicilik ve hassasiyet saglamaktadir. GC-MS/MS ve LC-
MS/MS ile birlikte QUEChERS numune hazirlama yaklasimi pratik faydalar ve
milkemmel sonuglar sagladigindan bu analiz yontemine biiylik ilgi duyulmustur.
QuEChERS yaklasimi ¢ok esnektir ve laboratuvarda bulunan analit Ozelliklerine,
matriks kompozisyonuna, ekipmana ve analitik teknige bagl olarak modifikasyonlar
yapilabilmektedir. Modifikasyonlarda farkli biiyiikliikte 6rnek, farkli oranlarda tuzlar ve
coOziiciiler kullanilsa bile, bircok matriksteki birgok pestisit i¢in yiiksek geri kazanim
elde edilebilen bir uygulama oldugu belirtilmektedir (Cetinkaya Agar 2015, Lehotay ve
ark. 2010). Bu tez calismasinda QUEChERS ekstrasyon yontemi kullanilarak LC-MS-
MS cihazinda malathion (ML), chlorpyrifos-methyl (CM) ve lambda-cyhalothrinin (LC)
kalintilar1 saptanmaya calisilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda incelenen insektisitler
lizerine yapilan kalint1 arastirmalari, lahana {izerinde yapilan pestisit kalint1 ¢aligmalari
ve pestisitlerin parcalanmasinda LAB’nin etkisi ile ilgili ¢calismalar asagida kronolojik

siraya gore verilmistir.

Freed ve ark. (1979) yaptiklar1 calismada fermantasyon sirasinda ML’ nin
par¢alanmasinin bakteriyel olmadiginin, bu parcalanmanin diisiik pH araliginda ML nin

kararsizligindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Wen ve ark. (1985) kaynatmanin pestisitlerin pargalanmasi iizerine etkilerini belirlemek
lizere yaptiklar1 ¢alismada, 30 dakika kaynatilmis Cin lahanasinda, OP’lu ve organik
klorlu insektisitlerden diazinon, dieldrin, dimetoate, fenitrothion ve chlorthalonilin

parcalanma oraninin %72-99 arasinda oldugunu belirlemislerdir.
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Yun (1989), fermentasyon boyunca Kimchi’de bulunan chlorpyrifos miktarini
izlemistir. Bu amagla geleneksel yontemle Kimchi hazirladiktan sonra 4 hafta boyunca
4°C'de fermente etmistir. Sonugta ¢ig lahanadaki 0,161 ppm chlorpyrifos kalinti
miktarinin 4 kez yikama ile 0,0938 ppm’e ve 4 haftalik Kimchi fermentasyonu sonunda

ise 0,0099 ppm’e diistiigiinii gézlemlemistir.

Sharma ve ark. (1994) fungusit olarak kullanilan mancozeb’in bulasik oldugu
orneklerde yikama ve pisirme kombinasyonunun lahana, domates, bamya ve patlicanda
%353-79 oraninda pestisit dekontaminasyonu sagladigini, sadece yikamanin %20-52

oraninda mancozeb kalintisin1 azalttigini tespit etmislerdir.

Lee ve Chou (1995) Cin lahanasinda bulunan chlorothalonil’in uygulanan 6n islemler
arasindan en yiikksek oranda %!l tuzlu su ile yikama sonucu azaltilabildigini

bildirmislerdir.

Nagesh ve Verma (1997) yaptiklari ¢alismada 6nemli zararlilar1 kontrol etmek igin ayr1
arazilerdeki lahanalar1 (Brassica oleracea var. capitata) chlorpyrifos (%0,05) ve
quinalphos (%0,05) ile muamaele etmislerdir. Farkli siireclerdeki kalintilarin yikama ve
pisirme gibi ¢esitli isleme yontemleri ile azaltilabildigini gostermislerdir. Numunelerin
tuzlu suyla yikanmasinin, musluk suyu ile yikamasindan o6nemli oOlgiide farkl

olmadigini1 gdzlemlemislerdir.

Lee ve Lee (1997) yaptiklar1 ¢calismada 4 mgkg™! diizeyinde OP insektisit O-etil O-4-
nitrofenil fenilfosfonotioat (EPN) kullanarak piiskiirtme yontemiyle kirletilen tipik Cin
lahanast Kimchi'nin hazirlama islemlerinin etkisini degerlendirmislerdir. EPN
kalintilarinin tuzlama ve yikama ile %31 oraninda uzaklastirildigi, fermentasyonla da ek
olarak %3 oraninda azaldigi gozlemlenmistir. Ayrica, Kimchi'de EPN'nin LAB

tarafindan mikrobiyal yolla par¢alanmasinin ¢ok az oldugu bildirilmistir.

Park ve ark. (2002) Cin lahanasinda bulunan ti¢ farkli pestisitin kalintilarinin Kimchi
fermentasyonu siirecinde uzaklastirilmasin1 aragtirmiglardir. Kimchi’nin su ile
yikanmasi esnasinda OP’lu insektisitler pirimiphos-methyl %62, chlorpyrifos %54,8 ve

prothiofos’un %61,1 oraninda azaldigi, yikama sonrast tuzlama ile de kalinti
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miktarlarin  %22,4-23,8’e diistiigii belirtilmistir. 4°C'de 24 giinliikk fermentasyon
siiresince de, pH’ 1 5,8'den 4,5'e diistligli, yikama ve tuzlamadan sonra kalan pestisit
miktarinin tiim pestisitler i¢in %51,4-69,4 oranlarinda azaldig: belirtilmistir. Ayrica, 11
giin boyunca 4, 10 ve 20°C’de tutulan Kimchi 6rneklerinde chlorpyrifos miktarinin
baslangi¢ konsantrasyonuna gore sirasiyla %29,2, %45,0 ve %77,3 oraninda azaldigi,
kalan chlorpyrifos miktarinin ise 100°C'de 6,5 dakika 1sitilarak ancak %16,3 oraninda
diisiiriilebildigi aktarilmistir.

Kang ve Lee (2005), Cin lahanas1 ve 1spanak drneklerine sekiz farkli pestisiti iki farkl
konsantrasyonda uygulayarak salamurada bekletme, pisirme ve haslama islemleri
sirasinda kalinti veya transfer oranini belirlemeye calismislardir. Cin lahanalarim
salamura icin 4 saat boyunca %8’lik tuzlu suyla hazirlamislar, pisirme islemi i¢in ise 20
dakika boyunca suda kaynatmislardir. Tuzlu suda bekletme ile diazinon ve
dichlorvos’un yaklasik %20 oraninda azaldigi, ancak diger pestisitlerde azalma
olmadig1 belirtilmistir. Ev tipi pisirme yOnteminde en yiiksek konsantrasyona sahip
kalintilarin ~ diazinon ve dichlorvos (%80-90) oldugu, SP’li insektisitlerden
cypermethrin, deltametrin ve fenvalerate’in konsantrasyonlarinin ise bir miktar arttigi

bildirilmistir.

Zhang ve ark. (2007) %10 asetik asit ve %10 sodyum kloriir iceren ¢ozeltiyle yikama
isleminin sadece musluk suyu ile yikanan taze lahana yapraklarina kiyasla chlorpyrifos,
p, p-DDT, cypermethrin ve chlorhalonil kalintilarimin  yaklasik  %65-74’ini
uzaklagtirilabildigini gozlemlemislerdir. Bunun yani sira, 48 saatlik sogutmanin

pestisitlerin %3,6’sin1, kizartmanin ise %86,6’sin1 parcalayabildigini belirtmislerdir.

Khay ve ark. (2008), sera kosullarinda Cin lahanasini lufenuron’un tavsiye edilen dozu
ve bu dozun 2 kat1 ile ilaglayarak hasat sonrasi 4,6-5,8 giin yarilanma omrii boyunca
degisen parcalanma durumunu incelemislerdir. Calisma sonucunda, kalint1 seviyelerine
bakildiginda, sera sartlarinda Kore Gida ve ilag Idaresi' nin 0,2 mgkg' MRL degerine

uygun bir sekilde Cin lahanasi tiretiminin zor oldugunu bildirmislerdir.

Cho ve ark. (2009) kimchi fermentasyonu sirasinda OP’lu pestisitlerden CP (30 mgL')’

un parcalanmasi lizerine mikroorganizmalarin etkisini arastirmislardir. Chlorpyrifos’un

16



ilk 3 giinde % 83,3 oraninda yikildigi, 9 giinde ise tamamen yok oldugu belirtilmistir.
200 mg L' CP igeren kimchi fermentasyonu sirasinda chlorpyrifos yikama yetenegine
sahip 4 LAB’si izole edilmis ve bunlarin L. mesenteroides, L. brevis, L. plantarum ve L.

sakei olarak tanimlandig: ifade edilmistir.

Islam ve ark. (2010) chlorpyrifos’u biyolojik olarak pargalayabilen L. brevis WCP902’i
kimchi'den izole etmislerdir. Bu mikroorganizmadan klonladiklar1 825 baz ¢iftlik opdB
geninin, 274 aminoasidi kodlayan ve yaklagik 27 kDa molekiil agirligina sahip bir
organophosphorus hydrolase (OpdB) enzim molekiiliinii ifade etti§ini bulmuslardir.
Optimim OpdB aktivitesinin pH 6,0 ve 35°C'de ve chlorpyrifos, caumaphos, diazinon,

methyl-parathion ve parathion’un yikimi sirasinda goriildiigii belirtilmistir.

Osman ve ark. (2010) Suudi Arabistan’da sera kosullarinda yetistirilen 160 sebze
numunesinde kalint1 ¢aligmasi yiirlitmis, 23 farkli pestisitin taramasini yapmislardir.
Piyasadan toplanan 160 Ornekten %55,6’inda pestisit kalintisina rastlanilmig, bu
orneklerin %59,6’s1 MRL iizerinde bulunmustur. MRL degeri iizerinde kalintiya en
fazla lahana orneklerinde rastlanmistir. Lahana 6rneklerinde en yiiksek konsantrasyona

sahip pestisitin 6,21 mgkg™' ile CM oldugu belirtilmistir.

Azizi (2011) Iran’da sebzelerden izole edilmis mikrofloranin fermentasyon islemi
sirasinda insektisitlerin parcalanmasi iizerindeki etkilerini arastirmistir. 48 saatlik
fermentasyon sonrasinda ML konsantrasyonun %86, diazinon konsantrasyonunun ise

%17 oraninda azaldigini belirtmislerdir.

Bo ve ark. (2011) yogurt olusumu sirasinda pestisitlerin bozunma kinetiklerini
arastirmak i¢in 7 farklt OP’lu insektisit (dimetoate, fenthion, ML, methyl-parathion,
monocrotophos, phorate, trichlorphon) eklenen sigir siitiinii ticari DVS starter kiiltiirleri
ile 42°C'de fermente etmislerdir. GC ile analizleri yapilan numunelerde yogurt isleme
sirasinda ML hari¢ diger tiim insektisitlerin parcalanma hizinin starterlerin biri veya
ikisinin etkisi ile artt1ig1, iki ticari kiiltiiriin, pestisitlerin bozunma kinetigi tizerinde farkl

etkileri oldugu belirtilmistir.

Lozowicka ve ark. (2012) Brassica sebzelerinde pestisit kalintilarin1 izlemislerdir. 118

numunede (%32) on bes farkli pestisit (esas olarak insektisitler) tespit
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edildigi, numunelerin yaklasik %@4’tinde birden fazla pestisit kalintis1 bulundugu
bildirilmistir. Bu pestisitlerden en c¢ok chlorpyrifos ve cypermethrin’e rastlandig,
chlorpyrifos’un %27,4 6rnekte mevcut oldugu ve miktarimm 0,005 ile 1,51 mgkg!
arasinda degistigi, %3,3 numunede de cypermethrinin varliginin saptandigi ve 0,02 ile

0,19 mgkg! arasinda bulundugu ifade edilmistir.

Zao ve Wang (2012), dimethoate, fenthion, ML, methyl parathion, monocrotophos,
phorate ve trichlorphon i¢eren yagsiz siitleri L. bulgaricus, L. paracasei ve L. plantarum
suglar1 ekleyerek 42°C'de 24 saat inkiibasyona birakmiglardir. Sonug olarak, se¢ilen bu
Lactobacillus tiirlerinin bu insektisitlerin yikimini1 hizlandirdigini, dimethoate ve
methyl-parathion’un diger insektisitlere gore daha kararli oldugunu, buna karsin en
kararsiz insektisitin ML oldugunu belirtmislerdir. Ayrica L. bulgaricus ve L.
plantarum’un incelenen OP insektisitlerin bozunmasinda daha giiglii bir etkiye sahip

oldugu ifade edilmistir.

Chen ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada beyaz lahana ve Cin lahanasina ozon ile
muamelede bulunmuslardir. Bu muamele sonucunda 250 mgsaat™! ozon uygulamas: ile
chlorfluazuron’un %60 ve chlorothalonil’in %55 oraninda azaldigini1 gézlemlemislerdir.
Ayni sekilde 500 mgsaat! ozon uygulandiginda chlorfluazuron’un %75 ve

chlorothalonil’in %77 oraninda azalma gosterdigini bildirmislerdir.

Bajwa ve Sandhu (2014), gida maddeleri lizerinde bulunan pestisit kalintilarinin
uluslararas ticarette dnemli dar bogazlardan biri oldugunu, hasat sonrasinda gidalar
tizerinde kalan pestisit kalintilarinin tiiketicinin kontrolii disinda bir durum oldugunu ve
ciddi saglik riskleri olusturdugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismalarinda gidalarda pestisit
dekontaminasyonu i¢in alternatif uygulamalardan bahsetmiglerdir. Calismada, su veya
farkli kimyasal ¢ozeltileriyle yikamanin, kabuk soymanin, 1s1l islemlerin (pastorizasyon,
kaynatma, pisirme, buhar uygulama, konserve etme), 6giitme, firinlama, sarap yapimu,
maltlama, demleme gibi islemlerin son iirlinde pestisit kalintilarin1 azalttig:,
kurutma/dehidrasyon ve konsantrasyon gibi tekniklerin ise konsantre etme etkileri
nedeniyle pestisit miktarin1 oransal olarak arttirdigi, fermentasyon gibi diger bazi

tekniklerin ise pestisit seviyesini ¢esitli derecelerde etkiledigi ifade edilmistir.
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Yuan ve ark. (2014) siipermarketlerde satisa sunulan sebzelerden ornekledikleri
driinlerin yaklasik %1,4'0 chlorpyrifos, %0,3'i ise cypermethrin agisindan MRL

degerini astigin1 belgelemislerdir.

Regueiro ve ark. (2015) fermentasyonun pestisit kalintilar1 tizerine etkileri hakkinda
yaptiklar1 literatiir taramasinda, fermentasyon gibi isleme yontemlerinin {iriinler
tizerindeki kalinti miktarlarin1 diigtirerek, farkli pestisit yan tiriinlerine doniistlirdiigiinii
ifade etmislerdir. Calismada, pestisit kalintilarinin  fermantasyon sirasindaki
davranislarinin, kimyasalin fiziksel-kimyasal 6zelligine ve lriine uygulanan prosesin
sekline gore degisebildigi, ayrica pestisitlerin fermentatif mikroorganizmalarin (maya

ve bakteri) gelisimini azalttig1 belirtilmistir.

Szpyrka ve ark. (2015), Polonya orijinli 1026 farkli meyve ve sebze Grnegini pestisit
kalint1 diizeyleri ile ilgili olarak test etmislerdir. 547 meyve 0rneginin %50,6’sinda ve
479 sebze 6rneginin %20,7'sinde kalint1 tespit edildigini, sebze Ornekleri arasinda en
cok kereviz (%62,5), domates (%59,5), tath biber (%55,6) ve Pekin lahanasinda
(%53,8) pestisit kalintisina rastlandigini, bu 6rneklerin 6 adedinin (%1,3) MRL sinirim
astigini belirtmislerdir.

Zhou ve ark. (2015) calismalarinda bugday unu hamurunda mayalarin, salamura Cin
lahanasinda L. plantarum’un ve Mao-tuof’da Mucor’un geleneksel fermentasyonda
kullanildigint  belirtmisler ve bu mikroorganizmalarin, dort OP’li insektisitin
(chlorpyrifos, dichlorvos, phorate ve trichlorphon) pargalanmasi iizerine etkilerini
incelemislerdir. GC analiz sonuglart OP'larin 5 saat, 42 ve 6 giinliik fermentasyon
sirelerinde sirasiyla  %16,6-31,8, %96,2-99.7 ve %79,7-99,5'inin parcalandigi
bulunmustur. Fermente gidalarda kullanilan maya ve Mucor’un pestisitler iizerinde L.

plantarum’dan daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Zhoua ve Zhaoa (2015) g¢aligmalarinda dokuz OP'li insektisitin (chlorpyrifos, CM,
diazinon, dichlorvos, fenthion, ML, phorate, pirimiphos-methyl and trichlorphon)
par¢alanmasina yagsiz siitte bulunan LAB ve yogurt starterlerinin etkisini
gozlemlemislerdir. Pestisitler ile kirletilen yagsiz siite 5 ¢esit LAB susu ve iki ticari

yogurt starteri ilave edip 42°C’de inkiibasyona birakmislardir. Sonugta LAB suslar1 OP
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konstrayonunu %7,0-64,6 oraninda, yogurt starterleri ise %?7,4-19,2 oraninda
azaltmistir. Calismada incelenen 9 OP’nin duyarlilig1 farkli olsa da hem LAB hemde

yogurt starterlerinin yagsiz siitte OP pargalanmasini arttirabilecegi bulunmustur.

Kocoureka ve ark. (2017), Cin lahanasi, lahanada ve karnibaharda 6rneklerinde sirasiyla
20, 17 ve 18 farkl insektisit ve fungisit 6zellikteki kimyasal maddenin (acetamiprid,
azoxystrobin, B-cyfluthrin, chlorpyrifos, cypermethrin, deltamethrin, difenoconazole,
diflubenzuron, dimethoate, dimethomorph, indoxacarb, iprodione, lambda-cyhalothrin,
metalaxyl, methoxyfenozide, pirimicarb, pymetrozin, pyridaben, spinosad,
tebuconazole, thiacloprid, thiamethoxam) kalinti miktarmni incelemislerdir. incelenen
ornekler arasinda en yiliksek pargalanma hizinin lahanada tespit edildigi, onu Cin
lahanas1 ve karnabaharin izledigi belirtilmistir. Sebzelerdeki pestisitlerin yarilanma
Omiirlerinin Cin lahanasinda 1,55 ile 5,25 giin, lahanada 0,47 ile 6,54 giin ve

karnibaharda 1,88 ile 7,22 giin arasinda degistigi ifade edilmistir.

Huang ve ark. (2019) gelistirdikleri basit, hizl1 ve etkili bir analitik yontemi farkli gida
orneklerinde OP quinalphos ve analoglarinin saptanmasi i¢in kullanmiglardir. Optimize
edilmis deneysel kosullar altinda, bes OP bilesigin (quinalphos, triazophos, parathion,
fenthion ve CM) 0,02 ile 2,0 pgmL™' araliginda iyi bir dogrusallik sergiledigi, tespit
sinir1 araligmm 3,0 ile 10,0 pgL™! oldugu belirtilmistir. Sonug olarak yontemin,
domates, lahana, arpa ve su Orneklerinde quinalphos ve analoglarinin kalintilarini tespit
etmek i¢in basartyla kullanildigi, tiim kirletilmis 6rneklerde hedef analitler igin %82 ile

%98 arasinda geri kazanim orani verdigi bildirilmistir.

Kumral ve ark. (2020) yaptiklari ¢alismada L. plantarum’un iki farkli susunun (LB-1 ve
LB-2) chlorpyrifos ve deltamethrin’i pargalama potansiyellerini arastirmiglardir.
Chlorpyrifos ve deltamethrin i¢eren mineral tuz (MS) ortaminda LB-2’nin aksine LB-
1’in 6nemli miktarda gelistigi ve hidroliz aktivitesinin arttiini saptamiglardir. Periyodik
GC-MS analizleri sonucunda, LB-1 ve LB-2 kiiltiirleri ile inokiile edilmis MS ortaminda
3 giinlin sonunda pargalanma oranlarmi chlorpyrifos i¢in sirasiyla %96 ve 90,
deltamethrin i¢in %24 ve 53 olarak belirlemislerdir. Deltamethrin i¢in 6nemli diizeyde

bir par¢alanmanin (%86-82) inkiibasyondan 10 giin sonra gerceklestigi ifade edilmistir.
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Yildirim-Kumral ve ark. (2020) zeytin sine@i gibi zararlilarin miicadelesinde en sik
tercih edilen sentetik insektisitler olan deltametrin, dimethoate ve imidacloprid’in
kalint1 diizeylerindeki degisimi zeytin isleme siiregleri boyunca izlemislerdir. Bu
dogrultuda, insektisitlerle belirli konsantrasyonlarda kirletilmis zeytin meyvelerini
dogal fermente zeytin, L. plantarum’un iki farkli susu (112 ve 123) ilave edilmis
kontrollii fermente siyah zeytin ve siyah sele zeytin olmak iizere ii¢ farkli yontemle
muamele etmislerdir. Fermantasyonun 8 ve 60. Giinlerinin sonunda dogal fermente
zeytin ve L. plantarum suslari1 eklenmis kontrollii fermente zeytinlerde sirasiyla %11-22
ve 53-61 deltametrin, %32-37 ve 66-68 dimethoate ve %51-61 ve %42-50
imidacloprid’in pargalandigi, sele zeytinlerinde ise bu oranlarin deltametrin, dimethoate
ve imidacloprid i¢in 8 giin sonunda %]1,5, %3,8 ve %0; 60 giin sonunda %9,7, %40 ve
%13,4 oldugu belirtilmistir. Calismanin sonucunda, dogal ve kontrollii fermentasyonun

pestisitlerin par¢alanmasini hizlandirdigini ifade edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar ve reaktifler

Analitik standartlar; malathion [ML; diethyl ((dimethoxyphosphinothioyl) thio)
butanedioate], chlorpyrifos-methyl [CM; O, O-dimethyl O- (3,5,6-trichloro-2-pyridinyl)
phosphorothioate] ve lambda-cyhalothrin [LC; (R)-cyano(3-
phenoxyphenyl)methyl(1S,3S)-rel-3-((1Z)-2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-propenyl)-2,2-

dimethyl cyclo propane carboxylate] Dr. Ehrenstorfer GmbH (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Lahana yapraklarmin insektisitlerle kirletilmesinde kullanilan ML
(Malathion 65 EM, Koruma Klor Alkali Sirketi, Tiirkiye), CM (Reldan 22 EC, Corteva
Agroscience, ABD) ve LC (Sumosa 5 EC, Cansa, Tiirkiye)’nin ticari iirlinleri ilgili
iireticilerden temin edilmistir (Sekil 3.1). QuEChERS yonteminde kullanilan
ektraksiyon kiti (extract pouch En Metodu, Agilent 5982-5650) ve temizleme kiti
(Dispersif Kit, Genel Meyve ve Sebzeler, EN yontemi, Agilent 5982- 56505982-
5056CH) Agilent firmasindan saglanmistir. Bu tez c¢aligmasinda ayrica asetonitrile,
amonyum format, disodyum hidrogensitrat seskihidrat, etil alkol, fenolfitaleyin, formik
asit, glimiis nitrat, potasyum kromat sodyum hidroksit, potasyum-sodyum tartarat, susuz
magnezyum siilfat, metanol, sodyum kloriir, trisodyum sitrat dehidrat kullanilmistir.
Tiim bu reaktifler analitik saflik derecesinde olacak sekilde farkli kimya firmalarindan

saglanmustir.

(a) (©)

Sekil 3.1. Denemelerde kullanilan ticari insektisit formiilasyonlar1 (a) malathion, (b)
chlorpyrifos-methyl, (c¢) lambda-cyhalothrin
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3.1.2. Denemede kullanilan starter Kiiltiir

Bu c¢alismada starter olarak L. plantarum’un 112 nolu susu kullanilmistir. Bu kiiltiir
daha Once zeytin salamuralarindan (Kumral ve ark. 2013) izole edilmis ve 16s rRNA

teknigi ile tanimlanmistir (Torriani ve ark. 2001).

3.1.3. Denemede kullanilan starter kiiltiiriin cogaltilmasi

Denemelerde kullanilan L. plantarum-112 De Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) Broth'ta
30°C'de 18-24 saat siireyle ¢cogaltilmistir (Anonim 1996, Cizelge 3.1). 10%-10° kobmL!
konsantrasyonda 18-24 saatlik kiiltiir iki kez steril fizyolojik tuzlu su ile yikanip,
santrifiijlenmis (10 000 g) ve steril fizyolojik tuzlu su i¢inde siispanse edilmistir (Cho ve
ark. 2009). Lahana tursusu denemeleri, iiriinde 107-10% kobmL™' hiicre sayisma

erisilecek sekilde kiiltiir ilave edilmistir.

Cizelge 3.1. De Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) siv1 besiyerinin kompozisyonu (pH:
6,24+0,2)

Bilesen adi Miktar: (gL™)
Kazein peptonu 10,0

Et ekstrat1 8,0
Maya ekstrati 4,0

D (+) - glukoz 20,0
Dipotasyum hidrojen fosfat 2,0
Tween-80 1,0
Di-ammonium hidrojen sitrat 2,0
Sodyum asetat 5,0
Magnezyum siilfat 0,2
Mangan siilfat 0,04

Saf su 1000 mL
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3.2. Yontem

3.2.1. Taze lahanalarin insektisitlerle Kirletilmesi

Taze lahanalar 2019 yil1 kasim ayinda Bursa’nin Niliifer ilgesinde bulunan bir tarladan
hasat edilmistir. Lahana yapraklar1 deneysel muameleye tabi tutulmadan 6nce ilaglama
spreyi kullanilarak homojen bir sekilde ilaglanmistir. Bu amacla lahana yapraklan tek
tek ayiklanmis ve yapraklar agirliklar: olgiilerek ii¢ esit gruba ayrilmistir. Her grupta
bulunan yapraklarin hem alt hem iist yiizeyi ticari formiilasyon halindeki ML, CM ve
LC ¢ozeltilerinin her biri ile ayr1 ayr1 homojen bir sekilde kirletilmistir. Yapraklar PHI
dikkate alinarak MRL degerlerinin iizerindeki dozlarda (ML: 2 mg kg!'; CM: 4 mg kg™;
LC: 2 mgkg') ilaglanmistir. Her yaprak grubu sadece 1 ilag ile kirletilmis ve diger

islemler baglamadan 6nce yarim saat kurumaya birakilmigtir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Insektisitlerin dozlarmin ayarlanma agamasi

3.2.2. Lahana tursularinin hazirlanmasi ve deney tasarimi

Lahana tursusu hazirlama yontemi ve deney tasarimi Cizelge 3.2°de Ozetlenmistir.
Insektisit parcalanma egilimleri ii¢ farkli muamelede arastirilmistir: (i) kontrol, taze
lahana yapraklari (C-ML, C-CM, C-LC); (ii) dogal lahana tursusu (NS-ML, NS-CM,
NS-LC), (iii) L. plantarum’un 112 susu (LS-ML, LS-CM, LS-LC) ilave edilmis lahana
tursusu. Tiim muameleler ve analizler ¢ tekerriirliidiir. Her analiz periyodunda

ornekleme icin giinlere gore ayr1 kavanoz ve vakum paketleri olusturulmustur. Muamele
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kavanozlar1 ve vakumlu paketler 6rnekleme giinlerine kadar karanlik kosullar altinda

25°C’de tutulmustur (Sekil 3.3, 3.4).

Cizelge 3.2. Deneysel tasarim, muameleler ve kosullar

Ornek ismi Ornek Kodu Muameleler ve Kosullar
Vakumlu, taze Her bir insektisit piiskiirtiilmiis 1 kg lahana yaprag: 15
lahana yapraklari C pakete  esit miktarda  aktarilip,  vakumlanarak
(Kontrol) miihiirlenmis ve karanlik kosullar altinda 25°C'de
tutulmustur.

Her bir insektisit piskiirtilmiis 1 kg lahana yaprag:
Dogal lahana dogranip (1,5 mm genislik) ve % 2,5 tuz ile
tursusu NS karigtirilmigtir. Daha sonra 15 kavanoza (105 mL) esit
miktarda aktarilip ve karanlik kosullar altinda 25°C'de

fermantasyona birakilmistir.

Her bir insektisit piiskiirtiilmiis 1 kg lahana yapragi

L. plantarum 112 dogranip (1,5 mm genislik) ve % 2,5 tuz ile
susu ilave karigtirilmigtir. Daha sonra 15 kavanoza (105 mL) esit
edilmis  lahana LS miktarda aktarilip ve 107-10®8 kobmL"’lik son
tursusu konsantrasyonlu L. plantarum 112 susu ile ilave

edilmistir. ~ Karanlik  kosullar  altinda  25°C'de

fermantasyona birakilmistir.

Sekil 3.4. Alman tipi lahana tursusu hazirlama asamalari
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3.2.3. Mikrobiyal gelismenin izlenmesi

Lahana tursularindan steril kosullarda 6rnek alinarak steril fizyolojik tuz suya (%0,85
NaCl) aktarilmistir. Bu islem ile seyreltilen numuneler mezofilik aerobik bakteri
(MAB), laktik asit bakterisi (LAB), enterobakteri (ENB), maya ve kiif (MK) sayimlar1
icin diizenli araliklarla analiz edilmistir (Ozay ve Borcakli 1996, Tassou ve ark. 2002,
Peiias ve ark. 2010, Beganovic ve ark. 2011, Kumral ve ark. 2020, Yildirim- Kumral ve
ark. 2020). Mikroorganizmalarin sayimi spiral plating sistem (Easy spiral, Interscience,

Fransa) kullanilarak periyodik olarak yapilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Mikrobiyal ekim agsamalari

MAB saymu i¢in Plate Count Agar (PCA) besiyeri kullanilmistir. Regetedeki miktar
tartilip saf su ilave edildikten sonra otoklavlanip petrilere dokiilmiistiir. Hazir hale gelen
Petrilere belirlenen diliisyonlarda ekim yapilmis ve 30°C’ de 48 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda koloni sayimlar1 yapilmistir (Dogan ve

Tiikel 2000, Panagou ve ark. 2002).

Laktik asit bakteri (LAB) sayimi i¢in MRS Broth (Cizelge 3.1.) besiyerine % 1,5 agar
ilave edilip otoklavlanmistir. Otoklavdan cikartilip 1lik hale getirilen besiyerine 1 mL
100mL™"! %2’lik Na-Azide ve 5 mL L' %0,1°lik cycloheximide aseptik kosullarda ilave
edilip, petri kaplarina dokiilmiistiir. Petri kaplaria ekilen 6rnekler 30°C’de 48-72 saat
stiire ile inkiibasyona birakilmig ve gelisme sonunda kolonilerin sayimlari yapilmigtir

(Panagou ve ark. 2002).

ENB sayimi Cizelge 3.3’de bilesenleri verilmis Violet Red Bile Dextrose (VRBD) Agar
kullanilarak yapilmistir (Cizelge 3.3) (Hechelmann ve ark. 1973).
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Cizelge 3.3. Violet Red Bile Dextrose (VRBD) Agar bilesenleri (pH: 7,3)

Bilesen adi Miktar: (gL™)
Et peptonu 7,0

Maya ekstrati 3,0

Sodyum kloriir 5,0

D (+) glukoz 1,0

Safra tuzu karigimi 1,5

Neutral red 0,03

Kristal viyole 0,02
Agar-agar 13,0

Saf su 1000

MK saymmi Cizelge 3.4’de verilen bilesime sahip Dichloran Rose Bengal
Chloramphenical (DRBC) Agar besiyeri kullanilarak yapilmistir. 30 °C’de inkiibasyona
birakilan petrilerde 48-72 saat sonunda gelisen koloniler sayilmistir (King ve ark. 1979).

Cizelge 3.4. Dichloran Rose Bengal Chloramphenical (DRBC) Agar besiyeri (pH: 5,6)

Bilesen adi Miktari (gL™)
Pepton 5,0

Glukoz 10,0

Potasyum Dihidrojen Fosfat 1,0

Dichloran 0,002
Magnezyum siilfat 0,5

Rose Bengal 0,025
Chloramphenicol 0,1

Agar-Agar 15,0

Saf su 1000
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3.2.4. Lahana tursularinda toplam asitlik tayini, pH analizi ve tuz tayini

Toplam asitlik icin analiz edilecek numuneden 10 gr tartilip balon joje kullanilarak
hacmi saf suyla 100 ml’ye tamamlanmistir. Homojen hale gelecek sekilde
calkalandiktan sonra filtre kagidi yardimi ile filtre edilmistir. Filtrattan 25 ml bir
Erlenmayer’e alinip lizerine 2-3 damla %]1’lik fenol fitalein indikatérii damlatilmastir.
0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile agik pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir. Harcanan
NaOH miktar1 mL olarak kaydedilip sonuglar laktik asit miktar1 cinsinden asagidaki
formiil kullanilarak hesaplanmistir (Anonim 1997, Uylaser ve Basoglu 2000).

axN+meq*F

%Toplam Asitlik Miktar1 (g/100g) = F—

100 (3.1)

a= Titrasyonda harcanan NaOH miktar1 (mL)
O= Ornek miktari (g)

N= Titrasyonda kullanilan NaOH normalitesi
F= Titrasyonda kullanilan NaOH faktorii

meq= Organik asidin meq agirligi

Orneklerin pH degerleri pH 3151 model (WTW, Germany) pH metre ile periyodik
olarak (0., 3., 7., 10. ve 14. giin) izlenmistir (Sekil 3.6). Vakumlu 6rnekler rondodan
gecirilip homojen hale getirilerek pH Sl¢iimleri gergeklestirilmisitir. Lahana tursularinin
pH degerleri pH elektrodunun kavanoz igine direkt olarak daldirilmasi ile belirlenmistir.
Olgiimler 6ncesi pH 4 ve pH 7 tampon ¢dzeltileri kullanilarak pH-metre kalibrasyonu

yapilmustir.

Sekil 3.6. pH 6l¢limlerinin yapildigt ph metre
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Tuz tayini i¢in analiz edilecek numuneden 10 gr tartilip balon joje kullanilarak hacmi
saf suyla 100 ml’ye tamamlanmistir. Homojen hale gelecek sekilde ¢alkalandiktan sonra
filtre kagidi yardimu ile filtre edilmigtir. Filtrattan 25 ml bir Erlenmayer’e alinip %5°lik
K2Cr204 ayrract esliginde 0,1 N AgNOs3 c¢ozeltisi ile kiremit kirmizist renk olusana
kadar titre edilmistir. Tuz miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Uylaser

ve Basoglu 2000).

(V2-V1)«N*meqx*F N

% Tuz Miktar1 (g/100g) = r——

100 (3.2)

V1 = Sahit denemede harcanan AgNO3 miktar1 (mL)
V2 = Esas denemede harcanan AgNO3 miktar1 (mL)
N = AgNOs3 ¢ozeltisinin normalitesi

F = AgNOs ¢ozeltisinin faktorii

Ornek = Ornek miktari (g)

3.2.5. insektisit ekstraksiyonu

ML, CM ve LC’nin ekstraksiyonu QuEChERS kiti kullanilarak {iretici firmanin
talimatlarina uygun bir sekilde yapilmistir (Anonim 2019c¢). Insektisit ile kirletilmis
100’er gram C, NS ve LS Ornekleri bir rondo yardimiyla pargalanip, homojenize
edilmistir. Homojenize edilen bu 6rneklerin 10 gr’lik kismi 50 mL'lik polypropylene
santrifiij tiipiine konmus ve iizerine 10 mL acetonitrile ilave edilmistir. Tiipler 1 dakika
boyunca kuvvetlice ¢alkalanmistir. Daha sonra tiiplere 4 g susuz magnezyum siilfat, 1 g
sodyum klorlir, 1 g trisodyum sitrat dehidrat ve 0,5 g disodyum hidrogensitrat
sesquihidrat (QuUEChERS extract pouch En Metodu, Agilent 5982-5650) ilave edilmis
ve tekrar 1 dakika boyunca kuvvetlice calkalanmistir. Daha sonra tiipler 5 dakika
boyunca 3000 rpm'de santrifiijlenmistir. Tiiplerdeki iist tabaka (6 mL) pipetle dikkatlice
cekilerek 900 mg susuz magnezyum siilfat ve 150 mg PSA (QuEChERS Dispersif Kit,
Genel Meyve ve Sebzeler, EN yontemi, Agilent 5982- 56505982-5056CH) igeren 15
mL’lik falkon tiiplinde aktarilmistir. Tiipler 30 sn vorteksle karistirilip, 3 000 rpm'de 5
dakika santrifiijlenmistir. Ust tabaka 0,45 um capli membran filtre (Bond Elut
Hidrofobik 17 576 filtre, Agilent) ile siiziilmiistiir. Ornek vialine 10 pL formik asit
(asetonitril icinde %)5) ilave edilmistir. Son olarak, her bir tiipten 1 mL supernatant

almip LC-MS-MS analizi i¢in cam viallere aktarilmistir (Sekil 3.8).
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3.2.6. LC-MS-MS analizi

ML, CM ve LC konsantrasyonlar1 Agilent 6470 Triple Quad Liquid-Mass Spectrometry
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) cihaz1 kullanilarak diizenli araliklarla
0., 3., 7., 10. ve 14. giinler) olciilmiistiir (Sekil 3.8). Koromatografik ayirma igin
Agilent Poroshell SB-C18 kolonu (3x100 mmx 2,7 um) kullanilmistir. Mobil faz % 0,1
formik asit ve 1 mM amonyum format (A) ve metanol (B) igeren sulu bir ¢ozeltiden
olusmaktadir. Mobil faz akis hizi, 0,52 mL /dakika olarak ayralanmistir. Gradyan
elisyon sirastyla 0-0,5 dk %70 A, 0,5-8 dk %70 A, 8-12,5 dk %5 A, 12,5-15,0 dk %70
A olacak sekilde programlanmistir. Kiitle spektrofotometresi (MS) ile tespit, ¢oklu
reaksiyon izleme (MRM) ve elektrosprey iyonizasyon (ESI) modunda
gerceklestirilmistir. Gaz akisi 10 psi, gaz kilcal voltaj1 3600V ve kaynak sicakligr 100°C
olacak sekilde ayarlanmistir. Numune enjeksiyon hacmi 1 pL’dir. Bu kromatografik
kosullar altinda ML, CM ve LC ig¢in alikonma siireleri sirasiyla 7,36, 8,51 ve 9,34
dakika olarak 6l¢iilmiistir. ML, CM ve LC i¢in iiriin iyonlar1 sirastyla 127 ve 285, 125
ve 289, 225 ve 450 bulunmustur. Validasyon c¢alismalar1t Avrupa Komisyonu DG Saglik
ve Gida Giivenligi Kilavuzuna (Anonim 2019d) uygun olarak pestisit icermeyen lahana
ornekleri ile gerceklestirilmistir. Her bir insektisitin kalibrasyon egrileri yedi
konsantrasyonda (0,02 ile 2 mgL™) ii¢ tekerriirlii olarak belirlenmistir. Tiim bilesikler
icin elde edilen kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayis1 (R2) > 0,99 kullanilmistir.
Ortalama geri kazamm ve hassasiyet 0,002 mgL™ konsantrasyonlu kirletilmis lahana
orneklerinin analiz edilmesiyle elde edilmistir. ML, CM ve LC igin cihaz tespit sinirlari
(LODs) ve metot tespit sinirlar1 (LOQs) sirastyla 0,0024 ve 0,0036, 0,0027 ve 0,0043,
0,0023 ve 0,0029 mgL™! olarak tespit edilmistir. 0,25, 0,5 ve 1 mgkg™ seviyelerinde ML,
CM ve LC igin ortalama geri kazanim sirastyla % 118, %112 ve %122 olmustur.
Tekrarlanabilirlik yiizdeleri ise sirastyla %12,3, %6,17 ve %5,84’e esit veya daha kiiciik

bulunmustur.
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Sekil 3.7. insektisit ekstrasyon ve analiz asamalari

3.2.7. istatistik analiz

Tekrarl1 6l¢iim varyans analizi (MANOVA) her gézlem zamani i¢in belirlenen ortalama
degerler lizerinden gerceklestirilmistir. Zaman ve isleme yonteminin etkileri ve her iki
faktoriin etkilesimi JMP istatisitik programi kullanilarak analiz edilmistir. Muamelelerin

coklu karsilagtirmasi Tukey testi (p <0,05) ile gerceklestirilmistir (Anonim 2007).
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4. BULGULAR
4.1. insektisit kalintis:

C, NS ve LS orneklerindeki ML, CM ve LC’nin kalint1 seviyelerindeki degisiklikler
Cizelge 4.1'de gosterilmistir. C, NS ve LS ornekleri insektisitle kirletildikten {i¢ gilin
sonra, ML kalint1 seviyeleri baslangi¢ konsantrasyonuna goére anlaml dlciide (%34-98
oraninda; Fss=29,85, P <0,01) azalmistir. C grubu 6rneklerindeki parcalanma hizi, NS
ve LS orneklerindeki pargalanma hizlarindan 6nemli Ol¢lide farkli bulunmustur.
Denemenin 14. giiniinde yapilan analizlerde C 6rneklerinde diger drneklere gore daha
diisiik ML kalintis1 tespit edilmistir. Ayni giin en yiiksek ML kalintisi LS grubunda
belirlenirken, bunu NS oOrnekleri izlemistir. Tiim muameleler i¢in farkli analiz
stirelerindeki kalinti miktarlar1 arasinda onemli bir farklilik bulunmamistir. Starter
kiiltiir eklenmis lahana tursusu Orneklerinde ML’nin parcalanmasi olumsuz yonde

etkilenmistir.

Ornekler CM ile kirletildikten {i¢ giin sonra, insektisit miktar: biitin muamelelerde
anlaml 6lctide (%19-65, Fss=15,97, P<0,01, Cizelge 4.1) azalmistir. Tiim 6rnekleme
giinlerinde, C orneklerindeki CM kalint1 miktarlari, hem NS hem de LS 6rneklerine
gore anlamli Olciide diisiik bulunmustur. 14. glinde en yiliksek CM kalintis1 NS'de
belirlenirken, bunu LS takip etmistir. NS numunelerindeki CM azalma oranlar1 10.
giinden 14. giine kadar LS oranlarindan daha diisiik bulunmustur. Starter eklenmesi

lahana tursusu 6rneklerinde CM kalintilarini istatistiki anlamda azaltmustir.

Denemenin 14. giiniinde tiim muamelelerde LC'nin kalinti miktarinda anlamli bir
azalma saptanmamustir (%13-19 azalma, Fss=2,58, P=0,03). Her ne kadar baslangi¢c LC
konsantrasyonuna kiyasla NS ve LS numunelerinde 7. ve 10. giinlerde anlamli azalma
orani saptanmis olsa da, oranlar 14. giinde énemli bulunmamistir. Ne starter eklenmis

orneklerde ne de vakumlu 6rneklerde 14 giin iginde LC kalinti miktar1 degismemistir.
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Cizelge 4.1. Muameleler sirasinda malathion, chlorpyrifos-methyl ve lambda-
cyhalothrin konsantrasyon degisimleri

Muameleler  Giin ML Azalma CM Azalma LC Azalma
(mg/kg) (%) (mg/kg) (%) (mg/kg) (%)
Taze
lahana 0 1.98+0.04a* - 4.08+0.05a - 2.18+0.04a -
yapraklari
3 0.04+0.01d 97.71 1.42+0.09¢ 6529  2.08+0.11abc 4.27
7 0.03+0.01d 98.52 1.38+0.09¢ 66.19 2.15+0.06ab 1.56
C 10 0.06+0.01d 96.90 1.26+0.02¢ 69.11 2.06+0.02abc 5.58
14 0.04+0.01d 97.71 1.27+0.06e 68.87 1.76+0.05abc 19.28
3 0.71£0.02¢ 64.15 3.32+0.16bcd 18.66 1.71+0.04bc 21.46
NS 7 0.66+0.02¢ 66.49  3.35+0.11bcd 18.01 1.66+0.03¢c 23.13

10 0.75+0.03¢ 67.32 3.57+0.06abc 12.60 1.89+0.02abc 13.31
14 0.82+0.01¢ 58.56 3.61+0.05ab 11.68 1.90+0.06abc 12.62

3 1.27+0.03b 36.06 2.78+0.07d 31.84 1.77+0.04abc 18.98
7 1.22+0.02b 38.50 2.9240.1cd 28.49 1.70+0.03bc 21.99
10 1.44+0.01b 26.99 2.9840.06bcd  27.07 1.72+0.01bc 21.14
14 1.30+0.02b 34.04 2.8340.04cd 30.70 1.77+0.06abc 18.63

LS

* Aym slitundaki farkli harfler istatistiki olarak farkliligi gostermektedir. NS: Dogal
fermente lahana tursusu, LS: L. plantarum 112 susu ile asilanmis lahana tursusu, C:
vakumlu lahana yapraklari, ML: malathion, CM: chlorpyrifos-methyl, LC: lambda-
cyhalothrin

4.2. Mikrobiyal degisim

Fermantasyon siiresince MAB, MK, ENB ve LAB degisimi Sekil 4.1'de verilmistir.
ENB ve MK hiicreleri, LS-ML disindaki tiim muamelelerde sadece denemenin
baslangicinda tespit edilmistir. ENB hiicreleri tiim denemelerde fermantasyonun 3.
gilinlinden sonra yok olmustur. LAB ve MAB hiicrelerinin gelisimi benzer bir egilim
gostermistir.  Baglangictaki LAB  konsantrasyonu, kontrolsiiz ~ fermantasyon
muamelelerinde (NS, NS-ML, NS-CM, NS-LC) 6,34-8,68 kobmL"! iken L. plantarum
112 ile asilanmis muamelelerde (LS, LS-ML, LS-CM, LS-LC) 7,94-8,49 kobmL'!
diizeyinde tespit edilmistir. Baslangic LAB konsantrasyonlari, starterin ilavesiyle
anlamli Ol¢lide degismistir (ML F44=2,50, P= 0,05; CM F44=2,89, P=0,03; LC

F44=9,43, P<0,01). Fermantasyon siiresince LAB varligin1 stirdiirmiistiir.
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NS ve NS-LC muamelelerinde 0-7 giin araliinda LAB hiicre sayisinin belirgin sekilde
azaldigr gozlenmistir (F44=14,61, P<0.01). Bu iki muameleye kiyasla diger
muamelelerde bu donemdeki LAB seviyesi, daha yliksek bulunmustur. Denemenin 14.
giiniinde, bu muamelelerde LAB sayis1 hemen hemen baslangigtaki seviyelerine
(sirastyla 7,59 ve 7,69 kobmL™') ulasmustir. LAB hiicrelerinin konsantrasyonu starter
ilavesinden etkilenmemistir (ML F11=3,22, P=0,08; CM F11=0,87, P=0,32; LC
F11=2,29, P= 0,14). Buna karsilik, insektisit varligt NS-LC muamelelerinde LAB
konsantrasyonunu 6nemli 6l¢iide etkilemistir (ML F11=0,01, P= 0,93; CM F11=0,41,
P=0,53; LC F11=10,46, P<0,01). Farkli fermantasyon donemlerinde starter ilavesi ve
insektisit varliginin birlikte LAB sayisini etkiledigi tespit edilmistir (ML F4,4=6,28,
P<0,01; CM F44=6,49, P=0,53; LC F44=0,52, P=0,72). LS-ML ve LS-CM
numunelerinde LAB hiicre sayisinin 10. giinden 14. giline kadar belirgin sekilde azaldig1

gbzlemlenmistir (Sekil 4.1).

34



Log KOB mL™!
IS -

N

0
0 3 7 10 14
glnler
am o o[VIAB ENB ececeee MK e |AB
NS-ML
L 8
-
£
m 6
]
~
s 4
|
2
0
0 3 7 10 14
glnler
am o o|VIAB ENB eeeeee MK e | AB
NS-CM
- 8 °
: 3
€
o
o 6
X
o0
S a
2
0 assaaaa
0 3 7 10 14
gilinler
e o oMAB ENB eeeeee MK L JV.\:]
NS-LC
8 N
%, 6
£
Q4
x
oo
32
0 esccaaa
0 3 7 10 14
gunler

e o oMVAB

ENB

eccoce VIK e |AB

LS

8 T—
- 6
-
£
=]
o) 4
x
-]
9 2
0 L
0 3 7 10 14
glnler
e o oMAB ENB eceeee MK e |AB
LS-ML
8 .-~
oM .
€
a 6
o
X
ga
-
2
0
0 3 7 10 14
glinler
s o «MAB ENB eeeceee MK LAB
LS-CM
- -_— L
o8
£
=]
o6
x
oo
Sa
2
0
0 3 7 10 14
gunler
am o o[|VIAB ENB eeseeee [VIK o | AB
LS-LC
8 .
.
4
E 6
=]
g
w 4
o
]
2
0 essssaa
0 3 7 10 14
gunler
am o o[|VIAB ENB ecceee VMK e |AB

Sekil 4.1. Fermentasyon siirecinde mikrobiyal degisiklikler. Dogal fermente lahana
tursusu (NS), L. plantarum 112 ilave edilmis lahana tursusu (LS)
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4.3. pH degisimi

Denemeler sirasinda gozlenen pH degisimleri Sekil 4.2'de gosterilmistir. Vakumlu
lahana yapraklar1 (C, kontrol) ile insektisitli ve insektisitsiz lahana tursusu orneklerinin
pH seviyeleri arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir (ML F44=42,05, P<0,01; CM
F44=183,61, P<0,01; LC F44=86,95, P<0,01). Fermentasyon siiresi boyunca Tiim LS
orneklerinin pH dereceleri NS oOrneklerine gore diisiik bulunmustur. C grubunun pH
seviyeleri baslangigta 5,00-6,19 arasindayken, 14 giin sonunda 4,13-5,18'e kadar
diismiistiir. 14. giinde en diisiik pH derecesi C-CM'de tespit edilmis, onu C-LC ve C-
ML numuneleri izlemistir. NS muamelelerinde, numunelerin baglangic pH
seviyelerinde farkliliklar gdzlemlenmistir. Insektisit igeren NS &rneklerinin pH
seviyeleri baslangigta daha yiiksekken, 3 giin i¢inde belirgin bir sekilde azalarak 3,49-
4,25 seviyesinde stabil hale gelmistir. En diisiik pH, NS-ML'de tespit edilmis, onu NS-
CM ve NS-LC ornekleri izlemistir. LS grubunun pH seviyeleri incelendiginde, tiim
orneklerin pH degerlerinin siire¢ boyunca 4'ten diisik oldugu gorilmiistir. pH
seviyeleri 3. glinden sonra diisiis gostererek, 3,39-3,44 seviyelerine ulasmistir. En diisiik
pH degeri LS-LC'de tespit edilmis olup, onu LS-ML ve LS-CM ornekleri izlese de bu
farkliliklar istatistiki diizeyde anlamli bulunmamistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Farkli lahana oOrneklerinde pH degisiklikleri: Dogal fermente lahana
tursusu (NS); L. plantarum 112 ilave edilmis lahana tursusu (LS), vakumlu lahana
yapraklari (C)
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4.4. Toplam asitlik degisimi

Fermentasyon siiresince gozlenen toplam asitlik degisimleri Cizelge 4.2°de verilmistir.
Tim muamelelerde baslangic giiniinde diger giinlere nazaran daha diisiik asitlik
degerleri saptanmistir. Her {i¢ ilacla da kirletilen kontrol 6rneklerinde (C-vakumlu), 10.
giinden sonra belirgin bir artis gozlense de bu artig istatistiki anlamda Onemli
bulunmamistir. NS ve LS o6rneklerinde ise 3. giinden sonra 6nemli bir toplam asitlik
artis1 belirlenmistir. Her iki muamelede de en yiiksek asitlik 10 ve 14. giinlerde
saptanmistir.(ML F14144=17,80 P<0,01; CM F1444=38,94 P<0,01; LC F14/44=46,28
P<0,01; Ilagsiz Far20=36,84 P<0,01)

Cizelge 4.2. Toplam asitlik degisimleri (g100g™)

Muameleler Glinler ML CM LC flagsiz
0 0,15+ 0,02d*  0,13+0,03f 0,14+0,00e
3 0,19+0,02d 0,17+0,02f 0,24+0,05¢
¢ 7 0,24+0,04d 0,17+0,03f 0,21+0,02¢ -
10 0,46+0,16bcd  0,67+0,12cde 0,29+0,04¢
14 0,44+0,32bcd 0,54+0,16de 0,31+0,01de
0 0,21+0,02d 0,23+0,01f 0,18+0,03¢ 0,36+0,00fg
3 0,68+0,02abc 0,72+0,00cd 0,47+0,04cd 0,68+0,07de
NS 7 0,94+0,02a 1,03+0,05ab 0,57+0,04bc 0,72+0,11de
10 1,09+0,03a 1,14+0,07a 0,66+0,10ab 1,30+0,02a
14 1,10+0,03a 1,03+0,04ab 0,82+0,05a 1,24+0,04ab
0 0,28+0,05¢cd 0,38+0,03ef 0,30+0,05de 0,25+0,02¢g
3 0,70+0,06abc  0,75+0,02bcd 0,65+0,00ab 0,62+0,05ef
LS 7 0,7740,03ab 0,82+0,06bcd 0,69+0,02ab 0,88+0,04cde
10 1,02+0,11a 0,85+0,06abc 0,73+0,04ab 1,01+0,13bc
14 0,90+0,03a 0,88+0,07abc 0,69+0,02ab 0,93+0,07cd

* Aym siitundaki farkli harfler istatistiki olarak farkliligi gostermektedir. NS: Dogal
fermente lahana tursusu, LS: L. plantarum112 susu ilave edilmis lahana tursusu, C:
vakumlu lahana yapraklari, ML: malathion, CM: chlorpyrifos-methyl, LC: lambda-
cyhalothrin

38



4.5. Tuz degisimi

Lahana tursularinin tuz degisimi Cizelge 4.3’de verilmistir. Tiim orneklere Ornek

hazirlama asamasinda ayni miktarda tuz uygulanmistir. Yapilan analizler sonucunda

muameleler arasinda istatistiki anlamda bir fark gdzlemlenmemistir.

Cizelge 4.3. Tuz degisimi (g100g™)

Muameleler  Glinler ML CM LC [lagsiz
0 1,79+£0,24a  1,81£0,06a  2,13+0,08a 1,69+0,35a
NS 14 1,99+0,03a  1,58+0,12a  2,16+0,03a 1,93+0,17a
0 2,03+0,18a  2,04+0,08a  2,18+0,34a 1,13+0,02a
LS 14 2,30+0,07a  2,23+0,06a  2,32+0,11a 1,62+0,10a

* Aym siitundaki farkli harfler istatistiki olarak farkliligi gostermektedir. NS: Dogal
fermente lahana tursusu, LS: L. plantarum112 susu ilave edilmis lahana tursusu, C:
vakumlu lahana yapraklari, ML: malathion, CM: chlorpyrifos-methyl, LC: lambda-

cyhalothrin
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5. TARTISMA ve SONUC

Laktik asit fermentasyonu, taze sebzeleri korumak icin yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Lahananin uzun siire muhafazasi i¢in fermentasyon yaygin olarak
uygulanmaktadir. Alman tipi lahana tursusu tliretiminde ince kiyilmis lahanalara eklenen
tuz meyve suyunun hiicrelerden ¢ikmasini saglayarak, tursu fermentasyonu sirasinda,
dogal mikrobiyal flora igin substrat gorevi gormektedir. Fermantasyon sirasinda
bozulmaya sebep olan mikroorganizmalarin gelismesini Onlemek i¢in hizli bir pH
diisiisii ve anaerobik kosullar gerekmektedir (Steinkraus 1992). Lahana tursusunun
fermantasyon siirecinde ii¢ evre goriilmektedir. Ilk evrede (yaklasik 3 giin) hakim olan
aerobik mikrobiyota, enterobakterler, asetik asit bakterileri, mayalar ve kiiflerden
olusmaktadir. Takip eden evrede (yaklasik 3 giin) heterofermentatif LAB (Leuconostoc
tiirleri) gelismekte ve laktik asit, asetik asit ve karbon dioksit tiretmektedirler. Boylece
anaerobik  kosullart  olusturup pH’1  4’tn altina  diislirerek  istenmeyen
mikroorganizmalarin gelismesini engellemektedirler. Uglincii evre yaklasik 3-5 hafta
stirmektedir. Bu evrede laktik asit (yaklasik %1,5-2,0) tretebilen, pH'1 3,5 civarma
diisiirebilen ve aside toleransli LAB (L. plantarum) ortama hakimdir (Miiller ve ark.
2018, Plengvidhya ve ark. 2007). L. plantarum’un varlhig: yiiksek asitlik derecelerine
ulasarak fermantasyonun gilivenligini saglamak igin istenilmektedir (Steinkraus 1992,
Miiller ve ark. 2018). Bu caligmada, incelenen tiim mikrobiyal gruplar arasinda LAB,
hem dogal fermente hem de starter ilave edilmis orneklerde baskin mikrobiyal grup
olmustur. Fermantasyon baslangicinda Enterobakteriler, mayalar ve kiifler tespit
edilmesine ragmen, bu mikroorganizmalarin hepsi lahanaya 6zgii LAB florasi ve L.
plantarum ilave edilmesinin neden oldugu pH disiisiiniin bir sonucu olarak 3 giin
icinde inhibe edilmistir (Steinkraus 1992). Benzer sekilde, Miiller ve ark. (2018)
tarafindan da en hizli enterobakter inhibasyonunun starter kiiltiir eklenmis lahana
tursusu fermentasyonunda goriildiigii belirtilmistir. Plengvidhya ve ark. (2007), dogal
lahana tursusu fermentasyonunda pH 3,9'un altina ulastifinda, dokuz LAB tiirii arasinda
L. plantarum'un baskin oldugunu gézlemlemislerdir. Tiim siire¢ boyunca pH seviyesi
starter eklenmis orneklerde, dogal femente ve kontrol grubuna oranla daha diisiik tespit
edilmigtir. Arastirma sonuglarimiza benzer olarak, diger arastirmacilar da starter

eklenmis lahana tursusu 6rneklerinde dogal olarak fermente edilenlere (pH< 4,0, 3 giin)
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gore daha hizli pH diistisleri (pH< 4,0, 1 giin) bildirmislerdir (Miiller ve ark. 2018,
Holzaphel ve ark. 2008, Gardner ve ark. 2001, Zhou ve ark. 2018).

Fermantasyon baslangicinda, insektisit igeren NS denemelerinin pH seviyeleri,
insektisit igermeyen NS’lere daha yiiksek bulunmasina ragmen, fermantasyon siirecinde
tim NS gruplarinda pH degisimleri benzer bulunmustur. Bu 6rneklerde net bir pH
diisiisii gdzlenmesine ragmen, pH seviyeleri LS grubuna nazaran daha yiiksek kalmistir.
L. plantarum asilanmasi fermentasyonu hizlandirmis ve pH seviyesini beklendigi gibi
diistirmistiir. pH’1n, fermente iiriinlerin mikrobiyal stabilitesi iizerinde kritik bir rol
oynadig1 ve ayrica insektisitlerin parcalanma siirecinde de 6nemli bir etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Bir¢cok insektisitin par¢alanmasi pH kosullarina baghdir (EI Beit
ve ark. 1978). OP bilesiklerin hidrolizinin alkali (pH 9'a kadar) kosullar altinda daha
hizli oldugu belirtilmistir (Roberts ve ark. 1999, El Beit ve ark. 1978, Lee ve Lee 1997).
Malathion ve chlorpyrifos-methyl’in yarilanma émriiniin (DTso), asidik pH'da (sirasiyla
107 giin ve 27 giin), alkali pH (sirastyla 0,5 giin ve 13 giin) kosullarina gére daha uzun
oldugu rapor edilmistir (Anonim 2020d).

Bizim c¢alismamizda da, Onceki arastirma verileriyle benzer olarak (Roberts ve ark.
1999, El Beit ve ark. 1978, Lee ve Lee 1997), malathion ve chlorpyrifos-methyl’in
parcalanma diizeyi, tiim fermente lahana tursusu oOrneklerinde (dogal veya starter
eklenmis), vakumlu lahana yapraklarina gore 6nemli 6l¢giide diisiik bulunmustur. Bu iki
insektisit, kontrol numunelerinde 3 giin i¢inde hizla %65 ve 98 oraninda par¢alanmaistir.
Ancak insektisit ile kirletildikten 14 giin sonra par¢alanma oranlar1 dogal fermente tursu
orneklerinde sadece %12 ve %159; starter eklenen lahana tursularinda %31 ve %34
oldugu gozlemlenmistir. Insektisitler arasinda malathion pH kosullarina bagli olarak
daha kararli bir yapiya sahip oldugu i¢in tiim fermente numunelerde pH diisiisiiniin bir
sonucu olarak pargalanmasinda bir duraklama gozlemlenmistir. Benzer sekilde vakum
ambalajli kontrol 6rneklerinde (ilaglamadan yedi giin sonra) pH seviyeleri 4,13-5,18'e

diistiiglinde bu bilesigin par¢alanmasi da yavaslamistir.

Sonucglarimizla benzer olarak, yogurt fermentasyonu sirasinda en kararli insektisitin
malathion oldugu Bo ve ark. (2011) tarafindan belirtilmistir. Bunun aksine L. plantarum

eklenmis lahana tursusu orneklerinde chlorpyrifos-methyl parcalanma orami dogal
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olarak fermente edilenlere kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Malathion ve chlorpyrifos-
methyl lahana tursusu fermentasyonlar1 sirasinda farkli pargalanma egilimleri ve
kararlihlk  davraniglart  sergilemistir. Bu  farkliliklar  kimyasal yapilarindaki
degisikliklerden kaynaklanabilmektedir (Zhou ve ark. 2015, Bo ve ark. 2011). Her iki
insektisit de OP bilesikleri olmasina ragmen, kimyasal yapilar1 farklidir. Malathion
Phosphorodithioates kimyasal grubunun bir iyesiyken, chlorpyrifos-methyl
Phosphorothioates grubu tiyesidir (Simon 2014).

Fermente orneklerde malathion ve chlorpyrifos-methyl kontrol grubuna kiyasla nispeten
daha diisiik parcalanma oranlar1 sergilemistir. Buna ragmen hem dogal hem de
asilanmis  lahana  tursusu  fermentasyonlari  sirasinda bu 2 insektisitin
konsantrasyonlarinda énemli bir diisiis gdzlenmistir. Orneklerin asidik kosullar1 goz
Oniine alindiginda, bu durumun bilesiklerin kimyasal hidrolizinden ¢ok fermentasyonda
gerceklesen mikrobiyal aktivitelerden kaynaklandig diisiiniilmektedir (Simon 2014). L.
plantarum 112’nin chlorpyriphos-ethyl’i parcalama potansiyeli daha 6nce Kumral ve
ark. (2020) tarafindan tek karbon kaynagi olarak bu insektisiti igeren mineral tuz
ortaminda gosterilmistir. Kumral ve ark. (2020)’in sonuglartyla uyumlu olarak bu
caligmada lahana tursusu fermantasyonunda L. plantarum 112'nin starter kiiltiir olarak
kullanimi, chlorpyriphos’un par¢alanmasinda olumlu bir etki gostermistir. Cok sayida
calisma, bazi mayalarin (Saccharomyces cerevisiae) ve LABmin (L. plantarum, L.
bulgaricus, L. paracasei, Leu. mesenteroides, L. brevis, L. sakei, L. casei) birgok OP
bilesigi karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak veya esteraz enzimleri ile hidroliz
ederek metabolize edebilecegini gostermistir (Regueiro ve ark. 2015, Choi ve ark. 2004,
Islam ve ark. 2010, Kumral ve ark. 2020, Yildirim- Kumral ve ark. 2020, Zao ve Wang
2012, Dordevic ve ark. 2013, Aislabie ve Lloyd-Jones 1995).

Farkli aragtirma calismalarinda, Cin lahanasi igeren kimchi'nin (igeriginde turp, yesil
sogan, kirmizibiber, sarimsak, zencefil ve fermente deniz {iriinleri-jeotgal bulunan bir
fermantasyon iiriinii) fermentasyonu sirasinda bazi1 OP bilesiklerin konsantrasyonunda
azalmalar rapor edilmistir (Cho ve ark. 2009, Islam ve ark., 2010, Yun 1989, Lee ve
Lee 1997, Park ve ark. 2002). Ayrica, kimchi fermantasyonu sirasinda LAB’nin
katilmasiyla chlorpyrifos-ethyl’in hizli bir sekilde parcalandigi belirtilmistir (Cho ve
ark. 2009). Zhou ve ark. (2015), dogal ve LAB asilanmis kimchi'nin fermantasyonunda
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14 giin sonra sirasiyla %25 ve %35 oranlarinda chlorpyrifos pargalanmasi tespit
etmiglerdir. Benzer sonuglar farkli fermentasyon siiregleri i¢inde rapor edilmistir
(Regueiro ve ark. 2015, Zhou ve Zhao 2015, Cabras ve Angioni 2000, Sharma ve ark.
2005, Bo ve ark. 2011, Kawar ve ark. 1979, Singh ve Walker 2006). Zhou ve Zhao
(2015) 24 saat icinde yogurt fermentasyonu sirasinda sirasiyla %23-35 ve %15-30
oranlarinda chlorpyrifos-methyl ve malathion’un parcalandigin1 gostermislerdir. Ayni
kimyasal grubun farkli iiyelerinin farkli fermentasyon kosullar1 altinda degisken
davraniglar gosterebilecegi de ifade edilmistir (Zhou ve ark 2015, Zhou ve Zhao 2015,
Bo ve ark. 2011).

LC-MS-MS analizleri sonuglari, lambda-cyhalothrin konsantrasyonunun hem fermente
lahana tursularinda hemde vakumlu lahana yapraklarinda baslangi¢ konsantrasyonuna
kiyasla degismedigini gostermistir. Her ne kadar lambda-cyhalothrin’in 14 gilin sonra
%13-18"1 parcalansa da, fermentasyonun insektisitin par¢alanma hiz1 lizerindeki etkisi
onemli bulunmamistir. Laboratuvar kosullarinda lambda-cyhalothrin’in yarilanma
Omriinlin, pH 5 ve altinda 175 giin, pH 9 ve altinda ise 7 giin oldugu belirtilmistir
(Anonim 2020d). Bu ¢alismada bulgularina gére lambda-cyhalothrin parcalanma hizinin
diisiik olmasmin nedeni, asidik kosullar altinda bu bilesigin yiiksek kararliligina

baglanabilir.

Sonug olarak,

L. plantarum ilavesi fermentasyonu ve pH diisilisiinii hizlandirmustir.

- Fermentasyon islemi, her iki OP insektisitinin par¢alanmasini kontrole kiyasla
yavaglatmustir.

- Higbir muamelede SP insektisit lambda-cyhalothrin konsantrasyonunda belirgin
bir degisiklik tespit edilememistir.

- Tursu oOrneklerinde malathion ve chlorpyrifos-methyl parcalanma oranlari
kontrole kiyasla daha diisiik olsa da, bu iki insektisitin kalintilart hem dogal hem
de asilanmis lahana tursusu fermantasyonlar1 sirasinda mikrobiyal aktivitenin bir
sonucu olarak azalmistir.

- Lahana tursusu fermentasyonu igin starter kiiltiir olarak L. plantarum 112

susunun kullanilmasi chlorpyriphos parcalanmasini hizlandirmistir.
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Denenen insektisitlerin tamami, kimyasal farkliliklarindan dolay1 fermentasyon
sirasinda farkli parcalanma davraniglari sergilemistir.

Calismanin sonunda, tiim muamelelerde 3 insektisitin kalint1 seviyeleri MRL
degerlerinin iizerinde bulunmustur (Anonim 2020Db).

Bu sonuglar lahana tursusu tiiketimi igin yiiksek kimyasal kalinti riski
gostermektedir.

LAB, insektisit parcalayici ajanlar olarak etki etmesine ragmen, etkilerinin
asidik kosullar altinda sinirh oldugu goriilmiistiir.

Fermentasyon uygulamalarinin ¢ogunlukla gidalarin beslenme kalitesini ve
depolama kapasitesini arttirdigi ve insektisit kalintilarinin ayrismasina yardimci
oldugu bildirilmektedir (Bajwa ve Sandhu 2014, Regueiro ve ark. 2015, Oliva
ve ark. 2007, 2017). Ancak, PHI ve iyi tarim uygulamalarina (GAPs) dikkat
edilmediginde, yiiksek miktarda insektisit ile kontamine olmug lahanalardan elde
edilen tursularin saglik risklerine sebep olacagi mutlaka g6z Oniinde

bulundurulmalidir (Khay ve ark. 2008).
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